Potencial metanogénico y eficiencia de digestion de forrajeras
megatérmicas utilizadas en la alimentacion para rumiantes

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos
Aires, Area Ciencias Agropecuarias

Juan Manuel Cantet
Médico Veterinario — Universidad Nacional de La Plata - 2008

Lugar de trabajo: Cat. Nutricion Animal — Dpto. Produccion Animal - FAUBA

|

==

AUB

>

Escuela para Graduados Ing. Agr. Alberto Soriano
Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos Aires



COMITE CONSEJERO

Director de tesis
Gustavo Jaurena
Ingeniero Agronomo (Universidad de Buenos Aires)
MSc; PhD (Pontificia Univ. Cat6lica de Chile y Univ. of Wales, Aberystwyth/IGER)

Consejero de Estudios
Dario Colombatto
Ingeniero Agronomo (Universidad de Buenos Aires)
PhD (The University of Reading, Inglaterra)

JURADO DE TESIS
Director de tesis
Gustavo Jaurena
Ingeniero Agrénomo (Universidad de Buenos Aires)
MSc; PhD (Pontificia Univ. Cat6lica de Chile y Univ. of Wales, Aberystwyth/IGER)

JURADO
Hugo Arelovich
Ingeniero Agrénomo (Universidad Nacional del Sur)
MSc; PhD (Oklahoma State University, EE.UU.)

JURADO
Diego Pablo Morgavi
Veterinario (Universidad Nacional del Litoral)
Master of Agriculture (Miyazaki University, Japdn)
PhD (Kagoshima University, Japon)
HDR (Blaise Pascal University, Francia)

JURADO
Cecilia Cajarville Sanz
Doctor en Medicina y Tecnologia Veterinaria (Universidad de la Republica, Uruguay)
Doctor (PhD) en Biologia (Universidad de Lleida, Espafia)

Fecha de defensa de la tesis: 23 de agosto de 2017



Dedicatoria

A Fran y Luld, que son lo que sofié en el pasado,
lo que disfruto en el presente y
por quienes construyo mi futuro.



Agradecimientos

Este hermoso trayecto de mi vida comenzé en la FAUBA gracias a la
recomendacion de Fito, mi reconocimiento por el constante apoyo y empuje.

A Gustavo un especial agradecimiento por ensefiarme y dedicarme horas y horas
para que yo entienda lo inentendible. Te agradezco en lo académico y en lo personal por
la compafiia y apoyo cuando Buenos Aires se hacia nostalgica y solitaria.

A la Cétedra de Nutricion, materializada en compafieros, profesores, tesistas,
que se trasformaron en amigos con los largos dias de laboratorio, los almuerzos en la
catedra, los viajes a Congresos Y las salidas. Gracias Pao, Susi, Tori, Jesi, José, Pato,
Ro, Lau, Ale, Mara, Diego y Gustavo.

Mara, Pao y Susana, si los ensayos que realicé tuvieron rigor cientifico, fue por
la ayuda invaluable que me dieron en el laboratorio. Gracias por eso y por la amistad
gue me brindaron sin fisuras, dentro y fuera de la facu.

Ale y Ro, vivir en Capital no hubiese sido lo mismo si no los hubiese conocido;
la ayuda, los consejos, las charlas y el trabajo juntos forjaron una amistad que se
independiz6 de la distancia. A José, un especial agradecimiento por los sabios consejos,
la ayuda incondicional y por ofrecerme una amistad sin prejuicios.

A Rolando Barahona R., y todos los amigos colombianos con los cuales
comparti una experiencia imposible de olvidar. Adrién, Isa, Seba, Raquel, Xiomara,
Erika, Tomas, Natalia, Claudia, Cata, Sergio y tantos mas, jMuchas gracias!

En el trabajo, tanto 0 mas importante es el apoyo de afuera, de mi familia y
amigos, los de Chivilcoy, los de La Plata, los de Concepcion, cada uno de ellos fueron
imprescindibles para que continue y finalice con este proyecto. jGracias a todos!

Finalmente, a la persona que me contuvo, me ayudo, se alegr6 y lloré conmigo,
con la cual comparti esta fase, que, aungque tan importante, solo fue una pequefia parte
de todo lo que nos queda por compartir... Ru, mi agradecimiento va mas alla de las
palabras.



Indice general

D =To [[or= 1 (0] g - WSSOSO i
F | =T [T [ 1=T L (0L OSSPSR \Y;
[La 1o [Tut=N o T=T <Y = PR v
(g Yo Tut=N o EoTUT: o oL viii
QLo [Tut=N e (= 10 LU L = TR Xii
D =Tod - U= T o OSSR XV
ADFEVIATUIAS ...ttt et e et e e st e et e e s aaeebeesteeebeesaeeeneeanee s XVi
=TT U] 1 1= o USSR XViii
F A 01 = o1 PSR RURSR XiX

Capitulo 1. Estado actual del conocimiento sobre el potencial metanogénico y

eficiencia de digestion de forrajeras megatermicas...........ccccoeevveeveeiieseesieennn, 1
1.1, INTRODUCCION ..ocuiiiiiuieiienieieniesiestesiessesseeseaseeseesbessesbessesseeseessesessesbessessesnensens 2
1.1.1. Utilizacién de los compuestos secundarios en la funcién ruminal ............. 5

1.1.2. Compuestos estructurales y no estructurales de los forrajes templados y
tropicales y su rol en la fermentacion ruminal...............cccooveveieiecccceee. 6

1.1.3. Utilizacion del sistema de produccion de gas in vitro para la evaluacion
A FOITAJES ..t 7
1.1.4. Importancia ambiental y nutricional de las emisiones de metano por parte
A€ 10S FUMIANTES. ...c.vveeieceie e enne e 8
1.2, OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt ettt ettt b et nb et e et n e nnn e 10
1.3, HIPOTESIS ettt ettt 11
Capitulo 2. Estandarizacion de la produccidn de gas in Vitr0o ...........cccccveeeieevieenenn, 12
2.1, RESUMEN ...ttt ettt ettt e et ne e nnn e 13
2.2, INTRODUCCION ...ocuviiiieiiieeieeaiteasteesiteesteesseeaseesseesbeesseeasseessseebeesseeensessseeenns 14
2.3, MATERIALES Y METODOS ....coiuiiiiieiiiiaiiesieeaieesieeasteesseeseeesseeasbeesseessessneesnne 18
2.3.1. CoNnSideraciones generales ..........cccccereieiinineneeeeeeee s 18
2.3.2. Preparacion de 10S iNOCUIOS. .........coeiiiieieiiiciceeeee s 18
2.3.3. INCUDACION 1N VIFO ..ovviviiieciecie e 20
2.3.4. ANALISIS QUIMICOS. .....civiiiiiiteeie ettt ettt sre s 21
2.3.5. ANAlISIS ESLAAISTICO .....c.veveiicieciieeeieie s 22
2.4, RESULTADOS. ... ctiittietie it anteeaiteestee st a bt e aie ittt e st e beesbe e e nbeesseeenbeessreaseenaneenes 23
2.4.1. Composicion inicial de 10S INOCUIOS............ccccvviiiiiiiee e 23
2.4.2. Analisis de 10S DIANCOS ........ccveieiieiiee e 23
2.4.3. ANAliSiS de 10S SUSIFALOS ......ccvevviiieeiieieie it 23
2.4.4. Correlaciones entre los parametros A, By ¢ de los modelos de PGA con o
SiN COrreccion POr BIANCOS. .......ccvcvieierieie e 29

A TR B ] 1101 U1 [0 N TR 30



Vi

2.5.1. Objetivos y criterios de VErificacion ............ccoccovveieneiiiicnenecseseeeeee 30
2.5.2. Produccion de gas acumulada por 10s blancos ...........cccccoevviienninennn. 30
2.5.3. Perfiles de los &cidos grasos volatiles de los blancos ............cccccccvevenane. 33
2.5.4. Caracteristicas de la fermentacion de los sustratos incubados con los
INOCUIOS Pre-iNCUDAdOS........c.ecviiiciecc e 34
2.5.5. Correlacion de parametros de la modelacion de PGA corregidos y sin
COrTegir POF DIANCOS .......eecvieiice e 36
2.6, CONCLUSIONES .....utiitieiiiietee sttt e steesite et e siee et esieeebeesbeeebessaseebeessreebeennneenes 38

Capitulo 3. Efecto de los residuos insolubles en agua y en detergente neutro sobre
la digestion ruminal y produccion de metano de forrajeras tropicales y

TEMIPIAAES ... 39
3.1, RESUMEN ..ttt et sttt ettt beenbe et 40
3.2, INTRODUCCION ...ocutiiiiiiieiiisiie ittt sttt sttt nbe e 41
3.3, MATERIALES Y METODOS .....coitiiuiiiiiiiieeiesiee sttt sttt 43

3.3.1. Coleccidn y procesamiento de las muestras de forrajes..........ccccceeuvneee. 43
3.3.2. TrAAMIENTOS. . veevieuierie ettt sttt bbb b reenes 44
3.3.3. ProducCion de gas iN VItFO ........ccceoiiiieieeneneese e 44
3.3.4. Cinética de fermentacion y medicion del metano in vitro.............cc.cov..... 45
3.3.5. Andlisis quimicos de los forrajes utilizados como sustratos.................... 46
3.3.6. Caracterizacion del licor ruminal y los residuos de la fermentacion in
VIEFO ettt b e e ne e 47
3.3.7. ANAlISIS ESLAUISTICOS .....veveviiiiiiieieeeeie e 47
34, RESULTADOS......tiiiitietie ettt ettt ettt ettt ettt b e e neeanneenee s 51
341 EXPEIIMENTO L oottt ettt 51
3.4.1.1. Compuestos SOIUDIES BN AQUA.........ccccvririerieieieicieee e 51
3.4.1.2. ProducCiOn de MELAN0 .........ccueeeieierenieiiesie et 51
3.4.1.3. Digestibilidad in vitro de 10S fOrrajes.........cccoevviiiieriniienencieeine 53
3.4.1.4. Produccion de gas iN VItIrO .......ccceeeieiicic e 57
3.4.1.5. Caracterizacion del licor ruminal ...........cccccoeiiiiiiiiiii e 60
3.4.2. EXPEIIMENTO 2 ..ot 69
3.4.2.1. Compuestos solubles en detergente NEULr0...........cocvrererenerieriniesiniens 69
3.4.2.2. ProducCiOn de MELAN0 .........coueeeieerisesiese e e eneas 69
3.4.2.3. Digestibilidad in vitro de 10S fOrrajes.........ccoovvviiiriinineneneiceene 71
3.4.2.4. Produccion de gas iN VItr0........cccoeiieineiiiese e 73
3.4.2.5. Caracterizacion del licor ruminal ...........cccooeieiiiiiinin e 73
3.5, DISCUSION .ttt ettt sttt sttt sttt e e beesreeentee s 78
3.5.1. Calidad nutricional de los forrajes tropicales y templados...................... 78

3.5.2. Efecto de las fracciones solubles e insolubles en agua y en detergente
neutro sobre la capacidad fermentativa y digestibilidad de las forrajeras

tropicales y templadas .........cccoevieiiiiiie i 81
3.5.3. Potencial metanogénico de las forrajeras tropicales y el rol de los CS en

12 producCion de CHy ....ooveeveeiicecce e 83
3.5.4. Relacion estequiométrica entre los productos de fermentacion ............... 86

3.5.4.1. Primeras 24 h de fermentacion .........coccvevvceeeeiveeie et 86



vii

3.5.4.2. Fermentaciones tardias, @48 Y 72 N. ...c.ccoceveieiiiieiiese e 89
3.5.5. Efecto del tratamiento térmico en las paredes celulares purificadas....... 90
3.6, CONCLUSIONES ....uviuieuieieitestestestesieeseesee et sttt sttt be et esbe st sbe b sbesneeneas 92

Capitulo 4. Efecto de la adicion de extractos de taninos en los perfiles de

fermentacion de forrajeras templadas y tropicales...........ccocooniiiiniinincnns 93
4.1, RESUMEN ..ttt ettt ettt e bt et e s e e e e e nnne e 94
4.2, INTRODUCCION ...oiiitiiitiiaiiieiteeaiteesteeateesteeasbeesteeasbe e sbeesnbeesbeeenbeesieeaneesieeenneens 95
4.3, MATERIALES Y IMETODOS .....ciiitiiiiiiiiiesiieastee sttt e siee et et sieesbeesineeeee s 98

4.3.1. Caracterizacion de 10S eXPerimentos ..........ccccvevvereereeriesieeseeseesee e 98
4.3.2. Descripcidn de los sustratos utilizados en la produccion de gas in vitro.98
4.3.3. Obtencidn de 10S extractos de TC ......cooevereririenienieieee e 99
4.3.4. Tratamientos utilizados para analizar el efecto de los TC en la
fermentacion iN VItrO..........ccooiiiiicicce e 100
4.3.5. Produccion de gas in vitro y andlisis de los residuos de la fermentacién
................................................................................................................. 100
4.3.6. Disefio experimental y andlisis estadistiCos..........ccccovevererereivieenenne 102
A4, RESULTADOS . ...ciutitietieietestestestestesseasesseessessessessessessessesssesesssessessessessessessenns 103
4.4.1. EXPErIMENTO L ..ooiiiiiiic ettt 103
4.4.1.1. Produccion de metano in VILr0........ccocoveierieiinieninenene e 103
4.4.1.2. Digestibilidad in VItrO.........cooviiiiiiiiieeceeee e 103
4.4.1.3. Cinética de la produccion de gas in VItro ........ccccceoverneisenecneenns 103
4.4.1.4. Caracterizacion del licor ruminal ...........ccoocooeiiiininieiieneeeeie 107
4.4.2. EXPEIIMENTO 2 ..ottt ettt 111
4.4.2.1. Produccion de metano in VItro........ccccovveverieieieiise e 111
4.4.2.2. Digestibilidad in VItro.........cccooeeviiiiicc e 111
4.4.2.3. Cinética de produccion de gas in VItro .......c.ccccvveveieeiicne s, 115
4.4.2.4. pHy particion de la energia durante la fermentacion in vitro............. 115
4.5, DISCUSION ....uoiiiiiiiiieitie ettt ettt ettt n e 117
4.5.1. Caracteristicas fermentativas de forrajeras tropicales y templadas ......117
4.5.2. Efecto de los taninos condensados en la fermentacion in vitro de
forrajeras tropicales y templadas...........cocooeveieiiniiiiiien s 120
4.5.3. Papel de los TC en la cinética de produccion de gas in vitro y potencial
MEetan0geniCo de fOrTAJEIaS .......cccvvvirierieie e s 122
4.5.4. Distribucién de la energia entre los productos finales de fermentacion.124
4.6, CONCLUSIONES ....cutiatiiiteiaiiesireasteeaseeasteesiseabeesseeasseesseeaabeessneenseessneenseessnas 128
Capitulo 5. Conclusiones geNErales ...........ccciveiiiieiicie e 129

BIDHOGIrafia ....cc.eoeeciee s 134



viii

Indice de cuadros

Cuadro 1.1 Principales relaciones estequiométricas del proceso de metanogenesis
FUMINAL 1ot b bbbttt et bbbt n e 4
Cuadro 2.1 Composicion quimica de un suplemento comercial para vacas lecheras y de
heno de alfalfa utilizados como sustratos (g/kg MS, excepto la materia seca, g/kg
IVEH) . ettt b et ettt aenrenreeneeres 20
Cuadro 2.2 Produccioén de gas acumulada de las botellas blancos (i.e. licor + medio, sin
sustrato) después de 24 h de fermentacion, inoculadas con licores ruminales pre-
incubados por 0, 1, 2 y 4 h (Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4, respectivamente) .25
Cuadro 2.3 Perfil de &cidos grasos volatiles de las botellas blancos (i.e. licor + medio,
sin sustrato) después de 24 h de fermentacion, inoculadas con licores ruminales
pre-incubados por 0,1, 2 y 4 h(Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4,
TESPECTIVAMENTE). ...ttt bbbt 26
Cuadro 2.4 Pardmetros de la cinética de produccion de gas acumulada (PGA= A+B*(1-
elctiemo)y ¢on y sin correccion con blancos (i.e. Neta (PGAN) y Bruta (PGAB)
respectivamente), digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS, g/kg MS),
pH y N amoniacal (N-NHs) de licores pre-incubados por 0, 1, 2 y 4 h (Control,
Prei-1, Prei-2 y Prei-4, respectivamente) e incubados por 24 h con 2 sustratos. 27
Cuadro 2.5 Perfil de acidos grasos volatiles con y sin correccién de blancos de 2
sustratos; i.e. suplemento para vacas lecheras (Supl) y heno de alfalfa (Heno)
después de 24 h de fermentacion, inoculados con licores ruminales pre-
incubados por 0, 1, 2 y 4 h (Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4, respectivamente). 28
Cuadro 2.6 Correlaciones entre valores después corregidos (PGAN) y sin corregir por
blancos (PGAB) de los pardmetros de produccion de gas acumulada (PGA=
A+B*(1-L¢"MP)) “ohtenidos después de 24 h de fermentacion, incubados con
licores ruminales pre-incubados por 0, 1, 2 y 4 h (Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-
4, TESPECLIVAMENTE). ... eciviiiiitieiie ettt e sre et sre e sreenee e 29
Cuadro 3.1 Composicién quimica (g/kg, salvo para EB, Mcal/kg) de los ocho forrajes
recuperados despues de lavarlos con agua destilada (Lav) o sin lavar (Or)........ 49
Cuadro 3.2 Composicion quimica (g/kg, salvo para EB, Mcal/kg) de los tres forrajes tal
cual (Or) o recuperados después de lavarlos con solucion de detergente neutro y
molidos en fresco (FDNfr) o despues lavarlos con SDN y secarlos en estufa
(B0°C, 4N, FDINSE). ..c.veteiieaiierieiieiesie sttt ettt sttt see st snesreereanes 50
Cuadro 3.3 Produccion de metano (g/kg) afectado por MS incubada (CH4-MSi) o
digerida (CH4-MSd), MO digerida (CH4-MOd) o como la proporcion de energia
perdida como metano (Ym, mcal/mcal) de 8 forrajes lavados con agua o sin
lavar (OFIgINAL). ..o 52
Cuadro 3.4 Digestibilidad in vitro de la materia seca y materia orgénica (ivDMS y
ivDMO, respectivamente) de ocho forrajes templados y tropicales lavados con
agua destilada o sin lavar (Original) despues de 24, 48 y 72 h de fermentacion.54
Cuadro 3.5 Digestibilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN) y FDN digestible
(FDNd) de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua destilada o sin
lavar (Original) después de 24, 48 y 72 h de fermentacion..............ccccceeeveeeennene 56



iX

Cuadro 3.6 Fase Lag (h™) y tasas de produccién de gas acumulada neta (post
correccion con blancos) a la 10 y 60 h de ocho forrajes templados y tropicales
lavados con agua destilada (Lav) o sin lavar (Original)..........ccccoocvviineniennennnne 60

Cuadro 3.7 Produccién de acidos grasos volatiles (AGV, mMol/It) después de 24 h de
fermentacion en de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua
destilada o sin lavar (Original). .........cccooieiiiieiie e 63

Cuadro 3.8 Produccién de acidos grasos volatiles (AGV, mMol/It) después de 48 h de
fermentacion en de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua
destilada o sin lavar (Original). ........cccoveiiiiiee e 64

Cuadro 3.9 Produccion de &cidos grasos volatiles (AGV, mMol/It) después de 72 h de
fermentacion en de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua
destilada 0 sin lavar (Original). .........cccooeiiiieiie s 65

Cuadro 3.10 pH y concentraciones de N proveniente del amoniaco (N-NH3; mg/It) en el
licor ruminal después de 24, 48 o 72 h de fermentacion de ocho forrajes
templados y tropicales lavados con agua destilada o sin lavar (Original)........... 66

Cuadro 3.11 Produccion de biomasa microbiana (BM, mg/100 mg de MO
desaparecida) y eficiencia de sintesis de BM expresado como factor de particion
(FP, mg de MO real digerida/ml de gas producido) de ocho forrajes templados y
tropicales lavados con agua destilada o sin lavar (Original). ...........ccccocevirnnene. 68

Cuadro 3.12 Produccién de metano (g/kg) afectado por MS incubada (CH4-MSi) o
digerida (CH4-MSd), MO digerida (CH4-MOd) o como la proporcion de energia
perdida como metano (Ym, mcal/mcal) de 3 forrajes sin lavar (Original) o
lavados con solucion de detergente neutro analizados en fresco (FDNfr) o
después de SECad0S (FDINSE). ....cceeveiieiieiie ettt 70

Cuadro 3.13 Digestibilidad in vitro de la materia seca y materia organica (ivDMS y
ivDMO, respectivamente) y digestibilidad de la fibra en detergente neutro
(DFDN, % FDN) de 3 forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucion de
detergente neutro analizados en fresco (FDNfr) o después de secados (FDNse).

Cuadro 3.14 Produccién de gas acumulada neta (PGAN, post correcciéon de blancos,
ml), fase Lag (h™) y tasas de PGAN a las 10 y 42 h (T10 y T42, ml/h), de 3
forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucién de detergente neutro
analizados en fresco (FDNfr) o después de secados (FDNSE). .........ccccevevveennee. 74

Cuadro 3.15 Caracterizacion del licor ruminal por medio del pH, N proveniente del
amoniaco (N-NH3z mg/It), produccién de biomasa microbiana (BM, mg MO real
desaparecida) y eficiencia de sintesis de BM, expresada como factor de particion
(FP, mg MO real desaparecida/ml de gas producido) en un sistema in vitro de 3
forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucion de detergente neutro
analizados en fresco (FDNfr) o después de secados (FDNSE). .........ccccevevveennee. 75

Cuadro 3.16 Perfil de acidos grasos volatiles (AGV) después de 24 h de fermentacion
in vitro de 3 forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucion de detergente
neutro analizados en fresco (FDNfr) o después de secados (FDNse). ................ 76



Cuadro 3.17 Perfil de &cidos grasos volatiles (AGV) después de 48 h de fermentacion
in vitro de 3 forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucion de detergente
neutro analizados en fresco (FDNfr) o despues de secados (FDNse). ................ 77
Cuadro 4.1. Composicion quimica (g/kg) de los dos forrajes que se utilizaron como
sustrato (raigras, RG y kikuyo, KK) y de los dos que se utilizaron como fuente
de taninos condensados (TC; Lotus uliginosus, LU y Sauco) realizando los
extractos correspondientes del eXperimento 2..........ccovevveveiiienieeneesieseese e 99
Cuadro 4.2. Produccion de metano (g/kg) después de 24 o 48 h de fermentacion,
afectado por MS incubada (CH4-MSi) o digerida (CH4-MSd), MO digerida
(CH4-MOd) o como la proporcion de energia perdida como metano (Ym,
mcal/mcal) de 2 forrajes con el agregado de extracto de taninos condensados
1) TR 104
Cuadro 4.3 Digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS), de la materia organica
(ivDMO, g/kg MS) de la FDN (DFDN, ¢/ kg FDN) y FDN digestible (FDNd, g
FDN/kg MS) después de 24 y 48 h de fermentacion de 2 forrajes con de extracto
de taninos condensados (TC) de Lotus corniculatus, Quebracho sp. o sin TC
(Control), con o sin la adicion de polietilenglicol (PEG 0 NP)........cccccoceevneneee 105
Cuadro 4.4 Cinética de produccién de gas acumulada neta (PGAN), con los pardmetros
de un modelo no lineal (parametros A, B y ¢ del modelo segin Orskov), Fase
Lag (h) y tasas horarias de PGAN a las 1, 10 y 42 h (ml/h, T1, T10 y T42) de la
fermentacion de 2 forrajes con extracto de taninos condensados (TC) de Lotus
corniculatus, Quebracho sp. o sin TC (Control), con o sin la adicion de
polietilenglicol (PEG 0 NP). .....cooiiiiceceee et 106
Cuadro 4.5 Caracterizacion del licor ruminal, pH y concentracion de nitrégeno
amoniacal (N-NHs, mg/It), produccién de biomasa microbiana (BM, mg/100 mg
de MO desaparecida) y eficiencia de sintesis de BM expresado como factor de
particion (FP, mg/ml) después de 24 y 48 h de fermentacién de 2 forrajes con
extracto de taninos condensados (TC) de Lotus corniculatus, Quebracho sp. o
sin TC (Control), con o sin la adicion de polietilenglicol (PEG o NP)............. 108
Cuadro 4.6 Perfil de acidos grasos volatiles (AGV) después de 24 h de fermentacion de
2 forrajes con extracto de taninos condensados (TC) de Lotus corniculatus,
Quebracho sp. o sin TC (Control), con o sin la adicién de polietilenglicol (PEG
0 NP ettt re e areas 109
Cuadro 4.7. Perfil de acidos grasos volatiles (AGV) despues de 48 h de fermentacion
de 2 forrajes con extracto de taninos condensados (TC) de Lotus corniculatus,
Quebracho sp. o sin TC (Control), con o sin la adicion de polietilenglicol (PEG
3112 TN 110
Cuadro 4.8 Produccion de metano (g/kg) después de 12, 24 o 48 h de fermentacion,
afectado por MS incubada (CH4-MSi) o digerida (CH4-MSd)o MO digerida
(CH4-MOd) de 2 forrajes con el agregado de extracto de taninos condensados.

Cuadro 4.9 Digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS) y de la materia organica
(ivDMO, g/ kg MS) despues de 12, 24, 48 y 72 h de fermentacion de 2 forrajes
con la adicion de diferentes extractos de taninos condensados. ...........cc.ccoeeee. 113
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Cuadro 4.10 Cinética de produccion de gas acumulada neta (PGAN), con los
parametros de un modelo no lineal (PGA= A+Bx(1-e®"), Fase Lag (h) y tasas
horarias instantaneas de PGAN a las 3, 11, 33 y 60 h (T3, T11 T33 y T60) de la
fermentacion de 2 forrajes con la adicion de extractos de taninos condensados.

Cuadro 4.11 Eficiencia de sintesis de BM expresado como factor de particion (mg de
MO digerida/ml de gas producido) de dos forrajes con extracto de taninos
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Resumen

El proposito general de este trabajo fue contribuir al conocimiento sobre el
potencial metanogenico y el valor nutricional de varias forrajeras tropicales (i.e.
metabolismo fotosintético C4). Se analizaron Milium coloratum; Chloris gayana;
Paspalum dilatatum; Urochloa brizanta; Cenchrus ciliaris y Megathyrsus maximus,
ademés de Alfalfa (Medicago sativa) y Raigras (Lolium perenne), evaluando las
caracteristicas nutricionales y el rol de los compuestos solubles (CS), las caracteristicas
de la pared celular (PC) y la presencia de compuestos secundarios (i.e. taninos
condensados, TC) sobre la eficiencia de digestion y los productos de la fermentacién
(gases, acidos grasos volatiles (AGV) y biomasa microbiana, BM). Se utilizé la técnica
de produccién de gas in vitro (PG), y se hipotetizd que una pre-incubacion del licor
ruminal generaria un indculo mas homogéneo, conjetura que resultdé refutada. Aun
teniendo perfiles quimicos similares, se encontré un comportamiento heterogéneo en la
eficiencia de digestion y potencial metanogénico de las forrajeras C4, dependiente tanto
de carateristicas de los CS como de las PC. Al eliminar los CS de P. dilatatum, aumentd
la digestibilidad y disminuy6 la PG (con el consecuente aumento de BM), lo cual indica
que algun CS (o el mismo lavado) afectdo la fermentacion solo en este forraje.
Asimismo, el secado de los sustratos previo a la incubacion in vitro alteré la
fermentacion en forma diferencial. La adicion de extractos de TC indujo diferencias en
los perfiles fermentativos en las forrajeras, por lo cual se recomienda una mejor
caracterizacion de los TC para estudios futuros. A su vez, el analisis estequiométrico de
los procesos bioquimicos del rumen demostré que la relacion entre los AGV y la PG
dependeria de las diferencias asociadas al sustrato, sugiriendo la necesidad de
profundizar su estudio.

Palabras Clave: Compuestos secundarios, Estequiometria ruminal, Forrajeras
tropicales, Gases con efecto invernadero, Metabolismo ruminal, Metano, Nutricion de
rumiantes, Pared celular, Taninos condensados.
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Abstract

The overall purpose of this work was to contribute to the studies about
methanogenic capacity and the nutritional value of various tropical forages (i.e. C4
pathway of photosyntesis); Milium coloratum; Chloris gayana; Paspalum dilatatum;
Urochloa brizanta; Cenchrus ciliaris and Megathyrsus maximus, in addition to Alfalfa
(Medicago sativa) and Ryegrass (Lolium perenne) were analized. Their nutritional
characteristics and the role performed by the soluble components (SC), the cell wall
(CW) characteristics and the presence of secondary compounds (i.e. condensed tannins,
CT) on the efficiency of digestion and the fermentation products (gases, volatile fatty
acids (VFA) and microbial biomass, MB) were analized. The in vitro gas production
(GP) technique was used, and it was hypothesized that a pre-incubation of the rumen
fluid would generate a more homogeneous inoculum, conjecture that was rejected. Even
with similar chemical profiles, a heterogeneous behaviour was found in the efficiency of
digestion and methanogenic capacity of C4 forages, depending on both the
characteristics of SC and on the CW. By eliminating SC of P. dilatatum, digestibility
increased and GP decreased (with the consequent increase in MB), indicating that a SC
(or the same wash) affected fermentation only in this forage. Moreover, the drying of
substrates prior to in vitro incubation modified fermentation differentially. The addition
of extracts of CT induced differences in forage fermentation profiles, therefore a better
characterization of the CT is recommended for future studies. In turn, the stoichiometric
analysis of biochemical processes in the rumen showed that the relationship between the
VFA and GP depend on the differences associated to the substrate, suggesting the need
for further study.

Keywords: Cell wall, Condensed tannins, Greenhouse gases, Methane, Ruminal
metabolism, Ruminal stoichiometric, Ruminant nutrition, Soluble compound, Tropical
forages.



Capitulo 1.
Estado actual del conocimiento sobre el potencial
metanogénico y eficiencia de digestion de forrajeras

megatérmicas



1.1. Introduccion

Los rumiantes poseen un sistema digestivo altamente especializado que gracias a
la presencia de estructuras anatémicas fuertemente adaptadas, les permite retener una
poblacion microbiana (bacterias, metandgenos, protozoarios ciliados y hongos
anaerobicos) que mediante una estrecha relacion simbiotica les otorga la capacidad de
obtener nutrientes y energia a partir de alimentos fibrosos en forma mas eficiente que
otros herbivoros (Morgavi et al., 2010). Los microorganismos ruminales transforman
los polisacaridos en acidos grasos volatiles (AGV), biomasa microbiana (BM) y
productos gaseosos de desecho (e.g. dioxido de carbono y metano, Van Soest, 1994).

Los AGV retienen buena parte de la energia originalmente disponible en los
carbohidratos y son aprovechados para el metabolismo energético de los rumiantes.
Ademaés, la concentracion total asi como la proporcién de cada uno de ellos en la
produccién total (i.e. perfil de AGV), estan relacionados en gran medida con el volumen
y la composicion de los gases de fermentacion (Blimmel et al., 1999), ya que solo la
formacion de acético y butirico libera CO, y H,, que actian como precursores de CHy,
mientras que, por el contrario, la formacion de propionico demanda H* (Figura 1.1,
Janssen, 2010). Teniendo en cuenta que la fermentacion del alimento y la sintesis de
proteina microbiana en el rumen son los principales eventos producto de la digestién en
los rumiantes, las herramientas de evaluacion de alimentos deberian ser capaces de
describirlos (Kiran y Krishnamoorthy, 2007).

Las técnicas in vitro de produccion de gas (Cone, 1998; Menke y Steingass,
1988; Schofield y Pell, 1995a; Theodorou et al., 1994) son herramientas muy valiosas
para los nutricionistas, ya que pueden cuantificar la desaparicion del sustrato incubado,
la cinética de fermentacion y los productos que generan los microorganismos presentes
en el indculo. Sin embargo, aunque esta técnica es utilizada ampliamente para describir
la calidad nutricional de los alimentos para rumiantes, aln existen investigadores que
cuestionan algunos aspectos de la metodologia (e.g. la variabilidad existente en los
diferentes indculos utilizados, Mould et al., 2005b) y reclaman estudios que permitan
desarrollar una herramienta mas confiable, con menor variabilidad (Krishnamoorthy et
al., 2005).

Acetato

Propionato (ruta del acrilato)

CeH ;0 ———— 2C;HO,+20

Butirato

CeH,0g ———— 1 CH,0,+2CO,+4 H

Figura 1.1 Productos derivados de la sintesis de los principales &cidos grasos volatiles
producidos por fermentacién ruminal.



La retencion de energia y nutrientes por parte de los animales determina en
buena medida la productividad de los sistemas ganaderos y desde el punto de vista
nutricional estd mayoritariamente determinada por las caracteristicas del alimento (e.g.
contenidos de fibra, lignina, almiddn) y su interaccion con el sistema digestivo del
animal (AFRC, 1987; NRC, 2001). Producto de dicha interaccion, durante el proceso de
aprovechamiento de los alimentos (i.e. digestion) suceden pérdidas de energia y
nutrientes, como ser pérdidas fecales, gaseosas e incremento calorico (asociado al
trabajo digestivo y a la fermentacion ruminal), y con el metabolismo de los nutrientes,
i.e. pérdidas urinarias y de calor, vinculado con el calor dindmico especifico de los
nutrientes (Van Soest, 1994).

Al comparar distintos alimentos, las pérdidas fecales pueden variar entre un 10 y
un 70% de la energia bruta (EB) del alimento, lo que posiciona a esta pérdida como el
factor singular con mayor contribucién al valor nutritivo del alimento (Blaxter, 1989).
Durante la digestién ruminal, la produccion de gas asociada (principalmente CO, y
CH,) constituye un significativo desperdicio (Beauchemin et al., 2008), que ademas
contribuye con gases de efecto invernadero (Benchaar et al., 2008). La pérdida por CH,
puede variar entre 2 y 15% de la EB consumida y esta influida por el nivel de consumo
y por las caracteristicas de la dieta (e.g. el procesamiento del forraje, contenido y
composicion de la fibra, uso de iondforos o compuestos anti-nutricionales, presencia de
acidos grasos poli-insaturados, nitratos y sulfatos, Beauchemin et al., 2008; Benchaar et
al., 2008; Johnson y Johnson, 1995). Por ultimo, la pérdida de EB como calor de
fermentacion rondaria entre el 5 y el 10%; para la pérdida urinaria se suele considerar
entre un 5y un 8% (Blaxter, 1989).

Actualmente, existe un creciente interés en estudiar la contribucion de los
rumiantes a la emision de sustancias con efecto invernadero, ya que se estima que los
rumiantes producen 80 millones de toneladas de CH4 por afio, representando el 28% de
las emisiones antropomdrficas con efecto invernadero (Beauchemin et al., 2008). El
proceso de metanogénesis ruminal implica la captacion de H™ y la reduccion gradual de
CO, por parte de archaea metanogénicas ruminales (e.g. Methanobrevibacter
ruminantium, Methanobacterium formicicum y Methanomicrobium maobile; Morgavi et
al.,, 2010). Estos microorganismos pueden sintetizar metano a partir de distintos
sustratos, aunque mayoritariamente emplean H, y CO, y en menor medida pueden
utilizar formiato (sal del acido férmico, Ungerfeld, 2015), acetato, metanol y
metilaminas (Church, 1993, Cuadro 1.1).

Las interacciones entre los microorganismos ruminales son maltiples y variadas,
se generan lazos entre diferentes microorganismos, como por ejemplo
Methanobrevibacter ruminantium que aparece unido a la pared de los protozoarios. Se
supone que esta relacion facilita la transferencia de H, y extiende la sobrevida de estos
hospedadores (Janssen, 2010). Alrededor de un 25 % de las archaea metanogénicas
actualmente conocidas estan asociadas a los protozoarios (Morgavi et al., 2010).



Cuadro 1.1 Principales relaciones estequiométricas del proceso de metanogénesis ruminal.

Sustrato Ecuacion

Hyy CO, 4 Hy + CO, |:|'> CH4 + 2 H,O
Formiato 4 HCOzH —> CHs+3CO;+2H0
Metanol 4 CH3;OH —> 3CH;+CO2+2H0

Por otro lado, las poblaciones microbianas se ven afectadas por las
caracteristicas del alimento, que determinan en gran medida los productos de
fermentacion que se generan en el rumen, por ejemplo, el CH4 (Johnson y Johnson,
1995). Entre los principales determinantes de las emisiones de CH, se destaca el
consumo de materia seca (en gran parte debido a la interaccion animal-alimento). Sin
embargo las caracteristicas de los alimentos también influyen en forma significativa,
especialmente a través de la proporcion de fibra insoluble en detergente neutro (FDN),
la composicion de la pared celular y la digestibilidad de la materia seca (Blaxter and
Clapperton, 1965; Jaurena et al., 2015; Moe and Tyrrell, 1979). Consecuentemente son
esperables diferencias en el potencial metanogénico de distintas especies forrajeras en
funcion de las caracteristicas antes mencionadas (e.g. forrajeras templadas vs forrajeras
tropicales; Archiméde et al., 2011), no obstante lo cual persisten diferencias que podrian
explicarse por la presencia de otros compuestos (e.g. taninos).

Existen descripciones cuali y cuantitativas de los productos de fermentacion de
diversos alimentos para rumiantes, y de como las caracteristicas quimicos-nutricionales
(e.g. concentracion de fibra y de los componentes de pared celular, cantidad de N y
energia disponible, proporcion de componentes secundarios) afectan la fermentacion y
el aprovechamiento de los alimentos. Sin embargo, en muchos de estos trabajos estas
evaluaciones no pasan de meras descripciones. Entre los aspectos ndveles de esta tesis
se pretende lograr un mayor grado de integracién de estas descripciones, con el
propdsito de comprender y mejorar la capacidad de prediccion de la energia
metabolizable de los alimentos, a partir de las caracteristicas cuali-cuantitativas de la
fermentacion. Una alternativa menos ambiciosa seria mejorar la comprension de la
relacion entre las caracteristicas de los forrajes y la ineficiencia de digestion ruminal
(definida aqui como la proporcion de la EB perdida en forma sélida o gaseosa durante la
digestion ruminal)®.

Actualmente, tanto a nivel nacional como internacional existe un creciente
interés en valorar los recursos nativos y las especies forrajeras capaces de desarrollarse
con limitantes edéaficas y climaticas (regiones tropicales y subtropicales), tales como las

L El concepto de “Ineficiencia de digestion™ seria analogo al de indigestibilidad, pero permitiria elaborar
un indicador de “Eficiencia de digestion” que tendria en cuenta las pérdidas gaseosas de digestion
ruminal, ademas de las sdlidas.



denominadas forrajeras megatérmicas. A nivel nacional, este fendmeno responde a la
presion de la agricultura que ha promovido la reasignacion del ganado bovino en la
region pampeana, a potreros con suelos con limitaciones de humedad y salinidad, y a
que en las zonas extra-pampeanas (fundamentalmente el centro del pais, NOA y NEA)
se ha producido una creciente retencion de terneros (futuros novillos engordados con
pasturas a campo, Rearte, 2011).

A escala mundial, la creciente preocupacion por las consecuencias del
calentamiento global han llevado a cientificos y empresas especializadas a ocuparse de
estudiar el desempefio de las forrajeras megatérmicas en los posibles escenarios futuros,
por ejemplo: Livestock Emissions Abatement Research Network, LEARN, Warm Season
C4 Grasses for Adaptation to Climate Change, Gramina — grass for innovation,
Victoria (Austr.) 2008 y los talleres sobre “Molecular breeding of pasture plants for
climate change adaptation and mitigation” organizados en Victoria (Australia, 2008),
en Buenos Aires (Argentina, 2010, 2015) y en San Pablo (Brasil, 2010).

Consecuentemente, los programas de fitomejoramiento estan reorientandose a la
identificacion de caracteres mejorables por seleccion tradicional o por medios
biotecnoldgicos para reducir el contenido de lignina, incorporar sustancias con efectos
benéficos (Soliva et al., 2008) y reducir el potencial metanogénico (Goel et al., 2008).

Por otro lado es importante tener presente la amplia diversidad que existe entre
las distintas especies megatérmicas y nativas (también de interés dentro del contexto
antes explicado). Muchas de ellas presentan sustancias que modifican su valor nutritivo,
y probablemente también su potencial metanogénico. Por ejemplo, la mayoria de los
cultivares de Brachiaria, que presentan saponinas (Patra y Saxena, 2010). Aunque el
uso de este tipo de forrajeras tropicales y subtropicales no es nuevo, la caracterizacion
de su calidad nutricional, asi como de la particion de la energia entre los diferentes
productos de fermentacidn es relativamente escasa. Por lo cual, si bien el interés por
manipular los procesos fermentativos ruminales, y de esta forma, los productos
resultantes (i.e. metano, AGV y BM), no es nuevo, hoy en dia, por las razones antes
expuestas, existe un renovado empefio.

1.1.1. Utilizacién de los compuestos secundarios en la funcién ruminal

Los antibiGticos promotores del crecimiento (i.e. Monensina, Lasalocid) han
sido utilizados desde hace muchos afios en todo el mundo, ya que ademés de maximizar
el aprovechamiento de nutrientes, son depresores del gas producido en el rumen (Quinn
et al., 2009; Odongo et al., 2007); sin embargo, la actual resistencia por parte de los
consumidores al uso de antibidticos y sustancias sintéticas en los animales de granja ha
limitado su uso en aquellos destinados para consumo en la Unidén Europea (Diario
Oficial de la Union Europea, 2003). Consecuentemente, en los ultimos afios se ha
empezado a estudiar la utilizacion de compuestos naturales para obtener resultados
semejantes, que permitan salvaguardar la salud humana y el bienestar animal. Por estos
motivos, es que los compuestos secundarios producidos por plantas han cobrado
mayoritaria atencion.



Muchos vegetales producen metabolitos secundarios, algunos con propiedades
antinutricionales que protegen a las plantas de la depredacion por parte de insectos y
herbivoros (Bodas et al., 2008), entre los cuales se encuentran los aceites esenciales, los
terpenos (e.g. saponinas) y los compuestos fenolicos (e.g. taninos).

Los aceites esenciales son componentes naturales de las plantas presentes en
raices, corteza, hojas, flores, tallos, pétalos y fructificaciones, de naturaleza diversa que
les confieren esencia y color caracteristicos (Hirasa, 1998). Las saponinas, presentes en
varias especies vegetales, forman espuma por agitacion en agua y tradicionalmente han
sido estudiadas por sus efectos nocivos sobre los animales asociados a la disminucién
del consumo, ganancia de peso, y con el timpanismo espumoso en rumiantes
pastoreando leguminosas (Patra y Saxena, 2010).

Si bien tanto los aceites esenciales como las saponinas han sido estudiados por
los posibles efectos sobre la digestibilidad, la utilizacion del N y la produccion de CH,4
(PCH,4) (Agarwal et al., 2009; Alexander et al., 2008; Beauchemin y Mcginn, 2006;
Benchaar y Greathead, 2011), son los taninos (en especial los taninos condensados, TC)
los compuestos secundarios que poseen mayor potencialidad de mitigacién de metano,
pudiendo provocar una disminucion de hasta un 46 %, sin riesgo de toxicidad (Knapp et
al., 2014), promoviendo ademas, una mejora en el aprovechamiento de la proteina
(Carulla et al., 2005; Grainger et al., 2009a). Los taninos se encuentran en una amplia
variedad de especies vegetales y son sustancias fendlicas que precipitan proteinas
gracias a la presencia de grupos hidroxilo (Frutos et al., 2004), y es debido a esta
capacidad de precipitar proteinas y modificar su degradabilidad ruminal, que han sido
foco de estudios por numerosos grupos (Rodriguez et al., 2009; Salem et al., 2007), y
también han sido sefialados como los causantes de la diferencia en la PCH, entre
leguminosas templadas y tropicales (Archimede et al., 2011).

1.1.2. Compuestos estructurales y no estructurales de los forrajes templados y
tropicales y su rol en la fermentacién ruminal

En rumiantes el consumo voluntario y la digestibilidad del alimento son
altamente dependientes de la cantidad y caracteristicas de la pared celular del forraje
consumido (Van Soest, 1994), para lo cual comprender cdmo y en que magnitud se
digiere dicha fibra (i.e. fundamentalmente los carbohidratos estructurales) es tan
importante para valorar la calidad nutricional de dichos alimentos. Las paredes celulares
vegetales en gran parte estan constituidas por compuestos insolubles en agua que son
atacados enziméticamente por poblaciones bacterianas que se encargan de romper los
enlaces entre carbonos para obtener energia, y que por su naturaleza resultan retenidos
en el rumen durante periodos variables (Van Soest, 1994).

El sistema de los lavados con detergentes de Van Soest (1991) es una excelente
herramienta para fraccionar los componentes de pared celular, y proveer de informacion
valiosa a los nutricionistas de rumiantes. Las caracteristiccas identificadas por este
sistema son especialmente relevantes para evaluar forrajeras en general y
particularmente para las tropicales que tienen altas concentraciones de fibra con



estructuras anatomicas especializadas, ligadas a su metabolismo fotosintético C4, lo que
las hace de dificil y lenta digestion (Preston y Leng, 1980).

Por otro lado, los compuestos no estructurales también afectan el proceso de
digestion. Es bien conocido el efecto de los carbohidratos solubles en agua, en
detergente neutro, o el mismo almiddn sobre la digestibilidad del forraje, la cinética y
los productos de fermentacion (Wawrzkiewicz, 2010). Adicionalmente se han
identificado otras sustancias (algunas de ellas poco conocidas), tales como metabolitos
secundarios o compuestos solubles no-carbohidratos que pueden modificar la eficiencia
de digestion (Schofield y Pell, 1995b).

El efecto de los compuestos solubles (CS) de los forrajes sobre la digestibilidad
y la fermentacion se puede estudiar analizando las diferencias en estas caracteristicas
entre el sustrato original y la fraccion insoluble (luego de eliminar los compuestos
solubles en agua o detergente neutro; Schofield y Pell, 1995a; Stefanon et al., 1996).

1.1.3. Utilizacion del sistema de produccion de gas in vitro para la evaluacion de
forrajes

Hasta el presente, los sistemas de evaluacion de alimentos utilizados para
determinar la densidad energética de los alimentos (expresada como energia
metabolizable), se valen de la medicion de la digestibilidad para estimar la pérdida fecal
y luego predicen las pérdidas urinarias y gaseosas en forma conjunta (18%, para estimar
la energia metabolizable del alimento; ARC, 1980). EI empleo de las pérdidas fecales
como Unica medicion de las pérdidas de digestion no sélo se debe a su alta contribucién
a la pérdida total, sino a lo sencilla y objetiva que resulta medirla. Por el contrario, las
pérdidas gaseosas (pese a producirse en el mismo sitio y etapa de digestion), al ser de
dificil medicion (exigen equipamiento especial y costoso), son estimadas junto con las
pérdidas urinarias (Blaxter, 1989). Sin embargo, el potencial metanogénico entre dietas
y forrajeras de composicion quimica y digestibilidad similares puede variar
ampliamente (Getachew et al., 2005). Como las caracteristicas fermentativas de los
carbohidratos y proteinas dietarias influencian la eficiencia de sintesis de biomasa
microbiana (ESBM), estos patrones fermentativos deberian ser considerados en la
formulacién de la dieta para rumiantes.

La produccién de gas in vitro como técnica para la evaluacion de alimentos se
fundamenta en la asociacion que existe entre la digestion ruminal de la MO vy la
produccion de gas (PG, Mould, 2003; Mould et al.,, 2005a). Refuerza esta
fundamentacion la relacion existente entre los productos de desecho y los productos de
fermentacion utiles para el metabolismo (i.e. AGV y BM, Blimmel et al., 1999, 1997a).
En los sistemas in vitro, con el proposito de obtener una descripcién completa del
proceso de fermentacion, los respectivos sustratos y productos deberian ajustarse a la
siguiente ecuacion:



Sustrato incubado- sustrato no digerido = BM + AGV + Gases
Donde,

Sustrato real degradado: residuo luego de remover los microorganismos
adherentes y los productos de fermentacion solubles y pequefios
mediante el lavado con solucion de detergente neutro (SDN; Goering y
Van Soest, 1970),

BM: biomasa microbiana,
AGV: acidos grasos volatiles,
Gases: CO, + CHa.

Este modelo conceptual fue originalmente elaborado por Blimmel et al. (1997a),
quienes definieron que la BM se podia estimar a partir de la determinacién de la
cantidad de sustrato desaparecido, la produccion de AGV y gases. Como consecuencia
de esto, y teniendo en cuenta la relacion estequiométrica existente entre el gas de
fermentacion y el perfil de AGV, Blimmel et al. (1997c, 1994) encontraron una
relacion inversa entre gas de fermentacién producido in vitro y la BM por unidad de
sustrato verdaderamente degradado. Lo que implicaria que no necesariamente una
mayor produccién de gas traeria aparejado una mayor aporte de proteina microbiana
para el rumiante.

La relacion entre la MO realmente desaparecida y la produccién de gas fue
definida como el factor de particion (FP) de los nutrientes que se correlaciona
fuertemente con la proporcion de sustrato verdaderamente degradado que se destina
para produccién de células microbianas (Blimmel et al., 1997c). Actualmente la mayor
disponibilidad de medios técnicos (e.g. cromatografia de gases para la evaluacion de
CH; y AGV) facilitaria el desarrollo de un refinamiento sobre los modelos antes
discutidos, tales como la eficiencia de digestion antes presentada que incluiria las
pérdidas energéticas de digestion (i.e. sélidas y gaseosas, ver nota al pie N°1, pagina 7).

Por lo antes expuesto, se puede asumir que para mejorar la eficiencia de
utilizacion de los alimentos, se deberian utilizar herramientas que estimulen la
digestibilidad de la fibra, mejoren la ESBM y generen un descenso en la PCHy,
(Blummel y Lebzien, 2001; Guo et al., 2009; Nagajara et al., 1997).

1.1.4. Importancia ambiental y nutricional de las emisiones de metano por parte de
los rumiantes.

El creciente interés en las emisiones de gases con efecto invernadero obliga a
evaluar en qué medida la alimentacién animal puede contribuir a mitigar la emision de
CH,4. Los alimentos fibrosos producen mayores concentraciones de CH4 por g MS
digerida que los concentrados (Johnson y Johnson, 1995), y se han reportado en paises
con grandes sistemas ganaderos pastoriles como Australia (McCrabb y Hunter, 1999) y
Nueva Zelanda (Ulyatt et al., 2002) importantes emisiones de CH,; en animales
consumiendo forrajes. De las herramientas exploradas como potenciales mitigadoras de
CH,, las mas utilizadas se han centrado en el manejo de los animales (cria y manejo),
manipulacion del rumen (controles bioldgicos, vacunaciones especificas y defaunacion)



y manejo de la dieta (calidad de forraje, mejoramiento genético vegetal, suplementacién
y utilizacién de aditivos, Figura 1.2, Eckard et al., 2010).

Tecnologias para reducir las emisiones de metano entéricas

Manipulacion
Ruminal

v' Control biolégico
v Inmunizacién
v Defaunacion quimica

v' Mejoramiento genético
animal

v' Manejo para mejorar
eficiencia del sistema

/

| v calidad de forraje

N w | v/ Mejoramiento genético vegetal
Mampu'aClon | v Suplementos dietarios

de la Dieta | = Aceites, Probidticos, Enzimas y Acidos dicarboxilicos
i v' Compuestos secundarios de las plantas

= Taninos y Saponinas

Figura 1.2. Estrategias mas comunes utilizadas en la actualidad para reducir las
emisiones de metano provenientes del rumen (adaptado de Eckard et al., 2010)

Ademas de las herramientas tradicionales (Czerkawski y Breckenridge, 1977,
Menke y Steingass, 1988) actualmente, existe accesibilidad a nuevas facilidades
instrumentales in vitro (Cone, 1998; Pell y Schofield, 1993; Theodorou et al., 1994;
Wawrzkiewicz y Danel6n, 2004) que permiten medir la produccion de gases asociada a
la digestion ruminal en forma sencilla y econémica, dando la opcion de caracterizar la
composicion de los gases (i.e. CO,, CHs y Hy).

Aunque estas herramientas no reemplacen las observaciones in vivo (Soliva y
Hess, 2007), son de gran utilidad para estudiar la bioguimica ruminal, la caracterizacion
nutricional de los alimentos y aditivos con potencial efecto mitigador (cuyos resultados
deberian ser corroborados posteriormente en ensayos in vivo, Colombatto et al., 2003;
McGinn et al., 2004).

La adaptacion de los frascos de fermentacion, empleados para estudiar la
digestion ruminal in vitro, para medir la cinética de digestion de los alimentos, la
digestibilidad verdadera (Goering y Van Soest, 1970), la produccion de AGV, el CHy, y
la utilizacion del N por parte de los microorganismos ruminales en forma simultanea
permitiria estimar la distribucion de la energia original del alimento entre los distintos
destinos dentro del rumen (Blimmel et al., 1997a, 1994), analisis de muy dificil
realizacion en otro medio que no sea in vitro.
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1.2. Objetivos

El propdsito general del trabajo fue contribuir al conocimiento sobre el
potencial metanogénico y el valor nutricional de diversos forrajes tropicales de
creciente importancia para la ganaderia bovina.

Los objetivos especificos fueron los siguientes:

1.- Estandarizar el sistema de produccion de gas in vitro, contribuyendo con una
herramienta de menor variabilidad y mayor repetibilidad.

Este objetivo se abordd en el Capitulo 2; donde se evaluo el efecto de una pre-
incubacion del indculo ruminal en la cinética de fermentacion in vitro de las botellas
blanco (i.e. correctores de la técnica), con el fin de generar una herramienta confiable.

2.- Caracterizar el potencial metanogénico, digestibilidad verdadera y produccion de
AGYV a distintos tiempos de digestion para los forrajeras seleccionadas (templadas
y megatérmicas a estados fenolégicos comparables).

3.- Interpretar el rol de los compuestos solubles (en agua y en solucién de detergente
neutro) sobre la fuente de variaciéon del potencial metanogénico y eficiencia de
digestion de los forrajes analizados.

En el capitulo 3 se describen 2 ensayos que pretenden contestar a los objetivos 2 y 3, en
los cuales se evaluaron los efectos de los compuestos solubles en agua y en SDN de
forrajeras templadas y tropicales sobre la eficiencia de digestién por medio de la técnica
de PG.

4.- Analizar la respuesta ante el agregado de taninos condensados como inhibidores
de la metanogénesis sobre sustratos de comportamiento conocido en digestibilidad
verdadera y produccion de AGV y CH,.

Este objetivo serd respondido en el Capitulo 4, para lo cual se llevaron a cabo dos
ensayos donde se evalud el efecto del agregado de diferentes extractos de TC en la
fermentacion de forrajeras templadas y tropicales sobre el comportamiento fermentativo
y los productos derivados.

5.- Estudiar la distribucion de la energia del alimento entre los diferentes destinos (i.e.
produccién de CHj4 AGV, residuo indigestible y proteina microbiana) para
distintos tiempos de digestion.

En los Capitulos 3 y 4, se analiz0 la asociacion entre la desaparicion de sustrato y los
productos de fermentacion para todos los tratamientos descriptos en el trabajo.
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1.3. Hipdtesis

Las especies megatérmicas presentan una amplia diversidad filogenética,
anatomica y estructural que se asocia a diferencias en digestibilidad y valor nutricional.
Esta diversidad hace preveer la existencia de diferencias analogas en el potencial
metanogénico, la eficiencia de digestion ruminal y la composicion de los productos de
fermentacion. En la primera parte del capitulo 3 de esta tesis se desarroll6 un trabajo
exploratorio sobre especies megatérmicas de interés econdmico con el propdsito de
caracterizar estas diferencias.

A lo largo de este trabajo, se especula que los compuestos solubles de las
forrajeras megatérmicas, (e.g. metabolitos secundarios tales como taninos u otros no
identificados hasta el presente), actuan modificando la fermentacion, pudiendo,
eventualmente, disminuir el potencial metanogénico. Independientemente de los
compuestos solubles antes mencionados, las propiedades fisico-quimicas de los
carbohidratos estructurales podrian contribuir a las variaciones en produccion de CHy.

La caracterizacion de forrajeras a través del potencial metanogénico y la
descripcion de las causas de las diferencias entre las especies no han sido exploradas
hasta el momento, por lo que su identificacion constituye un aporte, no solamente desde
el punto de vista académico, sino con importantes implicancias practicas (manejo de las
forrajeras, planes de fitomejoramiento, identificacion de compuestos bioactivos, etc.).

Ademas se prevé corroborar la hipétesis de que la energia realmente digerida de
los forrajes se distribuye entre los AGV, la BM y el CH,4 en funcion de caracteristicas
del sustrato, en consecuencia se espera que al aumentar la proporcion de &cido acético y
acido butirico deberia aumentar la PG y de CH,4. Por otro lado, se espera encontrar una
asociacion entre la PG observada y la predicha por célculos estequiométricos.



Capitulo 2.

Estandarizacion de la produccion de gas in vitro
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2.1. Resumen

Las técnicas de produccion de gas in vitro representan una valiosa herramienta
para describir la cinética de degradacion ruminal de los alimentos. Sin embargo
presentan, en el licor ruminal utilizado como in6culo microbiano, la mayor fuente de
variacion y error. Mas alld de los procedimientos de estandarizacion que se realizan
previo a la incubacion, se sigue encontrando variabilidad entre las botellas blanco (i.e.
sin sustrato) utilizadas como correctores de la fermentacion. En este trabajo se
hipotetizd que un tratamiento de pre-incubacion controlado del licor ruminal podria
contribuir a estabilizar y homogeneizar los residuos sin digerir de los blancos y como
consecuencia, la produccion de gas acumulada (PGA) residual. Los tratamientos se
Ilevaron a cabo realizando una pre-incubacién (i.e. previa incubacion real) con un
sustrato simple similar a la dieta ofrecida a los donantes al 1% p/v durante 0, 1,2y 4 h
(respectivamente tratamientos Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4). Una vez cumplidas las
horas de pre-incubacion, se incubaron en botellas color caramelo de 100 ml, con cada
licor + solucién buffer, dos sustratos contrastantes y sin sustrato (i.e. blancos), para
evaluar la PGA, digestibilidad in vitro de la MS y productos de fermentacion. Se
compararon los perfiles fermentativos entre blancos de los 4 tratamientos, y entre los
sustratos a través de un modelo mixto en blogues completos aleatorizados (test de
Dunnett), ademas se evalud la distribucion de la variabilidad y la homogeneidad de
varianzas (test de Bartlett). Aunque la actividad fermentativa de los inoculos pre-
incubados fue funcional al sistema in vitro, contrariamente a lo especulado, los residuos
de la pre-incubacion aumentaron la variacion entre blancos. Consecuentemente se
concluyd que las pre-incubaciones no sirvieron para generar un licor ruminal mas
homogéneo y menos variable para el sistema de produccién de gas in vitro.



14

2.2. Introducciéon

Contribuir a mejorar la eficiencia de utilizacion de los nutrientes es uno de los
propdsitos mas importantes de la evaluacion de alimentos para animales, ya que el
conocimiento preciso de la calidad de los ingredientes alimenticios permite formular
raciones mas equilibradas y rentables para la alimentacion del ganado sin afectar la
salud de los animales y minimizando la excrecién de nutrientes en el ambiente. Las
técnicas in vitro que evallan la digestibilidad de los alimentos son utilizadas
ampliamente en todo el mundo con propdsitos comerciales y de investigacion. Las
técnicas in vitro de punto final como las propuestas por Tilley y Terry (1963) y Goering
y Van Soest (1970) constituyen técnicas de laboratorio que resultan repetibles,
econdmicas y facilmente aplicables para predecir la digestibilidad de la materia seca.
Sin embargo, las técnicas descriptas en los procedimientos originales, no son apropiadas
para describir la cinética de degradacion de los alimentos.

Por otro lado, las técnicas de produccion de gas in vitro como aquellas
propuestas por Menke et al. (1979) o Theodorou et al. (1994) ofrecen una alternativa
viable para describir la cinética de degradacion ruminal de los alimentos, basado en la
relacion entre la digestibilidad de la MS in vitro (ivDMS) y la produccién de gas
acumulada (PGA, Mould et al., 2005a). Ademas son utilizadas para estudiar los
aspectos bioquimicos de la fermentacion ruminal, ya que pueden cuantificarse los
perfiles de &cidos grasos volatiles (AGV), la sintesis de biomasa microbiana (BM) y la
participacion de los diferentes gases que componen el residuo gaseoso de fermentacion
(i.e. COy CH4 vy Hy, Blummel et al., 1997a). Si bien estas técnicas son utilizadas y
aceptadas ampliamente por la comunidad cientifica en la actualidad, su aplicacién
implica algunos supuestos (Menke 1997, Mould 2005) que no siempre son debidamente
tenidos en cuenta, i.e.:

e EIl sistema in vitro actta como un modelo sencillo representativo de las
fermentaciones microbianas en el rumen.

e La funcion del inéculo es generar un ambiente fermentativo representativo del
rumen, con capacidad hidrolitica reproducible (a través de distintas
incubaciones/periodos) y que idealmente deberia incluir todas las poblaciones
microbianas y enzimas que contribuyen a la digestion.

e El sistema es sustrato limitante, por lo tanto la capacidad hidrolitica del in6culo
no deberia serlo.

e La produccion de gas es proporcional a la materia organica degradada y
metabolizada por los microorganismos ruminales.

El sistema de fermentaciéon in vitro presenta 3 componentes o “patas” que
explican mayoritariamente las fuentes de variacion de la PGA (i.e. sustrato, medio
buffer e inoculo; Figura 2.1). Los sustratos (o en algunos casos aditivos de los sustratos)
son los elementos bajo estudio, de los cuales se va a inferir las propiedades digestivas o
fermentativas de interés. En forma ideal, el medio buffer y el in6culo deberian presentar
nula variabilidad, de tal forma que las diferencias sean asociadas exclusivamente con las
caracteristicas de los sustratos (o aditivos) bajo estudio. Con el fin de garantizar la
confiabilidad, repetibilidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos, los otros
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componentes del sistema de evaluacion deberian generar un ambiente estable libre de
variaciones inesperadas (quimicas, fisicas o bioldgicas).

Revisando la bibliografia, el medio buffer no ha sido muy cuestionado por la
comunidad cientifica, inclusive Mould et al. (2005c) en una detallada revision sobre la
funcionalidad y relevancia de este componente en las PGA, concluyeron que no
representaba una importante fuente de variacion.

S

Inéculo

Figura 2.1 Representacion esquematica de las 3 patas de la técnica de produccion de gas in
vitro (ivTPG). El sustrato es el elemento a evaluar, el medio actla como una pata robusta,
mientras que el indculo supone el mas variable y problematico de los componentes.

Por el contrario, el in6culo (la tercera pata) ha sido ampliamente criticado y
considerado como la mayor fuente de variacion y error de las técnicas de produccién de
gas (PG, Boguhn et al., 2013; Mould et al., 2005b; Rymer et al., 2005). Este punto esta
muy bien descripto por la editorial de la edicion especial del journal “Animal Feed
Science and Technology” (Krishnamoorthy et al., 2005), en el cual se afirma que
aunque la técnica es ampliamente aceptada, todavia se encuentran lejos de convertirse
en una técnica indiscutida. Entre los trabajos presentados en esta edicion especial, méas
de la mitad corresponden a estudios metodolégicos, sugiriendo que aun después de 20
afios de evaluaciones, todavia se requieren ajustes técnicos.

El licor ruminal ideal deberia proveer un indculo microbiano diverso y saludable
(i.e. capaz de contener diferentes grupos de microorganismos), que genere activamente
una representacion fidedigna del proceso de degradacion y digestion ruminal.
Tradicionalmente, y como fuera explicado antes, para estudios de evaluacion de
alimentos, el licor ruminal utilizado deberia propender a la estandarizacion
considerando la especie de ruminates (e.g. bovinos, ovinos, bufalos, etc.), el régimen
alimentario de dichos animales y el tiempo de ayuno previo a la colecta.
Adicionalmente se esperaria que no contribuya a aumentar la variabilidad entre las
botellas “blancos” (i.e. botellas de fermentacion con licor de rumen y medio buffer, sin
el agregado de sustrato).

Es bien conocido que las caracteristicas intrinsecas del fluido ruminal varian
ampliamente entre especies de rumiantes (Mould et al., 2005b). Sin embargo, las
diferencias en las poblaciones microbianas de diferentes rumiantes, no se reflejan en los
resultados de punto final (Bueno et al., 2005), pero si pueden generar diferencias en la
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cinética de PGA (Bueno et al., 2005; Boguhn et al., 2013). Las condiciones de manejo
de los animales experimetales donantes de licor ruminal (Rymer et al., 2005) y la dieta
que reciben (Boguhn et al., 2013; Nagadi et al., 2000) son aspectos que necesitan ser
controlados para estandarizar las caracteristicas minimas del sistema. Estd claro
entonces que para tener un licor ruminal apto como in6culo, debemos utilizar la misma
especie de animales donantes, y ademéas se debe colectar licor ruminal de varios
animales y mezclarlo, con el fin de reducir la variacion individual (Mould et al., 2005b;
Williams, 2000).

Consecuentemente, y con el objetivo de obtener resultados comparables, los
protocolos generales requieren la evaluacion de blancos en forma simultanea con la de
los sustratos. Las botellas blanco son utilizadas de rutina en varias técnicas de PG (Pell
y Schofield, 1993; Theodorou et al., 1994) para corregir la PGA, concentracion de CHy,
fermentacion residual de la MO (y productos de dicha fermentacion) derivados del
indculo (Van Soest, 1994), ya que es el inoculo el encargado de proveer una poblacion
microbiana variada y activa. La media ajustada de la PGA de dichos blancos es utilizada
para corregir la PGA de los sustratos, con el fin de discriminar el gas real producido por
la fermentacion del sustrato y el gas proveniente del indculo y del medio buffer (e.g. el
producido por carbohidratos no digeridos provenientes de licor o dioxido de carbono
proveniente del intercambio entre el buffer bicarbonato y el espacio gaseoso de la
botella; Menke y Steingass, 1988). Consecuentemente se puede distinguir la PGA bruta
(PGAB) de la PGA neta (PGAN; Jaurena et al., 2012).

El procedimiento de correccion mas comunmente utilizado implica restar para
cada horario de medicién el promedio de PG de los blancos a la PG de las botellas
contiendo los sustratos (PGsystr - PGglanco= PGcorregida). Alternativamente se podria optar
por modelar las PGA de los blancos (i.e. idem al modelo no lineal utilizado para
analizar la cinética de PGA de los sustratos) y restar los valores de PGA predichos por
dicho modelo a la PGAB de los sustratos (Jaurena et al., 2011), para generar la PGAN
que es la que se reporta en Ultima instancia. Por el contrario, algunos autores como
Williams (2000) no recomiendan restar los valores obtenidos de los blancos, pero
igualmente sugieren que dichos valores sean reportados en cuadros por separado.

Idealmente, la correccion con blancos absorberia las variaciones derivadas de las
diferencias entre laboratorios o periodos (en forma anéloga a su empleo en muchas
técnicas analiticas de laboratorio), permitiendo calcular la PGAN derivada del sustrato
bajo analisis y habilitando la estimacion de los pardmetros de la cinética de digestion
(i.e. A, B y ¢) “independientemente” de las caracteristicas del indculo empleado. Sin
embargo, tratdndose de material bioldgico, su desarrollo esta condicionado por la
disponibilidad de sustrato.

A diferencia de lo que ocurre en los blancos, donde los microorganismos
metabolizan los residuos de digestion del licor ruminal (con la consecuente PG), en las
incubaciones con sustrato, los microorganismos reciben sustrato nuevo, por lo cual es
esperable una nueva fase de crecimiento microbiano (Mould et al., 2005b). En ambos
escenarios, dado que el cultivo se desarrolla en un sistema cerrado, una vez agotadas las
fuentes de nutrientes se produce la muerte de parte de estos microorganismos por lo que
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se liberan nuevos nutrientes al medio que pueden ser aprovechados por bacterias
supervivientes y asi contribuir al reciclado interno. Este reciclado contribuye con
pequefios picos de PG a tiempos intermedios y avanzados de la incubacién (Hervés et
al., 2005; Rymer et al., 1999).

Aln cuando se ha estudiado en el pasado el rol de los blancos como correctores
de la PGA (Araujo et al., 2011; Carro et al., 2005), existe poca informacion acerca de
las estrategias para el control de la variabilidad.

En el presente trabajo se asume que la variabilidad de los blancos esta asociada
principalmente con la fermentacion de residuos de digestion al momento de la
incubacion y con la consecuente variacion en el nivel de actividad fermentativa de las
poblaciones microbianas presentes en el indculo (las cuales varian entre animales mas
alla de las estandarizaciones de manejo y alimentacion usualmente aplicadas). Por lo
tanto, se hipotetiza que la pre-incubacion del licor ruminal con un sustrato conocido
homogeneizaria la fase de desarrollo de la poblacion microbiana, contribuyendo a
reducir la variacion en las propiedades del indculo empleado para los estudios in vitro, y
concomitantemente estabilizando la PGA residual.

El objetivo perseguido en este capitulo fue obtener un inéculo ruminal apto para
desarrollar incubaciones in vitro con menor variabilidad en la PGAB.
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2.3. Materiales y Métodos

2.3.1. Consideraciones generales

Los tratamientos de los inoculos fueron realizados preincubando el licor ruminal
con un Unico sustrato (heno de alfalfa: grano de maiz:: 70: 30, similar a la dieta ofrecida
a los animales donadores) al 1% (p/v) durante 1, 2 y 4 h (respectivamente tratamientos
Prei-1, Prei-2 y Prei-4, Figura 2.2). Estos in6culos experimentales fueron comparados
con el licor ruminal original (i.e. sin preincubacion, Control) a través de la PGAB,
ivDMS y parametros de fermentacion. Los cuatro indculos experimentales, fueron
incubados por 24 h con dos sustratos contrastantes y sin sustrato (i.e. blancos de los
indculos). El ensayo fue repetido en tres diferentes semanas/periodos (respectivamente,
Pl, PIl y PII), que fueron incluidos en el modelo estadistico como bloques
experimentales.

2.3.2. Preparacion de los indculos

En cada periodo, el fluido ruminal fue colectado de dos ovinos machos castrados
adultos preparados con fistula permanente de rumen (entre seis disponibles, la pareja
que se eligié fue diferente para cada periodo) y alimentados a mantenimiento con una
dieta estandar (heno de alfalfa: grano de maiz:: 70: 30) con un suplemento mineral. El
licor ruminal (relacion aprox. 50: 50 en las fases liquida y sélida de contenido ruminal)
fue colectado durante la mafiana, asegurando 12 h de ayuno, con disponibilidad de agua
ad libitum. Este licor se mantuvo en termos precalentados durante el traslado (menos de
5 minutos) desde el galpén de metabolismo donde estan alojados los animales hasta el
laboratorio donde se llevd a cabo el experimento, garantizando siempre la anaerobiosis
y la temperatura, durante dicha manipulacion. Una vez en el laboratorio el fluido
ruminal fue homogeneizado después de “masajearlo” manualmente por 5-7 minutos en
una bolsa plastica hermética con el fin de facilitar la separacion (y colecta en el fluido)
de los microorganismos adheridos a las fracciones fibrosas. Esta manipulacion se
realizd6 manteniendo la temperatura y anaerobiosis requerida para mantener viable el
indculo (c.a. 39°C y con flujo constante de CO,). Una vez concluido el procedimiento,
el fluido fue filtrado con doble gasa y mezclado con el medio buffer (i.e.licor ruminal:
medio de incubacidn, relacion 1:10).

Las pre-incubaciones fueron realizadas a 39°C, en baldes plasticos oscuros de 2
It que poseian una tapa agujereada, para permitir el gaseo constante de CO,. Los
indculos fueron pre-incubados durante 0, 1, 2 y 4 h generando los tratamientos Control,
Prei-1, Prei-2 y Prei-4, respectivamente, de forma tal que cada indculo representando
uno de los cuatro tratamientos tuvo un horario de comienzo diferente para la verdadera
incubacion (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Arreglo metodol6gico utilizado para crear los tratamientos de pre-incubacion (i.e.
Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4; 0, 1, 2 y 4 horas de pre-incubacién).

Cada tratamiento fue incubado por triplicado con dos sustratos contrastantes
(heno de alfalfa [MS: 90%] y un suplemento comercial para vaca lechera, [MS: 89%]
Cuadro 2.1), molidos hasta llegar a un tamafio de particula de 1 mm, corriendo en
simultaneo, ademas, cinco blancos (i.e. sin sustrato) por cada tratamiento.
Inmediatamente antes de incubar las botellas, se tomaron muestras de los indculos
tratados (i.e. 0, 1, 2 y 4 h de pre-incubacién) para evaluar pH y concentracién de N
amoniacal (N-NHj3).
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Cuadro 2.1 Composicion quimica de un suplemento comercial para vacas lecheras y de
heno de alfalfa utilizados como sustratos (g/kg MS, excepto la materia seca, g/kg

MH).
Fraccion quimica® Suplemento Heno

Materia seca 889 900
Materia organica 925 872
aFDNwo 340 596
FDAwMo 124 388
LDAwmo 32 113
Proteina bruta 185 193
Hemicelulosa 217 208
Celulosa 92 276

'aFDNyo, Fibra insoluble en detergente neutro (libre de cenizas) con alfa-amilasa; FDAwo, Fibra
insoluble en detergente acido (libre de cenizas); LDAyo, Lignina (libre de cenizas, lavados con acido
sulfarico).

2.3.3. Incubacién in vitro

Una vez completado los tiempos de pre-incubacion correspondientes (i.e. 0, 1,2
y 4 h), fueron adicionados 38 ml del medio buffer (correspondientes a soluciones macro
y micro-minerales, peptona, agente reductor y solucion buffer de Carbonato-
Bicarbonato, para méas detalle ver Theodorou et al., 1994) y 4 ml de in6culo ruminal
(Control, volumen final: 42 ml) y para los in6culos ruminales pre-incubados (Prei-1,
Prei-2 o Prei-4) se adicionaron 40 ml de licor ruminal pre-incubado a cada botella (i.e. 4
ml de inéculo ruminal +36 ml de medio buffer pre-incubado) junto con 2 ml de medio
buffer nuevo para llevar a 42 ml a cada botella. Las botellas fueron mantenidas en un
bafio termostatizado a 39°C durante 24 h, garantizando que el nivel del agua siempre
esté por encima del contenido de las botella. La produccion de gas in vitro fue realizada
de acuerdo a los procedimientos delineados por Theodorou et al. (1994) y modificados
por Wawrzkiewicz y Danel6n (2004).

Los cambios de presion dentro de las botellas de incubacién fueron medidos
mediante un transductor de presion (modelo T443A, Bailey y Mackey Ltd.,
Birmingham, Inglaterra) conectado a una valvula de tres vias que contenia una aguja
(tamafo 16x5-25Gx5/8) para punzar la septa y a una jeringa graduada para medir el
volumen de gas producido. El volumen fue corregido por la cantidad de MS incubada
(c.a. 210 mg de MS en cada botella).

La PGAB fue medida tomando la presion (psi) y el volumen (ml) alas 1, 2, 4, 6,
8, 12, 16 y 24 h (i.e. 8 tiempos) de incubacion en todas las botellas. El volumen fue
corregido segun la presion de acuerdo a un modelo de regresion lineal (luego de
chequear los datos de comportamiento anomalo -outliers- de la base de datos), para
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generar una nueva observacion de volumen mas precisa para cada botella en cada
tiempo. A esta PGAB producida por la fermentacion del sustrato de las botellas fue
corregida por la PGAB de los blancos para generar la PGA neta (PGAN), i.e.:

PGANgstrato (ml) = PGABgystrato (ml) - PGABgjanco (ml)

Una vez cumplidas las 24 h de incubacion, la fermentacion fue interrumpida
agregando 2-3 gotas de una solucion saturada de timol en cada botella. Inmediatamente
después los residuos de sustrato sin digerir fueron individualmente filtrados en bolsas
filtrantes ANKOM® (#F57, ANKOM technology, NY, EE.UU.), para determinar con
posterioridad el residuo de FDN.

La ivDMS fue calculada a partir de los residuos de las bolsas filtrantes después
de ser tratados con solucidon de detergente neutro de acuerdo con Van Soest et al.
(1966), y calculada de la siguiente forma:

100
MS incubada

Por otro lado, al final de la incubacién se midi6 el pH (peachimetro Hanna®,
modelo HI 9025), y se tomaron alicuotas del liquido residual post-filtrado, para evaluar
acidos grasos voléatiles (AGV, estabilizados con acido ortofosforico al 25%; relacion
1:5, acido: muestra) a traves de cromatografia gaseosa (columna capilar Nukol [30 mt x
0.32 mm de diametro x 0.25 um de finura]; Perkin Elmer - Elite FFAP; Part. N9316354.
Se utilizd hidrogeno como carrier con un flujo de 2,4 ml/min. Para la curva de
calibracion se utilizé una mezcla estandar de AGV marca Supelco [Cat. N° 46975-U]).
Otra alicuota fue preparada y estabilizada con &acido sulfarico 0,02 N (relacion 1:1,
muestra: acido) para medir la concentracién de N-NHj utilizando un kit de uremia
(Laboratorios Wiener ®).

ivDMS = (100 — residuo de FDN)x

2.3.4. Andlisis quimicos

Todos los procedimientos fueron ajustados segun los protocolos estandarizados
del Programa para el Mejoramiento de la Evaluacion de Forrajes y Alimentos
(PROMEFA, Jaurena y Wawrzkiewicz, 2008). Para resumir, las muestras de Heno y
Suplemento fueron secadas (65°C, 48 h) y molidas (1 mm; molino tipo Willey) antes de
la caracterizacion. Todos los resultados fueron reportados en base MS (105°C durante 4
h, AOAC N°976.63). El contenido de cenizas fue determinado después de ignicion
completa a 500°C por 4 h (AOAC, 1995; N°942.05). El contenido de proteina bruta
(PB= N total x 6,25) fue determinado por Kjeldahl (AOAC, 1995; N°984.13) con un
aparato marca Pro-Nitro® (Selecta J.P., Barcelona, Espafia) y el extracto etéreo fue
determinado en un aparato Soxhlet con éter de petroleo (AOAC, 1990; N°930.39). La
fibra insoluble en detergente neutro con el agregado de a-amilasa (aFDNwmo), la fibra
insoluble en detergente acido (FDAMmo) Y los contenidos de lignina (LDAmo, obtenidos
mediante lavados con acido sulfurico) fueron reportadas libres de cenizas de acuerdo
con Goering y Van Soest (1970) y Van Soest et al. (1991) y determinadas con
equipamiento ANKOM® (Modelo 220).
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2.3.5. Andlisis estadistico

Los resultados correspondientes a los blancos (PGAB de Control, Prei-1, Prei-2
y Prei-4) sin incubacion de sustrato alguno fueron analizados por ANVA de acuerdo a
un disefio en bloques completos aleatorizados (bloque = periodo). En forma anéloga,
fueron analizados los resultados de PGAN para los dos sustratos contrastantes (heno de
alfalfa y un suplemento comercial).

Los resultados de PGAN (i.e. obtenido después de corregir con los blancos
correspondientes), como la PGAB (i.e. sin correccion alguna) fueron ajustados al
modelo no lineal propuesto por @rskov y McDonald (1979) (i.e. PGA=A+ B X (1 —
e~ ¢*t)), utilizando el Procedimiento NLIN de SAS (2002). Los parametros de este
modelo (Par A, Par B y Par c) para la PGAB y PGAN fueron analizados de acuerdo al
modelo general del experimento. Los AGV también fueron analizados con y sin
correccion por blancos, y junto con las medias de N-NHj3, pH y parametros de ajuste de
la PGA (de los blancos y de los sustratos corregidos y sin correccién) obtenidos de los
diferentes tratamientos de pre-incubacion (i.e. Prei-1, Prei-2 y Prei-4) fueron
comparados contra el Control (licor ruminal con 0 horas de pre-incubacion) mediante el
test de Dunnett, utilizando el Proc Mixed del paquete estadisitico SAS (2002), donde el
periodo y la interaccion entre tratamiento x periodo fueron tomados como factores
aleatorios, considerando la aproximacién de Kenward-Roger para estimar los grados de
libertad. Las diferencias entre medias fueron declaradas significativas cuando p< 0,05.
Las diferencias entre las varianzas de los tratamientos en los blancos, fueron testeadas
mediante el test de Bartlett (Snedecor y Cochran, 1989).

Ademas se realizaron analisis de regresion utilizando el Proc REG (SAS 2002) y
correlaciones entre los datos corregidos y sin corregir por blancos mediante el Proc
CORR de SAS (2002).
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2.4. Resultados

2.4.1. Composicion inicial de los inoculos

Las caracteristicas de los inoculos fueron similares entre el Control y los licores
ruminales pre-incubados, tanto para la acidificacion del medio (pH= 7,0, EEM= 0,13;
p> 0,05) como para la concentracion de N amoniacal (N-NH3= 38 mg/It; EEM= 3,1; p>
0,05).

2.4.2. Andlisis de los blancos

Al evaluar la cinética de fermentacion, se encontré que el Par A (representando a
los compuestos rapidamente degradables) no difiri6 de cero para ningun tratamiento
(EEM= 0,127; Cuadro 2.2) y que las réplicas contribuyeron con el 33% del total de la
varianza.

La PGA durante la primer hora de incubacion (PGAw) no mostrd diferencias
entre tratamientos (p> 0,05), siendo la variacion total mayormente explicada por el
periodo. En relacion a esto, pudimos observar que la PGAy difirié de 0 (Control y Prei-
1, p< 0,09; Prei-2 y Prei-4, p< 0,05). Por otro lado, los parametros c (tasa del Par B) de
los tratamientos pre-incubados no fueron diferentes del Control (p> 0,05) y la
variabilidad entre réplicas dentro de un mismo periodo fue la responsable del 27% del
total de variacion.

Las PGA después de la primer hora (PGAu-t24) Y durante toda la incubacion
(PGA4) fueron significativamente (p< 0,05) afectadas por una y dos horas de pre-
incubacion. Por otro lado, el Par B (gas producido por la porcion de sustrato
potencialmente degradable) aumentd solo cuando se pre-incub6 el licor durante una
hora, (c.a. el doble con respecto al Control). Asimismo se encontré una correspondencia
linear entre el Par B y la PGAw4 (PGAw4 (Ml) = 0,98 (EEM=0,018) x B + 0,27 (EEM=
0,243), r>= 0,98). No se encontraron diferencias entre las varianzas de los tratamientos
para ninguna de estas variables.

Los tratamientos de pre-incubacion incrementaron la concentracion de AGV en
un c.a. 94% (p< 0,05; Cuadro 2.3), explicado principalmente por la concentraciones de
los acidos acético y propionico (84% de los AGV totales en todos los tratamientos, p>
0,05). En general (excepto para el é&cido butirico) las réplicas contribuyeron
minimamente a la variacion total (i.e. 1 a 21% de la variabilidad). Para todos los AGV
(excepto para el acético) las varianzas de los tratamientos fueron heterogéneas. No se
hallaron diferencias en pH (media general= 7,3; EEM= 0,07; p> 0,05), concentracion de
N-NH3 (media general= 51,3 mg/It; EEM= 8,02; p> 0,05), asi como tampoco para la
relacion acético/propidnico o en las concentraciones de acidos butirico y valérico (p>
0,05).

2.4.3. Analisis de los sustratos

El andlisis de los pardametros derivados de la modelacion de la PGAN y PGAB
mostrd diferencias asociadas a los tratamientos, para el caso del Par B (Prei-1 fue 99% y
36% mayor que el Control, para PGAN y PGAB, respectivamente; p< 0,05; Cuadro
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2.4), aunque no hubo diferencias en los Par A y Par ¢ (p> 0,05). Por otro lado, al
analizar la variabilidad de los tratamientos, se encontré que las réplicas eran
responsables de un mayor porcentaje de variabilidad en los pardmetros de fermentacion
cuando los valores modelados eran corregidos por los blancos, sin embargo cuando no
eran corregidos, la distribucion (entre periodos y réplicas) fue méas pareja. Por otro lado
si bien hubo diferencias esperables en la ivDMS entre sustratos (p<0,05, Cuadro 2.4),
los tratamientos de pre-incubacién no generaron un cambio en el aprovechamiento de
los sustratos (p>0,05), tampoco hubo cambios significativos en las concentraciones de
N-NH; después de 24 h de fermentacion (p> 0,05). Al evaluar los perfiles de AGV sin
correccion por blancos, se observd que los tratamientos de pre-incubacion
incrementaron las concentraciones de acido propiénico (p< 0,05; Cuadro 2.5) y la
proporcion de acético y propionico en la concentracion total de AGV (Control= 73%,
Prei= 78%; p< 0,05). Asimismo, solo Prei-2 y Prei-4 aumentaron las concentraciones de
acetico y de AGV totales (p< 0,05). No hubo cambios en el &cido butirico, ni en los
isbmeros de butirico y valérico (media general isobutirico= 3,7, isovalérico= 3,0
mMol/lt; p> 0,05). En cambio, cuando se corrigieron los AGV por su blanco
correspondiente, no se encontraron diferencias entre tratamientos (p> 0,05) para
ninguna de las variables evaluadas.

El estudio de la produccién de AGV por parte de los sustratos estudiados mostro
una marcada diferencia entre el Suplemento y el Heno, reflejada en las mayores
concentraciones de AGV totales, acético, propionico, butirico y valérico en el
Suplemento. Por su parte, el Heno mostr6 una mayor relacién acético/propiénico
(heno= 2,8; supl= 2,1; p< 0,05), sin embargo, la proporcion de estos &cidos en la
concentracion total de AGV fue la misma para ambos sustratos (media general= 78%,
p>0,05).



Cuadro 2.2 Produccion de gas acumulada de las botellas blancos (i.e. licor + medio, sin sustrato) después de 24 h de fermentacion,
inoculadas con licores ruminales pre-incubados por 0, 1, 2 'y 4 h (Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4, respectivamente)

Tratamientos Distribucion de la
Variable* EEM®  Sign® variabilidad" (%) Heterog.eneid?d
Control  Prei-1 Prei-2 Prei-4 Der Res de varianza
n=3 n=3 n=3 n=3
Produccion de gas acumulada bruta; PGAB = A+B*(1-et"1mr?)
A (ml) 0,19 0,05 0,02 0,33 0,127 ns 67 33 *
B (ml) 7,3a 16,2b 14,2a 11,9a 2,37 * 53 47 ns
c (h'l) 0,44 0,21 0,24 0,28 0,054 ns 73 27 -
Produccion de gas acumulada bruta (ml)
tl 29 2,7 3,4 3,7 0,88 ns 79 21 -
t1-t124 4,7a 12,7b 10,7b 8,6a 1,53 * 56 44 ns
t24 7,9a 15,9b 14,0b 12,3a 2,22 * 68 32 ns

parametros: A: Fraccion soluble; B: Potencialmente degradable; y c: Tasa de B; t1, PGAB a la hora 1; t1-t24, PGAB desde la hora 1 a la hora
24; 124, PGAB en 24 h. *Error estandar de la media. >Sign, Significancia; ns, no significativo (p>0,05); *, p<0,05. *Per, periodo (i.e. variacion
entre indculos); Res, Residual del error (i.e. variacion entre réplicas/botellas). Comparaciones segin Dunnett (Control vs Prei-1, Prei-2 y Prei-4),
letras diferentes en la misma linea indican p< 0,05. *Evaluada por el test de Bartlett, ns, p> 0,05; *, p< 0,05.
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Cuadro 2.3 Perfil de acidos grasos volatiles de las botellas blancos (i.e. licor + medio, sin sustrato) después de 24 h de fermentacion,
inoculadas con licores ruminales pre-incubados por 0, 1, 2 y 4 h (Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4, respectivamente).

) Distribuc de la
Tratamientos s
i ) ., | variabilidad” (%)  Heterogeneidad de
Variable - - - EEM Sign . 5
Control Prei-1 Prei-2 Prei-4 varianza
Per Res
n=3 n=3 n=3 n=3

Acidos grasos volatiles(tAGV, mMol/litro)

Totales 27,0a 43,6b 52,8b 52,2b 3,10 * 90 10 *
Acético 14,9a 30,0a 27,8a 30,3b 2,52 * 79 21 ns
Propionico 5,3a 12,9b 13,3b 13,6b 1,67 * 98 2 *
Butirico 3,1 3,5 3,7 4,8 1,19 ns 57 43 *
Valérico 3,6 3,6 3,6 3,6 3,01 ns 99 1 *

Acético/Propionico 3,2 2,4 2,5 2,3 0,54 ns 97 3 *

Ac+Pr/AGV tot (%) 78 87 85 84 8,9 ns 97 3 *

! Acético/Propionico, Tasa entre los cidos acetico y propidnico; Ac+Pr/AGV tot, Proporcion de la sumatoria de los &cidos acético + propiénico en la
concentracion de AGV total. 2Error estandar de la media. ®Sign, Significancia; ns, no significativo (p> 0,05); *, p< 0,05. *Per, periodo (i.e. variacion entre
inculos); Res, Residual del error (i.e. variacion entre réplicas/botellas). *Evaluada por el test de Bartless, ns, p> 0,05; *, p< 0,05. Comparaciones segun
Dunnett (Control vs Prei-1, Prei-2 y Prei-4), letras diferentes en la misma linea indican p< 0,05.
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Cuadro 2.4 Pardmetros de la cinética de produccién de gas acumulada (PGA= A+B*(1-e"™™™)) con y sin correccién con blancos (i.e. Neta
(PGAN) y Bruta (PGAB) respectivamente), digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS, g/kg MS), pH y N amoniacal (N-NHz3)
de licores pre-incubados por 0, 1, 2 'y 4 h (Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4, respectivamente) e incubados por 24 h con 2 sustratos.

Tratamientos Sustratos® ID.iStri.t) ' dila
Variables _ _ _ EEM?  Sign® EEM  Sign variabilidad” (%)
Control  Prei-1 Prei-2 Prei-4 Supl Heno Per Res
n=6 n=6 n=6 n=6 n=12 n=12
PGAN (con correccion por blancos, ml)
Par A -4,7 -6,9 -4,7 -2,4 1,00 ns -6,9 -2,4 0,66 Fkk 38 62
Par B 205a 408b 286a 313a 27,5 * 347 259 17,8 *x 5 95
Par ¢ 0,03 0,02 0,03 0,02 0,006 ns 0,03 0,01 0,004 *x 41 59
PGAB (sin correccidn por blancos, ml)
Par A 0,79 -1,9 0,8 2,7 2,38 ns -1,4 2,6 1,95 Fkk 76 24
Par B 176a 238b 215a 181a 18,7 * 271 134 14,9 Fkk 59 41
Par ¢ 0,05 0,07 0,08 0,09 0,010 ns 0,06 0,09 0,009 Fkk 58 42
Caracterizacion del licor ruminal
ivDMS 662 632 643 652 6,7 ns 758 536 4,9 Fkk 36 64
pH 7,2a 7,1b 7,1b 7,1b 0,04 falalel 7,0 7,2 0,03 Fkk 66 34
N-NH; (mg/It) 50,9 53,9 43,8 45,8 5,69 ns 46,7 50,5 3,56 ns 13 87

Parametros: A: Fraccion soluble; B: Potencialmente degradable; y c: Tasa de B; “Error estandar de la media. *Significancia; ns, no significativo (p> 0,05);
* p< 0,05; **, p< 0,01; *** p< 0,001. *Supl, Suplemento para vaca lechera; Heno, Heno de alfalfa; *Distribucion de la variabilidad; Per, periodo (i.e. var.
entre indculos); Res, Residual del error (i.e. var. entre réplicas/botellas). Comparaciones segin Dunnett (Control vs Prei-1, Prei-2 y Prei-4), letras diferentes
en la misma linea indican p< 0,05.




Cuadro 2.5 Perfil de acidos grasos volatiles con y sin correccion de blancos de 2 sustratos; i.e. suplemento para vacas lecheras (Supl) y heno de
alfalfa (Heno) después de 24 h de fermentacion, inoculados con licores ruminales pre-incubados por 0, 1, 2 y 4 h (Control, Prei-1, Prei-2 y
Prei-4, respectivamente).

) Distrib. de la
Tratamientos Sustratos variabilidad® (%)
Variable EEM'  Sign? EEM  Sign
Control  Prei-1 Prei-2 Prei-4 Supl Heno
Per Res
n=6 n=6 n=6 n=6 n=12 n=12

Acido grasos volatiles corregidos por blanco (AGV, mMol/litro)

Totales 29,8 24,9 31,9 31,2 3,92 ns 39,7 19,2 2,41 Fkk 41 59
Acético 17,7 14,4 17,9 18,9 3,84 ns 21,1 13,4 3,08 Fkk 58 42
Propidnico 7,9 6,8 8,5 8,3 0,89 ns 11,6 4,1 0,62 Fkk 30 70
Butirico 3,9 2,5 3,2 2,8 0,48 ns 4,9 1,2 0,33 Fkk 59 41

Acido grasos volatiles sin correccion por blanco (AGV, mMol/litro)

Totales 62,6a 79,5a 93,4b 90,1b 3,63 *x 91,6 71,4 2,41 Fkk 10 90
Acético 32,7a 42,8a 47,6b 49,2b 2,44 kel 47,1 39,1 1,41 Fhx 28 72
Propiénico 13,2a 18,9b 21,1b 21,9b 1,20 Fkk 22,6 14,9 0,85 Fkk 47 53
Butirico 7,3 7,8 7,9 7,5 0,62 ns 9,5 57 0,53 Fkk 69 31

Error estandar de la media. “Sign, Significancia; ns, no significativo (p> 0,05); *, p< 0,05; **p< 0,01; *** p< 0,001. *Distribucién de la variabilidad; Per,
periodo (i.e. variacion entre inoculos); Res, Residual del error (i.e. variacion entre réplicas/botellas). Comparaciones segiin Dunnett (Control vs Prei-1, Prei-2 y
Prei-4), letras diferentes en la misma linea indican p< 0,05.
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2.4.4. Correlaciones entre los parametros A, B y ¢ de los modelos de PGA con o sin
correccion por blancos.

Las correlaciones entre los parametros obtenidos a partir de la modelacion de
cinética de PGA corregida (i.e. 72 datos) y sin corregir por blancos de la base de datos
completa (i.e. 72 datos, 4 tratamientos x 3 réplicas x 3 periodos x 2 sustratos) mostro
que para el Par C la correlacion no fue significativa (Cuadro 2.6, p> 0,05). Por el
contrario, la correspondencia entre los Par A y B derivados de los modelos PGAB y
PGAN resulto significativa (p< 0,05).

En el analisis de correlacion de estos pardmetros para cada tratamiento por
separado mostré una relacion significativa entre los Par A de todos los tratamientos de
los modelos corregidos y sin corregir (R?, 0,42-0,86; p< 0,05). Para el caso del Par B no
hubo buena correlacion, salvo los datos obtenidos del inéculo Control (p< 0,05). Un
andlisis similar del par C diferenciando por tratamiento tampoco mostro
correspondencia entre los parametros derivados de PGAB y PGAN.

Cuadro 2.6 Correlaciones entre valores después corregidos (PGAN) vy sin
corregir por blancos (PGAB) de los parametros de produccion de gas
acumulada (PGA= A+B*(1-e“""™)) obtenidos después de 24 h de
fermentacion, incubados con licores ruminales pre-incubados por
0, 1,2y 4 h (Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4, respectivamente).

Variable! Par A Par B Par ¢
Correlaciones de la base de datos completa
r 0.83 0.52 -0.06
Significancia folekal folekal ns

Correlaciones por tratamiento

Control
r 0.71 0.64 0.22
Significancia ** * ns
Prei-1
r 0.68 -0.30 -0.36
Significancia * ns ns
Prei-2
r 0.64 0.46 -0.18
Significancia * ns ns
Prei-4
r 0.93 0.47 -0.15
Significancia folekal ns ns

Ir, coeficiente de correlacion; ns, p> 0,05; *, p< 0,05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001.
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2.5. Discusion

Un licor ruminal estable y homogéneno es considerado un pre-requisito
fundamental pata obtener resultados de produccion de gas robustos, sin embargo
muchos autores coinciden en sefialar que el indculo es el componente peor descripto y
mas variable de los sistemas in vitro (Cone et al., 2002; Craig et al., 1987; Dijkstra et
al., 2005; Mould et al., 2005b; Williams, 2000). Una estandarizacion de este factor
contribuiria a asegurar la independencia de los parametros de fermentacion de los
alimentos de esos mismos indculos (asociados al lugar, especie de los animales
donantes, las condiciones de estos mismos donantes, etc).

2.5.1. Objetivos y criterios de verificacion

El objetivo del experimento descripto en este capitulo fue obtener un indculo
ruminal con una menor variabilidad en la PGA y una coherente funcionalidad para los
estudios de digestion in vitro. Estas caracteristicas deberian verificarse a través de la
observacion de mayor repetibilidad entre blancos (menor variacion entre réplicas y entre
repeticiones), y consecuentemente entre los parametros ajustados para los sustratos a
partir de las PGAN (parametros A, B y ¢ de un modelo no lineal). La funcionalidad del
medio se verificaria a partir de la falta de efecto de los tratamientos con respecto al
Control, fundamentalmente en la ivDMS y en la PG vy, en forma ideal, también en la
produccién y composicion de AGV.

Idealmente el impacto de los blancos sobre la estimacion de los parametros de
modelacion de PGA (i.e. A, B, c) deberia ser nulo, ya que se espera que el blanco ideal
sea cercano a cero y poco variable, por lo cual la PGAB tenderia a la PGAN. Como
consecuencia de esto la correlacion entre los pardmetros de modelacion de PGAB y
PGAN seria mayor cuanto menor sea el impacto de los blancos en la correccion de la
PGAN.

2.5.2. Produccién de gas acumulada por los blancos

En funcién de los objetivos recién sefialados, es deseable que la PGA de los
blancos (i.e. sin sustrato) constituya una baja proporcion del total de gas producido por
las incubaciones con sustrato, que tengan baja variabilidad total, y que dicha
variabilidad esté explicada en mayor medida por los periodos (fuente de variacién que
puede ser controlada por bloqueo en el disefio estadistico, o por la correccion por los
blancos al calcular la PGAN).

Con el fin de asegurar una mejor estimacion de los pardmetros de PGAN de los
sustratos estudiados, el blanco ideal, ademas de ser poco variable, no deberia producir
gas, i.e. los Par A y Par B del modelo no lineal deberian ser cercanos a cero, y el Par ¢
deberia ser cercano a uno; de este modo la PGA lograria su maximo potencial (B-A)
inmediatamente, sin embargo esta condicion se contrapone a la necesidad de proveer un
indculo activo.

Segun el protocolo original de Menke y Steingass (1988) la colecta del in6culo
ruminal previo a la alimentacion de los animales (alimentados 2 veces por dia,
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suponiendo un ayuno de 12 h) reduce la variacién en la composicién (y por ende,
actividad) del indculo. Pero, Payne et al. (2002) encontraron que la colecta de licor
ruminal 4 u 8 h post-ingesta reducia la variabilidad de la PGA entre periodos (semanas
de experimentacion), en comparacion con un inoculo extraido con 12 h de ayuno,
generando una mayor reproducibilidad y asegurando la minima actividad microbiana
requerida. En nuestro trabajo, el indculo Control puede considerarse analogo al del
protocolo de Menke y Steingass (1988, i.e 12 h de ayuno), mientras que los indculos
pre-incubados fueron incubados 1, 2 y 4 h después de ofrecer sustrato a la poblacion
bacteriana, anélogo a los indculos obtenidos post-ingesta, pero en un ambiente mas
controlado que el propio del rumen.

El principal efecto de la pre-incubacion fue el aumento en la PGA de los blancos
que paso de 7,9 ml en el Control a casi el doble para los tratamientos de pre-incubacién
(15,9, 14,0 y 12,3 ml respectivamente para Prei-1, Prei-2 y Prei-4), valores reflejados en
forma idéntica en los modelos ajustados como la suma de A+B (i.e. respectivamente
7,5;16,2; 14,2 y 12,2 ml para Control, Prei-1, Prei-2 y Prei-4).

El Par A (intercepta del modelo) de la modelacion de la PGA, en ningun caso
difirié de cero (0,02 — 0,33 ml; EEM= 0,127 ml), y no se detectaron diferencias entre
tratamientos (Cuadro 2.2): en todos los casos la PG “inmediata” (i.e. “A”) de los
blancos aporté menos del 3% al total del gas producido (A+B). Esta fraccion reflejaria
el gas residual disuelto en el liquido y material particulado del indculo. Considerando la
pequefia magnitud de dichas contribuciones no resulta sorprendente la heterogeneidad
de varianzas observada entre tratamientos. Adicionalmente, es interesante resaltar que
para el Par A la contribucion del periodo a la varianza total (67%) fue superior a la
contribucion de las réplicas (i.e. efecto de las botellas, 33%).

En concordancia con estas observaciones, Gierus et al. (2008) compararon como
afectaba la correccidn por blancos en varios alimentos para dos sistemas de produccién
de gas diferentes, y encontraron que el efecto de los periodos incrementaba la
variabilidad de la PGA, utilizando la técnica de Hohenheim. Estos resultados indican
que, contrariamente a lo buscado, la pre-incubacion de los indculos no contribuy6 a
uniformizar la PGA de los blancos de la primera hora (asociada con la fraccién soluble),
ni al Par A.

Por otro lado, el andlisis de la PG asociada con la fraccion del sustrato
potencialmente fermentable (i.e. Par B), mostré que las pre-incubaciones incrementaron
dicho valor, pero que disminuy6é en correspondencia con la duracion de la Pre-
incubacidon, analogo a lo que se observd para PGAu.rp4 de los blancos. En forma
concomitante se observd que el parametro “c” aumentd en la medida que se redujo el
valor del parametro “B” (c = 2,75 x B*%% R2 = 0,9998). Estas diferencias en la PGA de
los blancos podrian ser explicadas por el incremento en la actividad microbiana en los
tratamientos pre-incubados debido a la oferta de sustrato extra que tenian con respecto
al Control. Concomitantemente, estos inoculos mantuvieron sus caracteristicas
fermentativas y su capacidad buffer normal para el tipo de animal, dieta consumida y
momento de toma de muestra tal como lo pone en evidencia Araujo et al. (2011).
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Figura 2.3 Comportamiento de los parametros B y ¢ del modelo no lineal de PGA=
A+B*(1-e¢"MP)) de |os blancos en funcion del tiempo de pre-incubacion.

Los tratamientos de pre-incubacién, lejos de mejorar las caracteristicas de los
blancos, las empeoraron, dado que produjeron casi el doble de gas (i.e. los blancos
representarian una proporcion mayor del la PGA de las botellas con sustratos) y
redujeron la tasa de produccion de gas (“c”) a partir de “B”.

Aunque especulativo, fue notable el comportamiento de los parametros B y ¢ en
funcion de las horas de incubacion cuando se asign6 al Control un equivalente a 12 h de
pre-incubacion (i.e. considerando que las 12 h fueron aproximadamente el tiempo de
ayuno de los animales; Figura 2.3). La PGA de los blancos estaria en relacion directa
con la actividad microbiana de cada indculo, de lo que se desprende que cuanto mayor
fue el tiempo de incubacion menor fue el residuo de la fraccién “B”, como probable
consecuencia de su consumo durante la pre-incubacion, pero concomitantemente
aumento la capacidad fermentativa del indculo, probablemente derivado de la mayor
actividad microbiana y concentracion de enzimas.

Es claro que debe haber un equilibrio entre la estabilidad del in6culo y la
actividad microbiana constante presente en el mismo, ya que es fundamental para
generar datos que puedan ser replicados en diferentes laboratorios, en diferentes
momentos (Jessop y Herrero, 1998). Menke y Steingass (1988) recomendaron un
minimo de actividad microbiana en los blancos correspondiente a generar 7 ml en 24 h
de fermentacion (cuando el volumen de incubacion fuese de 30 ml, y restringida al
gasto del empuje del gas en el embolo en el sistema de Hohenheim), mientras que
Nagadi et al. (1999), en un estudio sobre como afectaba la frecuencia de colecta de licor
a la actividad microbiana, recomendaron un minimo de PGA por los blancos de 15,5 ml
en 24 h de fermentacidén para asegurar una actividad microbiana homdéloga a la que
provendria del rumen. En el presente estudio, los blancos del indculo Control
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produjeron 7,9 ml de gas en 24 h y casi el doble en Prei-1 y Prei-2, lo que sugiere una
actividad suficiente para garantizar la funcionalidad del medio.

La PGA por los blancos a las 24 h, en comparacion con la PGAB de las botellas
incubadas con Heno (tratamiento que produjo menos gas, por lo tanto resulta la
comparacion mas critica), represento c.a. el 50% para el Control, Prei-2 y Prei-4 (Figura
2.4), valores que son significativamente superiores que lo reportado en los pocos
trabajos encontrados sobre este tema (Carro et al., 2005; Gierus et al., 2008).

La proporcion de la PGA de los blancos sobre la PGAB de los sustratos,
presentd un impacto alto, que no se ajusta al modelo de “blanco ideal” planteado
anteriormente. Las pre-incubaciones si bien no modificaron ni el Par A, ni la PGAy de
los blancos (siendo ambos relativamente bajos), si aumentaron la PG explicada por el
Par B, tanto mayor cuanto menor el tiempo de pre-incubacion, sugiriendo que fueron los
sustratos residuales de la Prei los responsables de este incremento.

2.5.3. Perfiles de los acidos grasos volatiles de los blancos

El incremento en la concentracion de los AGV totales de los blancos (en los
tratamientos pre-incubados) se debid a un incremento en las producciones de los acidos
acético y propionico y esto fue por la incorporacion de sustrato adicional en dichos
tratamientos.

Como consecuencia de los tratamientos de pre-incubacidn, la proporcion relativa
de los &cidos acético + propionico en el total se incrementd pero no se detectaron
diferencias significativas. Estos cambios producidos por las pre-incubaciones en las
concentraciones de AGV podrian inducir un cambio en las concentraciones de N-NHg,
sin embargo, la dependencia de este parametro al nivel proteico de la dieta es mucho
mas fuerte, por lo cual es razonable la falta de diferencias entre tratamientos. EI pH
observado en todos los tratamientos (cercano a 7,0), garantizé que el medio mantuviera
la viabilidad de la poblacion microbiana durante la incubacion.
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Figura 2.4 Cinética de produccion de gas bruta in vitro para cuatro inoculos tratados
(Control [0 h de pre-incubacién] y 1, 2 y 4 h de pre-incubacion) para blancos (B, licor
ruminal + medio buffer, sin sustrato, linea llena) y para botellas con un suplemento

comercial para vaca lechera (S, linea punteada) y heno de alfalfa (H, linea con punto y raya)
como sustratos.

2.5.4. Caracteristicas de la fermentacién de los sustratos incubados con los inéculos
pre-incubados

Como se indicara anteriormente (Seccion 2.5.1, Objetivos y criterios de
verificacion), la funcionalidad del medio se verificaria con el adecuado desempefio de
los indculos medidos a través de la ivDMS y en la PG e idealmente también a través de
la produccion y composicion de AGV.

El comportamiento similar en la cinética de fermentacion, ivDMS vy el licor
ruminal (pH y N-NHz3) de los tratamientos pre-incubados y el Control (i.e. licor ruminal
normalmente utilizado en los protocolos de las técnicas de PG) son coherentes con las
caracteristicas de un inoculo normal (Van Soest, 1994). De hecho, las diferencias
encontradas en el pH (p< 0,05, Cuadro 2.4), tanto para los tratamientos, como para los
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sustratos, no suponen un cambio que repercuta en la poblacién microbiana de los
indculos.

Teniendo esto en cuenta, al analizar los parametros de PGAN no se encontraron
diferencias entre tratamientos, sin embargo, para el Par A la variabilidad fue
ampliamente explicada por la variabilidad interna entre réplicas (62% del total). Para el
Par B, a pesar de las grandes diferencias de Prei-2 y Prei-4 con respecto al Control (40 y
53% mayores que el Control), se encontraron diferencias significativas solo para Prei-1,
quiza debido a la gran variabilidad entre botellas. Es interesante tener en cuenta que
solo el 5 % provino de la variacion entre periodos (Cuadro 2.4). Esta baja gravitacion de
los periodos seguramente esta asociada a que los animales donantes provienen de un
mismo laboratorio y bajo las mismas condiciones de manejo, alimentacion, etc. En
situaciones donde se han comparado distintos laboratorios se ha reportado que la mayor
fuente de variabilidad en la PGA in vitro proviene de la variaciones entre laboratorios
con un nivel de variacion intra-laboratorios aceptablemente bajo (Getachew et al.,
2002).

Una vez finalizada la incubacion por 24 h, el pH (media general= 7,1, EEM=
0,03, p>0,05) y la concentracion de N-NH3 (media general= 48,6 mg/It, EEM= 3,56, p>
0,05) de los tratamientos con Suplemento no difirieron entre si y resultaron similares a
las encontradas en la bibliografia (Lorenz et al., 2011), indicando que se mantuvieron
las condiciones apropiadas para el funcionamiento del indculo ruminal (Van Soest,
1994). La ivDMS (758 g/kg MS) y PGAN (347 ml/g MS incubada) del Suplemento
fueron similares a la fermentacion de un concentrado evaluado por Gierus et al. (2008;
i.e. una mezcla de grano de cereales, pulpa de remolacha y cascarilla de soja; ivDMS=
720 g/lkg MS y PGAN= 328 ml/g MS incubada, evaluada con la técnica de gas de
Hohenheim). A su vez, Getachew et al. (2005) analizaron ocho diferentes raciones
comerciales para vaca lechera y aunque la relacion acético/propidnico fue similar a la
encontrada en este estudio para todos los in6culos (i.e. 2,4 y 2,1, para el promedio de las
8 raciones y el Suplemento de este ensayo, respectivamente), los concentraciones los
AGYV fueron menores que las encontradas aqui.

Por otro lado, para el heno de alfalfa la produccion de gas potencial (Par B) y la
tasa de B (Par c) fueron similares a los reportados para un heno de alfalfa por Getachew
et al. (2004), sin embargo ellos encontraron menores concentraciones de todos los
AGV, aunque con similares proporciones relativas. No obstante, la concentracion de
acido acetico, propidnico y de AGV totales encontradas en el heno de alfalfa estudiado
por Stefanon et al. (1996, acético= 37,0; propidnico= 18,3 y AGV totales= 58,2
mMol/It) fueron equivalentes a los producidos por la fermentacion del indculo Control
de este experimento (acético= 36,3; propionico= 16,5 y AGV totales= 68,1 mmol/It),
pero menores que los producidos por la fermentacion de heno de alfalfa con los indculos
pre-incubados.

En sintesis, los descriptores del perfil fermentativo analizados, permitieron
corroborrar que todos los in6culos desarrollaron fermentaciones razonables.
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2.5.5. Correlacion de pardmetros de la modelacién de PGA corregidos y sin
corregir por blancos

Con fuera indicado con anterioridad el blanco no deberia influir sobre la
estimacion de los parametros (i.e. A, B y c¢) de la modelacion de la PGAN. La
correlacion del Par A para PGAB (i.e. sin correccién alguna) y PGAN (i.e.corregida por
blancos) mostrd una buena asociacion tanto para la base de datos completa como para
los tratamientos por separado (Cuadro 2.6). Por el contrario los Par B y Par ¢ no
mostraron un comportamiento similar, lo cual indica que los blancos tuvieron un efecto
signficativo sobre la estimacion de los parametros del modelo (Cuadro 2.6; Figura 2.5).

Para el Par A, se puede decir que su baja magnitud en los blancos permitié que
existiera una alta correspondencia entre los Par A correspondientes al de los valores
corregidos y sin corregir. Por el contrario, la magnitud de los Par B y Par c
contribuyeron a una mala asociacion (Cuadro 2.6). Las pre-incubaciones, por su lado,
generaron una mayor variabilidad, visible en una mala correlacién entre las PGA
corregidas y sin corregir. Si bien el objetivo del trabajo era generar un in6culo méas
estable y robusto, controlando el ambiente, sustrato y condiciones de fermentacion
previo a la incubacion in vitro, las pre-incubaciones generaron alteraciones en la
produccién y velocidad de fermentacion, posiblemente debidas a que el sustrato extra de
la pre-incubacién (analogo al alimento ofrecido a los animales horas antes de colectar el
licor ruminal) pudo haber generado una mayor actividad microbiana y menos controlada
(Payne et al., 2002).
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Figura 2.5 Correlacién entre valores corregidos y sin corregir por blancos de los parametros de
produccién de gas acumulada (PGA= A+B*(1-e" ™)) obtenidos después de 24 h de
fermentacion de 2 sustratos; i.e. suplemento para vacas lecheras y heno de alfalfa,
incubados con licores ruminales pre-incubados por 0, 1, 2 y 4 h (Control, Prei-1, Prei-2 y

Prei-4, respectivamente).
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2.6. Conclusiones

En este trabajo se especuld que el control de la cantidad de sustrato y tiempo de
pre-incubacion iba a contribuir a homogeneizar la PGA de los inoculos. Sin embargo,
los resultados no permitieron validar este supuesto, dado que la variacion aumentd
debido a que los residuos del sustrato de la pre-incubacion aumentaron la variacién de la
PGA entre blancos. Esto se verifico por la reduccion del Par B y de PGAu.4 de los
blancos conforme se incrementaron las horas de pre-incubacion. Asimismo, también se
pudo observar que la PGA de los blancos representd una proporcién muy significativa
de la PGAB de los sustratos, fundamentalmente asociado al aumento de la fraccion del
sustrato potencialmente fermentable (i.e. Par B y PGA.w4; que disminuyo con la
duracion de las pre-incubaciones).

Con respecto a la funcionalidad del in6culo, los resultados permitieron poner en
evidencia que tanto para el Control como para los tratamientos de pre-incubacion, no se
vid afectada la actividad. Esta conclusion esta fundamentada en que no se alteraron los
valores de ivDMS y que tampoco se alteraron en forma bioldgicamente significativa los
parametros pH y N-NH3. Asimismo, en las pre-incubaciones los perfiles de AGV fueron
razonables para todos los tratamientos y la PGA de los blancos reflejo una poblacion
microbiana activa.
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Capitulo 3.
Efecto de los residuos insolubles en agua y en detergente
neutro sobre la digestiéon ruminal y produccion de metano
de forrajeras tropicales y templadas



40

3.1. Resumen

Debido al creciente interés practico y econémico de las forrajeras tropicales (i.e
.metabolismo fotosintético C4) en la produccion de rumiantes de zonas marginales, se
pretendié analizar las caracteristicas quimicas-nutricionales y el perfil fermentativo de
estas forrajeras, y el rol que cumplen los compuestos solubles en agua (CSA) vy las
paredes celulares purificadas (PCP, i.e. forraje después de eliminar los compuestos
solubles en detergente neutro, CSDN) en la eficiencia de digestion y cinética de
fermentacion. Se realizaron dos ensayos (exp. 1 y exp. 2) mediante la técnica de
produccién de gas (PG) in vitro, donde se analizaron ocho forrajeras, templadas y
tropicales, evaluadas tal cual (Or) y comparadas con los residuos luego del lavado de
los CSA y los CSDN, evaluando la cinética de PG, digestibilidad verdadera y la relacion
entre los productos de fermentacion (i.e. acidos grasos volatiles, biomasa microbiana
(BM) y gases de fermentacion, i.e. CO, y CH,4), Ademas se evaluo el efecto del secado
previo a la incubacion en las PCP. Aln teniendo perfiles quimicos similares, el
comportamiento fermentativo variable de las forrajeras C4 nos indica que estos
sustratos deberian ser analizados en forma particular. El lavado (i.e. sin CSA) aumento
la digestibilidad de la fibra en Paspalum dilatatum (PD, 197, 16 y 20 % para 24, 48 y
72 h) y en Milium coloratum (7 y 8 % para 48 y 72 h, exp. 1) y aumenté la produccion
de BM (PD, 41 y 39 % después de 48 y 72 h). Asimismo, la eliminacion de los CSA
genero perfiles méas acetogénicos, lo cual indica que algun CSA (o el mismo lavado)
podria afectar la fermentacion. Ademas de los CS, caracteristicas particulares de las
PCP de las gramineas C4 del exp. 2 afectan la produccion de CH, (PCHj,) por unidad de
MS y MO digerida. El secado de las PCP disminuyd la digestibilidad solo en Chloris
gayana, aunque la PCH, no se vi6 alterada, lo que sugiere que el tratamiento de secado
altera la fermentacion en forma diferencial para los sustratos analizados.
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3.2. Introduccién

En regiones tropicales y subtropicales, los sistemas de produccion de rumiantes
con base pastoril obtienen de los forrajes la fuente de alimentos mas abundante y
econdmica a la que pueden acceder (Van Soest, 1994), sin embargo, los forrajes que
crecen normalmente bajo estas condiciones climaticas, presentan caracteristicas
particulares en calidad y cantidad de fibra, que actdan como limitantes en el aporte de
energia y nutrientes para los rumiantes (Dominguez Bello y Escobar, 1997). Una de las
principales caracteristicas de estos materiales es su alto contenido de pared celular, sin
embargo y pese a la creciente importancia econdmica de este tipo de forrajes, son
escasas y limitadas las descripciones de sus caracteristicas fisico-quimicas.

Una consecuencia de la composicion quimica de estos forrajes es la
caracteristica baja digestibilidad de la MS (menor al 60%, Arroquy et al., 2014) y MO
(menor a 50%, Krueger et al., 2008; Kurihara et al., 1999), que a su vez se asocia a una
alta relacion entre los acidos acético y propionico (Dominguez Bello y Escobar, 1997;
Leng, 1990) y mayor pérdida de energia como CH, durante el proceso de fermentacion
ruminal, comparadas con las especies templadas (Archiméde et al., 2011; Kurihara et
al., 1999).

Los rumiantes tienen la capacidad de aprovechar parte de la pared celular de
forrajes como fuente de energia, aunque también utilizan los compuestos solubles (CS,
acidos organicos, mono Y oligosacéaridos y proteinas solubles; Hall et al., 1999). Desde
hace muchos afios se estudia el rol de las fracciones fibrosas en la alimentacion de
rumiantes (Van Soest, 1967), y méas actual es el estudio del rol en la cinética de
fermentacion de los compuestos solubles en agua (CSA, Calabro et al., 2006; Stefanon
et al., 1996) y solubles en detergente neutro (CSDN, Schofield y Pell, 1995) de diversos
forrajes. Gran parte de los compuestos constituyentes de la fraccién soluble acuosa son
azlcares simples y sus polimeros de cadena corta, asi como proteinas, minerales y
acidos organicos solubles (Smith, 1981), mientras que en los CSDN, se le suman
pectinas, B-glucanos de la pared celular, lipidos y almidon (Van Soest et al., 1991); que
son, en general, rapidamente fermentados (salvo el almidén) por la flora ruminal
produciendo &cidos grasos volatiles (AGV) y biomasa microbiana (BM).

Si bien los AGV vy la masa microbiana representan la principal fuente de energia
y proteina disponible para los rumiantes que consumen forrajes (Van Soest, 1994), esta
fermentacion anaerobia también genera gases (i.e. CH; y CO;) como productos de
desecho, que ademas de tener un efecto invernadero cuando son eliminados al ambiente,
representan una pérdida de energia; aproximadamente de 2 a 12% de la energia bruta
consumida es perdida en forma de CH, (Lassey et al., 1997; Watson et al., 1992). La
emision de CH, esta explicada en gran medida por el consumo voluntario de la materia
seca y por la digestibilidad (Moss et al., 1995; Johnson y Johnson, 1995), aunque
ademas estd influida por la produccién de AGV (principalmente &cido acético,
propidénico y butirico; Blummel y Orskov, 1993) y sus respectivas proporciones (Wolin,
1960). Se ha establecido que mientras que la produccion de acético y butirico aportan
H+, la produccion de propiénico acta como una forma de capturar H® vy
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consecuentemente restringe la provision de insumos para la sintesis de CH, (Wolin,
1960).

Las técnicas de produccion de gas in vitro han sido ampliamente utilizadas para
evaluar la cinética y los productos derivados de la fermentacion de los alimentos
(Dijkstra et al., 2005; Getachew et al., 1998; Rymer et al., 2005), aunque también para
estudiar la particion de los nutrientes fermentados entre los distintos productos (i.e.
AGV, BM y CHy). De hecho el uso de la técnica de gas in vitro se justifica por la
estrecha vinculacion que existe entre los productos de desecho y los productos de
fermentacion utiles para el metabolismo (i.e. AGV y BM, Blimmel et al., 1999).

Teniendo en cuenta la relacion estequiométrica existente entre el gas de
fermentacion y el perfil de AGV, Blummel et al. (1997c, 1994) describieron una
relacion inversa entre gas de fermentacién producido in vitro y la BM por unidad de
sustrato verdaderamente degradado. Esta relacion es explicada por el denominado factor
de particion (FP) de los nutrientes, que indica la proporcién de sustrato verdaderamente
degradado que se destina para produccion de células microbianas (Blummel et al.,
1997c). Por lo antes expuesto, se puede asumir que para mejorar la eficiencia de
utilizacion de los alimentos, se deberian utilizar herramientas que estimulen la
digestibilidad de la fibra, mejoren la eficiencia en la sintesis de BM (ESBM) y generen
un descenso en la produccién de CH, (PCH,4, Blimmel y Lebzien, 2001; Guo et al.,
2009; Nagajara et al., 1997).

Numerosas estrategias han sido estudiadas para mitigar las emisiones de CH,
ruminal (Buddle et al., 2011; Knapp et al., 2014; Waghorn y Clark, 2006), aunque pocas
son las aproximaciones que describan el papel de los CS en el potencial metanogénico y
en la particion de nutrientes. En referencia a esto, si bien se ha demostrado que forrajes
con mayor proporcion de carbohidratos estructurales producen mas gases entéricos (Van
Soest, 1994), fue estudiada ademas la influencia de la composicién de la fibra en la
generacion de gases (Buddle et al., 2011; Nagajara et al., 1997).

Aunque estudios anteriores contrastaron dietas fibrosas y no fibrosas sobre el
desempefio productivo, parametros ruminales (Feng et al., 1993) y sobre la PCH, in vivo
(Hindrichsen et al., 2005) e in vitro (Hindrichsen et al., 2004), estos trabajos no
evaluaron las caracteristicas composicionales de los alimentos. Por otro lado, la fraccién
soluble de los forrajes no solo estd compuesta por productos rapidamente
fermentecibles, sino que en muchos casos también por compuestos que podrian tener un
potencial de mitigacién de CH,. Entre muchos otros compuestos, suele destacarse a los
taninos y las saponinas (Animut et al., 2008; Soliva et al., 2008). Y en numerosos
trabajos se hace mencion de las amplias posibilidades que ofrecen en este sentido los
forrajes tropicales (Barahona et al., 2003; Tiemann et al., 2008) y especies poco
descriptas presentes en los pastizales naturales (Cantet et al., 2016).

El presente capitulo tiene como objetivo analizar el papel de los CSA vy los
CSDN de forrajeras templadas y tropicales de creciente interés en la ganaderia de zonas
marginales, en la particion de nutrientes, la cinética de fermentacion y la composicion
de los productos derivados de la fermentacion ruminal.
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3.3. Materiales y Métodos

Con el fin de evaluar la contribucion de las fracciones solubles e insolubles en
agua sobre el potencial metanogénico y utilizacion de la energia se realizd un
experimento (exp. 1) analizando la fermentacion in vitro de ocho forrajeras (templadas
y tropicales). En una segunda etapa (exp. 2), se realizaron lavados con solucion de
detergente neutro (SDN) en tres forrajeras para generar, con el residuo insoluble, un
complejo de paredes celulares purificadas (PCP, Wawrzkiewicz, 2010) lo que permitié
estudiar el efecto de las caracteristicas de la pared celular y de los CSDN sobre la
fermentacion ruminal (Schofield y Pell, 1995b).

3.3.1. Coleccion y procesamiento de las muestras de forrajes

En el exp. 1 se estudiaron ocho especies forrajeras (Raigras [RG, Lolium
perenne], Alfalfa [ALF, Medicago sativa], Bread grass [UB, Urochloa brizanta, cv.
Toledo], Pasto Guinea [MM, Megathyrsus maximus; ex Panicum maximus, cv.
Tanzania], Pasto miel [PD, Paspalum dilatatum, cv. Primo], Cenchrus ciliaris [CC, cv.
Texas], Milium coloratum [MC, cv. Klein] y Chloris gayana [CG, cv. Pionner]),
obtenidas de la cosecha de pequefias parcelas sembradas en el campo experimental de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (FAUBA, Ciudad
Auténoma de Buenos Aires, Argentina). Las gramineas C4 y la alfalfa fueron
cosechadas durante el mes de enero del afio 2012; en cambio el raigras se coseché a
fines de junio del mismo afio; todas las especies se cosecharon a 5 cm del suelo, a
similar estado fenoldgico (i.e. estado vegetativo previa floracion).

En el exp. 2 se testearon tres forrajeras utilizadas en el primer experimento, dos
tropicales (i.e. CG y MC) y 1 templada como contraste, (i.e. RG). A todos los forrajes,
una vez cosechados, se los conservo en frio (i.e. a - 20°C) y se separaron las vainas,
influorescencias y material senescente de las laminas. Solo las partes verdes de las
laminas fueron utilizadas como sustrato, por lo cual se molieron en fresco y se
mantuvieron a -20°C hasta su utilizaciéon. EI molido en fresco se realiz6 colocando las
laminas de los forrajes en capas dentro de una caja de telgopor interponiendo hielo seco
(CO, presurizado) en pedazos de 3-5 cm de didmetro, de tal forma que todas las hojas
tuvieran contacto con el hielo. Las hojas fueron mantenidas en contacto con hielo seco
durante aproximadamente 5 minutos, hasta que estuvieran congeladas y quebradizas,
momento en el cual fueron molidas con un molino industrial de acero inoxidable “Foss
Tecator 2096 Homogeneizer” adicionando pequefios trozos de hielo seco dentro del
molino, para mantener las propiedades quebradizas del forraje. EI material se moli6
hasta un tamafio de particula de c.a. 1 mm fue conservado a — 20°C hasta su utilizacion
(en un recipiente abierto para que el hielo seco se evapore).

El procedimiento original de produccién de gas in vitro segun Theodorou et al.
(1994), indica secar el material utilizado como sustrato (65°C por 4 h) para facilitar su
molienda, sin embargo estudios previos han indicado que el secado en estufa afecta la
fermentacion in vitro y la PCH, de algunas forrajeras templadas y tropicales (Cantet et
al., 2011a, 2011b; Wawrzkiewicz, 2010), por lo cual el sustrato se adicioné fresco (i.e.
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sin secado) a las botellas de fermentacién, manteniendo hasta la incubacion (pesada y
almacenaje) la temperatura por debajo de 0°C.

3.3.2. Tratamientos

En el exp. 1, cada uno de los sustratos fue evaluado tal cual (Or) y una alicuota
de cada forraje fue lavada con una cantidad conocida de agua destilada en una cubeta
individual por 3 minutos con agitacién constante (teniendo en cuenta que los sustratos
fueron evaluados en fresco, se control6o que la temperatura del agua fuese de 5 £ 2°C).
Posteriormente, los contenidos de las cubetas (cada una con un forraje diferente), fueron
filtrados a través de 4 capas de gasa de algodon, recuperando individualmente el
sustrato lavado, eliminando de esta manera los CSA y generando el 2% tratamiento con
el residuo insoluble en agua (Lav).

Asi como en el exp. 1, en el exp. 2 también se reservo una alicuota “tal cual” que
fue utilizada como control (i.e. 1* tratamiento, [Or]). En este ensayo, se evaluaron los
componentes solubles en SDN, para lo cual se purificaron las paredes celulares de los
tres forrajes en estudio, esto se llevd a cabo lavando los forrajes con SDN, (Goering and
Van Soest, 1970; 1 It SDN a 90°C + 7 gr de materia seca [MS] sustrato + 4 ml alfa-
amilasa termoestable). Posteriormente se enjuagaron con agua destilada (i.e. 4
enjuagues de 5 min a 90°C) para retirar el detergente y generar el 2% tratamiento (i.e.
FDN Fresco [FDNFr]). Teniendo en cuenta los resultados encontrados por Cantet et al
(2011a, 2011b) donde el secado en estufa afectaba los pardmetros de fermentacion in
vitro de este tipo de forrajeras, se decidio llevar una alicuota del FDNFr a estufa (65°C
durante 48 horas), generando el 3* tratamiento (i.e. FDN Seco [FDNSe]), para evaluar
este efecto térmico en las PCP.

3.3.3. Produccién de gas in vitro

Las incubaciones in vitro de ambos experimentos fueron realizadas de acuerdo
con los procedimientos sugeridos por Theodorou et al. (1994) y modificados por
Wawrzkiewicz y Danel6n (2004), segun lo descripto en la seccion 2.3.2 del Capitulo 2,
en lo referido a las caracteristicas de los animales donadores y las condiciones en las
que se obtuvo el licor ruminal preparado como in6culo.

Cada sustrato fue pesado en fresco (ver punto 3.3.1 de este capitulo; media
general= 210 mg, base seca) de cada tratamiento en duplicado. En el exp. 1 se evaluaron
3 tiempos de sacrificio (i.e. 24, 48 y 72 h de fermentacion). Por lo tanto la cantidad de
botellas por corrida fueron un total de 96 (i.e. 8 forrajes x 2 tratamientos x 2 réplicas x
3 sacrificios). En cambio, en el exp. 2, la mitad de las botellas fueron incubadas por 24
h y la otra mitad por 48 h, utilizdndose 36 botellas por corrida (i.e. 3 forrajes x 3
tratamientos x 2 réplicas x 2 sacrificios). En ambos ensayos, las corridas fueron
realizadas en 3 semanas diferentes, correspondientes a 3 periodos (periodo =
repeticion).

A cada botella con su respectivo sustrato se le agregaron 38 ml de medio buffer
(Menke y Steingass, 1988) y 4 ml de licor ruminal (relacion licor: medio, 1: 10) y
fueron mantenidos a 39°C en un bafio termostatizado durante las horas de fermentacion
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correspondientes. Ademads, en cada ensayo se corrieron cuatro botellas (para cada
sacrificio) con licor + medio, sin el agregado de sustrato, utilizados como blancos. Las
botellas fueron agitadas cada hora durante las primeras 12 horas y desde ahi en adelante,
en cada medicion.

Se evaluaron las diferencias entre tratamientos y entre sustratos de cada
experimento y sus efectos en la digestibilidad de la MS y MO in vitro, digestibilidad de
la fibra, cinética de produccién de gas acumulada (PGA), concentracion de gases de
fermentacion (produccion de CH4, PCH,) y licor ruminal, determinado por el perfil de
AGV, pH y concentracion ruminal de N amoniacal (N-NHj3). Ademas se evalud el FP
de sustrato a gas (mg MS degradada/ ml gas producido; que refleja la eficiencia de
produccidén de proteina microbiana) y se estimo la BM segun Blimmel et al. (1997a).

3.3.4. Cineética de fermentacion y medicion del metano in vitro

En ambos experimentos, inmediatamente después de la inoculacion, se realizo
una puncion en el tapon de butilo de las botellas con una jeringa adicionada con una
aguja 16x5-25Gx5/8, de modo de equiparar la presion dentro del headspace de cada
botella con la presion atmosférica (i.e. presion al tiempo 0 en el headspace= 0 psi). Las
mediciones en los cambios de presion dentro de las botellas fueron explicadas en el
Capitulo 2, seccion 2.3.3. La PGA neta (PGAN, [i.e. después de descontar los blancos])
fue calculadas para las horas 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 48 y 72 de incubacién (i.e. 10
tiempos) para el exp. 1, llegando a 48 h en el exp. 2 (i.e. 9 tiempos). Adicionalmente se
evaluaron las tasas horarias de PGAN (ml/g MS h™) en la hora 1, 10 y 60 (exp. 1) y
hora 10 y 42 (exp. 2), que se calcularon dividiendo el gas acumulado entre dos horarios
sucesivos por el numero de horas de fermentacion transcurrido, tomando el gas de
botellas independientes para cada tiempo, i.e.:

(PGANy, - PGANp_1) / (th — th-1)

Para evaluar la cinética de fermentacion, las PGAN se ajustaron al modelo no
lineal de @rskov y McDonald (1979) (i.e. PGA = A+ B X (1 — e~“*t)), utilizando el
Procedimiento NLIN de SAS (2002). Ademaés se analizé el tiempo de retardo (Lag)
desde la incubacion (tiempo O de PG) hasta el comienzo de la PG, despejando la
mencionada ecuacion no lineal, i.e.:

a-(F)
Fase Lag = In s

El andlisis de la PCH, a las 24 h (exp. 1) y a las 24 y 48 h (exp. 2), se realiz
acumulando el gas producido (de las botellas que se sacrificaban en el horario
correspondiente) en un vial saturado con N a presion atmosférica. Durante cada toma de
muestra de presion y volumen, el total de gas producido fue extraido de cada botella e
insertado a presion en un vial (i.e. 50 ml). La concentracién de CH, se analiz6 tomando
una alicuota (0,5 ml) del vial de almacenaje de gases en un cromatografo de gases HP
4890 series (Hewlett Packard® Labs, Palo Alto, CA, EE.UU.) equipado con una
columna de acero inoxidable de 2 mts de largo con N Porapak (malla de 80-100) y un
detector de ionizacion de llama (detector FID). Como gas carrier se utilizd Nitrégeno
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con una temperatura del horno de 90°C, del inyector de 110°C y del FID de 250°C. La
calibracion fue completada utilizando concentraciones crecientes de CH; y CO,. La
PCH, fue también analizada en las botellas blanco (con idénticas horas de fermentacion
de las botellas tratamiento), para corregir la PCH, proveniente del inoculo. A partir de la
proporcion de CH, en el gas producido, fue estimada la PCH,4 segun los procedimientos
explicados por Lopez y Newbold (2007). En breve, el volumen de CH,4 producido se
calculo a partir del volumen de gas producido al final de la fermentacion y por la
composicion del gas, segun la siguiente formula:

CH, (ml) = (PGA + HS) x Conc

donde: PGA, es el volumen (ml) del gas total producido; HS, es el volumen (ml)
del headspace en la botella (si bien éste no es gas producido, tiene la misma
concentracion de CH,4 que el gas producido al final de la incubacién, ya que al principio,
se garantiza la exclusion de metano del headspace, saturando dicha atmosfera con N»,
durante la inoculacion del licor ruminal, previo sellado, Lopez y Newbold, 2007) y por
ultimo, Conc, es la proporcion de CH4 en la muestra analizada por cromatografia.

Una vez conocido el volumen, la cantidad de CH4 (en mMol) se puede calcular
aplicando y despejando de la formula de la ley de los gases ideales:
PxV
R X T)

Donde n, es la cantidad de CH4 (en mMol); P, es la presion atmosférica (en
atmosferas); V, el volumen del gas (en ml); R, es la constante de los gases (0,082 It x
atm / [mol x °K]) y T, es la temperatura a la que se midid el gas (°K). Teniendo en
cuenta que P es 1 Atmosferay T es 312°K (39°C + 273), entonces un mol de cualquier
gas (inclusive el CH,) ocupa 22,415 It. Luego se convierte el CH4 en g (CH4, 1 mol = 16
0), y se lo afecta por kg de MS incubada (CH4-MSi), por kg de MS desaparecida (CHjy-
MSd), por kg de MO desaparecida (CH4-MOd) y como la proporcién de la EB
convertida en CH, (Ym).

PXxV=nXxRxTx~(n=

3.3.5. Analisis quimicos de los forrajes utilizados como sustratos

Las muestras utilizadas en ambos experimentos fueron analizadas de acuerdo a
los protocolos del PROMEFA, segun métodos de la AOAC (1995), tal como se
describid en la seccion 2.3.4 del Capitulo 2. En breve, se analiz6 la MS (AOAC N°
976.63) y la MO, que fue calculada como el peso perdido de la MS en ignicion a 600°C
(AOAC N°942.05). Se analizé Proteina bruta (PB= N total x 6,25; AOAC, 1995 N°
984.13), Fibra insoluble en detergente neutro (aFDNwo), en detergente acido (FDAwmo)
y lignina con acido sulfarico (LDAwmo), se informaron libres de cenizas, segun Van
Soest et al. (1991). Las diferencias entre aFDNpo Y FDAwmo Y entre FDAuo Y LDAMo
en el andlisis secuencial, se utilizaron para estimar los contenidos de hemicelulosa y
celulosa, respectivamente. La energia bruta de los forrajes fue determinada en una
bomba calorimetrica (AOAC, 1995). La composicion quimica de los materiales
utilizados es presentada en el Cuadro 3.1 y en el Cuadro 3.2.
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3.3.6. Caracterizacion del licor ruminal y los residuos de la fermentacion in vitro

El licor ruminal utilizado como in6culo fue caracterizado previo a la inoculacién
en cada perfodo (3 perfodos) por pH (peachimetro HI-9025, Hanna®), N amoniacal (N-
NHj3, estabilizado con acido sulfarico 0,02 N, i.e. 0,5 ml de muestra + 0,5 ml de &cido)
determinado con un kit de uremia (laboratorios Wiener®, NY, EE.UU.). Los medios
resultantes al finalizar las incubaciones se caracterizaron de igual forma. Luego de
pasadas 24, 48 y/o 72 h de incubacion (segun ensayo), la fermentacion fue interrumpida
adicionando 2-3 gotas de una solucion saturada de timol en cada botella, para luego ser
filtrada en bolsas de filtracion marca ANKOM® (*F57, ANKOM technology, Macedon,
NY, EE.UU.). La digestibilidad verdadera in vitro de la MS y de la MO (ivDMS y
ivDMO, % MS) fueron calculadas de después de tratar los residuos de las bolsas
filtrantes con solucion de detergente neutro segun Van Soest et al. (1966). Ademas, se
analizo la digestibilidad de la FDN (DFDN, % FDN) y la FDN digestible (FDNd, %
MS) de acuerdo con los procedimientos recomendados por Goering y Van Soest (1970).
El cociente entre el sustrato verdaderamente digerido in vitro (mg) y el volumen del gas
producido in vitro (ml) fue expresado como FP.

Tomando alicuotas del residuo de incubacién in vitro, se determind N-NHjs, pH
y la concentracién de AGV en el residuo de incubacion in vitro por cromatografia
gaseosa. Se utilizéd acido ortofosférico para la estabilizacion y purificacion de las
muestras para AGV (acido al 25%; relacion 1:5, &cido: muestra), y luego fueron
centrifugadas por 10 minutos a 6000 x g (Friggens y otros, 1998). El cromatdgrafo
utilizado (Konik modelo HRGC 5000b) fue equipado con un detector ionizante de llama
(FID) y una columna capilar Nukol (30 mt x 0,32 mm x 0,25 um de espesor de capa,
Perkin Elmer - Elite FFAP; Part. N°931-635-4). Se utilizd hidrégeno como gas carrier
(2,4 ml Hy/min). Para generar las curvas de calibracién se utilizé una mezcla estandar de
AGV (Supelco, Cat. N°46975-U).

3.3.7. Analisis estadisticos

Los resultados de las variables in vitro fueron analizados segun un disefio en
bloques completos aleatorizados con un arreglo factorial (i.e. dos factores, tratamiento y
sustrato), segun los siguientes modelos:

Experimento 1:
Yiim =ai+ Bj+vi + (@ X V)i + €ijia
donde, Yix = variable en estudio; o;= sustratos (i=8); Bj = bloque (j=3); yx =
tratamiento (k=2); (a0 x y)ik = interaccion entre sustrato y tratamiento; ejq = error
experimental (1=3).
Experimento 2:
Yijie = ai + Bj + Vi + (@ X V)ix + Eijra
donde, Yiji = variable en estudio; o= sustratos (i=3); Bj = bloque (j=3); yx =
tratamiento (k=3); (o * y)ik = interaccion entre sustrato y tratamiento; & = error
experimental (1=3). En los casos en que la interaccién fue significativa se efectué un
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analisis mediante la opcion “Slice” (SAS, 2002) por tratamiento, para evaluar el efecto
del tratamiento en cada sustrato.

Los ensayos de ambos experimentos fueron repetidos en 3 semanas/periodos
diferentes (respectivamente PI, PIl y PIIl) y asumidos como bloques experimentales
dentro de cada modelo estadistico. La PGAN fue ajustada con el procedimiento NLIN
de SAS (2002) al modelo no linear propuesto por @rskov y McDonald (1979). Una vez
obtenidos los pardmetros del modelo (Par A, Par B y Par c), éstos fueron analizados
junto con la Fase Lag y las tasas de PG (1, 10 y 60 h enexp. 1y 10 y 42 h en exp. 2),
mediante ANVA.

Las medias de los tratamientos y sustratos fueron comparadas mediante el test de
Tukey, utilizando el procedimietno GLM de SAS (2002) y las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando el nivel de probabilidad del error de
Tipo | fuese menor al 5%, sin embargo se discutieron los resultados siempre y cuando el
valor de p< 0,10.



Cuadro 3.1 Composicion quimica (g/kg, salvo para EB, Mcal/kg) de los ocho forrajes recuperados después de lavarlos con agua destilada
(Lav) o sin lavar (Or).

Sustrato ID* Trat MS MO PB aFDNyo FDAwo LDAwo Hem Cel EB

Alfalfa (Medicago sativa) ALF Or 202 873 316 296 185 78 110 101 4,64
Lav 209 943 342 380 239 68 141 171 -

Raigréas (Lolium perenne) RG Or 159 813 191 338 171 9 167 162 4,73
Lav 131 903 283 651 275 53 376 222 -

Urochloa brizanta UB Or 217 880 116 574 286 25 288 261 4,48
Lav 123 934 189 830 390 46 439 344 -

Megathyrsus maximus MM Or 185 856 203 622 322 20 301 301 4,20
Lav 165 901 185 786 402 60 384 343 -

Paspalum dilatatum PD Or 308 870 98 553 306 33 246 273 4,28
Lav 143 896 171 692 370 122 323 248 -

Cenchrus ciliaris cC Or 215 852 193 553 262 26 291 236 4,33
Lav 160 918 186 945 449 70 496 379 -

Chloris gayana CG Or 213 878 267 664 322 29 341 293 4,40
Lav 173 929 238 781 363 56 418 307 -

Milium coloratum MC Or 223 872 218 580 257 26 323 231 4,59
Lav 187 911 142 845 361 58 484 303 -

!ID, identificacion; Trat, Tratamiento; MS, Materia seca; MO, Materia organica; PB, Proteina bruta; aFDNyo, Fibra insoluble en detergente neutro tratado
con alfa-amilasa (libre de cenizas); FDAyo, Fibra insoluble en detergente &cido (libre de cenizas), ADLyo, Lignina tratada on &cido sulfirico (libre de
cenizas); Hem, Hemicelulosa; Cel, Celulosa; EB, Energia bruta.
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Cuadro 3.2 Composicién quimica (g/kg, salvo para EB, Mcal/kg) de los tres forrajes tal cual (Or) o recuperados después de lavarlos con
solucidn de detergente neutro y molidos en fresco (FDNfr) o después lavarlos con SDN vy secarlos en estufa (60°C, 4h, FDNse).

Sustrato ID! Tr MS MO PB EE aFDNyo  FDAyo LDAwo Hem Cel EB
Lolium perenne RG Or 150 825 191 23 338 171 9 167 162 4,73
FDNfr 98 978 91 18 958 433 28 525 405 -
FDNse 914 983 87 18 985 435 26 548 409 -
Chloris gayana CG Or 236 887 267 28 664 322 29 341 293 4,40
FDNfr 177 964 157 3 873 386 33 487 353 -
FDNse 936 967 148 2 895 396 32 499 364 -
Z)illgl:;um MC Or 276 877 218 53 580 257 26 323 231 4,59
FDNfr 194 951 101 21 942 416 43 526 373 -
FDNse 931 953 85 22 958 431 47 527 384 -

'ID, identificacion; Trat, Tratamiento; MS, Materia seca; MO, Materia organica; PB, Proteina bruta; aFDN o, Fibra insoluble en detergente neutro tratado con
alfa-amilasa (libre de cenizas); FDAwo, Fibra insoluble en detergente acido (libre de cenizas), ADL o, Lignina tratada con &cido sulfirico (libre de cenizas);
Hem, Hemicelulosa; Cel, Celulosa; EB, Energia bruta.
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3.4. Resultados

3.4.1. Experimento 1
3.4.1.1. Compuestos solubles en agua

Todos los materiales, en sus dos tratamientos (i.e. Or y Lav) fueron evaluados en
fresco (123-308 g MS/kg MH, Cuadro 3.1). El lavado de los materiales, como era de
esperar, concentraron las cantidades de aFDNmo (296-664 y 380-945 g/kg); FDAmo
(171-322 y 239-449 g/kg) y LDAMmo (9-78 y 46-122 g/kg; Or y Lav respectivamente).
Sin embargo, las concentraciones de proteina no presentaron un patron definido; en
MM, CC, MC y CG, por ejemplo, la PB disminuy6 en los materiales lavados.

3.4.1.2. Produccién de metano

Se encontraron diferencias entre los forrajes, al evaluar la PCH4 en todas sus
formas (i.e. afectada por la MS incubada (CH4-MSi), MS digerida (CH;-MSd), MO
digerida (CH4-MOd) y como la proporcion de EB incubada, Ym). En general, ALF
junto con MC y CG, fueron los que mas CH, produjeron, mientras que PD y la UB
resultaron los menos metanogénicos (Cuadro 3.3). Para el caso de la CH4-MSi y el Ym,
ALF, MC y CG fueron superiores a UB y PD (p< 0,05). En el caso de CH4-MSd y CHy-
MOd, MC y CG se diferenciaron de UB y PD (p< 0,05), mientras que en los demas
sustratos presentaron valores intermedios (p> 0,05). La eliminacion de los compuestos
solubles de los forrajes no generd ninguna modificacion en la PCH,4 (p> 0,05, Cuadro
3.3).



Cuadro 3.3 Produccién de metano (g/kg) afectado por MS incubada (CH4-MSi) o digerida
(CH4-MSd), MO digerida (CH4-MOd) o como la proporcién de energia perdida
como metano (Ym, mcal/mcal) de 8 forrajes lavados con agua o sin lavar (Original).

CH4-MSi CH4,-MSd CH,-MOd Ym
Sustratos®
ALF 10,3, 11,8 4 11,5, 3.0,
MC 8,3 anc 12,7, 125, 2,3 anc
CG 9,3 12,4, 12,2, 2,6
PD 35 1,7 6,8 11,
RG 7,6 abed 9,0 & 8,7 anc 2,2 abed
uUB 4.9 g 7,6 1,7 be 1,4 4
CC 6,0 cde 8,6 ap 8,6 anc 1,7 e
MM 6,8 ped 9,2 9,2 ae 2,0 peq
EEM? 1,42 2,33 2,17 0,41
Tratamientos
Original 9,8 9,8 9,6 2,1
Lavado 9,9 9,9 9,7 2,0
EEM 1,26 2,07 1,93 0,37
Estadistico (valor F)?
Sust (n=6) 12,7 3,8 45 12,4
Trat (n=24) 0,1 0,0 0,1 0,2
SustxTrat (n=3) 0,8 2,0 14 0,7
Significancia*
Sust Fkk *k *k Fkk
Trat ns ns ns ns
SustxTrat ns ns ns ns

!ALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum
dilatatum; RG, Raigras (Lolium perenne); UB, Urochloa brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM,
Megathyrsus maximus; EEM, error estandar de la media; *Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento;
SustxTrat, interaccion entre sustrato y tratamiento; “ns, no significativo (p> 0,10); **, p< 0,01; ***,
p< 0,001; Comparaciones segun Tukey, letras diferentes en cada columna para los sustratos indican

p< 0,05.
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Figura 3.1 Digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS, n=3) y materia organica (ivDMO,
n=3) después de 48 h de fermentacién para 5 sustratos (PD, Paspalum dilatatum, azul,
ALF, Alfalfa (Medicago sativa, verde); RG, Raigras (Lolium perenne, bordd); UB,
Urochloa brizanta, gris; CC, Cenchrus ciliaris, violeta) evaluados tal cual (barras con
colores enteros) y después de lavarlos con agua destilada (cilindros con trama).
Interaccion sustrato x tratamiento, las diferencias entre los tratamientos para cada sustrato
fueron significativas; p< 0,05.

3.4.1.3. Digestibilidad in vitro de los forrajes

Se evaluaron la ivDMS (g/kg MS), ivDMO (g/kg MS), asi como también la
DFDN (g/kg FDN) y la FDNd (g FDN/kg MS); en base a los residuos de fermentacion
de botellas independientes para las 24, 48 y 72 h de incubacion. Los mayores valores de
ivDMS y ivDMO fueron para ALF y RG y los forrajes que peor se aprovecharon fueron
PD y UB para todos los horarios analizados (p<0,05, Cuadro 3.4). Por otro lado, se
pudo detectar que la eliminacion de los CSA gener6 una caida en la ivDMS a las 24 hs,
situacion que se mantuvo a las 48 h (p<0,05). A las 72 h no se detectaron diferencias
entre tratamientos, al igual que ocurrio con la ivDMO en los 3 horarios estudiados
(p>0,05). De todas formas a las 48 y 72 h se detectaron interacciones (Sustr x Trat) para
ivDMS y ivDMO, donde el lavado con agua generé una mejora en la digestibilidad de
PD, a diferencia de ALF, RG, UB y CC donde Or siempre fueron mayores que los Lav
(p< 0,05, Figura 3.1 y Figura 3.2).
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Cuadro 3.4 Digestibilidad in vitro de la materia seca y materia orgénica (ivDMS y ivDMO,
respectivamente) de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua destilada o sin
lavar (Original) después de 24, 48 y 72 h de fermentacion.

ivDMS ivDMO
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72h

Sustratos

ALF 887 916 , 931, 900 , 928 , 945,

MC 659 827 4 851 4 662 .ge 842y 866 4

CG 749 . 838, 872 . 753 ¢ 854, 891

PD 5914 831, 8214 579 . 840 . 845 4

RG 851 4 899 , 901 4 873 & 939, 940 4

UB 632 4 779 ¢ 8114 623 4 800 833 ¢4

CC 704 852 892, 692 .4e 859 4, 902 y¢

MM 737 e 851 4 875 e 732 g 861, 890

EEM? 57,3 15,8 18,9 59,3 22,3 19,5
Tratamientos

Original 752 858 874 147 868 891

Lavado 701 841 864 707 862 887

EEM 51,0 14,1 16,8 52,7 19,7 17,0
Estadistico (valor F)*

Sust (n=6) 15,46 28,99 21,38 17,60 30,68 22,87

Trat (n=24) 7,70 10,24 2,83 2,45 1,32 0,47

SustxTrat (n=3) 2,20 8,25 3,31 2,37 6,28 3,96
Significancia®

Sust sk sk e - e ook

Trat ok e ns f ns ns

SustxTrat f Fhk * f *x *k

ALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum;
RG, Raigras (Lolium perenne); UB, Urochloa brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus
maximus; “EEM, error estandar de la media; *Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion
entre sustrato y tratamiento; “ns, no significativo (p>0,10); T, p<0,10, *, p<0,05; ** p<0,01; ***,
p<0,001; Comparaciones segun Tukey, letras diferentes en cada columna para los sustratos indican p<
0,05.
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Figura 3.2 Digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS, n=3) y de la materia organica
(ivDMO, n=3) después de 72 h de fermentacion para 2 sustratos (PD, Paspalum
dilatatum, azul y CC, Cenchrus ciliaris, violeta) evaluados tal cual (barras con colores
enteros) y después de lavarlos con agua destilada (cilindros con trama). Interaccion
sustrato x tratamiento, las diferencias entre los tratamientos para cada sustrato fueron
significativas; p< 0,05.

El analisis de la DFDN a las 24 h mostré que ALF y RG presentaron valores
mas altos que PD y UB (p< 0,05, Cuadro 3.5), mientras que a las 48 h, RG sigui6 entre
los que presentaron mayores valores de DFDN y UB fue el que menor valor presentd
(p< 0,05). A las 72 h, los forrajes con mayor DFDN (ALF, RG y CC) presentaron
valores promedio de 88,5 + 2,83 % FDN, en tanto que el PD y UB mostraron los peores
valores del grupo (76,0 % FDN). Por otro lado, el lavado de los materiales influyo
positivamente en la DFDN, comportamiento asociado a una interaccién Sustr x Trat en
los 3 horarios de sacrificios evaluados (i.e. 24, 48 y 72 h). A las 24 h en PD, Lav
presentd mayor valor que el Or (61,8 vs 20,8 % FDN, EEM= 9,21, p< 0,05), mientras
gue en los demas Sustr, no hubo diferencias entre Trat. A las 48 y 72 h, los tratamientos
lavados de PD y MC presentaron mayores DFDN que los Or, en contraste con ALF
(Figura 3.3; EEM= 4,00 y 3,56, para 48 y 72 h respectivamente, p< 0,05), mientras que
en los demas Sustr no hubo diferencias entre Trat (p> 0,05).

El anélisis de la FDNd mostré que CG y CC eran significativamente mayores
que ALF y PD a las 24 h (p< 0,05; Cuadro 3.5) y mas altas que ALF y RG después de
48 y 72 h de fermentacion. Por otro lado, el lavado indujo aumentos de 59, 50 y 48 %
en la FDNd para las 24, 48 y 72 h respectivamente. Esto se vio reflejado, en forma
similar a como ocurrié con la DFDN de PD y MC, en la interaccion significativa en los
3 horarios, donde la ausencia de los CSA generé una aumento en los valores de FDNd
de todos los Sustr (EEM= 7,13, 2,12 y 1,89 para 24, 48 y 72 h, respectivamente, p<
0,05).
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Cuadro 3.5 Digestibilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN) y FDN digestible (FDNd)

de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua destilada o sin lavar (Original)

después de 24, 48 y 72 h de fermentacion.

DFDN (g/kg FDN)

FDNd (g FDN/kg MS)

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72h
Sustratos
ALF 728 , 802, 879, 243 . 269 ¢ 296 4
MC 549 y. 787, 816 . 395 4 565 587 .
CG 676 2 808, 858 4 490 , 585 620
PD 413 755 b 7354 237 ¢ 477 ¢ 488 .
RG 757 , 883, 901, 378 & 437 4 439 ¢
uUB 487 705, 785 g 344 . 481 540 4
CC 616 4 823 . 876 , 461 , 617 , 658 ,
MM 645 4 817 855 4 455 4 576y 602 .
EEM? 72,2 31,8 28,3 50,4 16,8 15,0
Tratamientos
Original 576 778 821 290 402 426
Lavado 641 817 855 460 600 631
EEM 65,1 28,3 25,1 48,5 14,9 13,4
Estadistico (valor F)?
Sust (n=6) 11,45 13,03 16,66 13,64 226,56 312,69
Trat (n=24) 7,48 14,16 13,41 87,98 1270,87 1769,77
SustxTrat (n=3) 3,84 4,94 8,15 2,52 38,83 58,17
Significancia*
Sust —— —— —— —— ke ——
Trat * —— ok —— ke ——
SustxTrat >k xx ok * rxx el

IALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum;
RG, Raigrés (Lolium perenne); UB, Urochloa brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus
maximus; “EEM, error estandar de la media; *Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion
entre sustrato y tratamiento; * *, p< 0,05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001. °DFDN, 24 h, PD Or= 208, Lav=
618 g/kg FDN, EEM=92,1, p< 0,05, los demds sustratos sin diferencias significativas. Comparaciones
segln Tukey, letras diferentes en cada columna para los sustratos indican p< 0,05.
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Figura 3.3 Digestibilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN, % FDN, n=3) después de 48
y 72 h de fermentacion para 3 sustratos (PD, Paspalum dilatatum, azul; MC, Milium
coloratum, naranja y ALF, Alfalfa (Medicago sativa, verde)) evaluados tal cual (barras
con colores enteros) y después de lavarlos con agua destilada (cilindros con trama).
Interaccion sustrato x tratamiento, las diferencias entre los tratamientos para cada sustrato
fueron significativas; p< 0,05.

3.4.1.4. Produccioén de gas in vitro

A las 24 h la PGAN (post correccion con blancos) fue mayor para ALF con
respecto a PD, UB, CC y MM (p< 0,05 mientras que las demas gramineas presentaron
valores intermedios, p> 0,05, Figura 3.4). Sin embargo, a las 48 y 72 h se observé una
interaccidn Sustr x Trat explicada por los comportamientos disimiles en la PGAN de
PD y CC debido a la presencia de CSA de estos sustratos (EEM= 30,2 y 30,6, para 48 y
72 h, respectivamente; p< 0,05, Figura 3.5).
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Figura 3.4 Produccién de gas acumulada in vitro en funcién del tiempo de incubacion para
ocho forrajeras (ALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium coloratum; CG, Chloris
gayana; PD, Paspalum dilatatum; RG, Raigras (Lolium perenne); UB, Urochloa
brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus maximus, n=6).
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Figura 3.5 Produccién de gas acumulada neta (post-correccion con blancos, PGAN, ml)
después de 48 y 72 h de fermentacion para 2 sustratos (PD, Paspalum dilatatum, azul y
CC, Cenchrus ciliaris, violeta, n=3) evaluados tal cual (barras con colores enteros) y
después de lavarlos con agua destilada (cilindros con trama). Interaccién sustrato x
tratamiento, las diferencias entre los tratamientos para cada sustrato fueron significativas;
p< 0,05.
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El andlisis de la Fase Lag (periodo inicial de la incubacion durante el cual no hay
fermentacion detectable) mostr6 que ALF y RG fueron los que mas répido empezaron a
fermentar (Cuadro 3.6), sin embargo una interaccion Sutr x Trat evidencio que mientras
que RG y MC lavados (i.e. sin CSA) presentaron una fase lag mayor que el Or, el PD se
comporto6 en forma contraria (Figura 3.6, EEM= 0,25, p< 0,05).

El anélisis de las tasas horarias de PGAN, mostrdé una fuerte reduccion en la
variacion entre réplicas y entre periodos a medida que trasncurrio el tiempo de
incubacion (pasando desde més de 100 en la hora 1 a menos de 1 [ml de gas/h/g MS]? a
la hora 60 de incubacién), lo cual imposibilitd realizar un analisis de varianza
convencional a la hora 1. En todos los casos se observé una notable reduccion en la tasa
horaria para la hora 3.

Fase Lag (h)

Figura 3.6 Fase Lag de fermentacion (periodo inicial sin fermentacion detectable, h™) para 3
sustratos (PD, Paspalum dilatatum, azul, RG, Raigras (Lolium perenne, bordé) y MC,
Milium coloratum, naranja, n=3) evaluados tal cual (barras con colores enteros) y después
de lavarlos con agua destilada (cilindros con colores degradados). Interaccion sustrato x
tratamiento, las diferencias entre los tratamientos para cada sustrato fueron significativas;
p< 0,05.

En las primeras 14 horas al comparar los tratamientos se puso de manifiesto una
menor PG en los materiales lavados para ALF, RG y MC (Figura 3.7), adicionalmente
como ilustra el Cuadro 3.6, ALF, RG y CG mostraron mayores tasas de PGAN a la hora
10 (p< 0,05).

Las tasas horarias se redujeron en todas las especies entre de las 20 y las 60 h en
forma consistente, tanto para los materiales Originales como Lavados. No obstante esto,
en el Cuadro 3.6, se observa que MC, PD y UB fueron las especies que mas gas
produjeron a la hora 60 (p< 0,05) y que la exclusion de los CSA determiné una suba en
la PG.



Cuadro 3.6 Fase Lag (h™) y tasas de produccion de gas acumulada neta (post
correccién con blancos) a la 10 y 60 h de ocho forrajes templados y tropicales
lavados con agua destilada (Lav) o sin lavar (Original).

Tasas (ml/g MS h™)

-1
Lag (") T10 T60
Sustratos®
ALF 0,72, 13,3, 0,74
MC 2,67, 7,4 e 154
CG 2,75, 11,0 1,2
PD 1,44, 50, 1,7,
RG 1,37, 13,8, 0,9
uB 2,87 ., 6,8 ne 154
CcC 2,70 a 6,5 c 112 abc
MM 2182 a 812 bc 113 abc
EEM? 0,48 2,12 0,20
Tratamientos
Original 2,08 8,9 1,1
Lavado 2,25 9,1 1,3
EEM 0,42 1,90 0,18
Estadistico (valor F)®
Sust (n=6) 15,61 11,93 12,36
Trat (n=24) 1,33 0,04 9,34
SustxTrat (n=3) 6,03 1,17 1,25
Significancia*
Sust *kk **kk **k*
Trat ns ns kel
SustxTrat F*hk ns ns

'ALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium coloratum; CG, Chloris gayana; PD,
Paspalum dilatatum; RG, Raigras (Lolium perenne); UB, Urochloa brizanta; CC,
Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus maximus; “EEM, error estandar de la media; >ns',
no significativo (p> 0,05); Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion
entre sustrato y tratamiento; “**, p< 0,01; *** p< 0,001; Comparaciones segtin Tukey,
letras diferentes en cada columna para los sustratos indican p< 0,05.

3.4.1.5. Caracterizacién del licor ruminal

60

El licor ruminal en los sistemas in vitro se caracterizd6 fundamentalmente para

evaluar el mantenimiento de las condiciones ambiente del medio de cutivo (e.g. pH) vy
analizar la relacion entre los sustratos experimentales y los productos de la fermentacion

(N-NH3, AGV, BM, entre otros).
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Figura 3.7Tasas horarias de produccion de gas acumulada neta (medianas) para distintas horas
de incubacion para ocho forrajeras (ALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium
coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum; RG, Raigras (Lolium
perenne); UB, Urochloa brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus maximus)
evaluadas tal cual (Originales, n=3) y después de lavarlas con agua (Lavados, n=3).
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A las 24 h de incubacidn, la concentracion de AGV totales (AGVt) de los
materiales Or fue superior que la de los mismos materiales Lavados (p< 0,05, Cuadro
3.7), explicado por la diferencia observada en la concentracion de &cido propidnico.
ALF y RG produjeron mayores concentraciones de acido butirico, valérico y las formas
iso de ambos AGV, y PD fue el que menos produjo (p< 0,05). Asimismo, el PD
presentd una relacion entre acido acetico y propionico (Ac: Prop) 34% superior al RG
(p< 0,05).

A las 48 h de fermentacion, en cambio, se observaron diferencias entre sustratos
para todos los AGV, basicamente por las menores concentraciones encontradas en PD,
aunque para las variables propionico, valérico y AGVt, también estuvo entre los mas
bajos CG (p< 0,05, Cuadro 3.8). Por otro lado, CC fue el mas alto en acético y
propidénico (p< 0,05) y junto con MM fueron los que mayores concentraciones de AGVt
presentaron. Por otro lado los materiales Or presentaron mayores concentraciones de
acético, propionico, valérico y AGVt (p< 0,05) con respecto a los Lavados.

Por dltimo, cumplidas las 72 h de fermentacion la tendencia se mantuvo en
cuanto a los sustratos que menos AGV produjeron (PD y CG; Cuadro 3.9). Ademas
presentaron los valores mas bajos, ALF y MC (para propionico) y CC (para iso-butirico
y AGVt, p< 0,05). El RG, por su parte, fue el que mayores concentraciones presenté en
el perfil completo (p< 0,05). En forma similar a lo ocurrido a las 24 y 48 h, los
materiales Or presentaron mayores concentraciones de acético, propionico y AGVt (p<
0,05) que los Lavados.
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Cuadro 3.7 Produccion de &cidos grasos voléatiles (AGV, mMol/lt) después de 24 h de
fermentacion en de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua destilada o sin
lavar (Original).

Perfil de AGV a las 24 h de fermentacion®

Ac Pr isoBut But isoVal Val AGVt Ac:Pr
Sustratos®
ALF 28,7 8,8 0,5, 54 14, 10, 45,2 34 4
MC 24,9 10,3 0,3 55 13, 08 431 3,0
CG 33,3 9,2 0,2 % 52 1,2 4 10, 47,8 3,5 a
PD 20,8 53 0,1, 4,4, 05, 0,4, 38,2 4,1,
RG 35,8 12,6 0,4 4 72, 0,6 & 13, 59,1 2,7y
UB 24,4 8,8 0,2 & 6,0 & 0,8 & 084 51,3 34
CC 29,0 9,4 0,4 4 53 1.1 4 10, 47,0 32
MM 28,3 8,4 0,3 54 0,9 & 0,7 4872 33
EEM?® 7,52 3,11 0,13 1,01 0,37 0,29 9,22 0,50
Tratamientos
Original 30,1 10,2 0,3 57 0,9 0,9 52,6 3,2
Lavado 26,2 8,0 0,3 54 0,9 0,8 42,3 3,4
EEM 6,68 2,76 0,12 0,93 0,33 0,26 8,61 0,45
Estadistico (valor F)*
Sust (n=6) 18 1,8 2,5 2,4 3,2 3,8 1,25 2,46
Trat (n=24) 2,4 4,5 0,7 1,3 0,04 0,2 8,85 1,27
SustxTrat (n=3) 0,7 1,2 1,7 0,4 0,9 0,9 0,26 1,09
Significancia’®
Sust ns ns * * * ** ns *
Trat ns * ns ns ns ns * ns
SustxTrat ns ns ns ns ns ns ns ns

! Ac, 4cido acético; Pr, propidnico; But, butirico; Val, valérico; isoBut e isoVal, formas iso; AGVt, AGV
totales, Ac:Pr, relacion molar entre acético y propiénico. 2ALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium
coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum; RG, Raigras (Lolium perenne); UB, Urochloa
brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus maximus; *EEM, error estandar de la media; *ns, no
significativo (p> 0,05); “Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion entre sustrato y
tratamiento; ° *, p< 0,05; **, p< 0,01; Comparaciones segin Tukey, letras diferentes en cada columna para
los sustratos indican p< 0,05.
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Cuadro 3.8 Produccion de &cidos grasos voléatiles (AGV, mMol/It) después de 48 h de
fermentacidn en de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua destilada o sin

lavar (Original).

Perfil de AGV a las 48 h de fermentacién*

Ac Pr isoBut  But isoVal Val AGVt Ac:Pr
Sustratos®
ALF 380, 12,6 anc 0,9, 6,0 . 2,3, 15, 61,3 anc 3,0
MC 449 ., 16,3 4 0,5 7,8, 2,1, 1,2 e 70,9 o 2,9
CG 33,2 8,1. 0,6 2 4.4 144 0,7 e 40,6 . 3,2
PD 30,4 10,0 0,3 3.9, 11, 0,6 46,4 . 3,0
RG 446 5 13,1 anc 0,8, 4,7 4 1,7 % 1,0 anc 63,4 anc 3,0
uUB 36,6 12,1 4 0,7 55w 1,64 100 57,4 4 3,1
CcC 47,4 , 17,7 , 0,5 7.4, 2,0 1,1 ac 73,7 4 2,7
MM 451, 156 4 0,8, 7,1, 2,04 134 74,6, 29
EEM? 8,64 3,12 0,24 1,59 0,47 0,28 12,50 0,45
Tratamientos
Original 44,1 14,8 0,7 6,4 1,9 12 68,5 29
Lavado 35,9 11,6 0,6 53 1,6 0,9 53,6 3,0
EEM 7,68 2,77 0,22 141 0,41 0,25 11,28 0,39
Estadistico (valor F)*
Sust (n=6) 2,68 4,95 3,48 3,93 3,81 4,30 4,66 0,42
Trat (n=24) 8,71 9,95 0,37 3,86 2,74 6,63 14,46 0,38
f’n‘fg Trat 101 178 177 122 139 253 112 074
Significancia®
Sust * . o oo oo o o ns
Trat o o ns f ns * ok ns
SustxTrat ns ns ns ns ns t ns ns

IAc, 4cido acético; Pr, propidnico; But, butirico; Val, valérico; isoBut e isoVal, formas iso; AGVt, AGV
totales, Ac:Pr, relacion molar entre acético y propiénico. 2ALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium
coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum; RG, Raigras (Lolium perenne); UB, Urochloa
brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus maximus; >EEM, error estandar de la media; “Sust,
Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion entre sustrato y tratamiento; °ns, no significativo (p>
0,05), T, p< 0,10; *, p< 0,05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001; Comparaciones segtin Tukey, letras diferentes en
cada columna para los sustratos indican p< 0,05.
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Cuadro 3.9 Produccion de acidos grasos volatiles (AGV, mMol/lt) después de 72 h de
fermentacion en de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua destilada o sin
lavar (Original).

Perfil de AGV a las 72 h de fermentacion®

Ac Pr isoBut But isoval Val AGVt  Ac:Pr
Sustratos®
ALF 38,8 142, 104 554 29, 1,7, 62,6 3,04
MC 39,2 151, 114 56am 224 124 60,1 2,6
CG 35,7 115, 0,5, 35¢ 18+, 08, 478 34,
PD 37,9, 179, 06, 4,9 1,4, 08, 66,4 2,4,
RG 53,34 22,1, 13, 7,4, 2,8, 16, 894, 25
UB 42,6 4 1544 094 60m 18s 11a 697m 2,74
CcC 41,7 1774 06, 544 245 124 64,7 2,6,
MM 48,2 4 1684 11 69 21s 1l 7564 2,9
EEM?® 7,11 3,15 0,32 1,18 0,72 035 11,46 0,31
Tratamientos
Original 45,7 17,6 0,9 57 2,1 1,2 71,1 2,7
Lavado 38,7 15,0 0,9 5,6 2,2 1,2 62,9 2,8
EEM 6,55 2,91 0,29 1,09 0,66 0,31 9,26 0,29
Estadistico (valor F)*
Sust (n=6) 3,14 455 4,23 4,60 2,77 4,35 5,98 3,75
Trat (n=24) 954 684 0,26 0,01 0,07 0,17 5,97 0,23

SustxTrat (n=3) 1,53 1,83 1,00 0,86 0,24 0,44 1,74 2,41

Significancia’

Sust * *% *% *%* * *% *% *
Trat ** * ns ns ns ns * ns
SustxTrat ns ns ns ns ns ns ns i

IAc, 4cido acético; Pr, propidnico; But, butirico; Val, valérico; isoBut e isoVal, formas iso; AGVt, AGV
totales, Ac:Pr, relacién molar entre acético y propiénico. 2ALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium
coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum; RG, Raigras (Lolium perenne); UB, Urochloa
brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus maximus; *EEM, error estandar de la media; “Sust,
Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion entre sustrato y tratamiento; °ns, no significativo (p>
0,05), ¥, p< 0,10; *, p< 0,05; **, p< 0,01; Comparaciones segun Tukey, letras diferentes en cada columna
para los sustratos indican p< 0,05.

Al evaluar el pH dentro de las botellas de fermentacion, se vieron diferencias
entre Sust, sin embargo todos los pH estuvieron por encima del valor neutro, y el rango
de pH (en los tres horarios de sacrificio) fue muy pequefio (i.e. 7,21 a 7,40, EEM=
0,045, Cuadro 3.10). En referencia a los Trat, los Lav presentaron menores valores de
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pH (p< 0,05) que los Originales, pero siempre con una diferencia minima entre
materiales (i.e. 0,8, 0,3 y 0,6 puntos porcentuales a las 24, 48 y 72 h, respectivamente).

Cuadro 3.10 pH y concentraciones de N proveniente del amoniaco (N-NH3z; mg/It) en el licor
ruminal después de 24, 48 0 72 h de fermentacion de ocho forrajes templados y tropicales
lavados con agua destilada o sin lavar (Original).

pH N-NH;
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72h

Sustratos’

ALF 7,32 7,40, 7,39, 1,87 4 2,29 2,26

MC 7,29 ¢ 7,36 7,32 2 1,50 1,99 1,96

CG 7,24 7,30 anc 7,27 o 1,15, 1,72 1,88

PD 7,37, 7,34 4 7,28 ¢ 1,28, 1,94 1,84

RG 7,22 4 7,23 7,21, 2,00, 2,31 2,42

UB 7,32 7,28 ¢ 7,26 ¢ 1,38; 1,89 2,10

cC 7,28 peg 7,30 ¢ 7,26 ¢ 1,45, 1,88 1,92

MM 7,22 4 7,28 ¢ 7,26 ¢ 1,53 1,87 2,12

EEM? 0,030 0,045 0,043 0,186 0,314 0,345
Tratamientos

Original 7,25 7,30 7,26 1,59 2,01 2,17

Lavado 7,31 7,32 7,30 1,45 1,97 1,95

EEM 0,027 0,041 0,042 0,175 0,296 0,329
Estadistico (valor F)*

Sust (n=6) 15,30 6,79 7,86 10,50 2,00 1,51

Trat (n=24) 35,95 3,48 12,27 4,69 0,15 3,60

SustxTrat (n=3) 4,14 1,13 2,05 0,20 0,70 0,59
Significancia*

Sust faleka faleled ookl falaiad ns ns

Trat *kx * *% * ns T

SustxTrat *x ns T ns ns ns

IALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum;
RG, Raigras (Lolium perenne); UB, Urochloa brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus
maximus; 2EEM, error estandar de la media; 3Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion
entre sustrato y tratamiento; “ns, no significativo (p>0,05); ¥, p< 0,10; *, p< 0,05; **, p< 0,01; *** p<
0,001; Comparaciones segun Tukey, letras diferentes en cada columna para los sustratos indican p< 0,05.
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Por su parte, a las 24 h RG tuvo mayores concentraciones de N-NH3 que el resto
(p< 0,05, Cuadro 3.10), salvo para ALF que tuvo valores intermedios. Ademas, los
materiales Originales presentaron mayores valores de N-NH; que los Lavados (p<
0,05). A las 48 y 72 h sin embargo, no se encontraron diferencias en los factores
analizados (p> 0,05).

Factor de particion a48 h Factor de particiona 72 h

7,0 1

6,0 - )

50 7

4,0

3,0

ml gas producido)

2,0 A

1,0 A

Factor de particién (mg MO desaparecida/

0,0

PD cC PD cc

Figura 3.8 Factor de particién (mg de MO desaparecida/ ml de gas producido) después de 48 y
72 h de fermentacion para 2 sustratos (PD, Paspalum dilatatum, azul y CC, Cenchrus
ciliaris, violeta, n=3) evaluados tal cual (barras con colores enteros) y después de lavarlos
con agua destilada (cilindros con trama).Interaccion sustrato x tratamiento, las diferencias
entre los tratamientos para cada sustrato fueron significativas; p< 0,05.

Ademas se evaluo el factor de particion (FP, mg de MO desaparecida/ ml de gas
total producido; Blimmel et al., 1997b) que manifiesta cuanta energia fermentada es
destinada a producir proteina microbiana, esto quiere decir que cuanto mas alto el FP
mas eficientemente se utilizd esa energia para la produccién de biomasa microbiana
(BM, mg/100 mg de MO fermentada). A las 24 h, el CC fue el que mas BM produjo,
mientras que MC y CG los que menos produjeron (p< 0,05, Cuadro 3.11), sin embargo
solo hubo una tendencia en el FP (p< 0,10). Por otro lado, la exclusiéon de CSA significo
una mejora en la produccion de BM con respecto a los materiales originales.

A las 48 y 72 h se observé interaccion Sust x Trat (Cuadro 3.11), explicada por los
comportamientos de PD y CC, tanto para BM como para el FP (Figura 3.8), ya que en
PD la exclusion de CSA significdé una mejora en la eficiencia de sintesis de BM,
mientras que en CC paso lo contrario.
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Cuadro 3.11 Produccion de biomasa microbiana (BM, mg/100 mg de MO desaparecida) y
eficiencia de sintesis de BM expresado como factor de particion (FP, mg de MO real
digerida/ml de gas producido) de ocho forrajes templados y tropicales lavados con agua
destilada o sin lavar (Original).

BM (mg/100 mg MOd) FP (mg/ml)
24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h

Sustratos

ALF 55,2 2 44,8 44,8 55 4,4 4,1,

MC 52,1, 35,5 36,5 54 3,9 39,

CG 49,1, 46,1 41,4 4,9 39 42,

PD 53,0 & 44.8 37,8 51 4,8 39,

RG 56,2 41,9 38,7 59 4,3 4,1,

UB 61,2 2 46,7 43,5 6,5 4,7 39,

cC 68,9 , 51,0 44,4 6,8 52 51,

MM 61,1 4 49,0 38,1 6,4 4,8 4,0,

EEM? 6,36 7,50 7,23 0,92 0,61 0,38
Tratamientos

Original 53,8 41,2 40,5 5,7 4,5 4,3

Lavado 60,3 48,7 40,8 59 45 39

EEM 5,65 6,66 6,81 0,82 0,64 0,34
Estadistico (valor F)?

Sust(n=6) 4,02 2,03 0,93 2,31 2,02 5,94

Trat(n=24) 8,37 9,68 0,02 0,49 0,00 8,28

SustxTrat(n=3) 1,37 6,43 4,28 1,85 3,14 12,01
Significancia*

Sust ok t ns t t ok

Trat wx ke ns ns ns kol

SustxTrat ns Frk ** ns * falekl

TALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum;
RG, Raigréas (Lolium perenne); UB, Urochloa brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus
maximus; 2EEM, error estandar de la media; 3Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion
entre sustrato y tratamiento; “ns, no significativo (p> 0,05); T, p< 0,10; *, p< 0,05; **, p< 0,01; *** p<
0,001; Comparaciones segun Tukey, letras diferentes en cada columna para los sustratos indican p< 0,05.
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3.4.2. Experimento 2
3.4.2.1. Compuestos solubles en detergente neutro

Los 3 sustratos, como en el exp. 1, fueron molidos en fresco con hielo seco, una
alicuota del material original (i.e. Or) fue lavado para generar las PCP, de las cuales una
alicuota fue evaluada en fresco y otra secada en estufa a 60°C, generando los
tratamientos FDNfr y FDNse, respectivamente. El lavado con SDN provoco una
disminucion en la PB tanto en las gramineas C4, como en el RG aunque en menor
proporcion (Cuadro 3.2). Como era de esperar, las PCP concentraron la MO, aFDNyo,
la FDAMmo (aunque muy poco en CG) a expensas de la PB y el EE.

3.4.2.2. Produccién de metano

En el caso de las emisiones de CH,4 producidas en 24 h, se encontraron
interacciones Sustr x Trat, explicadas en el caso de CH4-MSi y Ym por las diferencias
en MC entre el Or y FDNfr (p< 0,05, Cuadro 3.12), mientras que en RG y CG todos los
tratamientos se comportaron igual, dentro de cada sustrato. En cambio, cuando se afecto6
la PCH, por la digestibilidad de la MS y MO, el efecto de los lavados resultd
significativo s6lo para CG, donde las PCP (i.e. FDNfr y FDNse) produjeron mas del
doble de CH,4 que el material Original (p< 0,05), mientras que en MC y RG, para estas
variables, los tratamientos se comportaron de forma similar. Al analizar las emisiones
después de 48 h de fermentacion CG produjo mas CH4 que RG cuando la produccion
fue afectada por la digestibilidad (Figura 3.9).
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Cuadro 3.12 Produccion de metano (g/kg) afectado por MS incubada (CH4-MSi) o digerida
(CH4-MSd), MO digerida (CH4-MOd) o como la proporcién de energia perdida como
metano (Ym, mcal/mcal) de 3 forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucion de
detergente neutro analizados en fresco (FDNfr) o después de secados (FDNse).

CH4-MS| CH4'MSd CH4-MOd Ym

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

Sustratos x Tratamiento"

Chloris gayana

Original 5,6 a 13,8 6,9 15,5 7,04 15,4 2,1 . 4,2
FDNfr 85, 12,4 156, 15,3 13,3, 15,1 2,5, 3,7
FDNse 58 12,7 10,7 & 17,3 10,6 4 17,1 1,7 3,8
Milium coloratum
Original 8,0, 12,1 10,2 4 14,0 10,3 4 14,0 2,3, 3,5
FDNfr 3.2 11,6 54 14,8 54, 14,5 0,9 3,4
FDNse 55 8,6 8,9 & 10,7 8,7 ab 10,6 16 2,5
Raigras
Original 6,4 11,0 7,34 11,9 7,1 . 11,5 18 % 3,1
FDNfr 6,7 a 11,1 9,6 & 12,3 9,3 11,9 1,8 & 3,1
FDNse 53 11,0 8,1 12,2 7,9 a 11,7 184 3,1
EEM? 1,86 2,62 2,96 3,34 2,51 3,25 0,50 0,77
Estadistico (valor F)?
Sust (n=6) 1,04 245 356 443 306 532 281 437
Trat (n=6) 1,22 0,96 151 0,15 0,80 0,16 1,44 0,97

SustxTrat (n=3) 5,18 0,67 5,22 0,93 5,19 0,95 4,20 0,66

Significancia®

Sust ns ns t x4 T * T *
Trat ns ns ns ns ns ns ns ns
SustxTrat® *% ns *x ns *x ns * ns

IChloris gayana (CG); Milium coloratum (MC); Raigras (RG, Lolium perenne). ’EEM, error estandar de
la media.>Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion entre sustrato y tratamiento; *ns, no
significativo (p>0,05); T, p< 0,10; *, p< 0,05; **, p< 0,01; Comparaciones segtin Tukey, letras diferentes
en cada columna para los sustratos indican p<0,05. °CH,-MSd 48 h, RG= 12,1, CG= 16,0 g/kg MS,
EEM= 2,50 y CH,-MOd 48 h, RG= 11,7, CG= 15,9 g/kg MO, EEM= 2,44; p< 0,05.
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Figura 3.9 Produccion de metano (g/kg) afectado por MS digerida (CH4-MSd, n=6) y MO
digerida (CH4-MOd, n=6) de 3 forrajes (CG, Chloris gayana, celeste entero; MC, Milium
coloratum, naranja, puntillado y RG, Raigras (Lolium perenne, bord6 con cuadriculas)
después de 24 0 48 h de incubacidn. Letras diferentes en cada grupo de barras indican p<
0,05.

3.4.2.3. Digestibilidad in vitro de los forrajes

Al evaluar el efecto de los CSDN sobre el aprovechamiento de los forrajes en
estudio, se observo una interaccion Sust x Trat en todas las variables analizadas para las
24 y 48 h, salvo para la ivDMO a las 48 h, donde RG presenté mayores valores que los
C4 (931 y 830 g/kg MS, respectivamente, EEM= 17,0, p< 0,05) mientras que el Or fue
superior a los Lavados (898 y 846 g/kg MS, respectivamente, EEM= 17,0, p< 0,05). La
ivDMS y ivDMO se comportaron de forma similar, la interaccion fue debida a que en el
caso del RG no hubo diferencias entre Trat, mientras que para CG y para MC, los Or
presentaron mayores valores que los FDN (p< 0,05, Cuadro 3.13); sin embargo no hubo
diferencias entre PCP (FDNfr y FDNSe, p> 0,05).

Con respecto a la digestibilidad de la fibra, también hubo interaccion en los dos
horarios de fermentacion estudiados (i.e. 24 y 48 h), dado que no hubo diferencias entre
tratamientos de lavado para CG ni para MC (p> 0,05, Cuadro 3.13), mientras que en
RG a las 48 h se evidencié una aumento en la DFDN en FDNfr comparado con el
material original (p< 0,05).



72

Cuadro 3.13 Digestibilidad in vitro de la materia seca y materia organica (ivDMS y
ivDMO, respectivamente) y digestibilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN, %
FDN) de 3 forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucion de detergente neutro

analizados en fresco (FDNTr) o después de secados (FDNse).

ivDMS ivDMO DFDN
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Sustratos x Tratamiento
Chloris gayana
Original 80,7 5 88,1, 79,8 & 87,9 69,4 peq 81,8 ¢
FDNfr 63,8 80,7 b 64,6 . 81,9 57,9 ge 78,6 ge
FDNse 53,3, 78,1 539, 79,3 45,3 ¢ 739,
Milium coloratum
Original 78,2, 86,1 . 77,3, 86,3 60,8 g 76,4 4
FDNfr 58,3 78,5 58,8 ¢ 80,1 56,3 ge 78,9 cqe
FDNse 619, 80,4 yc 63,2 ¢ 82,4 60,9 81,3
Raigréas
Original 88,3, 91,4, 91,2, 95,1 73,9 ane 85,7 e
FDNfr 82,6, 90,6 , 85,8 92,8 85,2, 92,5,
FDNse 80,1, 89,5, 82,9 4 91,3 82,2 2 90,9,
EEM? 4,61 2,85 4,81 2,57 591 2,71
Estadistico (valor F)*
Sust (n=6) 58,62 39,69 71,81 68,16 55,56 68,71
Trat (n=6) 47,93 16,83 37,87 17,74 2,51 1,76
SustxTrat (n=3) 6,20 3,18 5,30 1,95 9,48 8,64
Significancia®
Sust — — — *Ak5 —_— -
Trat kel falelel falalel kb ns ns
SustxTrat ** * ** ns e ik

IChloris gayana (CG); Milium coloratum (MC); Raigras (RG, Lolium perenne). 2EEM, error estandar
de la media. ®Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion entre sustrato y tratamiento; ‘ns,
no significativo (p> 0,05); *, p< 0,05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001. ’ivDMO 48 h, RG= 931, promedio
CG+MC= 830 g/kg MS; EEM= 17,0; p< 0,05. !ivDMO 48 h, Or= 898, promedio FDNfr+FDNse=
846 g/kg MS; EEM= 17,0; p< 0,05. Comparaciones segun Tukey, letras diferentes en cada columna
para los sustratos indican p<0,05.
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3.4.2.4. Produccion de gas in vitro

A las 24 h de fermentacion, RG produjo un 47 % mas gas que CG (p< 0,05,
Cuadro 3.14), y el tratamiento de secado disminuy6 casi un 40 % la PGAN,
comparandolo con FDNfr y Or (p< 0,05). Empero, a las 48 h de fermentacion, los tres
Sust, asi como los tres Trat, no presentaron diferencias (p> 0,05).

Los Sust no presentaron diferencias en la fase Lag (p> 0,05), mientras que la
fraccion FDNse tardd méas del doble de tiempo en comenzar la fermentacidn, con
respecto a los tratamientos en fresco, y esta tendencia siguié hasta por lo menos la hora
10, aungue aqui también se encontraron diferencias entre Sust (RG duplicé la PG,
comparado con CG y MC). Sin embargo, tal como se visualizé en el exp. 1, la exclusién
de los CSDN, aument¢ la fermentacion tardia (tasa de PG a la hora 42, p> 0,05).

3.4.2.5. Caracterizacién del licor ruminal

El andlisis del licor ruminal luego de 24 y 48 h de fermentacién mostré que el
pH de las botellas con RG fue superior al registrado para el resto de los forrajes C4 (p<
0,05, Cuadro 3.15), y también se observd que los materiales originales generaron
ambientes mas acidos que los de las PCP (p< 0,05). Con respecto al N-NHj, si bien a las
24 h no hubo diferencias entre sustratos, después de 48 h de fermentacion, CG y RG
presentaron mayores valores que MC (p< 0,05). Ademas, Or presentdé mayores valores
de N-NH; que las PCP (p< 0,05).

El andlisis del FP (mg MO digerida/ ml gas producido) sélo mostro diferencias
entre Trat a las 24 h. En este caso, el secado de las PCP aument6 el FP comparando con
Or y FDNfr (p< 0,05). EI FP a las 48 h y la BM a las 24 y 48 h no presentaron
diferencias entre Sust, ni entre Trat (p> 0,05).
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Cuadro 3.14 Produccién de gas acumulada neta (PGAN, post correccion de
blancos, ml), fase Lag (h™) y tasas de PGAN a las 10 y 42 h (T10 y T42,
ml/h), de 3 forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucion de
detergente neutro analizados en fresco (FDNfr) o después de secados

(FDNse).
PGAN
Lag T10 T42
24 h 48 h
Sustratos’
C. gayana 95,4, 168,1 2,8 48 2,5
M. Coloratum 104,7 4 185,8 3,0 3,64 2,4
Raigras 139,9, 2114 1,8 8,5, 1,7
EEM? 27,55 37,25 0,92 1,91 0,61
Tratamientos
Original 129,8, 175,5 1,24 7,8, 14,
FDNfr 1319, 207,9 2,1, 6,8, 2,3,
FDNse 78,2 181,9 44, 2,3, 29,
EEM 27,55 34,48 0,92 1,91 0,61
Estadistico (valor F)*
Sust (n=6) 4,35 2,79 3,08 10,68 3,14
Trat (n=6) 7,31 1,86 19,19 14,10 8,61
SustxTrat (n=3) 0,99 0,44 0,35 2,47 0,43
Significancia®
Sust * f f >k f
Trat ok ns Hokk ok ok
SustxTrat ns ns ns t ns

IChloris gayana (CG); Milium coloratum (MC,); Raigras (RG, Lolium perenne). “EEM,
error estandar de la media. *Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion entre
sustrato y tratamiento; “ns, no significativo (p> 0,05); ¥, p< 0,1; *, p< 0,05; **, p< 0,01;
*** p< 0,001; Comparaciones segln Tukey, letras diferentes en cada columna para los
sustratos indican p< 0,05.
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Cuadro 3.15 Caracterizacion del licor ruminal por medio del pH, N proveniente del amoniaco
(N-NH; mg/It), produccion de biomasa microbiana (BM, mg MO real desaparecida) y
eficiencia de sintesis de BM, expresada como factor de particion (FP, mg MO real
desaparecida/ml de gas producido) en un sistema in vitro de 3 forrajes sin lavar (Original)
o lavados con solucion de detergente neutro analizados en fresco (FDNfr) o después de

secados (FDNse).

pH N-NH;
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

Sustratos

C. gayana 720, 7,18, 63,5 86,3 ., 7,21 4,69 63,8 51,6

M. Coloratum 718, 7,22 4 63,6 74,2, 6,56 4,27 63,2 50,5

Raigras 127, 1,23, 67,1 85,1, 5,93 4,26 58,0 447

EEM? 0,042 0,033 3,58 5,50 2,09 0,67 8,45 10,86
Tratamientos

Original 712, 7,13, 722, 994, 5,63, 4,38 60,1 49,3

FDNfr 724, 725, 618, 738, 548, 4,34 57,1 43,4

FDNse 730, 728, 602, 724, 858, 4,49 67,7 54,1

EEM 0,042 0,033 3,58 5,50 1,94 0,62 7,82 10,86
Estadistico (valor F)*

Sust (n=6) 6,45 5,79 1,95 8,87 0,72 0,96 1,12 0,79

Trat (n=6) 28,60 34,15 20,00 45,89 4,84 0,08 3,03 1,72

SustxTrat (n=3) 0,12 2,59 1,15 2,39 0,14 0,93 0,21 0,21
Significancia®

Sust ** * ns ** ns ns ns ns

Trat s . - ke * ns i ns

SustxTrat ns t ns f ns ns ns ns

IChloris gayana (CG); Milium coloratum (MC); Raigras (RG, Lolium perenne). “EEM, error estandar de
la media; Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion entre sustrato y tratamiento; “ns, no
significativo (p> 0,05); T, p< 0,1; *, p< 0,05; **, p< 0,01; *** p< 0,001; Comparaciones segin Tukey,
letras diferentes en cada columna para los sustratos indican p< 0,05.
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En el caso del perfil de AGV no se observaron interacciones Sust x Trat para
ninguno de los horarios y tampoco diferencias entre los forrajes a las 24 h de
fermentacion (p< 0,05, Cuadro 3.16). Sin embargo, los materiales Or presentaron
mayores concentraciones de acido acético, propionico, butirico, valérico y de AGVt
(entre 30 y 40 % mas, p< 0,05) en comparacion con las de PCP, sin hallarse diferencias
entre FDNfr y FDNse. En cambio, al analizar la relacion Ac: Prop, CG presento
mayores valores (p< 0,05) que lo otros dos Sust y la fraccion FDNse presentd mayores
valores que la fraccion Or (p< 0,05), mientras que FDNfr presento valores intermedios.

Cuadro 3.16 Perfil de &cidos grasos volatiles (AGV) después de 24 h de fermentacién in vitro
de 3 forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucién de detergente neutro analizados
en fresco (FDNfr) o después de secados (FDNse).

Perfil de AGV a las 24 h de fermentacion®

Ac Pr But Val AGV t Ac:Pr

Sustratos®

C. gayana 48,3 14,6 6,0 1,09 70,0 3,6,

M. Coloratum 46,5 16,1 6,3 0,98 69,9 3,0,

Raigras 449 14,8 6,9 1,19 67,8 31,

EEM?® 4,53 1,37 0,68 0,24 6,46 0,27
Tratamientos

Original 60,6 » 21,1, 8,0, 15, 91,2, 29,

FDNfr 39,6, 12,7, 55, 09, 58,8 3.2

FDNse 36,5p 11,8, 58, 0,8y 579, 3,6,

EEM 4,53 1,37 0,68 0,24 6,46 0,27
Estadistico (valor F)*

Sust (n=6) 0,85 2,08 2,75 1,16 0,22 6,97

Trat (n=6) 42,99 83,77 23,96 16,09 51,78 8,95

SustxTrat (n=3) 0,57 0,52 0,05 1,09 0,48 0,80
Significancia’

Sust ns ns f ns ns ok

Trat — — — . — *k

SustxTrat ns ns ns ns ns ns

!Ac, 4cido acético; Pr, propidnico; But, butirico; Val, valérico; AGVt, AGV totales, Ac:Pr, relacion
molar entre acético y propiénico; “Chloris gayana (CG); Milium coloratum (MC); Raigras (RG, Lolium
perenne). *EEM, error estandar de la media; “Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion
entre sustrato y tratamiento; °ns, no significativo (p> 0,05); , p< 0,1; **, p< 0,01; *** p< 0,001;
Comparaciones seguin Tukey, letras diferentes en cada columna para los sustratos indican p< 0,05.
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Cuadro 3.17 Perfil de &cidos grasos volatiles (AGV) después de 48 h de fermentacién in vitro
de 3 forrajes sin lavar (Original) o lavados con solucion de detergente neutro analizados
en fresco (FDNfr) o después de secados (FDNse).

Perfil de AGV a las 48 h de fermentacion®

Ac Pr But Val AGV t Ac:Pr

Sustratos

C. gayana 66,1, 19,8 4 8,7 1,8, 96,4 , 3,5,

M. Coloratum 57,0, 20,9, 7,3 15, 86,7 a 2,84

Raigras 52,3, 18,0, 8,2 15, 80,04 3,1,

EEM?® 4,67 1,56 1,03 0,16 6,80 0,28
Tratamientos

Original 77,3, 279, 10,7, 2,2, 118,1, 2,8,

FDNfr 51,6y 15,6, 6,3y 1,3y 74,8, 34,

FDNse 46,5, 15,2y, 7,1y 1,3, 70,14 32,

EEM 4,67 1,56 1,03 0,16 6,80 0,28
Estadistico (valor F)*

Sust (n=6) 13,72 541 2,66 6,52 8,78 10,84

Trat (n=6) 75,38 128,62 29,70 62,38 90,72 7,71

SustxTrat (n=3) 0,61 0,77 0,37 1,85 0,52 2,20
Significancia’

Sust Fkk * ns fal *x *k

Trat — — — — —_— *k

SustxTrat ns ns ns ns ns ns

*Ac, 4cido acético; Pr, propidnico; But, butirico; Val, valérico; AGVt, AGV totales, Ac:Pr, relacion
molar entre acético y propiénico.Chloris gayana (CG); Milium coloratum (MC); Raigras (RG, Lolium
perenne). *EEM, error estandar de la media; “Sust, Sustrato; Trat, Tratamiento; SustxTrat, interaccion
entre sustrato y tratamiento; °ns, no significativo (p> 0,05); *, p< 0,05; **, p< 0,01; *** p< 0,001;
Comparaciones seguin Tukey, letras diferentes en cada columna para los sustratos indican p< 0,05.

Mientras que a las 48 h, CG presentd mayores valores de acético, valérico,
AGVt y mayor relacion Ac: Prop (p< 0,05, Cuadro 3.17), MC tuvo mayores
concentraciones de propiénico (p< 0,05). Por otro lado, los materiales Or presentaron
mayores concentraciones del perfil completo de AGV, AGVt y menor relacion Ac:
Prop, sin encontrar diferencias entre PCP (p> 0,05).
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3.5. Discusion

El principal propdsito de este trabajo fue analizar el rol de los componentes
solubles en agua y de las paredes celulares insolubles en detergente neutro sobre la
eficiencia de digestion ruminal y la PCH, asociada. Aspectos que han sido solo
parcialmente cubiertos por la bibliografia especializada.

3.5.1. Calidad nutricional de los forrajes tropicales y templados

Los resultados de digestion in vitro mostraron que ALF y RG fueron los
materiales mas digestibles, lo que se constato a través de la ivDMS, ivDMO y PGA,
particularmente durante las primeras 24 h. Por su parte, las especies C4 mostraron
valores de digestibilidad relativamente altos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
los valores aqui reportados son analogos a la digestibilidad verdadera de la MS antes
que la digestibilidad aparente (resultado de digestion in vitro por Tilley y Terry, 1963)
que supera a la estimacion de digestibilidad aparente en c.a. 130 g/kg MS (Van Soest et
al., 1966).

Estudios anteriores han reportado digestibilidades de la MS menores al 70% en
CC, MM vy Penisetum purpureum (in vitro; Singh et al., 2014), menores al 60% en
Brachiaria dictyoneura (in vivo, en corderos; Hess et al., 2004) o inclusive menores al
50% en Cynodon dactylon (Pasto Bermuda) y Paspalum notatum (Pasto Bahia) en
incubadores Daisy Il (Ankom) (Krueger et al., 2008). En esta tesis los forrajes C4
presentaron concentraciones proteicas con una media de 183 g/kg MS (rango= 98 - 267
g/kg MS, Cuadro 3.1 y Cuadro 3.2) que, aun siendo menor que la de ALF y RG, fueron
mayores a las reportadas en el meta-analisis de Archimede et al. (2011, gramineas C4,
PB= 101 g/kg MS). Los forrajes aqui estudiados presentaron una concentracion de
aFDNpo de 598 g/kg MS (rango= 553 - 664 g/kg MS, menor a lo reportado por
Archimeéde et al., 2011 para gramineas C4, FDN= 646 g/kg MS) y una concentracion de
FDAwo de 293 g/lkg MS (rango= 257 - 322 g/kg MS). En correspondencia con lo
anterior, los valores de asLDAyo de las megatérmicas fue de 27 g/lkg MS (rango= 20 -
33 g/kg MS, dentro de lo esperado). Esta composicion quimica podria explicar (al
menos en parte) el comportamiento fermentativo de los Or (i.e. sin ningln tipo de
lavado).

Ademas, hay que considerar, que los sustratos utilizados en este capitulo
correspondieron a laminas de plantas en estado vegetativo durante su primer ciclo de
crecimiento y adicionalmente, es importante resaltar, que fueron molidas e incubadas en
fresco (a excepcion del tratamiento en seco del exp. 2).

Para conocer la digestibilidad in vitro de los forrajes normalmente se incuban
sustratos por 48 0 72 h (o0 incluso mas horas), en los sistemas comunmente llamados de
“punto final” (Tilley y Terry, 1963). Estos sistemas simulan una digestion ruminal
“controlada”, aunque en el animal, pasadas las 24 — 36 h, el alimento fibroso es
reducido a un tamafio tal que puede pasar por el orificio reticulo omasal y de esta
manera abandona el rumen, sobre todo para el caso de forrajes frescos, con poco grado
de lignificacion (Van Soest, 1994). Es por este motivo, que en este capitulo se evalud la
digestibilidad verdadera in vitro de la MS y MO (ivDMS, ivDMO) y digestibilidad de la
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fibra (DFDN y FDNd) en distintos horarios: a 24 h para evaluar el comportamiento
anélogo al que tendria dentro de un rumen y hasta las 48 o 72 h para llegar a un
potencial de degradacion tedrico, para evaluar la cinética, ajustando la PGAN a un
modelo no lineal (Drskov y McDonald, 1979,
PGAN = A + B x (1 — exp(~¢*tiempo)y) Sj pien la implementacion de un modelo
no lineal en la PGAN habria aportado datos de gran interés para interpretar la cinética
de fermentacion de los Sust, muchas de las curvas de PGAN no se ajustaron al modelo
durante el analisis estadistico, generando errores.

El parametro A, por su lado, que representa la MS rapidamente degradable y
estaria asociada, en parte, con la PG generada por los CS, resultd en datos negativos, en
todos los sustratos de ambos experimentos, que refleja la presencia de una fase Lag al
inicio de la fermentacién. La mayoria de las gramineas C4 presentaron fases Lag
mayores a 2 h (i.e. CG, UB, CC y MM). Por su parte ALF y RG mostraron tasas
instantaneas de PG durante las primeras horas superiores a las de los forrajes C4,
manifestando la mayor disponibilidad de compuestos rapidamente degradables en
rumen.
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Figura 3.10 Produccidn de gas acumulada observada (lineas y marcadores enteros, n=6)
y estimada a través del modelo de Orskov (PGA= A + B x (1-exp™®? lineas punteadas,
marcadores sin relleno, n=6), de Millium coloratum (MC, naranja, cuadrados) y Paspalum
dilatatum (PD, azul, tridngulos).
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Asimismo, el parametro B, que refleja el gas producido por el sustrato
potencialmente degradado, en ciertos Sust (i.e. MC y PD) fue més del doble que la PGA
observada. Estos valores estimados (Par A y B) no tuvieron relacion con la
fermentacion ruminal real, debido fundamentalmente a que las PGA de la mayoria de
las gramineas C4 no llegaron, aun después de 72 h, a la meseta que requiere el modelo
para estimar con exactitud la PGA (Figura 3.10). Esto se evidencia sobre todo en MC,
PD y CC, donde de acuerdo a las predicciones de los modelos la PGA continda ain
pasadas 150 h, lo que no se corresponde con lo esperado como probable consecuencia
de que los tiempos de incubacién resultaron breves para estas especies (Barahona
Rosales, 1999).
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Figura 3.11 Produccién de gas acumulada estimada a través del modelo de Orskov y McDonald
(1979; PGA= A+Bx(1-exp(-cxt)) de ocho forrajeras; ALF, Alfalfa (Medicago sativa);
MC, Milium coloratum; CG, Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum; RG, Raigras
(Lolium perenne); UB, Urochloa brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus
maximus, n=3).

Por el contrario, ALF y RG evidenciaron un cese en la fermentacion pasadas las
48 h (Figura 3.11). Las tasas de B, por otro lado (i.e. Par c), fueron similares a las
reportadas en otros trabajos evaluando Sust similares (Arroquy et al., 2014; Gonzalez
Ronquillo et al., 1998), pero debido a la falta de correspondencia entre el resto de los
Par y los resultados observados se decidié no continuar con el andlisis de los Par
modelados. Consecuentemente se juzgd conveniente analizar la PG a través de otras
variables (i.e. tasas horarias de PGAN en diferentes horarios, fase Lag).



81

3.5.2. Efecto de las fracciones solubles e insolubles en agua y en detergente neutro
sobre la capacidad fermentativa y digestibilidad de las forrajeras tropicales
y templadas

Los forrajes lavados con agua (exp. 1) presentaron menores ivDMS que los
materiales Or, y en concordancia con esto, las fracciones insolubles en agua del RG y
del MC presentaron mayores fases Lag que los materiales Originales. Este
comportamiento podria deberse a la eliminacion de los compuestos solubles producto
del lavado, lo cual es coherente con la menor tasa horaria de PG para RG y MC en las
primeras horas de fermentacion. Sin embargo, para las otras especies C4, si bien se
observaron reducciones en ivDMS asociadas al lavado, no se modificaron ni las fases
Lag ni las tasas horarias de PG; quizd debido a que el lavado podria generar
modificaciones en la estructura del forraje tal como lo sefialara Stefanon et al. (1996).

De forma similar, en el exp. 2, el material insoluble en SDN (i.e. Lavado),
presentd menores ivDMS y ivDMO solo en las forrajeras C4 (i.e. CG y MC), no
detectandose diferencias para RG (no obstante, es de destacar que la diferencia
numeérica entre los materiales Or y las PCP fue importante, 883 y 813 g / kg MS,
respectivamente), lo que puso en evidencia la excelente calidad de la pared celular de
las laminas de esta graminea.

La fase Lag, normalmente asociada a la demora necesaria para inciar el ataque
microbiano, como fue comentado anteriormente, fue significativa para casi todos los
materiales, mostrando una dispersién entre las distintas especies. Este comportamiento
ha sido previamente reportado, e.g. en CC, CG, MM y UB (3,5 a 4,0 h, Arroquy et al.,
2014), en CC con diferentes intervalos de cortes (2,6 h, Gonzalez Ronquillo et al., 1998)
o llegando a valores muy por encima de la media para Angleton (Dichanthium
aristatumes) y MM (8,6 y 14,1 h, Molina Botero et al., 2013), lo cual esta dentro de lo
esperado, en correspondencia con la cantidad y calidad de los carbohidratos no
estructurales tipicamente presentes en estos forrajes.

El PD, por el contrario, fue el unico material que practicamente no presenté fase
Lag en el residuo Lavado con agua, diferenciandose de la fraccion Or, que tardé mas de
2,5 h en empezar a fermentar (Figura 3.6). Este comportamiento resulté llamativo, dado
que la fase Lag se redujo al eliminar los CSA. Por otro lado, el analisis de las tasas
instantaneas de la PG (Figura 3.7) permitio identificar una primera fase para los
materiales Or y Lavados de aproximadamente 5 h de practicamente nula PG, salvo
durante las primeras dos horas del material Lavado, donde se registr6 PG, como
probable reflejo de la existencia de compuestos fermentables. En adicion, la DFDN a las
24 h del material Lavado superd notablemente al material Or (618 y 208 g/kg FDN,
respectivamente; Cuadro 3.5).

En correspondencia con estas observaciones de las primeras 24 h de
fermentacion, luego de 48, e incluso de 72 h de incubacion, el residuo lavado del PD
(exp. 1) superéd en digestibilidad al material Or (ivDMS y ivDMO, Figuras 3.1 y 3.2),
explicado fundamentalmente por el incremento en DFDN (aumentos del 197, 29 y 33
%, para 24, 48 y 72 h, respectivamente; Figura 3.3). Un comportamiento similar,
aunque de menor magnitud, fue observado en DFDN para las 48 y 72 h para MC.
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Adicionalmente, la exclusion de los CSA (i.e. materiales Lavados) en PD
produjo menos gas que el Or (Figura 3.12). Este comportamiento indica que, en PD, el
lavado con agua produce un mejor aprovechamiento (tanto de la MS y MO como de la
fibra) con menos PG/unidad de MS desaparecida que el resto de los sustratos, lo cual
produciria un mejor flujo de la energia digestible hacia BM (Blimmel et al., 1997c).
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Figura 3.12 Produccion de gas acumulada (PGA, lineas violetas, rombos), digestibilidad in
vitro de la MS (ivDMS, lineas naranjas, cuadrados, g/kg de MS) y FDN digestible
(FDNd, lineas verdes, circulos, g FDN/kg de MS) producto de la fermentacion de
Paspalum dilatatum (PD) sin lavar (lineas y marcador enteros, n=3) o después de lavarlo
con agua para extraer los compuestos solubles (lineas punteadas, marcador vacio, n=3).

Este resultado sugiere que la presencia de CSA de algin modo retrasan o
dificultan el desarrollo microbiano, o bien que el tratamiento de lavado con agua
hubiera afectado en forma inadvertida la estructura de los compuestos fermentables
remanentes en el residuo (Stefanon et al., 1996).

Al evaluar como afectaron a la DFDN los CSDN, generando las PCP en el exp.
2, los forrajes C4 no presentaron diferencias entre Or y PCP. Esto resulta controversial
para MC, ya que en el lavado con SDN, los CSA deberian perderse también y por lo
tanto, los Trat en los cuales se eliminaron los CS (i.e. en agua y en SDN) deberian
resultar similares. Solo RG a las 48 h present6 una mejora después de ser lavado con
SDN, en fresco (i.e. FDNfr) con respecto al Or, sugiriendo que este forraje podria
contener un elemento soluble en SDN (pero no en agua) que al extraerlo mejora en 7-8
% la DFDN. Sin embargo, es mucho mas probable que el tratamiento con SDN (mas
agresivo que el lavado con agua) pudo haber modificado las propiedades de la pared
celular en forma diferenciada para MC y RG, dejando a los carbohidratos estructurales
del RG mas suceptibles a la accion enzimatica de las bacterias.

Schofield y Pell (1995b) también analizaron el efecto de los CSDN, por una
sustraccion de la fraccion fibrosa al forraje entero y determinaron que la DFDN del
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forraje original no diferia de la fracciéon fibrosa tanto en la alfalfa como en MM.
Mientras que para timothy grass (i.e. Phleum pratense) y trébol (i.e. Trifolium pratense)
la PCP se digirié un 6 % mas. El efecto beneficioso observado en la digestibilidad in
vitro de las PCP podria deberse a que la fibra de estos tratamientos se encuentra mas
expuesta a la accion de las bacterias fibroliticas, que podria ser especialmente
beneficioso para forrajeras tropicales (Hess et al., 2003), sin embargo, estos autores no
encontraron diferencias entre los forrajes enteros y la fraccion fibrosa en MM, en
concordancia con lo reflejado en CG y MC del exp. 2 de esta tesis, sugiriendo que, al
menos en estos forrajes, dichos cambios estructurales no aparecen o no interfieren en la
fermentacion de la fibra.

En los casos en los que se produjo un incremento en la DFDN en los materiales
lavados con agua o con SDN (i.e. exp. 1,PD alas 24,48y 72hy MC alas 48y 72 h;
exp. 2, RG a las 48 h), podria ser indicativo del efecto de carbohidratos rapidamente
fermentables en la digestion de la fibra (Hoover, 1986; Piwonka y Firkins, 1993) debido
al descenso de pH que se genera (por debajo de 6,2). Sin embargo, el pH del medio en
ambos experimentos fue mayor a 7,0, desestimando el efecto pH como explicacion.

Por otro lado, ha sido sefialado con anterioridad que pueden existir interferencias
de carbohidartos rapidamente fermentables sobre la digestion de la fibra mas alla de la
modificaciéon del pH antes mencionada, por el denominado “Efecto carbohidrato”
(Mould y @rskov, 1984). Este fendmeno ha sido estudiado fundamentalmente alrededor
del impacto del almidon sobre la digestion de la fibra y se le ha prestado mucho menos
atencion al rol de los CS (Stefanon et al., 1996). Sin embargo, en este caso, el aumento
de la digestion de la fibra observado para PD y MC, no pareceria estar asociado con
compuestos rapidamente degradables, en virtud del escaso impacto de la PG instantanea
en las primeras horas para estos sustratos.

En adicion a lo anterior expuesto, no hay que perder de vista que uno de los
supuestos fuertes de los modelos bioldgicos utilizados en estos ensayos, es que la
funcionalidad del sistema de digestion in vitro dependiente de las poblaciones
microbianas no se altera significativamente por el tipo de sustratos evaluados. Por lo
cual, y teniendo en cuenta que el lavado con agua no genera una separacion completa de
las fracciones fibrosas y no fibrosas (Stefanon et al., 1996), se podria pensar que estos
cambios particulares de PD y MC podrian deberse a algin compuesto particular de la
fraccion soluble en agua que genere una modificacion en la poblacion microbiana o en
la actividad enzimética (Hungate, 1966).

3.5.3. Potencial metanogénico de las forrajeras tropicales y el rol de los CS en la
produccién de CH,

El CH,4 entérico en rumiantes se produce, en gran medida, por la liberacion de
hidrégeno como consecuencia de la fermentacion de carbohidratos estructurales de las
dietas a base de forraje, que, captado por ciertos microorganismos, lo eliminan en forma
de metano utilizando las vias metanogénicas (i.e. conversion de hidrogeno en metano,
Stewart et al., 1997). Debido a la importancia ambiental y econdmica que representa la
emisién de este gas, los modelos predictivos de CH, entérico se han convertido en
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herramientas muy Utiles y de gran aceptacién en el &mbito cientifico, y para la toma de
decisiones a nivel gubernamental o empresarial. Sin embargo, la gran mayoria estan
formulados con datos provenientes de bovinos de razas britanicas (Bos taurus)
consumiendo forrajes templados o bovinos lecheros (Holstein) con dietas a base de
concentrados (IPCC, 2007; Lesschen et al., 2011) por lo que su aplicacion para predecir
emisiones en bovinos que consuman forrajeras tropicales esta limitada. Por este motivo
ha sido reclamada la necesidad de obtener datos objetivos de emisiones producidas por
la fermentacion de forrajeras tropicales (Kurihara et al., 1999; McCrabb y Hunter, 1999)
teniendo en cuenta caracteristicas tanto de los animales (e.g. consumo de MS), como del
alimento (i.e. fuente de fibra, concentracién de FDN del alimento, DMS, proporcién del
concentrado en la racion, Jaurena et al., 2015).

Debido a las caracteristicas de pared celular, que afectan en gran medida el
consumo Yy la digestibilidad, hay estudios que sostienen que las forrajeras C4 producen
mas CH, que las templadas (Hess et al., 2004; Kurihara et al., 1999), presumiblemente
debido a la mayor mayor relacion pared celular: componentes solubles (Van Soest,
1994) y a la menor digestibilidad (Minson, 1990) de las tropicales. Sin embargo, los
resultados encontrados en nuestros experimentos, no concuerdan con estas
afirmaciones. Dado que, si bien los forrajes que presentaron mayores PCH, fueron
tropicales (MC y CG), no se diferenciaron de ALF y RG. Y ademas, cuando la PCH,4 es
afectada por la digestibilidad (tanto de la MS como de la MO), las especies que menos
produjeron fueron PD y UB, dos gramineas tropicales.

Si bien es cierto que las mayores PCH, se relacionan con niveles de N bajos y
altos contenidos de fibra de las gramineas tropicales en comparacion con aquellos
animales consumiendo forrajeras templadas, estas pérdidas son cominmente reportadas
por animal (Hess et al., 2004) o por unidad de MS consumida (McCrabb y Hunter,
1999) sin tener en cuenta cuanta de esa MS ingerida fue efectivamente fermentada, ya
que el gas producido (y por ende el CH,) es producto del sustrato fermentado; es decir
el ordenamiento de los sustratos puede cambiar segun la métrica utilizada (e.g. PCH,
/animal/dia, PCH,4 por unidad de MS incubada/digerida o MO incubada/digerida o Ym)

En el exp. 2, la CHs-MSi de CG no presentd diferencias detectables entre las
distintas formas de presentacion del material (i.e. Original, FDNfr y FDNse), mientras
que, al expresar por unidad de MS o MO digestible, la fraccion FDNfr produjo mucho
méas CH4,-MSd o MOd que el Or (Cuadro 3.12). Estos resultados son anélogos a lo
observado en un estudio anterior, donde la CH4-MSi de MC fue menor que la
correspondiente a la vega patagénica (VP) estudiada (CH4-MSi= 4,3 y 4,9 g/kg MS
incubada, para MC y VP respectivamente). Sin embargo, cuando se considerd la
digestibilidad verdadera de los forrajes la relacion se invirtié (CH4-MSd= 8,0y 7,2 g/kg
MS desaparecida, para MC y VP respectivamente, Cantet et al., 2016).

Analogamente la situacién podria cambiar si las ventajas en digestibilidad
repercuten sobre un mayor consumo (y consecuentemente, mayor PCH,4/ animal/ dia);
efecto que a su vez puede ser compensado por una mayor producciéon animal que
repercutiria en una menor intensidad de emision (e.g. CH4/ kg de ganancia de peso).
Aspectos que obviamente exceden los alcances de este trabajo.
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Teniendo en cuenta que el CH,4 de fermentacion proviene exclusivamente de la
MO fermentada, el andlisis de la CH;-MOd resulta la métrica més razonable para el
proposito de este trabajo.

Es importante tener en cuenta que la fibra digestible es considerada como la
mayor responsable de la metanogénesis (Van Soest, 1994). Consecuentemente, es de
esperar que la PCH, esté asociado positivamente con especies forrajeras con mayor
contenido de pared celular (tal como se discutié anteriormente), y con el avance del
estado fenologico de la pastura, producido por el incremento de contenido de fibra
(Jaurena et al., 2015), con la consecuente reduccion de la digestibilidad y aumento en el
tiempo de permanencia del alimento en el rumen (Buddle et al., 2011).

De hecho, hay evidencias bibliogréficas que afirman que la PCH,4 por unidad de
MO digerida de los azucares solubles es menor que la de la fibra (Hindrichsen et al.,
2004; Moss et al., 1995), ya que el consumo de carbohidratos no fibrosos genera un
patron de fermentacion hostil para muchas especies metanogénicas (pH mas bajo,
mayor tasa de pasaje y mayor concentracion de propionico que representa una demanda
por H; lo que compite con la PCH,4, Knapp et al., 2014). En concordancia con esto, Lana
et al. (1998) encontraron una correlacion negativa entre el pH y la PCH,, incrementando
en una dieta fibrosa, la proporcion de concentrado. Sin embargo, aunque estos autores
afirman que una reduccion por debajo de 6,6 en el pH ruminal puede decrecer
rapidamente la PCH,, esto se veria acompafiado de una menor eficiencia en el
crecimiento microbiano y una disminucién en la fermentacion de la fibra. En el caso de
los resultados de este capitulo, en ningln caso se registraron pH en los medios de
incubacion que resultaran preocupantes.

Un aspecto menos explorado es el efecto de las caracteristicas de los
carbohidratos estructurales sobre la PCH,4, A las 48 h (exp. 2) se observo la existencia
de diferencias en el potencial metanogénico de las PCP (e.g. CH4-MOd de la fraccién
FDNfr, CG= 15,1a, MC =14,5ab y RG= 11,9b g/kg MO digerida; Cuadro 3.12). Para
las 24 h, RG mostré un comportamiento muy similar entre las fracciones bajo estudio
(i.e. Original, FDNfr y FDNse; Cuadro 3.12), sin embargo, en CG, se observo un
notable incremento en la CH,-MOd para FDNfr al compararlo con el material Or,
mientras que en MC se observo una diferencia numérica inversa a la de CG (Interaccion
Sust x Trat, p< 0,05). Estos resultados estan en concordancia con el meta-analisis
realizado por Archimede et al. (2011) quienes estimaron que el potencial metanogenico
(para un mismo nivel de fibra, digestibilidad y consumo) de gramineas tropicales seria
un 12% mayor (It/kg MS consumida) que sus similares templados.

Las observaciones antes expuestas sugieren que existen aspectos de la
composicion fisico-quimica de las paredes celulares que determinan variaciones en el
potencial metanogénico de los sustratos. Esta idea es reforzada por el hecho de los
probables cambios fisico-quimicos generados sobre las paredes celulares que surgen de
la comparacion de la FDNfr y FDNse.
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3.5.4. Relacidn estequiométrica entre los productos de fermentacion
3.5.4.1. Primeras 24 h de fermentacion

La relacion negativa existente entre la PGA y la BM fue confirmada por estudios
realizados con N o con evaluaciones de bases puricas, en sistemas in vitro como in
vivo (Blummel y Lebzien, 2001; Blimmel et al., 1997b). Esta relacién indica que, a
igual digestibilidad, aquellos alimentos que producen menos gas tendran mayores FP,
reflejando una mayor cantidad de la energia consumida/incubada retenida en BM.

En asociacion con lo anterior la descripcion de la estequiometria ruminal
descripta por Wolin (1960), indica que existe una estrecha relacion entre la PCH; y la
produccién de AGV. Sin embargo, como indica Archiméde et al. (2011) no existe hasta
el momento ningln trabajo empirico que permita evaluar la relacion entre PCH, y la
produccién de AGV para explicar las diferencias entre forrajeras C3 y C4.

En ambos exp. aqui presentados se midié el sustrato incubado que fue degradado
(ivDMS y ivDMO), la PGAN (incluyendo la participacion del CH,) y la concentracion
de AGV, y a partir de estos datos se estimd la BM teniendo en cuenta un factor
estequiométrico, que afecta la PGA, tomando un factor estequiométrico que depende del
tipo de alimento que se evalle (i.e. 2,2 en alimentos acetogénicos, Blimmel et al.,
1997a) , segun la siguiente ecuacion:

BM = Sustrato real degradado — (Volumen de gas x Factor estequiométrico)

El FP explica en gran medida la eficiencia de sintesis de BM, asumiendo como
verdaderos los siguientes supuestos: 1) que las cadenas carbonadas de la MO
verdaderamente digerida se reparten cuantitativamente en la BM, el gas de fermentacién
y los AGV formados y 2) que la PG esta relacionada estequiometricamente con el perfil
de AGV (Kiran y Krishnamoorthy, 2007).

En la Figura 3.13 se analizo la relacién entre la PGA estimada a partir de la
concentracion de AGV (Blummel et al., 1999) y la PGAN efectivamente observada para
los Or y se hallé una escasa relacion entre ambas (p< 0,10; r’= 0,112), mientras que, en
los Lavados, mas de la mitad de las estimaciones presentaron correlacion no
significativa, desestimando entonces la aplicacion del FP para evaluar los forrajes del
exp.1.
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Figura 3.13 Relacion entre la PGA observada en el sistema in vitro (en 24 h), y la PG estimada
estequiometricamente a partir del perfil de AGV, segun (Blimmel et al., 1999) de ocho
forrajes en el exp. 1, (ALF, Alfalfa (Medicago sativa); MC, Milium coloratum; CG,
Chloris gayana; PD, Paspalum dilatatum; RG, Raigras (Lolium perenne); UB, Urochloa
brizanta; CC, Cenchrus ciliaris; MM, Megathyrsus maximus).

Por su parte, en el exp. 2, el mismo andlisis hall6 una buena relacién de PGA
observada y estimada (p< 0,05; r>= 0,55; Figura 3.14), aunque los valores estimados
fueron 3,5 veces mayores a los observados y menores a las encontradas en otros trabajos
(Blummel et al.,, 2003, 1997a). Sin embargo, al agrupar las observaciones por
tratamiento, se observo una clara distincion entre el Or y FDNfr y FDNse, siendo esta
Gltima la que mejor ajusté (r’= 0,80, Figura 3.15).

Resulté congruente la falta de relacién observada y esperados para el exp. 1, ya
que los materiales fueron tratados frescos, teniendo en cuenta que en el exp. 2 los
materiales frescos arrojaron resultados similares. Resulta dificil de explicar de qué
modo la forma de presentacion indujo modificaciones en la relacién de los AGV v el
gas producido.

En el exp. 1, el PD fue uno de los Sust con menor PGAN y AGV en todos los
horarios, lo cual podria explicar porque presentd la menor PCH,, aunque produjo una
relacién Ac: Prop relativamente alta.

De acuerdo con estas modelaciones, los sustratos que tengan mayores PG,
menores digestibilidades y mayor produccion de AGV deberian incorporar menos
sustrato a proteina microbiana. En el exp. 1, si bien ALF y RG fueron los que mayores
ivDMO presentaron, también fueron los que mayor gas produjeron, por lo que
resultaron con produccion de BM intermedia. En esta comparacion CC fue la forrajera
que pese a la limitada ivDMO, orienté mayor proporcion de la energia hacia la sintesis
de BM. En el otro extremo los Sust que provocaron la menor incorporacion de BM en el
medio fueron MC y CG.
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Por otro lado, en las primeras horas de fermentacion, la produccion de AGV de
los forrajes estaria influenciada en gran medida por la participacion de los CS (Doane et
al., 1997b), que podria explicar la disminucion de las concentraciones de AGV con la
eliminacién tanto de CSA, como de CSDN, sobre todo en forrajeras C4. Sin embargo, la
exclusion de CS genera un efecto que se prolonga en el tiempo, ya que la produccion de
AGV a las 48 y/o 72 h también es menor que en los materiales Or. En adicion habria
que considerar que la eliminacion de estos CS pudo haber modificado las poblaciones
microbianas actuantes.

Similar a lo que ocurri6 en el exp. 1, en el exp. 2 el RG fue el que méas gas
produjo, sobre todo en las primeras horas, con una mayor ivDMO y DFDN, aunque con
concentraciones de AGV similares a los forrajes C4; lo que explicaria la falta de
diferencias en la PCH,4 y en la sintesis de BM (Blimmel et al., 1994).
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Figura 3.14 Relacion entre la PGA observada en el sistema in vitro (en 24 h), y la PG estimada
estequiometricamente a partir del perfil de AGV segin Blummel et al. (1999) de los
sustratos evaluados en el exp. 2 (MC, Milium coloratum; CG, Chloris gayana; RG,
Raigras (Lolium perenne)).
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Figura 3.15 Relacion entre la PGA observada en el sistema in vitro (en 24 h), y la PG estimada
estequiometricamente a partir del perfil de AGV segin Blimmel et al. (1999) de los
sustratos evaluados tal cual (Or), lavados con SDN, frescos (FDNFr) y secados en estufa
(FDNSe) del exp. 2.

3.5.4.2. Fermentaciones tardias, a 48y 72 h.

Después de 48 h de fermentacién en el exp. 1, la exclusion de CSA mostrd
diferentes comportamientos entre los sustratos estudiados, siendo el PD el que mejor
respondio a la eliminacion de estos compuestos, ya que aumentd su digestibilidad total
con una menor PG, que se reflejo en un mejor FP. Este incremento del FP podria
deberse a algun factor soluble no fermentable o a la accién de proteina degradable, que
contribuyan a incrementar la ivDMO o disminuir la PG, respectivamente (Blimmel et
al., 2003).

Por otra parte, aunque el Lavado también gener6 una mejora en la DFDN de
MC, la exclusion de CSA no gener6 diferencias en la PGAN para 48 y 72 h, que se
reflej6 en la similitud en los resultados de FP y produccion de BM. Este
comportamiento disimil especifico de estos sustratos haria pensar los CSA de PD y MC,
aungue formados por concentraciones variables de pectinas, fructosanos y otros CHOs
solubles que se encuentran directamente disponibles para la flora microbiana (Stefanon
et al., 1996), tuvieron un efecto perjudicial en el aprovechamiento de la fibra en estos
dos Sust, pero solo en PD provocaron ademas una peor distribucién de la energia
digestible, reflejado en el bajo FP para la fraccion completa (Or).

Con respecto a la produccién de AGV, el lavado gener6 una disminucién en la
concentracion de acético y propionico (reflejado en los AGV totales), en forma similar a
lo que ocurri6 a las 24 y 48 h, siendo PD, el que menos CH4-MOd presentd. Por otro
lado, CC, que fue el que mayor produccién de acético y propionico presento a las 48 h
(también elevadas a las 72 h, pero sin diferencias significativas con el resto), fue el
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unico Sust en el cual la eliminacién de los CSA generé una mayor PG, influyendo
ademas en una menor FP con respecto al Or.

En el exp. 2 también las fracciones FDNfr presentaron menores ivDMS
comparado con los Originales en los forrajes C4, mientras que se equipararon cuando se
evalué la ivDMO y DFDN. Si comparamos los forrajes C4 con el RG y teniendo en
cuenta gque cuanto mayor sea el contenido de fibra en los sustratos evaluados tal cual, la
cantidad de gas producida por la fraccion soluble disminuye (Doane et al., 1997b;
Schofield y Pell, 1995b), deberiamos encontrar en las gramineas C4 una disminucién en
la PG en FDNfr comparado con Or, al menos durante las primeras horas de
fermentacion.

Sin embargo, ni a las 24 h, ni a las 48 h se encontraron diferencias en la PGAN
entre FDNfr y Or. La principal diferencia observada en la fermentacion tardia fue que el
CG produjo mas CH, que el RG, siendo una observacion en concordacia con lo
reportado por Archimede et al. (2011). La mayor potencial metanogénico de CG, estuvo
asociado a una mayor relacion acético: propionico en la produccion de AGV, tal como
sefialan Blummel et al. (1999).

Por otro lado, las PCP presentaron menores concentraciones de AGV para todos
los sustratos, aunque solo presentdé menor digestibilidad la PCP de MC, lo que sugiere
que no solo hay diferencias en la fermentacion de forrajeras tropicales y templadas, sino
que existe una amplia heterogeneidad entre forrajeras C4 estudiadas.

3.5.5. Efecto del tratamiento térmico en las paredes celulares purificadas

En las técnicas in vitro de evaluacion de alimentos mas comdnmente utilizadas
(Menke y Steingass, 1988; Theodorou et al., 1994; Tilley y Terry, 1963; Wawrzkiewicz
y Danel6n, 2004) se utilizan sustratos secados en estufa, para poder moler dicho sustrato
hasta un tamafio de particula adecuado para la escala del sistema (i.e. 1-2 mm,
Theodorou et al., 1994), para favorecer el contacto de los microorganismos con el Sust,
disminuir la fase Lag y tratar de que la fermentacién empiece lo antes posible
(Williams, 2000). Si bien este secado se realiza a una temperatura cercana a 60°C, con
el fin evitar modificaciones en la conformacién de carbohidratos y proteinas (e.g.
formacion de compuestos de Maillard), estudios previos han mostrado efectos del
secado sobre la fermentacion in vitro (Cantet et al., 2011a; Wawrzkiewicz, 2010),
debido posiblemente a cambios en la estructura de la fibra, que podria alterar los
resultados de la evaluacion nutricionales de los alimentos (Wawrzkiewicz, 2010), por lo
que seria deseable emplear alimentos frescos, sobre todo si se pretende evaluar forrajes
que serian consumidos en pie por los rumiantes.

En el exp. 2 se evalud el efecto del secado con estufa en el comportamiento
fermentativo de las paredes celulares, generando 2 tipos de PCP (FDNfr y FDNse).
Trabajos anteriores han sefialado que puede modificarse los contenidos de FDN y los
parametros de fermentacion, sobre todo de muestras ricas en proteinas (Cone et al.,
1994). Sin embargo, en los forrajes tropicales estudiados, no se notaron alteraciones en
las concentraciones de fibra y PB.



91

En el exp. 2, teniendo en cuenta la digestibilidad, el secado no indujo diferencias
entre las 2 PCP para los 3 Sust. Sin embargo, Doane et al. (1997a) encontraron una
pequefa subestimacion en la DFDN para ALF, Bromus inermis y Dactylis glomerata,
en concordancia con los resultados encontrados en ALF, PD y RG por Cantet et al.
(2011a), cuando se evaluaron los forrajes sin fraccionar.

Al evaluar la fermentacién, sin embargo, se observd que la PGAN durante las
primeras 24 h fue diferente para las dos PCP. Por un lado, el secado retrasé la
instalacion de microorganismos y fermentacion en los 3 Sust estudiados, y esto se
reflejd, a su vez, en menores tasas horarias y PGAN total durante las primeras 24 h. Esta
reduccion en las PCP secadas en estufa se encontro en el trabajo de Doane et al.
(1997a), aunque la disminucion encontrada aqui fue del 41% mientras que en el citado
trabajo no llegé al 5%. Por otro lado, aunque se ha sugerido que el retraso en la cinética
de PG y en la PGAN durante las primeras 24 horas de incubacién in vitro podrian ser
explicadas por las diferencias en la composicion de AGV producidos (Wawrzkiewicz,
2010), los perfiles de AGV producto de la fermentacion de ambas PCP no present6
diferencias a 24 o0 48 h, para ninguno de los sustratos estudiados.

En CG hubo una reduccion numérica sustancial debido al secado, para todos los
parametros de digestion estudiados (Cuadro 3.13). En los otros sustratos (i.e. RG y
MC), la falta de diferencias en la digestibilidad producto del secado, pero con una PG
sustancialmente menor que FDNfr, explican los mejores FP observados para FDNSe.
Sin embargo, esta mejora en la eficiencia de la distribucion de la energia, no se vié
reflejada en una menor PCH,, generada por el secado.

Estos resultados tienen implicancias sumamente serias, por un lado, obliga a
repensar la preparacion de las muestras al momento de evaluar alimentos, dado que la
PG demostré ser especialmente sensible al tratamiento térmico. Por otro lado, cabe
considerar especular las consecuencias nutricionales que tiene para el animal el
suministro de alimentos deshidratados en comparacion con los materiales frescos.
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3.6. Conclusiones

El proposito de este capitulo fue estudiar el efecto de los CSA y de las
diferencias entre los materiales evaluados tal cual (i.e. Or) y las PCP de forrajeras
templadas y megatérmicas utilizadas como alimento para los rumiantes.

En general las digestibilidades de las especies megatérmicas halladas en este
trabajo superaron a las usualmente reportadas en la bibliografia. Este comportamiento
estaria explicado por la técnica in vitro utilizada (ivDMS verdadera), porcion del forraje
utilizado (exclusivamente ldminas), forma de presentacion (material fresco, no secado
en estufa como se reporta habitualmente) y el ambiente predominantemente templado
de crecimiento de las pasturas (CABA, Argentina).

Las forrajeras megatérmicas tardaron mas tiempo (fase Lag) en comenzar la
fermentacion que las templadas. Sin embargo, al analizar otros aspectos de la cinética
de digestion y del perfil fermentativo se observo un comportamiento heterogéneo entre
las gramineas C4, lo que alerta sobre la necesidad de ser extremadamente cautos al
realizar extrapolaciones para este conjunto de especies.

Entre los sustratos estudiados, el Paspalum dilatatum merece una mencion
aparte. La eliminacion de los CSA redujo la fase Lag, aumentd la DFDN y la ivDMS y
ivDMO, lo que repercutié en una mayor produccion de BM en los residuos del lavado
con agua, debido a la menor PGA respecto al material Or; este efecto nos llevaria a
especular que o bien la fermentacion se redujo por la presencia de algin CS no
identificado, 0 menos probablemente que el lavado con agua afectd las propiedades de
la pared celular del PD. En forma analoga, para el residuo del lavado con agua del MC
también se detectd una mejora en la DFDN a las 48 h.

La PCH, por unidad de MS y MO digerida no solo fue afectada por los CS, sino
que también estuvo afectada por la estructura particular de la pared celular (exp. 2), tal
como se puso en evidencia por la PCH, que aumenté en la PCP de CG, mientras que se
redujo en MC. Por otro lado, la eliminacion de CS en los residuos lavados con agua
disminuyd la produccion de AGV vy genero perfiles mas acetogénicos en las forrajeras
C4, lo que se asocio con fermentaciones mas largas, sugieriendo un efecto a largo plazo
sobre las poblaciones microbianas.

La estimacién de la PGA a tiempo fijo a partir de la composicion de AGV, en
ambos experimentos donde se utilizaron forrajes frescos, no presenté una buena
asociacion con los resultados observados. Sin embargo, en los forrajes secados en
estufa, la relacion entre valores observados y estimados fue muy buena (r*= 0,80).

Las PCP secadas en estufa (i.e. exp. 2) presentaron un retraso y una disminucién
en la fermentacion de los forrajes estudiados, mientras que solo en CG redujo
sustancialmente la digestibilidad del sustrato, aunque la PCH,4 por unidad de MS o MO
digerida no se vi0 alterada. Esto sugiere que el secado de la muestra, conforme con lo
concluido por otros autores, altera la fermentacion en forma diferencial para distintos
sustratos, de lo cual se deduce que seria recomendable utilizar forrajes molidos en
fresco cuando se pretende caracterizar forrajes para pastoreo.
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Capitulo 4.
Efecto de la adicion de extractos de taninos en los perfiles
de fermentacion de forrajeras templadas y tropicales
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4.1. Resumen

El objetivo de este capitulo fue analizar el efecto del agregado de taninos
condensados (TC) en la eficiencia de digestion, potencial metanogénico y distribucién
de la energia entre los productos de fermentacion de forrajeras templadas y tropicales.
Se realizaron dos experimentos mediante la técnica de produccion de gas (PG) in vitro,
donde se agregaron extractos de Quebracho sp. y Lotus corniculatus (exp. 1) y extractos
de Sauco (Sambucus peruviana) y Lotus uliginosus (exp. 2), obtenidos por lavados
diferenciales con agua destilada a 40°C y con etanol acuoso (etanol 70%) que fueron
agregados a botellas de fermentacion para evaluar la eficiencia de digestion y productos
de fermentacion de Raigras (RG, Lolium perenne) en comparacion dos forrajeras
tropicales: Megathyrsus maximus (MM, exp. 1) y Penisetum purpureum (Kikuyo, KK,
exp. 2). Se observaron comportamientos disimiles entre las forrajeras tropicales, si bien
MM y KK presentaron mayores y mas tardias PG, digestibilidades in vitro de la MS
(ivDMS), MO (ivDMO) y de la fibra (DFDN) relativamente altas (pero menores al RG),
solo MM presentd mayor produccion de CH4 (PCH,) que el RG. Los extractos acuosos
del exp. 2 provocaron un aumento en la ivDMS y ivDMO, aunque no se puede atribuir
esta mejora en el aprovechamiento de los nutrientes a los TC presentes en los
mencionados extractos, sino que posiblemente otros compuestos (diferentes a los TC)
arrastrados durante el lavado fueron los responsables. Por otro lado, si bien los TC de
Quebracho indujeron un descenso en el DFDN, contrariamente a lo esperado, la PCH4
fue mayor, aunque este efecto no pudo ser atribuido a la presencia de TC.
Adicionalmente, la estequiometria indic6 que mientras que la mayor PCH, en los
tratamientos con Quebracho estuvieron asociados con perfiles acetogénicos
encontrados, aquellos con L. corniculatus no tuvieron relacion con la composicion de
AGV, sino con la mayor produccion total de AGV y las mayores PG.
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4.2. Introduccion

Desde hace tiempo numerosos grupos de investigadores y técnicos que se
dedican al estudio de la nutricion animal estan interesados en modificar la capacidad
fermentativa del rumen, para hacer mas eficiente el uso de los nutrientes o disminuir la
formacion de compuestos nocivos para el animal, para los microorganismos deseables o
para el medio ambiente. En este sentido, el estudio de la calidad de los alimentos y el
proceso de fermentacion ruminal, se ha basado en conocer la proporcion de MS o MO
disponible para los microorganismos del rumen, la velocidad de fermentacion, los
productos generados a partir de ella y la interaccion entre estos factores (Blimmel et al.,
1997a).

Los gases generados por los rumiantes son uno de los productos de fermentacion
mas estudiados en los ultimos afios, por tener una relacion directa e inmediata con la
nutricion y, ademas, por representar, no solo contaminantes para la atmdsfera, sino
también una pérdida de energia bruta del alimento (Beauchemin et al., 2008). Se ha
calculado, con base en el andlisis del ciclo de vida, que el sector agropecuario emite
aproximadamente 7,1 Gt de CO,-eg/afio, que equivale a el 14,5 % del total de las
emisiones de los gases con efecto invernadero (GEI) antropogénicas (Gerber et al.,
2013). Uno de los GEI mas ligados a la actividad del hombre es el CHy4, ya que el 70 %
de la produccién de CH, (PCH,) proviene de fuentes antropogeénicas, siendo el sector
agropecuario responsable de dos terceras partes del mismo (Duxbury et al., 1993).

Como potenciales instrumentos mitigadores de CH,, el manejo de la dieta
(calidad de forraje, mejoramiento genético vegetal, suplementacion y utilizacion de
aditivos) ha sido, en los altimos afios, de los mas evaluados por la comunidad cientifica
(Eckard et al., 2010).

Los compuestos (0 metabolitos) secundarios de las plantas fueron descriptos
desde hace mas de 100 afios, y han sido definidos como aquellas sustancias quimicas
que no estdn involucradas en procesos de crecimiento y reproduccion vegetal
(Hartmann, 2007), pero que son elaboradas por las plantas como mecanismos de
defensa contra microorganismos, insectos y herbivoria (McL. Dryden, 2008).

Muchas de estas sustancias se han utilizado como aditivos modificadores de la
fermentacion ruminal desde no hace mucho tiempo (e.g. los aceites esenciales, las
saponinas y los taninos; Patra y Saxena, 2010) y aunque algunos puedan tener efectos
negativos sobre los animales, muchos de ellos en la dosis correcta, pueden presentar
efectos benéficos en el aprovechamiento de los nutrientes, evitando o disminuyendo la
formacion de compuestos nocivos o indeseables para el rumiante (Jouany y Morgavi,
2007; Patra y Saxena, 2010) o incluso contribuyendo al control de paréasitos
gastrointestinales (McL. Dryden, 2008).

Los taninos han sido tradicionalmente diferenciados en taninos hidrolizables y
condensados (TC). Debido al menor potencial de toxicidad, los TC han sido mas
estudiados que los hidrolizables (Frutos et al., 2004). Los TC o proantocianidinas son
polimeros no ramificados de unidades flavonoides con un peso molecular mas alto que
los hidrolizables (2 a 7 veces mayor, McLeod, 1974), y han sido estudiados por su
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capacidad de asociarse a proteinas y otras moléculas, evitando la degradacién ruminal
debido a que estos complejos se forman por puentes de H que son estables en un rango
de pH de 3,5 a 8 (Aerts et al., 1999; Min et al., 2002).

La capacidad para formar complejos con proteinas ha sido uno de los efectos
mejor descriptos de los TC, sobre todo para forrajes que poseen mucha fibra y poca
proteina bruta (PB) disponible, como es el caso de las forrajeras megatérmicas, ya que
esta propiedad anti-nutriticional de los taninos puede, por tanto, reducir aun més la
calidad de estas forrajeras (Tiemann et al., 2008), llegando incluso cuando las dosis son
excesivas a reducir el consumo voluntario de MS (CVMS, Blimmel et al., 1997b; Goel
et al.,, 2008). Sin embargo, estos complejos pueden generar efectos benéficos, al
proteger las proteinas de la excesiva degradabilidad ruminal, permitiendo el
aprovechamiento en porciones posteriores del tracto gastrointestinal ya que estas
conexiones se rompen a un pH menor de 3,5 (e.g. abomaso) o mayor a 8 (e.g. duodeno;
Waghorn et al., 1994). Estos efectos se observan controlando los niveles de inclusion,
por ejemplo, Barry et al. (1986) sugirieron que adicionando 30 a 40 g de TC de Lotus
pedunculatus por cada kg de MS consumida se obtiene un efecto protector sobre la
degradabilidad proteica y un mayor flujo de N hacia el duodeno, sin afectar la
digestibilidad de la MS o el CVMS.

Sin embargo, los efectos de inhibicion en la degradabilidad no solo se producen
en las proteinas, sino que la formacion de complejos con carbohidratos, como
hemicelulosa, celulosa, almidon y pectinas fueron descriptos por varios autores (Hervas
et al., 2003; McSweeney et al., 2001), y tienen un efecto similar, fundamentalmente por
producir un retardo en el ataque microbiano. Ademas de este efecto, la accion
antimicrobiana de los taninos sobre bacterias celuloliticas y diversos hongos (Patra y
Saxena, 2009) y sobre archaea metanogénicas (Tavendale et al., 2005) podrian explicar,
al menos en algunos casos, el efecto antimetanogénico de estos compuestos.

Los efectos nocivos o benéficos antes descriptos no siempre son encontrados, ya
que dependen en gran medida de la dosis (Grainger et al., 2009b), el tipo de extracto
(Goel et al., 2008) y del tipo de alimento que contenga los taninos (Mcnabb et al., 1997;
Tiemann et al., 2008). Aunque los cambios en la degradabilidad de la fibra, afinidad a
las proteinas y el efecto en el potencial metanogénico ha sido estudiados en el pasado,
son pocos los estudios que evalien en forma conjunta el perfil de fermentacion, la
digestibilidad y la PCH,4 (Guyader et al., 2017)

El estudio del gas de fermentacion producido en los sistemas in vitro puede
brindarnos informacion valiosa acerca de la degradabilidad de los alimentos y la
velocidad en que éstos son degradados (Menke et al., 1979). Esta relacion puede ser
explicada, en gran medida, con estudios estequiométricos del gas producido y del perfil
de 4&cidos grasos volatiles (AGV, Wolin, 1960) provenientes de la fermentacién
microbiana ruminal. Por otro lado, la sintesis de biomasa microbiana (BM) puede ser
estimada, con el gas producido y el sustrato realmente degradado (Blimmel et al.,
1997c¢) o con la velocidad de degradacion y cantidad de fibra del alimento
(Krishnamoorthy y Robinson, 2010). Por lo tanto, cambios cuali o cuantitativos en la
poblacién microbiana del rumen podrian verse reflejados en cambios en la fermentacion
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y en los productos derivados de ella (i.e. AGV, gases y BM, Blimmel et al., 19974,
Guyader et al., 2017, Morgavi et al., 2010;).

La degradacion del sustrato consumido/incubado por parte de los
microorganismos ruminales libera energia, y la mayor parte de ésta se utiliza para la
produccion de nueva proteina microbiana o AGV, que afectan, a su vez, el volumen y
composicion de los gases de fermentacion (Blimmel et al., 1997a), a partir de un
desplazamiento de la fermentacion hacia propionato o mediante una reduccion en la
fermentacion de la MO, sin embargo muchas veces no es posible reducir la PCH4 sin
tener resultados negativos sobre la digestibilidad (Benchaar et al., 2001).

Los TC han sido propuestos como potenciales mitigadores del potencial
metanogénico (Carulla et al., 2005; Grainger et al., 2009a; Hess et al., 2006; Knapp et
al., 2014), por los efectos que producen en la fermentacion ruminal de los alimentos, en
forma directa inhibiendo la metanogénesis producida por las archaea metanogénicas
ruminales (Morgavi et al., 2010) o indirectamente optimizando la fermentacion ruminal
que disminuiria la emision de CH,4 por unidad de MO digerida (Benchaar et al., 2001;
Beauchemin et al., 2008).

Aunque el rol de los TC en la PCH, ha sido estudiado en el pasado, el analisis
detallado del re-direccionamiento de los carbonos que irian a producir CH,, en los otros
productos de fermentacion, es un topico poco estudiado y de gran interes.

Asimismo, las forrajeras megatérmicas se caracterizan por su alta tasa de
produccién de biomasa, acompafiado con altas concentraciones de fibra y escasa
proteina, que los hacen alimentos con poca calidad. En adicion a esto, los animales
alimentados con este tipo de forrajes tienden a producir mas CH4 por unidad de MS
consumida. Hasta el presente, pese a la creciente importancia que han tomado las
forrajeras megatérmicas en nuestro pais y paises vecinos (para mas informacion ver
Seccion 3.2, del Capitulo 3), existe interés en encontrar estrategias de mitigacion de
CH, asociado con estos recursos. Se han explorado estrategias tendientes a mejorar la
digestibilidad de estas forrajeras, y al mismo tiempo, que contribuyan a mitigar la
PCH,, como podria ser la adicion de TC y otros compuestos (Joauny y Morgavi, 2007;
Martin et al., 2010).

El objetivo principal de este capitulo fue analizar los efectos de distintos

extractos de TC sobre la digestion, la cinética y los productos derivados de la
fermentacion de especies forrajeras tropicales y templadas.
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4.3. Materiales y Métodos

4.3.1. Caracterizacion de los experimentos

Se llevaron a cabo dos experimentos para evaluar la adicion de extractos de TC
en la fermentacion de forrajeras templadas y tropicales mediante la técnica de
produccion de gas in vitro (Theodorou et al., 1994, con modificaciones de
Wawrzkiewicz y Daneldn, 2004) segun lo descripto en la seccion 2.3.2 del capitulo 2.
El primer experimento (exp.1) se realizé en el Laboratorio de Nutricion Animal de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (FAUBA), donde se evalud
el efecto de los extractos de TC de dos fuentes (i.e. Lotus corniculatus y Quebracho sp.)
en la cinética y extension de la fermentacion de dos sustratos (i.e. raigras, Lolium
perenne, RG y Megathyrsus maximus, MM). Ademas, se evaluaron botellas sin la
adicion de extractos que fueron tomadas como Control, generando asi 3 tratamientos
(i.e. Control, L. corniculatus y Quebracho).

Los tratamientos fueron evaluados en presencia o ausencia de polietilenglicol
(i.e. adicionando 1 ml de PEG o de agua destilada, PEG y NP, respectivamente), un
compuesto con alta afinidad por los TC, que permite discriminar la accién especifica de
los TC de otros compuestos presentes en los extractos, sin generar cambios en la
fermentacion in vitro (Tiemann et al., 2008).

Por otra parte, el segundo experimento (exp. 2) se llevo a cabo en el laboratorio
de la Sede de Investigacion Universitaria (SIU) de la Universidad de Antioguia, ubicada
en Medellin, Colombia. En este ensayo también se evalué el efecto de los TC en los
parametros fermentativos y de digestion de dos sustratos (i.e. kikuyo, Penisetum
purpureum [KK] vy raigrés, Lolium perenne [RG]) aunque lo que se buscaba era
diferenciar los efectos de los TC de dos fuentes, Sauco (Sambucus peruviana) y Lotus
uliginosus mediante dos métodos de extraccion diferentes, con agua destilada a 40°C o
con etanol acuoso.

4.3.2. Descripcion de los sustratos utilizados en la produccién de gas in vitro

Los sustratos utilizados en el exp. 1 fueron los mismos que se utilizaron en los
ensayos descriptos en el Capitulo 3 (Para ver composicion quimica ir a Cuadro 3.1,
tratamientos Or (originales) de RG y MM). Las laminas de RG y MM fueron
cosechadas del campo experimental de la FAUBA, molidas en fresco con hielo seco tal
como fue descripto en la seccidon 3.3.1 del Capitulo 3 y reservadas a -20°C hasta su
utilizacion. Por su parte, los forrajes utilizados en el exp. 2, fueron obtenidos en la
Estacion Agraria Cotové, de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin
(Antioquia, Colombia; 540 m.s.n.m., temperatura y precipitaciones medias= 27°C y
1.100 mm, respectivamente).

La composicion quimica de los mismos se detalla en el Cuadro 4.1. Estos
sustratos se secaron en estufa, se molieron a un tamafio de particula de 1 mm y se
reservaron en un ambiente seco y fresco hasta su utilizacion. Todos los sustratos se
caracterizaron por contenido de MS 105°C y cenizas (AOAC, 1995), proteina bruta
(PB= N total x 6,25; AOAC, 1995), extracto etéreo (EE, AOAC, 1995), fibra insoluble
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en detergente neutro libre de cenizas con alfa-amilasa (aFDNwo, segin Goering y Van
Soest, 1970), fibra insoluble en detergente &cido libre de cenizas (FDAwmo, segin Van
Soest et al., 1991), contenido de lignina libre de cenizas (LDAmo).

4.3.3. Obtencion de los extractos de TC

Los extractos de taninos utilizados fueron preparados comerciales o se
obtuvieron por lavados diferenciales a partir de los forrajes en estudio. En el exp. 1, se
utilizé, por un lado, un extracto comercial en polvo de TC de Quebracho sp. (Unitan
Saica, Chaco, Argentina), disuelto en agua destilada.

Cuadro 4.1 Composicion quimica (g/kg) de los dos forrajes que se utilizaron como
sustrato (raigras, RG y kikuyo, KK) y de los dos que se utilizaron como fuente de
taninos condensados (TC; Lotus uliginosus, LU y Sauco) realizando los extractos
correspondientes del experimento 2.

Sustrato ID! MS MO PB EE aFDNpo  FDAwo Hem
Lolium
RG 944 932 154 38 502 307 195
perenne
Penisetum
KK 947 914 176 25 668 327 341
Purpureum
Lotus
.. LU 928 929 269 32 333 270 63
uliginosus
Sambucus
] Sauco 942 913 221 42 271 250 21
peruviana

!ID, identificacién; MS, Materia seca; MO, Materia organica; PB, Proteina bruta; EE, extracto
etéreo: aFDNyo, Fibra insoluble en detergente neutro tratado con alfa-amilasa (libre de cenizas);
FDAWo, Fibra insoluble en detergente acido (libre de cenizas); Hem, Hemicelulosa.

Por otro lado, se tomd L. corniculatus cosechado en estado vegetativo, previa
floracién (L. corniculatus; MO= 911, PB= 211, EE= 21, aFDNyo= 487, FDyo= 314 y
LDAMmo= 107 g/kg MS), se lo secé en estufa con aire forzado (sin superar los 40°C), se
molié hasta un tamafio de particula de 1 mm y lavd con agua destilada (100 gr de
sustrato en 1200 ml de agua) en un bafio termostatizado a 40°C por 30 min, con
agitaciones de 2 min, con 3 minutos de reposo. Posteriormente se filtrd el contenido con
papel de filtro. El liquido del filtrado se recuper6, procurando que no hubieran quedado
particulas visibles sin disolver, y se lo almacend en un frasco de vidrio color caramelo a
5°C. Los TC de ambos extractos fueron cuantificados por el método de Butanol-HCI
(Terril et al., 1992). En forma resumida, 0,5 ml de los extractos purificados fueron
disueltos con acetona acuosa (relacion extracto: acetona; 7: 3, v/v) en un tubo de
ensayo. Luego fueron adicionados 3 ml de una solucion de butanol-HCI (relacion 95: 5,
v/v) y 0,1 ml de reactivo férrico (20 mg/g de sulfato de amonio férrico en 2 N HCI). El
contenido dentro de los tubos se mezcldé con vortex, se cerraron con tapon de goma y
fueron mantenidos en bafio termostatizado a 95-100°C durante 60 minutos, hasta
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visualizar un cambio de color y una solubilizacién completa del alcohol en el extracto.
Una vez finalizado el calentamiento, se dejo enfiar a temperatura ambiente y se leyo la
absorbancia de cada tubo en espectofotémetro (MetroLab® 1500) a 550 nm, seteando en
cero el aparato con la absorvancia de un blanco (un tubo siguiendo el mismo
procedimiento, pero reemplazando el extracto de TC por agua destilada).

En el exp. 2, se cosechd L. uliginosus y se recolectaron hojas verdes de Sauco
(Sambucus peruviana) de la Estacion Agraria Cotové, que fueron secadas en estufa a
60°C con aire forzado y molidas. Los extractos diferenciales se obtuvieron lavando los
2 sustratos en cubetas individuales con agua destilada a 40°C, (relacion sustrato: agua,
1: 0,9) o con etanol acuoso segun Barahona (1999, etanol al 70% a temperatura
ambiente; relacion sustrato:etanol :: 2:1). La extraccion se realizO por agitacion
constante durante 30 min, posterior filtrado con gasa del sustrato y recuperando el
liquido residual.

4.3.4. Tratamientos utilizados para analizar el efecto de los TC en la fermentacion
in vitro

En el exp. 1 se confeccionaron 6 tratamientos combinando dos factores, tres
fuentes de TC (i.e. Control (sin TC), Quebracho y L. corniculatus, a razon de 6 mg de
TC por cada 200 mg de sustrato incubado) y la ausencia o presencia de polietilenglicol
(PEG, i.e. 0 y 20 mg por botella, asegurando 2 mg de PEG por mg de TC incluidos en
cada botella). Estos tratamientos fueron analizados en duplicados (i.e. réplicas
intrabafio) y con dos lineas de botellas independiente para evaluar dos tiempos de
sacrificio o de incubacién (24 o 48 h de fermentacidn), utilizandose 48 botellas en cada
corrida (i.e. 3 fuentes de TC x 2 PEG (ausencia o presencia) x 2 forrajes x 2 réplicas x
2 sacrificios).

Los extractos liquidos se concentraron segun la cuantificacion de TC obtenida
por la metodologia de Butanol-HCI, tal como se explico en la seccion anterior, de tal
forma que para llegar a la dosis propuesta, se agregd 1 ml de extracto en cada botella,
mientras que en las botellas Control se agreg6é 1 ml de agua destilada.

Por otro lado, en el exp. 2 se llevaron a cabo cinco tratamientos, a saber: un
Control (sin TC) mas cuatro tratamientos combinando dos fuentes de TC (L. uliginosus
y Sauco) con dos tipos de extracciones (Agua y Etanol), también por duplicado vy, esta
vez, analizando 4 tiempos de fermentacion (12, 24, 48 y 72 h post-incubaciéon). En cada
botella fue afadido el extracto al 2 % de inclusion, concentrado en 1 ml de preparado,
afnadiendo por su parte, en el Control, 1 ml de agua destilada. En cada corrida de
produccién de gas se utilizaron entonces 80 botellas (i.e. 5 tratamientos [Control, L.
uliginosus-Agua, L. uliginosus-Etanol, Sauco-Agua y Sauco-Etanol] x 2 forrajes x 2
réplicas x 4 sacrificios). Ambos ensayos se repitieron 3 veces, en 3 semanas diferentes,
correspondientes a 3 periodos (periodo = repeticion).

4.3.5. Produccion de gas in vitro y analisis de los residuos de la fermentacion

La metodologia utilizada, obtencion de licor ruminal y la relacion licor ruminal:
medio buffer en el exp. 1, fueron descriptos en las secciones 2.3.2 y 3.3.3 de los
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capitulos 2 y 3, respectivamente. Brevemente, se utiliz6 contenido ruminal de 2 ovejas
fistuladas, con una dieta de mantenimiento (heno de alfalfa y de grano de maiz, relacion
70: 30), los sustratos se incubaron (c.a. 0,250 g de MS) molido en fresco (con hielo
seco, tamarfio de particula= 1 mm) en botellas de vidrio color caramelo de 100 ml con
los diferentes tratamientos en un barfio termostatizado a 39°C en anaerobiosis durante 24
y/o 48 h. A cada botella se le agregd 36 ml de medio de incubacion y 4 ml de licor
ruminal (relacion medio: licor, 9: 1), 1 ml de extracto de TC (o0 agua destilada en el caso
del Control) y 1 ml de solucion de PEG (o agua destilada para aquellos tratamientos sin
PEG). A su vez se corrieron botellas blanco (i.e. Licor + medio, sin sustrato, tres para
cada sacrificio), con extracto de Quebracho, L. corniculatus, o con agua destilada,
generando asi blancos utilizados como correctores de los tratamientos.

En el exp. 2, en cambio, el licor ruminal fue extraido de 3 bovinos raza Holstein,
con canulas permanentes de rumen, que estaban pastoreando (hasta 3 horas antes de
extraer el licor), un potrero con kikuyo. El licor se llevd desde el establecimiento donde
fue recolectado hacia el laboratorio en termos previamente calentados, asegurando la
anaerobiosis y temperatura hasta la inoculacion. Por otro lado, las botellas, una vez
inoculadas con el licor, el medio buffer (Menke y Steingass, 1988) y los extractos
correspondientes, fueron trasladados a una estufa de ventilacién forzada a 39 °C.
También en este ensayo se utilizaron blancos (licor + medio, sin sustratos ni extractos),
aunque fueron cuatro replicas para cada horario de sacrificio, a las cuales se les agrego,
a la mitad 1 ml de etanol acuoso y a la otra mitad 1 ml de agua, para generar
condiciones similares con los tratamientos a corregir.

En ambos experimentos se analizaron la presion (psi, con transductor de presion)
y el volumen de gas (ml, con jeringa graduada) en 9 horarios para el exp. 1 (i.e. 1, 2, 4,
8, 12, 16, 24, 36 y 48 h) y 10 horarios en el exp. 2 (i.e. 2,4, 7,9, 12, 24, 30, 36, 48 y 72
h), para analizar la cinética de produccién de gas acumulada (PGA), fase Lag, tasas
horarias instantaneas de PG (ml/hr) y los parametros de modelacion no lineal (@rskov y
McDonald, 1979, PGA = A+ B x (1 — e~ °*%)). El gas colectado fue acumulado en
viales de 20 y 50 ml, para el posterior andlisis de la produccion de metano in vitro
(PCHy,) reportado en g de CH, afectado por kg MS incubada y desaparecida (CH;MSi y
CH4MSd) y por kg de MO desaparecida (CH4;MOd, para mas detalle ver seccion 3.3.4,
del Capitulo 3). Por su parte, la cuantificacion de CH, del exp. 2 fue realizada en el
Laboratorio de Andlisis Instrumental de la Escuela de Ciencias de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin en un cromatografo de gases 6890-N (Agilent
Technologies, USA).

Una vez interrumpida la fermentacion con dos o tres gotas de timol saturado, se
midid el pH con un peachimetro (Hanna instruments HI 9025) y se tomaron alicuotas,
preservadas con acido sulfurico, para la determinacion de AGV analizadas en un
cromatografo Konik (modelo HRGC 5000b) o con &cido ortofosforico para determinar
concentracién de N-NHs (kit de uremia, Wiener® lab). Por otro lado, el residuo
insoluble de cada botella se filtrd en vacio directamente dentro de bolsitas ANKOM®
(ANKOM® Technology #F57 filter bags), para analizar la digestibilidad in vitro de la
MS (ivDMS), de la MO (ivDMO) y de la fibra en detergente neutro (DFDN, % FDN).
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Ademas, se evalud el factor de particion (FP, mg/ml), que es la relacion entre el sustrato
real digerido y el volumen de gas producido en un determinado horario, que refleja la
eficiencia de sintesis de biomasa microbiana (BM). A su vez, se evalu6 la produccién
de BM, segun Blummel et al. (1997c), tal como fue explicitado en la seccion 3.3.6, del
Capitulo 3.

4.3.6. Disefio experimental y analisis estadisticos

El arreglo experimental que se utiliz6 para ambos ensayos fue en bloques
completos aleatorizados (DBCA) con un arreglo factorial, teniendo en cuenta los
siguientes modelos:

Experimento 1:
Yigm =ai +Bj+vi+ o+ (@X P+ (@X8)y+ ¥ X+ (@xXy X
+ Eijkim

donde, Yix = variable en estudio; o;= sustratos (i= 2); = bloque (j= 3); y«k=
fuente de TC (k= 3); 8= Ausencia o presencia de PEG (I= 2); (a x y)i= interaccion
entre sustratos y fuentes de TC; (o x 8);= interaccion entre sustrato y PEG; (y x 8=
interaccion entre Fuentes de TC y PEG; (a x y x d)i= triple interaccion; i = error
experimental (1=3). En este andlisis se evaluaron las interacciones en cada parametro
analizado y al corroborar que no eran significativas, se eliminaron del modelo.

Experimento 2:
Yiim=a;i+ Bj+vi+ (@Xy)+ €ju
donde, Yix = variable en estudio; o;= sustratos (i= 2); = bloque (j= 3); y«k=
tratamiento (k= 5); (a0 x y)ik = interaccion entre sustrato y tratamiento; &jjq = error
experimental (I=3). En las interacciones que fueron significativas se efectu6 un anélisis

mediante la opcion Slice por tratamiento, para evaluar el efecto del tratamiento en cada
sustrato.

En ambos experimentos se realizaron 3 periodos (i.e. Periodo= Bloque=
Repeticion) separados en el tiempo. Las variables fueron analizadas mediante ANOVA
usando el procedimiento GLM del paquete estadistico “SAS” version 9.1 (SAS, 2002;
SAS® Institute, Cary, NC.). Se realizaron comparaciones multiples para evaluar las
medias, usando el Test de Tukey (para los sustratos y las interacciones) o Dunnett (para
contrastar el Control contra la adicion de TC) con un nivel de significancia p< 0,05.
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4.4. Resultados

4.4.1. Experimento 1
4.4.1.1. Produccién de metano in vitro

Al analizar la PCH4, MM produjo mas CH4 que el RG en todas las formas
reportadas y en los 2 horarios de evaluacion (p< 0,05, Cuadro 4.2). Por otro lado, la
adicion de TC (de ambas fuentes) generd mayores valores, tanto a 24 como a 48 h (p<
0,05). Sin embargo, no hubo efecto por la adicion de PEG (p> 0,05).

4.4.1.2. Digestibilidad in vitro

El estudio de digestibilidad a las 48 h Unicamente mostro diferencias entre los
sustratos utilizados (p< 0,05), donde RG tuvo mayores digestibilidades (tanto de la MS,
MO y DFDN, Cuadro 4.3). Sin embargo, a las 24 h se mostré que Quebracho redujo la
digestibilidad, medida a través de todas las formas (p< 0,05), mientras que el agregado
de PEG produjo una mejora en las digestibilidades de los tratamientos (p< 0,05).

4.4.1.3. Cinética de la produccion de gas in vitro

Para analizar la cinética de fermentacion de acuerdo al modelo no lineal
propuesto por @rskov y McDonald (1979) (i.e. PGAN = A+ B X (1 — e~“*%)) donde
PGAN corresponde a la produccion de gas acumulada post-correcciéon con blancos. El
parametro A (i.e. fraccion rapidamente soluble) presentd diferencias solo entre Sustratos
(p< 0,05, Cuadro 4.4), aunque los valores fueron negativos, RG present6 un valor méas
cercano a cero. Ademas, el RG tuvo menor PGAN potencial (reflejada por el Par B) y
una tasa mas rapida (Par C), que su contraparte, MM. Ademas, presentd menor fase Lag
(menor a 1 hora, p< 0,05), y en mayores tasas en las primeras horas (T1 y T10), aunque
a las 42 h, MM produjo mas gas (p< 0,05).

Al evaluar los tratamientos, y siempre comparando con el Control, si bien ambos
extractos de TC presentaron una mayor produccion de gas potencial (p< 0,05, Par B),
solo L. corniculatus tuvo una mayor tasa de B y mayores tasas instantaneas de PG en las
primeras horas (2 veces mas en T1, y un 27% mas en T10). Mientras que al evaluar
T42, la adicion de ambos extractos produjo una mayor fermentacion (p< 0,05). No hubo
respuesta evidente por el agregado de PEG (p< 0,05). En la fase Lag se encontrd una
interaccion explicada porque la disminucion provocada por la adicion de L. corniculatus
solo se produjo en MM (Control= 2,03, L. corniculatus= 1,05, EEM= 0,156, p< 0,05),
mientras que en RG no hubo diferencias (Media general= 0,97, p> 0,05).
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Cuadro 4.2. Produccion de metano (g/kg) después de 24 o 48 h de fermentacion, afectado por MS
incubada (CH4-MSi) o digerida (CH4-MSd), MO digerida (CH4-MOd) o como la
proporcién de energia perdida como metano (Ym, mcal/mcal) de 2 forrajes con el agregado

de extracto de taninos condensados (TC).

24 h de incubacioén

48 h de incubacion

CHy CHs,  CHa CHy CHs,  CHe
Msi Msd Mod '™ | msi msd wmod Y™

Sustratos®

MM 125 161 163 376 | 147 174 172 444

RG 11,1 131 122 334 | 11,8 132 125 356

EEM? 063 078 083 0189 | 068 08 083 0,206
Fuente de TC®

Control 95, 11,7, 115, 29, | 107. 123, 120, 3,23,

L. cornic. 140, 17,2, 164, 42, | 139, 160, 156, 4,20,

Quebracho 11,8, 150, 148, 3,6, | 151, 17,7, 170, 455,

EEM 077 09 101 0231 | 084 101 103 0254
Inclusion de PEG*

NP 11,9 148 143 36 | 130 150 146 3,93

PEG 11,7 144 142 35 | 134 155 151 4,05

EEM 063 078 083 0189 | 068 082 083 0,206
Estadistico (valor F)

Sustrato (n=18) 469 1454 2396 472 | 1767 2464 31,61 17,71

;‘i‘ig)te de TC 1742 16,89 1199 17,36 | 1477 1434 1264 1483

PEG (n=18) 003 031 003 004 | 035 034 038 0,34
Significancia’

Sustrato N ok ek . ok kxk wkk e

Fuente de TC T

PEG ns ns ns ns ns ns ns ns

IMM, Megathyrsus maximus; RG, Raigras (Lolium perenne). “EEM, error estandar de la media; *Control,
sin adicion de TC; L. cornic., extracto de Lotus corniculatus, Quebracho, Extracto comercial de Quebracho
sp. “NP, ausencia de polietilenglicol, PEG, adicién de polietilenglicol. °ns, no significativo (p> 0,05); *, p<
0,05; ***, p< 0,001; Comparaciones segin Dunnett para la Fuente de TC, donde letras diferentes en cada

columna indican diferente a Control (p< 0,05).
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Cuadro 4.3 Digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS), de la materia organica (ivDMO,
g/kg MS) de la FDN (DFDN, g/ kg FDN) y FDN digestible (FDNd, g FDN/kg MS) después
de 24 y 48 h de fermentacién de 2 forrajes con de extracto de taninos condensados (TC) de
Lotus corniculatus, Quebracho sp. o sin TC (Control), con o sin la adicién de polietilenglicol

(PEG o NP).

24 h de fermentacion

48 h de fermentacion

ivDMS ivDMO DFDN FDNd | ivDMS ivDMO DFDN FDNd

Sustratos®

MM 776 769 672 122 843 850 799 145

RG 852 893 800 119 896 942 908 135

EEM? 57 6,5 13,6 2,4 3,9 4,3 79 1,6
Fuente de TC?

Control 824, 839, 750, 123 873 900 859 141

L. cornic. 824, 845, 757 4 124 870 897 856 140

Quebracho 794 810, 701, 115 866 891 844 139

EEM 7,0 8,0 16,7 2,9 4,7 52 9,7 19
Inclusién de PEG

NP 807 822 122 118 868 895 851 140

PEG 820 840 750 123 871 897 855 140

EEM 57 6,5 13,6 2,4 3,9 4,3 79 15
Estadistico (valor F)

Sustrato (n=18) 174,93 366,05 88,94 1,34 187,36 459,84 190,31 40,69

E‘i‘i’;}e ©TC 1503 1075 668 617 | 092 130 128 087

PEG (n=18) 4,70 7,25 4,38 4,03 0,56 0,37 0,34 0,16
Significancia*

Sustrato Hokk Hokok Hokok ns Hokk Hokk Hokk ok

Fuente de TC Fhx el ** ** ns ns ns ns

PEG * * * f ns ns ns ns

IMM, Megathyrsus maximus; RG, Raigras (Lolium perenne). “EEM, error estandar de la media; *Control, sin
adicion de TC; L. cornic., extracto de Lotus corniculatus, Quebracho, Extracto comercial de Quebracho sp.
*ns, no significativo (p> 0,05); T, p< 0,10; *, p< 0,05; **, p< 0,01; *** p< 0,001; Comparaciones segin
Dunnett para la Fuente de TC, donde letras diferentes en cada columna indican diferente a Control (p< 0,05).
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Cuadro 4.4 Cinética de produccion de gas acumulada neta (PGAN), con los pardmetros de un
modelo no lineal (pardametros A, B y ¢ del modelo segun Orskov), Fase Lag (h) y tasas
horarias de PGAN a las 1, 10 y 42 h (ml/h, T1, T10 y T42) de la fermentaciéon de 2
forrajes con extracto de taninos condensados (TC) de Lotus corniculatus, Quebracho sp.

o0 sin TC (Control), con o sin la adicién de polietilenglicol (PEG o NP).

PGA=A+B x (1-¢°*Y

Tasas horarias de PG (ml/h)

Par A Par B Par c Fase
mi) mi) ) Lag T1 T10 T42

Sustratos®

MM -19,7 275 0,04 1,58 6,2 8,7 19

RG -16,4 243 0,10 0,97 16,5 10,0 1,3

EEM? 1,08 6,3 0,009 0,079 1,53 0,33 0,06
Fuente de TC®

Control -17,7 231, 0,05, 1,55, 6,54 8,64 1,3,

L. cornic. -16,6 278, 0,10, 0,90, 19,5, 11,0, 15y

Quebracho -20,0 267, 0,06, 1,38, 8,0, 8,4, 2,0,

EEM 1,32 1,7 0,012 0,137 1,87 0,40 0,07
Inclusion de PEG

NP -18,1 258 0,07 1,29 11,0 9,2 1,6

PEG -18,0 261 0,07 1,26 11,7 9,4 1,6

EEM 1,08 6,3 0,009 0,079 1,53 0,33 0,06
Estadistico (valor F)

Sustrato (n=18) 8,92 27,11 121,00 59,99 45,93 16,90 133,99

;‘i‘ig;e deTC 353 2138 31,00 2441 2859 2625 4531

PEG (n=18) 0,01 0,20 1,00 0,18 0,21 0,45 0,46

j:sTt é ;‘igﬂe 03 121 3100 603 : i i
Significancia®

Sustrato bl ok *xx ek ek *xx ek

Fuente de TC t ok *xx ke ke *xx ek

PEG ns ns ns ns ns ns ns

Sust x Trat ns ns Hx ** - - -

MM, Megathyrsus maximus; RG, Raigras (Lolium perenne). ?EEM, error estandar de la media; *Control,
sin adiciéon de TC; L. cornic., extracto de Lotus corniculatus, Quebracho, Extracto comercial de
Quebracho sp. *ns, no significativo (p> 0,05); , p< 0,10; **, p< 0,01; *** p< 0,001; Comparaciones
segin Dunnett para la Fuente de TC, donde letras diferentes en cada columna indican diferente a Control

(p< 0,05).
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4.4.1.4. Caracterizacién del licor ruminal

El licor ruminal se caracteriz6 mediante el analisis del pH, que mostrd
diferencias entre sustratos a las 24 h (i.e. RG> MM, p< 0,05, Cuadro 4.5), entre fuentes
de TC a las 24 y 48 h (i.e. L. corniculatus< Control, p< 0,05), y aumentando con el
agregado de PEG (p< 0,05). Por su parte RG presentd mayores valores de N-NHj; (p<
0,05) y el agregado de extracto de TC no produjo diferencias a las 24 h, sin embargo,
indujo un aumento a las 48 h (p< 0,05). Por otro lado, se evalud la eficiencia de sintesis
de proteina microbiana, por medio del FP, donde RG fue superior a MM, a las 48 h (p<
0,05), mientras que la inclusién de TC redujo el FP a las 24 y 48 h y concomitantemente
se redujo BM. La inclusion de PEG, en cambio, no afectd a estos pardmetros (p> 0,05).

El analisis de los AGV mostrd que no hubo diferencias entre ambos sustratos
para las 24 h (p> 0,05), sin embargo para las 48 h RG presentd mayores concentraciones
de todos los AGV (p< 0,05) sin haber modificacionoes en la relacion Ac/Prop (Cuadro
4.6 y Cuadro 4.7).

Por su parte, el agregado de PEG no presentd efecto alguno (24 y 48 h; salvo
para iso-But a las 48 h, p< 0,05), pero la inclusion de los extractos de TC modificé los
perfiles de fermentacion. Mientras que el extracto de L. corniculatus, tanto a las 24
como a las 48 h gener6 una mayor produccion de acético, propionico, butirico y AGVT,
la inclusion de TC de Quebracho no generd diferencias (p> 0,05) con respecto al
Control a las 24 h, pero a las 48 h de fermentacién generé un aumento en acético que
provocd, a su vez, una mayor concentracion de AGVt.

En adicion a lo anterior, las relaciones de acético: propidnico cuando se agrego
L. corniculatus se redujeron mientras que cuando se agreg6é Quebracho aumento, tanto a
las 24 como a las 48 h.



108

Cuadro 4.5 Caracterizacion del licor ruminal, pH y concentracion de nitrogeno amoniacal (N-
NHa;, mg/It), produccién de biomasa microbiana (BM, mg/100 mg de MO desaparecida) y
eficiencia de sintesis de BM expresado como factor de particion (FP, mg/ml) después de
24 y 48 h de fermentacion de 2 forrajes con extracto de taninos condensados (TC) de
Lotus corniculatus, Quebracho sp. o sin TC (Control), con o sin la adicién de
polietilenglicol (PEG o NP).

pH N-NH; FP BM
24 48 24 48 24 48 24 48

Sustratos®

MM 7,08 7,05 6,4 8,9 44 3,4 47,5 33,8

RG 7,14 7,05 7,9 11,7 4,3 3,7 46,3 39,0

EEM? 0,009 0,009 0,42 0,60 0,19 0,14 2,48 2,59
Fuente de TC®

Control 7,13, 7,08, 7,1 9,2, 50, 4,1, 54,6, 45,7 ,

L. cornic. 7,07 7,04, 7,5 10,9, 3,5, 3,1, 36,1, 28,4

Quebracho 7,12, 7,04, 6,9 10,8, 46 3,4, 50,04 35,14

EEM 0,114 0,111 0,51 0,73 0,21 0,15 2,56 2,65
Inclusion de PEG

NP 7,09 7,04 6,9 10,1 4,3 3,6 45,8 37,0

PEG 7,12 7,07 7,4 10,5 4.4 3,5 47,9 35,8

EEM 0,009 0,009 0,42 0,60 0,12 0,09 1,48 1,53

Estadistico (valor F)
Sustrato (n=18) 36,52 0,02 12,89 22,45 1,48 9,22 0,69 11,48

FuentedeTC 1354 1168 083 339 5204 4564 5642 4291

(n=12)

PEG (n=18) 10,06 13,63 1,66 0,38 1,06 0,78 1,99 0,60
Significancia®

Sustrato Fxk ns *% ek ns *k ns Hx

Fuente de TC FxK Fkk ns * kK Kk Kkk —

PEG *x > ns ns ns ns ns ns

IMM, Megathyrsus maximus; RG, Raigras (Lolium perenne). 2EEM, error estandar de la media; *Control,
sin adicion de TC; L. cornic., extracto de Lotus corniculatus, Quebracho, Extracto comercial de
Quebracho sp. *ns, no significativo (p> 0,05); *, p< 0,05; **, p< 0,01; *** p< 0,001; Comparaciones
segun Dunnett para la Fuente de TC, donde letras diferentes en cada columna indican diferente a Control
(p<0,05).
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Cuadro 4.6 Perfil de &cidos grasos volatiles (AGV) después de 24 h de fermentacién de 2
forrajes con extracto de taninos condensados (TC) de Lotus corniculatus, Quebracho
sp. 0 sin TC (Control), con o sin la adicion de polietilenglicol (PEG o NP).

AGYV - 24 h de fermentacion

Ac Prop iso-But But AGVT  Ac/Prop

Sustratos®

MM 40,2 11,2 0,6 5,0 57,0 3,7

RG 41,4 11,4 0,6 55 58,9 3,7

EEM? 1,35 0,55 0,13 0,28 2,05 0,11
Fuente de TC?

Control 37,0, 10,3, 0,7 49, 52,9, 3,6,

L. cornic. 44,6, 13,7, 0,9 59, 65,0, 3,3y

Quebracho 40,8, 9,9, 0,4 49, 55,9, 4,2,

EEM 1,66 0,67 0,16 0,34 2,51 0,13
Inclusion de PEG

NP 40,4 11,1 0,6 53 57,4 3,7

PEG 41,1 11,5 0,6 52 58,5 3,7

EEM 1,35 0,55 0,13 0,28 2,05 0,11
Estadistico (valor F)

Sustrato (n=18) 0,82 0,18 0,03 2,41 0,83 0,06

Fuente de TC (n=12) 10,45 19,45 4,33 5,87 12,68 21,67

PEG (n=18) 0,28 0,57 0,01 0,12 0,26 0,04
Significancia®

Sustrato ns ns ns ns ns ns

Fuente de TC kK Fkk f * * falaied

PEG ns ns ns ns ns ns

MM, Megathyrsus maximus; RG, Raigras (Lolium perenne). “EEM, error estandar de la media;
*Control, sin adicién de TC; L. cornic., extracto de Lotus corniculatus, Quebracho, Extracto
comercial de Quebracho sp. “ns, no significativo (p> 0,05); *, p< 0,10; *, p< 0,05; *** p< 0,001;
Comparaciones segiin Dunnett para la Fuente de TC, donde letras diferentes en cada columna

indican diferente a Control (p< 0,05).
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Cuadro 4.7. Perfil de &cidos grasos volatiles (AGV) después de 48 h de fermentacion de 2
forrajes con extracto de taninos condensados (TC) de Lotus corniculatus, Quebracho
sp. 0 sin TC (Control), con o sin la adicion de polietilenglicol (PEG o NP).

AGYV - 48 h de fermentacion

Ac Prop iso-But But AGVT  Ac/Prop

Sustratos’

MM 43,3 11,7 0,8 54 61,3 3,7

RG 50,2 13,8 1,2 6,2 71,4 3,7

EEM? 1,78 0,47 0,11 0,26 2,43 0,06
Fuente de TC®

Control 41,1, 11,7, 1,0 53, 59,2, 3.5,

L. cornic. 48,3, 14,5, 1,0 6,4, 70,2 3,3y

Quebracho 50,8, 12,0, 1,0 58, 67,5, 43,

EEM 2,18 0,57 0,14 0,32 2,98 0,08
Inclusion de PEG

NP 45,8 12,5 0,9 59 65,1 37

PEG 47,7 13,0 11 57 67,5 3,7

EEM 1,78 0,47 0,11 0,26 2,43 0,06
Estadistico (valor F)

Sustrato (n=18) 14,95 19,40 10,25 9,65 17,26 0,68

(Fn“ffg" de TC 1065 1470 0,09 5,41 8,61 75,83

PEG (n=18) 1,10 0,81 4,85 0,44 0,94 0,20
Significancia®

Sustrato faleka faleka ** ** falead ns

Fuente de TC kel Fkk ns * *x ok

PEG ns ns * ns ns ns

IMM, Megathyrsus maximus; RG, Raigras (Lolium perenne). “EEM, error estandar de la media;
*Control, sin adicién de TC; L. cornic., extracto de Lotus corniculatus, Quebracho, Extracto
comercial de Quebracho sp. *ns, no significativo (p> 0,05); *, p< 0,05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001;
Comparaciones segin Dunnett para la Fuente de TC, donde letras diferentes en cada columna
indican diferente a Control (p< 0,05).
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4.4.2. Experimento 2
4.4.2.1. Produccion de metano in vitro

El RG produjo mas CH,4 que el KK solo a 24 h (expresado por gr MS incubada,
p< 0,05, Cuadro 4.8). Se encontrd un efecto asociado a la adicién de Sauco, donde el
Sauco-Agua superé significativamente al Control a las 12 h (p< 0,05), mientras que
Sauco-Etanol produjo un aumento a las 24 y 48 h para CH4-MSd y CH4-MOd (p< 0,10)
con respecto al Control. Aunque para CH4-MSd a las 48 h se encontrd una interaccion
explicada por el aumento de Sauco-Etanol con respecto al Control solo en KK
(Control=100,3, Sauco-Etanol = 346,7, EEM= 58,64, p< 0,05).

4.4.2.2. Digestibilidad in vitro

El RG presentd mejores digestibilidades que KK para los cuatro horarios de
sacrificios (p< 0,05, Cuadro 4.9). Con respecto al efecto de los extractos, en aquellos en
los cuales se utilizé agua para la remocién de los TC (i.e. Lotus-Agua y Sauco-Agua),
se visualizo una mejora en la ivDMS y en la ivDMO de hasta el 71 y 63 % para Lotus-
Agua y Sauco-Agua, respectivamente. Mientras que la inclusion de Lotus-Etanol
también produjo mejoras con respecto al Control, pero solo a las 24 y 72 h (p< 0,05).
Por su parte Sauco-Etanol se comport6 igual que el Control (p> 0,05). Una interaccion
Sustrato x Tratamiento fue detectada a las 24 h, para ambos parametros, donde los
extractos con agua tuvieron mejores digestibilidades que el Control (p< 0,05).
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Cuadro 4.8 Produccién de metano (g/kg) después de 12, 24 o0 48 h de fermentacion, afectado por MS
incubada (CH4-MSi) o digerida (CH4-MSd)o MO digerida (CH4-MQd) de 2 forrajes con el

agregado de extracto de taninos condensados.

CH,-MSi CH4-MSd CH,;-MOd
12 24 48 12 24 48 12 24 48

Sustratos®

Kikuyo 21,2 42,1 132,8 40,1 88,6 209,8 44,2 104,0 2218

Raigras 21,6 68,3 146,7 34,1 96,3 198,4 35,5 98,4 201,8

EEM? 6,82 2855 5947 | 10,30 42,13 59,67 9,6 39,63 39,01
Tratamientos®
Control 154, 38,7 98,0 24,6 , 739 1696, | 26,8, 96,8 1575,
Lotus-Agua 25,9, 74,8 169,3 | 39,7, 100,0 206,0,| 419, 1018 2076,
Lotus-Etanol 141, 58,8 1178 | 31,6, 725 1539.| 34,9, 79,1 162,0,
Sauco-Agua 34,0 64,6 1336 | 52,1, 91,7 1713, | 54,4, 92,6 198,2,
Sauco-Etanol 17,7 , 39,3 180,0 | 37,4, 1240 3198, | 41,3, 1356 333,7;
EEM 6,03 25,21 53,25 9,08 37,21 53,44 10,9 34,84 37,53
Estadistico (valor F)

Sust (n=15) 0,02 4,62 0,36 1,78 0,16 0,23 3,34 0,09 1,50

Trat (n=6) 6,59 1,48 1,82 4,03 0,99 5,60 3,51 1,01 14,74

Sust x Trat (n=3) 0,31 2,38 2,67 1,24 3,02 3,65 1,11 3,08 3,25
Significancia®

Sust ns * ns ns ns ns t ns ns

Trat wx ns ns * ns wx * ns folelad

Sust x Trat ns f f ns f * ns t t

Kikuyo, Penisetum purpureum; Raigras, Lolium perenne. 2EEM, error estandar de la media; >Control, sin adicién
de TC; Lotus-Agua, extracto de Lotus uliginosus con agua, Lotus-Etanol, extracto de Lotus uliginosus con etanol,
Sauco-Agua, extracto de Sambucus peruviana con agua, Sauco-Etanol, extracto de Sambucus peruviana con
etanol. “ns, no significativo, (p> 0,05); T, p< 0,10; *, p< 0,05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001. °Interaccion Sust x Trat;
KK, Control=100,3, Sauco-Etanol = 346,7, p< 0,05; RG, p> 0,05, EEM= 58,64. Comparaciones de acuerdo a
Dunnett para los tratamientos, donde letras diferentes en cada columna indican diferente a Control (p<0,05).
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Cuadro 4.9 Digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS) y de la materia organica
(ivDMO, ¢/ kg MS) después de 12, 24, 48 y 72 h de fermentacion de 2 forrajes con la
adicion de diferentes extractos de taninos condensados.

ivDMS ivDMO
12 h 24 h 48 h 72 h 12 h 24 h 48 h 72 h
Sustratos’
Kikuyo 426 504 582 623 381 466 552 597
Raigras 566 685 741 730 544 671 731 719
EEM? 15,3 41,5 58,2 52,1 16,8 45,1 64,5 57,9
Tratamientos®
Control 449 , 484 , 530, 512, 411, 449 , 499 , 479,

Lotus-Agua 595, 734, 804, 825y, 570y 721, 796, 819,
Lotus-Etanol 448, 572, 633, 664, 410, 544, 610, 645y
Sauco-Agua 562, 6754 793, 789, 534, 657 784, 780
Sauco-Etanol 428, 506, 548, 593, 388, 472, 518, 568,
EEM 13,5 36,7 57,3 51,5 14,8 39,9 62,3 56,5

Estadistico (valor F)
Sust (n=15) 479,71 116,19 38,13 19,76 | 534,73 125,58 40,99 21,95
Trat (n=6) 118,18 33,26 20,88 23,10 | 11544 33,36 20,78 23,16

Sust x Trat

(1=3) 1,37 3,68 1,50 2,96 1,53 3,81 1,58 3,01

Significancia®

Sust x Trat ns * ns t ns * ns t

Kikuyo, Penisetum purpureum; Raigras, Lolium perenne. “EEM, error estandar de la media; *Control, sin
adicién de TC; Lotus-Agua, extracto de Lotus uliginosus con agua, Lotus-Etanol, extracto de Lotus
uliginosus con etanol, Sauco-Agua, extracto de Sambucus peruviana con agua, Sauco-Etanol, extracto de
Sambucus peruviana con etanol. “ns, no significativo (p> 0,05); T, “‘p< 0,10; *, p< 0,05; *** p< 0,001;
Comparaciones de acuerdo a Dunnett para los tratamientos, donde letras diferentes en cada columna
indican diferente a Control (p< 0,05).
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Cuadro 4.10 Cinética de produccion de gas acumulada neta (PGAN), con los parametros de un
modelo no lineal (PGA= A+Bx(1-e°"), Fase Lag (h) y tasas horarias instantaneas de
PGAN alas 3, 11,33y 60 h (T3, T11 T33 y T60) de la fermentacién de 2 forrajes con la
adicion de extractos de taninos condensados.

Parémetros Tasas horarias (ml/h)

ParA ParB P >
ar ar arc
Lag T T T T

Sustratos’
Kikuyo -5,9 454 0,03 0,9 12,3 11,9 49 2,5
Raigras 7,1 493 0,04 -0,5 22,5 134 6,2 4,0
EEM? 6,88 87,4 0,012 0,32 191 1,67 1,45 0,85
Tratamientos®
Control -0,5 327, 0,02, 0,8, 11,2, 7,0, 4,8 3.9,
Lotus-Agua -5,4 429, 0,054 0,3, 16,4, 17,1, 49 14,
Lotus-Etanol 2,6 662y 0,02, 0,5, 19,1, 12,1, 6,7 50,
Sauco-Agua 1,1 462 , 0,05, 0,0y 204, 151, 5,9 1,64
Sauco-Etanol 52 487 , 0,04, -04, 19,9, 11,64 55 4,3,
EEM 6,08 76,9 0,010 0,32 1,84 1,59 1,39 0,76
Estadistico (valor F)
Sust (n=15) 20,48 0,94 1,55 71,55 153,22 4,81 4,30 15,56
Trat (n=6) 1,39 7,26 7,31 6,00 16,78 24,40 1,23 17,35

Sust x Trat (n=3) 1,45 0,77 0,09 7,26 0,60 1,15 0,34 3,65

Significancia*

Sust ok ns ns ok HkAk * i %k
Trat ns *Kk *k K%k *kk *kk ns Kk
Sust x Trat ns ns ns k" ns ns ns t

IKikuyo, Penisetum purpureum; Raigras, Lolium perenne. 2EEM, error estandar de la media; *Control, sin
adicién de TC; Lotus-Agua, extracto de Lotus uliginosus con agua, Lotus-Etanol, extracto de Lotus
uliginosus con etanol, Sauco-Agua, extracto de Sambucus peruviana con agua, Sauco-Etanol, extracto de
Sambucus peruviana con etanol. ‘ns, no significativo (p> 0,05); , p< 0,10; *, p< 0,05; **, p< 0,01; ***,
p< 0,001. ®Interaccién Sust x Trat; KK, Control= 2,21, Lotus-Agua= 0,37, Sauco-Agua= 0,27 h, p< 0,05;
RG, p> 0,05, EEM= 0,39. Comparaciones de acuerdo a Dunnett para los Tratamientos, donde letras
diferentes en cada columna indican diferente a Control (p< 0,05).
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4.4.2.3. Cinética de produccion de gas in vitro

Al evaluar la cinética, RG presentd un mayor Par A (p< 0,05), aunque sin
diferencias en Par B y c, con respecto a KK (p> 0,05, Cuadro 4.10). Por otro lado, RG
presentd mayores tasas de PG instantanea a las 3, 11 y 60 h. Con respecto a los
tratamientos, evaluados contra el Control, Lotus-Etanol presentd mayores PGAN
potencial (p< 0,05, Par B), sin embargo los extractos con Agua presentaron mayores Par
¢ (p< 0,05), comparado con el Control.

La adicion de extractos de TC produjo mayores tasas durante las primeras horas
(T3 y T11, p< 0,05), mientras que a las 60 h (i.e. T60), Lotus-Agua y Sauco-Agua
provocaron un descenso de la PG. Con respecto a la fase Lag, el descenso provocado
por el agregado de extractos con Agua, solo se detecto en KK (Control= 2,21, Lotus-
Agua= 0,37, Sauco-Agua= 0,27 h, EEM= 0,39, p< 0,05).

4.4.2.4. pHy particion de la energia durante la fermentacion in vitro

En el exp. 2 se tomaron muestras de la misma forma que en el exp. 1, del liquido
residual de fermentacion en los cuatro horarios de sacrificios, para evaluar AGV y
concentracion de N-NHj; pero lamentablemente, las muestras reservadas a -20°C se
descongelaron accidentalmente por varias horas, antes de ser analizadas. De todas
formas, como las muestras no estaban completamente descongeladas (a simple vista), se
analizaron para determinar si la interrupcion de la cadena de frio no fue fue suficiente
para alterar las muestras, sin embargo, los valores, tanto de AGV como de N-NHs,
fueron mucho menores de lo esperable, comparado con otras muestras de ensayos
analogos que se estaban corriendo en paralelo con los mismos sustratos, por lo que se
optd por no reportar los datos obtenidos. Con respecto al pH, no hubo diferencias
significativas a las 12 y a las 24 h (media general= 7,12 y 7,32, EEM= 0,044 y 0,129
para cada horario, p< 0,05, Cuadro 4.11).

Mientras que a las 48 y 72 h las botellas fermentando KK presentaron un pH
mayor que RG (pH 48h, KK= 7,19, RG= 7,08; EEM= 0,046; pH 72h, KK= 7,10, RG=
7,02; EEM= 0,072; p< 0,05). El agregado de los extractos con agua produjé una
disminucion con respecto al Control a las 48 h (Control= 7,19, Agua= 7,09; EEM=
0,040; p< 0,05). Con respecto al FP, en ninguno de los horarios estudiados los sustratos
se diferenciaron (p> 0,05, Cuadro 4.11), sin embargo, se detectd una disminucién
producida por los extractos a las 12 y a las 24 h (p< 0,05). A las 72 h, solo los extractos
con Etanol (i.e. Lotus-Etanol y Sauco-Etanol) indujeron una disminucién en el FP (p<
0,05).



Cuadro 4.11 Eficiencia de sintesis de BM expresado como factor de
particién (mg de MO digerida/ml de gas producido) de dos forrajes
con extracto de taninos condensados.

Factor de particion

12 h 24 h 48 h 72h

Sustratos®

Kikuyo 3,1 2,7 1,7 1,6

Raigras 3,0 2,5 1,8 1,6

EEM? 0,39 0,48 0,16 0,18
Tratamientos®
Control 42, 3.3, 1.9, 18,
Lotus-Agua 2,8y 2.4, 19, 2,0,
Lotus-Etanol 2,84 2,4, 1,7, 1,3,
Sauco-Agua 2,9, 2,3y 19, 1,7,
Sauco-Etanol 2,4, 2,4, 154 1,3,

EEM 0,34 0,44 0,16 0,17
Estadistico (valor F)

Sust (n=15) 0,48 1,30 1,67 0,65

Trat (n=6) 12,88 3,40 4,38 14,28

Sust x Trat (n=3) 0,66 1,09 0,55 0,47
Significancia®

Sust ns ns ns ns

Trat —— * * —

Sust x Trat ns ns ns ns

IKikuyo, Penisetum purpureum; Raigras, Lolium perenne. ’EEM, error estandar
de la media; *Control, sin adicién de TC; Lotus-Agua, extracto de Lotus
uliginosus con agua, Lotus-Etanol, extracto de Lotus uliginosus con etanol,
Sauco-Agua, extracto de Sambucus peruviana con agua, Sauco-Etanol, extracto
de Sambucus peruviana con etanol. “ns, no significativo (p> 0,05); *, p< 0,05;
*** p< 0,001. Comparaciones de acuerdo a Dunnett para los Tratamientos,
donde letras diferentes en cada columna indican diferente a Control (p< 0,05).
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4.5. Discusion

El proposito final de este capitulo fue analizar el efecto de extractos de TC de
diferentes fuentes, obtenidos por el lavado diferencial con distintos solventes, en la
fermentacion de forrajeras templadas y tropicales.

Los TC actian como protectores de la degradacion proteica (Aerts et al., 1999;
Mcnabb et al., 1997) y de carbohidratos (Lascano et al., 1995) a nivel ruminal vy,
dependiendo de la dosis, la fuente y el tipo de material con el que se extraigan, tienen
gran potencial para mitigar los gases de fermentacion (Knapp et al., 2014),
fundamentalmente por la actividad antimicrobiana contra microorganismos
metanogénicos (Jayanegara et al.,, 2009). Teniendo en cuenta que las forrajeras
tropicales son sefialadas como grandes productoras de CH,4 (Ulyatt et al., 2002), se
espera que el agregado de extractos de TC a la fermentacion de estas forrajeras no solo
disminuya el potencial metanogénico de las mismas, sino también se especula que el
descenso en PCHy, esté relacionado con un cambio en el perfil fermentativo de los AGV
y/o la BM (Guo et al., 2009).

4.5.1. Caracteristicas fermentativas de forrajeras tropicales y templadas

En los dos experimentos se contrasto el efecto de los extractos de TC con un
forraje templado de referencia (RG, Lolium perenne) con una forrajera megatérmica
(MM, Megathyrsus maximus, exp. 1 o0 KK, Penisetum purpureum, exp. 2). Tal como se
preveia RG presentd mayores DivMS y DivMO que las megatérmicas (Leng, 1990), y
en el exp. 1 ademas RG tuvo mayor DFDN; con resultados muy similares a los
reportados en la seccién 3.4.2.3 del Capitulo 3.

Mas alla de las diferencias entre Forrajes C3 y C4, también se observaron,
comparando los dos experimentos, las diferencias entre las dos forrajeras tropicales en
estudio. Teniendo en cuenta que se analizé la digestibiliad verdadera por Goering y Van
Soest, tal como se detallara en la Seccién 3.3.6 del Capitilo 3, MM presento
digestibilidades verdaderas por encima del 77% y 84% y con una DFDN del 67 y 80%,
a las 24 y 48 h, respectivamente. Por otro lado, el KK que no paso el 60% de
aprovechamiento de la MS sino hasta las 72 h de fermentacion, en concordancia con los
trabajos de Singh et al. (2014).

La mayor PG de RG en los horarios tempranos, sumado a la menor fase Lag
comparado con las forrajeras tropicales, evidencié una mayor y mas rapida
fermentacidn, coherente con la descripcién de la seccién 3.4.2.4 del Capitulo 3.

Aungue no sean estrictamente comparables, resultaron notables las diferencias
entre las caracteristicas de digestion y fermentacion de los RG utilizados en los exp.1y
2 (Figura 4.1), dado que, a las 24 h, la ivDMS fue en el exp. 1 de 85,2, mientras que en
el exp. 2, fue de 68,5 % vy el factor de particion fue en el exp 1 de 4,3 y en el exp 2 de
2,5 mg de MO/ ml de gas producido. Es necesario tener en cuenta al hacer esta
comparacion que estas diferencias responderian a variaciones propias de la especie y a
los procedimientos de preparacion de las muestras, ya que el RG del exp. 1
correspondié a laminas cosechadas en Buenos Aires (Argentina) y se utilizaron en
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fresco (i.e. molido en fresco, con hielo seco. Para més detalle ver Seccion 3.3.1 del
Capitulo 3) en el Laboratorio de Nutricion Animal de la FAUBA, mientras que en el
exp. 2, se utilizd6 RG cosechado en Antioquia, Colombia, sin discriminar entre hoja y
tallo y que fue secado para su utilizacion a 65°C durante 4 horas, en el Laboratorio de la
SUI, Universidad de Antioquia.

Con respecto a la PCHy, en el exp. 1, si bien no se encontraron diferencias entre
estos mismos sustratos evaluados en el Capitulo 3 (ver Cuadro 3.3, de la Seccién
3.4.2.2), la mayor produccion por parte de MM en contraste con RG, estd en
concordancia con lo reportado por varios autores que afirman que las gramineas C4
producen més CH, por kg de MS o MO digerida que las C3 (Kurihara et al., 1999;
Ulyatt et al., 2002).
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Figura 4.1. Produccion de gas acumulada neta (PGAN, ml/g de MS incubada) de los sustratos
utilizados en los dos experimentos (exp. 1, n=18 y exp. 2, n=18) que conforman el
presente capitulo (RG, raigras, Lolium perenne, KK, kikuyo, Penisutem purpureum; MM,
Megathyrsus maximus).

Sin embargo, en el meta-analisis realizado por Archiméde et al. (2011), se
compararon gramineas tropicales y templadas al mismo nivel de fibra, consumo y
digestibilidad y encontraron producciones 10 — 17 % mayor en las tropicales. Estas
diferencias podrian surgir, en parte, de las discrepancias cuali y cuantitativas de la
produccion total de AGV, que estarian definidas estequiométricamente por la
composicion de los productos de fermentacion. Teniendo en cuenta que tanto una mayor
concentracion de AGV totales como los perfiles de AGV acetogénicos (i.e. mayores
relaciones acético: propionico) liberarian al medio mayor cantidad de H* con poder
metanogénico (Janssen, 2010), en el exp. 1, el RG, con mayores concentraciones de
AGV (48 h de fermentacidn) deberia haber producido mas CH, por unidad de MS o MO
digerida, sin embargo, esto no fue asi.

De hecho, si bien a las 24 horas hubo una relacién, aunque pobre (p< 0,05, R?
ajustado=, 0,17, Figura 4.2) entre la PCH, y la produccion de acido acético (el AGV que
mejor define estequiométricamente la PCH, Blimmel et al., 1999; Wolin, 1960), a las
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48 h no hubo relacion visible entre las producciones de CH,4 y &cido acético para
ninguna de las especies estudiadas (p> 0,05; R? ajustado= 0,01; Figura 4.3).

Como en el capitulo anterior también se evalud la relacion entre la PGA
observada y la estimada a partir del modelo de Blimmel et al. (1999) y se encontr6 que
a las 24 h el analisis de regresion fue significativo (p< 0,05) quiza por la mejor relacién
entre observados y predichos del RG (Figura 4.4), aunque el R? del total de datos fue
bajo (R* ajustado= 0,14); asimismo los tratamientos se comportaron de forma similar.
Para las 48 h, no hubo relacién entre PGA observada y predicha para el total de
observaciones, ni para cada sustrato o tratamiento por separado (p> 0,05).
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Figura 4.2 Relacién entre la produccién de metano in vitro y la produccion de acido acético
productos de la fermentacién in vitro de Megathyrsus maximus (MM) y raigrés (Lolium
perenne, RG) después de 24 h de incubacion
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Figura 4.3 Relacién entre la produccién de metano in vitro y la produccién de acido acético
productos de la fermentacion in vitro de Megathyrsus maximus (MM) y raigrés (Lolium
perenne, RG) después de 48 h de incubacion.

4.5.2. Efecto de los taninos condensados en la fermentacion in vitro de forrajeras
tropicales y templadas

La adicion de taninos en la dieta puede alterar la fermentacion ruminal de los
forrajes, y esto puede deberse a varios factores. La teoria mas aceptada quiza tenga que
ver con la incapacidad de los microorganismos para adherirse a los sustratos (McAllister
et al., 1994), debido fundamentalmente a la capacidad de los TC de formar complejos,
no solo con proteinas, sino también con las paredes celulares de los forrajes (Leinmuller
et al.,, 1991; McSweeney et al., 2001). A modo de ejemplo, Rittner y Reed (1992)
encontraron una relacion negativa entre la incorporacion de TC solubles al sistema in
vitro y la DFDN. Este efecto se visualiza en la disminucion de la DFDN, ivDMS y
ivDMO provocada por la adicion de Quebracho, a las 24 h en el exp. 1. Este extracto
(adquirido comercialmente, con un minimo de 90% de TC) generd resultados similares
a los encontrados por Hervas et al. (2003).

Por otro lado, los tratamientos con PEG indujeron un aumento en la
digestibilidad (solo a las 24 h), lo que nos da un indicio del efecto propio de los TC, ya
que el PEG tiene alta afinidad por los mismos y se ha utilizado para evaluar los efectos
de los TC en la PCH, y fermentacion de los alimentos tanto en ensayos in vivo (Animut
et al., 2008) como en ensayos in vitro (Baba et al., 2002; Goel et al., 2008; Salem et al.,
2007), ya que no posee efectos directos ni indirectos en la fermentacion ni en la
metanogénesis (Tavendale et al., 2005).



121

100
% R2 =0,3995
80 = -
— [ ] [ ]
€ 70 : /
_§ 60 R2=0,006 &
5 50 *
S 40 ¢ MM
< H RG
Q 30 -
——Lineal (MM)
20 :
——Lineal (RG)
10
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

PGA estimada (ml)

Figura 4.4. Relacion entre la produccién de gas acumulada (PGA) observada en el sistema in
vitro (en 24 h), y la PG estimada estequiometricamente a partir del perfil de AGV segln
Blimmel et al. (1999) de los sustratos evaluados en el exp. 1 (MM, Megathyrsus
maximus; RG, Raigras (Lolium perenng)).

Es importante resaltar que, si bien la disminucién en el aprovechamiento del
forraje entero, asi como de la fibra por parte de los TC, fue descripto por numerosos
autores (Hervés et al., 2003; McSweeney et al., 2001; Pinares-Patifio et al., 2003;
Waghorn et al., 2002), la accion de los TC depende de varios factores, tales como la
estructura del compuesto, el peso molecular y el tipo de extraccion (Hagerman y Butler,
1991; Jouany y Morgavi, 2007). De estos factores, el tipo de extraccion que se realice
para la obtencion de los TC cobra importancia al evaluar las diferencias observadas.

En el exp. 2, los extractos acuosos de Sauco y de L. uliginosus (i.e. L.
uliginosus-Agua y Sauco-Agua) antes que reducir, produjeron un incremento de hasta
58 y 67 % en la ivDMS y ivDMO (p< 0,05, EEM=5,15 y 5,65, respectivamente).
Aungue Molina Botero et al. (2013) reportaron mejoras en la ivDMS en dietas con
gramineas tropicales (i.e. MM y Angleton [Dichantium aristatum]) al agregar mas del
20% de leguminosas con altas concentraciones de TC (i.e. Leucaena leucocephala y
Gliricidia sepium), en este trabajo no se realizaron extractos, sino que se incluyeron las
leguminosas enteras en el sistema in vitro, por lo que es dificil atribuir este aumento en
la digestibilidad al efecto exclusivo de los TC presentes en estas forrajeras. Sin
embargo, los resultados de este capitulo serian coherentes con el aporte de sustratos de
alta degradabilidad presentes en los extractos acuosos.

No obstante lo anterior, no deja de ser llamativo que el aporte del extracto
acuoso, pese a su alta dilucion (i.e. 1 ml de extracto en 42 ml de volumen final de medio
+ inoculo + extracto en cada botella) haya aumentado, por ejemplo, un 46 % la
digestibilidad a las 24 h.

El comportamiento encontrado con la adicion de los extractos en el exp. 2
entonces, podria deberse a la accion de compuestos que eventualmente hayan sido
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arrastrados con el agua (junto con los taninos), como azUcares simples, proteinas y
acidos orgéanicos solubles (Smith, 1981), que generarian una mejora en la ivDMS y
ivDMO, tal como fue reflejado en los resultados de digestibilidad del exp. 1 del
Capitulo 3 (Ver Cuadro 3.4, de la seccién 3.4.2.3). Sin embargo, estos compuestos
solubles en agua son rapidamente fermentescibles, y el efecto que generan deberia
diluirse después de las primeras horas de fermentacion (Van Soest, 1994), por lo que
esta hipdtesis no podria explicar la mejora en fermentaciones tardias (48 y 72 h).

Este resultado fue consistente a traves de los distintos periodos y sacrificios
evaluados en la digestibilidad (i.e. 2 replicas x 4 sacrificios x 2 sustratos x 3 periodos =
48 botellas independientes). Lamentablemente en este experimento no se utilizd la
adicion de PEG, que hubiera aportado mayor informacion sobre la causa de la mejora en
la digestibilidad, ya que podria explicar si el incremento fue producto de un efecto
benéfico de los TC sobre el sustrato o los microorganismos o por los cambios
sostenidos en el licor ruminal provocados por los compuestos solubles arrastrados
durante la extraccion de los TC (Stefanon et al., 1996).

4.5.3. Papel de los TC en la cinética de produccién de gas in vitro y potencial
metanogenico de forrajeras

La modelacion de la PGA neta (i.e. PGAN, post-correccion con blancos, para
mas detalle ver seccion 2.5.5, del Capitulo 2) se realiz6 a través de un modelo no lineal
sugerido por @rskov y McDonald (1979), aunque ademas se evalué la fase Lag y tasas
horarias instantdneas a determinados tiempos, para evaluar la evolucion de la
fermentacion a lo largo de la incubacién. En el exp. 1, la adicidon de TC incrementd la
PGA potencial (Par B), mientras que en el exp. 2 solo el extracto de Sauco-Etanol
indujo una mayor produccion. Esta mayor produccion de gas potencial se contradice
con el efecto inhibitorio descripto por Makkar et al. (1995), con varias fuentes de TC
(donde inclusive testearon un extracto de Quebracho similar al utilizado en este ensayo).
Asimismo, Baba et al. (2002) encontraron disminuciones en la PGA in vitro de
numerosas fuentes de TC, cuando no se agregaba PEG a los sistemas de fermentacion.
Bento et al. (2005) sugirieron que esta disminucion en la fermentacion podria deberse a
la inhibicion parcial de la degradacion de las paredes celulares.

Por otro lado, solo cuando el extracto de L. corniculatus se adicion6 a MM, el
comienzo de la fermentacion (i.e. fase Lag) disminuyo casi a la mitad comparado con el
Control, simultaneamente se observo un incremento en la PGAN de un 200% mas que
el Control a la hora 1 (T1, Cuadro 4.4), con menor proporcion las 10 y 42 horas (i.e.
T10 y T42). En forma similar, en el exp. 2, se observo un incremento en las tasas
horarias tempranas (i.e. T3 y T11, Cuadro 4.10) para ambos sustratos, producido por la
inclusion de los cuatro extractos con respecto al Control, contrariamente a lo observado
por Tavendale et al. (2005). Adicionalmente se observd concordancia entre los
incrementos en la digestibilidad y de la PGAN sobre todo por parte de los extractos
acuosos del exp.2.

Dependiendo fundamentalmente de la dosis y el tipo, el agregado de TC puede
generar reducciones importantes en la PCH, (Bodas et al., 2012), sin embargo, en el
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caso de los ensayos del presente capitulo, la adiciéon de TC, sorpresivamente,
increment6 la PCH,4 con respecto al Control. En el exp. 1 tanto Quebracho como L.
corniculatus indujeron aumentos en todas las formas reportadas, tanto a las 24 como a
las 48 h. Por otro lado, en el exp. 2, la adicion de Sauco también indujo aumentos con
respecto al Control alas 12 y 48 h.

Estos resultados se contraponen a estudios previos que reportaron que la
alimentacion con forrajes que contienen taninos reducen las emisiones de CH, entéricas
(Carulla et al.,, 2005; Goel y Makkar, 2012; Hess et al.,, 2006), que se da
fundamentalmente por 2 mecanismos, en primer lugar por una inhibicién directa del
crecimiento de los microorganismos metanogénicos (Jayanegara et al., 2015; Tavendale
et al., 2005) o indirectamente por disminucion en la digestion de la fibra, ya que se ha
reportado que los TC afectan el crecimiento de bacterias celuloliticas (Jayanegara et al.,
2015; Mcsweeney et al., 1998), aunque también podria deberse a una alteracion
provocada por los TC en la actividad fibrolitica (Bento et al., 2005) o por la formacién
de complejos taninos-celulosa (Makkar et al., 1995).

El aditivo presentado como un mitigador ideal de la metanogénesis, no solo
deberia reducir la PCH,4, sino que también deberia promover una menor relacion
acético: propionico en el perfil de AGV, que conlleve a una mayor ESBM (Guo et al.,
2009; Tavendale et al., 2005). Esto es cierto, aunque parcialmente, ya que, como se
expreso anteriormente, la reduccion de la PCH, muchas veces estd asociada con una
disminucion en la degradabilidad de la MO en general y de la fibra en particular
(Jayanegara et al., 2015; Makkar et al., 1998).

En el exp. 1, el agregado de extracto de Quebracho redujo la DFDN (tanto a las
24 como a las 48 h) pero, contrariamente a lo esperado, aument6 la PCH,, aunque esta
mayor potencial metanogénico estaria explicada estequiométricamente por el aumento
en la relacion acético: propionico (Blummel et al., 1999). Gracias al agregado de PEG,
se pudo determinar que la reduccion en la DFDN fue por accién exclusiva de los TC,
mientras que la mayor PCH,4 no estuvo relacionada exclusivamente con los TC, ya que
no se encontraron diferencias entre tratamientos sin PEG o con el agregado de PEG
(Cuadro 4.2 y Cuadro 4.3). Esto sugiere que, en los extractos, inclusive en aquellos
comerciales (e.g. Quebracho sp. utilizado en el exp.1), existen compuestos diferentes a
los TC que pueden alterar el potencial metanogénico de distintos forrajes, sin alterar la
capacidad de los mismos por inhibir la degradabilidad de la proteina y de la fibra.

Con el agregado de L. corniculatus, el aumento en la PCH; no estuvo
acompariado con cambios en la digestibilidad, y contrariamente a lo ocurrido con
Quebracho, la presencia del extracto indujo mayores concentraciones de acético y
propidnico y una menor relacion entre estos 2 AGV (Ac: Prop) con respecto al Control.
Esta relacion no permite explicar estequiométricamente la mayor emision de CHy,,
aunque se puede inferir que este asociado a una mayor PG de las botellas con L.
corniculatus, a igual digestibilidad comparada con el Control.

Por otro lado, habria que tener en cuenta que en muchos de los trabajos donde se
reporta que la adicion de TC disminuye la PCHy, tanto in vitro (Tavendale et al., 2005;
Williams et al., 2011) como in vivo (Cieslak et al., 2012), esta reduccidn se produce, en
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gran medida, por cambios en la composicion y calidad del forraje que se ofrecié como
fuente de taninos. Por lo tanto, la efectividad de los extractos de taninos, no puede
compararse linealmente con los trabajos que evallen la inclusion de forrajeras
taniniferas para reducir las emisiones de CH,4 entérico de rumiantes.

De todas formas, también se reportaron disminuciones en la PCH, y DFDN con
la adicion de extractos de Quebracho (Schinopsis balansae) y mimosa (Mimosa
tenuiflora) obtenidos con etanol acuoso (Jayanegara et al., 2015), o con extractos de
Acacia (Acacia molissima) disminuyendo la ivDMS y la PGA (Bueno et al., 2015), asi
como también se observd la disminucion de la PGA y la PCH,4 con el agregado de
extractos de te verde (Camellia sinensis), Quebracho (Schinopsis lorentzii) y semillas de
uva (Vitis vinifera) en fermentaciones de alfalfa (Pellikaan et al., 2011) o con diferentes
fracciones de TC de Leucaena LLB (Huang et al., 2011). Sin embargo, algunas fuentes
de TC no fueron efectivas en la PCH,4, tal como la adicion de Quebracho (Schinopis
quebracho) en la dieta de vaquillonas Angus (Beauchemin et al., 2007) o con un silaje
de sorgo alto tanino en novillos Nelore (de Oliveira et al., 2007).

Estos resultados evidencian que todavia existe una considerable incertidumbre
acerca de la efectividad de los forrajes que contienen taninos para reducir las emisiones
de metano entérico ruminal (Jayanegara et al., 2015), asimismo el potencial efecto
benéfico que se busca con la adicion de extractos de TC sobre la fermentacion ruminal
depende de la fuente de taninos (Carrefio et al., 2015), la concentracion (Hervas et al.,
2003), el tipo de solvente utilizado y el procedimiento (tiempo de exposicion al
solvente, temperatura, nivel de agitacion, etc., Barahona Rosales, 1999).

Este complejo escenario genera dificultades para comparar efectos de TC de
diferentes trabajos, ya que los componentes solubles presentes en los extractos
utilizados como fuente de TC generan modificaciones en los parametros de
fermentacidn ruminal, la digestibilidad y los productos de fermentacion.

4.5.4. Distribucion de la energia entre los productos finales de fermentacion.

El andlisis del licor ruminal y los productos generados durante la fermentacién
brindan informacion muy valiosa que deberia ser tenida en cuenta cuando se utiliza la
técnica de PG in vitro para evaluar alimentos para rumiantes (Blummel et al., 1997a;
Getachew et al., 1998, Guyader et al., 2017). La relacion entre la PG in vitro y el perfil
de AGV encontrados en el medio esta explicada a partir de la estequiometria presentada
por Wolin (1960), donde tanto la produccion total de gas, como la composicion de los
gases de fermentacion (i.e. CO, y CH,;) pueden ser calculados a partir de las
proporciones de acético, propidnico y butirico generados en el sistema in vitro
(Blimmel et al., 1999).

Mientras que la produccion de propidnico a partir de piruvato consume
hidrogeno, la produccion de acético y butirico libera al ambiente ruminal CO, y H
metabolico libre que rdpidamente buscan un sumidero para escapar del rumen (Moss et
al., 2000). Uno de los sumideros méas importantes del ambiente ruminal es la formacién
de CH,4 (Janssen, 2010; Van Soest, 1994). Aunque no siempre es asi; de hecho Guyader
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et al (2017) encontraron que la reduccion de la metanogénesis no estaba asociado a una
mayor produccion de glucosa via propionato.

En el exp. 1, el extracto de L. corniculatus produjo, tanto a las 24 como a las 48
h, un aumento del 23% en los AGVt (Figura 4.5). Debe tenerse en cuenta que el
aumento en AGV1 fue proporcionalemnte mayor en propionico (33%) en contraposicion
al acético (21% con respecto al Control), generando una relacion acético: propiénico a
las 24 h, 8 % menor, (Figura 4.6; comportamiento analogo a lo observado a las 48 h).
Este cambio en la composicion de los AGV habria mermado la disponibiliad de H* para
la sintesis de CH, por unidad de carbohidratos fermentado, con respecto al Control.
Estos resultados indican que el aumento en la PCH, estuvo explicada por el aumento en
los AGV1t antes que por los cambios en su composicion.

Control - 24 h

L. corniculatus - 24 h

Quebracho - 24 h = Acético
Control - 48 h # Propidnico
i Butirico

L. corniculatus - 48 h

Quebracho - 48 h

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Concentracion de AGV (mMol/lt)

Figura 4.5 Concentracién de acidos grasos volatiles totales (AGV) y proporciones de los AGV
mas importantes (&cidos acético, propionico y butirico) del residuo de fermentacion in
vitro después de 24 o 48 h para los tratamientos sin agregado de TC (Control) o con
extracto de Lotus corniculatus o Quebracho del exp. 1 (n=12).

Por el contrario, el agregado de Quebracho redujo el aprovechamiento de la MO,
sin cambios en la PG, con una mayor relacion acético: propionico, que pudo haber
contribuido a explicar la mayor PCH, por unidad de MO digerida con respecto al
Control (Figura 4.6).

La proteina microbiana puede ser estimada a traves de la relacion entre la PGA y
el sustrato verdaderamente digerido. Esto se explica por medio del factor de particion
(FP), que refleja la eficiencia de sintesis de proteina microbiana, ya que fue propuesto
como un indice de particion de la MO verdaderamente digerida entre gases de
fermentacion y biomasa microbiana (BM, Blimmel et al., 1994).

Baba et al. (2002), por ejemplo, encontraron que el agregado de diferentes
fuentes de TC provenientes de leguminosas y plantas lefiosas producian menos gas de
fermentacion, que aquellos a los cuales se les habia se les adicionaba PEG (inhibidor
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especifico de TC). Esto generaba mayores valores de FP en los sustratos con TC
activos, acompafado con una mejora en la sintesis de proteina microbiana (Blimmel et
al., 1997a). Por otro lado, Goel et al (2008) utilizando el sistema de produccién de gas
de Hohenheim, adicionaron a un heno extracto de hojas de Carduus pycnocephalus
realizado con 2 proporciones de metanol acuoso (metanol: agua 1: 1 y 0,95: 0,05) y
agua y encontraron no solo una disminucion en la actividad metanogénica sino también
una mejora en la particién de nutrientes hacia la produccién de biomasa microbiana.

En este trabajo, el FP asi como la estimacion de BM fueron menores en los
tratamientos con Quebracho y L. corniculatus (exp. 1), comparados con el Control,
aungue la falta de efecto del PEG, indica que la disminucién de este factor no puede ser
atribuida exclusivamente a los TC. Evaluaciones realizadas en plantas conteniendo
taninos o con la adicion de extractos de TC no presentaron una disminucion en el rango
teorico del factor de particion (Makkar et al., 1997).

Mas alla de la diferencia entre el Control y los extractos, se deberia tener en
cuenta que en forrajes el rango tedrico de FP deberia ser de 2,75 a 4,65 mg/ml
(Blummel et al., 1997a), que entra dentro de los valores encontrados en el exp. 1. Sin
embargo, aunque los cuatro extractos del exp. 2 también disminuyeron el FP a las 12 y
24, presentaron a las 48 y 72 h valores por debajo del rango tedrico (1,3 a 2,0, Cuadro
4.12).
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Figura 4.6 Relacién entre la concentracion de acidos grasos volatiles totales (AGV, acético,
propiodnico y butirico, n=12) del residuo de fermentacion y produccion de CH, in vitro
(9/kg MS o MO desaparecida, CH,-MSd y CH4-MOd, respectivamente), después de 24 o
48 h para los tratamientos sin agregado de TC (Control) o con extractos de Lotus
corniculatus o Quebracho del exp. 1.



127

Para explicar estos resultados podriamos referirnos a las proposiciones
formuladas por Makkar et al. (1997), quienes sugierieron que no se puede determinar el
factor de particion (y por ende, tampoco estimar la produccion de biomasa microbiana)
en forrajes que contengan TC, debido a que la utilizacion de la solucién de detergente
neutro para determinar la ivDMO en forrajes que contengan (o se les haya adicionado)
taninos no es confiable, fundamentalmente porque la formacion de complejos tanino-
proteina provocarian una subestimacién de la digestibilidad real. Si bien una
disminucion en la ivDMO (provocada por la subestimacion analitica mencionada)
provocaria un descenso en el valor de FP por debajo de los niveles tedricos, no fue el
caso de estos experimentos. Inclusive, tal como se menciond en la seccién 4.5.2, los
extractos de Sauco y L. uliginosus del exp. 2 provocaron un aumento en la
digestibilidad.

Por lo tanto, los bajos valores de FP encontrados en los tratamientos conteniendo
extractos del exp. 2 se deben fundamentalmente a los altos valores de la PGAN en
fermentaciones tempranas (i.e. 12 y 24 h), de hecho las PGA de los sustratos del exp. 2
son considerablemente mayores que las del exp. 1 (Figura 4.1).

De todas formas, aunque la adicion de TC mejore la ESBM evidenciado por un
incremento en el FP, esto no siempre esta relacionado con una menor concentracion de
CH, en los gases de fermentacion, sino més bien a una menor PG (Bueno et al., 2015).

Como se detallo en el parrafo anterior, en gran parte de la bibliografia revisada
el agregado de TC estuvo asociado con una mayor sintesis de proteina microbiana,
sugiriendo que la presencia de taninos en el rumen produciria un incremento del flujo de
N microbiano hacia el duodeno (Barahona Rosales et al., 1997; Reed, 1995). Los
resultados de Carulla (1994) corroboraron esta situacion. Asimismo, Reed (1995)
sugirié que los taninos pueden aumentar la eficiencia de urea reciclada para el rumen,
debido a una reduccion en la tasa de degradacion de proteinas, con una menor
concentracion de N-NH3 ruminal. Siguiendo la coherencia en el comportamiento de los
TC de L.corniculatus y Quebracho adicionados en este trabajo con la disminucién en
los FP y en la produccion de BM, la mayor concentracion de N-NH3 encontrados a las
48 h de fermentacion nos sugiere una falta de efecto de los TC, al menos parcial, en la
proteccién de la proteina bruta ante el ataque microbiano.
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4.6. Conclusiones

Las forrajeras tropicales aqui evaluadas presentaron digestibilidades y PGA
relativamente altas. Sin embargo no se comportaron en forma uniforme con respecto a
la PCHy4, dado que MM fue el Unico que presenté mayor PCH, que el RG (KK no difirid
de RG).

El agregado de TC también indujo cambios diferenciales segun la fuente y el
tipo de solvente utilizado para su extraccion. Mientras que los tratamientos con
Quebracho provocaron descensos en la fermentacion de la fibra, los extractos acuosos
de L. uliginosus y Sauco, indujeron aumentos mayores al 50% en la ivDMS y ivDMO,
aunque en estos ultimos, es dificil atribuir este efecto al agregado de TC.

Contrariamente a lo esperado, se evidenciaron mayores PCH, en los tratamientos
conteniendo extractos de TC, aunque en el caso de Quebracho y L. cornicultatus del
exp. 1, debido a la falta de efecto del PEG para inhibir los TC, no se puede atribuir este
aumento a los TC presentes en los extractos, sugieriendo que compuestos solubles
presentes en los extractos promovieron la fermentacion.

El anélisis estequiométrico indicd que si bien no hubo una relacion evidente
entre los AGV y PCH,, las mayores PCH, provocadas por Quebracho estarian asociadas
a la composicion del perfil (i.e. mas acetogénico que el Control), mientras que en las
botellas con L. corniculatus no estuvieron asociadas al perfil de AGV, sino a las
mayores concentraciones de AGVty mayores PG.

Por ultimo, los menores valores de FP junto con mayores concentraciones de N-
NH; en los tratamientos con TC, evidencian una falta de proteccion de estos
compuestos en la degradacion ruminal de la PB de los forrajes en estudio.
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Capitulo 5.
Conclusiones generales
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El trabajo llevado a cabo en esta tesis pretendio contribuir al conocimiento sobre
el valor nutricional de diversos forrajes tropicales de creciente importancia para la
ganaderia bovina. Para analizar la eficiencia de digestion y el potencial metanogénico
de estos forrajes, se utilizo el sistema de produccion de gas in vitro, que permite evaluar
numMerosos sustratos y/o aditivos en poco tiempo y en forma econdmica.

El primer objetivo especifico fue estandarizar el sistema de digestion y
produccién de gas in vitro, con el fin de generar una herramienta mas confiable, con
mayor repetibilidad (i.e. menor variabilidad interna). Se realiz6 una pre-incubacion del
licor ruminal utilizado como in6culo en los sistemas in vitro, con el fin de
homogeneizar su desempefio dado que constituye uno de los factores que mas
variabilidad aporta. Sin embargo, contrariamente a lo previsto, el mismo sustrato
utilizado para la pre-incubacién generd6 mayor variabilidad en las botellas blanco,
utilizadas como correctores del sistema. Por lo tanto, el licor ruminal pre-incubado no
logré reducir la variabilidad del licor utilizado para la incubacién.

El analisis del potencial metanogeénico, eficiencia de digestion y productos de la
fermentacion mostro que lejos de comportarse como un grupo homogéneo, las forrajeras
tropicales mostraron importantes diferencias entre si (Capitulos 3y 4).

Las digestibilidades reportadas en el Capitulo 3 fueron mayores a las usualmetne
halladas en la bibliografia debido a que se utilizaron sélo ldminas (separadas de las
vainas, inflorecencias y material senecente) en fresco (i.e. sin secado previo)
provenientes de plantas cosechadas en una zona templada. El analisis de material fresco
en el sistema in vitro, seria mas representativa de lo que ocurre con los rumiantes
cuando pastorean forraje directamente.

Como era previsto, la digestién in vitro de las especies forrajeras megatérmicas
comenzo6 mas tarde que las templadas (i.e. mayores fases Lag y menores producciones
de gas (PG) instantaneas en las primeras horas de fermentacién), y concomitantemente
se observo que, atn luego de 72 h de fermentacidn, estas forrajeras no habian logrado la
digestion completa (evidenciado por el "plateau” o meseta de la curva de PGA).

Las hojas de Paspalum dilatatum (PD) y Urochloa brizanta (UB) presentaron
digestibilidades menores a las halladas en las otras gramineas C4, como Chloris gayana
(CG) o0 Megathyrsus maximus (MM). Merece destacarse que estas mismas especies (PD
y UB) también presentaron menor produccion de CH, (PCH,) por unidad de MS y MO
digerida (produjeron 39 y 41% menos, respectivamente comparadas con Milium
coloratum (MC) y CG. Estas notables diferencias encontradas en el potencial
metanogénico (asociado a la MO digerida) de especies de equivalente composicion
quimica, sugieren un comportamiento fermentativo disimil que podria estar asociado a
caracteristicas propias de la pared celular o a compuestos solubles presentes en algunas
de las forrajeras megatérmicas.

En el mismo Capitulo se analiz6 el efecto de los compuestos solubles en agua
(CSA) y las diferencias entre los materiales originales y las paredes celulares
purificadas (PCP, obtenidas después de lavar los sustratos con solucidn de detergente
neutro). El anélisis de estas fracciones por separado permite entender el mecanismo
subyacente que podria explicar las diferencias observadas entre las distintas especies,
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informacion que resulta relevante desde el punto de vista descriptivo de las especies
forrajeras, asi como para entender los mecanismos involucrados en la digestion y la
emision de metano y probablemente iluminar futuras aproximaciones de manejo y
fitomejoramiento.

La digestion de los residuos lavados con agua y DN (i.e. sin compuestos
solubles) fue coherente con lo reportado en la bibliografia, mostrando menor
digestibilidad que los materiales originales, salvo el PD que presentd un
comportamiento inverso. En el PD, la fraccion lavada con agua casi no presento fase
Lag, y se observd un notable incremento en la DFDN (24, 48 y 72 h de fermentacion) y
de las ivDMS y ivDMO (a las 48 y 72 h), con respecto del material original (Or,
evaluado tal cual). Este aumento de la digestién producto de la eliminacion de los CSA
en el PD, estuvo acompafiado por una menor PG comparado con el Or; lo cual se reflejo
en una mejora de la eficiencia de sintesis de biomasa microbiana (BM, evaluada por el
factor de particion, FP). Esto sugiere la presencia de algun compuesto soluble que
retrasa o dificulta el ataque microbiano o bien que el lavado con agua hubiera afectado
la estructura de la pared celular residual, en forma diferenciada para este forraje. De
modo similar, después de 48 h de fermentacion, el lavado de los CSA de MC también
produjo una mejora en la DFDN. Estos son resultados particularmente interesantes que
ameritan continuar siendo investigados en el futuro.

Las diferencias en la PCH4 por unidad de MS y MO digerida durante la
evaluacion de las PCP como sustrato para la fermentacion reveld que en sustratos que
presentan caracteristicas quimicas similares, la PCH, se modifico no solo por la
presencia y concentracion de los productos solubles, sino también por las caracteristicas
particulares de las paredes celulares. Adicionalmente, la homogeneidad en el
comportamiento fermentativo (e.g. digestibilidad, cinética y PCH,4) observado en las
paredes celulares y el material original de RG, a diferencia de lo ocurrido con las
especies megatérmicas del exp. 2 (i.e. MC y CG), sefialan que existen aspectos fisico-
quimicos de las paredes celulares propios de cada especie forrajera, que determinan
variaciones en la PCH,4 producto de la fermentacién.

Las relaciones estequiométricas entre los productos de fermentacion ruminal son
una herramienta valiosa para comprender como se relaciona la composicion de los
alimentos con su aprovechamiento ruminal. Los productos de la fermentacion ruminal
(PGA, BM, &cidos grasos volatiles, AGV) estan fuertemente interrelacionados por lo
cual tedéricamente se puede estimar alguno de ellos (e.g. BM, PGA) a partir de las otras
variables y de relaciones de la estequiometria ruminal ya conocidas.

El analisis de la relacion entre PGA y AGV demostré que solo exisitid una
razonable concordancia para las paredes celulares después de secarlas (i.e. tratamiento
FDNse del exp. 2). Por el contrario, cuando se analizaron los materiales originales y los
residuos del lavado con agua o con detergente neutro en fresco no se detectd relacion
alguna. Estos resultados, indican que la forma de presentacion de los sustratos interfirid
en la relacion de los AGV vy el gas producido.

La produccién de AGV de las forrajeras C4 estuvo influenciada, en parte, por los
CS, ya que al eliminarlos la produccién disminuyd. Este efecto no sélo se vio durante
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las primeras horas de fermentacién, sino que se prolongé en el tiempo, sugiriendo que
los CS generarian un cambio en la microbiota del rumen por mas de 24 h.

El secado de las PCP no generd diferencias en la composicion quimica al
comparar con las PCP frescas (exp. 2, Capitulo 3), pero se observo un retraso en la
fermentacion (i.e. reflejado en un aumento de la fase Lag, menores tasas de PG durante
las primeras horas de fermentacion y PGAN a las 24 h), sin encontrar diferencias en el
perfil de los AGV. Aunque estos resultados se observaron en las PCP de las tres
especies estudiadas (i.e. CG, MC y RG), sélo en CG el secado redujo sustancialmente la
digestibilidad del sustrato, sin alterar la PCH,4 por unidad de MS o MO digerida.

Como se sefialara en el Capitulo 4, los taninos condensados (TC; entre otras
sustancias vegetales tales como aceites esenciales y saponinas) estan siendo estudiados
como alternativa a sustancias sintéticas para sostener la productividad animal (e.g.
mejoras nutricionales, sanitarias) o reducir el impacto ambiental (e.g. emisién de gases
con efecto invernadero, P y N en el estiércol). Estas acciones estan fuertemente
impulsadas por normativas tales como la resolucion de la Union Europea (2006) que
prohibio el uso de antibioticos en el alimento como promotores de crecimiento para el
ganado debido al riesgo de retencion de residuos en los productos para consumo
humano (Diario Oficial de la Union Europea, 2003).

En el Capitulo 4 se evalu6 el efecto de varias fuentes de TC sobre la
fermentacion in vitro de forrajeras mediante el agregado de distintos extractos. Se
evaluaron forrajeras tropicales y se comparé el perfil fermentativo de las mismas con
una graminea templada de referencia (i.e. raigrds, Lolium perenne, RG). Las
digestibilidades de los forrajes C4 fueron ligeramente superiores que las encontradas en
la bibliografia, aunque con fermentaciones mas tardias que el RG.

Las forrajeras tropicales han sido sefialadas como grandes productoras de CHa,
aungue en ambos experimentos ensayados en el Capitulo 4, y en correspondencia con lo
encontrado en el Capitulo 3, ambas especies tropicales se comportaron diferente.
Mientras que el kikuyo (KK, Penisetum purpureum) no mostro diferencias con el RG, el
Megathyrsus maximus (MM) presentd mayores producciones de CH,4. Por otro lado no
existié relacion estequiométrica entre la concentracion de AGV (sobre todo acético) y la
PCH, para estas forrajeras (exp. 1).

La expectativa al agregar TC al sistema de fermentacion supone que actien
como mitigadores de CHy, sin alterar el aprovechamiento de los nutrientes. Sin embargo
se encontraron resultaron dispares. El agregado de TC de Quebracho indujo descensos
en la fermentacion de la fibra, pero contrariamente a lo esperado, estuvo acompafiado
por una mayor PCH,, aunque no se pudo atribuir exclusivamente a la accion de los TC,
ya que al agregar polietilenglicol (PEG) a las fermentaciones con extracto de Quebracho
no presentd diferencias con respecto a los tratamientos sin PEG.

Por otro lado, los extractos acuosos de Lotus uliginosus y Sauco (Sambucus
peruviana), sorprendentemente indujeron aumentos mayores al 50% en la ivDMS y
ivDMO. Una de las explicaciones posibles es que la extraccién con agua arrastro
compuestos diferentes a los TC, tales como azlcares simples, proteinas y/o acidos
organicos, en cantidades tales que provocaron mejoras en la fermentacion de los
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sustratos, sobre todo durante las primeras horas de incubacion. Asimismo, aunque el
extracto representara una pequefia proporcion del volumen final del medio de
incubacidn, los cambios generados en la fermentacion temprana se mantuvieron hasta
las 48 h de incubacion.

Teniendo en cuenta la particion de la energia entre CH, y AGV explicado por la
relacion estequiométrica entre estos parametros, la mayor PCH,4 en las botellas con
extracto de Quebracho podrian asociarse a la alta relacion entre los acidos acético y
propiénico (Ac: Prop), mientras que el aumento en la PCH, inducido por los extractos
de Lotus corniculatus fueron debidos fundamentalmente al aumento en la concentracion
de AGV total y a la mayor PG comparadas con el Control. Estos resultados evidencian
que cuando se tratan de comparar los efectos de diferentes extractos en la fermentacion
de forrajeras existen numerosos factores dependientes del tipo de tanino, el solvente y el
procedimiento de extraccion que inciden en los resultados, dificultando la previsibilidad
de los efectos.

El FP utilizado para evaluar la eficiencia de sintesis de BM, fue menor en los
tratamientos con agregado de TC; aunque en muchos trabajos la adicion de TC estuvo
asociada con un incremento del N microbiano hacia el duodeno, en el exp. 1 la
presencia de TC no protegio a la proteina del forraje, evidenciado por las mayores
concentraciones de N-NHj3 presentes en los residuos de fermentacion de los tratamientos
con TC comparados con el Control.

En sintesis, el desarrollo de este trabajo permitié demostrar la importancia que
tiene la forma de presentacion (i.e. secado) del sustrato a evaluar en un sistema in vitro
en los parametros de digestion y de PCH,4. Asimismo, se pudo poner en evidencia la
heterogeneidad existente entre las forrajeras megatérmicas en cuanto a su eficiencia de
digestion y potencial metanogénico, dependiente tanto de carateristicas de los CS y de
las paredes celulares. Por otro lado, la respuesta de la fermentacion ruminal al agregado
de los TC no fue uniforme, sugiriendo la necesidad de mejorar la caracterizacion de los
TC o extratos que los contengan para estudios futuros. A su vez, el andlisis de las
relaciones estequiométricas de los procesos bioquimicos del rumen demostré que la
validez de dicha relacion seria dependiente de las carateristicas del sustrato, sugiriendo
la necesidad de profundizar su estudio.
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