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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la composicion quimica y la
concentracién de acido tanico del trébol rojo (Trifolium pratense) en diversas edades de corte en
la region Junin. Se recolectaron 25 muestras de trébol rojo (TR)variedad Quifiequeli y Kendland
de 3, 6, 9, 12 y 15 semanas de edad provenientes de los campos experimentales del Centro de
Investigacion IVITA (Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura) - El Mantaro,
ubicado en el valle del mismo nombre, en el departamento de Junin. Se realiz6 el analisis quimico
para los componentes proteina cruda (PC), extracto etéreo (EE), cenizas totales (CZ), fibra cruda
(FC), extracto libre de nitrogeno (ELN) y fibra detergente neutro (FDN). Ademas, se determind la
concentraciébn de acido tanico presente en cada muestra. Posteriormente, los resultados
obtenidos se analizaron estadisticamente mediante promedio, desviacion estandar, varianza,
coeficiente de variacion, coeficiente de correlacion (R), coeficiente de determinacion (R?) y
gréficas de dispersiéon. Se logré determinar la composicién quimica y la concentracién de &cido
tanico del TR en diferentes edades de corte en la Regién Junin. Se obtuvieron elevados
coeficientes de determinacién para los componentes PC, CZ, FC, ELN, FDN y acido tanico
siendo los mas elevados para la variedad Quifiequeli PC = 93,05% y ELN=94,21%, mientras
que el menor valor de R? fue para EE=74,55%.Por otro lado, para la variedad Kendland los R?
de mayor valor fueron PC=94,14% y ELN=94,21%, por el contrario el menor valor fue para
EE=75,53%.

Palabras clave: Andlisis proximal, acido tanico, leguminosas, Quifiequeli, Kendland.



ABSTRACT

The aim of the investigation was to determine the chemical composition and concentration of
tannic acid of red clover (Trifolium pratense) at different cutting ages in the Junin Region. The 25
samples were collected of red clover (TR) variety Quifiequeli and Kendland of 3, 6, 9, 12 and 15
weeks of age from the experimental fields of the IVITA (Veterinary Institute of Tropical and High-
altitude Research) Research Center - El Mantaro, located in the valley of the same name, in the
department of Junin. The chemical analysis was performed for the components of crude protein
(CP), extract ethereal (EE), total ash (CZ), crude fiber (CF), nitrogen-free extract (ELN) and
neutral detergent fiber (NDF), in addition, the concentration of tannic acid present in each sample
was determined. Subsequently, the results obtained will be statistically delayed through |the
average, standard deviation, variance, coefficient of variation, correlation coefficient (R),
coefficient of determination (R?) and graphical dispersion. It was possible to determine the
chemical composition and the concentration of tannic acid of the TR in different cutting ages in
the Junin Region. High coefficients of determination were obtained for the components PC, CZ,
FC, ELN, NDF and tannic acid, the largest for the variety Quifiequeli were PC=93,05% and
ELN=94,21%, while the lowest R? was for EE=74,55%. For the Kendland variety the largest
coefficients of determination were PC=94,14% and ELN=94,21%, on the contrary the lowest
value was for EE =75,53%.

Key words: proximal analysis, tannic acid, legumes, Quifiequeli, Kendland.
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l. INTRODUCCION

Los forrajes son una de las fuentes de alimentacion mas importantes de los
rumiantes. El manejo adecuado de la alimentacién del ganado requiere el
entendimiento de factores que afectan a la calidad del forraje; esto debido a que
los mamiferos herbivoros se ven obligados a superar diversos retos en la
utilizacion de las plantas forrajeras en su dieta diaria. Estos desafios incluyen la
variabilidad en el valor nutritivo entre diferentes especies de plantas forrajeras,
estados de desarrollo tales como edad y porcion de la planta consumible, asi
como las defensas mecanicas y quimicas que presenta este material vegetal las
cuales son importantes en algunos forrajes ya que producen una gran variedad
de metabolitos secundarios que actian como defensas quimicas propias de las

mismas (1).

Las especies leguminosas, en gran namero, constituyen un recurso alimentario
importante para los rumiantes, por su alto contenido de proteina cruda y
minerales. Sin embargo, muchas especies vegetales presentan metabolitos
secundarios, como taninos, saponinas, compuestos fendlicos y alcaloides, que
pueden tener efecto negativo en el valor nutritivo de estos forrajes (2). El Trébol
rojo (Trifolium pratense) es una leguminosa de gran importancia para la
produccion ganadera en el Peru y el mundo debido a su gran contenido
nutricional, siendo un eficiente recurso forrajero con un elevado potencial para la

formulacion de raciones.

Los taninos son compuestos polifenélicos que se encuentran en muchas plantas,
especialmente en leguminosas forrajeras los cuales pueden tener efectos
antinutricionales o benéficos en animales, dependiendo de su concentracion en

las plantas. Los taninos en altas concentraciones reducen la ingesta



voluntaria, la digestibilidad de las proteinas y de los carbohidratos y el
rendimiento de la produccidn animal, pero en concentraciones bajas o
moderadas previene el meteorismo, protegen contra el parasitismo intestinal e
incrementan el flujo de nitrdgeno amoniacal y de aminoacidos esenciales desde

el rumen al intestino (3).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar la composicion
quimicay la concentracion de acido tanico del Trébol rojo (Trifolium pratense) en
diferentes edades de corte en la Region Junin, para lo cual se recolect6 hojas de
este forraje que fueron procesadas para su prediccion. Con esto se busca
obtener informacion actualizada e inédita con la consecuente mejora de
explotaciones del sector agropecuario contribuyendo asi al desarrollo de una

ganaderia sostenible.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Trébol rojo (Trifolium pratense)
2.1.1. Generalidades

El trébol rojo (Trifolium pratense), tiene como centros de origen Asia Menor vy el
sureste de Europa. Probablemente, fue cultivado en Europa desde hace tres o
cuatro siglos atras; se conocié en Espafa alrededor del afio1500, en Holanda
1550 y llegd a Alemania un poco después. Su semilla fue introducida a Inglaterra
desde Alemania en el afio 1650 y probablemente fue traida a América por los
colonos ingleses. Se introdujo en Rusia Europea en el siglo XVIIl y fue cultivado
en el &rea de Moscu en 1790 (4).

El trébol rojo (Trifolium pratense) es una leguminosa herbacea de polinizacion
cruzada, ampliamente distribuida en el mundo. Est4 presente en el Norte de
Africa, Europa, Asia y América segin lo documentado por Hopkins (1914),
McGregor (1976), Brown y Scott (1992) y Correa (2006). Esta planta es
reconocida por su rapido crecimiento y capacidad para fijar nitrégeno
atmosférico, debido a bacterias nitrificantes del género Rhizobium,
Agrobacterium, Bacillus y Curtubactrium, que realizan asociaciones, en nodulos

ubicados en sus raices segun lo reporta Shuel (1951) y Sturz y col. (1997) (5).

2.1.2. Descripcién

El trébol rojo es una planta herbacea semiperenne de 0,10 a 0,60 m de altura
(aunque puede alcanzar hasta los 1,10 m) y pilosidad variable. Los tallos son
erectos o0 ascendentes, su sistema radicular consta de una raiz pivotante que

es relativamente pequefia en comparacion con las numerosas raices adventicias



que forman una corona que arranca del cuello. Presenta hojas trifoliadas,
alternas con foliolos ovalados, blandos, de 1-3 cm de longitud y 8-15 mm de
ancho, con dos estipulas basales estrechadas en arista, un peciolo de 1-4 cm de
longitud y de color verde, con un caracteristico pélido creciente de la mitad hacia
el borde del foliolo (6).

En los climas templados, se comporta como una especie anual o de corto
periodo de vida; sin embargo, en el valle del Mantaro, por su capacidad de auto
resembrarse, se le suele encontrar en algunos campos de cinco o mas afos.
Para la asociacion de pastos, el trébol rojo es de gran utilidad, no solo porque
fija nitrégeno atmosférico, sino también porque, junto con el rye grass italiano,
sirven de plantas protectoras en el establecimiento de pastos. Ademas, se
recomienda en una pastura asociada, por aumentar la calidad del pasto. Tiene
raices profundas que se desarrollan cubriendo el terreno rapidamente,
protegiéndolo de la desecacion y la erosion. En las zonas altas y frias su
crecimiento se limita a la época de lluvias y ausencia de heladas, a la que es
susceptible. Igualmente, cuando se usa para pastoreo, se presume que produce
mayores problemas de “timpanismo” que el trébol blanco, caracteristica que

frecuentemente limita su utilizacion (7).

2.1.3. Variedades

Las variedades gue tienen buena adaptacion en el valle del Mantaro son: el
“Kendland” de USA, las variedades provenientes de Nueva Zelanda: “Hamua”,

“Turoa” y “Pawera” y la introducida de Chile “Quifiequeli” (7).



2.1.4. Adaptacion y clima

Romero y Bonert (1979) indican que prospera bien en suelos moderadamente
acidos (pH sobre 5,5), lo que coincide con “Ministry of Agriculture, Forestry and
Fisheries” (MAFF) en Japon (1983), el cual sefiala que el trébol rosado es una
de las leguminosas forrajeras mas resistentes a la acidez del suelo. Sin embargo,
a pH inferior a 5,5 la nodulacién es pobre y habria respuesta a la fertilizacion
nitrogenada. Ademas, indica que algo similar puede ocurrir en suelos neutros
con prolongados periodos de sequia. Romero y Bonert (1979) concuerdan con
MAFF (1983) en sefialar que el elemento normalmente mas limitante para su
desarrollo es el fésforo y si se obtienen altos rendimientos, aumentan los
requerimientos de potasio, por lo que tendria que aplicarse en suelos que tengan

déficit de este elemento (4).

En relacion con el clima, Romero y Bonert (1979) indican que es una leguminosa
de clima templado y algo hiumedo, en areas de secano se adapta bien cuando
las lluvias son mayores a 1.000 mm anuales y las sequias ho mayores de tres a
cuatro meses. Por otra parte, MAFF (1983) sefiala que necesita algunas
precipitaciones en verano para un mejor comportamiento. Con respecto a la
temperatura dice que necesita 7° C como minimo para iniciar crecimiento activo,
situacion que es similar a la sefialada por Silva, citado por Lizama (1964), quien
indica que la planta paraliza su crecimiento con temperaturas inferiores a 10° C

y superiores a 38°C (4).

2.2. Composicion Quimica del Trébol rojo

La composicion quimica del trébol rojo se muestra en el Anexo 1(8).



2.2.1. Método para determinar la composicion quimica

Los métodos comprendidos dentro de este grupo, también conocido como
andlisis proximales Weende, se aplican en primer lugar a los materiales que se
usaran para formular una dieta como fuente de proteina o de energia y a los
alimentos terminados, como un control para verificar que cumplan con las
especificaciones o requerimientos establecidos durante la formulacion. Estos
andlisis indican el contenido de humedad, proteina cruda (nitrégeno total), fibra
cruda, lipidos crudos, ceniza y extracto libre de nitrdgeno en la muestra (Anexo

2) (9).

2.2.1.1. Materia seca (MS)

La determinacién de MS de una muestra consiste en provocar la evaporacion del
agua presente en la misma, asi se da conocer el contenido en MS por simple
gravimetria. Tenemos basicamente dos vias distintas para realizar esta
determinacion. La primera es la que podemos realizar solo a nivel de laboratorio
y consiste en someter la muestra a un secado en estufa de ventilaciéon forzada a
100 °C durante 24 horas, a 105 °C durante 16 horas o a 135 °C durante 2 horas
segun “Association of Official Analytical Chemists” AOAC (1990) y Undersander
y col. (1993) (10,11).

2.2.1.2. Proteina cruda (PC)

Es el nutriente mas importante en la dieta; su adecuada evaluacion permite
controlar la calidad de los insumos proteicos que estan siendo adquiridos o del
alimento que se esta suministrando. Su andlisis se efectia mediante el método
de Kjeldahl (9).



El método Kjeldahl es el método estandar de determinacién del contenido en
nitrogeno desde finales del siglo XIX. El método consiste basicamente en tres

grandes pasos:

1) Digestion de la muestra en acido sulfarico con un catalizador, hasta
convertir todo el nitrdgeno a la forma amoniacal.

2) Destilacion del sulfato amoénico en una solucion atrapadora.

3) Cuantificacion del amoniaco por valoracion con una solucion estandar.

Una vez conocido el contenido en nitrégeno de la muestra, la multiplicacion de
aquel por el factor de conversion 6,25 nos aproxima al conocimiento del
contenido en PB (10).

2.2.1.3. Extracto etéreo (EE)

La determinacion de extracto etéreo consiste en la extraccion con éter dietilico
el cual disuelve grasas, aceites, pigmentos y otras sustancias liposolubles. El
éter se evapora de la solucion y el residuo resultante adherido a las paredes del
recipiente, es pesado. Las muestras deben estar libres de agua para evitar la
coextraccion de componentes hidrosolubles en la muestra, como carbohidratos,
urea, acido lactico, glicerol, etc. En el supuesto que la muestra contenga

importantes cantidades de agua, debe desecarse previamente (10).

2.2.1.4. Materias minerales o cenizas (MM)- (CZ2)

La determinacion del contenido en cenizas consiste en la oxidacion de toda la
materia organica que contiene la muestra, sometiéndola a una combustion en un

horno a 600 °C durante 2 horas, hasta conseguir unas cenizas blanquecinas (10).



2.2.1.5. Fibracruda (FC)

Este método permite determinar el contenido de fibra en la muestra. Una muestra
libre de humedad y grasa se somete a dos digestiones, una en acido diluido y
otra en alcali diluido. Los residuos organicos restantes se recogen en un crisol
del filtro. La pérdida de peso después de incinerar la muestra se denomina fibra
cruda (Anexo 3) (12).

2.2.1.6. Extracto libre de nitrogeno (ELN)

Los componentes principales del ELN son azucares y almidones, o en general
carbohidratos solubles, ya sean de origen vegetal o animal. Incluye también
todos los materiales organicos no fibrosos, insolubles en éter y solubles todos
los materiales orgénicos no fibrosos, insolubles en éter y solubles en agua, del
alimento (o del producto analizado). Cuando se determina por diferencia la cifra
del ELN esta sujeta a un error apreciable, (pero variable), que puede ser tan
grande como la suma algebraica de cualquier error analitico y/o de muestreo
cometido al determinar por analisis directo cada una de las otras fracciones.
Célculos: Por diferencia en Base Seca

ELN = 100 — (%Proteina + %Ext. Etéreo + %Fibra Cruda + %Ceniza) (12).

2.2.1.7. Fibrade detergente Neutro (FDN)

Para la determinacién del contenido de FDN Van Soest y col. (1991) emplean
una solucién de detergente neutro que disuelve las pectinas de la pared,
facilmente digestibles, y los solubles celulares (proteinas, azucares y lipidos),
resultando un residuo que representa el contenido en paredes celulares
(celulosa, hemicelulosas y lignina). El detergente solubiliza las proteinas,

contribuyendo el sulfito sédico que se afiade a eliminar la materia nitrogenada



por ruptura de los enlaces disulfuro. El acido etilendiamintetracético (EDTA) es
empleado como quelante del calcio y para eliminar las pectinas a la temperatura
de ebullicion. El trietilenglicol ayuda a eliminar parte de la materia no fibrosa de
los alimentos concentrados y la amilasa termoestable es usada para eliminar el
almidon. Dos adiciones de amilasa ayudan a mejorar la precision de la
determinacién y sobre todo, facilita la filtracion cuando los alimentos contienen
importantes cantidades de almidén. Debido a la contaminacién de la muestra con
tierra, se recomienda tener en cuenta el contenido en cenizas y excluir éste del
valor de FND. Van Soest y col. (1991) dan como opcional el uso de sulfito sédico
que reduce el contenido proteico de la muestra y elimina los residuos de

gueratina de origen animal (13).

2.3. Taninos

2.3.1. Generalidades

El término tanino fue acufiado histéricamente a finales del siglo XVIII para
describir sustancias organicas solubles en agua los cuales se encuentran
presentes en extractos de hojas, corteza, maderas, frutas y agallas de ciertos
helechos, gimnospermas y angiospermas capaces de curtir pieles,
convirtiéndolas en cueros impermeables que a la vez resultan resistentes al
ataque bacteriano, al calor y la abrasion segun informa Swain (1979). Los taninos
son metabolitos secundarios de las plantas, compuestos fendélicos no
nitrogenados con peso molecular que oscila entre 300 y 20 000 Da segun
cita Khanbabaee y Ree (2001), con estructura amorfa, que presentan sabor

astringente y son débilmente acidos (14).

El proceso de conversion de las pieles animales en cueros durables utilizando

extractos de plantas en regiones mediterraneas data desde al menos 2 000
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afos atras. Este proceso se conoce como curtiembre (tanning), con lo cual se
popularizé el uso del término “tanino” en la literatura cientifica. Hace mas de cien
afnos atras, Trimble comentd: “los taninos ocupan una parte de la linea fronteriza
en ciencias entre la botanica y la quimica”. Aunque la importancia de los taninos
vegetales en diversas disciplinas cientificas ha sido reconocida, no es facil dar
una definicion firme. Probablemente, la definicibn mas simple, concisa y
aceptable sigue siendo la de Bate-Smith y Swain (1962): “Compuestos fendlicos
solubles en agua, con pesos moleculares entre 500 y 3 000 Da, que ademas de
dar las reacciones fendlicas usuales, tienen propiedades especiales tales como

la habilidad de precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas” (15).

En los ultimos afios, ha sido posible el aislamiento y determinacion estructural
de muchos de estos taninos, aumentado asi la investigacion de sus actividades
biolégicas en base a las diferencias estructurales presentes. Dichas actividades,
dependen en muchos casos de los tipos de taninos y concentraciones
empleadas, esto nos indica la necesidad de su identificacion y analisis
estructural, como paso previo a la investigacion de sus posibles aplicaciones
(16).

2.3.2. Definicion

Son polifenoles de masa molecular y complejidad variable presentes en una gran
variedad de plantas en altas concentraciones y se caracterizan por su capacidad
para reaccionar con macromoléculas y proteinas solubles de forrajes durante el
paso a través del rumen segun reporta Bueno y col. (2008), Kariuki y Norton

(2008). Se unen a proteinas de diferente origen, como plantas, saliva, tejidos,
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enzimas de los huéspedes y microbios del rumen e intestino. Pertenecen a los
flavonoides, lo que significa que hacen parte de una de las clases mas
importantes nutricionalmente, entre las que se incluyen las proantocianidinas, las
antocianinas y las isoflavonas. Los taninos son moléculas de alto peso molecular
y tienen propiedades para precipitar sustancias como proteinas, alcaloides,

acidos nucleicos, esteroides, saponinas y carbohidratos (17).

Los taninos se encuentran extensamente distribuidos en las plantas
dicotiledoneas, en especial en las leguminosas forrajeras de regiones templadas
y tropicales, también se encuentran en frutas, arboles y en otras especies, como
el sorgo y el maiz, empleadas con frecuencia en la alimentacion de bovinos
segun informa Provenza y col. (2000), Min y col. (2003) y Otero e Hidalgo (2004).
Diversos factores influyen en la cantidad y clase de taninos que una planta puede
sintetizar; la genética y especie de la planta, las condiciones climaticas como la
temperatura, la fertilidad del suelo, el estado de desarrollo, el cultivo, el corte y
el estado de crecimiento de la planta determinan la concentracion de taninos en

las plantas (17).

La capacidad de los taninos vegetales para acomplejarse con proteinas y otras
macromoléculas a través de puentes hidrogeno, interacciones hidrofébicas
0 enlaces covalentes hace de los taninos unos productos metabdlicos Unicos
cuya presencia en los tejidos vegetales tiene consecuencias de gran interés en

la nutricién de mamiferos (3).

2.3.2.1. Clasificacion
Los taninos son clasificados en 2 grandes grupos taninos condensados (TC) o

proantocianidinas y taninos hidrolizables (TH) o pirogélicos (15).
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2.3.2.1.1. Taninos condensados

Los taninos condensados son oligdbmeros y polimeros de unidades monomeéricas
de polihidroxiflavan-3-ol unidas por enlaces acido-labiles 4 — 6 0 4 — 8. Los
polimeros son polidispersos, las cadenas son irregulares a veces ramificadas y
a menudo contienen mas de un tipo de unidad base configuracional. Los taninos
condensados son relativamente inestables en solucibn acuosa Yy
desproporcionada en acidos o bases suaves. Las unidades monoméricas se
reorganizan ampliamente en soluciones acidas o basicas mas fuertes. Las
reacciones son en gran parte mediadas por radicales en soluciones basicas
para formar productos altamente reordenados y acoplados oxidativamente.
Los taninos condensados se combinan fuertemente con iones metélicos,

carbohidratos y proteinas (18).

2.3.2.2. Taninos hidrolizados

Los taninos hidrolizados son ésteres de acidos fendlicos (acido gélico y elagico)
con un azucar (generalmente glucosa) o un polialcohol (19). Todos ellos derivan
su parte fendlica por la via shikimica a partir de la forma enol del acido 3-
dehidroshikimico, el cual se transforma en el precursor, acido galico, por accion

de la enzima dehidroshikimato deshidrogenada (20).

La porcién de glucosa la proporciona el UDP-glucosa para producir la primera
esterificacion sobre el carbono anomérico que produce el donador de
acilo, glucogalin; el cual conduce secuencialmente a las 1,6-di-, 1,2,6-tri-,
1,2,3,6- tetra- y 1,2,3,4,6-pentagaloilglucosas (21,22), en su conformacion mas
estable 4 C1, conformando el subgrupo de los ésteres simples. A partir de estos,
se derivan tanto los gallotaninos como los elagitaninos, mediante cuatro rutas

biogenéticas principales:
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A) Galoilaciones adicionales hasta 10 u 11 residuos galoilo, que producen los
galotaninos o acido tanico, caracterizados por la presencia de uno o mas enlaces
m-digaloil depsidicos, como se ilustra en la estructura hexagaloilglucosa, 2-

Odigaloil-1,3,4,6-tetra-O-galol-3-D-glucopiranosa.

B) Acoplamiento oxidativo con apertura de la glucosa y condensacion con flavan-

3-oles, para dar los taninos complejos.

C) Inversion de la configuracion de la glucosa, seguida de acoplamiento oxidativo

para dar los ésteres DHHDP de 1 C4 glucopiranosa.

D) Acoplamiento oxidativo C-C para producir los éteres HHDP de 4 C1
glucopiranosa, seguido de acoplamiento oxidativo C-O que produce los

elagitaninos oligomeéricos (23, 24).

2.3.3. Taninos en forrajes

Los forrajes son unos de los componentes mas importantes en las dietas de
rumiantes. Ciertos forrajes contienen niveles apreciables de compuestos
polifenélicos, muchos de los cuales son taninos. Los forrajes contienen
principalmente taninos condensados segun informa McLeod (1974), mientras
gue otras poseen tanto taninos hidrolizables como condensados. La presencia
de taninos en los forrajes ha sido implicada en efectos beneficiosos como

perjudiciales (3).

2.3.4. Taninos en la nutricion animal

Su efecto sobre la nutricion de los rumiantes puede ser beneficioso o perjudicial,
dependiendo del tipo de tanino que se considere, su concentracién, estructura y
peso molecular, del resto de componentes de la dieta y de la especie y fisiologia

del animal que los consuma (25).
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Los taninos en forrajes de leguminosa pueden tener efectos tanto negativos
como positivos en el valor nutritivo del forraje, esto es debido principalmente a
su efecto inhibitorio de la microflora ruminal. Los taninos en altas
concentraciones reducen el consumo y la digestibilidad de proteina y
carbohidratos, y el desarrollo de los animales segun reporta Reed y col. (1990),
asi como también diversos efectos toxicos. Sin embargo, los taninos en
concentraciones que van de bajas a moderadas previenen timpanismos e
incrementan el flujo de nitrdgeno no amoniacal y aminoacidos esenciales del
rumen (26,27). Entre sus efectos benéficos, se destacala mejor utilizacién de
las proteinas ya que se reduce la degradabilidad ruminal lo que genera una
mayor disponibilidad de aminoacidos en el intestino, mejorando la produccién

animal (27).

La degradabilidad disminuye debido a la interferencia de los taninos con los
microorganismos del rumen por una menor adhesion microorganismo
particula, también por inhibicion de la actividad enzimatica segun indica Bae y
col. (1993) y el crecimiento de varias cepas de bacterias ruminales segun Nelson
y colaboradores (1997). Otro efecto que se logra al incluir taninos en la dieta es
el control de parésitos gastrointestinales; lo cual puede ser resultado de efectos

directos o indirectos (25).

2.4. Antecedentes

En investigaciones anteriores realizadas en Peri0 se ha comprobado la
capacidad nutricional del trébol rojo comprobandose asi su eficiencia alimenticia.
En estudios previos también se ha cuantificado taninos en diversos materiales

vegetales de consumo humano, ademas del efecto que estos causan.
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Meza (2010) realizé un estudio en la estacion experimental IVITA — ElI Mantaro,
a fin de encontrar una racion alimenticia que incremente el tamafio de camada
en cobayas. En los resultados se hallé que la inclusion de harina de cebada a
una racion forrajera incrementé la proporcién de cobayas con camada mayor a
tres crias en un 52%. Por otro lado la racion que contenia trébol rojo solo

incremento 30% resultado que fue menor a los demas (28).

Cano (2016) evaluo el efecto de la adicion de una mezcla probidtica en la dieta
sobre la ganancia de peso, consumo de alimento y conversion alimenticia de
cuyes en crecimiento y engorde. Los cuyes fueron distribuidos en cuatro
tratamientos consistentes en una dieta base de forraje (ryegrass-trébol rojo). Se
concluyé que la mezcla probiotica tiene el potencial de incrementar la
productividad y la eficiencia alimenticia en cuyes en crecimiento y acabado;
sin embargo, mayores niveles del probiético deberian ser explorados para

obtener resultados biolégicos y practicos optimos (29).

Pérez (2010) cuantificé taninos en el fruto maduro de Caesalpinia spinosa "taya",
el porcentaje de taninos totales expresado como acido tanico fue del 49,88%. De
acuerdo con las lecturas obtenidas, se concluyé que la concentracion
de metabolitos secundarios y especialmente los compuestos derivados del

tanino estan condicionadas a diferentes factores climaticos (30).

Venegas (2012) en su investigacion purifico y cuantifico los flavonoides totales y
taninos presentes en el extracto acuoso de hojas de Thea sinensis L. Los
porcentajes de taninos totales presentes expresados como acido tanico en el
extracto liofilizado del decocto e infuso de hojas de Thea sinensis L. de té verde
fue 15,29% y para el infuso de la misma leguminosa fue 0,23%. Asimismo,

tenemos que para el decocto de té negro fue de 21,68% y para el infuso del
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mismo fue de 2,61%; la absorbancia promedio de acido tanico fue de 0,1063
(32).

Moscoso y col. (2017) determinaron la produccion de metano en vacunos al
pastoreo en el altiplano peruano en un pastizal de Festuca dolichophylla -
Muhlenbergia fastigiata (Chilliguar), suplementado con ensilado y concentrado o
taninos durante la época seca (agosto). La determinacion de metano se realizo
con la técnica del marcador con hexafluoruro de azufre (SF6), siendo Ila
frecuencia de medicién por animal de 24 h por 7 d. En este estudio la utilizacién
de taninos redujo significativamente (p<0,05) las emisiones de metano frente al

uso o no de concentrado (32).

En el caso de taninos hidrolizables, también se han reportado variaciones en su
efecto los cuales estan relacionados con el contenido de estos compuestos en
los alimentos. Asi, por ejemplo, en un experimento llevado a cabo con ovejas a
las que se les administraron 8 gr de &cido tanico por kilo de PV, la ingestion de
alimento redujo significativamente a las 24 horas de haberles administrado

oralmente los taninos; segun lo documentado por Zhu y col. (1992) (27).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Espacio y tiempo

La recoleccion de muestras se realizo en la estacion IVITA (Instituto Veterinario
de Investigaciones Tropicales y de Altura) - El Mantaro, ubicado en Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, en la
margen izquierda en el valle del Mantaro, distrito EI Mantaro, de la provincia de
Jauja, region Junin, a 3320 msnm, a 12° 05" 10” latitud sur y 75° 16" 33" longitud

oeste. La temperatura media anual es 11°C (6,7), en el mes febrero del 2017.

El analisis de la composicién quimica y la concentracion de acido tanico se
realizaron en el Laboratorio de Bioquimica, Nutricion y Alimentacion Animal
(LBNAA) de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (Lima, Perd) y en el Management of Quality Assurance
and Services Laboratories S.A.C (EE. UU) respectivamente, desde agosto hasta
noviembre del 2017.

3.2. Poblacién y muestra

El area de estudio comprendié una extensién de 200m? de trébol rojo, las
muestras utilizadas fueron 25 muestras representativas de TR variedad
Kendland y Quifiequeli. Estas fueron elegidos por probabilistica por conveniencia
mediante muestreo aleatorio estratificado con 3, 6, 9, 12 y 15 semanas de corte
manteniendo como caracteristica que todas estas leguminosas sean trébol rojo
(variedad Quiniequeli y Kendland), que el corte sea a 10 centimetros del suelo
segun documenta Pereira y col. (2012) (33) y que los tallos y hojas estén en

buen estado. El peso aproximado por muestra fue 250 gramos.



18

Las muestras fueron colocadas en bolsas de papel kraft y llevadas a una estufa
convencional a 60°C durante 48 horas. Después fueron llevadas al LBNAA para
ser molidas (molino Thomas Wiley™) y pasadas por malla de 1mm segln
informa Garrido y col. (2000) (34). Finalmente se almacenaron en bolsas de
plastico tipo ziploc hasta el analisis quimico proximal y el analisis de la

concentracion de acido tanico.

3.3. Disefio de lainvestigacién

El disefio que se utilizd en la presente investigacion es de tipo no experimental
(descriptiva) de tipo transversal debido a que las variables no poseen
manipulacion intencional, no existe grupo control y se analizaron los hechos y
fendmenos de la realidad; el presente estudio inicio con la recoleccion de las
muestras (tallos y hojas), posteriormente paso por un proceso de deshidratacion

y molienda para posteriormente realizar el andlisis quimico.

3.4. Equiposy procedimiento
3.4.1. Materiales y Equipos

3.4.1.1. Materiales Bioldgicos

- Trébol rojo de diferentes edades variedad Quifiequeli y Kendland.

3.4.1.2. Materiales de campo

- Hoz
- Cuter
- Bolsas de papel Kraft y bolsas de plastico.

- Botas
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3.4.1.3. Materiales de Laboratorio

- Pyrex

- Estufa Schutzart DIN EN 60529 — IP 20

- Desecador

- Balanza de Precision

- Aparato extractor tipo “Goldsfich”

- Vasos de extraccion Goldsfich

- Dedales celulésicos de extraccion forrados con papel whatman

- Portadedales de vidrio

- Tubos recolectores de éter

- Aparato para a digestion que consiste de calentadores individuales
controlados y condensadores de agua

- Vaso de 600ml de capacidad

- Crucible para ceniza

- Aspiradora o bomba al vacio

- Filtro de tela

- Frasco de lavador

- Sistema de digestion colocado en campana extractora de gases

- Tubos para digestion

- Sistema de Destilacion Automético

- Matraces Erlenmeyer de 250 ml

- Bureta de Lectura Digital

- Mufla de incineracion

- Crisoles de porcelana

- Desecador

- Reactivos

3.4.1.2. Materiales de escritorio:

- Impresora



- Laptop

- Libros

- Hojas bond A4
- Cuaderno

- Lapiceros

- Resaltador

3.4.1.3. Servicios:
- Internet
- Electricidad

- Transporte

3.4.1.4. Capital humano:

- Investigador

- Directores encargados.

20
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3.4.2. Procedimiento

3.4.2.1. Lugar derecoleccion
El lugar de recoleccién fueron los campos experimentales de la estacion IVITA
(Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura) — Mantaro, en el

valle del mismo nombre, en departamento Junin.

3.4.2.2. Tomade muestra

Se tomaron tallos y hojas en buen estado mediante muestreo aleatorio
estratificado con 3, 6, 9, 12 y 15 semanas de edad manteniendo como
caracteristica que todas estas leguminosas sean trébol rojo variedad Quifiequeli
y Kendland y que el corte sea a 10 centimetros del suelo (33). El corte se realizé

con una hoz y cuter; el peso aproximado por muestra fue 250 gramos.

3.4.2.3. Envasado
Las muestras fueron colocadas en bolsas de papel Kraft y selladas, ademas

fueron rotuladas hasta su llegada a Lima.

3.4.2.4. Deshidratacion
Las muestras fueron llevadas el mismo dia en la noche a una estufa Schutzart
DIN EN 60529 — IP 20 convencional a 60°C durante 48 horas.

3.4.2.5. Molienda
Después fueron llevadas al LBNAA para ser molidas (molino Thomas Wiley™) y
pasadas por malla de 1mm de diametro.
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3.4.2.6. Almacenado
Finalmente se almacenaron en bolsas de plastico (easy open tabs) hasta el
analisis quimico proximal y para la determinacion de la concentracién de acido

tanico.

3.4.2.7. Andlisis (Composiciobn quimica (Andlisis proximal) -

Concentracion de acido tanico)

El analisis quimico proximal se realizo en el LBNAA segun el protocolo de AOAC
(1990) para las variables nutricionales de proteina cruda (AOAC 976.05),
extracto etéreo (AOAC 920.39), fibra cruda (AOAC 978.10) y cenizas totales
(AOAC). En el caso de FDN se utilizé el protocolo de Van Soest y colaboradores
(1991) y para el acido tanico se siguié el método (ISO 9648:1988 Sorghum-
Determination of Tannin Content). Los analisis se realizaron por duplicado y se

reportaron como porcentaje en base seca.

- Para el Analisis proximal se utilizara el protocolo segun: “Association of Official
Analytical Chemists” (10).

- Para la determinacién de Acido tanico se utilizara: (ISO 9648:1988 Sorghum-

Determinacién of tannin Content) (35).

3.5. Disefio estadistico

En la presente investigacion se utiliz6 como métodos estadisticos el disefio
“‘muestreo aleatorio estratificado” (para la toma de muestras), y para el analisis
guimico se utilizaron el promedio, desviacion estandar, varianza, coeficiente de
variacion, coeficiente de correlacion (R) (toma valores de -1 a 1) y coeficiente de
determinacion (R?) (toma valores de 0 a 1). Ademas, estas medidas de
dispersién seran representadas mediante gréficas para lo cual se utilizé el

programa Minitab 18 (Ultima version, afio 2018).
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V. RESULTADOS

Los resultados para la determinacibn de la composicion quimica y la
concentracion de acido tanico en trébol rojo (Trifolium pratense) en diferentes

edades de corte en la Region Junin se representan en los Anexos 4y 5.

En los Anexos 4y 5 se observa que las edades de 3, 6, 9,12 y 15 semanas estan
distribuidas en grupos de 5 de menor a mayor edad; asimismo los valores de
proteina cruda (PC), extracto etéreo (EE), cenizas (CZ), fibra cruda (FC), extracto
libre de nitrégeno (ELN), fibra de detergente neutro (FDN) y acido tanico reflejan
la variacién del contenido de nutrientes segun la edad de crecimiento de forraje.
Se observa también que el porcentaje de EE, FC, ELN, FDN y acido tanico
aumentan conforme mayor es la edad, siendo esto no tan reflejado en EE, por
contrario para PC y CZ disminuye conforme aumenta la edad de corte. Ademas,
los resultados con mayor y menor valor se muestran resaltados en cada columna
para cada componente de trébol rojo tanto para la variedad Quifiequeli y
Kendland.
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Tabla 1. Andlisis de la composicion quimica y la concentracién de &cido

tanico de las 25 muestras de trébol rojo (Trifolium pratense) variedad

Quifequeli.

Componente Proteina Extracto Cenizas Fibra ELN FDN Acido
cruda etéreo cruda tanico

Minimo 16,8 1,75 7,75 10,98 48,91 26,8 1,33
Maximo 27,86 2,96 10,12 13,5 59,49 38,1 2,33
Promedio 23,601 2,249 8,921 12,183 53,046 31,359 1,803
Desviacion 3,712 0,360 0,695 0,707 3,355 3,890 0,329
estandar
Varianza 13,779 0,130 0,483 0,499 11,254 15,134 0,108
Coeficiente 0,157 0,160 0,078 0,058 0,063 0,124 0,182
de variacién

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

En la tabla 1 se observa la amplitud de los valores de las 25 muestras de TR
variedad Quifiequeli siendo los valores minimos 16,8%, 1,75%, 7,75%, 10,98%,
48,91%, 26,8%, y 1,33%; por el contrario los maximos fueron 27,86%, 2,96%,
10,12%, 13,5%, 59,49%, 38,1%, 2,33% para los componentes PC, EE, CZ, FC,

ELN, FDN vy acido tanico respectivamente.

Los promedios obtenidos fueron 23,601%, 2,249%, 8,921%, 12,183%, 53,046%,
31,359%, y 1,803% para los constituyentes PC, EE, CZ, FC, ELN, FDN y &cido

tanico respectivamente.
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La desviacion estdndar nos permite observar de una forma precisa qué tan
dispersos estén los datos obtenidos de PC, EE, CZ, FC, ELN, FDN y &cido tanico
con respecto a la media, los resultados fueron PC 3,712, EE 0,360, CZ 0,695,
FC 0,707, ELN 3,355, FDN 3,890 y &cido tanico 0,329.

La varianza nos muestra distancias existentes entre los diferentes valores
obtenidos de PC, EE, CZ, FC, ELN, FDN, Acido tanico y el promedio
obteniéndose PC 13,779, EE 0,130, CZ 0,483, FC 0,499, ELN 11,254, FDN
15,134 y &cido ténico 0,108.

El coeficiente de variacion nos permite comparar el nivel de dispersion entre cada
uno de los componentes del TR variedad Quifiequeli y la edad, el cual fue 0,157
PC, 0,160 EE, 0,078 CZ, 0,058 FC, 0,063 ELN, 0,124FDN y 0,182 &cido tanico.
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Tabla 2. Anédlisis de la composicion quimica y la concentracién de &cido
tanico de las 25 muestras de trébol rojo (Trifolium pratense) variedad
Kendland.

Componente Proteina Extracto  Cenizas Fibra ELN FDN Acido
cruda etéreo cruda tanico
Minimo 16,8 1,44 7,05 11,9 48,89 26,84 1,28
Maximo 27,5 2,88 10,2 13,1 59,88 38,1 2,4
Promedio 22,756 2,218 8,556 12,546 53,925 32,386 1,736
Desviacion 4,010 0,396 0,965 0,366 4,237 4,366 0,329
estandar
Varianza 16,081 0,157 0,931 0,134 17,954 19,059 0,108
Coeficiente 0,176 0,179 0,113 0,029 0,079 0,135 0,190
de variacién

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

La tabla 2 muestra la amplitud de los valores de las 25 muestras de TR variedad
Kendland siendo los valores minimos 16,82%, 1,44%, 7,05%, 11,9%, 48,89%,
26,84% y 1,28%; por el contrario, los valores maximos fueron 27,5%, 2,88%,
10,2%, 13,1%, 59,88%, 38,1% y 2,4% para los componentes PC, EE, CZ, FC,

ELN, FDN y acido tanico respectivamente.

Los promedios obtenidos fueron 22,756%, 2,218%, 8,556%, 12,546%, 53,925%,
32,386% y 1,736% para los constituyentes PC, EE, CZ, FC, ELN, FDN y acido

tanico respectivamente.
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La desviacion estdndar nos permite observar de una forma precisa qué tan
dispersos estan los datos obtenidos de PC, EE, CZ, FC, ELN, FDN y &cido tanico
con respecto a la media, los resultados fueron PC 4,010, EE 0,396, CZ 0,965,
FC 0,366, ELN 4,237, FDN 4,366 y &cido tanico 0,329.

La varianza nos muestra distancias existentes entre los diferentes valores
obtenidos de PC, EE, CZ, FC, ELN, FDN, Acido tanico y el promedio
obteniéndose PC 16,081, EE 0,157, CZ 0,931, FC 0,134, ELN 17,954, FDN
19,059, y &cido tanico 0,108.

El coeficiente de variacion nos permite comparar el nivel de dispersion entre cada
uno de los componentes del TR variedad Kendland y la edad, el cual fue PC
0,176, EE 0,179, CZ 0,113, FC 0,029, ELN 0,079, FDN 0,135 y acido tanico
0,190.
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Tabla 3. Estadisticos de coeficiente de correlacion (R) y coeficiente de

determinaciéon (R?) para las 25 muestras de trébol rojo (Trifolium pratense)

variedad Quifiequeli.

Constituyente n R R?
Proteina 25 -0,965 0,931
cruda

Extracto 25 0,863 0,746
etéreo

Cenizas 25 -0,951 0,905
totales

Fibra cruda 25 0,956 0,914
ELN 25 0,970 0,941
FDN 25 0,952 0,907
Acido tanico 25 0,964 0,929

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Tabla 4. Estadisticos de coeficiente de correlacion (R) y coeficiente de

determinacion (R?) para las 25 muestras de trébol rojo (Trifolium pratense)

variedad Kendland.

Constituyente n R R2
Proteina 25 -0,970 0,941
cruda

Extracto 25 0,869 0,755
etéreo

Cenizas 25 -0,951 0,903
totales

Fibra cruda 25 0,960 0,922
ELN 25 0,971 0,942
FDN 25 0,955 0,912
Acido tanico 25 0,956 0,913

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

En las tablas 3 y 4 observamos que los componentes PC y CZ muestran un

coeficiente de correlacion negativo y cercanos a —1. Por otro lado, para los

componentes EE, FC, ELN, FDN y acido tanico los valores obtenidos son

positivos y cercanos a 1 a excepcion de EE.
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Los coeficientes de determinacion para los componentes PC, CZ, FC, ELN, FDN
y acido tanico son cercanos a 1; mientras que el EE es el que mas tiende
acercarse a 0, ademas se observa que tanto para la variedad Quifiequeli como
Kendland los constituyentes PC y ELN obtienen los mayores coeficientes de
determinacién; Quifiequeli con PC=93,05% y ELN=94,13% mientras Kendland
con PC=94,14% y ELN=94,21, por el contrario para EE se obtiene el menor R?

para las 2 variedades Quifiequeli con 74,55% y Kendland con 75,53%.

Mediante las gréficas de dispersion podemos mostrar cual es el comportamiento
y como se correlacionan cada uno de los constituyentes de trébol rojo (trifolium
pratense) variedad Quifiequeli (Anexo 6-12) y Kendland (Anexo 13-19) con la
edad. También podemos establecer la linea o recta de mejor ajuste.
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran para la variedad Quifiequeli (Anexo 4) y
Kendland (Anexo 5) una declinacién en el contenido de PC y CZ ademas de un
aumento de la FC y extracto no nitrogenado (ELN), lo cual coincide con lo
reportado por Ruiz, Blaser y Brown en 1966 en Virginia-EE.UU. En
consecuencia, se establece una relacion inversamente proporcional para los
constituyentes PC y CZ, Adicionalmente para FC y ELN se refleja una relacion

directamente proporcional (36).

Ademas, se observa el incremento en la concentracion de acido tanico para la
variedad Quifiequeli (Anexo 4) y Kendland (Anexo 5) lo cual concuerda con lo
citado por Verdecia y col. (2014) al reportar el incremento de taninos durante el
crecimiento (2). Por otro lado, Garcia y col. (2016) informan que los taninos
hidrolizables alcanzan una mayor concentracién a mayor edad de desarrollo, lo
cual concuerda con los resultados obtenidos (37). El incremento de acido tanico
a mayor estado de desarrollo coincide con lo informado por Makkar (2003) y
Karolewski y col. (2011) quienes sefialan que el aumento de fenoles totales y
taninos totales esta relacionado con el incremento de la madurez, siendo la edad

un factor determinante para la variabilidad (38,39).

En el presente trabajo se obtuvieron valores proteicos PC promedio de 23,77%
y 22,86% para las variedades Quifiequeli (Tabla 1) y Kendland (Tabla 2)
respectivamente; los cuales son valores muy por encima al 15,78% hallado por
Mieres en la Estanzuela, Uruguay en el 2004 a 85 msnm; asimismo, fueron
muy parecidos al 23,36% reportado por Torres y Vélez en el 2010 en Arequipa
—Perd a 2328 msnm (41,40). Adicionalmente, observamos que la PC de la
variedad Quifiequeli se encuentra ligeramente por encima al 22,86%
informado por Laforé y col. (1999), mientras que Kendland resulta ser idéntico

para TR cultivado en el Valle del Mantaro, Huancayo-Perd a 3 316 msnm. A su
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vez fueron superiores al 20,88% reportado por Anrique en el 2014 en Remehue-
Chile a 14 msnm (8,42).

Los valores para EE promedio fueron 2,25% y 2,22% para Quifiequeli (Tabla 1)
y Kendland (Tabla 2), respectivamente. Estos valores fueron superiores al 1,61%
informado por Torres y Vélez en el 2010 en Arequipa-Peru a 2 328 msnm. Pero
a su vez, el valor EE promedio de las 2 variedades fue similar al 2,02%

documentado por Anrique en el 2014 en Remehue-Chile 14 msnm (40,42).

Por otro lado, para el constituyente FC fue de 12,18% para la variedad
Quifiequeli (Tabla 1) y 12,55% para Kendland (Tabla 2), inferiores al 20,03%

reportado por Anrique en Remehue-Chile 14 msnm (42).

Para CZ se obtuvo promedio de 8,89% para la variedad Quifiequeli (Tabla 1),
mientras que la variedad Kendland (Tabla 2) obtuvo 8,56%, valores los cuales
fueron muy similares a lo documentado por Torres y Vélez en el 2010 con 8,76%
en Arequipa - Peru 2 328 msnm e inferiores a los reportados por Mieres en
el 2004 con 9,76% en la Estanzuela, Uruguay a, 85 msnm (40,41). Por otro
lado, los valores CZ promedio para Quifiequeli con 8,89% y Kendland con
8,56% son muy similares al 8,53% reportado por Anriqgue en el 2014 en
Remehue-Chile a 14 msnm (42).

Adicionalmente para FDN se obtuvieron valores promedio 31,36% para la
variedad Quifiequeli (Tabla 1), mientras que la variedad Kendland (Tabla 2)
obtuvo 32,39%. Estos valores fueron muy similares a lo sefalado por Torres y
Vélez en el 2010 con 31,75% en Arequipa - Perd a 2 328 msnm. A su vez fueron



33

inferiores a los hallado por Mieres en el 2004 con 47,00% en la Estanzuela,
Uruguay a 85 msnm (40,41). Pero estas variedades se encuentran por encima
al 29,44% informado por Anrique en el 2014 en Remehue-Chile a 14 msnm. A
su vez estan muy por debajo al 55,71% informado por Laforé y col. (1999) en el
Valle del Mantaro, Huancayo- Perd a 3 316 msnm (42,8).

En esta investigacion se obtuvo valores muy parecidos para los constituyentes
PC, CZ, FDN avalores reportados en estudios realizados en la misma zona valle
de Mantaro Huancayo Junin y en otras regiones del nuestro pais como Arequipa-
Peru. Sin embargo con relacion a los estudios que tuvieron procedencia otro pais
(Uruguay y Chile) hubo diferencia entre los porcentajes de los constituyentes
mencionados. Esta similitud y diferencia entre los resultados se podrian deber
segun sefiala Bezada en el 2017 a que factores como latitud, longitud, altitud ,
clima, suelo influencian en la composicion quimica, por tal motivo lugares con
las mismas caracteristicas entre estos factores tendran similitud en los

resultados.

Para los nutrientes EE y FC se obtuvieron valores con mayor diferencia entre los
porcentajes obtenidos y estudios previos. Esto se podria deber a que en
investigaciones anteriores tales como Laforé y col. (1999) en el Valle del
Mantaro, Huancayo- Perq, si bien se menciona la variedad utilizada kendland no
se menciona el estado de madurez; por otro lado Torres y Vélez en el 2010 en
Arequipa — Pert y Anrique en el 2014 en Remehue-Chile mencionan estado
de desarrollo pero no la variedad. Por tanto, estos factores como la edad y la
variedad son importantes y necesarios para determinar y cuantificar

adecuadamente estos componentes.
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Los resultados muestran la variacion existente en la composicién nutricional
trébol rojo variedad Quifiequeli y Kendland; dada especialmente por el tiempo de
crecimiento. Asimismo, un aspecto importante a tomar en cuenta es la
procedencia de las muestras analizadas; debido a que las condiciones del valle
interandino donde esta se encuentra influyen en la composicion quimica del
estudio realizado. La informacién sobre la composicion quimica es amplia y la
calidad va a estar influenciada por diversos factores, el tipo de suelo, la variedad

utilizada, el lugar de cultivo, etc (43).

En las tablas 3 y 4 los componentes PC y CZ muestran un coeficiente de
correlacion negativo los cual nos indica que la relacion entre estos componentes
y la edad es inversamente proporcional. Ademas, los valores obtenidos para los
constituyentes PC Y CZ son cercanos a —1 lo cual nos muestra una correlacion
significativa es decir la linea de regresion se ajusta bien a los datos. También
podemos mencionar que para EE tiene el coeficiente de correlacion regular ya
gue es el que mas tiende alejarse de 1 y/o acercarse a 0, esto considerando que
los valores que tienden acercarse a cero establecen una correlacion vaga o
débil. Por otro lado, para los componentes FC, ELN, FDN y acido tanico los
valores obtenidos son positivos lo cual establece una relacion directamente
proporcional. Adicionalmente a esto los valores son cercanos a 1 lo cual
determina una correlacion significativa segun lo reportado por Triola en el 2000,
Celis de la Rosa en el 2008 y Norman en 1996 (44,45,46).

Los coeficientes de determinacion para los componentes PC, CZ, FC, ELN, FDN
y acido tanico indican un buen ajuste debido a que son cercanos a 1 segun lo
reportado por Triola en el 2000 y Celis de la Rosa en el 2008; mientras que el
EE tiene un porcentaje de ajuste regular debido a que es el que mas tiende
acercarse a 0 (44,45). Ademas se observa que tanto para la variedad Quifiequeli

como Kendland PC y ELN obtienen los mayores coeficientes de determinacion;
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Quifiequeli con PC=93,05% y ELN=94,13% mientras Kendland con PC=94,14%
y ELN=94,21%. Esto quiere decir que se ajustan bastante bien a la variable real;
mientras que para EE obtiene el menor para las 2 variedades Quifiequeli con

74,55% y Kendland con 75,53% lo que resulta un ajuste regular.
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VI. CONCLUSIONES

Se logro determinar la composicion quimica y la concentracién de acido
tanico del TR en diferentes edades de corte en la Region Junin.

Se cuantificé la cantidad total de PC, EE, CZ, FC, ELN, FDN y &cido tanico
en cada una de las 25 muestras de TR variedad Quifiequeli siendo el
promedio obtenido 23,60%, 2,25%, 8,92%, 12,18%, 53,05%, 31,36%, y
1,80%; respectivamente.

Se cuantificé la cantidad total de PC, EE, CZ, FC, ELN, FDN y acido tanico
en cada una de las 25 muestras de TR variedad Kendland siendo el
promedio obtenido 22,76%, 2,23%, 8,56%, 12,55%, 53,92%, 32,39% y
1,74%; respectivamente.

Se hallaron elevados coeficientes de determinacion para los componentes
PC, CZ, FC, ELN, FDN vy acido tanico de las 2 variedades estudiadas
siendo los mejores para la variedad Quifiequeli PC = 93,05% vy
ELN=94,13%, mientras que el menor R? fue para EE=74,55%. Por otro
lado, para la variedad Kendland los coeficientes de determinacion con
mayor valor fueron PC=94,14% y ELN=94,21%, por el contrario el menor
valor fue para EE=75,53%.
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VIl.  RECOMENDACIONES

Se recomienda trabajar con un mayor nimero de muestras de TR con un
rango de edad mas amplio y una mayor variedad para asi poder
complementar los resultados.

Se sugiere conducir un estudio similar en este y en otros tipos de forrajes,
en diferentes condiciones ambientales (otras estaciones del afio) y otros
paises a fin de analizar la composicién nutricional de los alimentos para
asi conocer y dar un uso eficiente del recurso forrajero.

Se recomienda realizar mas estudios acerca del acido tanico la relacién
entre estos metabolitos secundarios, la digestibilidad y concentracion en
forrajes.

Se recomienda el consumo de este forraje TR a mediados de floracion (6
y 9 semanas) ya que el contenido nutricional es optimo y en donde la

concentracion de acido tanico es moderada.
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Anexo 1

Tabla 1. Composicién quimico Nutricional del trébol rojo

Forraje Trébol rojo
Materia seca (MS) % 22,76
Proteina Cruda (PC)% 22,86
Fibra de detergente neutro (FDN)% 55,71

Digestibilidad in vitro de la materia
seca (DIVMS)%

52,34
Nutrientes digestibles totales NDT 52,03
Energia metabolizable Mcal/Kg 1,88
Energia digestible Mcal/Kg 2,29

Fuente: Laforé y col. (1999) (8).



Figura 1. Fraccionamiento quimico de un forraje por el método de weende.

Anexo 2
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Anexo 3

Figura 2. Determinacion de fibra cruda

|
| MUESTRA SECA
)

[
! EXTRACTO ETEREO |
|

i ;
| i
Lipidos : Residuo sin_lipidos
|
| DIGESTION POR ACIDOS |
|
Sustancias solubles Residuos insolubles
en dcido en a‘T'do
l
I DIGESTION AL(.‘ALINA—\
e
Sustancias solubles Residuos insolubles
en alcali en acidp y aleali
\ - —
| INCINERACION
Cenizas insolubles
RES. INSOL. EN ACIDO Y ALCAL] - CENIZAS INSOL. = FIBRA CRUDA

Fuente: Arbaiza, 2007(12).
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Tabla 2. Resultados de la composicion quimica y la concentracion de acido
tanico de las 25 muestras de trébol rojo (Trifolium pratense) variedad Quifiequel
en diferentes edades de corte. (n=25)

Edad Proteina Extracto Cenizas Fibra FDN ELN  Acido
(semanas) cruda etéreo totales cruda (%) (%) tanico
(%) (%) (%) (%) (%)
3 27,86 1,9 10,1 11,22 27,52 48,92 1,45
3 27,8 1,75 9,92 11,48 26,8 49,05 1,33
3 27,66 1,83 10,08 11,52 26,94 48,91 1,48
3 27,82 1,84 10,12 11,18 27,4 49,04 1,35
3 27,68 1,94 10,05 10,98 27,38 49,35 14
6 26,18 2,12 91 11,73 27,95 50,87 1,38
6 25,94 2,2 9,45 11,52 27,88 50,89 1,59
6 26,2 2 9,08 11,85 28,55 50,87 1,62
6 26,14 2,05 9,12 12,05 28,48 50,64 1,58
6 26,42 2,1 9,05 11,8 29,05 50,63 1,66
9 25,59 2,18 8,88 11,87 30,14 51,48 1,82
9 23,88 2,2 8,7 11,75 30,18 53,47 1,72
9 25,61 2,22 8,74 11,9 30,22 51,53 1,8
9 25,1 2,1 8,55 12,18 31,05 52,07 1,83
12 21,88 2,05 8,45 12,74 31,3 54,88 1,92
12 21,92 2,12 8,6 12,62 32,12 54,74 2,01
12 21,3 2,72 8,69 12,88 32,18 5441 2,19
12 22,3 2,62 8,5 12,71 34,2 53,87 2,06
12 20,2 2,6 8,73 12,82 34,55 55,65 1,88
15 16,8 2,88 7,75 13,08 37,5 59,49 2,22
15 17,84 2,66 8,12 13,5 37,68 57,88 224
15 17,84 2,78 8,05 13,05 37,66 5828 2,33
15 17,98 2,55 8,14 13,1 38,05 5823 2,29
15 17,98 2,96 8,18 12,94 381 57,94 2,3

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Tabla 3. Resultados de la composicion quimica y la concentracion de acido
tanico de las 25 muestras de trébol rojo (Trifolium pratense) variedad Kendland
en diferentes edades de corte. (n=25)

Edad Proteina Extracto Cenizas Fibra FDN ELN  Acido
(semanas) cruda etéreo totales  cruda (%) (%) tanico
(%) (%) (%) (%) (%)
3 26,98 1,86 9,75 11,98 27,24 49,43 1,33
3 27,5 1,78 9,88 11,95 26,84 48,89 1,3
3 27,45 1,44 10,1 12,05 27,1 48,96 1,28
3 26,98 1,83 10,15 11,9 27,42 49,14 14
3 26,9 1,58 10,2 12,05 28,78 49,27 1,35
6 26,74 2,18 9,18 12,5 28,92 494 1,42
6 26,78 2,1 9,2 12,25 28,56 49,67 1,66
6 26,6 2,12 9,14 12,45 28,55 49,69 1,52
6 26,42 2,1 9,05 12,2 29,05 50,23 1,48
6 25,88 2,14 8,7 12,38 29,1 50,9 1,59
9 24,88 2,2 8,7 12,6 30,18 51,62 1,62
9 22,61 2,22 8,74 12,58 30,22 53,85 1,62
9 23,52 1,84 8,55 12,62 31,05 53,47 1,6
9 24,05 1,86 8,5 12,72 31,1 52,87 1,75
9 22,48 2,1 7,88 12,68 31,2 54,86 1,78
12 19,4 2,5 8,05 12,7 36,78 57,35 18
12 19,2 2,08 7,8 12,82 36,83 58,1 1,88
12 20,2 2,64 1,72 12,69 36,9 56,75 191
12 18,6 2,7 7,55 12,71 37,38 58,44 19
12 19,6 2,72 7,58 12,74 37,46 57,36 2,01
15 16,82 2,6 7,6 13,1 37,48 59,88 2,22
15 16,95 2,78 7,78 12,88 38,1 59,61 2,06
15 16,8 2,55 7,85 12,94 37,88 59,86 2,4
15 17,9 2,88 7,05 13,05 37,74 59,12 2,18
15 17,66 2,64 7,2 13,1 37,8 594 2,33

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Anexo 6

Figura 3. Relacion proteina cruda (PC) y las diferentes edades de corte.

Grafica de dispersion de Proteina cruda(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica PC (%) vs. Edad(ssmanas) muestra la recta de mejor ajuste 2n la cual pedemos observar donde los datos
tiendan a acercarse mds; se observa un ajuste de regresion de:
PC (%) =31,04 - 0,3269 Edad(zemanas); ademds el B =193 1% lo que indica un buen ajustes.

Fuente: Minitab 18, 2018.



Anexo 7

Figura 4. Relacion extracto etéreo (EE) y las diferentes edades de corte.

Grafica de dispersion de Extracto etéreo(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica EE (%) vs. Edad (semanas) muestra la recta de mejor ajuste en la cual pedemos observar donde los datos
tiendan a acercarse mas; s2 observa un ajuste de regresion de:

EE(%:)=1602+0,07187 Edad (semanas); ademds =l B* = 74.6% lo que indica un buen regular.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 8

Figura 5. Relacién de cenizas (CZ) y las diferentes edades de corte.

Grafica de dispersion de Cenizas totales(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica CZ (%%) vs. Edad (semanas) muestra la recta de mejor gjuste en la cual podemos observar donde los dates
tiendan a acercarse mas; se observa un ajuste de regresion de:

CZ(%)=1029-0,1526 Edad (semanas); ademas el B*=20,3% lo que indica un buen ajusts.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 9

Figura 6. Relacion fibra cruda (FC) y las diferentes edades de corte

Grafica de dispersién de Fibra cruda(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica FC (%) vs. Edad (semanas) muestra la recta de mejor ajuste en la cual podemoes observar donde los datos

tiendan a acercarse mas; se observa un ajuste de regresion de:
FC(%)=10,78 + 01360 Edad (semanaz); ademds el ° =91 4% lo que indica un buen ajuste.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 10

Figura 7. Relacion extracto libre de nitrogeno (ELN) y las diferentes edades de

corte.

Grafica de dispersion de ELN(%) vs. Edad(semanas)

50,0

2 4 6 8 10 12 14 16
Edad{semamas)
La grafica ELN (%) vs. Edad (semanas) muestra la recta de mejor ajuste en la cual podemos observar donde los datos
tizendan a acercarse mas; se observa un ajuste de regresion de:

ELN (%) =46.28 + 10,7317 Edad (s2manas); ademds el B° = 24 1% lo que indica un buen ajusts.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 11

Figura 8. Relacion fibra de detergente neutro (FDN) y las diferentes edades de

corte.
Grafica de dispersion de FDN(%) vs. Edad(semanas)
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La grifica FDN (3%) ve. Edad (semanas) muestra 1a recta de mejor ajuste en 1a cual podemos obeervar donde los datos
tiendan a acercarse mas; se observa un ajuste de regresion de:
FDM (%) =23,66 + 0,8336 Edad (zemanaz); ademas el B°=90,7% lo que indica un buen ajuste.

Fuente: Minitab 18, 2018



Anexo 12

Figura 9. Relacion &cido tanico y las diferentes edades de corte.

Grafica de dispersion de Acido tanico(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica Acido tanico (%) vs. Edad (semanas) muestra la recta de mejor ajuste en la cual podemos observar donde los
datos tiendan a acercarse mas; se cbserva un ajuste de regresion de:
Acido tmico (%)= 1,145+ 0,07313 Edad (semanas); ademds el R =92,9% lo que mdica un buen ajuste.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 13

Figura 10. Relacion proteina cruda (PC) y las diferentes edades de corte.

Grafica de dispersion de Proteina cruda(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica PC (%) vs. Edad(semanas) muestra 1a recta de mejor ajusts en la cual podemos observar donde los datos
tiendan a acercarse mds; se observa un ajuste de regresion de:
PC (%) =30,84 - 0,8985 Edad (semanas); ademdz el R =94.1% lo que indica un busn ajuste.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 14

Figura 11. Relacion extracto etéreo (EE) y las diferentes edades de corte.

Grafica de dispersion de Extracto etéreo(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica EE (%5) vs. Edad(semanas) muestra la recta de mejor ajuste en la coal podemos observar donde los datos

tiendan a acercarse mds; se observa un ajuste de regresion de:
EE (%)=1,502+0,07947 Edad (zemanas); ademas el B*=73,5% lo que indica un buen ajuste.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 15

Figura 12. Relacion cenizas (CZ) y las diferentes edades de corte.

Grafica de dispersion de Cenizas totales(%) vs. Edad(semanas)
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La grifica CZ (3%) v=. Edad (semanas) muestra la recta de mejor ajuste en la cual pedemos obzervar donde los datos
tiendan a acercarse mds; se observa un ajusts de regresion de:

CEZ(3:)=1046-02118 Edad (semanaz); ademds el B =90,3% lo que indica un buen ajuste.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 16

Figura 13. Relacion fibra cruda (FC) y las diferentes edades de corte.

Grafica de dispersién de Fibra cruda(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica FC (%) ve. Edad (2emanaz) muestra la recta de mejor ajuste en 1a cual podemos observar donde los datos
tiendan a acercarse mas; s2 observa un ajuste de regresion de:

FC(3:)=11,82+0,08107 Edad (semanaz); ademas =l B*=922% lo que indica un buen ajusie.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 17

Figura 14. Relacion extracto libre de nitrégeno (ELN) y las diferentes edades de

corte.

Grafica de dispersion de ELN(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica ELN (%) vs. Edad (semanas) muesira la recta de mejor ajuste en la cual podemos observar donde los datos
tiendan a acercarse mas; se observa un ajusts de regresion de:
ELN (%) =43 38+ 0,9498 Edad (semanaz); ademas el B° = 94 2% lo que indica un buen ajuste.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 18

Figura 15. Relacion fibra de detergente neutro (FDN) y las diferentes edades de

corte.

Grafica de dispersion de FDN(%) vs. Edad(semanas)
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La grafica FDI (%) vs. Edad (semanas) muestra la recta de mejor ajuste en la cual pedemos observar donde los datos
tiendan a acercarse mas; se observa un ajusts de regresion de:

FDN (%) =23.72 + 0,9627 Edad (semanas); ademas el B*=91_2% lo que indica un buen ajusts.

Fuente: Minitab 18, 2018.



Anexo 19

Figura 16. Relacion acido tanico las diferentes edades de corte.

Grafica de dispersion de Acido tanico(%) vs. Edad(semanas)
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La grifica Acido tanico (3%) ve. Edad(zemanas) muestra la recta de mejor ajuste en la cual podemos observar donde
los datos tiendan a acercarse mas; se observa un ajuste de regresion de

Acide tinico (%)= 1,082 + 0,07260 Edad (semanas); ademas el B' = 91,3% lo que indica un buen ajuste.

Fuente: Minitab 18, 2018.
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Anexo 20

Figura 17. Certificado de Andlisis de concentracion de acido tanico de muestra
de trébol rojo variedad Quifiequeli.

MOL

MANAGEMENT OF QUALITY ASSURANCE
AND SERVICES LABORATORIES S.A.C.

INFORME DE ENSAYO
Nro. 14516/17

Andlisis Solicitado por :  Carlos Estupifian Peso de muestra i B4grs.

Solicitud de Ensayo :  Carlos Estupifian Cantidad de muestras |

Producto descrito como : TREBOL Fecha de Recepcion 1 21/08/2017

Procedencia : Lima Fecha de Ensayo i 21/08/2017

Observaciénes Recepcion : Doble bolsa ziploc rotulada Fecha de Emision : 11/09/2017

Identificacion de la Muestra : 01 TREBOL Cod.FQ Interno muestra i 24983

(’ A\
ENSAYO METODO

| DETERMINACION DE TANINOS (ISO 9648:1988 Sorghum- Determination of Tannin Content)

W — = /
RESULTADOS
FQLAB CODIGO
24983 01 TREBOL
ANALISIS RESULTADO
Tannins, as Tannic Acid (%) 1.33
NOTAS:

* Los resultados de este Informe son validos solo para la muestra analizada

* Los resultados reportados en este informe de ensayo proceden de muestras porporcionadas por el Cliente. El laboratorio no es responsable del
origen o fuente de la cual las muestras han sido tomadas

* Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado del
sistema de calidad de la entidad que lo produce.

* El tiempo de vigencia de este informe es de 45 dias calendario, a partir de la fecha de emision del informe de ensayo.

Gerente de Calidad
CIP 63137

Ca. Enrique Pallardelli 346 - Comas, Lima / Telf. (511) 637 6360 / 637 6361 / RPC: (511) 946 480 883 / 993 585 265
laboratorio@mql.com.pe / www.mql.com.pe
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Figura 18. Certificado de Andlisis de concentracion de acido tanico de muestra

de trébol rojo variedad Kendland.

MOL

MANAGE
AND

T OF QUALITY ASSURANCE
RVICES LABORATORIES S.A.C

INFORME DE ENSAYO

Nro. 14517/17

DETERMINACION DE TANINOS

(ISO 9648:1988 Sorghum- Determination of Tannin Content)

Andlisis Solicitado por Carlos Estupifian Peso de muestra 43 grs

Solicitud de Ensayo Carlos Estupifian Cantidad de muestras 1

Producto descrito como TREBOL Fecha de Recepcion 21/08/2017

Procedencia : Lima Fecha de Ensayo 21/08/2017

Observaciones Recepcion Doble bolsa ziploc rotulada Fecha de Emision 11/09/2017

Identificacion de la Muestra 02 TREBOL Cod.FQ Interno muestra 24984
ENSAYO METODO

RESULTADOS
| FQLAB [ CODIGO
5 S e DRRE ‘
24984 02 TREBOL i
ANALISIS RESULTADO J
- {
| 2.33

Tannins, as Tannic Acid (%)

NOTAS:
* Los resultados de este Informe son vélidos slo para la muestra analizada
* Los resultados reportados en este informe de ensayo proceden de muesiras porporcionadas por

origen o fuente de la cual las

Jestras han sido tomadas

Itados de
lidad de la

“Los

yos no deben ser utilizados como una cel

sists

a

tidad que lo produce

* El tiempo de vigencia de este informe es de

Atte

Gerente de Calidad
CIP 63137

Ca. Enrique Pallardelli 346 - Comas, Lima
laboratorio@mgl.com.pe

Telf. (511) 637 6360 / 637 6361

ente. El laboratorio no es responsable del

acién de conformidad con normas de producto o como certificado del

ias calendario, a partir de la fecha de emision del informe de ensayo

www.mql.com.pe

RPC: (511) 946 480 883







