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RESUMEN

Este estudio se llevdo a cabo en el Laboratorio de Quimica Agricola de la
Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de El Salvador, en el
Laboratorio de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador y en la Asociacion Cooperativa Astoria; en el que se cuantifico el
contenido de taninos (factores antinutricionales que tienen la caracteristica
principal de formar macromoléculas con las proteinas y precipitarlas) y ademas
se evaluo el contenido nutricional de cuatro diferentes mezclas de forrajes a
base de una graminea, Sorgo (Sorghum bicolor) en sus variedades CENTA
S-2 Y CENTA RCV y dos leguminosas, Frijol Espada/Canavalia (Canavalia
ensiformis) y Frijol Mono (Vigna sinensis) en cuatro diferentes proporciones
(80:20), (70:30), (60:40), (50:50).

La cuantificacion de taninos se realizo por medio de dos métodos
espectrofotométricos (Método de Folin Ciocalteu para taninos totales y Método
de Proantocianidinas o HCI-Butanol para taninos condensados) y se evalud el
contenido nutricional para cada una de las mezclas y proporciones por medio
del analisis bromatolégico proximal y para cada uno de estos analisis los
resultados obtenidos mostraron que a medida que se aumento la proporcion de
graminea (Sorghum bicolor) en las mezclas de 50 a 80%, se observo un
aumento en el contenido de taninos totales; donde, los mayores porcentajes
son los presentados por la mezcla de forraje Sorgo (Sorghum bicolor) CENTA
S-2 + Frijol Mono (Vigna sinensis) (S-2+V), en las proporciones (70:30) y
(80:20); la que presentd menor porcentaje de taninos totales fue Sorgo
(Sorghum bicolor) CENTA S-2 + Frijol Espada/Canavalia (Canavalia
ensiformis) (S-2+C) en la proporcién (50:50), por lo que ninguna de las
mezclas evaluadas sobrepasaron el valor permitido de taninos que segun
estudios anteriores se reporta un limite que va de 2—-4%, y ademas se observo

que en cada una de las diferentes mezclas y proporciones no existe mucha



variacion en cuanto al contenido nutricional, por lo que el alimento no se ve
afectado por la presencia de taninos es por esto que se concluye que el
contenido de taninos que podria dar lugar a la formacion de un complejo tanino-
proteina asi como también dar lugar al poco aprovechamiento de estas por
parte del ganado lechero no causaria ningun efecto negativo en la alimentacion
del ganado por encontrarse en muy bajas concentraciones (0.2272-3.055%
para taninos totales y 0.094-0.202% para taninos condensados) y por tanto no
se veria afectada aceptacion y digestibilidad del alimento por parte del ganado
lechero por el bajo contenido de taninos en las mezclas. Pudiéndose de esta
manera mejorar los niveles de produccion lactea del ganado lechero de la

Asociacion Cooperativa Astoria.

Por otro, lado no se encontraron variaciones significativas entre las medias de
las concentraciones de taninos condensados por haber encontrado valores de F

calculado menores a los de F tabla (3.41), con un nivel de significancia del 95%.

Es por dicho motivo que esta investigacion puede aportar a la Cooperativa
ASTORIA gue se evalluen estas mezclas de forrajes a través del consumo
voluntario para poder ser utilizadas como alimento para el ganado ya que su
asocio presenta efectos positivos en cuanto a contenido proteico de fibra y su
bajo contenido de taninos no causarian efectos negativos en el ganado lechero,
con lo que se mejoraria dieta del ganado lechero a un menor costo, debido a la

incorporacion de leguminosas a sus dietas a base de gramineas de alto costo.
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1.0 INTRODUCCION

El presente trabajo se llevo a cabo en la asociacién cooperativa astoria ubicada
en el departamento de La Paz, municipio de San Pedro Masahuath durante tres
meses del afio 2011, para lo que se recolectaron muestras de forrajes
(almacenados como ensilados) y se elaboraron mezclas en cuatro diferentes
proporciones (80:20), (70:30), (60:40), (50:50); a base de dos leguminosas: El
frijol canavalia (Canavalia ensiformis) y el frijol vigna (Vigna sinensis) y una
graminea: el Sorgo (Sorghum bicolor) de las variedades Centa RCV y Centa
S-2.

A cada una de las mezclas y proporciones se le cuantifico el contenido de
taninos presente por medio de dos métodos espectrofotométricos el método de
follin ciocalteu y método de proantocianidinas (HCI-BUTANOL) y el valor
nutritivo del alimento por medio de un analisis bromatolégico proximal que
comprende los analisis de Método de Wendee contenido de materia seca,
proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda, cenizas y extracto libre de
Nitrogeno; y ademas el Método de Van Soest que comprende Fibra neutro
detergente y Fibra acido detergente, dichos analisis se llevaron a cabo en el
laboratorio de Quimica Agricola de la facultad de Ciencias Agronomicas y en el
laboratorio de de la facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El

Salvador.

Y los resultados obtenidos fueron comparados partir de un disefio estadistico
con lo que se determino que mezcla y proporcion es la mas favorable para la
alimentacién del ganado lechero con lo que se dio una respuesta a la
problematica de la Asociacion Cooperativa Astoria para mejorar la calidad de

alimentacioén del ganado lechero.
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2.0 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Cuantificar espectrofotométricamente los taninos y andlisis bromatoldgico
proximal en cuatro diferentes mezclas de forrajes a base de leguminosas y

gramineas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Preparar cuatro mezclas de forrajes (microsilos o microensilados) a
base de una graminea y dos leguminosas en proporciones de
(80:20), (70:30), (60:40) y (50:50).

2.2.2 Determinar el contenido de taninos por el método espectrofotométrico
de Folin Ciocalteu en las diferentes mezclas de forrajes a base de
una graminea y dos leguminosas en las proporciones de (80:20),
(70:30), (60:40) y (50:50).

2.2.3 Determinar el contenido de taninos por el método espectrofotométrico
de Proantocianidinas (HCI - BUTANOL) en las diferentes mezclas de
forrajes a base de una graminea y dos leguminosas en las
proporciones de (80:20), (70:30), (60:40) y (50:50).

2.2.4 Determinar el valor nutritivo de las diferentes mezclas de forrajes por
medio del analisis bromatologico proximal por método de Wendee y

método de Van Soest.

2.2.5 Comparar el contenido de taninos a partir de un disefio estadistico
gue permita recomendar cual de las mezclas y proporciones es mas

favorable para la alimentacion del ganado lechero.
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3.0 MARCO TEORICO

La Asociacion Cooperativa Astoria, se encuentra ubicada en Cantén Las Flores,
Municipio de San Pedro Masahuat, departamento de La Paz, es un
conglomerado de 80 miembros que se formé durante el periodo de la reforma
agraria pero es una de las pocas asociaciones que continlan trabajando con
éxito. En dicha Cooperativa se trabaja con 160 cabezas de ganado
aproximadamente, especialmente vacas de encaste Holstein con Brown Swiss,
con las cuales segun el presidente de dicha cooperativa, actualmente logran
una produccion de entre mil cien a mil doscientas botellas de leche diarias, con
un promedio de 18 botellas por vaca y esperan invertir y mejorar el manejo y los
niveles de elaboraciéon de productos lacteos, a fin de ser mas productivos en
esa actividad se ven en la necesidad de incorporara la dieta del ganado a base
de gramineas que proporcionan un alimento de baja calidad diferentes mezclas
con leguminosas para la preparacion de forrajes (ensilados), con lo que se
busca aportar los nutrientes necesarios para un buen desarrollo y un aumento

en la produccion lactea (ver anexo N°2).

3.1 FORRAJES

Los forrajes son partes vegetativas de las plantas que se utilizan como alimento
para el ganado lechero. Pueden ser pastoreados directamente, o cosechados y
preservados como ensilaje 0 heno. Segun la etapa de lactancia de las vacas,
pueden contribuir desde casi 100% (en vacas no-lactantes) hasta no menos de
30% (en vacas en la primera parte de lactancia) de la materia seca en la racion.
seyDesde un punto de vista nutricional, los forrajes pueden variar entre alimentos
muy buenos (pasto joven y suculento, leguminosas en su etapa vegetativa) a

muy pobre (pajas y ramoneos).
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Las caracteristicas generales de forrajes son los siguientes: sy

- Volumen: El volumen limita cuanto puede comer la vaca. La ingestion de
energia y la produccion de leche pueden ser limitadas si hay demasiado
forraje en la racién. Sin embargo, alimentos voluminosos son esenciales para
estimular la ruminacion y mantener la salud de la vaca.

- Alta Fibra y Baja Energia: Los forrajes pueden contener desde 30 hasta 90%
de fibra (FND). En general, entre mas alto es el contenido de fibra del forraje,
mas bajo es su contenido de energia.

- Contenido de proteina es variable: Segun la madurez, las leguminosas pueden
tener de 15 a 23% de proteina cruda y las gramineas contienen entre 8 y 18%
de proteina cruda (segun el nivel de fertilizacion con nitrégeno) y los residuos

de cosechas pueden tener solo de 3 a 4% de proteina cruda (paja).

Los forrajes son requeridos en la dieta en una forma fisica gruesa porque

contribuyen significativamente a:

- Estimular la ruminacion y la salivacion, procesos importantes para mantener
un ambiente sano en el rumen.

- Estimular las concentraciones del rumen y la tasa de salida de la digesta del
rumen, que en su turno mejora la eficiencia del crecimiento de las bacterias
del rumen.

- Evitar la depresion de grasa en la leche, que puede resultar cuando los
alimentos tienen una proporcion muy alta de concentrados. Las raciones que
contienen menos de 35% de forraje resultan en la produccién de leche con un

bajo contenido de grasa.

Existen varias maneras de almacenamiento y conservacion de forrajes:
- La via seca cuyo resultado es el heno. La conservacion es posible gracias a la
desecacion, bien Unicamente bajo la accién del sol (secado natural) o

complementandose con aire caliente producido por quemadores que llevan a


http://es.wikipedia.org/wiki/Almacenamiento
http://es.wikipedia.org/wiki/Forraje
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un porcentaje de humedad de alrededor del 15% en el forraje, lo que asegura
su estabilidad. g

- La via humeda llamada “ensilado”, que se aplica tanto a las gramineas
forrajeras como al maiz y, eventualmente, a subproductos alimenticios como la
pulpa de remolacha, los bagazos de cerveza, etc. Es dificil tener éxito con
algunos forrajes como la alfalfa, bajos en azucares y con alto contenido en
nitrégeno soluble, que produce malos olores. (g

3.2 ENSILADOS

El ensilado es un proceso de conservacion del forraje estd basado en
una fermentacion lactica del pasto que produce acido lactico y una disminucién

del pH por debajo de 5.

El ensilado permite retener las cualidades nutritivas del pasto original mucho
mejor que el henificado, pero precisa de mayores inversiones y conocimientos

para conseguir un producto de calidad.

El ensilaje impiden que el producto se descomponga o pudra, permitiendo la
conservacion de sus propiedades alimenticias, por un determinado tiempo, de
tal forma que pueda ser utilizado en el momento que se necesite (4, Permite
retener las cualidades nutritivas del pasto, pero precisa de mayores inversiones

y conocimientos para conseguir un producto de calidad.

El proceso de ensilaje comprende tres fases:
- Respiraciéon
- Fermentacion

- Estabilizaciéon


http://es.wikipedia.org/wiki/Ma%C3%ADz
http://es.wikipedia.org/wiki/Forraje
http://es.wikipedia.org/wiki/Fermentaci%C3%B3n_l%C3%A1ctica
http://es.wikipedia.org/wiki/Pastizal
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_l%C3%A1ctico
http://es.wikipedia.org/wiki/PH
http://es.wikipedia.org/wiki/Henificado
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Respiracion: se debe eliminar completamente el aire del forraje ensilado por
medio de un proceso de compactacion para impedir el crecimiento de bacterias
y hongos que provocarian la pérdida de proteina y mal sabor que se debe

generalmente a hongos. (g

Fermentacion La fermentacion comprende una serie de cambios quimicos
producidos en los compuestos organicos, por la accion de diferentes
organismos. Dentro de los productos que se forman se destacan el acido
lactico, acético y butirico, siendo el primero el mas importante y predominante
en un buen ensilado; también esta presente el nitrégeno amoniacal en una

misma proporcion. (g

Estabilizacion Las etapas de respiracion y fermentacion alcanzan un maximo
de 3 dias, por lo que la produccion de acido lactico generando un pH inferior a
4.5, completandose la fermentacion en un maximo de 21 dias (). Los ensilados
puede tener una fermentacion inadecuada al producir acido butirico y otros
productos indeseables como amonio y pequefias proteinas llamadas aminas.
Las especies de Clostridium son las bacterias mas comunes productoras de
acido butirico responsables de esta fermentacion indeseable. Si el ensilado
contiene una cantidad adecuada de carbohidratos facilmente disponibles, la
fermentacion del microsilo no tomara este rumbo. Las caracteristicas de un
ensilado que ha tenido fermentacion butirica incluyen pH arriba de 5.0, altos
niveles de nitrdgeno amoniacal, mas acido butirico que lactico y un fuerte olor
desagradable. Las vacas alimentadas con estos silos comen menos o dejan de
comer, producen menos leche y tienen una incidencia incrementada de

enfermedades metabdlicas como cetosis o displasia de abomaso. s,
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3.3 VALOR NUTRITIVO DE LOS FORRAJES

Se ha reportado que el valor nutritivo de los forrajes esta determinado por su
composicion quimica, pero el valor nutritivo propio del alimento esta
influenciado por un gran numero de factores que pueden afectar la eficiencia
con la cual los rumiantes utilizan estos forrajes y ademas que no dependen solo
de la digestibilidad del forraje sino también del consumo voluntario que se ve
influenciado por la palatabilidad, variacion estacional y disponibilidad (g

Un aspecto que afecta el consumo y la digestibilidad de los componentes de los
forrajes, y que es muy marcado en las especies leguminosas tropicales es la
presencia de metabolitos secundarios, que se encuentran presentes en una
gran cantidad de leguminosas arbdreas y arbustivas tropicales con potencial
forrajero y son denominados también factores antinutricionales, entre los que
se encuentran: taninos, saponinas, fitatos, hemaglutininas, aminoacidos toxicos
(canavanina y mimosina), glucosidos cianogénicos, cumarina, flavonol, diversos

tipos de fenoles e inhibidores de proteasas. (g

Estos factores antinutricionales son sustancias naturales no fibrosas generadas
por el metabolismo secundario de las plantas, como un mecanismo de defensa
ante el ataque de mohos, bacterias, insectos y pajaros, o en algunos casos,
productos del metabolismo de las plantas sometidas a condiciones de estrés,
gue al estar contenidos en ingredientes utilizados en la alimentacion de
animales ejercen efectos contrarios a su 6ptima asimilacién, reduciendo el
consumo e impidiendo la digestidn, la absorcion y la utilizacion de nutrientes por
el animal. La accion de los factores antinutricionales no solo consiste en
interferir con el aprovechamiento de los nutrientes sino que en varios casos
promueve pérdidas importantes de proteina enddgena y en algunos casos

produce dafios al organismo del animal que los consume. (g
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La presencia de algunos de estos factores pueden alterar la utilizacion de los
nutrientes, la conversion alimenticia y por ende la productividad de los animales;
también reporta cuatro grupos en los cuales se dividen los diferentes factores

antinutricionales:

- Factores que afectan la utilizacion de la proteina y deprimen la digestion
(taninos, saponinas).

- Quelatantes (oxalatos, fitatos, glucosinolatos).

- Antivitaminas (antivitamina A, antivitamina E, antivitamina D, dicumarol).

- Otros toxicos (aminoacidos toxicos -mimosina, canavanina-, nitratos). (g

3.4 FACTORES QUE AFECTAN LA UTILIZACION DE LA PROTEINA Y
DEPRIMEN LA DIGESTION

Los taninos son, los compuestos que revisten una mayor importancia en las
leguminosas forrajeras en el tropico, no solo por su diversidad y concentracion,
sino también por sus multiples efectos en la dinamica digestiva de los animales
y la utilizacion de la proteina Asi, la literatura reporta un sinnumero de
publicaciones donde los efectos de la suplementacidén con forrajes que tienen
taninos, son de efectos variados. En muchos casos el efecto en el animal va a
depender de la concentracion en la planta y del nivel de suministro del forraje

gue los contiene, en la dieta del animal. (o,

3.4.1 TANINOS

- Definicion y caracteristicas
Se definen como compuestos fendlicos de alto peso molecular (500-3000
Daltons) que contienen suficientes hidroxilos y otros grupos (como los

carboxilos) que les permiten formar complejos fuertes con proteinas y otras
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macromoléculas (almidones, celulosas y minerales) bajo particulares
condiciones ambientales , que forman parte de los productos naturales y estan
ampliamente distribuidos en muchos vegetales incluyendo arboles, frutas y
pastos.

Los taninos poseen accion astringente; forman dispersiones coloidales y
compuestos insolubles con ciertos tejidos animales, precipitan el alcaloide de
sus soluciones, asi como los colorantes organicos de caracter basicos y la
albumina; en soluciones alcalinas absorben facilmente oxigeno y se oscurecen.
Son bastante solubles en alcohol diluido, pero poco solubles en alcohol
deshidratado, pero bastantes y en acetona no cristalizables y por ello dificiles
de separar las mezclas polifendlicas. Los taninos son sustancias amorfas que
con el agua forman coloides de reaccion acida y sabor muy acre. Suelen ser

solubles en alcohol.

- Clasificacion

Los taninos pueden dividirse en dos grupos:

a) Taninos hidrolizables o pirogalicos
Estan formados por varias moléculas de acido galico y egalico unidos por un
enlace éster y un residuo de glucosa. Se conoce con el nombre de taninos
pirogalicos porque cuando se destilan en seco producen acido galico y como

su nombre lo indica pueden ser hidrolizados facilmente por acidos minerales.

Los taninos hidrolizables (HT) son moléculas con un nucleo central polyol
(generalmente D-glucosa) los grupos hidroxilos de estos carbohidratos son
parcial o totalmente esterificados con grupos fendlicos como el acido galico
(galotaninos) o acido elagico (elagitaninos) los taninos hidrolizables

usualmente estan presentes en las plantas en bajas cantidades. ()
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Figura N°1. Proceso de reaccion de formacion de taninos hidrolizables

Taninos condensados

Son polimeros fendlicos de alto peso molecular que no son facilmente
hidrolizables y tienden a polimerizarse a productos insolubles amorfos
especialmente en presencia de acidos minerales. Se considera que sus
precursores son las catequinas o derivados de flavan-3-ols que se sintetizan
a partir de combinaciones con acido shikimico. 7y Son ademas oligomeros o
polimeros de unidades de flavonoides (flavan 3-ol) unidas por uniones

carbono-carbono no susceptibles de dividirse por hidrdlisis.

Las proantocianidinas son mas comunmente llamadas taninos condensados
debido a su estructura quimica condensada, y se encuentran mas
ampliamente distribuidos que los taninos hidrolizables, aunque estos ultimos
sufran también reacciones de condensacion ) El término proantocianidinas

se deriva de la reaccién de oxidacién por catdlisis acida que produce color
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rojo por las antocianidinas al sobrecalentar las proantocianidinas en una
solucion alcohdlica.

Las Proantocianidinas pueden contener de 2 a 50 unidades o mas de
flavonoides. Los polimeros de PA tienen complejas estructuras porque las
unidades flavonoides pueden diferir de algunos sustitutos y por la variacion

de los sitios de las bandas interflavan.

Las uniones carbono - carbono de los taninos condensados no son divididas
0 separadas por hidrélisis, estos pueden o no ser solubles en solventes
organicos acuosos dependiendo de su estructura quimica y el grado de
polimerizacién de la molécula y son hidrolizados por acidos o bases débiles
produciendo carbohidratos y &acido fendlico, bajo estas condiciones los
taninos condensados no son hidrolizados; en cambio Los taninos
hidrolizables se hidrolizan por agua caliente o enzimas como por ejemplo la

Tanasa. (7

Flavan-3-ol [(b) Proantocianidina (c)

Figura N° 2 Proceso de formacion de proantocianidinas
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3.5 EFECTOS DE TANINOS CONDENSADOS EN LA ALIMENTACION
ANIMAL

a) Efectos nutricionales
b) Efectos antinutricionales

c) Efectos sobre el valor nutritivo de los forrajes

a) EFECTOS NUTRICIONALES

La capacidad de los taninos condensados (TC) para unirse a otras moléculas
constituye el aspecto mas importante para comprender los efectos que se les
atribuyen sobre los procesos de digestion. Debido a su estructura quimica
poseen la capacidad de unirse a diferentes compuestos como proteinas,
polisacaridos, minerales, carbohidratos, celulosa, células de las membranas
bacterianas y enzimas involucradas en la digestion de los compuestos antes

mencionados. (4

Durante estos procesos, los taninos pueden tener efectos negativos sobre el
valor nutritivo de los forrajes segun la concentracion en la que se encuentren.
Asi, a altas concentraciones, 6-10% de la materia seca deprimen el consumo
voluntario y la palatabilidad de las especies forrajeras. También reducen la
digestibilidad: de la materia seca, de la materia organica, de la fibra, de la
proteina, y de los carbohidratos y por consiguiente afectan negativamente el

desempefio productivo de los animales. (14

En moderada y baja concentracion, (2-4 % de la MS), su efecto es beneficioso,
previenen infecciones y aumentan la distribucion de nitrdgeno no amonico y de

los aminoéacidos esenciales desde el rumen. La concentracion de los taninos en
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la dieta, con un rango de valores medidos que variaron entre 0 - 12 % de MS,
presentaron respuesta lineal y positiva en la formacion de complejos taninos-

proteinas. (s

b) EFECTOS ANTINUTRICIONALES

- Efectos sobre el consumo

La presencia de taninos condensados en leguminosas puede disminuir el
consumo de las mismas por actuar sobre la palatabilidad de estas especies,
afectando la digestion. La formacién de complejos entre las proteinas salivales
y taninos provoca una sensacion de astringencia que puede aumentar la
salivacion disminuyendo la palatabilidad de las especies. Sin embargo, estos
efectos parecen estar mas sujetos a los efectos propios del funcionamiento del
rumen y del intestino. Los taninos condensados parecen reducir la tasa de
fermentacion provocando efectos sobre el llenado del rumen, hasta situaciones
mas severas en las que se reduce la digestion de la fibra y del nitrégeno.
También pueden reducir la digestibilidad de las células de la pared por
adherirse a enzimas bacterianas o por formar complejos indigestibles con

carbohidratos estructurales. (14

Experimentalmente estos efectos pueden revertirse cuando se le suministra
PEG (propilenglicol) a la dieta de los animales afectados que actua evitando la
formacion de complejos con los taninos de la dieta y evitando que estos se
unan a las proteinas, siempre que se realice dentro de los treinta minutos

posteriores a la formacion de los complejos. (14

c) EFECTOS SOBRE EL VALOR NUTRITIVO DE LOS FORRAJES
En general los forrajes con una elevada concentracion de taninos condensados
se asocian con la baja palatabilidad, bajo consumo y un escaso desempefio

productivo de los animales afectados. Si bien el bajo consumo puede ser
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consecuencia de una disminucion de la palatabilidad, también podria ser debido
a un desmejoramiento de la funcién ruminal, o a una disminucion del apetito

originada por una baja concentracion de nitrégeno. (4

Los taninos tienen su mayor impacto en la nutriciébn animal por la habilidad para
formar complejos con numerosas moléculas tales como: carbohidratos,
proteinas, polisacaridos, membranas de las células bacterianas, enzimas

involucradas en la digestion de carbohidratos y proteinas. (7

Los taninos presentan distintos efectos en la alimentacion animal:
1. Deprimen el consumo voluntario

2. Forman complejos con proteinas (s

El principal efecto negativo del uso de taninos es el déficit de la digestibilidad.
Los taninos ejercen un efecto inhibidor sobre la actividad de una serie de
enzimas como proteasas, lipasas, a-amilasas, celulasas, [(-glucosidasas y
ureasas, por lo que se puede afirmar que deprimen la digestibilidad del

alimento. (3

Los taninos también inhiben la proteina en el rumen disminuyendo las
concentraciones de amonio, lo que indica una inhibicion de enzimas
proteoliticas. Hay indicaciones de que los taninos forman enlaces con
carbohidratos (celulosa, hemicelulosa, almidon y pectina), pero éstos no son
dependientes del pH. En algunos estudios se demostré que la formacion de
acidos grasos volatiles y de gas en condiciones ruminales fue menor con alto
contenido en taninos, por lo que la degradacion de la materia seca fue menor.
Los resultados negativos de la degradacion comenzaron al sobrepasar el 4% de

sustancias inhibitorias en la racion. (s,
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3.6 TANINOS CONDENSADOS EN FORRAJES A BASE DE GRAMINEAS Y
LEGUMINOSAS

Forrajes de alta calidad pueden constituir dos tercera partes de la materia seca
en la racion de vacas, que comen 2.5 a 3% de su peso corporal como materia
seca (ejemplo, una vaca de 600 kg. puede comer 15 a 18 kg. de materia seca
en un forraje bueno). Las vacas comen mas de una leguminosa que de una
graminea en la misma etapa de madurez. Sin embargo, forrajes de buena
calidad, alimentados en raciones balanceadas, suministran mucho de la

proteina y energia necesarias para la produccion de leche.

Las condiciones de suelos y clima tipicamente determinan los tipos de forrajes
mas comunes en una region. Tanto gramineas y leguminosas son ampliamente
conocidos alrededor del mundo. Las gramineas necesitan fertilizantes
nitrogenados y condiciones adecuadas de humedad para crecer bien. Sin
embargo, las leguminosas son mas resistentes a la sequia y pueden agregar
200kg de nitrogeno/afo/hectarea al suelo porque conviven asociados con
bacteria que pueden convertir nitrogeno del aire a fertilizante nitrogenado. El
valor nutritivo de forrajes es altamente influido por la etapa de crecimiento

cuando son cosechados o pastoreados.

El crecimiento puede ser dividido en tres etapas sucesivas:
- Etapa vegetativa.
- Etapa de floracién.

- Etapa de formacion de semillas.

Usualmente, el valor nutritivo de un forraje es mas alto durante el crecimiento
vegetativo y mas bajo en la etapa de formacion de semillas. Con el avance de

madurez, la concentracion de proteina, energia, calcio, fésforo y materia seca
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digestible en la planta se reducen mientras la concentracion de fibra aumenta.
Mientras aumenta la fibra, aumenta el contenido de lignina, asi haciendo los
carbohidratos menos disponibles a los microbios del rumen. Como resultado, el

valor energético del forraje se reduce. (s,

Asi, cuando los forrajes son producidos con el propésito de alimentar ganado,
deben ser cosechados o pastoreados en una etapa joven. El maiz y el sorgo,
cosechados para ensilaje son dos excepciones, porque a pesar que el valor
nutritivo de las partes vegetativas de la planta (tallo y hojas), en la formacion de

semillas una cantidad alta de almidon digestible se acumula en los granos. ()

El rendimiento maximo de materia seca digestible de una cosecha forrajera se
obtiene:
- En la etapa de la primera parte de madurez en el caso de gramineas.

- En la etapa de medio a madura boton para leguminosas.

Hay poco que se puede hacer para prevenir la pérdida de valor nutritivo de un
forraje con el avance de su madurez. Por cada dia de atraso de la cosecha
después del momento 6ptimo de madurez, la produccion lechera potencial de

las vacas que come el forraje sera mermada. (s

Las Gramineas contienen acidos fendlicos, y la mayoria flavonas, pero sélo los
sorgos contienen taninos condensados. Su principal efecto sobre el valor
nutritivo es reducir la utilizacion digestiva de los aminoacidos. Numerosos
estudios han confirmado el efecto negativo de los taninos en las dietas para
animales, ya que estos forman complejos insolubles con las proteinas y otras
macromoléculas, afectando negativamente la energia metabolizable y la

disponibilidad de proteina.
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Este complejo tanino - proteina es considerado responsable del bajo nivel de
crecimiento, baja digestibilidad de proteina y disminucion de aminoécidos
aprovechados e incremento de nitrégeno excretado. Por lo tanto, los taninos
son parcialmente absorbidos en la pared intestinal y parecen requerir un
suplemento de metionina para ser metabolizados y excretados en la orina.
Ademds, las enzimas digestivas como la amilasa, lipasa y tripsina son
fuertemente inhibidas, afectando en esta forma la digestibilidad de proteinas,

grasas y almidones.

Las leguminosas forrajeras en general poseen altos contenidos de proteina
pero no se usan mucho en la alimentacion de bovinos por su poca resistencia al
pastoreo y la dificultad para su cosecha mecanizada y ademas, problemas
relacionados con el patron de fermentacion al ensilarlos, por esta razon se
mezclan con especies forrajeras como las gramineas por ser mas favorables

para elaborar ensilados e incrementar el contenido proteico del alimento. sy

La utilizacion de leguminosa merece una mejor atencion, principalmente en
paises tropicales donde la proteina es un factor limitante a la produccién bovina.
Estudios han demostrado que al asociar gramineas con leguminosas en
pastoreo; la produccion lactea puede ser aumentada entre 17 y 65 % mas que

con la graminea sola.

3.7 NUTRIENTES IMPORTANTES EN LA ALIMENTACION DE GANADO
VACUNO

El objetivo de muchos ganaderos alrededor del mundo es producir un volumen
de leche con una composicion adecuada; a la vez contar con vacas sanas y con
un uso eficiente de los alimentos. Esta es la base de la produccion eficiente de

leche. Las raciones bien balanceadas van de la mano de una 6ptima produccion
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de leche. Esto varia de un ganadero a otro, dependiendo de las condiciones
especificas que cada ganadero enfrenta: el precio de la leche, las posibilidades
de pastoreo, el costo de los ingredientes de la racién, y la posibilidad de
suministrar alimentos de produccién propia son sélo algunas de estas

condiciones. ()

Entre algunos nutrientes que deben ser considerados dentro del balanceo de

las raciones se tienen:

- Proteina
Estas son parte de los tejidos del cuerpo y de los productos animales; y proveen
los aminoacidos requeridos para el mantenimiento de las funciones vitales,

como: reproduccion, crecimiento y lactancia.

- Minerales

Una adecuada proporcién de minerales en la dieta es esencial para una salud y
altos niveles de produccion de leche. La falta de atencion con el contenido de
minerales en la dieta frecuentemente conlleva a problemas reproductivos, tanto

déficit como exceso de estos miSmos. (s

- Fibra

Uno de los componentes principales de la dieta de la vaca lechera es la fibra.
Los requerimientos de la misma para el ganado se expresa en Fibra Neutro
Detergente (FND)so) que representa la pared celular de los vegetales que
constituye su elemento estructural o de sostén y esta integrada por celulosa,
hemicelulosa, lignina y ademas una serie de compuestos menores ligados a
ella, también indigestibles (Silice, Cutina), el analisis de FND es necesario para

la formulacion de raciones. (s
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3.8 GENERALIDADES BOTANICAS DE LAS ESPECIES EN ESTUDIO

Frijol Espada (Canavalia ensiformis)

Generalidades

Este cultivo figura entre las leguminosas mas promisorias actualmente
estudiadas, cuyo empleo como abono verde y cultivo de cobertura se fomenta
en las zonas tropicales humedas. Su forraje se utiliza para pastorear bovinos y
ovinos y su grano se utiliza para la alimentacion de no-rumiantes y rumiantes,
en estos Ultimos sin ningun tratamiento, en tanto que se requiere de procesos
fisicos, quimicos 0 ambos, cuando se alimenta a no-rumiantes, a fin de eliminar

sus factores anti nutricionales ss).

Figura N° 3. Canavalia ensiformis
Origen y Distribucién

La Canavalia es una planta nativa de América, reportandose su uso en las
Indias Occidentales, Panama, Guyana, Brasil y Peru. Es una planta cultivada en
los tropicos y con alguna importancia en la India, Taiwan, Kenia y Hawaii; asi

como en el este de Africa (s
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Clasificacion

Reino: Vegetal;

Division: Traquedfitas;
Clase: Angiospermeae;
Sub-clase: Dicotiledoneae;

Familia: Leguminoseae;

Género: Canavalia;
Especie: ensiformis  Figura N° 4. Planta entera de Canavalia ensifiormis

Descripcion morfologica:

La Canavalia es una leguminosa rustica, anual o bianual, de porte erecto; su
crecimiento inicial es relativamente rapido, con habito de crecimiento
indeterminado que alcanza de 0.6 a 1.2 metros de altura; con formacion de
guias. Las hojas son alternas y trifoliadas, de color verde oscuro y brillante, con
nervaduras bien sobresalientes. Presenta inflorescencias axilares en racimos,
con flores grandes, corola de color violacea o roja. La vaina es larga, plana,
dura, pudiendo alcanzar hasta 35 centimetros de largo y 3 centimetros de
ancho, cada vaina contiene de 4 a 20 semillas grandes, redondeadas u

ovaladas, de color blanco. s

Frijol Vigna (Vigna sinensis)

GENERALIDADES

El frijol Mono (Vigna sinensis) es una leguminosa de origen tropical que forma
parte de los habitos alimenticios de muchas regiones latinoamericanas, donde
se consume basicamente en forma de grano integral. Resistente a la sombra,
se planta en parcelas compartidas con gramineas, como el maiz (Zeamays) o
el sorgo (Sorghum vulgare), u otros cultivos como el algodén (Gossypium

spp.) y la cafia de azucar (Saccharum officinarum). Como cultivo de rotacion
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tiene la ventaja de ayudar a fijar el nitrdgeno al suelo, mejorando su

rendimiento .

Figura N° 5.Vigna sinensis

ORIGEN Y DISTRIBUCION

Especie de género Vigna sinensis proviene de la familia Fabaceae, su forma
de vida es terrestre y su ciclo de vida puede ser anual y bianual ademas su
crecimiento es diverso. Se cultiva ademas como forraje. Es un cultivo

alimentario sumamente importante en los tropicos asiaticos y africanos (1), (3).

CLASIFICACION
Reino: Plantae,
Division: Magnoliophyta,
Clase: Magnoliopsida,
Sub clase: Rosidae,
Familia: Fabaceae,

Género: Vigna;

)

) U RN

Especie: sinensis 7). Figura N° 6. Planta entera de Vigna sinensis
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DESCRIPCION MORFOLOGICA

Es una planta herbacea o semiarbustiva, trepadora de tallos ramificados y hojas
trifoliadas levemente pubescentes. Flores amarillas, violeta claro o blancas.
Fruto en legumbre lineal y cilindrica con aproximadamente 7cm - 12 semillas.
Las hojas son desiguales, cuyo fruto — una legumbre — se emplea como
alimento en regiones tropicales del Viejo y Nuevo Mundo; se cultiva ademas
como forraje ya que tolera bien la sequia y el calor, a diferencia de otras

leguminosas,s,

REQUERIMIENTO DE CLIMA'Y SUELO

Existen numerosas variedades cultivadas de muy diverso fotoperiodo, pero
todas requieren una temporada calida para la germinacion y buen drenaje.
Toleran suelos pobres en nutrientes y elevadas condiciones de acidez, asi
como regimenes de lluvias inferiores a los 300 mm anuales. Si se siembra en
tiempo frio la germinacion se retrasa, el desarrollo de la planta es escaso y las
hojas se arrugan y toman una coloracion purpurea, las temperaturas elevadas
no suelen perjudicar el cultivo solamente en el caso de calores muy fuertes en
la época de floracion y fructificacion pueden producirse dafios en el rendimiento

y en la calidad. ;s

Sorgo (Sorghum bicolor)

GENERALIDADES

Se puede utilizar para la alimentacién animal, principalmente como componente

de mezclas y concentrados. También es usado como forrajes en la preparacion

de ensilajes y en pastoreo o).
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ORIGEN Y DISTRIBUCION

Se estima que el sorgo o maicillo es originario de Africa Oriental, probablemente
Sudan o Etiopia de donde se cree fue llevado por los nativos migratorios hacia
otros paises del continente. En El Salvador se le encuentra en zonas costeras,
valles intermedios y ultimamente se ha sembrado en la zona nororiental, dada

su capacidad de resistir sequias prolongadas. o)

CLASIFICACION
Clasificacion Botanica:

Reino: Vegetal;

Division: Traquedfitas;

Clase: Angiospermeae;

Sub clase: Monocotiledoneae:

Familia: Gramineae;

Género: Sorghum;

A b ORI
44

Especie: bicolor (3 Fiura N°7 SOthu bicolor

DESCRIPCION MORFOLOGICA:

Su raiz es fibrosa o0 rizoma, posee raices laterales grandes (profundidad
radicular 1.20 metros); su tallo es herbaceo, cilindrico y nudosos, con 8 a
10yemas basales que se convierten en nuevos tallos, pueden llegar a tener un
grosor de 5cms, su altura va desde 0.40 a 3.0 mts o mas. Sus hojas son
sencillas, envainadoras, ensiformes, disticas, alternas, situadas a dos filas
puestas, con légula entre la vaina y el limbo. Las panojas pueden ser

compactas, difusas o intermedias, segun el largo de los entrenudos ss).
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Rastreado: esta actividad permitira dejar el suelo suelto para favorecer la
germinacion de la semilla y la emergencia de la plantula. Dependiendo del

estado del terreno, se daran de 2 a 3 pasos de rastra.

Surcado: debe tener una profundidad de 10 a 15 cm para la germinacién de la
semilla y favorecer el drenaje. Se recomienda realizar un pasado de arado
(cada 2 6 3 afos) para evitar la compactacion del suelo. En terrenos con
pendientes mayores al 15% se debe implementar la labranza minima o cero
labranza, la cama de siembra debe estar libre de malezas lo cual puede

hacerse con productos quimicos o0 manualmente.

Aporco: Debe realizarse de los 22 a 30 dias después de la siembra;
inmediatamente después de la segunda fertilizacion. Esta practica se realiza
con el objetivo de incorporar el fertilizante, controlar las malezas, ayudar a la

fijacion de la planta y favorecer el drenaje del suelo ()

ALGUNAS VARIEDADES DE SORGO EN EL SALVADOR

Sorgo variedad CENTA S-2

Entre sus ventajas podemos mencionar, produce forraje y grano de alta calidad
y posee gran potencial de rendimiento. Para forraje puede sembrase en los
meses de mayo, agosto o0 en la estacion seca con humedad o regadio. Esta
variedad fue introducida por el programa LASIP/CIMMYT, a través de los
ensayos de la Comision Latinoamericana de Investigadores de Sorgo (CLAIS).
@e)(Ver Anexo N°1)
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A

Figura N° 8. Sorghum bicolor varedad CENTA S-2
Sorgo variedad RCV

Es un sorgo que se puede sembrar entre las latitudes desde los 0 — 1300
msnm, en suelos planos y en alturas después de los 1300 msnm, su produccién
de panoja es baja y se tiene un bajo rendimiento del cultivo, su régimen de
lluvia para una buena produccién es de 500mm. Entre sus ventajas se puede
mencionar que un cultivo de multi - rebrote, que su semilla es reutilizable y su

ciclo de vida comprende de mayo a agosto. g (Ver Anexo N°1)

Figura N 9. Sorghum bicolor variedad CENTA RCV



CAPITULO IV
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

- Retrospectivo:

Esta investigacion partié6 de una problemética la cudl fue la presentada por la
Asociacion Cooperativa Astoria, que se basd en que se estan utilizando
mezclas de forrajes a base de gramineas y leguminosas sin saber el efecto que
estas pueden tener dentro de la produccién animal por la posible presencia de
poseer taninos, por otro lado no se conoce que mezcla ensilada puede ser la
mas factible para su fermentacién o ensilaje ya que se desconoce el efecto que
tienen las leguminosas de ser dificiles de ensilarse por su alto contenido de

nitrégeno y bajo contenido de carbohidratos.

- Bibliografico:

Para poder dar respuesta a la problematica que tiene la Asociacion Cooperativa
Astoria con respecto al efecto negativo que pueden presentar los taninos en la
alimentacion a partir de una fuente forrajera a base de gramineas (sorgo)
mezclado en diferentes proporciones con leguminosas (Frjol Espada/Canavalia
y Frijol Mono) se recolect6 toda la informacion relacionada a este tema que nos

conllevara a encontrar una solucidon o recomendacion viable a esta cooperativa.

- Experimental:

Por otra parte, se realizé la cuantificacion de taninos totales y taninos
condensados en las mezclas de forrajes a base de una graminea Sorgo
(Sorghum bicolor) y dos leguminosas,El frijol Espada/Canavalia(Canavalia
ensiformis) y el frijol Mono(Vigna sinensis), por dos métodos
espectrofotométricos (método de folin ciocalteu y método de proantocianidinas
HCI-Butanol), esto se llevd a cabo en el Laboratorio del Departamento de
Quimica Agricola de la Facultad de Ciencias Agrondmicas y en el Laboratorio

de la Facultad de Quimica y Farmacia, ambos laboratorios ubicados en la
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Universidad de El Salvador, después de realizada la cuantificacion de taninos
se procedio a analizar la racibn mas viable para alimentar al ganado sin que se
viera disminuida la produccion de leche como la reproduccién del animal, por
otro lado estos datos sirvieron de base para futuras investigaciones con las
cuales se puede mejorar la ganaderia de El Salvador a través de la utilizacion

de materiales alternativos y locales para la alimentacién del ganado.

4.2 Investigacion bibliogréfica

Se realizara en:

- Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador

- Biblioteca Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador

- Biblioteca de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de El
Salvador.

- Internet.

4.3 Investigacion experimental

Se realizara en dos etapas:

- ETAPA 1. Recoleccion de las mezclas de forrajes a base de una graminea:
Sorgo (Sorghum bicolor) y dos leguminosas: El frijol espada/Canavalia
(Canavalia ensiformis) y el frijol Mono (Vigna sinensis), teniendo como
patron los ensilajes previamente elaborados en la Asociacidon Cooperativa
Astoria ubicada en el municipio de San Pedro Masahuat en el departamento
de La Paz en el lote el Volador Oriente, en las coordenadas geodésicas N
13°25’45.7”; WO 89°02’47.3” a 21 metros sobre el nivel del mar teniendo una
pendiente aproximada de 5 %(Ver Anexo No. 2), y luego seran conducidas a los

laboratorios de la Facultad de Ciencias Agronémicas.
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- ETAPA 2: Se llevé a cabo la determinacion de la calidad nutricional de los
forrajes a través del analisis bromatoldgico proximal, método de Wendee: %
de humedad, % de proteina cruda, % de fibra cruda, % de extracto etéreo, %
de materia seca, % de cenizas y el % de extracto libre de nitrégeno y el
método de Van Soest; % de fibra neutro detergente, % de fibra acido
detergente, luego se prepararon extractos con acetona al 70% para la
Cuantificacion de taninos por dos métodos: Folin Ciocalteu vy
Proantocianidinas, que se realizaron en el Laboratorio del Departamento de
Quimica Agricola de la Facultad de Ciencias Agronémicas y en el Laboratorio
de la Facultad de Quimica y Farmacia, ambos de la Universidad de El
Salvador.

Universo
- Mezclas de forrajes a base de una graminea: Sorgo (Sorghum bicolor) y dos
leguminosas: El frijol espada/Canavalia (Canavalia ensiformis) y el frijol

Mono (Vigha sinensis).

Muestra

- Las muestras en estudio corresponden a ensilados (microsilos) que fueron
elaborados a partir de diferentes mezclas de forrajes a base de una graminea:
Sorgo (Sorghum bicolor) en sus variedades CENTA S-2 y CENTA RCV y dos
leguminosas: Frijol Espada/Canavalia (Canavalia ensiformis) y Frijol Mono
(Vigna sinensis) en las siguientes proporciones:(80:20), (70:30), (60:40) y

(50:50), esto se detalla en la tabla N°1 que se presenta a continuacion:
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Tabla N°1. Mezclas y proporciones de los que esté constituido cada uno de los
forrajes que seran utilizados para alimento de ganado vacuno.

Mezcla
Variedad forrajera Proporcion
(Graminea — Leguminosa)

50:50
60:40
70:30
80:20
50:50
60:40
70:30
80:20
50:50
60:40
70:30
80:20
50:50
60:40
70:30
80:20

S-2+C

S-2+V

RCV+C

RCV+V

Abreviaturas: S-2 + C (Sorgo S-2 + Canavalia ensiformis), S-2 + V (Sorgo S-2
+ Vigna sinensis), RCV + C (Sorgo RCV + Canavalia
ensiformis) y RCV + V (Sorgo RCV + Vignha sinensis)

4.4 Preparacion de la muestra

- Después del proceso de fermentacién y estabilizacion (25 dias) de los
microsilos a base de una graminea: Sorgo (Sorghum bicolor) en sus
variedades: CENTA S-2 y CENTA RCV y dos leguminosas: Frijol Espada/
Canavalia (Canavalia ensiformis) y Frijol Mono (Vigna sinensis)en sus
diferentes proporciones (80:20), (70:30), (60:40) y (50:50), se procedi6 a abrir

cada microsilo, se tomd una muestra representativa y se condujeron dichas
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muestras al laboratorio del Departamento de Quimica Agricola de la Facultad
de Ciencias Agrondémicas para realizar un proceso de deshidratacion
Humedad Parcial (% HP) a una temperatura inferior a 30 - 50°C, luego un
proceso de molido, en un molino adecuado para obtener muestras
homogéneas y con tamafio de particula uniforme pasadas por un tamiz de

0.25 mm, y asi acondicionarlas para la realizacion de los analisis.

4.5 Preparacion del extracto de taninos. (s

Después de obtener las muestras deshidratadas y molidas, se procedi¢ a la
extraccion con acetona al 70% siguiendo la metodologia detallada a

continuacion:

- Pesar 200 mg de muestra de forraje y colocar en un vaso de precipitado de
30mL de capacidad.

- Adicionar 10 mL de acetona al 70% al vaso de precipitado con muestra de
forraje y suspender en un bafio de agua por ultrasonidos Branson 3210
durante 10 minutos, dejar en reposo por 5 minutos y repetir el procedimiento
una vez mas a temperatura ambiente.

- Transferir el contenido del vaso, a tubos de centrifugacion y someter a
centrifugacion durante diez minutos aproximadamente a 3000 RPM a 4°C(si la
centrifuga refrigerada no hubiera estado disponible, se iba a enfriar el
contenido en hielo y centrifugar a 3000 RPM usando la centrifuga
convencional).

- Recolectar el sobrenadante en el vaso de precipitado y repetir este

procedimiento descrito anteriormente una vez mas.
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4.6 Métodos de Cuantificacién de taninos

La cuantificacion de taninos en cada una de las muestras de forrajes se realizo
por dos métodos: a) Meétodo de Folin-Ciocalteau y b) Método de
Proantocianidinas (HCI — Butanol).

a) Método de Folin — Ciocalteu 3

Fundamento: El método de Folin Ciocalteu se basa en la oxidacién de los
fenoles, en medio basico, mediante el reactivo de Folin Ciocalteu (mezcla de
complejos de los acidos fosfowolframico y fosfomolibdico), produciéndose, por
reduccion del reactivo, una mezcla de complejos de wolframio y molibdeno que
presenta una coloracion azul caracteristica que es detectada

espectrofotométricamente.

El reactivo de Folin Ciocalteu es una solucion acida de polimeros complejos de
los acidos fosfomolibdico y fosfowolframico. Este reactivo, de color amarillo,
oxida los fenolatos, reduciéndose los acidos del reactivo, para dar lugar a un

complejo azul de molibdeno-wolframio.

En este proceso se produce una reduccion parcial del estado de valencia de
Molibdeno y Wolframio de +6 a +5por los fenoles en un alcali acuoso y el
resultado sera expresado en equivalentes de &cido tanico. Este método
determina la totalidad de grupos fendlicos libres y por consiguiente determina la
totalidad de fenoles solubles como taninos hidrolizados y taninos condensados.
Una reduccion completa, a la valencia mas baja, destruye el color. La

naturaleza de estos complejos no se conoce bien.

Este método no discrimina entre taninos y compuestos fendlicos diferentes a los

taninos y/o entre estos y otros materiales facilmente oxidados. Compuestos de
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interferencia tales como acido ascorbico, tirosina y posiblemente la glucosa son

también medidos. (14

Los fenoles soOlo son oxidados rapidamente en un medio suficientemente
alcalino. Pero, en estas condiciones, el reactivo oxidante y el pigmento azul son
inestables. Por ello, el reactivo deberd encontrarse en exceso, para que, aln a
pH alcalino, se conserve al menos una fraccion inalterada durante el tiempo

necesario para reaccionar con todos los fenoles. (14

Analisis para cuantificacion de fenoles totales (33

Procedimiento (Ver Anexo N° 5)

- Preparar el extracto de taninos a partir de las muestras de forraje

- Tomar una alicuota apropiada del extracto en los tubos de ensayo, llevar a un
volumen de 2.5 mL con agua destilada, adicionar 0.25 mL de reactivo de Folin
Ciocalteu y luego 1.25 mL de solucion de carbonato de sodio.

- Agitar los tubos y leer la absorbancia a una longitud de onda de 725 nm
después de 40 minutos en reposo.

- Calcular la cantidad de taninos totales como equivalente de acido tanico
comparandolos con los valores obtenidos en la curva de calibracion estandar
de Acido tanico (Ver anexo N°8).El contenido de taninos se expresa en base
seca (MS%).

Separacion de taninos del extracto. (s
Procedimiento (Ver Anexo N° 5)

- Pesar 100 mg de PVPP (Polivinilpirrolidona) en un tubo de ensayo de 100 x 12

mm.



54

- Adicionar 1.0 mL de agua destilada y luego 1.0 mL de extracto que contiene
taninos (100 mg de PVPP son suficientes para unir 2 mg de taninos totales; si
el contenido total de taninos en la muestra es mayor que el 10% con respecto
a la materia seca, seré apropiado diluir el extracto).

- Agitar cuidadosamente en forma circular los tubos de ensayo.

- Mantener los tubos a temperatura de 4°C por 15 minutos y agitarlos
nuevamente en forma circular, luego centrifugar los tubos a 3000 RPM por 10
minutos.

- Recolectar el sobrenadante. (Este sobrenadante solo tiene fenoles simples
gue no son taninos; los taninos han sido precipitados junto con el PVPP) y
medir el contenido fendlico (tomar por lo menos el doble de volumen usado
para la estimacion de fenoles totales, porque el extracto ha sido diluido dos
veces y se espera perder los fenoles-taninos a pesar de haber sido
arrastrados con PVPP).

- Expresar el contenido de fenoles simples (no taninos) sobre la base seca
(Y%).

b) Meétodo de Proantocianidinas (HCI — Butanol) (14), 33, 4s)

Este método se fundamenta en una reaccion tipo endo, especifico para taninos
condensados (proantocianidinas); el método implica la despolimerizacion de los
taninos condensados por catalizacion acida en butanol para obtener
antocianidinas de color rojo procedentes de la ruptura oxidativa de los enlaces
interflavanicos de las proantocianidinas poliméricas y ser detectadas

espectrofotométricamente.

La limitante del método radica en que los polimeros de taninos son separados
en dimeros o trimeros, en lugar de mondémeros; es decir, los flavan-oles
monomeéricos no son detectados en las citadas condiciones de reaccion

apropiadas para polimeros, por lo que los resultados de taninos condensados
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pueden ser subestimados; ademas exige el empleo de estandares especificos

para cada tipo de taninos.

El método de HCI - Butanol es también usado para estimar la cantidad de
taninos insolubles de residuos de extraccion o de Fibra Neutro Detergente
(FND). Como principal problema que se presenta no todos los pigmentos rojos

se disuelven resultando en una subestimacion de los taninos.

El grado de polimerizacién de los taninos condensados puede ser estimado
mediante la combinacion del método de HCI - Butanol con el de vainillina. El
método de HCI - Butanol mide la totalidad del nUmero de flavonoides presentes
del polimero lo que da lugar a la produccion de antocianinas y el método de

vainillina mide el nimero de moléculas.

Si el extracto de flavan-4-oles, desarrolla un color rosa en frio, usar un blanco
en caliente para cada muestra que comprenda 0,5 ml del extracto, 3 ml de
butanol y 0,1 ml del reactivo férrico. Taninos condensados como equivalente de

leucocianidina se calcula mediante la formula:

(Absorbancia de la muestra a 550 nm x 78.26 x FD) (%MS)

0,
El/o,l cm, 550 nm) de

Esta férmula asume que el coeficiente de extincion molar (
leucocianidinas es 460.

Nota: el factor de dilucion es igual a 1 si no se adiciona acetona al 70% al
extracto que se elaboré con 200 mg de muestra en 10 mL de solvente. Pero
cuando se adiciona acetona al 70% el factor de dilucién es: 0.5 mL/volumen de

extracto tomado, esto con el fin de que la absorbancia no exceda el 0.6.
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Notas: La presencia de pigmentos puede interferir en el método. Los pigmentos
pueden ser removidos por extraccion de hojas secas con éter de petroleo
conteniendo acido acético al 1%.

El método Vainillina — Metanol es también utilizado para la cuantificacién de
taninos condensados, pero este no es especifico. Este método mide taninos
condensados como simples flavonoides.

Podria adicionarse acido ascérbico al momento de la adicion de los reactivos

para prevenir la oxidacion de fenoles no interfiere en el ensayo.

Analisis para la determinacion de Taninos Condensados

Método de Proantocianidinas (HCI - Butanol)

Procedimiento (Ver Anexo N° 6)

- Pipetear 0.5 mL de extracto de taninos previamente diluido con acetona al
70% en un tubo de ensayo de 100 x 12 mm (La cantidad de acetona debe
ser lo suficientemente grande para evitar que la absorbancia sea mayor de
0.6 esto dependera de la cantidad de taninos condensados en la muestra, y
ocasionalmente necesitara ser determinado por medio de prueba y error).

- Adicionar a los tubos 3 mL de reactivo HCL - Butanol y 0.1 mL de reactivo
férrico.

- Agitar los tubos.

- Cubrir la boca del tubo con un tapdén de vidrio y colocarlos en un bafio maria
a 97-100 °C por 60 min.

- Enfriar los tubos y registrar las absorbancia a una longitud de onda de 550
nm; restar un blanco adecuado, (que suele ser la absorbancia de la mezcla

sin calentar).
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4.7 Analisis Bromatoldgico Proximal g 31

Es una disciplina cientifica que estudia integramente a los alimentos. Con este
analisis se pretende conocer las composiciones quimicas, fisicas y
microbiolégicas (microorganismos y toxinas), hacer el calculo de las dietas en
las diferentes especies y ayudar a la conservacion y el tratamiento de los

alimentos. (7

El estudio bromatolégico incluye las siguientes técnicas de analisis:
- Andlisis microbioldgico

- Analisis toxicologico

- Andlisis quimico (WENDEE Y VAN SOEST)

- Evaluacion organoléptica

TECNICAS DE ANALISIS BROMATOLOGICO DE ALIMENTOS ()

a) WENDEE (Ver Anexo N° 3) El sistema proximal, también llamado Weende de
Andlisis Proximal, ha sido usado generalmente para la investigacion
nutricional de todos los alimentos. Este analisis fracciona los alimentos en
seis componentes, cada uno de ellos agrupa varios nutrientes que tienen

propiedades comunes. Estos andlisis son:

- Humedad (Humedad parcial y Humedad total)
- Proteina Cruda

- Extracto Etéreo

- Fibra Cruda

- Extracto Libre de Nitrégeno (Carbohidratos)

- Cenizas
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b) VAN SOEST (Ver Anexo N° 3)Permite la separacion de los carbohidratos en
fracciones relacionadas con su disponibilidad nutrimental (muy disponibles,

poco disponibles y nada disponibles). Estos andlisis son:

- Fibra Neutra Detergente (FND)
- Fibra Acido Detergente (FAD) @

METODO DE WENDEE
a) Humedad (»9)

La determinacion de humedad es una separacion por volatilizacion que se
fundamenta en una modificacion del estado fisico, que da lugar a la formacion
de un gas o vapor. El método se puede aplicar sencillamente a la expulsion de
un material volatil “que no se recoge” para obtener el constituyente (s) buscado

(s) como residuo, solido o liquido.

En otros casos la determinacion de humedad implica recoger el material volatil
por absorcion del gas o vapor en un absorbente adecuado, o la condensacion
del vapor al estado liquido o solido. Ejemplo: la volatilizacion del amoniaco
cuando se esta en la etapa de destilacion en la determinacion de nitrégeno por

el método de Kjeldahl.

Las determinaciones o analisis basados en los métodos de volatilizacion

pueden ser de dos tipos:

1. METODOS DIRECTOS: En estos métodos se recogen los componentes
volatiles para efectuar en ellos las medidas correspondientes. Ejemplo:
determinacién de Carbono e Hidrogeno en compuestos organicos, los que se
recogen sobre absorbentes adecuados a Dioxido de Carbono y Agua

formados, durante la combustion.
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2. METODOS INDIRECTOS: En estos métodos se mide la pérdida de peso. El
constituyente o analito buscado, puede formar parte de la materia volatil
determinada por diferencia de peso de la muestra antes y después del

tratamiento.

- Humedad Parcial (HP%). (2

El componente mas abundante y el Unico que casi siempre esta presente en los
alimentos es el agua, es decir que es la sustancia mas simple de los alimentos;
tiene un papel muy importante en muchos procesos fisicos y quimicos de los
cuales depende la vida. Tanto los tejidos vegetales como los de animales

contienen agua en abundancia.

Algunos autores consideran que las hojas de la vegetales verdes contienen
90% o mas de agua, y una carne sometida a cocimiento durante el cual se
pierde cantidad de agua; contiene entre 50 y 65%.Esta agua puede encontrarse
en los alimentos en varias formas “como agua esencial y agua no esencial”.
Generalmente para realizar un analisis quimico cuantitativo es necesario
eliminar esas clases de agua para poder reportar los resultados analiticos en

“base seca”.

Se entiende por “humedad la cantidad de agua libre y combinada que contiene
un alimento”. Aunque un alimento haya perdido todo su contenido de agua
mediante un tratamiento térmico, al encontrarse de nuevo en un determinado
ambiente y enfriarse vuelve a fijarse en él vapor de agua procedente de la
atmosfera”. Este fendmeno se realiza hasta que el alimento se encuentre en
equilibrio con la humedad ambiental. Por tanto, ningun alimento en forma
natural o preparada para su analisis podra estar totalmente libre de agua, es

decir, con el 100% de humedad o materia seca.
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Cuando se determina la humedad parcial en forrajes verdes, ensilados,
tubérculos se utiliza una estufa de aire reforzado o ventilacion forzada a una
temperatura entre 70 y 80°C por un periodo de 24 horas, 0 una estufa corriente
a 104°C durante 4 horas reduciéndose posteriormente la temperatura a 80°C

durante 4 horas mas.

Para la determinacibn de humedad o materia seca en alimentos se puede
utilizar otras técnicas en el laboratorio como:

- Evaporacion del agua en un liofilizador

- Desecacion rapida mediante accion de rayos infrarrojos

- Determinacion del contenido de agua por conductividad eléctrica.

Pero de todos ellos el mas sencillo y comdn corresponde al secado en estufa,
Los ensilados pueden contener compuestos que se evaporen facilmente con
acidos grasos volatiles (acético, propionico, butirico y amoniaco). Algunos
azucares pueden descomponerse a temperatura > 70°C. Muchos terpenos se
insolubilizan a temperatura > 70°C. Para evitar esto de acuerdo la naturaleza
de la muestra se utiliza desecacion al vacio, liofilizacion; secado en estufa a

60°C o el uso de la destilaciéon con tolueno.

La determinacion de humedad en el campo agropecuario y veterinario es de
gran importancia; se utiliza en el andlisis de concentrados, pastos, suelos, tejido
vegetal, leche, productos biolégicos, etc.; con el objeto de obtener informacién

necesaria para lo siguiente:

a) Determinar |la materia seca de las muestras en base: “Tal como ofrecido”,
este término se refiere al estado en que se encuentra el alimento cuando lo

consume el animal.
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“Tal como recolectado” se emplea para materiales que generalmente no se
utilizan para la alimentacion: orina, heces.
“Tal como recibida”: como fue recogida la muestra; fresca humeda, seca y
enviada al laboratorio.

b) Preparar la muestra para realizar los analisis quimicos.

c) Reportar los resultados de los analisis quimicos en “base seca” o como

materia seca total, “que indica que la muestra esta libre de humedad”.

La determinacion de Humedad parcial se fundamenta en la pérdida de peso que
sufre una muestra cuando se calienta a una temperatura entre 60 — 70°C por un
periodo de veinticuatro horas, en un equipo conocido como estufa de aire
reforzado o ventilacion forzada. Luego se coloca en un desecador para llevar la

muestra a equilibrio con la humedad ambiente y se pesa cuando se enfria.

Procedimiento (Ver Anexo N° 5)

- Pesar una bolsa de papel vacia de 4 — 5 libras de capacidad y anotar el

peso.

- Lavar con agua destilada las muestras de forraje para eliminar el polvo que

pueda contener y secar con papel toalla.

- Cortar el tejido vegetal separando tallo y hoja en tamafios de 5-6 cm,

homogeneizar bien la muestra.

- Introducir las muestras después de lavarlas y cortarlas en una bolsa de papel
de 4-5 libras y perforar las bolsas con el objeto de que circule aire durante el

proceso de secado.

- Rotular las bolsas (con lapiz de grafito): Nombre del analista, fecha,
identificacibn de muestra, peso de bolsa vacia, peso de bolsa mas muestra

antes de secar (para obtener el peso de muestra).
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- Cerrar la bolsa y colocar en la estufa a durante 24 horas, previamente
calentada a 70 °C.

- Sacar la muestra de la estufa, enfriar en desecador, pesar, anotar el peso de
la bolsa mas muestra después de secar. Se obtiene pérdida de peso.

Célculo para porcentaje de Humedad parcial
(PesO0 poisa + muestra) — (P€SO0 polsa vacia) = Pe€s0 de muestra
(Pes0 polsa+muestra antes de secar) — (P€S0 polsa+muestra después de secar) = Pérdida de peso

(Pérdida de peso) (100%)

% Humedad Parcial =
Peso de muestra

- Humedad total (HT%) (2

La humedad total se determina en muestras como: Melaza, concentrados,
harinas, de origen vegetal, tejidos vegetales, tejidos de animales, miel, etc.
Esta técnica elimina el agua fuertemente enlazada a la muestra, y sirve el valor
para reportar los datos del analisis en base seca.

La determinacion de humedad total se fundamenta en que la cantidad de agua
se elimina por calentamiento de la muestra en una estufa de vacio a

temperatura de 105°C durante cinco horas y presion de 100 mm de Hg.
Procedimiento (Ver Anexo N°5)

- Calentar a 105°C en una estufa de vacio la caja de aluminio durante un
periodo de 2 horas y enfriar en desecador por 30 minutos, pesar en balanza

analitica (anotar el peso).

-Pesar + 2.0 g de muestra previamente homogenizada en la misma caja

(anotar el peso).
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- Colocar destapada la caja de aluminio mas muestra en la estufa de vacio,
previamente calentada a 105°C, durante 5 horas. Ajustar bien la presion del

vacio.

- Retirar la caja de la estufa, tapar y poner en desecador para enfriar durante 30

minutos (anotar el peso).
Célculo para porcentaje de Humedad total:
(Peso caja + muestra antes de secar) — (Peso caja vacia) = Peso de muestra

(Peso caja +muestra antes de secar) - (PESO caja +muestra después de secar) = Pérdida de peso

(Pérdida de peso) (100%)
% Humedad total =

Peso de muestra

b) Proteina Cruda (PC%) ()

El método de valoracion de Nitrégeno proteico de mayor aplicacion universal
para alimentos es el ideado por kjeldahl en 1883. En este método se mide la
cantidad de nitrégeno que contiene una muestra y se convierte el nitrégeno en
proteina multiplicAndolo por un factor de acuerdo a la naturaleza de la proteina,

ya sea de origen animal o vegetal.

En la determinacion quimica de las proteinas, los datos son expresados como
Nitrogeno proteico total. El valor del nitrdgeno varia segin su composicion y
esta vinculado a su origen, es distinto en general para los vegetales y presenta
también diferencias dentro de cada tipo, estableciéndose de acuerdo al
contenido de nitrégeno de cada proteina, los factores de conversién del dato de

nitrdgeno en la proteina correspondiente.
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Para las proteinas animales cuyo contenido de Nitrégeno es 16, se aplica el

factor 6.25, con caso particular para la caseina de la leche, que contiene 15.5

atomos de Nitrégeno se aplica el factor 6.38. Por este método se puede

determinar todo tipo de nitrdgeno presente en la muestra, como amoniacal,

ureico, nitrico, nitratos con solo cambiar los reactivos catalizadores.

El método consiste en determinar el nitrégeno proteico mediante cuatro pasos:

Digestidn: consiste en quemar o destruir toda la materia organica con acido
sulfarico concentrado y caliente (actta sobre la materia organica
deshidratandola y carbonizandola) en presencia de catalizadores que
aceleran el proceso (aumentando el punto de ebullicion del acido), oxidando
el grupo carbonilo y reduciendo el nitrdgeno a amoniaco que queda fijado al
acido sulfarico en forma de sulfato de amonio, estable en las condiciones de

trabajo.

Destilacion: consiste en el desprendimiento del amoniaco por efecto de un

alcali fuerte (NaOH al 40%) en corriente de vapor de agua.

Fijacion: el amoniaco que se desprende se fija en un volumen conocido de
una solucién de acido bdrico al 4% e indicador, formandose borato de

amonio.

Titulacion: el borato de amonio se titula con HCI (0 H,SO,).

Procedimiento (Ver Anexo N° 5)

Digestion

Pesar en papel filtro £ 0.1 g de muestra y colocarla en un tubo Tecator para
micro Kjeldahl de 250 mL; si la muestra es liquida, medir con pipeta

volumétrica 1.0 mL.
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- Agregar al tubo, que contiene la muestra pesada o medida exactamente; 6.0
mL de &cido sulfarico concentrado y 3 g de la mezcla de catalizador. Nota:
Preparar un blanco que contenga 6.0 mL de acido sulftrico concentrado y 3.0
g de mezcla de catalizador, que sea tratado de igual manera que el tubo que

contiene la muestra y sera conocido como testigo.

- Agitar durante 5 minutos y colocar el tubo en el aparato de digestion Kjeldhal;
al mismo tiempo, conectar el sistema de extraccion de vapores y
condensacion de gases. Mover constantemente (por medio de rotacién) los
tubos y esperar hasta que la solucidén sea transparente o de color azul o verde

(segun el catalizador utilizado).
Destilacion

- Enfriar los tubos, agregandoles + 80 mL de agua destilada, esperar que

enfrien. Agregar 10 mL de solucién de NaOH al 40%.

- Colocar en un erlenmeyer de 250 mL, 25.0 mL de la solucion de &cido bérico
al 4% mas 3-5 gotas de solucion indicadora de verde de bromocresol y rojo de
metilo, y colocarlo en el equipo de destilacion para determinacion de proteina

cruda (solucion de color rojo).

- Recibir el destilado en el erlenmeyer de 250 mL, el que debe estar en el
aparato después de 5 minutos de trabajo del mismo (hasta que se detiene el
equipo de destilacién) que se verd un cambio del indicador de rojo a verde.

Deje enfriar el destilado por 20 a 30 minutos.
Titulacion

- Después de dejar enfriar el destilado, titular con solucién de acido clorhidrico
0.1 N (o acido sulfarico 0.025N) hasta cambio de color del indicador que va de

verde a rojo.
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Calculo

(mL HCl muestra — mL HCl testigo) (N HCl) (meq de N) (100%)

% Nitrégeno =
Peso de muestra (mg)

% Proteina Cruda = (% Nitroégeno) (6.25)
Donde:
N nci= Normalidad del &cido clorhidrico
meg. de N= miliequivalentes de Nitrogeno = 0.014008 meq

6.25 = Factor Internacional de conversion para proteina, este factor se aplica a
la mayoria de proteinas animales y vegetales ya que se asume que en su
composicion poseen entre 16—-19% de Nitrogeno. Cuando se trate de otro tipo

de muestra, se debe buscar el factor correspondiente.
c) Extracto Etéreo (EE%) (o)

Esta determinacion cumple un rol importante como medida de la proporcion de
grasa presente en una muestra, sin embargo segun la naturaleza de la muestra
no solo grasa es la que se extrae mediante el solvente organico, pues en el
caso de las muestras de origen vegetal algunas vitaminas liposolubles y

colorantes también son disueltas y cuantificadas en el extracto etéreo.

Desde un punto de vista nutricional la determinacién de extracto etéreo sirve no
sélo para identificar la grasa presente, sino también a partir de ésta, estimar el
contenido calorico del material. EI mantenimiento de una dieta bien balanceada
gue cumpla con los requerimientos nutricionales de un animal es imprescindible
para un Optimo funcionamiento del organismo, incluyendo la funcién

inmunoldgica, y la prevencion de trastornos metabdlicos.
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El método de Soxhlet se ha constituido en un excelente procedimiento para esta
determinacion, su principio sencillo basado en gravimetria permite un analisis
simple y de resultados confiables. El Soxhlet es un extractor intermitente, muy
eficaz, pero tiene la dificultad de usar cantidades considerables de disolvente.
El equipo de extraccion consiste en tres partes: el refrigerante, el extractor
propiamente dicho (que posee un sifbn que se acciona automética e
intermitente) y el recipiente colector donde se recibe o deposita la grasa.

El fundamento del método de extracto etéreo consiste en que al calentarse el
sistema, el solvente que se encuentra en el recipiente colector se evapora, los
vapores ascienden por el tubo lateral, se condensan en el refrigerante y caen
sobre la muestra que se encuentra en la camara de extraccion en un dedal o
paquetito. El disolvente se va acumulando hasta que su nivel sobrepase el tubo
sifon, el cual se acciona y transfiere el solvente cargado de materia grasa al
recipiente colector. Nuevamente el solvente vuelve a calentarse y evaporarse,
ascendiendo por el tubo lateral quedando depositado el extracto etéreo en el

recipiente colector.

El proceso se repite durante el tiempo que dure la extraccion en forma
automatica e intermitente y asi la muestra es sometida constantemente a la
accion del solvente. Cuando el proceso se completa, el éter se destila y se
recolecta en otro recipiente; la grasa cruda que queda en el recipiente colector

se secay se pesa.
Preparacion de material de vidrio y dedales

- Lavar el material con agua jabonosa y volver a lavar con detergente adecuado
(Ej. Rinso), enjuagar con abundante agua de chorro, luego con agua destilada
y secar; enjuagar con 25 mL de éter y volver a secar en la estufa a 100 °C por

2 horas. Poner los frascos en desecador, enfriar y pesar (anotar el peso). Si se
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utilizan dedales de Alundum, deben sumergirse en agua regia por algunas
horas, después enjuagar con abundante agua destilada.

- Antes de comenzar este andlisis, es recomendable lavarse las manos a fin de
evitar que se contaminen con la grasa de las manos. No olvidar identificar bien

los dedales y los frascos en los que recibira la grasa.

Procedimiento (Ver Anexo N° 5)
- Pesar en papel filtro £ 2.0 g de muestra a la que se le ha determinado la
humedad a 105 °C y colocarlos con un dedal de extraccion limpio y seco.

Anotar el peso como “peso seco”.

- Cubrir la muestra con un papel filtro de casi igual diametro al interior del dedal

0 ponerle algodon. Esto permite que el éter se distribuya en forma uniforme.

- Colocar el dedal con la muestra en el recipiente para muestras y fijarlo bajo el

condensador del aparato de extraccion Soxhlet.
- Agregar 150 mL de éter al balon y colocarlo sobre el condensador.

- Abrir la llave del agua que enfria el condensador, subir las placas de la cocina
hasta que se pongan en contacto con los beakers y encender los

calentadores.

- Observar si hay escapes de éter después de que éste comienza a ebullir y
condensarse. Cuando el nivel del éter en el balén baje a su nivel constante,
debido a que en una porcion siempre esta volatilizandose y condensandose, el
aparato puede dejarse solo y realizar observaciones periddicas. El periodo de

extraccion en el equipo de extraccion Soxhlet es de 8 horas.

- Después de que la extraccion se complete, bajar los calentadores y permitir

gue el dedal drene completamente.
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- Remover las muestras y colocar en su lugar los tubos de vidrio para recoger el

éter.
- Volver a colocar los balones y destilar el éter en los tubos colectores.
- Remover los balones poco antes de que el éter se evapore hasta sequedad,

- Vaciar el éter de los tubos recibidores en un recipiente especial para conservar

el éter usado.

- Completar la evaporacion del éter que queda en los balones, dejandole sobre

la mesa de trabajo un rato.

- Secar los balones en una estufa a 100 °C, después enfriarlos en el desecador
a temperatura ambiente del laboratorio y pesarlos (anotar el peso).

Nota: La muestra desengrasada que contiene el dedal de extraccion se utiliza

para el analisis de Fibra cruda.
Célculo
Peso de muestra = (PeSO papel filtro + muestra) - (Peso papel filtro vacio)

Peso de Extracto Etéreo = (Peso frasco + Extracto Etéreo) - (Peso frasco vacio)

(Peso de Extracto Etéreo) (100%)
% Extracto Etéreo =

Peso de muestra
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d) Fibra Cruda (FC%) (29
Para determinar fibra cruda se utiliza el residuo del extracto etéreo.

El andlisis de fibra cruda se fundamenta en que al residuo de extracto etéreo se
le hacen dos digestiones, la primera con acido sulfarico 1.25% (digestién acida)
y la segunda con hidroxido de sodio 1.25% (digestion basica), lavando el
material después de cada digestion con suficiente agua destilada caliente hasta
eliminacion de &cido o alcali del material. La muestra se lava después con
alcohol, se seca y calcina, calculandose el porcentaje de fibra obtenido después

de la calcinacion.

Procedimiento (Ver Anexo N° 5)

- Colocar la muestra desengrasada en un beaker de 600 mL que contenga 200

mL de solucion acido sulftrico al 1.25%.

- Pesar en balanza analitica 0.5 g de fibra de asbesto preparada y agregar al

beaker.

- Colocar el beaker en el aparato de digestion, dejar ebullir exactamente 30
minutos girando el beaker cada 5 minutos para evitar que las particulas

sélidas se adhieran a las paredes del recipiente.

- Retirar el beaker del aparato de digestion al terminar los 30 minutos. Filtrar a
través de la tela especial puesta en el embudo y recibir las aguas del lavado
en un beaker limpio y lavar el residuo que queda sobre el filtro con agua
destilada hirviendo, hasta que las aguas de lavado no den reaccion acida, lo

gue se comprueba con anaranjado de metilo.

- Agregar al beaker original 200 mL de solucién de NaOH 1.25%, poner a hervir

y cuando esté hirviendo agregar el residuo que esta sobre el filtro.
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- Hervir durante 30 minutos, lavar siempre con agua destilada hirviendo como
en pasos anterior y comprobar ausencia de reaccién alcalina con indicador

fenolftaleina.

- Pasar el residuo cuantitativamente a un Crisol de Gooch que contenga una
capa uniforme de asbesto, colocarlo en el frasco Kitasato. Agregar 15 mL de
alcohol (etilico, metilico, propilico) y filtrar aplicando succién.

- Secar el Crisol de Gooch y su contenido en una estufa a una temperatura de
130 °C durante 2 horas, poner en un desecador y pesar. Calcinar a 600 °C en
mufla durante 30 minutos, poner en desecador, enfriar y pesar. La pérdida de
peso es considerada como Fibra Cruda.

Calculos

(Pérdida de peso después de calcinada a 600 °C) (100%)

% Fibra Cruda =
Peso de muestra usada en determinacion de Extracto Etéreo

e) Cenizas (C%) (9

La mayor parte de los alimentos del ganado han sido constituyentes de seres
Vivos y no contienen Unicamente compuestos organicos, ya que en ellos existe
una serie de elementos inorganicos (metales y no metales). Algunos de estos
elementos son indispensables para la vida, otros son toxicos y también existen
otros que se consideran indiferentes. En el caso particular de fésforo y azufre,

éstos pueden encontrarse en forma organica e inorganica.

La fraccion inorganica de los alimentos tiene un gran valor nutritivo,
generalmente se le determina con el término “cenizas”.Las cenizas de los
productos alimenticios estan constituidas por el residuo inorganico que queda

después de que la materia organica se ha quemado.
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Las cenizas obtenidas no tienen necesariamente la misma composicién que la
materia mineral presente en el alimento original ya que pueden haber existido
pérdidas por volatilizacion o alguna interaccion entre los constituyentes. En las
cenizas aparecen todos los minerales menos yodo y selenio porque se
volatilizan. El valor de las cenizas puede considerarse como una medida
general de la calidad y a menudo es un criterio Util para determinar la calidad de

un alimento.

El andlisis de cenizas se fundamenta en que la muestra se incinera o calcina a
550 °C en una mufla por un periodo de 2 horas para quemar todo el material
organico, quedando solo el material inorganico (ceniza) que no se destruye a

esta temperatura.
Procedimiento (Ver Anexo N° 5)

Nota: En todos estos pasos del andlisis se debe tener la precaucion de usar

pinzas de metal para manipular los crisoles.

- Colocar el crisol limpio y bien identificado en la mufla, calentar a 550°C por 1

hora.

- Sacar el crisol del horno, colocar en un desecador y enfriar durante 30

minutos. Pesar el crisol vacio, anotar el peso.

- Pesar aproximadamente 2.0 g de muestra directamente en el crisol de

porcelana.

- Colocar el crisol en el horno de mufla y mantener a temperatura de 550 °C

durante 2 horas, controlar tiempo y temperatura.

- Retirar el crisol de la mufla, colocar en el desecador durante 30 minutos y

pesar (anotar este peso).
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- Guardar la muestra de ceniza para la solubilizacion y determinacion de

minerales.
Calculos
Peso de muestra = (PesSo0 crisol + muestra) — (P€SO0 ciisol vacio)
Peso de la Ceniza = (PeSO0 crisol + muestra después de incinerada) — (P€SO crisol vacio)

(Peso de la Ceniza) (100%)

% Cenizas =
Peso de muestra

f) Extracto Libre de Nitrogeno (ELN%) .o

Llamado también Extracto no Nitrogenado (Carbohidratos). Dentro de este
concepto se agrupan todos los nutrientes no evaluados con los métodos

sefalados anteriormente dentro del analisis proximal.

Constituido principalmente por carbohidratos digeribles (como almidones y
azlcares principalmente, sin embargo, también incluye cierta proporcion de
celulosa, hemicelulosa, lignina, silice y pectina), asi como también vitaminas y
demas compuestos organicos solubles no nitrogenados. Se determina por la
diferencia después de que se han completado los analisis para proteina cruda,

extracto etéreo, fibra cruda y cenizas.

El Extracto libre de nitrogeno es necesario para encontrar el Total de Nutrientes
Digeribles (TND) de un alimento. Este método no necesita de equipo de
laboratorio y se obtiene por medio de la suma de las determinaciones de
proteinas, grasa (extracto etéreo), fibra cruda y cenizas; el resultado de la suma
se resta de 100% y se obtiene la cantidad de carbohidratos; debido a esto, los
errores cometidos en la respectiva evaluacion de cada uno de los nutrientes

repercutira en el computo final.
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Calculos
% ELN =100% - (%PC + %EE + %FC + %C)
Dénde:
%PC = Porcentaje de Proteina Cruda
%EE = Porcentaje de Extracto Etéreo o Grasa
%FC = Porcentaje de Fibra Cruda

%C = Porcentaje de Cenizas.

ANALISIS DE VAN SOEST

DETERMINACION DE FIBRA NEUTRO DETERGENTE (FND) (z

La determinacion se fundamenta en que la muestra se hierve en una solucion
detergente neutra, la cual es capaz de solubilizar el contenido celular y la
pectina. Dejando solo un residuo que es la pared celular que se refiere a

celulosa, hemicelulosa y lignina.

Procedimiento (Ver Anexo N° 5)

- Pesar de 0.5 a 1.0 g de Mx seca y molida y colocarla muestra en el beaker
de Berzeliuz.

- Afadir 100 ml de la solucion FDN por las paredes.

- Colocar el beaker en el aparato de digestion de fibra y calentar hasta que
empiece a ebullir, luego reducir la temperatura para evitar la formaciéon de
espuma y mantener a esta temperatura baja pero siempre con indicios de

ebullicién por una hora.
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- Filtrar el contenido del beaker en un crisol de gooch previamente pesado
después de transcurrida 1 hora de digestion, adicionar abundante agua
destilada en ebullicion varias veces hasta reducir la formacion de espuma o
grumo durante el filtrado al vacio.

- Lavar con acetona o alcohol (pequefia porciones).
- Secar luego el crisol en estufa a 100 °C durante 8 a 16 horas.

- Enfriar en desecador y pesar el crisol de gooch.

Célculos

Peso de crisol después de digerir - peso de crisol vacio
%FDN = x 100
Peso de muestra (Q)

DETERMINACION DE FIBRA ACIDO DETERGENTE (FAD) (9

La determinacion se fundamenta en que la muestra se pone a digerir en una
solucion acido detergente en donde se hidrolizan los contenidos de celulosa
gue se encuentran libres y aquellas que estan combinadas con la lignina,

dejando la celulosa y la lignina como fibra detergente acido (FAD).

Procedimiento (Ver Anexo N° 5)

- Pesar de 0.5 g a 1.0 g de muestra seca y molida y colocar en beaker de
berzeliuz.

- Afadir 100 ml de la solucibn FAD al beaker que contiene la muestra y
calentar en el digestor hasta que ebullicion y luego disminuir la temperatura
para evitar la formaciéon de espuma y mantener hirviendo por 1 hora.

- Filtrar la muestra digerida en un crisol de gooch previamente pesado con
agua destilada en ebullicion, hasta eliminar completamente la espuma o

grumos.
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- Lavar con alcohol etilico o acetona y colocar en estufa el crisol a 100°C por 8
a 16 horas.
- Enfriar en desecador y pesar.

Caélculo

Peso de crisol después de digerir - peso de crisol vacio
%FAD = x 100
Peso de muestra (Q)

2.8 ANALISIS ESTADISTICO

El disefio estadistico a utilizar es completamente al azar con 4 tratamientos
(Mezclas de forrajes a base de graminea — leguminosas en cuatro diferentes

proporciones), cada una por quintuplicado.

Los 2 andlisis quimicos a evaluar fueron: Cuantificacion de taninos totales por el
método de Folin Ciocalteau y Cuantificacion de taninos condensados o

Proantocianidinas por el método de HCI — Butanol.

Para el andlisis de los resultados obtenidos en el presente estudio, se aplico el
analisis de varianza con el objeto de determinar si existen diferencia
significativa entre la medias del material evaluado y si el factor (Mezclas de
forrajes y sus proporciones) tiene alguna influencia en los resultados
(Concentracion de taninos), se aplicé la prueba “F” para el analisis de varianza

con un nivel de significancia del 95%. (s

Si existe alguna diferencia significativa se realizara por medio de la prueba de
Duncan para medias. El niumero total de analisis que realizaremos es de 640

analisis, que detallamos a continuacion:
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Tabla N°2. Cuantificacion del nimero de analisis a realizar por cada tratamiento

segun el numero de muestras

Mezcla

Proporcion

Numero de

repeticiones

TOTAL DE
ANALISIS

S-2+C

50:50

5

60:40

70:30

80:20

20

S-2+V

50:50

60:40

70:30

80:20

20

RCV+C

50:50

60:40

70:30

80:20

20

RCV+V

50:50

60:40

70:30

ol o o o o o o o o o o o o] o

80:20

(&)

20

TOTAL

80

La tabla anterior, nos presenta el numero de analisis por 4 tratamientos en sus

cinco repeticiones para los 2 analisis de cuantificacion de taninos, tomando en

cuenta la precipitacion de compuestos no fendlicos por accion del PVPP, a los

gue les hicimos el analisis estadistico, tenemos:
80 + 80 + 80 = 240 analisis



CAPITULO V
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Recoleccidn de muestras

Se recolectaron muestras de forrajes (ensilado) de una graminea sorgo
(Sorghum bicolor) en sus variedades CENTA S-2 y CENTA RCV vy
leguminosas: Frijol espada/Canavalia (Canavalia ensiformis) y Frijol mono
(Vigna sinensis) en la Asociacion Cooperativa Astoria, que sirvieron como
patron para la elaboracion de mezclas en cuatro diferentes proporciones
(80:20), (70:30), (60:40) y (50:50) de graminea y leguminosa respectivamente.

Figura N°10. Recoleccién de muestras de forraje ensilado

5.2 Preparacion de muestras

Se prepararon cuatro diferentes mezclas S-2 + C, S-2 +V, RCV + Cy RCV +V
en cuatro diferentes proporciones (80:20), (70:30), (60:40) y (50:50), que
posteriormente fueron deshidratadas y luego molidas con la ayuda de un molino
con un tamiz de 0.25mm de diametro para obtener mezclas con tamafio de

particula uniforme y homogéneo.



80

Figura N°11. Preparacion de muestras (Molido)

5.3 Preparacion del extracto

Después que las muestras fueron deshidratadas y molidas, se procedi6 a la
extraccion de taninos con acetona al 70% en cada una de las mezclas en sus
diferentes proporciones

Figura N°12. Preparacion del extracto para la determinacion de taninos
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5.4Cuantificacion de taninos por el método espectrofotométrico Folin

Ciocalteu (Ver anexo N°10)

En el cuadro N°1, se detalla el contenido promedio en porcentaje de taninos
totales que presentaron cada una de las muestras de forrajes a base de una
graminea Sorgo (Sorghum bicolor) y dos leguminosas: Frijol
Espada/Canavalia (Canavalia ensiformis) y Frijol Mono (Vigna sinensis) en
sus diferentes proporciones (50:50), (60:40), (70:30) Y (80:20).

Cuadro N°1. Resultados de la cuantificacion de taninos totales por método de
Folin Ciocalteu.

Mezcla Proporcion TANINOS TOTALES (%)
50:50 0.272
S-2+C 60:40 0.991
70:30 1.299
80:20 1.457
50:50 1.081
S-2+V 60:40 1.328
70:30 2.025
80:20 3.055
50:50 0.530
RCV +C 60:40 0.848
70:30 1.045
80:20 1.615
50:50 0.603
RCV +V 60:40 0.821
70:30 1.317
80:20 1.523
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Se cuantificé el contenido de taninos totales de cada uno de los extractos
elaborados por quintuplicado, la cual se determiné6 por medio de calculos
matematicos, en donde se realizo una resta usando los resultados de taninos
totales y compuestos fendlicos obtenidos por el método de Folin Ciocalteu y los
resultados obtenidos al utilizar el reactivo de PVPP que precipita los
compuestos fendlicos que no son taninos, ambos comprendidos en el extracto
con acetona al 70%.Para una mejor comprension de los resultados de la
concentracion de taninos totales, presentamos la siguiente grafica (Figura
N°13):

TANINOS TOTALES

45
40 -
(92} 4
L_IIJ 35
g 30 -
= 25 - B S-2+V
(%0}
% 20 - W S-2+C
zZ _
|<£ 15 M RCV+C
S 10 - B RCV+V
5 .

(50:50) (60:40) (70:30) (80:20)
PROPORCION DE MEZCLA DE FORRAJE

Figura N°13: Porcentaje de taninos totales en microensilados elaborados a
diferentes proporciones de los cultivos de Sorgos (RCV y CENTA

S- 2) y leguminosas (Canavalia y Vigna)

Como podemos observar en el grafico (ver figura N°13) a medida que
aumentamos la proporcion de una fuente forrajera a base de una graminea (de

50% a 80%); se observa un aumento en el contenido de taninos totales, pero el
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mayor aumento se observa en la mezcla de forraje de sorgo (Sorghum bicolor)
en su variedad CENTA S-2 con Frijol Mono (Vigha sinensis) en las
proporciones (70:30) y (80:20) y la que presento menor contenido de taninos
totales fue Sorgo (Sorghum bicolor)y Frijol Espada/Canavalia (Canavalia
ensiformis)en la proporcion (50:50); pero en ninguno de los casos estudiados
(fuentes forrajeras y mezclas en sus diferentes proporciones); excede el valor
maximo permitido. Por lo que se podria decir que la formacién tanino — proteina
para este caso causaria poco o ningun efecto negativo en el ganado. Ya que
segun los estudios reportados en otras investigaciones demostraron que los
forrajes con contenidos de taninos menores del 2 al 4%4 de materia seca no

produjeron efectos negativos en la alimentacion como en la produccion animal.

5.5 Cuantificacion de taninos por el método espectrofotométrico

Proantocianidinas (HCI — Butanol)(Ver anexo N°10)

Se cuantific6 el contenido de taninos condensados por el método de
proantocianidinas (HCI-Butanol) a partir de los extractos de cada una de las
mezclas y proporciones de forrajes, cada una por quintuplicado, con una sola
alicuota tomada de 0.5 mL de extracto con acetona al 70 % y se traté con 0.5
mL de agua destilada, 3.0 mL de reactivo de HCI| — Butanol y 0.1 mL de reactivo
de Sulfato Férrico Amonico, dando lugar a la formacion de una complejo
coloreado rojo que se leyd espectrofotométricamente a 550 nm, con dichas
absorbancias realizamos el calculo matematico mediante la formula
(Absorbancia de la muestra tomada a 550 nm x 78.26 (factor de correccién
establecido) x Factor de Dilucién) (%MS), se obtuvieron valores de

concentracion de taninos condensados que son explicados en el cuadro N°2:
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Cuadro N° 2 Resultados de taninos condensados por método de
Proantocianidinas

Mezcla Proporcion TANINOS CONDENSADOS
(%)
50:50 0.094
S-2+C 60:40 0.134
70:30 0.152
80:20 0.163
50:50 0.162
S-2+V 60:40 0.163
70:30 0.197
80:20 0.198
50:50 0.133
RCV +C 60:40 0.167
70:30 0.170
80:20 0.174
50:50 0.128
RCV +V 60:40 0.172
70:30 0.184
80:20 0.202

En el grafico (Figura N°14), se expresan los resultados presentados en el
cuadro N°2, en donde podemos observar que los mayores porcentajes de
taninos condensados, se encuentran en las mezclas de Sorgo CENTA RCV +
Frijol Mono en la proporcion (80:20) pero la concentracion no llega a sobrepasar
el limite maximo permitido (2 - 4%), por lo que el alimento en ninguna de las
mezclas y proporciones presentaria un efecto negativo significativo al ser

suministrado al ganado.



85

TANINOS CONDENSADOS
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Figura N°14. Porcentaje de taninos condensados en microensilados elaborados
a diferentes proporciones de los cultivos de Sorgos (RCV vy
CENTA S- 2) y leguminosas (Canavalia y Vigna)

Como podemos comprobar en la figura N°14 ninguna de las variables en
estudio presentaron resultados referentes a taninos condensados por debajo
del 0.2% de taninos en base seca. Por lo que no superan el valor maximo
permitido (2 — 4%) 4 por lo que se presume que no afectaria directamente en la
alimentacion del ganado y la produccion lactea.

Segun Vaithiyanathan y Kumar se reporta que la principal caracteristica quimica
de los taninos es la capacidad que tienen de formar complejos estables con las
proteinas precipitdndolas y protegiéndolas de la digestion y del ataque de la
flora microbiana del rumen y enzimatica haciendo a la proteina indigestible.
Lo anterior afecta tanto el consumo de materia seca como el adecuado
desdoblamiento de carbohidratos, proteinas y la adecuada utilizaciéon de

energia en el ganado vacuno; pero estos afectan de acuerdo a la concentracion
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en la que se encuentran en la planta y el nivel del suministro del forraje en la

dieta.

5.6 Anélisis Bromatoldgico proximal

Se realizé el analisis bromatoldgico proximal por el método de Wendee para
conocer el contenido nutricional y composicién quimica de cada una de las
mezclas, los analisis se realizaron por quintuplicado y se obtuvieron los

siguientes resultados promedios:

Cuadro N°3. Resultados de la calidad nutricional de las mezclas de forrajes en
sus diferentes proporciones por el método de Wendee.

Mezcla Proporcion MS% PC% EE% FC% |CENIZA% | ELN%
50: 50 21.52 12.69 2.9 25.09 9.64 49.68
S-2+C 60 : 40 22.16 10.82 2.4 25.67 9.66 51.45
70:30 23.01 10.95 3.4 26.08 9.57 50.00
80:20 22.04 9.99 3.3 27,18 8.82 50.71
50:50 18.78 11.6 2.8 24.33 9.79 51.48
S-2+V 60 : 40 20.2 10.21 2.2 25.67 8.58 53.34
70:30 20.58 9.73 2 26.18 8.99 53.10
80:20 21.67 8.91 1.9 27.56 8.27 53.36
50:50 21.18 13.31 2.4 22.45 8.46 53.38
RCV +C 60 : 40 23.41 12.77 2.2 25.34 8.91 50.78
70:30 23.38 10.81 3.8 26.38 7.88 51.13
80:20 23.38 9.99 4.4 27.76 7.75 50.10
50:50 20.44 13.82 3.1 24.23 9.71 49.14
RCV +V 60 : 40 20.81 10.49 3.2 25.45 8.4 52.46
70:30 20.07 9.94 2.2 26.07 8.42 53.37
80:20 20.44 9.77 2.9 27.12 8.13 52.08

Abreviaturas: %MS (Materia Seca), %PC (Proteina Cruda), %EE (Extracto
etéreo), %FC (Fibra Cruda), %C (Cenizas)
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Por otro lado, también evaluamos la calidad nutricional por el método de Van
Soest, en donde conocimos la parte digerible o aprovechable y la no digerible o
no aprovechable del alimento por parte del animal, por lo que obtuvimos los
siguientes resultados promedio, que son detallados en el siguiente cuadro:

Cuadro N°4. Resultados de la calidad nutricional de las mezclas de forrajes en
sus diferentes proporciones por el método de Van Soest.

Mezcla Proporcion FND% FAD%
50 : 50 62.63 42.32
S-2+C 60 : 40 60.02 40.71
70:30 57.14 37.79
80:20 61.75 39.1
50 : 50 60.88 42.41
S-2+V 60 : 40 61.81 41.44
70:30 61.10 40.42
80: 20 61.11 37.88
50 : 50 57.78 40.34
RCV +C 60 : 40 55.06 37.69
70:30 56.07 37.62
80:20 54.51 37.03
50 : 50 54.3 34.68
RCV +V 60 : 40 55.24 35.91
70:30 55.87 35.28
80:20 55.72 33.47

Abreviaturas: %FND (% Fibra Neutro Detergente), %FAD (% Fibra Acido

Detergente).
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METODO DE WENDEE

Contenido de Materia Seca (MS%)(Ver cuadro N°3)

El porcentaje de materia seca fue menor del 25% ,en todas las mezclas de
forrajes por lo que no se puede considerar que estos cultivos pudieron ser
cosechados en edades tempranas que no pudieron ser cosechadas en este

estudio por diferentes factores ajenos al estudio. (Ver figura N°15)

MATERIA SECA
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Figura N°15. Porcentaje de materia seca en microensilados elaborados a
diferentes proporciones de los cultivos de Sorgos (RCV vy
CENTA S- 2) y leguminosas (Canavalia y Vigna).

Pero al observar el grafico, comprobamos que el comportamiento de materia
seca para la mezcla (CENTA RCV + C) en sus diferentes proporciones (50:50),
(60:40), (70:30) y (80:20) es bien marcado, de la misma manera para las demas
mezclas que se encuentran en mayores proporciones como el caso de la

proporcion (80:20) presenta mayor valor de materia seca y en proporciones
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como (50:50) se observan valores menores, esto se mide por la presencia de

agua que poseen en su interior las mezclas de forrajes.

Por otro lado, se observa que aquellas mezclas de forraje que incluyen tanto
sorgo en su variedad CENTA S - 2 como sorgo variedad CENTA RCV con Frijol
mono (Vignasinensis), presentaron un menor porcentaje de materia seca que
los forrajes hechos con las mezclas a base de Frijol Espada/Canavalia
(Canavaliaensiformis), esto se debe a que el frijol mono(Vignasinensis)
absorbe mucha méas agua que el frijol espada/Canavalia; Estudios realizados
sobre ensilados a base de leguminosas en el afio 2005 han demostrado que los
excesos de humedad son perjudiciales para los microsilos ya que estos tienden
a podrirse y como las leguminosas son dificiles de ensilar, se recomienda
realizar un proceso de predeshidratacion al momento de su cosecha para

reducir el contenido de humedad. s,

Ademas las leguminosas no contienen suficientes carbohidratos fermentables
gue promuevan una fermentacion lactica activa, o que permite el desarrollo de
Clostridios responsables de la fermentacion secundaria que transforma el acido
lactico en butirico y degradan proteinas y aminoacidos, aumentando el nivel de

nitrdgeno amoniacal. (s

La mayoria de los microsilos de trinchera o monton normalmente poseen arriba
del 25% de materia seca, debido que pueden escurrir el agua que contienen,
mientras que en las mezclas de forrajes de este estudio, no se podia escurrir el
agua ya que fueron elaborados con bolsas plasticas completamente selladas y
no hubo pérdida de agua durante el proceso de compactacién vy

fermentacion. sy
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Proteina Cruda (PC%)(Ver cuadro N°3)

PROTEINA CRUDA
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Figura N°16. Porcentaje de proteina cruda en microensilados elaborados a
diferentes proporciones de los cultivos de Sorgos (RCV y CENTA
S- 2) y leguminosas (Canavalia y Vigna)

Como se observa en el grafico los porcentajes de proteina cruda fueron
decreciendo a medida que se aumentaba la proporcion de forraje a base de
graminea en sus diferentes variedades; presentando los valores mas altos la
proporcién de mezcla de 50-50% (graminea-leguminosa) que fueron del12.69%
de PC para la mezcla de forraje (S -2 + C) ; 11.60%PC para la mezcla (S - 2
+V); 13.31 % de PC para (RCV + C) y 13.82% de PC para la mezcla (RCV + V)
. 'Y los valores minimos de proteina cruda correspondieron a la proporcién de
(80:20), con valores de 9.99% de PC para la mezcla (S-2 +C), 8.91% (S-2 + V),
9.99% (RCV + C) y 9.77% (RCV + V).
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Por lo que se comprueba que a medida que se aumenta en un 10% el
contenido de fuentes forrajeras a base de leguminosas, se aumentara desde un
20 a un 50% el valor de la proteina cruda (Ver anexo N°7). Ademas, se observo
gue las mezclas que contenian Frijol Espada/Canavalia (Canavalia ensiformis)
fueron significativamente mayores o similares a las mezclas que contenian Frijol

Mono (Vigha sinensis).

Estos datos muestran que la adicion de leguminosas a los ensilados de sorgos
es una buena alternativa ya que se ve incrementado el contenido proteico del
material forrajero, lo cual puede permitir alcanzar los niveles recomendados de
15 al 17 % de proteina cruda en las raciones totales de vacas lecheras con
producciones de 8 a 25 botellas por dia (NRC 2001), utilizando una menor

cantidad de fuentes proteicas.

Ademas en este estudio el contenido de PC obtenidos fueron mayores a los
reportados por Jiménez et alz, que para el cultivo de Canavalia ensiformis y
Zea mays asociados sin ensilar presenta 8.67 % y en ensilado 8.68 % (70:30)

de Zea mays y Canavalia ensiformis respectivamente.

Se comprueba que nuestros resultados fueron similares a otros estudios
referentes al frijol mono (Vigna sinensis) en asocio con maiz Zea mays; ya
gue esos resultados presentados por Castillo et aly,a una mezcla de 70:30
fueron de 9.45% y para una mezcla de 60:40 fue de 10.52 %. Donde en nuestro
estudio podemos comprobar que no existié alguna variaciéon en el contenido de
proteina; ademas Artetas menciona que la adicion de un 25% de leguminosa
Mucuna pruriens al ensilado de Zea mays, mejora sustancialmente el

contenido de Proteina Cruda.
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Contenido de Extracto etéreo (EE%)(Ver cuadro N°3)
Los porcentajes de extracto etéreo son menores al 5% en todas las
proporciones de las muestras de forrajes analizadas (Ver figura N°17)

EXTRACTO ETEREO
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Figura N°17. Porcentaje extracto etéreo (grasas) en microensilados elaborados
a diferentes proporciones de los cultivos de Sorgos (RCV vy
CENTA S- 2) y leguminosas (Canavalia y Vigna)

Como se puede observar en el grafico anterior (Figura N° 17), el porcentaje de

EE% se mantuvo sin diferencia significativa entre las mezclas de forrajes en sus

diferentes proporciones, teniendo como valor mayor 4.4% que pertenece a la

mezcla (CENTA RCV + C) en proporcion (80:20), y como valor minimo 1.9%

gue le corresponde a la mezcla (CENTA S-2 + V) en proporcion (80:20).

Contenido de Fibra Cruda (FC%)(Ver cuadro N°3)

Después de la determinacion de Fibra Cruda en las mezclas de forrajes a base

de una graminea Sorgo (Sorghum bicolor)y dos leguminosas Frijol
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Espada/Canavalia (Canavalia ensiformis) y Frijol Mono (Vigna sinensis),
obtuvimos ciertos resultados que son explicados de mejor manera en el
siguiente grafico ya que nos permite evaluar el comportamiento de cada

variable de la siguiente manera:

FIBRA CRUDA
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Figura N°18. Porcentaje de Fibra Cruda en microensilados elaborados a
diferentes proporciones de los cultivos de Sorgo (CENTA RCV Y
CENTA S-2) y leguminosas (Canavalia y Vigna)
Como podemos observar en el grafico anterior (Ver figura N°18), obteniendo
como valor maximo de fibra cruda 27.76% que lo presenta la mezcla forrajera
RCV + C en proporcion (80:20) y como valor minimo de fibra cruda 22.45%
presentada en la mezcla RCV + C en la proporcion (50:50); en general, por la
representacion grafica, podemos apreciar que entre los valores de fibra cruda
no hay mucha diferencia entre las diferentes mezclas y proporciones de los
forrajes evaluados. Por otra parte, los valores maximos de fibra cruda los
obtuvieron las diferentes mezclas en proporciones (80:20), 6sea que a mayor

porcentaje de graminea y menor porcentaje de leguminosa hay un mayor
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contenido de fibra cruda. Con los contenidos de fibra cruda obtenidos, podemos
afirmar que la pared celular de las plantas tiene una estructura compleja
compuesta de celulosa y hemicelulosa, pectina, sustancias nitrogenadas
lignificadas, ceras, cutina y componentes minerales. Este material se divide a su
vez en sustancias insolubles de la matriz, que incluyen la lignina, celulosa y
hemicelulosa, y las mas solubles como la pectina, ceras y proteina, que se

pueda extraer. g

Como ya sabemos, la fibra representa la porcién no digerible de los alimentos y,
por consiguiente, mientras mayor sea su concentracion en un producto dado,
menor sera su valor alimenticio, aunque es importante recomendarlo para el
buen funcionamiento del intestino. La naturaleza quimica de la fibra cruda, aun
cuando no esta bien establecida, se considera constituida por celulosa,
hemicelulosa y lignina. Su determinacion se basa en la simulacion de la
digestion en el organismo por tratamientos acidos y alcalinos, separando los
constituyentes solubles de los insolubles que constituyen los desperdicios

organicos a través de las heces. (g

Contenido de Cenizas (C%)(Ver cuadro N°3)

Los porcentajes de cenizas son menores al 10% en todas las proporciones de
las muestras de forrajes analizadas, estos resultados son materia inorganica
presente en las muestras de forrajes en sus diferentes proporciones en las que
fueron analizadas, al restarles 100 menos la materia inorganica nos da el % de
materia organica que esta presente en las muestras, que oscila entre 90 a
93%. (29

En la figura N°19 se pueden observar los porcentajes de cenizas para cada una

de las mezclas de forrajes en sus diferentes proporciones
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CENIZAS
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Figura N°19: Porcentaje de cenizas (materia inorganica) en microensilados
elaborados a diferentes proporciones de los cultivos de Sorgos
(RCVy CENTA S- 2) y leguminosas (Canavalia y Vigna)

Segun el grafico anterior, concluimos que la mezcla (CENTA S-2 + V) en
proporcion (50:50) presenta mayor C% con 9.79% y la mezcla que presento
menor C% fue (CENTA RCV + C) en proporcion (80:20) con 7.75%, en cada
una de las mezclas de forrajes no hay diferencia significativa en los resultados

ya que todos oscilan entre los mismos valores (7.75% - 9.79%).

La fraccion inorganica de los alimentos tiene un gran valor nutritivo,
generalmente se le determina con el término “cenizas”.Las cenizas de los
productos alimenticios estan constituidas por el residuo inorganico que queda

después de que la materia organica se ha quemado.

Las cenizas obtenidas no tienen necesariamente la misma composicién que la
materia mineral presente en el alimento original ya que pueden haber existido

pérdidas por volatilizacion o alguna interaccion entre los constituyentes. En las
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cenizas aparecen todos los minerales menos yodo y selenio porque se

volatilizan.

El valor de las cenizas puede considerarse como una medida general de la
calidad y a menudo es un criterio Gtil para determinar la cantidad de un

alimento. ()

Contenido de Extracto Libre de Nitrogeno (ELN%)(Ver cuadro N°3)

Se determind por la diferencia después de que se han completado los andlisis
para proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda y cenizas, y la representacién
gréafica de este comportamiento se detalla a continuacion:

EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO

N
(9]

O
N
o

TROGEN
w w
o un

mS-2+V

NI
N
[

mS-2+C

D
N)
o

W RCV+C

[uny
(6]
I

B RCV+V

[y
o
I

o
L

(50:50) (60:40) (70:30) (80:20)
PROPORCION DE MEZCLA DE FORRAJE

%EXTRACTO LIBRE
(%2}

FiguraN°20: Porcentaje de extracto libre de Nitrogeno (%ELN) en
microensilados elaborados a diferentes proporciones de los
cultivos de Sorgos (RCV y CENTA S-2) y leguminosas
(Canavalia y Vigna)
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En el grafico anterior, podemos apreciar que para los asocios con sorgo CENTA
RCV se observa que los valores maximos de extracto libre de nitrdgeno oscilan
entre 53.38% que corresponde a la mezcla forrajera (CENTA RCV + C) en la
proporcién (50:50) y 53.37% que corresponde a la mezcla forrajera (CENTA
RCV + V) en la proporcion (70:30); y los valores minimos de extracto libre de
Nitrégeno estan comprendidos 49.14% que corresponde a la mezcla forrajera
RCV + V en la proporcién (50:50); pero también en los asocios con sorgo
CENTA S-2 se observa que los valores maximos de extracto libre de Nitrégeno
se encuentra alrededor de 53.36% que corresponde a la mezcla (CENTA S-2 +
V) en la proporcion (80:20) seguido de 53.34% que corresponde a la mezcla
(CENTA S-2 + V) en la proporcién (60:40) y los valores minimos para este
asocio andan por 49.68% que corresponde a la mezcla (CENTA S-2 + C) en la
proporcion (50:50) seguido de 50% que corresponde a la mezcla (CENTA S-2 +
C) en la proporcion (70:30); por lo que podemos concluir que entre los valores

no hay discrepancia ya que no hay diferencias entre ellos.

El extracto libre de Nitrégeno esta constituido principalmente por carbohidratos
digeribles (como almidones y azUcares principalmente, sin embargo, también
incluye cierta proporcion de celulosa, hemicelulosa, lignina, silice y pectina), asi
como también vitaminas y demas compuestos organicos solubles no

nitrogenados. (g

Dentro de este concepto se agrupan todos los nutrientes no evaluados con los
métodos sefialados anteriormente dentro del andlisis proximal, constituido
principalmente por carbohidratos digeribles, asi como también vitaminas y
demas compuestos organicos solubles no nitrogenados; debido a que se
obtiene como la resultante de restar a 100 los porcientos calculados para cada
nutriente, los errores cometidos en su respectiva evaluacion repercutiran en el

computo final. (g
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METODO DE VAN SOEST

Contenido de Fibra Neutro Detergente (FND)q(Ver cuadro N°4)

Existen varios factores que interactian entre si y determinan la calidad final del
alimento ensilado. Entre esos factores se encuentran Estado de madurez y
contenido de humedad de la planta al momento del picado. (3

El grafico (Ver figura N° 21) muestra que las mezclas que contenian sorgo S-2
tenian mas FND (60.88-62.63%) que las que tenian sorgo RCV (52.14-57.78%)
mientras que en las proporciones, la FND estuvo entre valores medios
conforme se incluyé mas leguminosa desde 20% hasta 50%.

Se observé también que al agregarle leguminosa a sorgo CENTA S-2, la FND
no presenta diferencia significativa mientras que en el sorgo RCV hay una ligera
tendencia a aumentar.
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Figura N°21: Porcentaje fibra neutro detergente en microensilados elaborados
con sorgo CENTA S-2 y RCV mezclados con leguminosas
Canavalia y Vigna a diferentes proporciones.
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Los resultados obtenidos en contenido de FND fueron mayores a los reportados
por Jiménez et al gpara el asocio de los cultivos de Zea mays y Canavalia
ensiformis (70:30) sin ensilar fue 41.83% y en ensilado 41.95%.

Mientras que Castillo et aly, reportdé que Zea mays y Vignha sinensis en
proporcién (70:30) fue de 51.39 %; y de proporcion 60.40 fue de 54.29 %.

Contenido de Fibra Acido Detergente (FAD) ug(Ver cuadro N°4)

En el grafico siguiente (Ver figura N° 22) se observé que las mezclas que
contenian sorgo CENTA S-2 tuvieron mayor contenido de FAD que las que
contenian sorgo RCV, ademas se encontr6 que a medida se adicionaba
leguminosa al forraje, los valores de fibra no presentaron diferencias

significativas.
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Figura N° 22: Porcentaje de fibra acido detergente en microensilados
elaborados con sorgo CENTA S-2 y RCV mezclados con
leguminosas Canavalia y Vigna a diferentes proporciones.
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Sin embargo esto debe interpretarse en el contexto de las condiciones de este
experimento, donde al momento de la cosecha, el contenido de FAD de los
sorgos fue muy bajo por efecto del llenado de la panoja.

Para este estudio los resultados obtenidos en cuanto a FAD fueron mayores a
los reportados por Jiménez et alapara el asocio de los cultivos de Zea mays y
Canavalia ensiformis sin ensilar fueron de 29.51 % y en ensilado 25.33 %.En
Zea mays yVigna sinensis los resultados presentados por Castillo et al.qpara
una mezcla de (70:30) fueron de 29.44 % y para una mezcla de (60:40) fue de
32.18 %

5.7 Analisis estadistico(Ver anexo N°10)

Se realizé por la prueba “F” para el analisis de varianza para comprobar si
existia alguna diferencia significativa entre las medias de los resultados
obtenidos de la cuantificacion de taninos totales y taninos condensados, con lo
gue se obtuvieron valores de F calculos y se compararon con los valores de F
de tabla (Ver anexo N° 11). Los cuales sirvieron de parametro para conocer o
comprobar si existia alguna diferencia significativa entre los valores medidos, y

para ello se utilizo la siguiente férmula:

FcaLcuLapo > Frasa = Hay diferencia significativa al 5%

Los resultados que se obtuvieron demostraron lo siguiente:

- Para la cuantificaciébn de taninos totales por el método de Folin Ciocalteu

obtuvimos un F de 1.99, como se puede observar en la siguiente tabla:
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Tabla N° 3. Andlisis de varianza para la concentracion de Taninos totales en las

mezclas de forrajes en sus diferentes proporciones.
GL SC CM Fcacutapo | FrasLa

TRATAMIENTO 3 2.1539 0.7180

ERROR 12 4.3328 0.3611 1.99 3.41

TOTAL 15

En el analisis estadistico para la cuantificacion de taninos condensados por el
método de proantocianidinas o HCI-Butanol obtuvimos un F de 2.14, como se

puede observar en la siguiente tabla:

Tabla N°4. Analisis de varianza para la concentracion de Taninos condensados

en las mezclas de forrajes en sus diferentes proporciones.

GL SC CM Featcutapo | Frasia
TRATAMIENTO 3 0.0045 0.0015
ERROR 12 0.0080 0.0007 2.14 3.41
TOTAL 15

Con respecto a los datos obtenidos en el andlisis estadistico (Ver pagina N°74)
podemos observar que el resultado del contenido de taninos para cada una de
las mezclas de forrajes, reportan que no hay diferencia significativa, ya que nos
proporcionan resultados confiables y se puede observar que Unicamente en la
mezcla de forraje (S—2+V) en la proporcion (80:20) presenta un pequefio
aumento en los resultados que no sobrepasan los limites permitidos de taninos
y no son lo suficientemente altos como para reportar una variacion significativa
segun la Distribucion F para andlisis de varianza, ya que los valores de F
calculados a partir de los promedios de los porcentajes de taninos por
guintuplicado para cada una de las mezclas y proporciones de forrajes a base

de sorgo (Sorghum bicolor) y dos leguminosas: Frijol Espada/Canavalia
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(Canavalia ensiformis) y Frijol Mono (Vigna sinensis) resultaron ser menores
al ser comparados con el valor de F de tabla, por lo que ninguna de las mezclas
en ninguna de las proporciones presenta diferencia significativa entre ellas,
ademas los resultados obtenidos,determinan que ninguna mezcla de forraje
produce algun efecto nocivo en la alimentacion del ganado vacuno



CAPITULO VI
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6.0 CONCLUSIONES

1. Los valores obtenidos con respecto a la concentracion de taninos totales por
el método de Folin Ciocalteu (0.272% valor minimo y 3.055% valor méaximo)
se encuentran por debajo del valor maximo permitido (2 — 4%), por lo que
concluimos teéricamente que estas mezclas no presentan efectos negativos

en la alimentacién del ganado vacuno.

2. Los valores obtenidos con respecto a la concentracion de taninos
condensados por el método de Proantocianidinas o HCI-Butanol (0.094%
valor minimo y 0.202% valor maximo) se encuentran por debajo del valor
maximo permitido (2 — 4%), por lo que podemos afirmar que no existiria
efecto negativo significativo al alimentar al ganado con estas mezclas de

forrajes ensilados.

3. Entre las muestras de forrajes en sus diferentes proporciones no existe una
diferencia significativa entre las medias de los resultados obtenidos,
pudiéndose afirmar que dichas muestras en sus diferentes proporciones
pueden ser suministradas al ganado vacuno ya que no producirian efectos

negativos en cuanto a la precipitacion del complejo tanino — proteina.

4. Los valores obtenidos por medio del analisis bromatologico proximal (Método
de Wendee y método de Van Soest) nos dieron a conocer la composicion
centesimal de estas especies vegetales en cuanto a la presencia de materia
seca (23.38% valor maximo), proteinas (13.82% valor maximo), extracto
etéreo (4.4% valor maximo), fibra cruda (27.76%), Cenizas (9.79% valor

maximo), carbohidratos (53.38% valor maximo), Fibra neutro detergente
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(63.63% valor maximo) y Fibra acido detergente (42.41% valor maximo) que
son necesarios para el desarrollo del ganado y son los responsables de que
podria existir una mayor produccién lactea que se puede ver aumentado por

el asocio de graminea y leguminosas.

. El asocio de la graminea sorgo (Sorghum bicolor) presento mejores
rendimientos de materia seca con la leguminosa Canavalia ensiformis que
con Vigna sinensis, por ser esta ultima una especie vegetal rastrera y
poseer un sistema radicular profundo tiene la desventaja de captar mas agua
y presentar mayores problemas de ensilaje si no se hace de la manera

adecuada.



CAPITULO VII
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7.0 RECOMENDACIONES

1. En estudios posteriores realizar cuantificacion de taninos en otras
mezclas de fuentes forrajeras para que puedan ser utilizadas como una
alternativa para alimento de ganado lechero para favorecer a la
produccion lactea.

2. Realizar estudios posteriores con estas especies (frijol canavalia
(Canavalia ensiformis) y el frijol vigna (Vigna sinensis) y Sorgo (Sorghum
bicolor) de las variedades Centa RCV y Centa S-2.), en donde se evaluée
la fenologia de diferentes fechas de corte; para conocer asi, si su
contenido nutricional (Proteina, Materia seca, Fibra cruda, Cenizas,
carbohidratos, Concentracion de taninos) aumenta o disminuye con
relacion a la edad de la planta, por la posible presencia de vaina en las
leguminosas y grano en el sorgo que pueden afectar el consumo de

alimento y por ende la produccion lactea.

2. Evaluar en la Asociacion Cooperativa Astoria estas mezclas a través del
consumo voluntario para poder ser utilizadas como alimento para su
ganado ya que su asocio presenta efectos positivos en cuanto al
aumento del contenido proteico y de fibra, y ademas el contenido de
taninos que estas mezclas presentan no es lo suficientemente
significativo como para causar un efecto negativo en el ganado, y
presentar la posibilidad de reducir la presencia de materias primas a
base de granos los cuales podrian reducir los costos de elaboracion y

por ende aumentar la produccién lactea.
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3. Realizar estudios posteriores que evalien los volumenes y calidad
nutricional de la produccion de leche al ser el ganado vacuno alimentado
con cualquiera de estas cuatro mezclas de forrajes ensilados en las
diferentes proporciones y comprobar de esta misma forma que forraje
produce los mayores volumenes de leche al menor costo de alimentacion

animal y costo de producir el material forrajero.

4. Para estudios posteriores evaluar otras muestras de forrajes que sirvan
de control o de parametro y que sean tratados de igual manera que en
esta investigacion, y los resultados sean comparados para la creacion de

nuevas mezclas alternativas para la alimentacion de ganado vacuno.
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GLOSARIO

Abomaso: Este cuarto y ultimo compartimiento del estémago del pequefio
rumiante es conocido también como cuajar y es el compartimiento gastrico que
tiene un pH acido y es equivalente al estbmago que poseen los no rumiantes. El
jugo gastrico es producido por células especializadas en la pared del abomaso
y estd compuesto por acido clorhidrico (HCI), mucina (proteina que protege las
paredes del estbmago de la acidez). Gastrina (hormona) y enzimas digestivas
(i.e pepsina y renina) ¢

Aminoacido: Acido organico con uno o mas grupos amino (NH;-) en lugar de

atomos hidrogeno

Astringente: Dicese de lo que en contacto con la lengua produce en esta la
sensacion mixta entre sequedad intensa y el amargor, como esencialmente

ciertas sales metalicas
Bactericida: Agente capaz de provocar la muerte de las bacterias ()

Bacteria Gram (+): Bacterias con un bajo contenido lipidico en la pared celular
y que en presencia de un complejo coloreado violeta-yodo se tifien de color

purpura (se)

Bacterias Gram (-): Bacteria con un elevado contenido lipidico en la pared
celular y que en presencia de un complejo coloreado violeta-yodo se tifien de

color rojo a rosado (s

Concentrados: Alimentos que son pobres en celulosa y ricos en principios
nutritivos  digestibles totales. Técnicamente todos los alimentos que
proporcionan principios nutritivos esenciales (proteinas, hidratos de carbono,
grasas), se clasifican como concentrados cuando su contenido en celulosa es

menos del 18%. (4
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Dormancia: Es un periodo en el ciclo biolégico de un organismo en el que el
crecimiento, desarrollo y, en los animales, la actividad fisica se suspende
temporariamente. Esto reduce drasticamente la actividad metabdlica

permitiendo que el organismo conserve energia (7

Ensilaje: Forraje conservado en estado suculento, mediante una fermentacion

parcial. 4

Enzimas Proteoliticas:(Comunmente llamadas proteasas), pertenecen al
grupo de Hidrolasas, ya que catalizan la degradacién de otras proteinas
hidrolizando los enlaces peptidicos con diferentes grados de intensidad y de
selectividad. (3,

Fermentacion Lactica: Proceso mediante el cual por medio de enzimas
especificas se descomponen los carbohidratos en acido acético y lactico y a

menudo dioxido de carbono e hidrogeno (4

Fenoles: Son un grupo de compuestos organicos que presentan en su

estructura un grupo funcional hidroxilo unido a un radical arilo (s

Fibra Neutra Detergente: Es la porcion de la muestra de alimento que es
insoluble en un detergente neutro (método de los detergentes de Van
Soest). Esta basicamente compuesta por celulosa, hemicelulosa, lignina y
silice, y se la denomina pared celular. La misma se correlaciona inversamente

con el consumo voluntario de materia seca.

Fibra Acido Detergente: Es la porcién de la muestra de alimento que es
insoluble en un detergente acido (método de los detergentes de Van
Soest). Estd basicamente compuesta por celulosa, lignina y silice. La
importancia de la misma radica en que esta inversamente correlacionada con la

digestibilidad del forraje.
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Forraje: Alimento vegetal para los animales domésticos. Generalmente, este
término se refiere Unicamente a materiales como los pastos, heno, el ensilaje y

los alimentos verdes. (g

Ganado: Es el conjunto de animales domésticos que se apacientan y andan

juntos. (a9

Granulometria: Rama de la sedimentologia que estudia la forma y tamafio de

los fragmentos de las rocas sedimentarias y los sedimentos. (g

Glucocalix: Capa externa que recubre la membrana plasmatica de muchas

células vivas, formadas por glucoproteinas.

Gramineas: Botanicamente, cualquier especie de la familia Gramineae.
Generalmente, en la agricultura a base de pastos, el término graminea no
comprende a los cereales cosechados para grano, pero comprende a veces

especies de leguminosas producidas en asociacion con las gramineas. (s

Hemicelulosa: Grupo complejo de hidratos de carbono, algo menos resistente

a la digestion de la celulosa. (4

Leguminosas: Es una especie miembro de la familia de leguminosa, que tiene
la caracteristica de formar ndédulos de nitrdgeno en sus raices, lo que permite la

utilizacion de nitrogeno atmosférico. (4

Lignificar:Dar contextura de madera. Tomar consistencia de madera; en el
proceso de desarrollo de muchas plantas, pasar de la consistencia herbacea a

la lefiosa. (4

Lignina: Sustancia de proteccién de las membranas de las células de los tejidos

de accion mecénica y de sostén de las plantas. (g
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Método Kjeldahl: Procedimiento para determinacion Cuantitativa de nitrogeno
en compuestos organicos, consistente en la reacciébn con acido sulfarico

resultando sulfato de amonico. (g
Monogastrico: Que solo tienen un solo vientre o estomago (g

Monocotileddneas:Plantas angiospermas que se caracterizan por poseer un
solo cotiledén, son herbaceas con raices fasciculadas, tallos huecos y
fistulosos, hojas alargadas y palminervias, flores frecuentemente en espiga y

frutos en cariopside o en capsula. ()

Nixtamalizacion: Del nshuatl nextri. Cenizas de cal y tamalli, masa de maiz
cocida. Este proceso es una lixiviacion alcalina en caliente en la que el area
superficial para la transferencia de masa y calor es el factor limitante. Por ende,
mientras mayor sea el area de transferencia, mas eficaces seran los fenomenos
de transporte de iones calcio e hidroxido y como consecuencia de estos

fenomenos aumentaran las velocidades de las reacciones quimicas (g

Oligdmero: Se define como un polimero de peso molecular muy inferior al de

las macromoléculas. ()
Palatabilidad: Cualidad de un alimento de ser grato al paladar.

Panoja: Llamada también panicula, es la inflorescencia de tipo racemosa, en la
gue los ramitos van creciendo de la base al apice, por lo que toma aspecto

piramidal (g
Pienso: Porcidn de alimento seco que se le da al ganado ()

Plantula: ElI embrion ya desarrollado como consecuencia de la germinacion;

plantita recién nacida. (g
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Proteinas: Combinacién de aminoacidos, que se encuentran formando
mondémeros unidos por un enlace peptidico, formados por Carbono, Nitrégeno,
Oxigeno e Hidrogeno. (g

Polimero: Compuesto formado por el enlace quimico de un numero de

moléculas de la misma clase, o de clases muy relacionadas.

Racién: Cantidad de un alimento o de una mezcla de alimentos suministrada

en 24 h. y que constituye la dieta de un animal. 4

Rumen: El primer compartimento del estomago de un rumiante o animal que

rumia. (aq

Tamiz: Cedazo de malla tupida, usado para separar las pares menudas de las

gruesas de una masa pulverulenta. ()
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ANEXO N°1

TABLAS DE CARACTERISITICAS AGRONOMICAS DE LAS
VARIEDADES DE SORGO (Sorghum bicolor)



Tabla N°5. Caracteristicas agronémicas del sorgo (sorghum bicolor) de la
variedad S — 2. 4

CARACTERISTICAS VALOR PROMEDIO
Altura de la planta 2.70 Mts
Dias a flor 70 dias
Dias a cosecha de ensilaje 100 dias
Dias a cosecha de grano 75-80 dias
Rendimiento de grano 50 qq/ Mz
Rendimiento de forraje 50 Tm/Mz
Tipo de panoja Semi compacta
Color del grano Blanco
Color de la planta Canela




Tabla N°6. Caracteristicas agronémicas del sorgo (sorghum bicolor) de la
variedad RCV 4

CARACTERISTICAS VALOR PROMEDIO
Altura de la planta 1.80 Mts
Dias a flor 70 dias
Dias a cosecha 110 dias
Rendimiento de grano 80 qq/ Mz

Rendimiento de forraje | = -

Tipo de panoja Semi compacta

Color del grano Crema

Color de la planta Canela




ANEXO N°2

MAPA DE UBICACION GEOGRAFICA DEL ENSAYO

Figura N° 23. REPRESENTACION AEREA DEL AREA DE TRABAJO
(PARCELA EL VOLADOR).
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ANEXO N°3

ANALISIS BROMATOLOGICO PROXIMAL
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Figura N° 23. Esquema o secuencia del analisis bromatolégico proximal o

método de Wendee.



ANEXO N°4

EQUIPO, MATERIALES Y REACTIVOS PARA LOS ANALISIS DE
CUANTIFICACION DE TANINOS Y ANALISIS BROMATOLOGICO
PROXIMAL



Analisis para cuantificacion de fenoles totales

Material y equipo:
Espectrofotometro Ultravioleta Visible(Ver Anexo N°2)
- Balanza analitica
- Tubos de colorimetro
- Probeta de 25 mL
- Beakers de 50 mL, 100 mL, 150 mL, 250 mL, 400 mL, 600 mL y 1000 mL
- Micropipetas de 200 uL, 500 pL, 1000 pL.
- Bureta de 25.0 mL
Reactivos
- Reactivo de Folin Ciocalteu 1 N.
- Carbonato de Sodio 20%
- Solucion estandar de acido tanico 0.1 mg/mL

- Agua destilada

Separacion de taninos del extracto s
Material y equipo:
- Espectrofotémetro Ultravioleta Visible

- Balanza analitica



- Tubos de colorimetro
- Probeta de 25 mL
- Beakers de 50 mL, 100 mL, 150 mL, 250 mL, 400 mL, 600 mL y 1000 mL

- Micropipetas de 200 uL, 500 pL, 1000 pL.

Bureta de 25.0 mL
Reactivos
- Polivinilpirrolidona

- Agua destilada

Preparacion de Reactivos para los Métodos de cuantificacion de taninos (1
Método de Folin Ciocalteau

- Reactivo de Folin ciocalteau (1 N): Diluir el reactivo de Folin ciocalteau (2 N)
gue se encuentra comercialmente con un volumen igual de agua destilada.
Transferir a un frasco color ambar y almacenar en refrigeradora a 4 °C. No

usar si el color se torna verde olivo.

- Carbonato de sodio (20%): Pesar 40 g de carbonato de sodio (x 10 H,0),
disolverlo en 150 mL de agua destilada y llevar a un volumen de 200.0 mL con

agua destilada.

- Polivinilpirrolidona insoluble (PVPP): Se encuentra comercialmente como
Sigma (P6755).



- Estandar de &cido tanico (0.1 mg/mL): Disolver 25.0 mg de acido tanico en
25.0 mL de agua destilada y luego diluir 1:10 en agua destilada (usarse

siempre como solucion fresca).
Analisis para la determinacion de Taninos Condensados
Método de Proantocianidinas (HCI-Butanol)
Materiales:
- Tubos de ensayo de 100 mm * 12 mm
- Beakers de 50, 100 mL
- Micropipetas de 100 uL
- Pipeta de 10.0 mL
- Agitador de vidrio
- Bafio Maria a una T° de 97° - 100°C
Reactivos
- Reactivo HCI — Butanol (HCI — Butanol 5:95 v/v).
- Reactivo Férrico (Sulfato de amonio férrico 2% en HCI 2N)

Preparacion de reactivos para el Método de Proantocianidinas (HCl -

Butanol)

- Reactivo HCI — Butanol (Butanol — HCI 95:5 v/v): Mezclar 950 mL de n-butanol
con 50 mL de HCI concentrado (37%).

- Reactivo férrico (sulfato amonio férrico 2% en HCI 2 N): Medir 16.6 mL de HCI

concentrado en 100 mL de agua destilada para hacer HCI 2 N. Disolver 2.0 g



de sulfato amonio férrico en ese volumen de HCI 2 N. Este reactivo debe ser

almacenado en frasco &mbar.
Analisis Bromatologico Proximal
Humedad Parcial (HP%)
Equipo:
- Estufa de vacio
- Balanza analitica
- Desecador de gabinete con desecante quimico
Material:
- Bolsa de papel de 4 — 5 libras
- Espatula para pesar
- Tijeras de acero inoxidable
- Pinza tipo tijera de acero inoxidable
- Termometro graduado de 0 — 150 °C

- Papel toalla

Humedad total (HT%)
Equipo:
- Estufa de vacio

- Balanza analitica



- Desecador de gabinete con desecante quimico

Material:

- Caja de aluminio para humedad

- Pinza tipo tijera de acero inoxidable
- Termémetro graduado 0 — 150°C

- Espatula para pesar

Proteina Cruda (PC%)

Equipo:

- Aparato Microkjeldhal de digestion y destilacion
- Balanza analitica y semi-analitica

- Camara extractora de gases

Material:

- Tubos Tecator para proteina Kjeldahl de 250 mL

- Micro-Bureta de 10.0 mL y 25.0 mL

- Soporte para bureta completa

- Papel filtro o caja de aluminio para pesar la muestra
- Espatula para pesar

- Erlenmeyer de 250 mL



Reactivos:
- Acido sulftrico concentrado, libre de nitrégeno y densidad de 1.84

- Mezcla de catalizador: mezclar 7 g de Sulfato de potasio (pulverizado) y0.8 g
de Sulfato de cobre

- Solucion de acido clorhidrico (HCI) 0.1 N
- Solucién de acido boérico al 4%

- Solucién indicadora de verde de bromocresol y rojo de metilo en metanol o
alcohol etilico

- Solucion de hidroxido de sodio (NaOH) al 40%

- Alcohol etilico al 95%

Extracto etéreo (EE%)

Equipo:

- Balanza analitica

- Desecador

- Aparato para extraccion de grasas Soxhlet

- Dedal de extraccion de Alundum o de carton
- Recipientes de vidrio para sostener dedales
- Papel filtro y Algodon

- Pinza metalica tipo tijera

- Espétula para pesar



Reactivos:

- Eter de petrdleo al 34 6 35% o éter dietilico anhidro

Fibra Cruda (FC%)

Equipo:

- Extractor de Fibra Cruda

- Balanza analitica

- Desecador

- Estufa eléctrica

- Mufla

- Bomba para vacio

Material:

- Beakers Berzelius

- Crisol de Gooch de 25 mL

- Soporte Walter para crisol de Gooch
- Lienzo para filtracién #40 aproximadamente de 20 cm?o tela
- Pinzas para beaker

- Frascos Kitasato de 250 6 50 mL

- Embudos de vidrio boca ancha

- Espatula de acero inoxidable 1 litro capacidad



- Soportes de madera para embudos
- Probeta de 200 mL
- Beakers de vidrio de 100 mL

Reactivos:
- Solucién &cido sulfarico (H,SO,4) 0.255 + 0.005 N

- Disolver 1.25 g de &cido sulftrico concentrado en 800 mL de agua destilada y
aforar a 1000 mL con agua destilada

- Solucion NaOH 0.313 £ 0.005 N. Destilada y completar a 1000mL
- Alcohol metilico, etilico o isopropilico (Calidad Reactivo analitico)
- Indicador anaranjado metilico al 1% en alcohol etilico

- Indicador fenolftaleina al 1% en alcohol etilico

- Fibra de asbesto preparada: calentar en una capsula de porcelana fibra de
asbesto acida a una temperatura de 600°C durante 16 horas. Enfriar y digerir
media hora con solucién de acido sulfdrico 1.25%, lavar con agua caliente,
digerir nuevamente media hora con solucién de hidroxido de sodio 1.25%,

lavar con agua, secar y calcinar durante 2 horas a 600°C en horno o mufla.

Cenizas (C%)
Equipo:

- Desecador

- Balanza analitica

- Mufla



Material:
- Crisoles de porcelana de 50 6 100 mL
- Espétula para pesar de acero inoxidable
- Pinzas de metal para crisol

- Brocha para limpiar la balanza analitica

Fibra Neutro Detergente (FND)
Materiales:

- Beakers de berzeliuz de 600 ml.

- Crisoles de Gooch.

- Matraz kitazato

- Sistema de digestion para analisis de fibra.
- Estufa de vacio

- Mufla

Reactivos

- Lauril sulfato de sodio 30 g/L
-EDTA 18.61 g/L

- Fosfato de acido disédico 4.56 g/L

- Borato de sodio 6.81 g/L



- Etilenglicoimonometiléter 10.0 ml/L
Preparaciéon de Reactivos para Fibra Neutro Detergente (FND)

- Poner el EDTA y el borato de sodio en un beaker de 1000 ml, luego afadir un
poco de agua destilada y calentar hasta disolver el contenido (solucion 1). En
otro beaker de 600 u 800 ml hacer una solucién que contenga el lauril sulfato
de sodio y el etilenglicol monometil éter (solucién 2) y adicionar a la primera

solucion antes mencionada y mezclar (solucion 2 en 1).

- En otro vaso de precipitado o beaker de 1000 ml poner el fosfato acido
disddico en un poco de agua destilada y calentar hasta disolverlo, esta mezcla
se adiciona a las dos soluciones mezcladas anteriormente y luego se afora a
un litro.

NOTA: es preciso revisar el pH de esta solucion, el cual debe oscilar entre 6.9 y
7.1

Fibra Acido Detergente (FAD)

Materiales:

- Beakers de berzeliuz de 600 ml.

- Crisoles de Gooch.

- Matraz kitazato

- Sistema de digestion para analisis de fibra.
- Estufa de vacio

- Mufla



Reactivos
- Acido sulftrrico 1N = 27.8 ml de H,SO, concentrado/L
- Bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB). = 20 g/L

- Acetona

Preparacién de Reactivos para Fibra Neutro Detergente (FND)

Diluir 27.8 ml de H,SO,4 concentrado en un balén con un poco de agua destilada
y llevar a 1 L. (esta es su solucién 1 N). Luego disolver los 20 g de CTAB en el
litro de H,SO,4 1 N.



ANEXO N°5

MARCHAS PARA LOS ANALISIS METODOS DE CUANTIFICACION DE
TANINOS Y ANALISIS BROMATOLOGICO PROXIMAL



Cuantificacién de fenoles totales 0.25 mL de reactivo
de FolinCioucalteu

+ 125 mL de
Carbonato de
Alicuota de extracto de Sodio. (*)
taninos y se llevar a 3
volumen con 0.5 mL

de agua.

Agitar los tubos,
luego  dejar en
reposo 40 minutos.

8

Se calculé la cantidad de fenoles totales como equivalente de acido
ténico con respecto a la curva de calibracion. El contenido fendlico se

expreso en base seca(X%)

(*) Los volumenes los aumentamos 5 veces, para poder tener volumen para

cada lectura en el colorimetro spectronic 20

FIGURA N° 24: Esquema de cuantificacion de fenoles totales por método de

Folin ciocalteu
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http://www.google.com.sv/imgres?q=tubos+de+ensayo&hl=es&sa=X&rlz=1R2ADFA_esSV413&biw=1366&bih=569&tbm=isch&tbnid=kQal0pwJ-I5RUM:&imgrefurl=http://yeraldingale.blogspot.com/2010_08_01_archive.html&docid=2sLH_Wqkx0Sx3M&w=50&h=174&ei=UtotTpO4E4fegQe3lPT1Cg&zoom=1
http://www.google.com.sv/imgres?q=tubos+de+ensayo&hl=es&sa=X&rlz=1R2ADFA_esSV413&biw=1366&bih=569&tbm=isch&tbnid=kQal0pwJ-I5RUM:&imgrefurl=http://yeraldingale.blogspot.com/2010_08_01_archive.html&docid=2sLH_Wqkx0Sx3M&w=50&h=174&ei=UtotTpO4E4fegQe3lPT1Cg&zoom=1

Procedimiento de arrastre de taninos con PVPP

Pesar 100 mg Adicionar- 1.0 mL de
de PVPP H,O destilada + 1.0 mL
de extracto de taninos

Sobrenadante

Agitar los tubos
cuidadosamente

Conservar a
4°C por 15

minutos

Centrifugar
a 3000 RPM
por 10 min.

Wi == i

Tomar una alicuota de
extracto de taninos y
llevar a volumen de

0.5 mL de agua. Sodio.

Se expres6 el contenido de fenoles simples

(no taninos) sobre la base seca (Y%).

Adicionar 1.25 mL de Agitar los
reactivo de
Cioucalteu + 6.25 mL 40 minutos
de Carbonato de

Folin tubos y dejar

FIGURA N°25: Esquema de arrastre de taninos con PVPP
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Procedimiento de cuantificacion de taninos condensados por método de
Proantocianidinas (HCI| — Butanol)

Agitar los tubos.
Agregar 3.0 mL de
HCl — Butanol + 0.1

Agregar 0.5 mL
de extracto de
taninos*

mL de reactivo férrico

Colocar en un
calentador ajustado a
97-100°C por 60 min.

Tapar los tubos
con un tapén de
vidrio

Leer las
muestras a
550 nm

Enfriar los tubos
a4°C

FIGURA N°26: esquema cuantificacién de taninos condensados por método

de proantocianidinas


http://www.google.com.sv/imgres?q=tubos+de+ensayo&hl=es&sa=X&rlz=1R2ADFA_esSV413&biw=1366&bih=569&tbm=isch&tbnid=kQal0pwJ-I5RUM:&imgrefurl=http://yeraldingale.blogspot.com/2010_08_01_archive.html&docid=2sLH_Wqkx0Sx3M&w=50&h=174&ei=UtotTpO4E4fegQe3lPT1Cg&zoom=1
http://www.google.com.sv/imgres?q=tubos+de+ensayo&hl=es&sa=X&rlz=1R2ADFA_esSV413&biw=1366&bih=569&tbm=isch&tbnid=kQal0pwJ-I5RUM:&imgrefurl=http://yeraldingale.blogspot.com/2010_08_01_archive.html&docid=2sLH_Wqkx0Sx3M&w=50&h=174&ei=UtotTpO4E4fegQe3lPT1Cg&zoom=1

Analisis Bromatologico Proximal o Método de Wendee

Procedimiento de Humedad parcial

4 )

Eliminar polvo en tejido
vegetal con la ayuda
de agua destilada y
secar con papel toalla.

Cortar el tejido vegetal separando
tallo y hoja en tamafios de 5 — 6¢cm,
homogeneizar bien la muestra y

colocarlos dentro de bolsas de

k papel /

Secar Durante 24
horas, previamente
calibrada a 70°C

Perforar las bolsas de

papel y rotularlas

Enfriar en desecador
por 30 minutos.

Sacar la muestra de

estufa G

la

Pesar

muestra.

FIGURA N°27: Esquema de determinacién de humedad parcial.



Procedimiento Humedad total

Enfriar en desecador
por 30 minutos.

Calentar a 105°C una
caja de aluminio por 2
horas. (Identificarla)

-

el -

Pesar la caja de

aluminio

Colocar la caja en estufa al
vacio previamente calentada
a 105°C por 5 horas. Ajustar
presién de vacio

Homogenizar muestra
y pesar + 2.0g En

=N caja de aluminio

- previamente tarada

Pesar la caja +
Enfriar  por muestra seca.

30 minutos. Anotar peso

FIGURA N° 28: Esquema de determinacién de humedad total.



Procedimiento de proteina cruda

DIGESTION

Colocar en un
tubo tecator para
Pesar en papel micro kjeldahl de

filtro + 0.1 g de 250 mL
muestra
homogenizada.

Agregar 6.0 mL de
H,SO, concentrado y
3 gotas de mezcla de
catalizador.

Conectar el sistema de extraccién de vapores y

condensacion de gases y esperar hasta que la )
Agitar durante 5

solucién sea transparente o de color azul o minutos esta mezcla
y colocar 6 tubos a la
vez en el aparato de
digestion Kjeldahl.

verde (segun el catalizador utilizado).

FIGURA N°29: Esquema de proceso de digestibon en determinacion de

proteinas.



DESTILACION

Agregar 60 mL
de solucién de

Enfriar los tubos,
agregandole + 80

mL NaOH 40 %.

TITULACION

Agregar 25 mL de
solucion de acido bdérico
4% + sIn indicadora de
verde de bromocresol y
rojo de metilo y colocarlo
en el aparato de
destilacién

\

Recibir el destilado en el
erlenmeyer de 250 mL,
después de 5 minutos de
trabajo del mismo que se vera
un cambio del indicador de rojo
a verde. Deje enfriar el
destilado por 20 a 30 minut05/

Después de dejar enfriar el destilado, titular con
solucién de &cido clorhidrico 0.1 N (o acido
sulfarico 0.025 N) hasta cambio de color del
indicador que va de verde a rojo.

FIGURA N°30: Esquema de proceso de destilacion y titulacion en determinacion

de proteinas.
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Procedimiento de Extracto etéreo

porcentaje de  humedad

extraccién de grasas

Tomar peso de bal6n vacio
previamente tarado vy
colocarlo también en el

sistema de extraccion

Después de transcurridas las 16 th
retirar las muestras del dedal vy
almacenarlas para su posterior uso y
depositar el residuo de éter en un
depésito especial para éter usado y
colocar nuevamente el dedal en el
sistema de extraccion para llevar a
sequedad el éter que se encuentra en el

Pesa 2g de muestra en un papel
filtro a la que se ha determinado el

y
colocarlo en un dedal de

@n donde se ha recolectado la grasa/

Colocar dedal y muestb
en el equipo de
extraccioén, adicionar 150
mL de éter y cubrir
uniformemente la
muestra con algoddn
para distribuir mejor el
éter

Colocar en equipo de extraccion de grasas
conectar manguera correctamente vy verificar
gue no haya fuga de éter, encender la llave
del agua y aumentar la temperatura, reflujar
por 16 horas a una velocidad de dos gotas
por segundo y verificar periddicamente que
no haya fuga de éter.




Retirar los balones que contiene Ia
grasa extraida del sistema y dejar que
se evapore el éter completamente luego
llevar a una estufa a 100° para secar
completamente la muestra, enfriar y
tomar el peso del balén con grasa.

Nota: tener especial cuidado con el uso
del éter ya que este es sumamente
volatil e inflamable, conservarlo a bajas
temperatura y en frascos bien cerrados.

FIGURA N°31: Esquema de determinacion de extracto etéreo.



Procedimiento de Fibra Cruda

Pesar 0.5¢g de fibra de
asbesto y colocarlos
en el beaker que
contiene la muestra

Colocar la muestra
desengrasada en un
beaker de 600 mL
gue contenga 200 mL
de &cido sulfarico
1.25%

Colocar en equipo de
digestion y dejar ebullir
exactamente 30 minutos
agitando  periédicamente

para evitar que la fibra se
adhiera a las paredes

Después de 30 minutos retirar beaker y filtrar
en contenido en tela lavando con agua hasta
que el agua de lavado no tenga residuo de
acido, comprobando su ausencia con
anaranjado de metilo

Con la ayuda de una espatula adecuada retirar el
residuo de fibra de la tela y colocarlo nuevamente
en el mismo beaker de 600mL y colocar 200 mL
de NaOH 1.25% realizar el mismo procedimiento
de la porcion acida y comprobar la ausencia de
NaOH con fenolftaleina como indicador.




/Retirar cuantitativamente
con la ayuda de una
espatula adecuada el
residuo de la tela y colocarlo
en un crisol y que contenga L
una capa uniforme de
asbesto adicionar 15 mL de

etanol
\ / Filtrar el contenido

por medio de
succion.

m ﬁ Colocar el residuo de filtrado
= en el crisol y secar a 130° en
una estufa durante 2 horas
luego colocar en desecador

y pesar

Calcinar el residuo durante
30 minutos a 600° y luego
enfriar en desecador y tomar
el peso, la perdida de peso
es considerada como fibra
cruda.

FIGURA N°32: Esquema de determinacion de fibra cruda.



Procedimiento de minerales (Cenizas)

Colocar crisol
previamente
identificado a
550° C por 1

Colocar el crisol a
550° C por 2 horas.
Controlar tiempo vy
Temperatura.

crisol en un
desecador por
30 minutos.

Enfriar el crisol en
un desecador por
30 minutos.

FIGURA N°33: Esquema de determinacion de cenizas.

Pesar el crisol
vacio. Anotar
peso inicial.

Pesar +2¢g
de  muestra
homogenizad
a en crisol
previamente
tarado

crisol +
Anotar




Analisis de Van Soest

Fibra Neutro Detergente (FND)

N
Pesar de 0.5g a 1g de
muestra seca y molida

@ _

e

Colocar en beaker
berzeliuz y afadir 100

/ mL de solucién de

FND por las paredes.
U p p

Colocar en equipo de
digestién de fibra y llevarlo a
ebullicion luego disminuir la
temperatura para evitar la
formacion de espuma

o

Después de transcurrida 1 hora de digestion, filtrar el
contenido del beaker en un crisol de gooch previamente
pesado, luego adicionar abundante agua destilada
hirviendo varias veces hasta reducir la formacion de
espuma o grumo durante el filtrado al vacio

\/

Lavar con acetona o etanol y

colocar en la estufa a 100°

durante 16 horas o toda la

noche luego enfriar en
q desecador y pesar el crisol.

FIGURA N° 34: Esquema de determinacion de fibra neutro detergente.



Fibra Acido Detergente (FAD)

Pesar de 0.5g a 1g de
muestra seca y molida

Colocar en beaker
berzeliuz y afadir 100
mL de solucién de
— / FAD por las paredes.

Colocar el beaker en el aparato de
digestién de fibra y se calienta hasta
que empiece a ebullir y luego reducir la
T° para evitar la formacion de espuma
mantener a esta temperatura pero
siempre con indicios de ebullicién por
una hora.

Después de transcurrida 1 hora de digestion, filtrar el
contenido del beaker en un crisol de gooch previamente
pesado, luego adicionar abundante agua destilada
hirviendo varias veces hasta reducir la formacion de
espuma o grumo durante el filtrado al vacio

~

. = — Lavar con acetona o etanol y
colocar en la estufa a 100°
durante 16 horas o toda la
noche luego enfriar en

ﬂ desecador y pesar el crisol.

FIGURA N° 35: Esquema de determinacion de fibra acido detergente.



ANEXO N° 6

CUADRO DE RESULTADOS DE CUANTIFICACION DE TANINOS POR
DOS METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS Y ANALISIS
BROMATOLOGICO PROXIMAL
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ANEXO N° 7

DATOS TEORICOS PARA OBTENER CURVA DE CALIBRACION

ESTANDAR DE ACIDO TANICO

Tabla N° 9. Preparacion de curva estandar de Acido Tanico g,

SOLUCION AGUA REACTIVO SOLUCION ABSORBANCIA | ACIDO
TUBO DE ACIDO DESTILADA DE FOLIN DE 725 NM TANICO
TANICO CIOCALTEU | CARBONATO
(0.1 mg/mL) DE SODIO
mL mL mL mL Bg
BLANCO 0.00 0.00 0.00 0.00 0.000 0
1 0.02 0.48 0.25 1.25 0.112 2
2 0.04 0.46 0.25 1.25 0.218 4
3 0.06 0.44 0.25 1.25 0.327 6
4 0.08 0.42 0.25 1.25 0.432 8
5 0.10 0.40 0.25 1.25 0.538 10

NOTA: En la parte experimental de esta investigacion, aumentamos el volumen

de reactivos con el propésito de obtener un mayor volumen final para poder

realizar la lectura en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 725 nm.




ANEXO N°8

CUADROS DE CURVAS DE CALIBRACION



Cuadro N° 5. Absorbancias de la curva de calibracion de Acido Tanico 0.1

mg/mL
18-05-11 21-05-11 04-06-11 27-08-11 PROMEDIO
Blanco 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.02 0.112 0.109 0.116 0.098 0.108
0.04 0.203 0.206 0.213 0.201 0.205
0.06 0.310 0.322 0.356 0.299 0.321
0.08 0.433 0.410 0.407 0.390 0.400
0.10 0.503 0.502 0.505 0.497 0.501
0.6
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0.4
c
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9 0.3
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e 0.2
]
o
0.1
6E-16
)} 01 0[2 0.3 0.4 0.5 0,6
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Absorbancia y=1.0355x
R?=0.9964

Figura N° 26. Curva de calibracion estandar de acido tanico N° 1 tomada el
18/05/11
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Figura N°27. Curva de calibracion estandar de Acido Tanico N°2 tomada el
21/05/11
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Figura N°28. Curva de calibracién estandar de acido tanico N° 3 tomada el
04/06/11
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Figura N° 29. Curva de calibracion estandar de acido tanico N° 4 tomada el
27/08/11
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Figura N° 30. Curva promedio de calibracion estandar de acido tanico.



ANEXO N° 9

TABLAS PROMEDIO DE CUANTIFICACION DE TANINOS POR DOS
METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS DE MICROENSILADOS
ELABORADOS A BASE DE UNA GRAMINEA SORGO (Sorghum
bicolor)Y DOS LEGUMINOSAS FRIJOL ESPADA/CANCAVALIA

(Canavalia ensiformis) Y FRIJOL MONO (Vigna sinensis)



Tabla N° 5. Absorbancias promedio obtenidas en la cuantificacion de taninos
totales por (Folin Ciocalteu - PVPP) en las mezclas de forrajes a
base de una graminea (Sorghum bicolor) y dos leguminosas
(Canavalia ensiformis) y (Vignha sinensis)

PROMEDIO
Mezcla Proporcion
0.25

50 - 50 0.257

60 — 40 0.419
S-2+C

70 -30 0.4

80-20 0.49

50 - 50 0.274

60 — 40 0.437
S-2+V

70 -30 0.43

80-20 0.436

50 - 50 0.367

60 — 40 0.433
RCV+C

70 -30 0.439

80 -20 0.389

50 - 50 0.356

60 — 40 0.419
RCV+V

70 -30 0.393

80-20 0.398

C] Promedio de datos de FolinCiocalteu con alicuota tomada de 0.25 mL

. Promedio de datos de PVPP con alicuota tomada de 0.5 mL



Tabla N° 6. Absorbancias promedio obtenidas en la cuantificacion de taninos
condensados por proantocianidinas (HCI — Butanol) en las mezclas de forrajes.

Mezcla Proporcién

50 -50
60 — 40
70 -30
80-20

S-2+C

50 -50
60 —40
70 -30
80 -20

S-2+V

50 -50
60 —40
70-30
80-20

RCV+C

50 -50
60 —40
70-30
80-20

RCV+V




ANEXO N° 10

EJEMPLOS DE LA REALIZACION DE CALCULOS PARA LA
CUANTIFICACION DE TANINOS POR DOS METODOS
ESPECTROFOTOMETRICOS, ANALISIS BROMATOLOGICO
PROXIMAL Y ANALISIS ESTADISTICO DE LAS MUESTRAS DE
FORRAJES A BASE DE UNA GRAMINEA SORGO (Sorghum bicolor) Y
DOS LEGUMINOSAS FRIJOL ESPADA/CANAVALIA
(Canavaliaensiformis) Y FRIJOL MONO (Vignasinensis)



Cuantificacién de taninos totales por método espectrofotométrico de Folin
Ciocalteu con alicuotatomada de 0.1 mL para reactivo de Folin Ciocalteu y
0.25 mL parareactivo de PVPP*

Con Folin Ciocalteu:

50 pL de extracto de taninos contiene 0.120 de absorbancia que equivalen a:
0.108 — 2*

0.120 — X=2.22 ug de &cido tanico (equivalente de la curva estandar)
Por lo tanto, 1 mL de extracto tiene 2.22/0.05 = 44.44 ug de TA

44.44 ug de TA = 0.044 mg de TA

200 mg de muestra seca fueron extraidos con 10 mL de acetona al 70%.

Por lo tanto, 100 mg de muestra seca tiene 0.044 * 5 = 0.2222 mg de TA.

Si la muestra contiene 21.52% de MS,

TA en MS =0.2222/0.2152 = 1.033% = X

Con PVPP:

100 pL de sobrenadante tratado con PVPP tiene 0.109 de absorbancia que

equivalen a:
0.108 ——— 2
0.109 — X =2.02 ug de acido tanico (equivalente de la curva estandar)

Por lo tanto, 1 mL de sobrenadante tiene 2.02/0.1 = 20.2 ug de TA
20.2 yg de TA =0.0202 mg de TA

200 mg de muestra seca fueron extraidos con 10 mL de acetona al 70%.



Por lo tanto, 100 mg de muestra seca tiene 0.0202 * 10 = 0.202 mg de TA.
Si la muestra contiene 21.52% de MS,
TA en MS =0.202/0.2152 = 0.938% = Y

Taninos (equivalente de acido tanico) = 1.033 — 0.939 = 0.094% en base

Seca.

*De la misma manera se hace con la alicuota tomada de 0.2 mL para reactivo

de Folin Ciocalteu y 0.5 mL para reactivo de PVPP.

*NOTA: La concentracion de 2 Blg de acido tanico son de la preparacion de la

curva estandar de 4acido tanico. (Ver anexo N° 7)

Cuantificacion de taninos totales por método espectrofotométrico de

Proantocianidinas (HCI-Butanol)

Con la formula que se trabaja para el calculo de los taninos condensados es: (A
550 nm x 78.26 x factor de dilucion*) (%MS)

Absorbancia obtenida = 0.026
Tenemos que:

(0.120* 78.26 * 0.5) (21.52%) = 0.094

Analisis estadistico

El analisis estadistico para la cuantificacion de taninos en alicuotas tomadas de

prueba obteniéndose los siguientes resultados:



Tabla N°7. Tabla resumen de promedios de concentracion de taninos para las

mezclas de forrajes en sus diferentes proporciones

50-50 | 60-40 | 70-30 | 80-20 Y >’ Promedio
S-2+C| 0272 | 0.991 | 1.299 | 1.457 | 4.019 | 16.15 1.0048
S-2+V | 1.081 | 1.328 | 2.025 | 3.055 | 7.489 | 56.09 1.8723
RCV+C | 0530 | 0.848 | 1.045 | 1.615 | 4.038 | 16.31 1.0095
RCV+V | 0603 | 0.821 | 1.317 | 1.523 | 4.264 | 18.19 1.0660
TOTAL | 19.81 | 106.74

Tabla N° 8. Resultados de suma de cuadrados (SC)

RESULTADOS
FC 24.5273
SCroraL 6.4867
SCrraTAMIENTO 2.1539
SCerroR 4.3328

Analisis de varianza
Tabla N°9. Andlisis de varianza para la concentracion de taninos en las mezclas

de forrajes en sus diferentes proporciones.

GL SC CM Featcutapo | FrasLa
TRATAMIENTO 3 2.1539 0.7180
ERROR 12 4.3328 0.3611 1.99 3.41
TOTAL 15

El analisis estadistico para la cuantificacion de taninos condensados por el

método de proantocianidinas (HCI-Butanol).



Tabla N° 10. Tabla resumen de promedios de concentracion de taninos
condensados para las mezclas de forrajes en sus diferentes
proporciones

50-50 | 60-40 | 70-30 | 80-20 Y 3 | Promedio

S-2+C | 0094 | 0.134 | 0.152 | 0.163 | 0.543 | 0.29 0.1358

S-2+V | 0162 | 0.163 | 0.197 | 0.198 | 0.720 | 0.52 0.1800

RCV+C | 0133 | 0.167 | 0.170 | 0.174 | 0.644 | 0.415 | 0.1610

RCV+V [ 0128 | 0.172 | 0.184 | 0.202 | 0.686 | 0.47 0.1715

TOTAL | 2.593 1.69

Tabla N° 11. Resultados de suma de cuadrados (SC)

RESULTADOS
FC 0.4202
SCroraL 0.0125
SCrraTaMENTO 0.0045
SCerroR 0.0080

Analisis de varianza
Tabla N° 12. Andlisis de varianza para la concentracion de taninos

condensados en las mezclas de forrajes en sus diferentes

proporciones
GL SC CM FeaLcutapo FrasLa
TRATAMIENTO 3 0.0045 0.0015
ERROR 12 0.0080 0.0007 2.14 3.41
TOTAL 15




ANEXO N°11

TABLAS ESTADISTICAS DE DISTRIBUCION F



a=
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0.05
1
161.45
18.513
10.128
7.7086
6.6079
5.9874
5.5915
5.3176
5.1174
4.9646
4.8443
4.7472
4.6672
4.6001
4.5431
4.494
4.4513
4.4139
4.3808
4.3513
4.3248
4.3009
4.2793
4.2597
4.2417
4.2252
4.21
4.196
4.183
4.1709
4.0847
4.0343
4.0012
3.9778
3.9604
3.9469

100 |3.9362

TABLAS DE DISTRIBUCION F

grados de libertad del numerador
2 3 4 5 6 7 8

199.5 215.711224.58/230.16/233.99236.77|238.88
19 19.164/19.247/19.296/19.329/19.353/19.371
9.5521 9.2766/9.1172/9.0134/8.9407/8.8867| 8.8452
6.9443 6.5914/6.3882/6.2561/6.1631/6.0942| 6.041
5.7861 5.4094/5.1922/5.0503/4.9503/4.8759|4.8183
5.1432 4.75714.53374.3874/4.28394.2067|4.1468
4.7374 |4.3468/4.1203|3.9715| 3.866 3.78713.7257
4.459 4.0662|3.8379/3.6875/3.5806/3.5005|3.4381
4.2565 (3.8625(3.6331/3.4817/3.37383.29273.2296
4.,1028 3.7083| 3.478 |3.3258/3.21723.1355/3.0717
3.9823 3.5874/3.3567/3.2039(3.0946(3.0123| 2.948
3.88533.4903/3.2592/3.1059(2.9961(2.9134|2.8486
3.8056 3.4105/3.1791/3.0254(2.9153|2.8321|2.7669
3.7389 3.34393.11222.9582(2.8477(2.7642|2.6987
3.6823 3.2874/3.0556/2.9013|2.7905(2.7066/| 2.6408
3.6337 3.2389.3.00692.8524(2.7413|2.6572|2.5911
3.5915 3.19682.9647| 2.81 (2.69872.6143| 2.548
3.5546 3.15992.92772.7729(2.66132.5767|2.5102
3.52193.127412.89512.7401|2.6283|2.5435|2.4768
3.4928 3.09842.86612.7109| 2.599 | 2.514 |2.4471
3.4668 3.0725/2.84012.6848(2.5727|2.4876|2.4205
3.4434 3.04912.8167/2.6613|2.5491|2.4638|2.3965
3.42213.028 2.7955| 2.64 (2.52772.4422|2.3748
3.4028 3.00882.7763/2.6207(2.5082(2.4226|2.3551
3.38522.991212.7587| 2.603 2.4904(2.4047|2.3371
3.369 [2.9752(2.7426|2.5868|2.47412.38832.3205
3.35412.960312.72782.5719(2.4591|2.3732|2.3053
3.3404 2.94672.71412.5581|2.4453|2.3593/2.2913
3.32772.934 2.70142.5454|2.4324(2.3463|2.2782
3.3158 2.922312.6896/2.5336(2.4205(2.3343|2.2662
3.2317 2.8387 2.606 2.4495|2.3359| 2.249 |2.1802
3.1826| 2.79 2.5572/2.4004(2.2864(2.1992|2.1299
3.1504 2.75812.5252(2.3683|2.25412.1665| 2.097
3.12772.73552.5027/2.3456(2.2312(2.1435|2.0737
3.1108 2.71882.48592.3287(2.2142[2.1263|2.0564
3.0977 2.70582.47292.3157(2.20112.1131| 2.043
3.0873 2.69552.46262.3053|2.1906(2.1025|2.0323

9
240.54
19.385
8.8123
5.9988
4.7725

4.099
3.6767
3.3881
3.1789
3.0204
2.8962
2.7964
2.7144
2.6458
2.5876
2.5377
2.4943
2.4563
2.4227
2.3928
2.3661
2.3419
2.3201
2.3002
2.2821
2.2655
2.2501

2.236
2.2229
2.2107

2.124
2.0733
2.0401
2.0166
1.9991
1.9856
1.9748

10
241.88
19.396
8.7855
5.9644
4.7351

4.06
3.6365
3.3472
3.1373
2.9782
2.8536
2.7534

2.671
2.6022
2.5437
2.4935
2.4499
2.4117
2.3779
2.3479

2.321
2.2967
2.2747
2.2547
2.2365
2.2197
2.2043

2.19
2.1768
2.1646
2.0773
2.0261
1.9926
1.9689
1.9512
1.9376
1.9267

20
248.02
19.446
8.6602
5.8025
4.5581
3.8742
3.4445
3.1503
2.9365

2.774
2.6464
2.5436
2.4589
2.3879
2.3275
2.2756
2.2304
2.1906
2.1555
2.1242

2.096
2.0707
2.0476
2.0267
2.0075
1.9898
1.9736
1.9586
1.9446
1.9317
1.8389
1.7841

1.748
1.7223
1.7032
1.6883
1.6764

60 100 | 10000
252.2 |253.04| 254.3
19.479|19.486 |19.496
8.572 |8.5539|8.5267
5.6878| 5.664 |5.6284
4.4314|4.4051 |4.3654
3.7398|3.7117 |3.6693
3.3043|3.27493.2302
3.0053|2.97472.9281
2.7872|2.7556|2.7072
2.6211|2.5884 2.5384
2.4901|2.4566 | 2.405
2.3842|2.34982.2967
2.2966|2.2614 | 2.207
2.2229| 2.187 |2.1313
2.1601|2.1234 2.0664
2.1058 |2.06852.0102
2.0584|2.0204 | 1.961
2.0166| 1.978 |1.9175
1.9795|1.9403 |1.8787
1.9464 |1.9066 |1.8438
1.9165|1.8761|1.8124
1.8894|1.8486|1.7838
1.8648|1.8234|1.7577
1.8424/1.8005|1.7338
1.8217|1.7794|1.7117
1.8027|1.7599|1.6913
1.7851|1.7419|1.6724
1.7689|1.7251|1.6548
1.7537|1.7096 | 1.6384
1.7396| 1.695 | 1.623
1.6373|1.5892|1.5098
1.5757|1.5249|1.4392
1.5343/1.4814|1.3903
1.5046 1.4498 | 1.354
1.48211.4259|1.3259
1.4645| 1.407 |1.3032
1.4504 |1.3917|1.2845



Continuacion....
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0.025 grados de libertad del numerador
1 2 3 4 5 6 7 8

647.79(799.48 864.15| 899.6 (921.83/937.11| 948.2 | 956.64
38.506| 39 39.166/39.248(39.298|39.331/39.356/39.373
17.443 16.044 |15.439/15.101/14.885/14.735/14.624| 14.54
12.218 /110.649 |9.9792/9.60459.3645/9.1973/9.0741| 8.9796
10.007 |18.4336 |7.7636/7.38797.1464/6.9777| 6.853 |6.7572
8.8131(7.2599 6.5988/6.2271/5.9875|5.8197/5.6955| 5.5996
8.0727|6.5415 |5.8898/5.5226(5.2852|5.1186/4.9949| 4.8993
7.5709 |6.0595 | 5.416 5.0526/4.8173|4.6517/4.5285|4.4333
7.2093|5.7147 5.07814.71814.4844/4.3197| 4.197 | 4.102
6.9367 |5.4564 4.82564.4683/4.2361/4.0721/3.9498| 3.8549
6.7241|5.2559 | 4.63 4.2751|4.044 3.8806/3.7586|3.6638
6.5538 |5.0959 4.4742/4.1212(3.8911|3.7283/3.6065| 3.5118
6.4143 |4.9653 4.3472/3.99593.7667(3.6043|3.4827| 3.388
6.2979 |4.8567 4.24173.8919(3.6634|3.5014/3.3799| 3.2853
6.1995| 4.765 4.15283.80433.5764(3.4147/3.2934/3.1987
6.1151 |4.6867 4.07683.7294(3.5021|3.3406/3.2194| 3.1248
6.042 |4.6189 14.0112/3.66483.4379(3.2767|3.1556/| 3.061
5.9781|4.5597 3.95393.6083| 3.382 [3.2209/3.0999| 3.0053
5.9216 |4.5075 3.9034/3.5587(3.3327/3.1718/3.0509| 2.9563
5.8715|4.4612 3.8587/3.5147(3.2891|3.1283/3.0074| 2.9128
5.8266 (4.4199 3.81883.4754(3.2501(3.0895|2.9686/| 2.874
5.7863|4.3828 3.78293.4401(3.2151|3.0546/2.9338| 2.8392
5.7498 |4.3492 3.7505/3.4083(3.1835(3.0232/2.9023| 2.8077
5.7166 (4.3187 3.72113.3794(3.1548|2.99462.8738| 2.7791
5.6864 (4.2909 3.6943 3.353 3.1287|2.96852.8478| 2.7531
5.6586 (4.2655 3.6697/3.3289(3.1048|2.9447| 2.824 | 2.7293
5.6331(4.2421 3.64723.30673.0828|2.92282.8021| 2.7074
5.6096 (4.2205 3.62643.2863(3.0626(2.9027| 2.782 | 2.6872
5.5878(4.2006 3.6072/3.2674(3.0438| 2.884 2.7633| 2.6686
5.5675(4.1821 3.5893/3.2499(3.0265|2.8667| 2.746 | 2.6513
5.4239| 4.051 3.46333.12612.9037|2.74442.6238| 2.5289
5.3403{3.9749 3.3902/3.0544(2.8326|2.6736| 2.553 | 2.4579
5.2856(3.9253 [3.34253.0077(2.7863|2.62742.5068| 2.4117
5.247 |3.8903 | 3.309 2.97482.7537(2.5949(2.4743|2.3791
5.2183(3.8643 3.28412.9504(2.7295|2.57082.4502| 2.3549
5.1962 (3.8443 3.26492.9315(2.7109|2.55222.4316| 2.3363
5.1786(3.8284 3.2496/2.9166(2.6961|2.53742.4168| 2.3215

9
963.28
39.387
14.473
8.9046

6.681
5.5234
4.8232
4.3572

4.026

3.779
3.5879
3.4358

3.312
3.2093
3.1227
3.0488
2.9849
2.9291
2.8801
2.8365
2.7977
2.7628
2.7313
2.7027
2.6766
2.6528
2.6309
2.6106
2.5919
2.5746
2.4519
2.3808
2.3344
2.3017
2.2775
2.2588
2.2439

10 20
968.63993.08
39.398 39.448
14.419 |14.167
8.8439|8.5599
6.6192 |6.3285
5.4613 |5.1684
4.7611 | 4.4668
4.29513.9994
3.9639 |3.6669
3.7168 |3.4185
3.5257|3.2261
3.3735|3.0728
3.2497 |2.9477
3.1469 |2.8437
3.0602 |2.7559
2.9862 |2.6808
2.92222.6158
2.8664 | 2.559
2.8172|2.5089
2.7737 |2.4645
2.7348 |2.4247
2.6998 | 2.389
2.6682 2.3566
2.63962.3273
2.61352.3005
2.5896|2.2759
2.56762.2533
2.5473|2.2324
2.52862.2131
2.5112|2.1952
2.3882|2.0677
2.31681.9933
2.2702 1.9445
2.2374| 1.91
2.213 |1.8843
2.1942 |1.8644
2.1793 |1.8486

60 100 | 10000
1009.8 |1013.2 |1018.2
39.48139.488 | 39.498
13.992 |13.956 |13.903
8.3604 | 8.3195| 8.258
6.1225| 6.08 | 6.016
4.95894.9154 |4.8498
4.25444.2101 | 4.143
3.78443.7393 |3.6709
3.4493 |3.4034 |3.3336
3.19843.1517 |3.0805
3.0035|2.9561 |2.8835
2.84782.7996 |2.7257
2.72042.6715|2.5962
2.61422.5646 | 2.488
2.52422.4739|2.3961
2.44712.3961|2.3171
2.38012.3285|2.2483
2.32142.2692 |2.1878
2.2696 2.2167 |2.1341
2.22342.1699 |2.0862
2.1819| 2.128 |2.0431
2.14462.0901 | 2.0041
2.1107 |2.0556 |1.9687
2.07992.0243 |1.9362
2.0516|1.9955 |1.9065
2.02571.9691 | 1.879
2.0018 1.9447|1.8537
1.9797|1.9221|1.8301
1.9591|1.9011 |1.8082

1.94 1.8816|1.7877
1.8028 |1.7405 |1.6382
1.7211|1.6558 |1.5465
1.6668 | 1.599 |1.4834
1.6279|1.5581 |1.4371
1.5987|1.5271|1.4012
1.5758|1.5028 |1.3725
1.5575|1.4833 |1.3489
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0.01
1
4052.2
98.502
34.116
21.198
16.258
13.745
12.246
11.259
10.562
10.044
9.6461
9.3303
9.0738
8.8617
8.6832
8.5309
8.3998
8.2855
8.185
8.096
8.0166
7.9453
7.8811
7.8229
7.7698
7.7213
7.6767
7.6357
7.5977
7.5624
7.3142
7.1706
7.0771
7.0114
6.9626
6.9251
6.8953

grados de libertad del numerador

2 3 4 5 6 7 8
4999.3 |5403.5/5624.3| 5764 | 5859 5928.3| 5981

99 199.164/99.25199.302/99.331/99.357/99.375
30.816 29.457 28.71 28.23727.91127.671|27.489

18 116.694/15.977/15.522/15.207/14.976/14.799
13.274|12.06 (11.392/10.967/10.672/10.456| 10.289
10.925|9.7796/9.1484/8.7459| 8.466 | 8.26 |8.1017
9.5465 8.4513/7.8467/7.4604(7.1914/6.9929|6.8401
8.6491|7.591 7.00616.6318/6.3707/6.1776/6.0288
8.0215/6.992 6.42216.0569/5.8018/5.6128|5.4671
7.5595 6.5523/5.9944/5.6364/5.3858/5.2001|5.0567
7.2057 6.2167/5.6683| 5.316 (5.0692| 4.886 |4.7445
6.9266 5.9525/5.4119/5.0644/4.8205/4.6395|4.4994
6.7009 5.7394/5.2053/4.8616/4.6203| 4.441 | 4.3021
6.5149 5.5639/5.0354| 4.695 |4.45584.2779| 4.14
6.3588|5.417 4.8932/4.5556/4.3183/4.1416/4.0044
6.22635.2922/4.77264.4374/4.2016/4.0259| 3.8896
6.11215.185 4.6689 4.336 4.1015(3.9267|3.7909
6.0129 5.0919 4.579 4.2479/4.0146(3.8406|3.7054
5.92595.0103/4.5002/4.1708(3.9386(3.7653|3.6305
5.849 |4.9382|4.4307|4.1027|3.87143.69873.5644
5.7804 | 4.874 4.36884.0421(3.81173.6396|3.5056
5.719 |4.8166/4.3134| 3.988 |3.7583/3.5866 3.453
5.6637 4.76484.26353.9392(3.7102| 3.539 | 3.4057
5.6136 4.71814.21853.8951(3.6667(3.4959|3.3629
5.568 4.6755|4.1774| 3.855 |3.62723.45683.3239
5.5263 4.6365 4.14 3.8183|3.5911|3.421 3.2884
5.4881 4.60094.1056/3.7847| 3.558 (3.3882|3.2558
5.4529 4.5681 4.074 3.7539(3.5276(3.3581|3.2259
5.4205 4.53784.04493.7254(3.4995(3.3303/3.1982
5.3903 4.5097/4.0179| 3.699 (3.47353.3045/3.1726
5.1785 4.3126/3.8283/3.5138 3.291 [3.1238| 2.993
5.0566 4.1994/3.71953.4077(3.1864/3.0202| 2.89
4.977414.1259(3.6491|3.3389/3.1187| 2.953 | 2.8233
4.9218|4.0744(3.5997|3.2907/3.0712| 2.906 | 2.7765
4.8807 |4.0363(3.5631|3.2551/3.03612.8713| 2.742
4.8491 |4.0069| 3.535 |3.2276/3.00912.84452.7154
4.8239(3.9837(3.5127/3.2059/2.98772.8233/ 2.6943

9
6022.4
99.39
27.345
14.659
10.158
7.976
6.7188
5.9106
5.3511
4.9424
4.6315
4.3875
4.1911
4.0297
3.8948
3.7804
3.6823
3.5971
3.5225
3.4567
3.3982
3.3458
3.2986
3.256
3.2172
3.1818
3.1494
3.1195
3.092
3.0665
2.8876
2.785
2.7185
2.6719
2.6374
2.6109
2.5898

10
6055.9
99.397
27.228
14.546
10.051
7.8742
6.6201
5.8143
5.2565
4.8491
4.5393
4.2961
4.1003
3.9394
3.8049
3.6909
3.5931
3.5081
3.4338
3.3682
3.3098
3.2576
3.2106
3.1681
3.1294
3.0941
3.0618

3.032
3.0045
2.9791
2.8005
2.6981
2.6318
2.5852
2.5508
2.5243
2.5033

20
6208.7
99.448

26.69
14.019
9.5527
7.3958
6.1555
5.3591

4.808
4.4054

4.099
3.8584
3.6646
3.5052
3.3719
3.2587
3.1615
3.0771
3.0031
2.9377
2.8795
2.8274
2.7805

2.738
2.6993

2.664
2.6316
2.6018
2.5742
2.5487
2.3689
2.2652
2.1978
2.1504
2.1153
2.0882
2.0666

60 100
6313 |6333.9
99.48499.491
26.316(26.241
13.652|13.577
9.202 | 9.13
7.0568 |6.9867
5.8236|5.7546
5.0316|4.9633
4.4831 | 4.415
4.0819|4.0137
3.7761|3.7077
3.5355|3.4668
3.3413|3.2723
3.1813|3.1118
3.0471|2.9772
2.933 |2.8627
2.8348|2.7639
2.7493|2.6779
2.6742|2.6023
2.6077|2.5353
2.5484|2.4755
2.4951|2.4218
2.4471|2.3732
2.4035|2.3291
2.3637|2.2888
2.3273|2.2519
2.2938| 2.218
2.2629|2.1867
2.2344|2.1577
2.20792.1307
2.0194|1.9383
1.909 |1.8248
1.8363|1.7493
1.7846 |1.6954
1.7459 |1.6548
1.7158|1.6231
1.6918|1.5977

10000
6365.6
99.499
26.126
13.464
9.0215
6.8811
5.6506
4.8599
4.3116
3.91
3.6035
3.3619
3.1665
3.0051
2.8695
2.7539
2.6542
2.5671
2.4905
2.4224
2.3615
2.3067
2.2571
2.2119
2.1706
2.1327
2.0978
2.0655
2.0355
2.0075
1.8061
1.6847
1.6023
1.5422
1.496
1.4593
1.4292



Continuacion....

alfa=
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90
100

0.005
1
16212
198.5
55.552
31.332
22.785
18.635
16.235
14.688
13.614
12.827
12.226
11.754
11.374
11.06
10.798
10.576
10.384
10.218
10.073
9.944
9.8294
9.727
9.6347
9.5513
9.4753
9.406
9.3423
9.2837
9.2298
9.1798
8.8278
8.6256
8.4947
8.4026
8.3346
8.2823
8.2407

grados de libertad del numerador
2 3 4 5 6 7 8

19997 (2161422501 |23056|23440|23715| 23924
199.01|199.16/199.24| 199.3 1199.33/199.36/199.38
49.8 |47.46846.19545.391|44.83844.434|44.125
26.284 | 24.26 23.154/22.45621.97521.622|21.352
18.314|16.53 |15.556/14.939/14.513| 14.2 |13.961
14.544|12.917/12.028/11.464/11.073|10.786| 10.566
12.404|10.883| 10.05 | 9.522 |9.1554.8.8853|8.6779
11.043|9.5965/8.8053/8.3019/7.9519/7.6941|7.4958
10.107 |8.7171|7.9558| 7.471 |7.13386.8849|6.6932
9.4269 8.0809/7.3428/6.8724/6.5447/6.3026/6.1159
8.91217.60046.8808/6.4217/6.1016/5.8648|5.6821
8.50977.2257/6.52116.0711/5.7571/5.5245|5.3451
8.1864 6.92586.2334/ 5.791 |5.4819/5.2529|5.0761
7.9217 6.6804/5.9983/5.5622|5.2573/5.0313|4.8566
7.7007 6.4761/5.8029/5.3722|5.0708/4.84734.6743
7.5138 6.3034/5.6378/5.2116/4.9134| 4.692 | 4.5206
7.35376.1557/5.4968/5.0745|4.7789/4.5594|4.3893
7.2148 6.0278/5.3747/4.9561|4.6628/4.4448| 4.276
7.09345.916 | 5.268 4.8526/4.5613/4.3449| 4.177
6.98655.8177/5.1743/4.7615|4.4721|4.2569| 4.09
6.89155.7304/5.09114.6808(4.3931/4.1789/4.0128
6.8064 5.6524/5.0168/4.6088(4.3225/4.1093| 3.944
6.73 [5.5823| 4.95 |4.5441|4.2591/4.0469|3.8822
6.6609 | 5.519 4.8898/4.4856(4.2019(3.9905|3.8264
6.5982 5.46154.83514.4326| 4.15 (3.9394/3.7758
6.541 |5.4091/4.7852|4.3843/4.10273.89283.7297
6.4886 5.36114.7396/4.3402|4.0594(3.8501|3.6875
6.4404 | 5.317 4.6977/4.2996/4.0197| 3.811 | 3.6488
6.3958 5.2764/4.6591/4.2621(3.98313.7749|3.6131
6.3546 5.23884.6234/4.2276(3.94933.7415|3.5801
6.0664 4.97584.3738| 3.986 (3.71293.5088/3.3498
5.9016 4.82594.2317,3.8486(3.57853.3764|3.2189
5.795 |4.729 14.1399| 3.76 |3.49183.29113.1345
5.7204 4.6613/4.0758 3.698 (3.43133.2315/3.0755
5.6652 4.6113/4.02853.6524(3.38673.1876| 3.032
5.6228 4.57283.99223.6173(3.3524(3.1538/2.9987
5.5892 4.5424.3.9634/3.5895(3.3252(3.1271/2.9722

9

24091
199.39
43.881
21.138
13.772
10.391
8.5138
7.3387
6.5411
5.9676
5.5368
5.2021
4.9351
4.7173
4.5363
4.3839
4.2535
4.141
4.0428
3.9564
3.8799
3.8116
3.7502
3.6949
3.6447
3.5989
3.557
3.5186
3.4832
3.4505
3.222
3.0921
3.0083
2.9498
2.9066
2.8735
2.8472

10
24222
199.39
43.685
20.967
13.618

10.25
8.3803
7.2107
6.4172
5.8467
5.4183
5.0854

4.82
4.6034
4.4236
4.2719
4.1424
4.0304
3.9329

3.847
3.7709

3.703

3.642

3.587

3.537
3.4916
3.4499
3.4117
3.3765

3.344
3.1167
2.9875
2.9042

2.846
2.8031
2.7701
2.7439

20
24837
199.45
42.779
20.167
12.903
9.5888
7.7539
6.6082
5.8319

5.274
4.8552
4.53
4.2703
4.0585
3.8826
3.7342
3.6073
3.4977
3.402
3.3178
3.2431
3.1764
3.1165
3.0624
3.0133
2.9685
2.9275
2.8899
2.8551
2.823
2.5984
2.4702
2.3872
2.3291
2.2862
2.2532
2.227

60 100
25254 | 25339
199.48199.48
42.15 |42.022
19.61119.497
12.402| 12.3
9.12189.0258
7.3087|7.2166
6.1773|6.0875
5.4104 |5.3224
4.8592|4.7721
4.445 |4.3585
4.123 |4.0368
3.8656|3.7795
3.6553|3.5692
3.4803 |3.3941
3.3324| 3.246
3.20593.1192
3.0962 |3.0092
3.0004 |2.9131
2.9159|2.8282
2.8408|2.7528
2.7736|2.6852
2.7132|2.6243
2.6585|2.5692
2.6088|2.5191
2.5634|2.4733
2.5217|2.4312
2.4833|2.3925
2.448 |2.3566
2.4152|2.3234
2.1838|2.0884
2.0499|1.9512
1.9622|1.8609
1.9002 |1.7966
1.854 |1.7484
1.8182|1.7109
1.7896 |1.6809

10000
25466
199.51
41.829
19.327
12.145
8.8808
7.0775
5.952
5.1889
4.6399
4.2269
3.9053
3.6479
3.4372
3.2616
3.1129
2.9853
2.8746
2.7776
2.6918
2.6154
2.5469
2.4851
2.4291
2.378
2.3312
2.2882
2.2485
2.2117
2.1776
1.9334
1.7881
1.6904
1.6196
1.5655
1.5226
1.4875



Continuacion....

Alfa=|0.001
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100

1 2

grados de libertad del numerador

3 4 5

7 8 9

10 20 60

100 | 10000

405312499725|540257/562668576496|586033/593185|597954/602245|605583/620842631332|633240/636578

998.38|998.84
167.06148.49
74.127|61.249
47.177|37.122
35.50727.001
29.246| 21.69
25.41518.494
22.85716.387
21.03814.905
19.68713.812
18.645/12.973
17.815/12.313
17.14211.779
16.587| 11.34
16.12 | 10.97
15.722/10.658
15.38 | 10.39
15.081/10.157
14.8199.9526
14.5869.7725
14.381/9.6115
14.1959.4687
14.0289.3396
13.877/9.2223
13.739/9.1168
13.613/9.0195
13.4978.9303
13.3918.8485
13.293| 8.773
12.609 8.2509
12.2227.9563
11.973| 7.768
11.8 |7.6366
11.6727.5402
11.573| 7.466
11.4967.4078

999.31/999.31|999.31
141.1 |137.08134.58
56.17 |53.435|51.718
33.2 |31.083|29.751
23.705/21.92220.802
18.772|17.19716.207
15.829|14.392|13.484
13.901| 12.56 |11.714
12.553|11.283|10.481
11.561/10.346/9.5788
10.805|9.63348.8921
10.209|9.0731 8.3546
9.7298 | 8.622 |7.9217
9.3351/8.2528| 7.567
9.00587.9444|7.2719
8.7266|7.6834|7.0222
8.48747.4597|6.8076
8.28 |7.2655/6.6225
8.09817.0959 |6.4606
7.93816.9467|6.3183

999.31/999.31|999.31/999.31
132.83|131.61|130.62129.86
50.52449.65148.996 |48.472
28.835|28.165|27.649|27.241
20.031|19.463
15.52 |15.01814.634| 14.33
12.858|12.398|12.04511.767
11.129|10.69710.368|10.106
9.9262| 9.517
9.04678.6548|8.35468.1163
8.3783/8.0008|7.7107|7.4797
7.8562|7.4888|7.2059 6.9822
7.436 |7.07776.8021|6.5829
7.09136.7412|6.4706| 6.256
6.8048 6.4601
6.56256.2237|5.96175.7539
6.35466.0209|5.7626 5.5575
6.1755|5.8453|5.5907 5.3874
6.01865.6921|5.44015.2391
5.8808| 5.557
7.79626.8139|6.1914| 5.758 |5.4374

19.03 |18.688

9.20418.9558

6.195 |5.9836

5.30785.1086
5.19 |4.9931

7.66896.6957|6.0782|5.6489|5.3305|5.0854 |4.8894
7.55436.5893|5.9767|5.5506|5.2351|4.9913 |4.7967| 4.638 |3.8731|3.2946

7.451

7.2714

5.07 |4.8292|4.6371

7.19326.2532|5.6566|5.2405 |4.9326 |4.6948 | 4.5047
7.12096.1864|5.5925|5.1791|4.8726|4.6357 |4.4465
7.05456.1245|5.5338|5.1223|4.8171|4.5816 4.3929

6.5947

5.698 |5.12824.7307|4.43564.2071|4.0243

6.33645.4592|4.9013|4.5115|4.2223|3.99813.8185
6.17145.3069 |4.7567|4.3719 |4.0864 |3.8649 3.6873
6.05635.2009 |4.6562 4.2753|3.9922|3.7726 |3.5964
5.9722|5.1232|4.5825|4.2044 |3.9231|3.7048 3.5297
5.90765.0636|4.5261| 4.15 |3.8704|3.65323.4788
5.85675.0168 |4.4815|4.1071|3.8285|3.6123 3.4386

999.31/999.31|999.31
129.22|126.43|124.45
48.05 | 46.1 |44.747
26.914/25.393 24.331
18.412| 17.12 |16.214
14.083/12.931|12.118
11.54 |10.479| 9.728
9.8944/8.8976|8.1864
8.7539|7.8035|7.1223
7.9226|7.00776.3483
7.2923/6.4047|5.7626
6.7994| 5.934 |5.3046
6.4038| 5.557 |4.9376
6.0809|5.2487 4.6375
5.8117|4.9918 4.3879
5.5843|4.7753 4.1769
5.3901/4.5898 3.9959
5.2219|4.4297 3.8397
5.0754/4.2901| 3.703
4.9463/4.1668|3.5827
4.8317/4.0579|3.4759
4.7296|3.9606 |3.3804

6.49295.8853|5.46155.1482|4.9063 | 4.713 |4.5552|3.7944 3.2171
7.35696.4056|5.8017| 5.381
6.326 |5.72625.3078|4.99814.7589 |4.5679

4.4802|3.7228|3.1466
4.4115/3.6575|3.0825
4.3492| 3.598 |3.0236
4.2917|3.5432|2.9695
4.2387|3.4927|2.9197
3.8744| 3.145 |2.5736
3.6712|2.95062.3782
3.5416|2.82652.2522
3.4518|2.7405|2.1643
3.3858|2.67732.0992
3.3356|2.62912.0491
3.2958/2.5909 2.0094

999.31|999.31
124.07|123.46
44.471|44.049
24.113|23.789
16.029|15.749
11.951|11.698
9.5715|9.3369
8.0381|7.8153
6.98046.7648
6.21 |6.0004
5.627 |5.4215
5.1718| 4.969
4.8067 |4.6061
4.5079|4.3092
4.2592|4.0613
4.0486|3.8517
3.8685|3.6719
3.7126|3.5161
3.5761|3.3799
3.4561|3.2596
3.3492|3.1525
3.2539/3.0568
3.1682|2.9706
3.0905|2.8924
3.02 |2.8215
2.95562.7565
2.8967|2.6968
2.8424/2.6419
2.7924| 2.591
2.4439|2.2349
2.2459|2.0288
2.1175/1.8929
2.0274|1.7958
1.9604|1.7224
1.9086|1.6647
1.8674|1.6179



Continuacion....

Alfa =0.0005
1
1 | 2E+06
2 |1998.6
3 |266.59
4 106.23
5 63.621
6 |46.071
7 136.991
8 |31.556
9 |27.991
10 |25.495
11 |23.654
12 |22.243
13 |21.137
14 |20.242
15 |19.507
16 |18.888
17 |18.368
18 |17.921
19 |17.531
20 |17.189
21 |16.887
22 |16.622
23 |16.382
24 |16.167
25 |15.971
26 |15.796
27 |15.632
28 15.483
29 |15.349
30 |15.221
40 |14.352
50 |13.861
60 13.548
70 | 13.33
80 |13.169
90 |13.046

100 |12.948

grados de libertad del numerador
2 3 4 5 6 7 8

2E+06 |2E+06 | 2E+06 | 2E+06 | 2E+06 | 2E+06 | 2E+06
1998.6 1998.6/1998.6/2000.5/2000.52000.5/2000.5
236.56224.68/218.28 214.2 211.41209.31| 207.8
87.428 80.094/76.136/73.633|71.916(70.664|69.704
49.782|44.412|41.531|39.72738.475/37.558| 36.86
34.794 30.457/28.114/26.645/25.633124.891 24.324
27.20523.45821.44220.169|19.296(18.656| 18.168
22.75219.387/17.579| 16.44 |15.658(15.079|14.639
19.863|16.771/15.105/14.057/13.337/12.806|12.398
17.866(14.967(13.406(12.424/11.747|11.249|10.867
16.407 113.653/12.176/11.24510.60110.128|9.7643
15.298 112.664/11.249/10.354/9.73899.2841|8.9349
14.428 111.889/10.525/9.6625/9.0677/8.6293|8.2928
13.733111.27 9.9462/9.1113/8.53478.1091|7.7816
13.162 10.765/9.4751 8.662 8.0981/7.6834|7.3651
12.689 10.345| 9.084 18.2891 7.738 7.3323|7.0204
12.285 9.98998.7548/7.9744,7.4342/7.0368|6.7303
11.943 9.68618.4729/7.7071/7.17596.7848|6.4829
11.645 9.42428.2309 7.476 6.95316.5675|6.2701
11.3859.195 8.0181/7.27416.7594/6.3783|6.0854
11.156 8.9949/7.8326/7.0977/6.5884/6.2128|5.9226
10.952 8.8166| 7.667 6.9413/6.43746.0663|5.7789
10.772 18.6566/7.5206/6.8021/6.30285.9354|5.6516
10.608 8.5147/7.3887/6.67756.1827,5.818 | 5.537
10.461 8.3855/7.2705/6.5647/6.07455.7125|5.4333
10.328 18.2691/7.1623/6.4629/5.9763| 5.617 |5.3396
10.206 8.1636| 7.065 6.3692/5.8862/5.5297|5.2551
10.095 8.0654/6.9749/6.2846/5.8053/5.4506|5.1768
9.99177.9763/6.8922/6.2064|5.7298/5.3778|5.1059
9.89717.8944/6.8167/6.1355/5.6607|5.3105|5.0404
9.24777.32876.2964/5.6434/5.1882/4.8517/4.5911
8.883 |7.0131/6.0072|5.3697/4.9258/4.59754.3428
8.65116.8121/5.8235/5.1959(4.7594/4.4356| 4.185
8.4892 6.6739/5.6962/5.0759(4.6443|4.32424.0764
8.371 6.5711/5.6025|4.9886|4.5602/4.2428/3.9963

8.28 16.4938|5.5315/4.9213/4.4956| 4.18 |3.9358
8.2091 6.43195.4752/4.8685|4.4452|4.1309|3.8876

9
2E+06
2000.5
206.64
68.947
36.307
23.88
17.782
14.29
12.074
10.565
9.4769
8.6584
8.0254
7.5215
7.1122
6.7721
6.4865
6.2437
6.0345
5.8517
5.6925
5.5506
5.4251
5.3124
5.2105
5.1186
5.035
4.959
4.889
4.8249
4.3838
4.1396
3.9845
3.8776
3.7994
3.7398
3.6928

10
2E+06
2000.5
205.59
68.336
35.856
23.516

17.47
14.006
11.816
10.319
9.2423
8.4347
7.8089
7.3105
6.9049
6.5702
6.2882
6.0481
5.8417
5.6616
5.5043
5.3642
5.2405
5.1296
5.0295
4.9386
4.8558
4.7808
4.7121
4.6484
4.2137
3.9727
3.8203
3.7148

3.638
3.5789
3.5325

20
2E+06
2000.5
201.05
65.542
33.804
21.828
16.003
12.686

10.59
9.1641
8.1418
7.3742
6.7812
6.3101
5.9272
5.6107
5.3442
5.1177
4.9231
4.753
4.6048
4.4729
4.3565
4.2514
4.1573
4.0718
3.994
3.9231
3.8581
3.798
3.3883
3.1614
3.0172
2.9179
2.8451
2.7894
2.7455

60
3E+06
2000.5
197.91
63.563
32.363
20.649
14.974
11.751
9.7189
8.3401
7.3505
6.6102
6.0372
5.5825
5.2123
4.9067
4.6493
4.4306
4.2419
4.0777
3.9336
3.8062
3.6925
3.5907
3.4993
3.4161
3.3401
3.271
3.2078
3.1491
2.7467
2.5216
2.3776
2.2774
2.2036
2.1469
2.1021

100
3E+06
2000.5
197.32
63.184
32.058
20.409
14.759
11.558
9.5388
8.1673
7.185
6.4501
5.8808
5.4288
5.0613
4.7567
4.5011
4.2837
4.0955
3.9322
3.789
3.6616
3.5484
3.447
3.3556
3.2724
3.1969
3.1278
3.0641
3.0054
2.6016
2.3745
2.2283
2.1262
2.0505
1.9922
1.9459

10000
3E+06
2000.5
196.39
62.573
31.621
20.045
14.439
11.263
9.2659
7.909
6.934
6.2064
5.6425
5.1941
4.8294
4.5275
4.2737
4.0573
3.8699
3.7071
3.5643
3.4374
3.3242
3.2228
3.1309
3.0477
2.9718
2.9022
2.8381
2.779
2.3686
2.1339
1.9803
1.8712
1.789
1.7247
1.6728



Continuacion....

alfa=0.0001
1

1 4E+07
2 10014
3 784.17
4 241.68
5 124.8
6 82.422
7 62.166
8 50.699
9 43.481
10 [38.592
11 |[35.041
12 |132.422
13 |30.384
14 |28.755
15 |27.445
16 [26.368
17 |25.437
18 [24.651
19 [23.982
20 23.399
21 22.876
22 122.439
23 122.032
24 121.653
25 21.333
26 21.042
27 | 20.78
28 20.518
29 20.3
30 20.096
40 18.67
50 |17.884
60 17.375
70 117.026
80 16.778
90 16.589

100 |16.429

grados de libertad del numerador
2 3 4 5 6 7 8

5E+07 |5E+07|6E+07 |6E+07 | 6E+07 6E+07 | 6E+07
10014 |10014/10014|10014|10014 /1001410014
694.77 659.38640.75/627.71/620.26/614.67609.08
197.91|181.14/171.83/166.24/162.05159.26/156.93
97.09 | 86.38 180.559|76.834/74.50672.643/71.246
61.584 53.667/49.41846.741|44.936/43.539| 42.55
45.169 | 38.65 35.216/33.062/31.549/30.501 29.628
35.972 30.443127.474, 25.64 | 24.36 23.429|22.701
30.326 25.408/22.759| 21.1 |19.965|19.15 | 18.51
26.54322.032/119.631/18.132|17.084|16.327|15.745
23.865|19.66 17.419/16.022|15.047|14.348/13.795
21.85717.899/15.789/14.465|13.562|12.893/12.384
20.31416.56 14.552|13.286(12.427|11.78711.307
19.092 115.483/13.577/12.369 11.54 10.928|10.456
18.103 114.639/12.777/11.627/10.819 10.23 |9.7789
17.302 113.926/12.136/11.016| 10.23 9.6625|9.2259
16.618 13.344/11.598/10.506/9.74989.1895|8.7675
16.03612.849/11.147, 10.07 9.3351.8.7894|8.3746
15.54112.42 |10.754/9.7061/8.98588.4547|8.0472
15.11912.049/10.419 9.386 |8.6802/8.1563|7.7562
14.741111.729/10.121/9.1095| 8.411 7.9017|7.5088
14.406 111.438/9.8589/8.8694/8.1782/7.6761|7.2905
14.115/11.19 9.6334/8.6511/7.9744, 7.476 | 7.0941
13.85310.965/9.4224/8.4547/7.7926/7.2978|6.9194
13.62110.761/9.2405/8.2873/7.6252/7.1377|6.7666
13.402 110.579/9.0731/8.1272/7.47246.9922|6.6248
13.213/10.412/8.9203| 7.989 7.3414/6.8649|6.4974
13.03110.259/8.7821 7.858 7.2177/6.7448| 6.381
12.864 110.121/8.6584/7.7416, 7.105 6.6357|6.2792
12.718 9.9972| 8.542 |7.6325/6.99956.5374/6.1809
11.7 19.1277/7.75986.8976| 6.301 |5.8644|5.5261
11.132 18.6511/7.3305/6.4974/5.9226 5.497 |5.1696
10.783 18.3528/7.0577/6.2464/5.68255.2678|4.9477
10.536 18.1491/6.8758/6.0754/5.5188/5.1095| 4.793
10.354 7.9963/6.7375/5.9481/5.39884.9949|4.6821
10.2237.8799/6.6357/5.8535/5.30784.9076|4.5984
10.114 7.7926/6.5556/5.7771/5.23874.8385|4.5311

9
6E+07
10014
605.36
155.53
70.082
41.735
28.987
22.148
17.986
15.28
13.373
11.976
10.914
10.084
9.4224
8.8767
8.4256
8.0472
7.7198
7.4397
7.1959
6.9776
6.7885
6.6211
6.4683
6.3301
6.2064
6.0936
5.9918
5.8972
5.2569
4.9076
4.6912
4.5402
4.4329
4.351
4.2855

10
6E+07
10014
603.5
154.13

69.267
41.095
28.464
21.682
17.579
14.901
13.024
11.642
10.601
9.7862
9.1313
8.6002
8.1491
7.778
7.4579
7.1814
6.9413
6.7303
6.5411
6.3737
6.2246
6.09
5.9699
5.8571
5.7553
5.6643
5.035
4.6948
4.482
4.3347
4.2292
4.1473
4.0836

20
6E+07
10014
588.6
147.61

65.193
38.068
25.961
19.558
15.687
13.155
11.394
10.099
9.1241
8.3674
7.7562
7.2614
6.8503
6.5047
6.2064
5.9517
5.7298
5.5334
5.3624
5.2096
5.0713
4.9477
4.8349
4.733
4.6384
4.5547
3.9763
3.6634
3.4688
3.3342
3.236
3.1614
3.1032

60
6E+07
10014
581.15
142.96
62.282
35.914
24.243
18.044
14.319
11.903
10.215
8.9931
8.0618
7.3414

6.763
6.2937
5.9008
5.5697
5.2896
5.0459
4.8349
4.6493
4.4856
4.3401
4.2091
4.0909
3.9836
3.8872

3.798
3.7162
3.1641
2.8631
2.6721
2.5411
2.4456
2.3729
2.3151

100
6E+07
10014
577.42
142.03

61.7
35.507
23.865
17.724
14.043
11.642
9.9826
8.7603
7.8435
7.1232
6.5556
6.0863
5.6971
5.3697
5.0932
4.8531
4.6421
4.4602
4.2965
4.1509
4.0218
3.9036

3.798
3.7016
3.6125
3.5325
2.9813
2.6794
2.4884
2.3565
2.2592
2.1846
2.1264

10000
6E+07
10014
575.56
140.63
60.885
34.808
23.341
17.259
13.621
11.249
9.6043
8.411
7.5015
6.7957
6.2319
5.7698
5.3878
5.0677
4.7912
4.5547
4.3474
4.1655
4.0036
3.8599
3.7307
3.6143
3.5088
3.4124
3.3251
3.2433
2.6903
2.3829
2.1855
2.0464
1.9431
1.8626
1.7985



