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INTRODUCCION

Espafia es el mayor productor mundial de aceite de oliva, cuya extraccién genera un residuo
denominado alperujo y que tiene una produccién anual nacional de casi 4 millones de
toneladas (Barres, 2013). Por ello, es necesario buscar alternativas para la reutilizacion de
este subproducto. La alternativa de uso en la alimentacion animal representa una opcion
muy interesante, ya que contribuiria no solo a reciclar el subproducto sino también a reducir
los costes de alimentacién, contribuyendo a la sostenibilidad de los sistemas ganaderos, y a
reducir la huella de carbono de los productos animales debido a su produccién regional/local
(Del Prado et al., 2013). Ademas, la inclusiéon del alperujo en la dieta de rumiantes puede
tener un valor afadido debido a su contenido en fenoles y acidos grasos especificos,
reduciendo las emisiones de metano y mejorando el perfil de acidos grasos de los productos
animales (Molina-Alcaide et al., 2010). El alperujo suele permanecer durante un tiempo
variable (0-8 meses) en balsas de almacenamiento antes de su procesado, lo que puede
provocar cambios en su composicién y valor nutritivo. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
analizar las variaciones temporales, producidas durante el almacenamiento, en la
composicién y fermentacion ruminal in vitro de muestras de orujo graso de aceituna.

MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron muestras de orujo graso desecadas y peletizadas obtenidas de la misma balsa,
a intervalos de un mes, durante seis meses consecutivos (diciembre de 2015 - mayo de
2016). Las muestras se molieron (1 mm) y se analiz6 su contenido en materia seca y
materia organica segun la AOAC (1999). El contenido en energia bruta (EB) se determin6 en
una bomba calorimétrica PARR 1356 (Parr Instrument Company, Moline, IL, Estados
Unidos), el contenido en N se analizé por el método de combustion Dumas y el contenido en
extracto etéreo (EE) se midié mediante extraccion con éter de petréleo. La concentracion en
fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente (FAD) y lignina acido detergente (LAD)
se analizé siguiendo la técnica secuencial descrita por Van Soest et al. (1991) y el contenido
en azucares se determind por la técnica de la Antrona (Yemm y Willis, 1954).
Las incubaciones in vitro se llevaron a cabo en viales de vidrio (60 ml) en los que se pesaron
200 mg de materia seca de cada muestra. El liquido ruminal se obtuvo de cuatro ovejas, que
recibieron dos veces al dia heno de gramineas y concentrado en proporcion 2:1. El
contenido ruminal extraido de cada animal se filtré a través de cuatro capas de gasa y se
traslado inmediatamente al laboratorio. El fluido ruminal se mezclé con medio de cultivo
(Goering y Van Soest, 1970) en una relacion 1:4 (vol/vol), a 39 °C bajo gaseado continuo
con CO; y se dosificaron 20 ml de la mezcla en cada vial mediante una bomba peristaltica
(Watson-Marlow 520UIP31). Los viales se cerraron herméticamente y se incubaron a 39 °C
durante 24 horas. Adicionalmente, se incluyeron viales sin sustrato para corregir para la
produccidon de gas procedente del inéculo. Las incubaciones se realizaron utilizando el
inodculo de cada oveja por separado, para obtener cuatro réplicas por tratamiento. Al finalizar
la incubacion, en cada vial se midi6 el volumen de gas y el pH y se tomaron muestras para
el andlisis de la concentracion en N-NH; y acidos grasos volatiles (AGV) siguiendo los
procedimientos descritos por Martinez et al. (2010).
Los resultados in vitro se analizaron mediante un analisis de varianza, utilizando un modelo
mixto con medidas repetidas, donde el tiempo de recogida se consideré como efecto fijo y el
inoculo (oveja donante) como efecto aleatorio. Asimismo, se realizaron contrastes
polinomiales para estudiar el efecto lineal del tiempo de almacenamiento de las muestras.
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RESULTADOS Y DISCUSION
El contenido en materia organica, EE y EB de las muestras presentd pequefas variaciones
durante el almacenamiento (Tabla 1). Por el contrario, la concentracion en azucares
disminuyé de forma acusada (desde 20,2 hasta 2,89%) con el tiempo y aumenté el
contenido en FND (44,5 — 71,2%) y FAD (32,5 — 46,8%). El contenido en PB oscil6 entre
8,65 en diciembre y 10,3% en mayo, sin que se observaran variaciones claras debidas al
tiempo de almacenamiento. En todas las muestras una alta proporcion de la proteina estuvo
ligada a la FAD (44 - 62%), lo que confirma resultados previos e indica una baja utilizacion
de la proteina (Molina-Alcaide et al., 2003). Los valores de composicion quimica estuvieron
dentro del rango sefialado por Molina-Alcaide y Yafiez-Ruiz (2008) en un trabajo de revision.

Tabla 1. Composiciéon quimica de muestras de orujo graso de aceituna recogidas a
diferentes tiempos de almacenamiento en balsa

Tiempo de muestreo

ltem’ Diciembre Enero Febrero Marzo Abril Mayo
Materia seca’ 92,4 89,8 90,6 88,8 92,1 86,2
Materia organica? 93,1 92,5 92,5 92,8 94,8 93,4
Fibra neutro detergente? 445 49,4 51,3 61,7 65,2 71,2
Fibra acido detergente (FAD)? 32,5 36,5 36,6 43,8 45,3 46,8
Lignina® 17,2 19,1 18,2 20,9 20,4 20,9
Extracto etéreo? 10,4 11,8 8,60 11,8 10,3 10,0
Proteina bruta (PB)? 8,65 9,66 9,76 10,1 9,30 10,3
PB-FAD? 4,72 6,01 5,17 5,82 4,40 4,51

Azlcares? 20,2 10,6 8,02 3,34 3,30 2,89
Energia bruta® 21,7 21,9 21,5 22,0 22,0 22,8

"9/100 g materia fresca; 2g/100 g materia seca; * MJ/kg MS

A medida que aumentd el tiempo de almacenamiento se observé un aumento lineal
(P<0,001) en el pH final de los cultivos, asi como una reduccion (P<0,001) lineal en la
produccion de gas, AGV totales, acético, propionico y butirico (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la época de muestreo en los parametros fermentativos in vitro de
muestras de orujo graso de aceituna

Tiempo de muestreo

ltem Diciembre Enero Febrero Marzo Abrii Mayo eem' p=?
pH 6,787 6,87° 6,90° 6,97° 7,04° 708" 0,01 <0,001
Gas (ml) 18,5° 14,5°  14,6° 11,2° 9,552° 8,60° 065 <0,001
AGV (umol)

Total 907° 811¢ 796° 675° 615° 477° 50,2 <0,001
Acético (Ac) 577¢ 513¢ 503¢ 420° 384> 279° 30,4 <0,001
Propiénico (Pr) 204° 179¢ 176° 144° 125 107° 11,0 <0,001
Butirico 91,9°  83,8® 804™ 735 686° 582° 855 <0,001
Valérico 11,1 10,8 10,9 106 10,0 10,6 1,05 0,069
Isobutirico 8,20 8,46 8,56 9,27 885 768 095 0,858
Isovalérico 15,5 16,6 17,1 181 181 140 226 0,714
Ac/Pr (mol/mol) 2,87 2,89 2,88 291 3,06 260 014 0219
N-NHs (mg/l) 217 199 202 229 238 201 271 0,591

" eem: error estandar de la media
2 Efecto lineal del tiempo de muestreo
¢ Medias en la misma fila con diferentes superindices son diferentes (P<0,05)
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En comparacion con la primera muestra (obtenida en diciembre), el almacenamiento durante
tres meses en la balsa provocoé una reduccion del de la produccién total de AGV del 12,2%,
pero el almacenamiento durante seis meses aumenté esta reduccién hasta el 47,4%. La
reduccién observada en la produccion de gas y AGV al avanzar el tiempo de
almacenamiento podria ser debida al menor contenido en sustancias facilmente
fermentables, como los azucares, y al aumento proporcional del contenido en FND y FAD.
Por el contrario, no se observo un efecto lineal del tiempo (P>0,05) en la producciéon de
isobutirico e isovalérico, la relacion acético/propionico ni la concentracion de N-NH;. Estos
resultados concuerdan con las menores variaciones en el contenido en proteina bruta
observadas a lo largo del tiempo de almacenamiento y con la utilizaciéon de un medio de
cultivo que aporta nitrdgeno para los microorganismos ruminales.

Los resultados de este estudio indican que los orujos de aceituna con un mayor tiempo de
almacenamiento tendrian un menor valor nutritivo para los animales rumiantes, por lo que
seria aconsejable su procesado en las primeras fases.
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INFLUENCE OF STORAGE TIME ON CHEMICAL COMPOSITION AND /N VITRO
RUMINAL FERMENTATION OF CRUDE OLIVE CAKE

ABSTRACT: The objective of this study was to analyze the influence of storage time in the
pond on chemical composition and in vitro ruminal fermentation of crude olive cake (COC).
Samples of COC were obtained monthly from the same pond on six consecutive months
(December 2015 - May 2016). In vitro incubations (24 h) were carried out with sheep rumen
fluid to measure the main fermentation parameters. Organic matter (92.5 — 94.8%), ether
extract (8.60 — 11.6%) and gross energy (21.5 — 22.8 MJ/kg) content were slightly variable.
In contrast, there was a pronounced decrease in sugars concentration as storage time
advanced (20.2 to 2.89%), as well as an increase in neutral detergent fibre (NDF; 44.5 —
71.2%) and acid detergent fibre (ADF; 32.5 — 46.8%). Crude protein content ranged from
8.65 to 10.3%, and a high proportion (44 — 62%) was linked to ADF. Increasing storage time
linearly decreased (P<0.001) final pH in the in vitro cultures and the production of gas, total
volatile fatty acids (VFA), acetate, propionate and butyrate. Compared with the sample from
in December, the storage of COC for three months reduced total VFA production by 12.2%,
but increasing storage time to six months resulted in a 47.4% reduction of total VFA, which
was consistent with the decrease in the concentration of sugars, and the corresponding
increase in NDF and ADF. There was no linear effect (P>0.05) of storage time on NHsN
concentrations, production of minor VFA (isobutyrate, isovalerate) or acetate/propionate
ratio. The results indicate that increasing storage time decreases the nutritive value of COC
for ruminants.

Keywords: crude olive cake, storage time, chemical composition, in vitro ruminal
fermentation
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