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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de niveles crecientes de matarraton (MAT,
Gliricidia sepium), pulpa de café¢ (PC, Coffea arabica), orujo de uva (OU, Vitis vinifera) y semilla de
algodon (SA, Gossypium sp.), en mezcla con forraje, sobre la degradacion de la materia seca y la
produccion de metano (CH,) a través de la técnica in vitro de produccion de gases. Para la incubacion
se utilizd heno de pasto Pangola (Digitaria decumbens) (HP) que se mezcld con 5, 15 y 25% de
recursos forrajeros o agroindustriales (porcentaje de la materia seca incubada). A las 18 y 30 horas de
incubacion se determiné la degradacion de la materia seca (DMS), de la fibra detergente neutra
(DFDN), la produccion de gas (P,,) y de metano (P,,). La concentracion de proteina aumento y la de
carbohidratos estructurales disminuy6 con la introduccion de los recursos. Mayores niveles de
inclusion (25 vs. 5%) de MAT y PC aumentaron la DMS. La DFDN aument6 con niveles crecientes
de MAT y SA, pero disminuy6 con la introducciéon de OU. La P,y la P, /g FDN degradada (FDN,)
fue inferior para la mezcla incluyendo SA al 25%. La P, representd el 2.0-3.4% de la energia
incubada. De los sustratos evaluados, los efectos mas positivos en las variables analizadas en el
presente estudio (DMS, DFDN, P,,,) se asociaron con la introduccién de SA y MAT en los mayores
niveles de inclusion (15 y 25%). El OU se muestra como el recurso con menor potencial
antimetanogénico, consecuencia de su menor degradabilidad.
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Anti-methanogenic potential of forage resources and
agro-industrial by-products using in vitro gas production
technique

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of increasing levels of matarraton (MAT, Gliricidia
sepium), coffee pulp (CP, Coffea arabica), grape pomace (GP, Vitis vinifera) and cottonseed (CS,
Gossypium sp.), mixed with forage, on dry matter degradation and methane (CH,) production using
the in vitro gas production technique. Pangola hay (Digitaria decumbens) (PH) was mixed with 5, 15
and 25% forage resources or agro-industrial by-products (percent of incubated dry matter). Dry matter
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degradation (DMD), neutral detergent fiber degradation (NDFD), gas (P,,) and methane production
(Pcyy,) was determined at 18 and 30 hours of incubation. Protein concentration increased and structural
carbohydrates decreased with the introduction of these resources. Higher levels (25 vs. 5%) of MAT
and CP increased DMD. The NDFD increased with increasing levels of MAT and CS, but decreased
with GP inclusion. The P, and P, /g degraded NDF (NDF,) was lower for the 25% CS mixture. The
P4 accounted for 2.0-3.4% of the incubated energy. The most positive effects on the variables
analyzed (DMD, NDFD, P_,,,) were associated with the highets inclusion of CS and MAT (15 and

25%). The GP showed the lowest anti methanogenic potential, due to lower degradability.
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Introduccion

Actualmente existe gran interés por disminuir la emision de gases de efecto invernadero, entre ellos el
metano (CH,), debido al impacto ambiental negativo y al desbalance energético que genera en los
rumiantes (Ramirez et al 2014). De acuerdo con Johnson y Johnson (1995), la emision de CH,,
producto de la fermentacion entérica, puede fluctuar entre 2 y 12% de la energia bruta consumida.
Estrategias de alimentacion tendientes a reducir la metanogénesis repercuten positivamente en la
productividad animal y en la competitividad ambiental del sector ganadero.

Las condiciones tropicales en que se encuentra Colombia le permiten disponer de recursos forrajeros y
agroindustriales que pueden participar en programas de suplementacion estratégica en la alimentacion
de rumiantes. Entre los recursos evaluados en este trabajo se tiene el matarraton (Gliricidia sepium),
leguminosa con alto potencial productivo y contenido de proteina (Cuervo et al 2013); la pulpa de
café (Coffea arabica), principal subproducto fibroso resultante del beneficio himedo del grano de
café (Molina et al 1990; Noriega et al 2008); orujo de uva (Vitis vinifera), subproducto caracterizado
por el aporte de grasa y azicares (Rondeau et al 2013) derivado de la fabricacion del vino y semilla de
algodon (Gossypium sp.), fuente de energia y proteina (Grainger et al 2010) resultante del desmotado
de la cosecha.

Los metabolitos secundarios de las plantas tienen potencial para reducir la metanogénesis (Ortiz et al
2014). El efecto de los taninos es atribuido a la reduccion en la produccion de iones hidrogeno (H,),
consecuencia de la menor digestibilidad de la fibra, y a la inhibicion de bacterias metanogénicas y
protozoos (Tavendale et al 2005; Cieslak et al 2012). En la literatura se reportan contenidos de taninos
de 2.23% para el matarraton (Juma et al 2006), entre 1.8 y 8.56% para la pulpa de café (Noriega et al
2008) y de 5.23% para el orujo de uva (Besharati y Taghizadeh 2009). La adicion de aceites a la dieta
también representa un efectivo medio para reducir las emisiones de CH, en rumiantes, efecto
explicado por la captacion de iones H, (biohidrogenaciéon de dacidos grasos insaturados), la
disminucién en el aporte de sustrato fermentable y, el incremento en la proporcién de propionato a
expensas de acetato o butirato (Ramirez et al 2014; Ramin y Huhtanen 2013). El orujo de uva, ademas
de su contenido de taninos, tiene una alta cantidad de grasa insaturada (84.5% de la grasa total, que
fluctia entre 3-6%), caracteristicas que pueden reducir las emisiones de CH, hasta en un 20% (Moate
et al 2014). Finalmente, la semilla de algodon contiene alrededor de 12% de aceite y en trabajo
conducido por Grainger et al (2008) redujo las emisiones de CH, un 12%.



Por otra parte, los taninos y las grasas pueden afectar negativamente la digestion de la dieta. Los
taninos se unen a proteinas y polisacaridos estructurales retrasando su tasa de digestion e interfiriendo
con la actividad de las enzimas microbianas (McSweeney et al 2001). Las grasas, en nivel superior al
5% de la materia seca consumida, interfieren con la fermentacion ruminal, si bien este efecto es
variable dependiendo del contenido de fibra de la dieta (Bateman y Jenkins 1998). Con base en estos
conceptos, es patente la necesidad de evaluar el nivel 6ptimo de inclusion de recursos forrajeros y
agroindustriales (conteniendo taninos y acidos grasos insaturados) en la dieta de los rumiantes, que
genere reduccion de la metanogénesis sin causar efectos adversos sobre la digestibilidad de la materia
seca. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de niveles crecientes de
matarraton(Gliricidia sepium), pulpa de café (Coffea arabica), orujo de uva (Vitis vinifera) y semilla
de algodon (Gossypium sp.), en mezcla con forraje, sobre la degradacion de la materia secay la
produccion de CH, a través de la técnica in vitro de produccion de gases.

Materiales y Métodos

Localizacion

El experimento se desarrollé en el Laboratorio de Investigacion en Nutricién y Alimentacion Animal
(NUTRILAB), localizado en la Sede de Investigacion Universitaria (SIU) de la Universidad de
Antioquia, Medellin, Colombia.

Sustratos incubados y tratamientos experimentales

Se utiliz6 como sustrato base para la incubacion, heno de pasto pangola (HP) (Digitaria decumbens),
el cual se mezclo con niveles crecientes de matarraton (MAT) (Gliricidia sepium), pulpa de café (PC)
(Coffea arabica), orujo de uva (OU) (Vitis vinifera) y semilla de algodon (SA) (Gossypium sp.). Estos
alimentos representaron el 5, 15 y 25% del peso total incubado. En total se evaluaron 12 tratamientos
experimentales, resultantes de la combinacidon de los factores sustrato (cuatro recursos forrajeros o
agroindustriales) y nivel de inclusion (tres niveles previamente descritos).

Las muestras humedas, correspondientes a MAT, PC y OU fueron presecadas en estufa de ventilacion
forzada (Dies, PJ Tech s.a.s., Colombia) a 65°C por 48 horas. Todos los sustratos secos se molieron a
1 mm en molino estacionario Thomas-Wiley modelo 4 (Arthur H. Thomas Company, Philadelphia)
para su analisis quimico e incorporacion en la técnica in vitro de produccion de gas. El andlisis
quimico incluy6é determinacion de materia seca (MS), proteina bruta (PB), extracto etéreo (EE),
cenizas (MI) (AOAC 2011), fibra detergente neutra (FDN) (Van Soest et al 1991), fibra detergente
acida (FDA) (Raffrenato y Van Amburgh 2011), lignina detergente acida (LDA) (Van Soest 1963) y
energia bruta (EB), cuantificada en bomba calorimétrica adiabatica (IKA C5000, Rhys International,
Ltd., United Kingdom). Los carbohidratos totales (CHO,) fueron obtenidos por la ecuacion CHO=
100-(%PB+%EE+%MI), y los carbohidratos no estructurales (CNE) por la diferencia CHO,-FDN. Los
taninos (TN), expresados como porcentaje de 4cido tanico, fueron cuantificados en el OU, la PC y el
MAT de acuerdo con la metodologia propuesta por Makkar (2003) (Tabla 1).



Tabla 1. Composicion quimica de los sustratos evaloados.

Nutriente | pema Orujo de uva Pulpa de Café 5?1‘!11!]3- £ Matarratin
pangola algodon
WS 89.1 05.3 93.6 o0.6 90.4
PE e 13.0 10.6 20.6 27.1
M1 7.3 5.8 g3 4.8 o8
EE 1.7 6.4 1.5 19.0 33
FDN 70.5 48.1 347 474 366
FDA 412 438 273 352 225
LDA 8.0 s 12.0 10.2 13.0
CHO, g6.6 T4 8 79.5 338 89
CNE 16.1 26.8 448 54 233
EBE . Mcalkg 4.19 450 4.26 6.02 4.76
TN, % - 3.11 3.26 - 0.25

I 2 N o o e - 2 e - e
* Valores expresados en base seca; M5 =Muateria seca; FB= Proteina bruta; MI= Cenizas; EE=
Extracte stéreo; FDON= Fibra detergente neutra; FDA= Fibra detergente acida; LDA= Lignina
detergente deida; CHO= Carbohidratos totales; CNE= Carbohidratos no estruciurales (%); EB=

Energia bruta (Mealkg); TN= Taninos (% de dcido tanico).

Técnica in vitro de produccion de gases

Sustratos incubados e inoculo ruminal.

Para la técnica de produccion de gases se siguid la metodologia descrita por Posada et al (2014), con
la inclusion de bolsas conteniendo el sustrato como unica variante. Para ello, en los frascos de vidrio
con capacidad de 100 ml, se dispuso una bolsa elaborada en TNT (tejido no tejido: fibra de origen
sintético) de 4x4 cm, que a su vez contenia 0.5 g de sustrato, de acuerdo con la participacion
porcentual de los alimentos en cada uno de los tratamientos. Las bolsas fueron herméticamente
selladas al calor para evitar la salida del sustrato durante la incubacion. Bolsas blanco que no
contenian sustrato también se incubaron para corregir por la MS residual adherida a ellas, producto de
su contacto con el indculo.

El liquido ruminal bovino se obtuvo de tres vacas Holstein ubicadas en la Hacienda La Montafia,
propiedad de la Universidad de Antioquia. Diez (10) dias antes de la extraccion del indculo, los
animales fueron alimentados con HP. El inéculo se colect6 manualmente y se transportd hasta el
laboratorio en garrafas térmicas previamente acondicionadas con agua a 40° C.

Produccion de gas y de metano, degradacion in vitro y perfil de fermentacion.

La produccion total de gas (P,) fue medida a traves de un transductor de presion (Asheroft 2089QG -
Precision Digital Test Gauges, USA) a las 18 y 30 h de incubacion. El valor obtenido en unidades de
presion (psi) fue transformado a volumen (ml) mediante el empleo de la ecuacion Y =
-0.1833+5.2098X+0.0598X* (Posada et al 2006). El gas generado en los intervalos 0-18 horas y 18-30
horas se almacen6 en bolsas plasticas con sellado hermético para su posterior analisis de CH, por
cromatografia gaseosa. Los procedimientos relacionados con la colecta de gas, el analisis
cromatografico y el procesamiento de los resultados fueron descritos por Posada et al (2014). La
produccion de CH, (P,
de CH, en cada uno de los intervalos evaluados.

ml) fue calculada a partir del volumen total de gas (ml) y la concentracion



Para determinar la degradacion de la MS (DMS), los bolsas se substrajeron de los frascos de
incubacion en los mismos horarios en que se registro la produccion de gas, se secaron a 65°C por 48
horas en estufa de ventilacion forzada (DiEs, PJ Tech s.a.s., Colombia) y posteriormente se pesaron en
balanza analitica (Precisa Gravimetrics AG, Switzerland). La MS degradada (MS,) se calculo por
diferencia entre la MS incubada (MS,) y la MS residual, previa substraccion del peso de la bolsa TNT
seca y limpia y de la MS resultante del contacto con el indculo en las bolsas blanco. Los resultados se
expresaron en mg MS /g MS.. En la MS residual se determiné el porcentaje de FDN y la degradacion
de este nutriente (DFDN) se obtuvo por diferencia entre la FDN incubada (FDN,) y la FDN residual.
Los resultados se expresaron en mg FDN degradada (FDN,)/g FDN.. La energia digestibleincubada
(ED,) se obtuvo del producto entre la energia bruta incubada (EB,) y la DMS. La produccion de gas y
de CH, fue expresada por gramo de MS, y FDN,. La produccién de CH, también fue expresada como
porcentaje de la EB, y la ED,, asignando al CH, un valor calorico de 9.45 kcal/L (Nkrumah et al
2006).

Para la determinacion de acidos grasos volatiles (AGV’s), el liquido ruminal de cada frasco de
incubacion fue acidificado (con acido sulfurico 98% v/v hasta alcanzar un pH proximo a 2),
centrifugado e inyectado en un cromatografo de gases (Thermo Trace GC Ultra, Thermo Scientific,
USA). Las condiciones cromatograficas fueron descritas por Ramirez et al (2015). La concentracién
de AGV’s (mmol/L) fue calculada a partir de la concentracion (ppm) determinada por cromatografia y
asumiendo una masa molar de 60.05, 74.08 y 88.11 g/mol para el 4cido acético, propidnico y butirico,
respectivamente. Este valor se extrapold a un volumen de 50 ml (volumen incubado) y se relaciond
con la MS, para obtener la produccion de AGV/g MS,.

Analisis estadistico

Se realizdo un andlisis de medidas repetidas en el tiempo con arreglo factorial 4x3, empleando el
procedimiento PROC MIXED de SAS (SAS 2015). Los efectos fijos correspondieron al sustrato (a.),
el nivel de inclusion (B)) y el tiempo (t,); el inoculo fue considerado el efecto aleatorio (y;,). El modelo
general fue Y, = p + o + B, + 7, + (aB); Ho), + (Br), + (aBr), + vy + ey, La prueba Tukey se
empleo para realizar la comparacion de medias, empleando un nivel de significancia del 5%.

Resultados

En la Tabla 2 se muestra la composicion quimica de las diferentes mezclas HP (Digitaria
decumbens)/recurso forrajero o agroindustrial. Al interior de cada recurso, mayores niveles de
inclusion se asociaron con aumento del porcentaje de PB y de TN y, reduccion del contenido de FDN
y, en menor medida, de la FDA. El EE aument6 con niveles crecientes de OU y especialmente de SA.
La composicion quimica de la mezcla con diversos recursos a un mismo nivel de inclusion se hace
mas variable con reduccion en la participacion del HP.



Tabla 2. Composicion quimicas de los tratamisntos evaluados.

Sustrato N B M EE FDN A DA CHOt (NE EB N
j i3 11 23 69.3 408 i il 133 418
8A 13 69 69 4] 67.0 403 83 s 149 446
A 83 6.6 6.0 4.7 L] g6 789 142 443 -
j i6 74 17 63. 403 83 83 16 41 001
MAT 13 19 17 19 634 L i3 6 172 417 0.04
pA] 101 78 11 619 365 93 o8 179 43 0.06
j 49 12 19 9.3 113 & 60 167 4 0.16
u 15 8 11 24 1.1 416 0o 8 177 419 047
JA] 6.6 89 18 849 418 114 37 188 437 078
j 48 13 14 687 403 §2 %63 176 419 0.16
IC 13 4 4 1 63.1 91 §6 83 04 419 049
pA| 6.0 15 1 613 1N 80 8 13 420 082

SA= Semilla de algodon (Gossypium sp.); MAT= Matarraton (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica). NI = Nivel de inclusion, como porcentaje del peso incubado.
#Valores expresados en base seca

PB= Proteina bruta; MI= Cenizas; EE= Extracto etéreo;, FDN= Fibra detergente neutra; FDA= Fibra
detergente acida; LDA= Lignina detergente dacida; CHO= Carbohidratos totales; CNE= Carbohidratos no
estructurales (%); EB= Energia bruta (Mcal/kg); TN= Taninos (% de acido tanico)

En la Tabla 3 se presenta la DMS y la DFDN de los tratamientos experimentales. A las 18 y 30 horas
de incubacion, la mezcla con 5% de inclusion de MAT y PC presentd6 menor DMS respecto a su
introduccion al 25% (p<0.05). La comparacion de los recursos al mismo nivel de inclusion también
permitié evidenciar diferencias en la DMS, en todos los casos con el OU registrando los menores
valores (p<0.05). La variable DFDN solo fue significativa (p<0.05) entre diferentes niveles de OU,
SA, y MAT. Para la SA y el MAT, la DFDN estuvo directamente relacionada con el nivel de
inclusion, caso contrario con el OU, donde la mayor participacién del recurso redujo la DFDN.
Comparando los diversos recursos a un mismo nivel de inclusion, se observéo mayor DFDN para la SA
y menor para el OU y PC (p<0.05).

Tabla 3. Degradacion de la materia seca (DMS) v de la fibra detergente nevtra (DFDN) de la mezcla forraje/recurzo arboreo o
agroindustrial.

DMS ( mg M3 4/g ME;) DFDN ( mg FDNy/'g FDN;)
18 a0 18 30
= Media=DE Media=DE Media=DE Media=DE
s 151233 202+ 63 115252 b 144+ 9.1 c
SA 15 164+ 44 AB 215+ 3.7 A 14717 abA 190=28.7 bA
25 173+ 126 AB 216=10.7 BC 161+ 6.2 ald 235= 132 ah
5 148+ 15.0 b 191+2.8 c 103=5.0 130=84 b
MAT 15 199= 3.6 aA 243= 13.8 bA 104=20.8 AB 178£6.2 abA
25 202=134 ad 285= 190 ad 114= 100 B 217251 ah
5 147+ 18.2 16923 924=114 a 108+ 5.7
or 15 155+ 22.1 B 175=7.0 B 80.7+7.3 atB 803212 B
25 150+ 206 B 1B1 =32 C 464=09 bC 71736 B
5 160=04 b 124=829 b 116=123 140=1.7
PC 15 189+ 27.2 abAB 213=17.0 abA 91.3=108 B 115=11.6 B
25 205+ 28.6 ad 241+ 8.1 aB 83.1+143 BC 110=16.0

a, b, ¢ Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) dentro del mismo sustrato
a diferentes niveles de inclusion



A, B, C Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) entre sustratos al mismo
nivel de inclusion

SA= Semilla de algodon (Gossypium sp.); MAT= Matarraton (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).

# = Nivel de inclusion, como porcentaje del peso incubado.

En las Tablas 4 y 5 se muestra la P,y la P, expresadas con base enla MS,y la FDN,. A las 18 h de

gas

incubacion, solamente se registré diferencia estadistica (p<0.05) en la P, expresada con base en la

FDN,, para los mezclas incluyendo OU y PC. Los valores correspondientes al 25% de inclusion
fueron superiores al 5%. En el mismo horario, la P, expresada con base en la FDN, fue superior
para la mezcla incluyendo OU al 25%. Comparando los diferentes recursos a un mismo nivel de
inclusion, la P,y la Py, por gramo de FDN, fue superior para el OU, la PC y el MAT al 25% de

inclusion respecto el valor obtenido para la SA (p<0.05).

Tabla 4. Produccion de gas (Po;), con base en la degradacion de la materia seca v la fibra detergente neutra, de la mezela forraje/recurso arboreo o agroindustrial.

P, (mlig MSy) P, (mlig FDNy)
18 30 18 30
= Media=DE Media=DE Media=DE Media=DE
L 217257 297= 199 409= 286 605+ 70.2
54 15 225+ 109 318=1202 407+ 709 571+ 170
25 1922129 284=236 318=123 B 405= 449 B
5 234+ 327 340=12 490= 533 726+ 385
MAT 15 219+ 2.6 333=10.7 639= 114 T32= 106
25 245+ 11.9 336= 58 700+ 53.0 A T1I7£ 440 A
5 202+ 254 325=26.8 468=88.7 b T21= 103
oU 15 182+ 20.5 311=29.2 521=496 b 220+ 102
25 196= 185 318=913 1021= 208 aA 1044272 A
5 194+ 11.2 316=23.6 302=380 b 638+ 338
PC 15 189=38.9 297234 397= 9768 ab 852+ 70.2
25 197=21.9 30675 803=165 aA 952+ 321 A

a, b Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) dentro del mismo sustrato a
diferentes niveles de inclusion

A, B Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) entre sustratos al mismo
nivel de inclusion

SA= Semilla de algodon (Gossypium sp.); MAT= Matarraton (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).

# Nivel de inclusion, como porcentaje del peso incubado



Tabla 5. Produccion de metano (Prpgq), con base en la degradacion de la materia seca v la fibra detergente neuotra, de la mezcla
forraje/recurso arboreo o agroindustrial.

Pery (mlig MSg) Prpy (mlig FDNg)
i 18 30 18 30
Media=DE Media=DE Media=DE Media=DE
L 35824 48.0£5.2 [ 97T e 117
sA 15 372240 49892 663=14 869=105
25 20167 45259 479200 B 64502 =}
g 462129 G16=147 963246 131= 255
MAT 15 06=103 611177 105= 43 6 1321357
25 S04+28 547+79 124+ 29 5 A 116= 163 AB
5 32.72+45 558126 743 £ 13.9 110= 5.7
oU 15 310=7.1 53.7+10 875+109 142=15.4
25 309+37 55.6=45 150=42 8 ah 178= 92 8 A
s 310+37 423148 681138 110= 14.8
PC 15 36.5=106 500=10.7 115= 260 135=15.7
25 20776 527138 118= 4 4 A 154= 100 A

a, b Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) dentro del mismo sustrato a
diferentes niveles de inclusion

A, B Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) entre sustratos al mismo
nivel de inclusion

SA= Semilla de algodon (Gossypium sp.); MAT= Matarraton (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).

# Nivel de inclusion, como porcentaje del peso incubado.

Cuando la P, se expres6 como porcentaje de la energia incubada (Tabla 6), sélo se obtuvo
diferencias al comparar los diferentes recursos a un mismo nivel de inclusién. Al 15 y 25% de
inclusion, la EB perdida en forma de CH, fue superior para MAT vs. OU (p<0.05). La SA al 25%
también registré un menor valor respecto MAT (p<0.05).

Las diferencias en AGV’s (Tabla 7) al interior de un mismo sustrato solo se registraron para
el acetato y el propionato (p<0.05), con una tendencia a disminuir, aunque no muy bien
definida. Al comparar los diferentes recursos a un mismo nivel de inclusion, la produccion de
acetato y propionato fue inferior al 5% de OU (p<0.05). Diferencias en la relacion
acetato/propionato solo se registraron entre OU y PC al 15% (p<0.05) a las 18 h de
incubacion.



Tabla 6. Produceion de metans (Pepgy). con baze en la energia bruta y digestible incubada (EE;, ED; ). de la mezela
forraje/recurso arboreo o agroindustrial.

Pony (WEE;) Peny (% EDy)

E 15 a0 18 30
Media=DE Media=DE Media=DE Media=DE
5 1.2+0.11 21+0.17 79=052 106116
84 15 13=013 2.3+ 039 AB TO=084 105185
25 1.0=021 20027 B 59=137 92=120
5 1.5=032 2.6+ 0.59 104 = 2.01 13.8+3.28
MAT 15 1.7=047 3.3+ 085 A4 87=278 135391
25 10=050 3.4+ 056 4 11.0 = 061 11.0=172
5 1.0=006 2.1+ 0.50 T2+1.01 12.5+2.82
ovU 15 1.0=012 21£0.15 B 68=157 11.6=014
25 1.0=000 22+0.18 B 67=080 12.8 = 0.64
5 1.1=012 24+ 033 T0=084 10,0+ 3.34
PC 15 1.5=038 2.5+ 063 AB 22=7130 115+ 2.41
25 13=025 2R+ 071 AB 67=1.70 11.8+3.11

a, b Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) dentro del mismo sustrato a
diferentes niveles de inclusion

A, B Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) entre sustratos al mismo
nivel de inclusion

SA= Semilla de algodon (Gossypium sp.); MAT= Matarraton (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).

# Nivel de inclusion, como porcentaje del peso incubado.

Tahla 7, Producetdn de detdos grasos volatiles de la mezela fomraje recurso arbdreo o agroinduatrial,

Acético Propiénico Butirico Aeético/Propidnico
18 3 18 ki 18 ki 18 30
4 MediaDE Media=DE Media £ DE Media£DE Media £ DE Media=DE Media£DE MediazDE
5 B4 a 92143 AB 19328 A 9421  AB 9123 63:17 jdzld 35206
8 1 a2&eld b 4880 5706 b 116224 39210 382035 6.921.1 4803
B Va6l b M0=12T 10526 b 0021 65412 S S409 3301
i TR6=187 T84zll8 aA 144239 AB 163z24 A 3212 6419 55403 4900
MAT 15 512428 464=100  ab 6.8=21 §0=32 16211 113 63207 AB 1308
B 51618 432492 b 87422 1016 1505 47412 6.2:08 49:06
i 93203 40212 B 10130 B 5610 B 7311 §503 6.0£08 72400
o 15 485478 41558 6.5:0.0 6.5£03 3503 6013 02-19 A 6306
15 497148 631249 5231 11710 92423 7703 T0:18 34201
5 M8 61408 AB 175£13  aAB 135203 AB 93408 71201 48405 4601
KK 15 §175) 080 96=16 b 00:21 6.1:07 1804 6.1z10 B 32204
BRI VRS 46144 122228 b 02+10 63:046 5203 52:08 31402

a, b Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) dentro del mismo sustrato a
diferentes niveles de inclusion



A, B Medias sin letra comun en la columna indican diferencia estadistica (p<0.05) entre sustratos al mismo
nivel de inclusion

SA= Semilla de algodon (Gossypium sp.); MAT= Matarraton (Gliricidia sepium); OU= Orujo de uva (Vitis
vinifera); PC= Pulpa de café (Coffea arabica).

# Nivel de inclusion, como porcentaje del peso incubado.

Discusion

Degradacion de la materia seca y la fibra detergente neutra

La composicion quimica del HP utilizado en el presente estudio (Tabla 1) fluctué dentro de los
valores reportados en otros estudios (Suksathit et al 2011; Tikam et al 2013). Sin embargo, el
contenido de PB se encontrd dentro de los valores mas bajos, lo que puede deberse a la madurez de
dicho sustrato (Archimeéde et al 2000). En la Tabla 2 se evidencia cambio en la concentracion de
nutrientes a medida que se incrementa el nivel de inclusion de recursos como MAT, SA, PC y OU,
caracteristicas que influyeron sobre la DMS y la DFDN por el efecto asociativo de las mezclas. En
términos generales, aumentos en el nivel de inclusiéon de recursos forrajeros o agroindustriales
incrementaron la concentracion de PB, en especial para la mezclas con MAT y SA vy, redujeron el
contenido de FDN y FDA, principalmente en las mezclas con MAT y PC. Esta modificacion en la
densidad nutricional explica los mayores valores de DMS y DFDN con aumentos en el nivel de
inclusion (Tabla 3). El incremento en la concentracion de PB promueve el crecimiento de las bacterias
celuloliticas y la tasa de digestion de la fraccion fibrosa (Knorr et al 2005; Oliveira et al 2004). Los
rumiantes tienen una exigencia minima de 7% de PB en la dieta para promover una adecuada
actividad fermentativa de los microorganismos ruminales (Minson 1990). La reduccién en los
constituyentes estructurales se suma a este efecto, toda vez que la FDN y la FDA se correlacionan
negativamente con la digestibilidad (Barahona y Sanchez 2005).

El efecto asociativo positivo de las mezclas no fue observado con el OU, toda vez que la inclusion de
este material afectd negativamente la DFDN (Tabla 3). A diferencia de las restantes mezclas, niveles
crecientes de OU no se acompafiaron de reduccion en el contenido de FDA (Tabla 2). La
concentracion de FDA se relaciona negativamente con la digestibilidad y su efecto es mas marcado
respecto la FDN. Esto fue evidenciado en el trabajo de Jancik et al (2008), donde la DFDN se
correlaciond mas negativamente con la concentracion de FDA que de FDN, -0.77 y -0.68,
respectivamente. Otra plausible explicacion hace referencia al contenido de TN en el OU (Tabla 1).
Este metabolito secundario es capaz de ejercer un efecto inhibitorio sobre las poblaciones de bacterias,
protozoos y hongos responsables de la actividad fibrolitica (Bodas et al 2012; Wang et al 2012). Los
TN se unen a las proteinas y polisacaridos estructurales, interfiriendo con la actividad de las enzimas
microbianas y, con ello, retrasando la tasa de digestion (McSweeney et al 2001). La inclusion de PC, a
diferencia del OU, no generd diferencias estadisticamente significativas en la DFDN, pero si una
tendencia numérica a la disminucion (Tabla 3). Este efecto también se explica por su contenido de TN
(Tabla 1).

En general, se observa una DMS muy baja para todas las mezclas evaluadas (Tabla 3). Esto puede ser
explicado por la incubacion de los sustratos en las bolsas sintéticas. En este mismo trabajo, para
probar el efecto de la bolsa, se evalué la DMS del HP, incubado dentro de ella o directamente en el
frasco de vidrio. A las 30 horas de incubacion, la DMS promedio del HP incubado en la bolsa fue
18.9%, en tanto que el sustrato en contacto directo con el indculo ruminal registré un valor medio de



26.3%. Si bien, la DMS aumenta, evidenciando un efecto de la bolsa, su valor continta siendo bajo.
Por esta razon, la baja DMS del presente trabajo es mejor explicada por la incubacion de mezclas con
alto contenido de FDN (entre 61.5 y 69.3%) y FDA (entre 37.7 y 41.9%) (Tabla 2), mas que por el
efecto de interferencia de la bolsa.

Las diferencias en la DMS y DFDN entre recursos forrajeros o agroindustriales a un mismo nivel de
inclusion (Tabla 3) también se basan en su composicion quimica. A las 18 y 30 horas, los mayores
niveles de inclusion de OU registraron menor DMS en relacion con las mezclas con MAT, que fueron
las que més modificaron el perfil nutricional, en términos de aumento de PB y reduccion de FDN
(Tabla 2). La Gliricidia sepium es catalogada como una planta con bajo contenido de taninos y alto
contenido de proteina (Apori et al 1998), caracteristicas que favorecieron la DMS en este estudio. Con
respecto a la DFDN, se destaca la superioridad para las mezclas con SA y en menor medida con
MAT, en tanto que la participacion de OU y PC al 15 y 25% originaron un efecto deletéreo (Tabla 3).
Considerando que la participacion porcentual del HP es la misma en todas las mezclas, las diferencias
en la DFDN obedecen a diferencias en la cantidad y calidad de la FDN de los otros recursos
incubados. La SA se caracteriza por presentar un alto contenido de FDN, entre 39.0 y 52.0%
(Bertrand et al 2005), rango dentro del cual se encuentra el valor del ingrediente para el presente
estudio (Tabla 1). Toda vez que el contenido de FDN de los restantes recursos es proximo (OU) o
inferior (PC, MAT) al registrado por la SA, la superioridad en la DFDN para la mezcla incluyendo SA
puede estar explicada por la presencia de linter (fibras cortas de algodén que permanecen adheridas a
la semilla después de retirar las fibras largas) en este ingrediente, el cual corresponde a celulosa
altamente degradable en rumen. En el caso del MAT, PC y OU, la mayor presencia de lignina en la
pared celular puede explicar la menor DFDN. La literatura reporta contenidos de lignina del 10% para
la SA (Bertrand et al 2005), entre 11.8 y 15.4% para MAT (Castillo y Villarreal 2002), 12.3% para la
PC (Salinas et al 2014) y entre 20.2 y 26.7% para el OU (Baumgartel et al 2007), proximos a los
registrados en este trabajo. Al superior contenido de lignina se suma la presencia de TN en la PC y el
OU, con los efectos negativos sobre la digestibilidad, previamente discutidos. La PC adicionalmente
contiene cafeina, compuesto que ejerce un efecto toxico sobre las bacterias. Mazzafera (2002) afirma
que una concentracion del 0.1% inhibe de manera reversible la sintesis de proteinas en bacterias, lo
cual podria afectar la degradabilidad.

Los datos de degradabilidad aqui reportados deben ser interpretados con precaucion, toda vez que una
caracteristica de los estudios in vitro es que los materiales en evaluacion se encuentran molidos, lo
cual aumenta la digestibilidad respecto a las condiciones en que son consumidos por el animal. Los
resultados de Bertrand et al (2005) reflejan esta situacion. Trabajando en condiciones in vitro, los
autores reportaron para la SA molida una DMS entre 56.1 y 60.8%, en tanto para las semillas enteras
esta variable fluctu6 entre 9.4 y 15.9%.

Produccion de gas y de metano

En los experimentos in vitro la P,y la P, esta directamente relacionada con la digestibilidad del
sustrato y ésta a su vez con el perfil nutricional del sustrato incubado. En el presente estudio a las 18
horas, las mezclas con el mayor nivel de inclusion de OU registraron mayor P,y Py, (por g FDN))
(Tablas 4 y 5), lo cual obedece a la menor DFDN (Tabla 3), consecuencia del mayor contenido de TN
y lignina. Ahora, la PC y el OU tienen una concentracion de TN similar (Tabla 1), si bien, la PC no
alcanz6 a generar un efecto deletéreo sobre la DFDN como el OU. Esto puede explicarse por la menor



concentracion de lignina en el recurso y porque las mezclas con el mayor nivel de inclusion de PC vs.
OU presentaron una menor relacion FDN/CNE (2.6/1 vs. 3.5/1).

Cuando se compararon las diferentes mezclas al mismo nivel de inclusion de recurso arbdreo o
agroindustrial (25%), nuevamente la P,y la P, (por g FDN,) (Tablas 4 y 5) fue superior para los
recursos MAT, OU y PC, que mostraron menor DFDN respecto la SA (Tabla 3). De acuerdo con
McGinn et al (2004), la P, obedece principalmente a la degradacion de los carbohidratos presentes
en los alimentos. Esto fue confirmado experimentalmente por Santoso et al (2007), quienes
encontraron una relacion positiva entre la produccion de CH, y la FDN digerida (R*=88.4%, p<0.001).
Partiendo del concepto que la P, es, principalmente, una funcién de la cantidad de pared celular
digerida, y que las mezclas que registraron mayor produccion del gas por g de FDN (Tabla 4) fueron
las que registraron menor DFDN (Tabla 3), es posible proponer que la mayor concentracion de grasa
en el tratamiento de 25% de inclusion de SA (6.0% vs. 2.2% en promedio para los restantes
tratamientos) (Tabla 2) hubiese ayudado a reducir la P_g,, bien por la captacion de iones H,
(biohidrogenacion de acidos grasos insaturados) o por incrementar la proporcion de propionato a
expensas de acetato o butirato. Este ultimo mecanismo no fue evidenciado a partir de los datos
experimentales (Tabla 7).

El hecho de encontrar diferencias estadisticas en P,y Py, por g FDN, y no por g de MS, (Tablas 4 y
5) resalta la importancia de analizar la DFDN en los estudios in vitro. Teniendo en cuenta
consideraciones ambientales y de eficiencia microbiana, se espera una menor Py Py, por g de
sustrato degradado. La eficiencia microbiana aumenta cuando una mayor proporcion de la energia
contenida en el sustrato degradado es fijada en las células y, por lo tanto, no se refleja en la
produccion de AGV y de CH, (Van Soest et al 1992). Desde este punto de vista, el tratamiento con
inclusion de SA al 25% registré mayor eficiencia microbiana en la utilizacion del sustrato, respecto

los tratamientos con MAT, OU y PC.

La P, expresada como porcentaje de la EB, se encuentra proxima al limite inferior del rango descrito
por Johnson y Johnson (1995), entre 2 a 12% (Tabla 6). Las tUnicas diferencias estadisticas
encontradas (al 15 y 25% de inclusion, 30 horas de incubacion) es consistente con la mayor DMS del
MAT vs. el OU y SA en el mismo horario y niveles de inclusion (Tabla 3). La expresion como
porcentaje de la ED, (Tabla 6) estuvo dentro del rango sugerido por Van Soest (1994), entre 5y 12%.

Desde el punto de vista fermentativo, la reduccion en la emision de CH, se asocia con aumento de la
produccion de acido propionico y disminucion en la relacion acetato:propionato (Williams et al 2011).
La fermentacion propionica utiliza H, libres impidiendo la formacion de CH,, a diferencia de la
fermentacion acética y butirica que producen mas H, Como se muestra en la Tabla 7, el perfil de

fermentacion no correspondio con los datos de P, ya que la mezcla con SA al 25%, que fue la que

CH4>
gener6 menor CH,/g FDN, (Tabla 5), no registr6 los cambios mencionados. Igualmente, las
diferencias estadisticas en el perfil de fermentacion entre algunas mezclas incluyendo 5% de recurso
forrajero o agroindustrial (Tabla 7) no se asociaron con la variable P, (Tabla 5), que fue
estadisticamente igual (p>0.05) entre todos los tratamientos al mismo nivel de inclusion. La falta de
diferencia estadistica puede explicarse por la variabilidad asociada con la respuesta y, desde el punto
de vista biologico, por la ausencia de diferencias contrastantes en la composicion quimica del sustrato

incubado (Tabla 1).



Conclusion

Los resultados encontrados permiten concluir que la inclusion de SA y en menor medida, de MAT (al
15 y 25%) mejora la DMS y la DFDN. Este efecto es explicado por el aumento en la concentracion de
PB, que genera un efecto asociativo positivo para la degradacion de los carbohidratos fibrosos. La
mezcla con SA adicionalmente aumenta la concentracion de grasa, lo que finalmente se traduce en
menor P, /g FDN,. El OU y, en menor extension la PC, son los recursos con menor potencial
antimetanogénico, consecuencia de su menor degradabilidad, bien por su mayor contenido de taninos
y, en el caso del OU, por el superior contenido de lignina.
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