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ensilados con mas (¢, n=10) y menos (o, n=8) de 100 g de almidén /kg MS o todos
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Resumen

El valor energético de los alimentos se determina mediante experimentos
con animales pero que consumen gran cantidad de recursos economicos y
humanos. La evaluacidon energética en la practica rutinaria de laboratorio
depende de la existencia de métodos de estimacion basadas sobre parametros
qguimicos o valores de digestibilidad in vitro capaces de predecir adecuadamente
la digestibilidad in vivo. El objetivo general fue generar conocimientos y criterios
gue mejoren la evaluacion de la calidad de los forrajes ensilados y contribuir al
desarrollo de ecuaciones de prediccion de la digestibilidad de la materia seca
(DMS) y de la energia metabolizable (EM) de los forrajes ensilados, utilizando
como método de referencia a la digestibilidad obtenida in vivo con ovinos. Las
fracciones analiticas como ;FDNp,, Lig/FDA y almiddn resultaron fundamentales
para el desarrollo de las ecuaciones pero otras variables derivadas de la PG
fueron necesarias para reducir la magnitud de los errores de la prediccion. Las
tasas de PG y los tiempos en que éstas ocurrieron fueron de mayor utilidad que
las PGA (i.e. Tmax, 50 y T50). Los parametros de la cinética de PG de los
residuos insolubles en agua y detergente neutro (i.e. RIA y RIDN) permitieron
mejorar la precision de la prediccion de DMS y EM reduciendo los errores de los
modelos hasta 21.3 g/kg MS y 0.10 Mcal/kg MS, respectivamente (i.e. DMS=450
+ 10.8*RIA(Tmax) + 0.6*(Lig/FDA), R%,=0.94; EM=2.97 — 0.022*RIA(T50) —
0.007*(FDA) + 0.008*(Lig/FDA), Rzaj=0.89). Las ecuaciones para predecir DFDN
presentaron pobres niveles de ajuste (i.e. RDS>40 g/kg FDN). Seria necesario
continuar explorando las razones de la variabilidad en los resultados obtenidos.
La aplicacion de las ecuaciones propuestas requiere la utilizacion de las
fracciones analiticas en base seca corregida por liofilizacion asi como la

incubacioén de los ensilajes en fresco pero molidos con hielo seco.
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Abstract

Feed energetic value can be assessed with animals wich consume large
amounts of human and financial resources. In routine laboratory practice, the
energy evaluation depends on the availability of methods for estimating
parameters based on chemical or in vitro digestibility values capable to
adequately predict in vivo digestibility. The main ogjective was to generate
knowledge and criteria to improve the quality assessement of ensiled forages
and to contribute to develop prediction equations of dry matter digestibility (DMD)
and metabolizable energy (ME) content using digestibility values obtained in vivo
with sheep as a reference method. Analytical fractions like aNDFmo, Lig/ADF
and starch were fundamental in equations development although other variable
coming from gas production (GP) were necessary in reducing the size of error
prediction. Rate and time of GP occurrence were more useful than cumulative
GP (i.e. Tmax, y50 and T50). Parameters of GP kinetics of water and detergent
insoluble residues (i.e. NDIR, WIR) allowed the improvement of DMD and ME
prediction accurancy by reducing the model error up to 21.3 g / kg DM and 0.10
Mcal / kg MS, respectively (i.e. DMD = 450 + 10.8 * WIR (Tmax) + 0.6 * (Lig /
ADF), R?, = 0.94, ME = 2.97 - 0.022 * WIR (T50) - 0.007 * (ADF) + 0.008 * (Lig /
ADF), Rza,- = 0.89). Equations of predicting NDFD did show poor level of
adjustment (i.e. RDS> 40 g / kg NDF). To explain the variability of results ensure
the need for further research. The utilization of the proposed equations make
necessary the using of analytical franctions on a lyophilized DM basis and the

incubation of silage samples milled fresh on dry-ice.
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Capitulo 1.

Estado actual del conocimiento de la evaluacion de los

forrajes ensilados

1.1. Introduccién general

Organizar un correcto racionamiento de los animales en funcion de sus
requerimientos nutricionales no es solo importante para la salud de los mismos y la
optimizacion de los resultados economicos de la empresa, sino que también
contribuye a reducir el impacto ambiental de la excretas. La nutricion de los
animales esta relacionada con los contenidos de energia, proteina, minerales y
vitaminas y también con la estructura fisica de los alimentos. Para cubrir las
necesidades animales, la calidad de los forrajes debe ser conocido con la méxima

precision posible.

Se suele definir calidad como "superioridad de una cosa sobre otras de la
misma especie”. Esta definicibn asume que el objeto en cuestion es considerado
superior por algun mérito particular. Sin embargo la definicibn normalizada de
calidad es, segun Taverna (1997) el conjunto de propiedades y caracteristicas de un
producto o servicio que le confieren la aptitud para satisfacer necesidades explicitas
o implicitas. Esto implica que calidad se asocia a la funcion y aptitud y no
especificamente a un producto. En el marco de la valoracion de los alimentos, la
evaluacion realizada esta asociada al efecto que produce dicho alimento en el

destinatario o consumidor.

La evaluacion de los alimentos para animales permite conocer su valor

nutritivo (VN). La definicién del VN corresponde al resultado de la interaccion entre



la digestibilidad de la materia seca (DMS), el nivel de consumo y la eficiencia con
gue es utilizado por el animal. De acuerdo con Van Soest (1963) la produccién
animal (PA) que permite lograr representa la mejor expresion del VN de los
alimentos ingeridos. Sin embargo, debido a la variabilidad de condiciones en las
cuales se desarrolla la PA y que afectan la respuesta animal (e.g. tipo y nivel de
produccion, especie animal, biotipo, ambiente) resulta dificil estimar un VN
caracteristico de cada alimento. La evaluacion de alimentos requiere métodos
estandarizados, rapidos y econdmicos que permitan predecir la respuesta animal
con el objeto de programar sistemas de alimentacion, evaluar costos y decidir

compras e inversiones.

Las evaluaciones in vivo son utilizadas como método de referencia para el
desarrollo y validacion de otros métodos que las reemplacen debido a su elevado
costo, alta demanda de mano de obra, tiempo e infraestructura. Las metodologias
de laboratorio, tanto las clasicas (quimica hiumeda) como las bioldgicas in vitro,
pretenden estimar el VN de los alimentos a través de técnicas que resulten

reproducibles y de bajo costo.

Los dos procedimientos quimicos mas utilizados mundialmente son el
proximal o de Wendee (1898) y el denominado sistema Van Soest (Goering y Van
Soest, 1970). La diferencia fundamental entre ambos reside en la forma en que
caracterizan a la fraccion fibra de los forrajes, a partir de las cuales se desarrollaron
ecuaciones que pretenden predecir el valor energético de los mismos o0 mas aun, la
respuesta animal. Las metodologias de laboratorio empleadas con forrajes
henificados, alimentos concentrados y subproductos, han logrado predecir o
explicar con bastante aproximacién la respuesta animal (Nataraja y otros, 1998). Sin

embargo, hasta el momento no se dispone de un modelo Unico de prediccion del VN



aplicable a un amplio espectro de forrajes que ademas incluya a los ensilajes

(McLeod y Minson, 1976; Van Soest, 1994).

Las evaluaciones quimicas clasicas constituyen medidas estaticas de la
composicion de los alimentos; es decir que solo describen las proporciones de las
entidades quimicas que forman parte del mismo (e.g. proteina bruta, (PB); extracto
etéreo (EE); cenizas (Cen); fibra cruda (FC); fibra insoluble en detergente neutro
(FDN) y éacido (FDA)) en un momento y condicion determinados. Dichas
proporciones, al ser independientes del animal que habra de consumirlo, no
permiten inferir ni entender la naturaleza de las interacciones alimento-animal que

son esencialmente dinamicas.

Los métodos quimicos fueron usados para estimar la digestibilidad potencial
de los alimentos. Esta se encuentra determinada por la disponibilidad de nutrientes
y la dindmica de los procesos de solubilizacion e hidrdlisis de los mismos en el
tracto digestivo de los animales. Asi también, el proceso de degradacion ruminal de
los alimentos resulta de la combinacion de las tasas de degradacion y de pasaje,

gue actuan en forma conjunta (Van Soest, 1994; Mertens, 1996; Mertens, 2000).

Por otro lado las metodologias bioldgicas utilizadas en laboratorio simulan lo
gue ocurre en el tracto gastrointestinal (TGI) de los animales, estudiando la cantidad
de sustancia desaparecida en el tiempo de digestion o describiendo la cinética de
degradacioén. Las primeras se denominan técnicas in vitro de punto final y las mas
difundidas son la de Tilley y Terry (1963) y Goering y Van Soest (1970); en cuanto a
las segundas se encuentran las descriptas por Menke y otros, (1979) y Theodorou
(1993) conocidas como técnica de produccion de gas (PG). Las técnicas in vitro
permiten la evaluacion rutinaria de la DMS usando liquido ruminal o

alternativamente usando enzimas especificas (e.g. celulasas; Aufrere, 1982). Las



técnicas de PG reemplazaron parcialmente la técnica in situ (biolégico) que permite
describir la cinética fermentativa y estimar la degradabilidad a tiempo infinito en el
reticulo-rumen con la posibilidad adicional de caracterizar el ambiente ruminal
(drskov y McDonald, 1979). Esta metodologia de caracteristicas dinamicas, si bien
constituyd un avance sobre las técnicas de punto final, conservo las restricciones de

los estudios in vivo.

En la PG el sustrato es incubado a 39C en botellas estancas en
condiciones anaerébicas con un medio de cultivo que contiene un sistema buffer,
macro y macrominerales y un inéculo. El inéculo mas utilizado es el licor ruminal
obtenido de bovinos u ovinos fistulados de rumen (Schofield, 2000). El gas liberado
durante la incubacién puede ser producto neto de la fermentacion (i.e. contribucién
directa de CO, y el CH,4) o CO, liberado por el desplazamiento del equilibrio buffer
gue producen los &cidos grasos volatiles (AGV) liberados por la fermentacion y/o
aportados por el alimento (e.g. ensilajes, pulpa de citrico), dando lugar a una
liberacion extra de gas (i.e. contribucién indirecta; Chamberlain y Choung, 1995).
Entre los factores que pueden afectar la PG se encuentran: forma de secado de la
muestra, molienda, tamafio de particula, composicion del buffer, relacion
inoculo/buffer, espacio libre en la botella de incubacion, pH, temperatura, presion
atmosférica y agitacion (Russell y Dombrowski, 1980; Pell y Schofield, 1993; Cone y
otros, 1997; Sanderson y otros, 1997; Deaville y Givens, 1998; Lowman y otros,
1998; Rymer y otros, 1998; Theodorou y otros, 1998; Schofield, 2000; Williams,

2000).

La relacion que existe entre sustrato desaparecido y el volumen total de gas
producido permitié avanzar sobre la prediccion del VN de los alimentos. Blimmel y

@rskov (1993) encontraron buena correspondencia entre la desaparicion de sustrato



in vitro y las determinaciones realizadas in situ utilizadas como referencia. Sin
embargo, en la evaluacion de forrajes frescos y/o ensilados se producen disturbios
que alteran dicha correlacion y que hasta el momento no han sido completamente

aclarados.

Menke y Steingass (1988) lograron estimar el contenido de energia
metabolizable (EM) de concentrados energéticos a partir del gas total producido en
24 horas de incubacion y de las distintas fracciones del esquema de Wendee. Pero
hallaron especiales dificultades con el grupo de los alimentos voluminosos frescos y
ensilajes, para los que no lograron alcanzar un nivel de prediccion similar al resto de
los grupos. Sobre la base de la técnica de produccion de gas y con ecuaciones que
incluyen como Unica variable la produccién de gas acumulada, no se ha conseguido
hasta el momento predecir aceptablemente la DMS o EM de los ensilajes (Menke y

Steingass, 1988; Mould y otros, 1999).

1.2. Evaluacion de forrajes ensilados. La proble  mética

Los métodos convencionales de evaluacién aplicados a los ensilajes, no
resultan completamente satisfactorios debido a las caracteristicas particulares de
estos alimentos. Adesogan y otros, (1998) citan que la composicion quimica de los
forrajes ensilados tiene un valor predictivo sustancialmente menor que para otro tipo
de alimentos. Esto puede ser explicado en parte, porque los ensilajes poseen
compuestos que no son comunmente cuantificados por dichos métodos (e.g. AGV y
amoniaco (NHs)). Sin embargo, los AGV son fuente de energia para el rumiante y el
NH; es sustrato para la sintesis de proteina microbiana en rumen. Por lo tanto,
deberian ser tenidos en cuenta en el momento de predecir el VN de los estos

alimentos.



La PG ha mostrado una aceptable capacidad predictiva de la digestibilidad y
del consumo para algunos alimentos (Menke y otros, 1979; Blummel y Becker,
1997). En cambio, en la evaluacién de forrajes ensilados se han encontrado
numerosas dificultades. Parte de ellas podrian ser consecuencia de la contribucién
directa e indirecta del gas producido. Beuvink (1993) y Jaurena (1996) reportaron
gue parte de la produccién de gas de los forrajes ensilados derivaba de la acidez

aportada por el sustrato pero sin valorar esa contribucion.

La mayoria de los trabajos de produccion de gas documentados en la
bibliografia se han realizado con muestras secadas en estufa y molidas (e.g. malla
de 1 mm) tal como describen las técnicas originales. Si bien para la evaluacion de
alimentos se recomiendan esas dos condiciones minimas (AOAC, 1990; NFTA
2008) no existe un protocolo Unico de preparacion de muestras para los analisis
biol6gicos de calidad. En algunos trabajos se informan variaciones en los resultados
de las evaluaciones quimicas, in situ e in vitro debido al empleo de distintos
procedimientos de preparacion (Alomar y otros, 1999). También Valentin y otros,
(1999) encontraron que el tamafio de particula (molienda) de las muestras de
ensilaje de maiz afectaba la magnitud de la fraccién soluble del forraje (i.e. a del
modelo de @rskov y McDonald, 1979). Al mismo tiempo observo que al incubar
forraje fresco y molido a particulas de 5 mm disminuia la fraccién soluble respecto
de la molienda a 3 mm, al tiempo que aumentaba la fraccion potencialmente
degradable. Asi mismo, encontraron diferencias en la degradabilidad efectiva,
siendo mayor en el material molido a menor tamafio (i.e. 3 vs 5 mm). Por su parte,
Jaurena y otros, (1997) observaron que el secado en estufa de muestras frescas de
alfalfa, afecto la tasa (%/h) de produccion de gas y sugirieron que en los estudios de

cinética de produccién de gas los sustratos deberian utilizarse frescos.



La utilizacion de material seco y molido, sustancialmente diferente al forraje
ensilado original, se sustenta en el propdsito basico de asegurar la maxima
homogeneidad de la muestra para obtener resultados consistentes vy
representativos. En el caso de los forrajes ensilados, durante el secado a 65 °C se
pierden los compuestos volatiles (AGV y NHs), transformandose entonces la
muestra que no representa el alimento original. Ademas, deben ser tenidos en
cuenta los potenciales cambios que puede sufrir la fraccion de almidon o pared
celular durante la exposicion a altas temperaturas. Al incubar in vitro los ensilajes
asi procesados, es posible que no se reproduzcan los efectos que se observan in
vivo, siendo probablemente ésta otra de las causas de las dificultades encontradas
entre los valores predichos y los observados in vivo. Un tratamiento alternativo es
liofilizar esta clase de materiales, pero como el método es costoso y lento no ha

sido masivamente adoptado para las evaluaciones comerciales de rutina.



1.3.

Hipotesis
El procesamiento fisico de las muestras, previo a su analisis, afecta la cinética
de produccion de gas in vitro y por lo tanto la tasa de liberacion de la energia de
los ensilajes incubados. El secado en estufa elimina los compuestos volatiles del
forraje ensilado y disminuye la digestibilidad de la fraccién fibrosa. La molienda
de la muestra aumenta la superficie de contacto con los microorganismos

ruminales y disminuye la variabilidad de los resultados.

La produccién de gas de las fracciones de los ensilajes (azUcares solubles,
FSDN, FDN y FDA) aportara informacion a cerca de la interaccién que entre
ellas ocurre durante el proceso de degradacion y permitird valorar la importancia
de cada uno de ellos sobre el VN. Asi como también, cuantificar las
correlaciones que entre ellas existen y que modifican la desaparicion de

sustrato.

La incubacion in vitro de los ensilajes y sus fracciones insolubles en agua y
detergente neutro (RIA y RIDN) aportan informacion que permitird elaborar
ecuaciones de prediccion del aporte energético de los forrajes. La produccion de
gas y las variables derivadas que describen la cinética permitiran desarrollar
ecuaciones de mayor precision que aquellas que utilizan la composicién quimica

del forraje.



1.4. Objetivos

Fueron objetivos generales del presente trabajo:

1.- Generar conocimientos y criterios que mejoren la evaluacién de la calidad

de los forrajes ensilados.

2.- Desarrollar ecuaciones de prediccion de la digestibilidad de la materia
seca (DMS) y de la energia metabolizable (EM) de los forrajes ensilados, utilizando

como método de referencia a la digestibilidad obtenida in vivo con ovinos.

Fueron objetivos especificos:

1.- Estudiar in vitro el efecto de las formas de procesamiento de las muestras

sobre la cinética de produccion de gas.

2.- Examinar la interaccion entre las fracciones de la materia organica (MO) de los

ensilajes durante el proceso de fermentacion in vitro.

3.- Cuantificar la contribucion de las fracciones de la MO de los ensilajes a la

produccion total de gas in vitro.

4.- Desarrollar modelos para estimar la digestibilidad de la materia seca y la fibra
insoluble en detergente neutro y contenido de energia metabolizable (DMS,
DFDN y EM) de forrajes ensilados utilizando la informaciéon obtenida por
quimica humeda y produccién de gas in vitro ajustadas a los resultados de

obtenidos in vivo con ovinos.
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Capitulo 2.

Efecto del procesamiento de ensilajes de maiz y pas tura
sobre la desaparicidon de sustrato y cinética de pro duccion de

gas in vitro

2.1. Resumen

En el presente estudio se consider6 que el tamafio de particula y el modo de
presentacion fresco y seco (F y S) del forraje ensilado modifica la cinética de
produccion de gas in vitro asi como la desaparicién de sustrato. Fueron usados 11
ensilajes de gramineas con grano y 7 de pastura en base alfalfa (SGgr y SL). Se
analizé la produccion de gas acumulada (PGA) y su cinética y las desapariciones de
materia seca, fibra insoluble en detergente neutro y acido (MSD, FDND y FDAD). El
sustrato molido con 60% de particulas menores de 1.19 mm tuvo una PGA a las 12
y 24 horas 1.3 veces mayor que los otros tratamientos con 11 y 5 %; 1.3 veces
mayor Tmax y tasa de PG y un promedio de 1.2 veces mas MSD, FDND y FDAD. El
sustrato fresco tuvo 100g/kg menos de FDND y FDAD para SGgr, sin cambios en
MSD para SGgr y ninguno para SL. La PGA en F fue en promedio 2 veces mayor
que S en SL, mientras que para SGgr solo se registro los mismo a las 12 h. Esto
provocé que la cinética de PG para F fuera mas rapida con 1.2 mas Tmax y 4 horas
antes (9.7 y 5.6 horas de TTmax), 1.3 veces mayor c y 0.5 horas menos de fase
Lag; pero menos a+b (189 y 205 ml/g MS; P<0.05) coincidente por la menor
proporcion de Ac/Pro que en S (1.9 y 3.1, respectivamente) que reduce la

produccion de gas indirecto e igual AGVs totales. Se concluye que para el estudio y
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comparacion de forrajes ensilados mediante la técnica de produccion de gas y
desapariciones de sustrato in vitro seria recomendable el uso de sustrato fresco y

garantizar la reduccion del tamafio de particula con la molienda.
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2.2. Introduccién

El procedimiento recomendado para realizar analisis de muestras de
alimentos en laboratorio debe asegurar primero un contenido de humedad maximo
de 15% para luego reducir el tamafio de particula con la molienda (Undersander y
otros, 1993). Como resultado de este proceso todas las muestras se presentan
secas y molidas asegurando que las pequefias alicuotas tomadas para cada
analisis resulten representativas de una cantidad ampliamente superior (i.e. 0.1 a
0.5 g de alicuota de una muestra de 300 a 500 g). En numerosas técnicas de
evaluacion de alimentos para animales ampliamente difundidas se recomienda el
secado y molienda a 1 mm de las muestras (e.g. determinacién de fraccién fibrosa
por Van Soest y otros, 1991; métodos in Vitro de Tilley y Terry, 1963; Goering y Van

Soest, 1970; Theodorou y otros, 1994 y Pell y Schofield, 1993).

Los forrajes ensilados son alimentos hiumedos que contienen entre 80 y 60%
de agua en su composicion y que poseen compuestos volatiles como &cido lactico,
acético y propionico y amoniaco (NHs) y en menor medida acido butirico y alcoholes
(McDonald y otros, 1991a). Los compuestos volatiles se pierden en proporciones
variables durante el secado de la muestra en estufa modificando asi la composicion
del ensilado (Fox y Fenderson, 1978). A pesar de las diferencias mencionadas el
secado en estufa es el procedimiento mas difundido. Deinum y Maassen (1993)
encontraron para ensilajes de maiz que a 70 °C ocurren minimas alteraciones en la
cantidad de carbohidratos solubles y en la digestibilidad de la materia seca (DMS)
en comparacion al material liofilizado pero no estudiaron el efecto de los acidos
grasos volatives (AGVs). Tanto Beuvink y Spoelstra (1994) como Jaurena (1998)
mencionaron la influencia de la acidez propia del ensilaje sobre la produccién de

gas pero sin cuantificar su magnitud. Danley y Vetter (1971) reportaron para
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ensilajes de maiz y de sorgo forrajero una mayor concentracion de azlcares
solubles, total de nutrientes digestibles, nitrogeno soluble en materiales frescos
respecto de los secados en estufa. Mientras que los componentes de pared celular
(e.g. lignina, ;FDNn, ¥y FDA,) fueron significativamente menores. Los forrajes
ensilados en humedo han sido poco utilizados como una alternativa para evitar los
cambios que provoca el secado del material en estudios con el método de

produccion de gas in vitro.

El tamafio de particula fue identificado como un factor que también afecta la
exactitud de la técnica de produccion de gas in vitro (Adesogan, 2002). Valentin y
otros (1999) encontraron en ensilajes de maiz secado en estufa de 1 mm mayor
tasa de PG (h'; parametro ¢ del modelo de @rskov y McDonald, 1979) respecto de
3 mm a causa de una mayor PG entre las 24 y 48 horas de incubacion. También
observaron que al incubar in situ material fresco molido a particulas de 5 mm
disminuia la fraccion soluble, al tiempo que aumentaba la fraccidon potencialmente
degradable respecto material seco de 3 mm. Asimismo, reportaron mayor
degradabilidad efectiva para los 3 mm respecto de 5 mm. Por su parte Jaurena y
otros (1997) encontraron que el secado en estufa de muestras frescas de alfalfa,
afectaba la tasa (h™) de produccién de gas (PG) y sugirieron que en los estudios
donde se requiere analizar la cinética de produccion de gas, las muestras deberian

utilizarse himedas.

La técnica de PG in vitro permite evaluar la desaparicion de sustrato a un
tiempo especifico (e.g. 48 horas) asi como la cinética de desaparicién del mismo. La
metodologia asume que el gas liberado durante la incubacién esta directamente
relacionado a la cantidad de sustrato degradado (Theodorou, 1993; Theodorou y

otros, 1994). Dado que el tamafio de particula y el modo de presentacion de la
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muestra (i.e. fresco vs. seco) afectan a la velocidad y cantidad desaparecida de

sustrato la técnica de PG in vitro resulta apropiada para el estudio de estos factores.

El objetivo planteado en este capitulo fue estudiar el efecto del tamafio de
particula y el modo de presentacion fresco y seco del forraje ensilado sobre la

cinética de produccién de gas in vitro y la desaparicion de sustrato.
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2.3. Materiales y Métodos

2.3.1. Forrajes experimentales

Las muestras de ensilaje utilizadas fueron recolectadas en establecimientos
comerciales localizados en las provincias de Buenos Aires (Cafiuelas y Uribelarrea)
y Santa Fe (El Trebol y Rafaela) durante los afios 2002 y 2003. El origen de los
ensilados desde diferentes establecimientos comerciales, asi como la inclusion de
diferentes zonas productivas permitié encontrar una amplia variabilidad en VN. Los
forrajes ensilados fueron retirados del almacenamiento en su lugar de origen una
vez que habian alcanzado la fase de estabilidad y re-ensilados en bolsones de
plastillera de un metro cubico de capacidad recubiertos en su interior con una bolsa
de polietileno de 200 p de espesor. El forraje fue compactado para eliminar la mayor
cantidad de aire de la masa de ensilaje del interior del bolsén y cerrado para
transportarlo hacia la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires —

CABA. Cada uno de los bolsones peso entre 400 y 500 kg de materia humeda.

Se utilizaron 11 forrajes ensilados de gramineas con presencia de grano
(SGgr) y 7 de pasturas a base de alfalfa (SL), siendo los ensilajes estudiados un
total de 18 unidades experimentales (UE). Los SGgr fueron 9 ensilajes de planta
entera de maiz, 1 de planta entera de sorgo y 1 de verdeo de avena granada. Este
grupo fue descripto como proveniente de cultivo de gramineas anuales con grano.
Mientras que los SL fueron de pasturas mixtas (gramineas y leguminosas) con
alfalfa como especie predominante. Los ensilajes fueron obtenidos mediante
muestreo compuesto a bolsones de plastillera de un metro cubico de capacidad
donde se encontraban almacenadas las muestras para experimentos in vivo. La

muestras fueron preservadas en freezer a -18 °© C hasta su utilizacion.
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2.3.2. Experimento 1

El objetivo del experimento fue analizar el efecto del tamafio de particula del
ensilaje fresco sobre la desaparicion de materia seca (MSD) y fibras insolubles en
detergente neutro y acido (FDND y FDAD) asi como sobre la cinética de produccion

de gas in vitro.

De las 18 muestras se obtuvieron tres porciones para asignar aleatoriamente
los tratamientos experimentales que fueron diferentes tamafio de particula de los
ensilajes presentados en fresco para someter las muestras al analisis in vitro.
Fueron asegurados un minimo de 500 gramos de forraje himedo en cada una de
las porciones. Los tratamientos aplicados a las muestras frescas fueron sin

procesamiento o entero (E), picado (P) y molido (M).

La reduccion del tamafio de particula de P y M se realizo con un
homogeinizador Foss Tecator® (Modelo 2096) con previa adicion de hielo seco
(forraje fresco y hielo seco con 15 minutos de reposo) para asegurar la accién de
las cuchillas del molino y la preservacion de la muestra de forraje ensilado. El
tratamiento P se logré con 3 pulsos de 30 segundos, mientras que el M se sometio
a 3 pulsos adicionales de 1 minuto. Todas las muestras fueron reservadas en

freezer hasta su uso.

La caracterizacién de los tratamientos (E, P y M) se realiz6 mediante la
distribucion del tamafio de particula con la separacion de las muestras en tres
tamices. Los tamices fueron circulares de 20 cm de diametro y 7 cm de alto; cada
uno encastrado dentro del otro para minimizar la pérdida de material. El tamafio de
particulas retenido por cada tamiz (T) fue: T1, > 2.38 mm; T2 entre 2.38 y 1.19 mm;
T3, < 1.19 mm. El procedimiento de separacion fue realizado bajo una suave

circulacion de agua. Luego de separados T1, T2y T3 se secaron en estufa a 65° C
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durante 48 horas y finalmente pesados para calcular la proporcion de material

remanente en cada bandeja.

2.3.3. Experimento 2

El objetivo del experimento fue analizar el efecto de la incubacion en fresco
0 seco de los forrajes ensilados sobre la desaparicibn de materia seca (MSD) y
fibras insolubles en detergente neutro y acido (FDND y FDAD) asi como sobre la

cinética de produccién de gas in vitro.

Una alicuota de aproximadamente 500 gramos de forraje himedo fue molido
con hielo seco segun fue descripto el procesamiento M del Experimento 1 y dividido
luego en dos partes iguales. Los tratamientos aplicados fueron: secado en estufa a

65 °C (S) y fresco (F).

2.3.4. Incubacion in vitro

La incubacion in vitro se efectlo siguiendo la técnica de (Brooks y
Theodorou, 1997) maodificada por (Wawrzkiewicz y Danelon, 2004). Se utiliz6 como
inodculo el contenido ruminal de dos ovinos castrados provistos de fistula ruminal
estabulados y alimentados a nivel de mantenimiento con una dieta de heno de
alfalfa y grano de maiz (70:30) ofrecida en dos raciones diarias (i.e. mafiana y tarde)
(NRC, 1985). El contenido ruminal se recolecté por la mafiana antes de la oferta de
alimento, recogiendo las fases solida y liquida en proporcién 50:50. El licor fue
amasado durante 3 - 5 minutos para favorecer el desprendimiento de los
microorganismos adherentes. Luego se filtré para separar la fase sdlida por cuatro
capas de gasa. Durante todo el procedimiento de manipulacion del in6culo se
aseguraron las condiciones de anaerobiosis bajo manto de dioxido de carbono y

temperatura a 39 ° C.
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Las muestras de los experimentos 1 y 2 se incubaron por triplicado en tres
oportunidades independientes en el tiempo (i.e. repeticiones) durante 72 horas. La
relacion sustrato / indculo en las botellas de incubacion fue 1 g MS incubada / 10 ml
licor ruminal. Las mediciones se realizaron a intervalos regulares (i.e. 1, 3, 5, 7, 9,
11, 14, 18, 23, 28, 36, 47, 60 y 72 horas) con un transductor de presion (tipo
T443A®, Bailey y Mackey Ltd., Birmingham, Gran Bretafia) conectado a un panel
digital (Data Track®, Christchurch, Gran Bretafia). En cada incubacién en el 30 %
de las botellas se midié la presion y el volumen correspondiente para construir la
relacién lineal correspondiente entre dichas variables utilizadas para transformar

todos los resultados.

Los residuos no digeridos fueron recuperados en bolsitas filtrantes ANKOM®
F57 para la determinacién de la MS, FDN y FDA desaparecidas (MSD, FDND vy
FDAD, respectivamente). Los resultados de produccibn de gas (PG) y de
desaparicion de sustrato de las muestras en estudio fueron corregidos por blanco

(i.e. botellas sin sustrato).

La cinética de PG fue ajustada segun el la ecuacion PGA=a+b (1 -e ™)
(Drskov y McDonald, 1979) donde los parametros del modelo se interpretan como:
a, PG de la fraccién soluble; b, PG de la fraccion potencialmente degradable, c, tasa
de degradacién de b y t es el tiempo de incubacion. El tiempo de retardo (Lag) hasta
el comienzo de la PG fue despejado de la mencionada ecuacion asumiendo t = 0

(Lag time = In(1-(-a/b))/-c).

Se analizaron las variables produccion de gas acumulada (PGA; ml/g MS) a
las 12, 24, 48 y 72 h, parametros a, b y ¢, Lag time, tasa horaria maxima de
produccion de gas (Tmax; ml/g MS.h™") y el tiempo al que ésta se produce (TTmax)

y MSD, FDND y FDAD.
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2.3.5. Anadlisis quimicos

La caracterizacion de las 18 muestras de ensilajes obtenidas se realizd
mediante los andlisis de materia seca liofilizada (MS; (Givens, 1986) y cenizas
(AOAC, 1990; Nro. 942.05). La proteina bruta (PB = Ntotal x 6,25) se determiné por
el método de Kjeldahl (AOAC, 1990; Nro. 984.13) en un equipo Pro-Nitro® (J.P.
Selecta, Barcelona, Espafia). Las fracciones de fibra insoluble en detergente neutro
(aFDNpo) Y &cido (FDA.,,) Y la lignina en detergente acido con &cido sulfdrico (Lig as)
se determinaron de acuerdo a Van Soest y otros (1991) con un equipo ANKOM®
(modelo 220) y se informaron libres de cenizas. El contenido de almidén se

determind con un kit enzimatico (Megazyme®; AOAC, 2000; Nro. 996.11).

Se determinaron acidos grasos volatiles (AGV) a las muestras luego de la
incubacién in vitro por cromatografia gaseosa. Fueron identificados los &cidos
acético, propionico y butirico (Ac, Pro y But, respectivamente). Se utilizé un equipo
Konik-3000® con inyeccidbn manual y una columna semi-capilar BP-20 (marca
SGE®) con nitrogeno como carrier (10 ml N,/min) y segun protocolo recomendado
por el fabricante de la columna. La purificacién de las muestras para AGV se realiz6
con &cido sulfarico (25 % en &cido sulftrico 0.5M) a razén de 0.5 ml por cada 2 ml
de muestra y luego centrifugadas por 10 minutos a 5000 x g (Friggens y otros,

1998).

2.3.6. Analisis estadistico

El estudio del tamafio de particulas se realizd siguiendo un disefio

completamente aleatorizado para cada forraje segun el modelo:

Yik = M + Tamiz; + Trat; + (Tamiz x Trat); + Eix Modelo 1



20

donde, Yj = porcentaje de MS; p = media general, Tamiz; = tamiz (i=3),
Trat= tratamiento (Exp. 1, j=3); (Tamiz x Trat); = interaccion; Ey = error

experimental.

Las variables en estudio fueron sometidos a un analisis de varianza con un
disefio completamente aleatorizados de dos factores con interaccion segun el

siguiente modelo:
Yii = M + Forr; + Trat; + (Forr x Trat); + Ej Modelo 2

donde, Yj = variable en estudio; 4 = media general; Forr; = tipo de forraje
ensilado (i=2); Trat= tratamiento (Exp. 1, j=3; Exp. 2 j=2); (Forr x Trat); =

interaccion; Ej = error experimental (k=3).
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2.4. Resultados

La seccion de los resultados se organizé siguiendo la estructura de los
experimentos 1y 2 presentada en el punto de Materiales y Métodos. Sin embargo,
como los sustratos usados en los dos experimentos fueron los mismos la
caracterizacién quimica de los ensilados se informara en forma independiente ya

gue sera utilizada en todos los puntos siguientes.

2.4.1. Composicion de los forrajes ensilados

La composicion quimica de los ensilajes utilizados en el estudio se observa
en el Cuadro 2.1. La variacion encontrada dentro de SGgr y de SL con el nimero de
ensilajes analizado en cada caso resultdé satisfactoria ya que se alcanzaron
coeficientes de variacion (CV) minimos de 17 % en las caracteristicas de
composicion quimica analizadas. En este sentido, la variabilidad encontrada sugiere
gue a las muestras fueron representativas de los grupos SGgr y SL. (Shaver, 2004;
Guaita y Fernandez, 2005; Jaurena y Daneldn, 2006) reportaron valores similares
de composicién quimica promedio para ensilajes SGgr y SL de la region pampeana

a los reportados en el Cuadro 2.1.

La cantidad de almidén de los SGgr varié entre 38 y 365 g/kg MS. Esto
sugiere que los forrajes fueron cosechados en distintos momentos del llenado de los
granos. En el mismo sentido, tanto el contenido de pared celular (aFDN,,,) como su
composicion (e.g. hemicelulosa, celulosa y lignina) también resultaron muy variables
(CV promedio para composicién quimica de SGgr fue 32%). En Lig,s fue donde se
detectaron las diferencias mas importantes (64% CV) siendo los valores extremos
14y 70 g/kg MS. Los SL presentaron un CV promedio de 21.5% algo inferior a SGgr

si se excluye la determinacion de almidén que tuvo un CV de 123%, muy diferente
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de lo registrado en los otros analisis. Los resultados de Lig,s se presentaron entre
55y 115 g/lkg MS, siendo este el indicador mas importante al respecto del estado de

madurez de las pasturas al momento de la cosecha.

Cuadro 2.1 Composicion quimica de los forrajes ensilados (g/kg MS, excepto la
materia seca, g/kg MH).

Fracciones analiticas *

MS Cen PB aFDNp, FDAmo Ligas Alm
Forrajes ensilados de gramineas con grano (n = 11)
Media 368 75 71 509 264 29 219
Méaximo 435 117 100 799 498 70 365
Minimo 299 58 56 378 184 14 38
DE 2 435 21.6 13.8 125.7 93.6 18.5 87.8
cv? 12 29 19 25 35 64 40

Forrajes ensilados de pastura consociada base alfalfa (n = 7)

Media 298 130 130 562 367 83 10
Maximo 411 177 168 695 484 115 34
Minimo 220 94 88 420 307 55 1
DE ? 66.9 32.1 27.0 93.3 62.7 22.3 12.2
cv? 22 25 21 17 17 27 123

T MS: materia seca; Cen: cenizas; PB: proteina bruta; aFDNy,: fibra insoluble en detergente neutro libre de cenizas
y con alfa-amilasa; FDAq,: fibra insoluble en detergente acido; Lig.s: lignina en detergente acido con éacido
sulfarico; Alm: almidén. 2 DE = desvio estandar de la media. * CV = coeficiente de variacion (%).

2.4.2. Experimento 1

EL procedimiento usado en la molienda en fresco no resulto completamente
satisfactorio. El proceso de disminucion de tamafio de particula realizado con los
ensilados frescos permitio diferenciar los tratamientos E y P de M tanto para SGgr
como SL (Cuadro 2.2). La disminucion del material con particulas > 2.38 mm (T1)
de E a M fue de 88 % en SGgr y de 96 % en SL. En SGgr la disminucion de la
fraccion encontrada en T1 fue recuperada en el T3 (< 1.19 mm; 65 puntos
porcentuales) y en el T2 (2.38-1.19 mm; 16 puntos porcentuales). Finalmente, los
tratamientos E y P de los SGgr resultaron similares con solo 8 puntos porcentuales

de reduccién (93 a 85 %) de la cantidad de particulas de mayor tamafio y un
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aumento similar para las menores (< 1.19 mm; 5 a 12 %). Por lo tanto la mayor

diferencia se observé entre My los E 'y P.

Cuadro 2.2 Caracterizacion de los tratamientos del experimento 1 para cada tipo
de forraje ensilado segun la distribucion del tamafio de particula (% p/p).

Tamafio de particula (mm) *

>2.38 2.38-1.19 <1.19
Forraje ensilado gramineas con grano
Entero 93 a 3b 5c¢
Picado 85b 3b 11b
Molido 1l1c 19a 70 a
EE * 1.4 1.3 1.6
Fs 5 1036 45 649
Significancia * Hx Hok Hx

Forraje ensilado pasturas consociada base alfalfa

Entero 92 a 3b 5c¢

Picado 87b 4b 9b

Molido 4c 34a 62 a
EE ? 0.9 0.7 1.1
) 3172 409 1303

Significancia rkk ok rkk
" NC: no corresponde; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; *** P<0.001. ° EE = error
estandar de la media. Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.

Para SL se detecté un comportamiento similar entre E, P y M respecto de
SGgr. Cabe destacar que las diferencias entre los tratamientos fueron mayores,
encontrandose aumentos de mas de 10 veces en M para los tamices T2 y T3

respecto de E con la consecuente reduccion en T1.

La PG se detalla en el Cuadro 2.3. La interaccion Tratamiento x Forraje no
fue significativa para la PGA a las 12, 24, 48 y 72 h (P > 0.05). Por lo tanto a
continuacion se analizaran los efectos principales. Las PGA de los SGgr resultaron
35, 20, 25 y 24% mayores para 12, 24, 48 y 72 h a los de SL. Estos resultados
fueron coincidentes con la composicion promedio antes descripta para estos

forrajes. Los SGgr mostraron menor concentracion de aFDNo,, FDAme Y LiQas
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(Cuadro 2.1) lo que sugiere una mayor degradabilidad respecto de SL y esto

coincide con la mayor PG observada.

Cuadro 2.3 Produccion de gas acumulada a las 12, 24, 48 y 72 horas (PGA 12,
PGA 24, PGA 48 y PGA 72, respectivamente; ml/g MS) durante la
incubacion in vitro de ensilaje de gramineas con grano y pasturas base
leguminosas (SGgr y SL) frescas y con distinto tamafio de particula.

PGA 12 PGA 24 PGA 48 PGA 72
Tratamiento
Entero 61b 101b 146 174
Picado 59 b 100 b 145 172
Molido 78 a 121 a 159 181
EEM* 2.4 3.4 45 4.9
Forraje ensilado
Gramineas con grano 74 112 163 190
Pastura base alfalfa 55 93 130 153
EEM* 1.7 1.8 2.0 2.1
Estadistico
Tratamiento F2, 154 12.2 8.2 25 1.0
Forraje F1 154 32.8 30.8 40.6 44.4
Tratamiento x Forraje 14 12 05 0.1
I:2, 154
Significancia 2
Tratamiento rkk ok T NS
F orr aJ e *k% *k*k *k%k *k%k
Tratamiento x Forraje NS NS NS NS

" EEM = error estandar de la media. ° NC: no corresponde; NS: no significativo; T, P<0.10; * P<0,05; **,
P<0.01; *** P<0.001. Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.

Las PGA a las 12 y 24 horas de E y P no resultaron diferentes (P>0.05),

mientras que M fue un 30 y 20 % mayor a las 12 y 24 h, respectivamente. Las
diferencias observadas en PGA entre los tratamientos durante las primeras 24
horas se diluyeron a las 48 y 72 h (P>0.05) aunque se mantuvo la diferencia

numeérica con 9 y 5 % mas de gas producido en M respecto de E y P.

La cinética de PG fue estudiada a través de los pardmetros estimados del
modelo de (drskov y McDonald, 1979) y de la Tmax y TTmax. En el andlisis de la

Tmax y TTmax se estudiaron los efectos principales ya que la interaccion
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Tratamiento x Forraje no fue significativa (Cuadro 2.4). SL mostré una menor Tmax
que SGgr (6 vs. 8 mllg MS.h™, respectivamente; P < 0.001) y con 2 horas de
retraso. Los resultados podrian ser explicados a partir de la composicion de los
forrajes, aquellos que poseen fracciones mas labiles se fermentan mas rapido y en
mayor cantidad (i.e. almidén vs. pared celular (PC)). Lo dicho coincide con las
diferencias que presentan SGgr respecto de SL, menor contenido de PC y mayor

cantidad de almidon (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.4 Tasa horaria maxima de produccion de gas in vitro (Tmax; ml/g MS.h'l)
y tiempo de ocurrencia de Tmax (TTmax; h) de forraje ensilado fresco con
diferente tamafio de particula.

Tmax TTmax
Tratamiento
Entero 6.8b 5.7
Picado 6.8b 6.6
Molido 89a 5.6
EEM* 0.42 0.40
Forraje ensilado
Gramineas con grano 8.4 5.2
Pastura base alfalfa 6.1 7.2
EEM* 0.27 0.37
Estadistico
Tratamiento F2, 154 15.8 2.7
Forraje Fi1 154 48.7 22.1
Tratamiento x Forraje 3.0 0.8
I:2, 154
Significancia 2
Tratamiento ik T
Forraje rkk rkk
Tratamiento x Forraje NS NS

" EEM = error estandar de la media. > NC: no corresponde; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **,
P<0.01; *** P<0.001. Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.

E y P no mostraron diferencias significativas en Tmax, mientras que M fue

un 31% mayor (Cuadro 2.4). La Tmax de M fue mayor que la de E y P, las que no

mostraron diferencias significativas (Cuadro 2.4). Sin embargo, no se encontraron
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diferencias en TTmax entre los tratamientos (P>0.05). Aunque P present6 1 hora de

retraso en Tmax respecto de E y M (P<0.10).

En el Cuadro 2.5 se observan los parametros del modelo de (drskov y
McDonald, 1979) que describen la cinética de PG. Solo el parametro ¢ de la
modelacion de la cinética de PGA mostrd diferencia significativa entre los
tratamientos (P<0.001), siendo la interaccion entre los efectos principales no
significativa. M fue 0.11 ml/h, superior a E y P (P<0.001; Cuadro 2.5). Al respecto
del parametro b del modelo de ajuste solo el efecto del tipo de forraje fue
significativo, resultando mayor la PG de la fraccién potencialmente degradable de
SGgr respecto de SL. Resultados coincidentes a los analizados de la PGA 72

(Cuadro 2.3).
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Cuadro 2.5

Parametros a, b y ¢ del modelo exponencial que describe la cinética de

produccion de gas (PG) in vitro (drskov y McDonald, 1979) y tiempo de

retardo hasta el comienzo de la misma (Lag, h).

Tratamiento
Entero (E)
Picado (P)
Molido (M)
EEM*

Forraje ensilado
Gramineas con grano (SGgr)
Pastura base alfalfa (sL)

EEM*

Estadistico
Tratamiento F2, 154
Forraje F1, 154

Tratamiento x Forraje F; 154

Significancia ®
Tratamiento
Forraje
Tratamiento x Forraje

7.2
0.2
5.9

*%

NS

% 6

b2

208
200
194
7.2

217
175
4.8

1.7
42.7
0.1

NS

*kk

NS

A+b

204
193
187
5.4

216
174
4.9

2.6
45.2
0.01

T

*kk

NS

0.03b
0.03b
0.04 a
0.001

0.04
0.03
0.001

30.6
1.9
2.2

*%%

NS
NS

Lag

-0.1b
0.3a
0.3a
0.11

0.1
0.4
0.10

4.6
6.3
3.8

*

*

NS

"' PG de la fraccién soluble (ml/g MS) > PG de la fraccién potencialmente degradable (ml/g MS). ° tasa de
degradacion de b (ml/h).* EEM = error estandar de la media. ° NS: no significativo; t, P<0.10; *, P<0,05; **,
P<0.01; ***, P<0.001. Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.

® Analisis por Forraje: dentro de SGgr: 2 ,, -1,y -4 , para E, P y M, respectivamente (P<0.05, Tukey); dentro

de SL no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05).
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Cuadro 2.6 Desaparicion de la materia seca (MSD), aFDN,, (FDND) y FDA,
(FDAD) a las 72 horas de incubacién (g/kg MS, FDN 6 FDA segln

corresponda).
MSD FDND FDAD
Tratamiento
Entero 568 b 333b 327b
Picado 582 b 357b 355 b
Molido 634 a 443 a 438 a
EEM* 13.3 11.5 13.7
Forraje ensilado
Gramineas con grano 616 371 355
Pastura base alfalfa 561 389 404
EEM* 7.3 9.6 11.5
Estadistico
Tratamiento F2, 154 5.9 12.9 18.2
Forraje F1, 154 13.3 1.1 10.8
Tratamiento x Forraje 16 15 16
F2, 154
Significancia 2
Tratamiento *x rkk *kk
Forraje ok NS **
Tratamiento x Forraje NS NS NS

" EEM = error estandar de la media. ° NC: no corresponde; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **,
P<0.01; *** P<0.001. Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.

La interaccibn Tratamiento x Forraje fue significativa al 10% para el
pardmetro a debido a que para SL los tratamientos no mostraron diferencias,
mientras que si las hubo en SGgr. El EEM de los SL fue de la misma magnitud que
la media de los tratamientos; esto explica la igualdad entre ellos. En cambio, para
los SGgr a fue mayor en E respecto de P y M que no presentaron diferencias entre
si (2, -1y -4 ml/lg MS para E, P y M, respectivamente; Cuadro 2.5). Estos resultados
sugeririan la pérdida de algunos compuestos solubles y r4pidamente
fermentescibles durante el procedimiento de molienda. En coincidencia con esto, la
fase Lag fue mayor en P y M respecto de E (P<0.05). Asi mismo, los SL tuvieron

una fase Lag 4 veces mayor que los SGgr como consecuencia de los menores ay c
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(0.4 y 0.1 h, respectivamente; P<0.05). La PG potencial estimada como a+b no
mostré diferencias entre E, P y M en coincidencia a lo ya mencionado para PGA
72h (Cuadro 2.3); del mismo modo, se detectaron las diferencias entre forrajes, a+b

y PGA 72h fueron un 24% mayores en SGgr (P<0.001).

Se estudiaron los efectos principales sobre MSD, FDND y FDAD ya que la
interaccion Tratamiento x Forraje no fue significativa (P>0.05, Cuadro 2.6). Los
SGgr tuvieron mayor MSD que los SL, pero no se debié a una mayor FDND y
DFAD, sino probablemente a la presencia del almidén en el contenido celular que
se asume como completamente fermentable. Los tratamientos E y P no mostraron
diferencias entre ellos y tuvieron menores MSD, FDND y FDAD que M (10% menos,
P<0.05 para MSD; 20% menos, P<0.01 para FDND y FDAD). Los resultados

concluyen en el mismo sentido que lo observado para PGA a las 12 y 14 horas.

2.4.3. Experimento 2

La interaccién Tratamiento x Forraje resulto significativa para PGA a las 12,
24, 48 y 72 horas y se detalla en el Cuadro 2.8. Sin embargo la PGA del SGgr fue
siempre numeéricamente mayor que en SL, tanto para S como F. La PGA 12 h de
SGgry 12, 24, 48 y 72 h de SL fue inferior para S respecto de F aunque con una
importante variacion (e.g. desde 50 hasta 80% menos, PGA 12h SL y SGagr,
respectivamente; Cuadro 2.7). Hasta las 24 horas en SL se observo que F fue 2.1y
3.5 veces mayor que S (12 y 24 horas, respectivamente; P<0.001) y a partir de las
48 horas la magnitud de las diferencias disminuyé a 1.2 veces pero aun fueron
significativas (P<0.01). Las diferencias observadas para SGgr entre Fy S a las 12
horas (1.2 veces F respecto de S) se fueron reduciendo a tiempos mayores de

incubacién. A las 24, 48 y 72 h SGgr no present6 diferencias entre los tratamientos,
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aunque F a las 24 horas fue numéricamente superior a S con 10% mas de PGA

(P=0.112).

La interaccion Tratamiento x Forraje para las variables de cinética de PG no
fue significativa (P>0.10); a diferencia de los medido en PGA 72h donde F fue
mayor que S para SL, mientras que para SGgr no hubo diferencias. Los b y a+b de
los dos grupos de forrajes fueron diferentes, SGgr fue mayor a SL (P<0.05) y

consistente con lo mencionado para PGA 72 h.

Cuadro 2.7 Produccién de gas acumulada a las 12, 24, 48 y 72 horas (PGA; ml/g MS) durante
la incubacion in vitro de muestras secas y frescas de forrajes ensilados de gramineas con
grano y pasturas base leguminosas.

PGA12° PGA 24 PGA 48 PGA 72
Forraje ensilado de gramineas con grano (SGgr)
Seco 72 122 172 199
Fresco 89 134 175 197
EEM* 4.1 5.2 5.9 6.2
Significancia ** NS NS NS

Forraje ensilado de pastura base leguminosas (SL)

Seco 30 63 103 127
Fresco 64 102 136 157
EEM ' 5.1 6.5 7.3 7.8
Significancia ok rkk ** *x
Estadistico
Tratamiento F1 102 28.8 18.2 7.2 4.2
Forraje F1, 102 52.6 60.6 65.8 63.0
Tratamiento x Forraje 34 52 4.9 50
Fl, 102
Significancia
Tratamiento *xx i rxx **
FOI’I’aje **% *kk **k% *kk
Trat x Forraje T *x ** i

T EEM = error estandar de la media. > NC: no corresponde; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01;
*** P<0,001. * Medias por factores principales S, 56; F, 79; SGgr, 81 y SL, 47 mlig MS. Letras diferentes en la
misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.
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La cinética de PG para S y F presentd diferencias significativas en Tmax y
TTmax (Cuadro 2.8) como en los parametros estimados del modelo de (Drskov y
McDonald, 1979; Cuadro 2.9; P<0.001). Se observé que F tuvo una Tmax 23%
mayor y que ésta ocurrio 4 horas antes que en S (TTmax 5.6 y 9.7 h Fy S,
respectivamente; Cuadro 2.8). En el mismo sentido, la modelacién de la cinética de
PG mostr6 que en F la fase Lag fue la mitad que para S (0.5 y 1.1 h,
respectivamente; Cuadro 2.9) y que c¢ fue un 30% mayor (0.04 y 0.03 h™,
respectivamente). Por otro lado, la PG asociada a la digestion de la fraccion
potencialmente degradable (b, ml/g MS) y la estimacion a+b fueron menores en F

que en S (Cuadro 2.9) en contraposicion a lo registrado en PGA.

Cuadro 2.8 Tasa horaria maxima de produccion de gas in vitro (Tmax; ml/g MS.h'l)
y tiempo de ocurrencia de Tmax (TTmax; h) de sustrato seco y fresco (Sy F)
de forrajes ensilados.

Tmax TTmax

Tratamiento

Seco (S) 6.9 9.7

Fresco (F) 8.5 5.6

EEM* 0.46 0.67
Forraje ensilado

Gramineas con grano (SGgr) 9.1 6.7

Pastura base alfalfa (sL) 5.4 9.2

EEM* 0.57 0.86
Estadistico

Tratamiento F1 102 11.8 33.1

Forraje F1 102 52.6 10.8

Tratamiento x Forraje Fj 102 2.3 3.1
Significancia

Tratamiento bl b

FOI’I’aje *k%k *k%k

Tratamiento x Forraje NS NS

T EEM = error estandar de la media. > NC: no corresponde; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **,
P<0.01; ***, P<0.001. Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.
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En resumen, F mostré6 un comienzo temprano de PG (i.e. estimado 30
minutos) y una mayor velocidad que S, aunque esto no permitid alcanzar mayor
PGA a partir de las 24 horas de incubacion. Por lo tanto, las mayores diferencias
entre F y S se registraron dentro de las primeras 12 horas de incubacion in vitro,

siendo las variables mas afectadas PGA 12h, fase Lag, ¢, Tmax y TTmax.

Cuadro 2.9 Parametros a, b y ¢ del modelo exponencial que describe la cinética
de produccion de gas (PG) in vitro (drskov y McDonald, 1979) y tiempo de
retardo hasta el comienzo de la misma (Lag, h) del Experimento 2.

al b2 c? Lag

Tratamiento

Seco (S) -6.5 212 0.032 1.1

Fresco (F) -35 193 0.043 0.5

EEM * 0.63 6.3 0.0020 0.11
Forraje ensilado

Gramineas con grano (SGgr) -6.9 221 0.040 1.0

Pastura base alfalfa (SL) -2.2 174 0.033 0.6

EEM * 0.61 5.2 0.0020 0.14
Estadistico

Tratamiento Fi1 102 13.9 6.4 25.2 16.8

Forraje Fi1 102 36.7 45.2 8.1 5.9

Tratamiento x Forraje Fy 102 0.2 0.1 1.9 2.0
Significancia °

Tratam |e nto *k% *% *kk **%

Forraje *k% **% *kk *%

Tratamiento x Forraje NS NS NS NS

"' PG de la fraccion soluble (ml/g MS); * PG de la fraccién potencialmente degradable (ml/g MS); ° tasa de
degradacion de b (ml/h); * EEM = error estandar de la media; * NC: no corresponde; NS: no significativo; 1,
P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001. Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente
P<0.05, Tukey.

La interaccién Tratamiento x Forraje (Trat x Forr) resulté significativa para
las desapariciones (i.e. MSD, FDND y FDAD) y las PGA a las 24, 48 y 72 horas. En
SL no se observaron diferencias entre los tratamientos S y F en ninguna de las

fracciones analizadas (MSD, FDND y FDAD; P>0.05; Cuadro 2.10), siendo los
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valores promedio 565, 436 y 450 g/kg para MSD, FDND y FDAD, respectivamente.
Por otro lado para SGgr la tendencia observada en MSD indic6 que F fue menor
(696 y 666 g/kg MS S y F, respectivamente; P=0.051) al igual que las FDND y
FDAD que fueron 18 % inferiores respecto de S (P<0.001; Cuadro 2.10). Asi mismo,
tanto SL como SGgr presentaron MSD mayores que FDND y FDAD pudiendo ser
explicado esto por la mayor degradabilidad del contenido celular que se acerca a
98% respecto de la fraccion fibrosa que ronda un valor promedio de 50%
dependiendo de la composicion e interaccion entre sus componentes (Goering y

Van Soest, 1970).

Cuadro 2.10  Desaparicion de la materia seca (MSD), aFDN,,, (FDND) y FDA,
(FDAD) a las 72 horas de incubacién (g/kg MS, FDN 6 FDA segun
corresponda) durante la incubacidn in vitro de muestras secas y frescas de
forrajes ensilados de gramineas con grano y pasturas base leguminosas.

MSD FDND FDAD
Forraje ensilado de gramineas con grano
Seco 696 551 526
Fresco 666 452 436
EEM* 10.7 11.8 15.4
F1, 102 3.9 36.0 17.1
Significancia T *kk *xx

Forraje ensilado de pastura base leguminosas

Seco 547 438 450
Fresco 582 433 449
EEM* 13.5 14.7 19.4
F1, 102 3.3 0.04 0.00
Significancia T NS NS
Estadistico
Tratamiento F1 102 0.04 15.2 6.9
Forraje Fi1 102 92.3 24.6 3.3
Tratamiento x Forraje 70 128 6.4
I:1, 102
Significancia °
Tratamiento NS bl *
Forraje bl bl
Tratamiento x Forraje *x bl *

T EEM = error estandar de la media. > NC: no corresponde; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **,
P<0.01; *** P<0.001. Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.
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En SL la FDND y FDAD (i.e. fracciones fibrosas) fueron similares y no se
observaron diferencias entre S y F. Esto sugiere que la degradabilidad de los
principales constituyentes de la fibra (i.e. celulosa y hemicelulosa) fue de igual
magnitud y que el secado tampoco la modificd. Sin embargo, en SGgr la FDND y
FDAD fueron similares entre si pero mostraron diferencias entre tratamientos. S
tuvo cerca de 100 g/kg mas que F (551 y 452 g/kg FDN y 526 y 436 g/kg FDA para
S y F, respectivamente; P<0.0001). Cabe destacar que mientras en SL las
desapariciones de sustrato para S y F no fueron diferentes, las PGA si; en cambio
en SGgr fueron a la inversa, las desapariciones fueron distintas y las PGA no. En
general se asocia que a mayor desaparicion de sustrato, mayor sera la PGA. La
falta de coincidencia de los tratamientos para la relacidon entre estas variables
podria estar asociada a la diferente produccion de &cidos de fermentacion que

generan cambios en la magnitud del gas indirecto por desplazamiento de buffer.

La composicion de los AGV producidos durante la incubacion in vitro a las
72 horas se detalla en el Cuadro 2.11. La interaccion Tratamiento x Forraje fue
significativa solo en But (P=0.0023); sin embargo, F fue siempre mayor que S para
ambos tipos de forraje, 3 veces para SGgr y 2 veces para SL. F y S resultaron
diferentes en Ac, Pro y Ac/Pro. En F, Ac fue un 23% menor y Pro un 25% mayor
respecto de S dando como resultados una relacién Ac/Pro menoren F (1.9 y 3.1 en

Fy S, respectivamente).
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Cuadro 2.11  Composicién de &cidos grasos volatiles (AGV) producidos durante
la incubacion in vitro a 72 h de sustrato fresco y seco de ensilajes de
graminea con grano y en base a alfalfa.

Ac’ Pro But AGV
(mol/100 mol) AcfPro (mmoI/;T\t/IaIS)
Tratamiento
Seco (s) 70.2 23.1 6.7 3.1 3.4
Fresco (F) 53.9 28.9 17.2 1.9 35
EEM ? 1.24 0.61 0.84  0.09 0.48
Forraje ensilado
Gramineas con grano (SGgr)  58.8 27.0 14.2 2.3 3.7
Pastura base alfalfa (sL) 65.3 24.9 9.8 2.7 3.1
EEM ? 1.42 0.70 096 011 0.55
Estadistico
Tratamiento Fi 102 1055 53.2 96.7 103.7 0.1
Forraje F1 102 16.7 7.1 17.0 13.8 0.6
Tratamiento x Forraje 29 14 116 05 14
Fl, 102
Significancia ®
Tratamiento ok ok ok ok NS
FOI’I'aj e *k%k * *k%k *k%k N S
Tratamiento x Forraje NS NS w4 NS NS

T Ac, acido acético; Pro, acido propiénico, But, &cido butirico; > EEM = error estandar de la media; * NS:
no significativo; t, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001. * SGgr F 21.2 y S 7.1% (EEM: 0.76;
P<0.0001) y para SL F 13.2 y S 6.3% (EEM: 1.49; P=0.0011)

Los AGYV totales fueron iguales en Fy S (Cuadro 2.11), como asi también la
cantidad producida de Ac y Pro (1.9 y 2.4 mmol Ac/g MS, 1.0 y 0.8 mmol Pro/g MS
para F y S, respectivamente). Por otro lado, en SGgr F produjo 0.9 mmol But/g MS,
la cantidad més alta respecto de los otros tratamientos. La mayor proporcion de
AGYV producido durante la incubacién fue acido acético (Ac) en todos los casos con
mas de 50% del total, seguido por el propidnico (Pro) dentro del 20 a 30%, mientras

gue el butirico (But) se encontrd entre 5y 20%.
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2.5. Discusiéon

La amplia variabilidad encontrada en los resultados de las fracciones
analiticas que describen la composicion quimica de las muestras en estudio (CV
promedio 32 y 36% para SGgr y SL, respectivamente) permitiria asegurar que las
conclusiones alcanzadas podrian ser extrapoladas a un gran nimero de muestras
de forraje ensilado. La fraccion de almidon en SGgr y SL y LDAss en SGgr fueron
las mas variables. En el grupo SGgr el ensilaje de avena granada fue el que generé
las mencionadas variaciones por tener el registro minimo de almidon y los valores
mas altos de aFDN,,,, FDA., Yy LDAss. Esto sugiere que el ensilaje de avena se
cosecho6 en un estado muy avanzado de madurez y posiblemente con alto nivel de
pérdida de grano durante la cosecha (e.g. pérdida mecanica). Por otro lado en el
grupo SL, el almiddon fue la fraccion mas variable (123% CV) aunque siempre
constituyd una parte minoritaria (méximo 34 g/kg MS). El almidén en los forrajes
ensilados de pastura puede ser fermentado durante el almacenamiento y asi
disminuir su proporcion (Jaurena y Pichard, 2001). Por lo tanto las condiciones de
almacenamiento del ensilaje (e.g. pH principalmente) asi como la composicioén del
forraje original podrian ser responsables de la concentracion del almidén (Muck,
1988), aportado en este caso por la alfalfa como una se las especies forrajeras
predominante en la mezcla de las pasturas (Muck, 1988; Xiccato y otros, 1994;

Jaurena y Pichard, 2001).

Los tratamientos aplicados en el Experimento 1 no permitieron alcanzar
diferencias entre E y P en la distribucién del tamafio de particulas (Cuadro 2.2).
Esto explicaria que no fueron encontradas diferencias entre ellos en los resultados
reportados para PGA, parametros que describen la cinética de PG, Tmax, TTmax y

desapariciones de MS, FDN y FDA donde (Cuadro 2.3; Cuadro 2.4; Cuadro 2.5;
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Cuadro 2.6). Por otro lado, las diferencias observadas entre E y P con respecto a M
para las mismas variables fueron significativas. El incremento de la fraccion de
particulas menores a 1.19 mm parecio ser el factor mas importante y responsable

de los cambios registrados en el estudio in vitro.

La reduccién del tamafio de particula tiene como principal objetivo garantizar
la homogeneidad de las muestras y reducir asi la variacién en los resultados. Las
variables analizadas cumplieron con los supuestos de homogeneidad de varianza,
independencia entre los errores y normalidad (P>0.05). Sin embargo, en la Figura
2.1 se observa una tendencia a mayores coeficientes de variacién (CV) para E
respecto de M en MSD y DFND. Siendo los resultados més altos los de FDND,
donde E alcanz6 valores de 1 y 3% CV mientras que M no superd el 1%.
Resultados similares fueron reportados por Ferreira y Mertens (2005). De todos
modos, los mayores CV registrados para E podrian ser considerados adecuados
para la evaluacion de muestras de ensilaje de rapido procesamiento ya que no

superaron el 3 %.

4 : 4 B
3 < 31
S *
o
Z
[a)
w .
24 ng . . *
= *
* LICJ N *
* . * >I "’0
14 0‘. Ol4e
oo
'3 . *
*e .
0 . . . 0 . . .
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

CV - Molido (MSD, %) CV - Molido (FDND, %)

Figura 2.1 Relacion entre los coeficientes de variacion de los ensilajes enteros y molidos (E
y M, respectivamente; n = 18) de la materia seca y fibra en detergente neutro
desaparecidas (A: MSD; B: FDND).
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Figura 2.2 Relacion entre la produccion de gas acumulada a las 12 y 24 h de incubacion
(PGA 12; ml/lg MS), tasa y tasa maxima de PG (c y Tmax; ml/g MS.h'l) y la
cantidad de materia seca con particulas menores a 1.19 mm en forrajes
ensilados con grano y pasturas a base de leguminosas (¢, SGgr; o SL,

respectivamente).

El mayor impacto ejercido por el aumento de la fraccion de particulas

menores a 1.19 mm en M se observé para SGgr en PGA 12 y 24 h, Tmax y

parametro c¢ (Figura 2.2). Valentin y otros (1999) también informaron con PG efectos

significativos sobre ¢ por reducir las particulas de 3 a 1 mm en ensilajes de maiz

aungue con valores superiores a los del presente trabajo (0.03-0.04 vs. 0.071-0.069

h™') explicados probablemente por el uso de material seco en estufa y no fresco.

Tanto Menke y Steingass (1988) como Lowman y otros (2002) también reportaron

incrementos en la tasa de produccién de gas cuando el tamafio de las particulas del
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sustrato seco disminuia. Mientras que sobre las variables determinadas a tiempos
mayores de 24 horas de incubacién el efecto del tamafio de particula se diluye (i.e.

PGA 48y 72 h; MSD, FDND, FDAD, P<0.10).

La aceleracion de la PG por aumento de la molienda ocurrié tanto para SGgr
como SL. Sin embargo, el impacto para SGgr fue mucho mayor probablemente
debido a la molienda de los granos presentes en el material. Ferreira y Mertens
(2005) reportaron para ensilajes de maiz que el 52% de total del almidén estaba
presente en particulas mayores a 4.75 mm. En el mismo sentido Niwinska (2009)
reportd menor digestion ruminal in situ en granos de cebada al aumentar el tamafio
de particula de 1 a 5.7 mm. Ademas, cuanto mayor era esa fraccion la diferencia en
digestibilidad entre del material molido a 1 mm y el entero aumentaba (72 y 77 %
MSD, respectivamente; P=0.014). La molienda de los granos por el procesado seria
la causa principal de los incrementos en ¢ y Tmax para SGgr. Mientras que para SL
el aumento en ¢ se explicaria por un aumento de la FDND; como asi también lo
reportan Ferreira y Mertens (2005) quienes observaron a las 24 horas in situ un
aumento en la degradabilidad de la fraccién fibrosa, posiblemente por mayor
superficie expuesta debido a la molienda que permite un aumento en la velocidad
de ataque de los microorganismos ruminales. Es generalmente reconocido que a
menor tamafo de particula del sustrato se incrementa la superficie disponible para
la degradacion microbiana (Williams, 2000). Resultados similares fueron reportados
por Damiran y otros (2008) en henos de gramineas y pajas donde encontraron un
aument6 de MSD y FDND (Daisy Il) cuando el material fue molido a 1 mm respecto

de 2 mm (,FDN, > 580 g/kg MS).

En forrajes ensilados de planta entera de maiz secados en estufa a 55 °C,

Ferreira y Mertens (2005) encontraron un aumento en FDND del 30% para el forraje
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molido a 1 mm respecto del entero (37 a 48 %, respectivamente) similar a los
resultados ya reportados (33% de incremento entre E y M; Cuadro 2.6). Sin
embargo, estos autores no encontraron diferencias en MSD como en el presente
trabajo (568 y 634 g/kg MS para E y M, respectivamente — P<0.05) posiblemente
provocadas por el secado de la muestra antes de la incubacién y con la
consecuente pérdida de compuestos volatiles y coccion del almidon que aumenta
su velocidad de digestion. Por otro lado, Valentin y otros (1999) también
encontraron un aumento de 17% en la degradabilidad efectiva con 3 mm respecto
de 5 mm tanto para sustrato fresco como secado en estufa (e.g. aumenta ¢ en PG)

pero detectaron diferencias en la fraccion no degradable.

En incubaciones in vitro con forraje de alfalfa Caramella y otros (2006)
encontraron que a partir de las 12 horas F produjo un 12% mas gas que S y alcanzé
a las 72 horas 8% mas MSD; aunque no se detectaron diferencias entre los
paradmetros de la cinética de PG debido probablemente al alto contenido celular del
forraje de alfalfa (355 g/kg MS ,FDN,,). Bernardos (2008) encontr6 en forrajes
ensilados que S de la fraccion vegetativa de plantas de maiz producia 8% menos
gas, 18% menos Tmax y 3 horas de retraso en TTmax. Mientras que para la
fraccion grano del ensilaje, S produjo 8% mas gas, 25% mayor Tmax y una hora de
antelacion en TTmax. Los resultados sugieren que las dos fracciones de tejido que
forman parte de los SGgr (vegetativo y grano) presentan respuestas encontradas al
ser secados en estufa, el almidén se gelatiniza y aumentaria su degrabilidad y la
fibra se condensa y la reduciria (Owens y otros, 1986; Theurer, 1986; Huntington,
1997). En el presente trabajo en acuerdo con Caramella y otros (2006) y Bernardos
(2008), el tratamiento S provocé una disminucion de Tmax, mayor TTmax (Figura
2.3) respecto de F, observandose la mayor diferencia en SL. En el mismo sentido,

se registré un menor ¢ y mayor Lag en S respecto de F para los dos grupos de
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forrajes (Figura 2.4). Los resultados expuestos y lo descripto por Bernardos (2008) y
Sijnienski y otros (2005) sugieren que para los SGgr a tiempos de incubacién
superiores a 48 horas jugaria un rol mas importante la disminucion de la
degradabilidad de la fraccion fibrosa que el aumento de la almidonosa cuando se
incuba el ensilaje entero (fracciones vegetativa + grano) y secado en estufa. Esto
fue confirmado por Tandecarz (2007) quien observd que a las 12 horas de
incubacion habia desaparecido 980 g/kg de almidon y a las 24 horas solo se habia
incrementado un 1% mas. Ademas también fue observado para SL con alta fraccion
fibrosa y bajo contenido de almidén (e.g. 562 g s,FDNno/kg MS y 10 g almidén/kg

MS) un detrimento tanto en PGA como en la tasa de PG.

=
S}
=
S)

Tasa de produccion de gas (ml/h)
Tasa de produccion de gas (ml/h)

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 2.3 Tasas horarias de produccién de gas (ml/h) en funcién del tiempo de ensilaje de
gramineas con grano y pasturas base leguminosas (SGgr y SL) para sustrato

fresco ("o F) y seco en estufa (—e — S).

Cuando se compararon los tratamientos F y S en SGgr la respuesta
contrapuesta que se observé entre MSD y FDND podria estar explicada por una
diferente susceptibilidad a la degradacion de los componentes almidonosos del
forraje. Bernardos (2008) observo que la MSD cuando se incubaron granos de maiz

ensilados fue mayor en sustrato seco en estufa (941 vs 915 g/kg S y F,

30
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respectivamente — P=0.0171) a las 12 horas. En cambio cuando se incubé material
vegetativo de ensilaje de planta entera de maiz la MSD fue menor para el sustrato
seco (552 vs 575 g/kg S y F, respectivamente — P=0.0286). Esto podria explicar las
menores diferencias registradas entre F y S dentro de SGgr; a comparacion de las
amplias diferencias reportadas entre los tratamientos en SL donde el sustrato
almidonoso, que es el que aumentaria su degradabilidad con el secado, es casi

inexistente.

PGA estimada (ml/g MS)

Tiempo (h)

Figura 2.4 Produccion de gas acumulada (PGA) estimada por el modelo de @rskov y
McDonald (1979) en funcion del tiempo de incubacién in vitro para forrajes
ensilados de gramineas con grano y pasturas base leguminosas con sustrato
fresco y seco (SGgry SL; Fy S).

Bernardos (2008) no encontraron diferencias entre Fy S en MSD, FDND y
FDAD de la fraccion vegetativa de ensilajes de maiz a las 72 horas de incubacién in
vitro (700, 600 y 600 g/kg MSD, FDND y FDAD, respectivamente) asociado
posiblemente a la menor concentracion de LDAas en las muestras analizadas
respecto a las del presente trabajo (15 vs. 29 g/kg MS, respectivamente). En el
mismo sentido, los valores de desaparicion fueron algo mayores a los del presente
trabajo (697, 596 y 611 g/kg de MSD, FDND y FDAD). Por otro lado, los granos del
ensilaje de maiz secados en estufa mostraron mayor MSD que F a las 24 horas.

Estas diferencias no se detectaron a tiempos superiores de incubacion.
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El secado en estufa de los ensilajes de gramineas con grano y base
leguminosas modifica la MSD y retrasa la cinética de PG del alimento incubado in
vitro. En los tratamientos S y F se detectaron diferencias en la relacion lineal
establecida entre la PGA y la MSD (Figura 2.5). La cantidad de gas producido por
cada gramo de MSD fue mayor en S (0.463 y 0.302 para S y F, respectivamente;
P<0.10). La ordenada al origen de S fue -125 ml/g MS vy diferente de cero (Ho = 0;

P=0.009) mientras que para F fue -15 ml/g MS sin ser diferente de cero (Hy = O;

P=0.717).
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Figura 2.5 Relacion entre produccion de gas acumulada a las 72 horas de incubacién (PGA
72 h, ml/lg MS) y la materia seca desaparecida (MSD, g/kg MS) de sustrato seco
y fresco (S y F, respectivamente) de forrajes ensilados.

Las diferencias mencionadas en las pendientes entre S y F podrian ser
explicadas por los cambios observados en la composicion de AGV producidos en la
incubacion in vitro. S y F no presentaron diferencias en AGV total (3.4 y 3.5 mmol/g
MS; P>0.869) pero si en la composicion de los mismos; S produjo 70% de Ac
mientras que F 54% (P<0.0001; Cuadro 2.11). De los AGV medidos, el Ac es el que

mas cantidad de dioxido de carbono (CO,) libera por mol de acido producido, luego
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se encuentra el But y por ultimo el Pro (4, 3y 2 moles de CO,; Beuvink y Spoelstra,
1992). Por lo expuesto seria de esperar que a mayor proporcion de acido acético en

los AGV totales seria también mayor el incremento de la PGA por unidad de MSD.

En contraposicion a lo observado en este trabajo Calabro y otros (2005)
encontraron con ensilajes de gramineas con grano que al incubar forraje fresco la
proporcion de Ac fue numéricamente mayor y con esto una relacion Ac/Pro mas alta
(2.8 vs. 2.5 Fy S, respectivamente) que con forraje seco, aunque sin poder detectar
diferencias estadisticamente significativas. Una diferencia importante entre ambos
trabajos fue la especie rumiante usada como donante del licor ruminal (e.g. ovinos
vs. bufalos en el trabajo de Calabro y otros (2005)). Por otro lado, la relacion Ac/Pro
reportadas en este trabajo se encuentran dentro del rango publicado por Beuvink y
Spoelstra (1992) para sustratos puros de almidén y celulosa (2.80 y 1.23,
respectivamente). La similitud obedeceria a que los forrajes usados estan

compuestos por proporciones variables de los mencionados sustratos.
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2.6. Conclusion

El secado en estufa de los ensilajes de gramineas con grano y de pasturas
base leguminosas modifica la MSD y retrasa la de PG del alimento incubado in vitro
aumentando la fase Lag, disminuyendo las tasas de PG y provocando cambios en
la composicién de los AGV producidos. El tamafio de particula del sustrato incubado
en fresco afecto las desapariciones de MS, FDN y FDA, la tasa de PG y la PGA
hasta las 24 horas de incubacion, provocando un aumento en dichas variables
cuando la proporcién de particulas de menos de 1.19 mm fue mayor al 60% del total
del forraje. Unicamente la PGA 72 horas y la fraccion b de PG no presentaron
diferencias. Por lo tanto, para el estudio y comparacién de forrajes ensilados
mediante la técnica de produccion de gas y desapariciones de sustrato in vitro seria
recomendable el uso de sustrato fresco y garantizar la reduccion del tamafio de

particula en la molienda con hielo seco.
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Capitulo 3.

Contribucion de los residuos insolubles en agua y d etergente

neutro a la desaparicion in vitro de los forrajes ensilados

3.1. Resumen

La importancia cuali y cuantitativa asi como la variabilidad que poseen las
fracciones de los CHO en los forrajes ensilados pone de manifiesto que el andlisis
de la cinética de fermentacidbn de cada una de ellas, permitiria mejorar la
comprension global del proceso de digestion. El objetivo fue analizar el proceso de
degradacién in vitro de los forrajes y sus residuos insoluble en agua y detergente
neutro (RIA y RIDN) de ensilajes de gramineas con grano y pasturas base
leguminosas (SGgr y SL) y la contribucién de dichos residuos al ensilaje completo.
Las contribuciones a la PGA y MSD de los RI no fueron equivalentes y las curvas de
substraccion solo se pudieron calcular hasta las 24 horas. El RIA produjo
aproximadamente el 95% de la PGA 72 h del sustrato completo mientras que la
MSD solo alcanzé el 55%; en tanto que para el RIDN los valores fueron 70% de la
PGA 72 h y 40% de la MSD. Las diferencias fueron explicadas al menos en parte
por las proporciones de AGV producidos en cada caso. Las variables Lag, Tmax y
TTmax de RIA mostraron una alta correlacion con MSD vy la tasa de digestion de c,
siendo la de TTmax con efecto negativo. Mientras que Lag y Ac/Pro de RIDN
también se correlacionaron negativamente con MSD vy la tasa de digestiéon de C.
Estas contribuciones podrian resultar de gran importancia a la hora de predecir la

digestidon o aporte energético de los ensilajes.
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3.2. Introduccién

Los forrajes ensilados son alimentos que se incluyen en las dietas de
rumiantes generalmente como fuente de energia y en algunas ocasiones como
aporte de fibra efectiva. Sin embargo, aquellos que fueron confeccionados con
forraje de leguminosas y de gramineas perennes, en algunas ocasiones pueden
presentar contenidos de proteina bruta superiores a 120 g/kg MS que permitiria
cubrir los requerimientos de animales rumiantes en mantenimiento o bajo nivel de

produccion.

Los hidratos de carbono (CHO) son la principal fuente de energia contenida
en los alimentos aunque presentan diferente susceptibilidad a la digestién
dependiendo de las caracteristicas de las moléculas. La susceptibilidad a la
hidrdlisis depende de la naturaleza de la unién glucosidica (e.g. unionesa 6 By 1-4
06 1-6), fuerzas intermoleculares, uniones entre cadenas, tamafio molecular y
afinidad con el medio. A los CHO se los puede clasificar en estructurales y no
estructurales (CE y CNE, respectivamente); siendo los CE aquellos que integran la
pared celular de los vegetales con una amplia variacion en digestibilidad entre sus

componentes pero siempre inferior a la de los CNE. En estos ultimos se incluyen,

entre otros, los azucares solubles en agua y el almidén como los mas importantes.

Los CHO presentes en los forrajes ensilados son principalmente
estructurales (i.e. hemicelulosa y celulosa, componentes de pared celular -PC—y
pectinas y B-glucanos, fibra soluble), aunque en aquellos confeccionados con
gramineas anuales el almidon juega un importante rol como sustrato fermentescible.
La variabilidad en composicion detectada para los ensilajes fue reconocida por
varios autores y citada en este mismo trabajo en el Capitulo 2. (Stekar y otros,

1991; NRC, 2001; Ashbell y otros, 2002; Guaita y Fernandez, 2005; Jaurena y
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Daneldn, 2006). La especie vegetal originaria, el estado fenoldgico del forraje al
momento del corte, el contenido de humedad del forraje, la estructura de
almacenamiento, el tamafio de picado y el nivel de compactacién son los factores
principales causantes de la variabilidad en la calidad nutricional de los forrajes

ensilados (Muck, 1988; McDonald y otros, 1991a; Ruppel y otros, 1995).

Ademas, entre los CHO se debe mencionar que la velocidad de degradacion
también difiere. Doane y otros (1997a) encontraron que la fraccion soluble en
detergente neutro redujo la tasa de degradacion asi como su extension a causa del
ensilado en forraje de alfalfa y cebadilla. También, existen importantes diferencias
entre almidones de cereales de invierno y verano (drskov, 1986), como asi también
entre PC de gramineas y leguminosas o incluso entre los componentes de la misma
(i.e. celulosa y hemicelulosa). Dentro de las diferencias mas importantes entre
almidones se pueden mencionar la velocidad y la extensién de la degradacion
ruminal. Mientras que en PC, a las mencionadas variables se suma el tiempo de
retardo hasta que comienza la digestion (i.e. Fase Lag) debido al proceso de
colonizacién de las bacterias celuloliticas sobre las particulas de sustrato. Este
proceso es complejo e implica la adherencia de las bacterias a las particulas de
alimento, la produccion de una sustancia mucilaginosa que la protege (i.e.
glycocalyx) y la liberacion de la bateria de enzimas que catalizan la hidrélisis de la

PC (Miron y otros, 2001; Lynd y otros, 2002).

Muchos estudios han mostrado que el primer factor que influencia la
digestibilidad de los forrajes y su valor energético es la digestibilidad de la PC
(Deinum, 1988; Wolf y otros, 1993; Van Soest, 1994; Jung y Allen, 1995; Argillier y
otros, 1996). La extensién de la degradacion de la PC depende entre otros factores,

de la proporcion de cada una de las sustancias que la componen (i.e. hemicelulosa,
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celulosa vy lignina) y de la cantidad y tipo de uniones quimicas establecidas entre
ellas, asi como cercania en la estructura fisica de la matriz que forma la PC en su
disposicion espacial (Sawai y otros, 1983; Chesson y Forsberg, 1988). Es
ampliamente aceptado que la digestibilidad de la celulosa y de la hemicelulosa esta
negativamente afectada por la cantidad de lignina depositada en la PC (Sullivan,

1966; Van Soest, 1994).

La contribucién de las fracciones rpida y lentamente degradables a la
digestion del forraje completo permitiria la identificacion de las caracteristicas
potencialmente limitantes para la digestion. En el caso especifico de los forrajes
ensilados, el contenido celular (CC) contiene sustancias que fueron degradadas
total o parcialmente durante la fermentacidn ocurrida en el periodo de
almacenamiento (Whittenbury y otros, 1967; McDonald y otros, 1991a; McDonald y
otros, 1991b). Asi mismo, los cambios suscitados durante el periodo de
almacenamiento del ensilaje también pueden alcanzar a la PC tanto en
concentracion como en composicién. La variaciébn en cantidad y facilidad de
degradacién de los compuestos del CC y PC estaran afectados por las
caracteristicas del forraje original y las condiciones de confeccion y almacenamiento
del forraje que ya fueron mencionados. Cabe destacar que la actividad microbiana
en rumen estara condicionada por el nivel de aporte de energia de los alimentos y

su velocidad de liberacion, asi como por la disponibilidad de N de la dieta.

Schofield y Pell (1995a; 1995b) basados en la propuesta de Van Soest y
otros (1991) aislaron PC de forrajeras perennes y las incubaron in vitro para evaluar
la cinética de digestion de la fraccion soluble en detergente neutro (SDN)
cuantificada como la diferencia entre la cinética de degradacion del forraje completo

y de la fibra insoluble en detergente neutro (FDN); todos los trabajos fueron
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realizados con la técnica de produccién de gas. Este método lo denominaron curvas
de substraccion y lo usaron también para evaluar las diferencias entre el forraje
original y el ensilado en SDN. Por otro lado, Hall y otros (1999) propusieron estimar
la proporcién de fibra soluble (FDNS) como la diferencia entre los residuos insoluble
en etanol (RIE) y detergente neutro corregidos por cenizas, proteina y almidén.
También Hall y otros (1998) estudiaron la cinética de digestion de la FDNS
mediante las curvas de substraccion. En todos los trabajos citados los sustratos

completos fueron incubados secados en estufa a 60°C y molidos.

La importancia cuali y cuantitativa asi como la variabilidad que poseen las
fracciones de los CHO en los forrajes ensilados pone de manifiesto que el andlisis
de la cinética de fermentaciébn de cada una de ellas, permitiria mejorar la
comprension global del proceso de digestion. La técnica de produccién de gas in
vitro resultaria adecuada para estudiar la cinética de digestion de los ensilajes y de
las fracciones de diferente disponibilidad como insoluble en agua y en detergente
neutro (RIA y RIDN) que los componen. Sobre la base de los resultados y
conclusiones reportados en el Capitulo 2. del presente trabajo los ensilajes
deberian incubarse hiumedos y molidos. El lavado con agua eliminaria del sustrato
compuestos de bajo peso molecular como acidos organicos, azucares simples,
disacaridos, nitrégeno no proteico y proteinas verdaderas solubles, entre otros (e.g.
B—glucanos y galactanos). En tanto, la digestion con detergente neutro solo dejaria
como residuo PC, asegurando el lavado del almidén y la fibra soluble (e.g. pectinas
y fructosanos) como componentes principales. La descripcién de las cinéticas de
digestion del RIA y RIDN permitiria identificar las caracteristicas mas importantes
gue limitan la velocidad y la digestion potencial de los ensilajes. Varios autores
informaron el uso de las curvas de substraccion como una herramienta para

comparar la degradabilidad de las fracciones de diferentes especies forrajeras,
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materiales genéticos, tratamientos que mejorarian la degradacién de la fraccion
fiborosa 0 métodos de conservacidon de forrajes (Schofield y Pell, 1995a; Doane y
otros, 1997a; Doane y otros, 1997b; Doane y otros, 1997c; Hall y otros, 1998).
Hasta el momento no ha sido reportado su uso para describir la interaccion entre las

distintas fracciones que componen los alimentos.

El objetivo de esta etapa fue examinar la interaccién entre los compuestos
solubles en agua y los residuos insoluble en agua y detergente neutro (RIA y RIDN)
de ensilajes de gramineas con grano y pasturas base leguminosas (SGgry SL) y la
contribucién de dichos residuos al sustrato completo de la materia organica (MO) de

los ensilajes durante el proceso de fermentacion in Vitro.
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3.3. Materiales y Métodos

3.3.1. Forraje ensilado y sustrato incubado

Se Uutilizaron los forrajes ensilados descriptos en la seccién 2.3.1 del
Capitulo 2. (i.e. 11 de gramineas con presencia de grano y 7 de pasturas a base de
alfalfa, SGgr y SL, respectivamente) siendo los ensilajes estudiados un total de 18
unidades experimentales (UE). Aproximadamente 600 g de MH de cada uno de los
ensilajes fue molido en fresco con un homogeinizador Foss Tecator® (Modelo 2096)
con previa adicion de hielo seco (forraje fresco y hielo seco con 15 minutos de
reposo). El procedimiento de molienda const6 de 4 pulsos de 1 minuto. Luego las

muestras fueron almacenadas en freezer a -18C hast a su utilizacion.

Las muestras molidas y frescas se dividieron en tres partes iguales para la
preparacion de los sustratos para la incubacion in vitro. Una parte se reservo en
fresco (sustrato completo, C), la segunda fue lavada con agua (residuo del lavado
con agua, RIA) y la tercera con detergente neutro (residuo del lavado con
detergente neutro, RIDN). La extraccion RIA se realizo mediante la maceracion del
forraje fresco en agua destilada a 4C durante una hora (10 g MH/100 ml) y filtrado
por papel Whatman N° 54. Mientras que el RIDN se obtuvo aplicando el
procedimiento descripto por Van Soest y otros (1991) con agregado de a-amilasa y
sin sulfito de sodio. Ambos residuos insolubles (RI) fueron secados en estufa una
vez finalizada la extraccion y reservados en lugar seco hasta su uso. Durante el
procedimiento de preparacion de RIA y RIDN se registraron los pesos iniciales y
finales para el calculo de la proporcién de los residuos en el sustrato C de cada

muestra de forraje ensilado.
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3.3.2. Incubacién in vitro

La incubacion in vitro se efectto siguiendo la técnica descripta por Brooks y
Theodorou (1997) modificada por Wawrzkiewicz y Danelon (2004) segun lo
descripto en la seccion 2.3.1 del Capitulo 2. , asi como las condiciones en las que
se obtuvo el licor ruminal usado como inéculo. Los sustratos C, RIA y RIDN se
incubaron por triplicado en tres oportunidades independientes en el tiempo (i.e.
repeticiones) durante 72 horas. La relacion sustrato / in6culo en las botellas de
incubacion fue 1 g MS / 10 ml licor ruminal. La cantidad de sustrato RIA y RIDN
colocado en cada botella fue equivalente a la del C, para mantener la relacion entre
cada una de las fracciones del sustrato y el in6culo. Las mediciones se realizaron a
intervalos regulares (i.e. 1 - 12 h con 1 h de intervalo, luego 14, 16, 18, 21, 24, 28,
32, 36, 42, 48, 60 y 72 h) con un transductor de presion (tipo T443A®, Bailey y
Mackey Ltd., Birmingham, Gran Bretafia) conectado a un panel digital (Data Track®,
Christchurch, Gran Bretafia). La frecuencia de medicién durante la incubacion fue
mayor a la de los experimentos del Capitulo 2. , esto permiti6 caracterizar con
mayor precision la cinética de PG de los sustratos. Al 30 % de las botellas en cada
repeticion se midié la presién y el volumen correspondiente para construir la
relacion lineal entre dichas variables utilizada para transformar los resultados de

presion de las restantes botellas de la repeticion.

Los residuos no digeridos a las 72 horas fueron recuperados en bolsitas
filtrantes ANKOM® F57 para la determinacion de la MS, FDN y FDA desaparecidas
(MSD, FDND y FDAD, respectivamente) expresada por unidad de peso de la MS
incubada en cada caso (g). También se calculd la MSD en base al sustrato
completo (MSDc) para los residuos RIA y RIDN mediante la correccion de la

proporcion del residuo recuperado durante la preparaciéon de los mismos. Se
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reservaron 3 ml de solucién de incubacion para la determinacion de AGV
producidos. Los resultados de produccion de gas (PG), AGV y de desaparicion de
sustrato de las muestras en estudio fueron corregidos por blanco (i.e. botellas sin
sustrato). En el caso del sustrato C los AGV también se corrigieron por los

aportados por la muestra hiumeda.

La cinética de PG fue ajustada segln el la ecuacion PGA = A -B Q ' 2"t
donde Q = e°, Z = e®, y B = e”™T (France y otros, 1993), PGA es el total de gas
acumulado al tiempo t (ml), t es el tiempo de incubacién (h), A es el valor asintético
del total de gas producido (ml), T es el tiempo de retardo o fase Lag, y b (h™) y ¢ (h
%) son tasas constantes. A partir de estos parametros se estimaron T50 y T95
(tiempo en el cual se acumuld el 50% y el 95% del gas producido, respectivamente),

y W50 (U, = b + ¢ / (2 \t); tasa fraccional de PG en h™ a la hora 50.

La cinética de PG de todos los sustratos estudiados fue ajustada con los
modelos de @rskov y McDonald (1979) y France y otros (1993) resultando con
mejores niveles de ajuste éste Ultimo. Para los modelos no lineales como los
mencionados, el nivel de ajuste se puede calcular con un pseudo coeficiente de
determinacion (p-R?) que cumple una funcién similar al R? de los modelos lineales y
fue usado como criterio de seleccion para rechazar el modelo de @rskov vy
McDonald (1979) que para RIA y RIDN alcanzé valores inferiores (P-R% = 0.423 x

P-R’z + 0.579; R°=0.914 y P<0.0001).

Se analizaron las variables produccion de gas acumulada (PGA; ml/g MS) a
las 12, 24, 48 y 72 h, parametros A, b, ¢, Fase Lag, T50, T95, u50, tasa horaria
maxima de produccion de gas (Tmax; ml/g MS.h™) y el tiempo al que ésta se
produce (TTmax) y MSD, MSDc, FDND y FDAD. Por otro lado para estudiar la

proporcion aportada por cada uno de los residuos incubados los resultados se
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afectaron por la proporcién de dichos residuos de cada forraje ensilado, siendo
denominados los residuos como RIAc y RIDNc (i.e. residuo insoluble en base al

sustrato completo).

3.3.3. Anadlisis quimicos

La caracterizacion de las muestras de ensilaje se realiz6 mediante los
andlisis de materia seca liofilizada (MS; (Givens, 1986), cenizas (AOAC, 1990; Nro.
942.05), proteina bruta (PB - Ntotal x 6,25) (AOAC, 1990; Nro. 984.13), pH y acidez
total (pH y AT) (Playne y McDonald, 1966), acido lactico (Lac) segun (Barnet 1951)
adaptado por (Anaya, 1995), carbohidratos solubles en etanol (CHO;) (Yemm y
Willis, 1954) y fibra insoluble en detergente neutro (;FDNp,) y acido (FDAn) vy la
lignina en detergente acido con acido sulfarico (Ligas) (Van Soest y otros, 1991) y se
informaron libres de cenizas. El contenido de almidon se determind con un Kit

enzimatico (Megazyme®; AOAC, 2000; Nro. 996.11).

Se determind la concentracion de &cidos grasos volatiles (AGV) en los
forrajes ensilados y en los residuos de la incubacion in vitro por cromatografia
gaseosa. Fueron identificados los &cidos acético, propiénico y butirico (Mezcla de
acidos grasos soluble en agua Matreya® - Ac, Pro y But, respectivamente). Se
utilizé un equipo Konik-3000® con inyeccion manual, detector FID (10 y 1 ml/min de
aire e hidrégeno, respectivamente) y una columna semi-capilar BP-20 (marca
SGE®) con nitrdgeno como carrier (10 ml N/min) segun protocolo recomendado por
el fabricante de la columna. La purificacion de las muestras para AGV se realiz6é con
acido sulfarico (25 % en &cido sulfarico 0.5M) a razon de 0.5 ml por cada 2 ml de

muestra y luego centrifugadas por 10 minutos a 6000 x g (Friggens y otros, 1998).
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3.3.4. Andlisis estadistico

Las variables en estudio fueron sometidos a un analisis de varianza con un
disefio completamente aleatorizado de dos factores con interaccion segun el

siguiente modelo:
Yik = M + Frac; + Forr; + (Frac x Forr); + Ej

donde, Yjx = variable en estudio; i = media general; Fraci= fraccion (i=3);
Forr; = tipo de forraje ensilado (j=2); (Frac x Forr); = interaccion; Ej = error
experimental (k=3). En los casos en que la interaccion fue significativa se efectué un

analisis mediante la opcién Slice por Frac o Forr segun correspondiera.

Las tasas horarias de PG fueron analizadas con un modelo de medidas
repetidas con una estructura de covarianza AR(1) que incluyé al término
correspondiente al tiempo de medicion (medida repetida sobre la botella de

incubacién) segun el modelo descripto a continuacion,
Yiw = M + Frac; + Forr; + T, + (Frac x Forr); + (Frac x T)c + (Forr x T)y +
+ (Frac X Forr x T)ijk + Eijkl

donde, Yjq = variable en estudio; x# = media general; Fraci= fraccion (i=3);
Forr; = tipo de forraje ensilado (j=2); T = horario de medicion (k=24); todos los
términos de interaccion y Ej = error experimental (k=3). Si al menos una de las

interacciones con Forr resulto significativas se aplicé la opcion Slice por Forr.
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3.4. Resultados

La composicién quimica de los ensilajes fue descripta en el Cuadro 2.1 del
Capitulo 2. . La variabilidad encontrada entre los resultados fue importante;
registrandose en SGgr los CV entre 12 y 64 % mientras que para SL entre 17 y 123
%. Las diferencias mas importantes entre los dos grupos de ensilajes se
encontraron en el contenido de PB, FDA.,, Ligss, Cen y Alm que en SL fueron 1.8,
1.4, 2.9 y 1.7 veces mayores, respectivamente; mientras que el Alm casi 20 veces
menor. El perfil fermentativo de los ensilajes SGgr y SL se describe en el Cuadro
3.1. Tanto la composicion quimica como el perfil fermentativo de los ensilados
resultaron caracteristicos de los ensilajes producidos en nuestro pais. Los SGgr y
SL no presentaron diferencias entre ellos en contenido de CHO; y Lac, siendo los
valores promedio repetidamenbte bajos en comparacion con ensilajes de buena
calidad. Los SGgr registraron 1.8 veces mas AT y 1 punto menos de pH que los SL.
El méximo valor de pH encontrado en SGgr corresponde al ensilaje de planta entera
de sorgo que coincide con la AT y Ac mas bajos y l0s ;FDNyo, FDAo Y Liges mas
altos del grupo aunque con un aceptable contenido de Alm (i.e. 138 g / kg MS). Sin
embargo como no se detectd But podria sospecharse que la baja calidad nutricional
del ensilaje obedece a las caracteristicas del cultivo al momento de la cosecha méas
que a las condiciones de almacenamiento (e.g. estado fenoldgico avanzado, baja
altura de corte incorporando alta proporcion de tallo, material genético — granifero
vs. silero, condiciones climéticas, entre otros). Por otro lado, se detectaron
pequefias cantidades de But en otros ensilajes de planta entera de maiz y el de
avena granada, siendo este Ultimo ademas el de menor contenido de Alm. Es
posible que el re-ensilado haya causado efecto negativos sobre la calidad de los

ensilajes. Algo similar se detecté en los SL aunque con 5 veces mas de But en
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promedio y pH relativamente altos para lo esperado en este tipo de ensilajes (e.qg.
pH 4.5). En relacién a los valores de pH registrados las AT no fueron bajas,

indicando probablemente alta capacidad buffer en los silajes.

Cuadro 3.1 Perfil fermentativo de los forrajes ensilados (g/kg MS) continuacion del
Cuadro 2.1.
Fracciones analiticas *
CHOq Lac Ac Prop But AT pH
Forraje ensilado de gramineas con grano (n = 11)
Media 5 38 31 2 2 514 4.1
Maximo 17 44 50 5 4 773 6.0
Minimo 1 29 14 ND ND 35 3.6
DE ? 5.4 4.3 11.1 1.6 1.2 200.7 0.67
cv? 108 11 36 91 73 39 16

Forraje ensilado de pastura consociada base alfalfa (n = 7)

Media 2 38 48 6 10 291 5.2
Maximo 3 45 85 8 27 587 5.6
Minimo 1 35 26 3 2 132 4.7
DE 2 0.6 3.9 21.2 1.6 8.9 185.4 0.35
cv? 30 10 44 27 94 64 7

T CHOs: carbohidratos solubles en etanol; Lac; acido lactico; Ac: acido acético; Prop: cido propidnico; But:
4cido butirico; AT: acidez total; ND: no detectable. 2 DE = desvio estandar de la media. * CV = coeficiente de
variacion (%).

Los procedimientos de lavado con agua y detergente neutro con a-amilasa
dieron origen a los sustratos RIA y RIDN, respectivamente. En RIA se concentraron
las fracciones fibrosas como asi también el Alm (i.e. aproximadamente 40% mas en
las fibras — ;FDNpo, FDAL Y Hemi — y 48% para el almidén); mientras que en RIDN
solo las fracciones fibrosas fueron las remanentes del lavado alcanzando valores
cercanos al 100% (la diferencia hasta el 100% corresponden a las cenizas). En el
Cuadro 3.2 se describe la composicion de los residuos en comparacion a la de los
sustratos completos. Los SGgr y SL no mostraron diferencias en cuanto a la
cantidad de RIAc y RIDNc recuperado luego de los lavados (i.e. 720 g RIA / kg MSc
y 533 g RIDN / kg MSc; P>0.05). Cabe destacar que los lavados con agua y
detergente neutro redujeron el contenido de cenizas en 25 y 9%, respectivamente.

El RIDN que mostré una menor reduccién del contenido de cenizas podria deberse
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a la incorporacion de alguna de las sales de la solucién de DN al residuo de la
digestion. Estas importantes variaciones en el contenido de materia organica de los
residuos fue necesario tenerlas en cuenta en los célculos y correcciones en la

determinacion de las desapariciones de las fracciones de fibra de los sustratos.

Cuadro 3.2 Concentracion (g/kg MS) de las fracciones analiticas de fibra y almidén
de los sustratos completos y los residuos insolubles en agua y detergente
neutro (RIA y RIDN, respectivamente) segun el tipo de forraje ensilado.

Fraccién analitica *

Residuo®>  .FDNp, FDAy, __ Hemi Alm Cen
Forraje ensilado de gramineas con grano (SGgr; n = 11)
Completo
Media 503 264 239 219 75
Maximo 737 529 317 365 117
Minimo NC 378 189 189 38 58
DE 112 99 46 88 22
CV (%) 22 38 19 40 29
RIA
Media 708 701 376 338 318 56
Maximo 850 876 629 446 526 98
Minimo 600 544 272 247 49 36
DE 20 107 110 61 133 20
CV (%) 13 15 29 18 42 36
RIDN
Media 503 952 515 437 67
Maximo 737 980 718 545 98
Minimo 378 915 420 252 ND 40
DE 112 23 80 87 19
CV (%) 22 2 16 20 29
Forraje ensilado de pastura base leguminosas (SL; n =7)
Completo
Media 562 405 157 10 130
Maximo 695 533 232 34 177
Minimo NC 420 325 95 1 94
DE 93 76 48 12 32
CV (%) 17 19 31 123 25
RIA
Media 732 770 552 218 15 97
Maximo 827 896 684 330 56 171
Minimo 608 618 478 140 1 71
DE 79 108 71 75 20 35
CV (%) 11 14 13 34 133 36
RIDN
Media 562 919 721 279 122
Maximo 695 970 797 369 288
Minimo 420 800 631 203 ND 56
DE 93 63 69 69 85
CV (%) 17 7 10 25 1

T .FDNno: fibra insoluble en detergente neutro con a-amilasa y libre de cenizas; FDAm.: fibra insoluble en
detergente acido y libre de cenizas; Hemi: hemicelulosa; Alm: almidén; Cen; cenizas; NC: no corresponde; ND:
no detectable. > Residuo en g/kg MS sustrato completo
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En el RIA de los SGgr aproximadamente el 30% del sustrato fue almidon,
siendo el sustrato restante casi en su totalidad ;FDN,,, (i.e. 70%), mientras que en
los SL estos valores en promedio fueron 1.5y 77% manteniendo las diferencias que
se habian detectado en los sustratos completos para ambos forrajes (Cuadro 3.2 y
Cuadro 2.1 del Capitulo 2. ). Por otro lado el RIDN en SGgr tuvo en promedio
menos FDA., ¥ hemicelulosa que SL (i.e. -200 g FDA,/kg RIDN y -160 g Hemi/kg
RIDN; Cuadro 3.2). En el RIDN no se detect6 Alm como era de esperar por el

tratamiento con a-amilasa efectuado durante la digestion.

El andlisis de los sustratos desaparecidos indicé que la interaccion Fraccion
x Forraje solo fue significativa para MSD y MSDc; en ambos casos se procedio al
estudio por fraccién para analizar los resultados (Cuadro 3.3). SGgr en todas las
fracciones presento mayor MSD que SL (i.e. 17, 50 y 42% mas MSD en C, RIA y
RIDN, respectivamente), en acuerdo a lo mencionado en las fracciones analiticas
donde se observo que SL contenia mayor proporcion de ;FDNp,, ¥ FDAL, que son
las porciones de menor degradabilidad del forraje y que incrementaron su
concentracion en los mencionados residuos. En el mismo sentido cabe mencionar
que el Alm en el RIA de SGgr también contribuye al aumento de la degradabilidad
de dicha fraccién. Por otro lado, al analizar la contribucién de las distintas fracciones
a la MSDc se encontré que el RIA aportaba el 60% del total en SGgr y solo el 48%
en SL. Estas diferencias podrian estar explicadas, al menos en parte por la
contribuciéon del almidéon en SGgr como sustrato de alta degradabilidad. Mientras
que la MSDc del RIDN también fue diferente entre SGgr y SL (286 y 234 g/kg MS;
P=0.0091), respecto de la contribucion a la MSD de dichos forrajes no se
encontraron diferencias (38 y 37% de 490 y 392 g/kg MS para SGgr y SL,

respectivamente; P>0.05).
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En cuanto a las variables FDND, FDAD y HemiD la interaccién del modelo
no fue significativa y se analizaron los efectos principales. No se encontraron
diferencias entre fracciones, siendo los promedios de desaparicion generales 587,
573 y 544 g/kg de FDN, FDA y Hemi, respectivamente. SGgr present6 27, 10y 73%
mas FDND, FDAD y HemiD que SL (P<0.001). La desaparicion de estos
compuestos se asocié negativamente a la concentracién de LDA de los sustratos,
siendo los coeficientes de correlacion -0.583 (P<0.0001), -0.233 (P<0.10) y -0.745
(P<0.0001) para FDND, FDAD y HemiD, respectivamente. Pareciera que de todos

los componentes de la PC el mas afectado fue la hemicelulosa.

Cuadro 3.3 Desaparicion de materia seca, fibra insoluble en detergente neutro y
acido y hemicelulosa (FDND, FDAD y HemiD; g/kg MS, FDN, FDA y Hemi,
respectivamente) y MSD es base al sustrato completo (MSDc; g/kg MS) de los
sustratos completos, residuos del lavado con agua y detergente neutro (C, RIA
y RIDN) para los ensilajes de gramineas con grano y pastura base leguminosas

(SGgry SL).
MSD 3 MSDc * FDND FDAD HemiD

Fraccion

C 689 689 590 590 538

RIA 525 375 565 538 515

RIDN 493 260 605 592 579
Forraje

SGgr 651 490 649 594 689

SL 487 392 510 540 399
EEM* 10.8 8.9 11.2 13.2 17.3
Estadistico

Frac F,, 156 77.5 511.1 2.2 1.4 2.8

Forr F1, 156 140.9 76.1 94.4 10.1 170.4

Frac x Forr F; 156 4.6 4.8 15 0.9 0.07
Significancia ?

Frac ok ok NS NS T

F orr *k%k *kk *kk *% *k%k

Frac x Forr ** i NS NS NS

" EEM = error estandar de la media; > NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001. Letras
diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.

® Slice por Fraccién, C 743 y 634 (Fy, 156 = 20.7), RIA 630 y 420 (F1, 155 = 7.6), RIDN 579 y 407 (Fy, 156 = 51.9)
para SGgry SL, respectivamente (EEM = 18.7; P<0.0001;).

* Slice por Fraccion, C 743y 634 (Fy, 155 = 30.7), RIA 443 y 307 (Fy, 156 = 48.0), RIDN 286 y 234 (Fy, 156 = 6.9)
para SGgr y SL, respectivamente (EEM = 15.8; P<0.0001).
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La PGA a las 48 y 72 horas no mostré significativa la interaccion (Frac x
Forr; Cuadro 3.4). SL produjo un 34 % menos de gas que SGgr a partir de las 48
horas. En horas mas tempranas de la incubacion y aunque la interaccion resultd
significativa (i.e. Frac x Forr; P<0.0001) también se encontré por debajo de SGgr y
con mayores diferencias. El sustrato C a pesar de haber registrado las mayores
MSD respecto de las otras fracciones (Cuadro 3.3) fue la que menor cantidad de
gas produjo, con 18 y 23 % menos ala48y 72 h (i.e. 153y 171 ml/g MS a 48y 72
h). Mientras que RIA y RIDN no tuvieron diferencias entre ambas para PGA (i.e. 187
y 221 ml/lg MS a las 48 y 72 h) aunque RIA mostr6 mayores desapariciones de

sustrato que RIDN.

En cambio a las 6, 12 y 24 h el sustrato C tuvo mayores PGA que RIA y
RIDN, alcanzando en algunos casos a valores cercanos al doble. Las mayores
diferencias entre fracciones y forrajes se encontraron en las primeras 12 horas de
incubacién sugiriendo esto que los SL y en especial los RI sufrieron una digestién
mas lenta que los SGgr y C, respectivamente. A partir de las 12 primeras horas las
diferencias entre SGgr y SL en los RI fueron disminuyendo pero en ningdn momento

desaparecieron.
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Cuadro 3.4

Producciéon de gas acumulada a las 6, 12, 24, 48 y 72 horas de

incubacion in vitro (PGA 6, 12, 24, 48 y 72; ml/g MS de sustrato incubado) de los
sustratos completo y residuos del lavado con agua y detergente neutro (C, RIA'y

RIDN, respectivamente).

PGA
6 12 24 48* 72°
C
SGgr 39.7 94.1 149.5 194.0 214.3
SL 194 44.0 79.9 112.8 127.4
F1 156 31.0 48.6 43.0
Slg 3 *k%k *k%k *k%k
RIA
SGgr 19.2 71.4 156.2 238.2 273.2
SL 9.4 314 85.6 149.7 174.5
F1 156 7.3 31.0 44.2
Slg 3 *k *kk *kk
RIDN
SGgr 15.8 31.9 103.6 207.4 253.0
SL 7.8 194 77.6 153.1 183.1
F1 156 4.9 4.7 6.0
Slg 3 * * *
EEM* 2.84 5.62 8.31 9.15 8.90
Estadistico
Frac F2. 156 27.9 34.6 9.1 12.4 26.1
Forr Fi1 156 36.5 72.1 81.7 122.1 167.9
Frac x Forr F;, 156 3.3 6.1 57 2.4 1.6
Significancia ?
Frac *k%k *k%k *k%k *k%k *k%k
Forr *k%k *k%k *k%k *k%k *k%k
Frac x Forr * * * T NS

" EEM = error estandar de la media; >~ NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001. Letras
diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.

% Slice por Fraccion.

*Forraje: 213y 139, SGgr y SL; Fraccion: 153, , 194,y 180, , C, RIA y RIDN (EEM = 5.9)
S Forraje: 247 y 162, SGgr y SL; Fraccion: 171, , 224,y 218,, C, RIAY RIDN (EEM = 5.7).

Los resultados obtenidos de PGA durante las 72 horas de incubacion in vitro

fueron modelados segun lo propuesto por France y otros (1993). Las variables que

describen la cinética de PG se detallan en el Cuadro 2.9 y las variables derivadas
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de éstas en el Cuadro 3.6. Solo en Z resultd significativa la interaccién Fraccion x
Forraje. En las restantes variables se procedié al estudio de los efectos principales
del modelo. La PG potencial (A) y B coincidieron con la PGA a 72 horas que resultd
171,, 224,y 218, ml/g MS (EEM = 5.7, P<0.0001; Cuadro 3.4) para C, RIA y RIDN
mientras que SGgr y SL fueron 247 y 162 ml/g MS (EEM = 5.1, P<0.0001). A
diferencia de lo esperado, los sustratos que habian tenido menores MSD tuvieron
las PGA mas altas (Cuadro 3.3). Esto podria deberse a las producciones de los
diferentes AGV que modifican la contribucién de gas directa e indirecta y/o a la
cantidad de nitrdgeno amoniacal liberado en el medio de incubacién como producto
de la degradacion proteica que desplaza el equilibrio buffer capturando CO, en

solucion.

Los pardmetros Q y Z permitieron calcular las variables derivadas que se
observan en el Cuadro 3.6. Las variables Lag, ¢, T50 y T95 no mostraron
significativa la interaccion del modelo (P>0.05). SL tuvo mayor fase Lag, T50 y T95
que SGgr con 0.4, 4.4 y 9.4 horas mas, respectivamente (P < 0.05). Es decir que,
SL no solamente comenzé mas tarde a liberar gas sino que lo hizo a una menor
velocidad. En el mismo sentido, la constante ¢ también fue menor en SL (-0.15 y -
0.19 h™ para SGgr y SL; P = 0.029). Por otro lado, el sustrato C comenzé a producir
gas antes de la hora 1 de incubacién y mostré 0.6 h menos de fase Lag que los R,
los que no presentaron diferencias entre ellos (i.e. 1.5 h Lag para RIA y RIDN). El
tiempo de inicio de la degradacién de los Rl no marcaria diferencias en dificultad
entre ambos. El T50 de C fue a las 19 horas mientras que para los RI ocurrié a las
25 h, 6 horas mas tarde. En cambio no hubo diferencias entre las fracciones para el
T95 que fue a las 60 h (P=0.193). La constante ¢ presentd una tendencia similar,

siendo menor para C respecto de RIAy RIDN (P < 0.10).



65

Cuadro 3.5 Parametros A, B, Q y Z modelo que describe la cinética de produccion
de gas (PG) in vitro (France y otros, 1993) de los sustratos completos,
residuos del lavado con agua y detergente neutro (Completo, RIA y RIDN,

respectivamente).
A B Q z?®
Fraccién
C 178, 164 , 0.93, 1.16 4
RIA 235, 203, 091, 1.19,
RIDN 213, 180 , 0.81, 1.05,
Forraje
SGgr 245 218 0.84 1.07
SL 172 146 0.93 1.20
EEM* 9.5 8.9 0.027 0.038
Estadistico
Frac Fzy 145 7.3 4.0 4.2 2.8
Forr Fly 145 33.8 37.6 55 6.8
Frac x Forr F2 145 1.2 0.7 1.6 3.4
Significancia *
Frac ** * *
Forr *%x% *%x% NS *
Frac x Forr NS NS NS *

T EEM = error estandar de la media; > NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001.
Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.
® Slice por Fraccién: C 1.16y 1.16; RIA 1.14 y 1.23; RIDN 0.89 , y 1.20 , (EEM = 0.065; a = 0.05)

La constante b de PG y las tasas fraccionales p50 y P95 mostraron
significativa la interaccion (Frac x Forr) a causa de no existir diferencia entre los
residuos RIA y RIDN para SL mientras que si los hubo para SGgr; aunque en
cualquiera de los casos C siempre mostré los valores mas altos para ambos forrajes
resultando SGgr superior a SL. Por otro lado, SGgr y SL no fueron diferentes en el
RIA obteniéndose para b, u50 y u95 valores promedio de 0.06, 0.04 y 0.05 h™,
respectivamente. En cambio, el RIDN de SGgr presentd valores de éstas variables
aproximadamente un 40% menores a las de SL, sugiriendo asi que la fraccion

fibrosa de los SGgr se degrada méas lentamente que las de SL (Slice por Frac
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Cuadro 3.6) aungque con una desaparicion a las 72 h superior (MSD, FDND, FDAD y

HemiD, Cuadro 3.3).

Cuadro 3.6 Variables derivadas de los pardmetros del modelo de France y otros
(1993) de los sustratos completos, residuos del lavado con agua y detergente
neutro (C, RIA 'y RIDN, respectivamente).

Lag b? c T50 T95 504 p95 °
(h) () () (h) (h) () ()
Fraccion
C 0.9y 0.07 4 -0.14 18.7 ¢ 56.2 0.05 4 0.06 4
RIA 15, 0.06 4 -0.19 24.4 4 62.9 0.04 0.05p
RIDN 15, 0.05 -0.17 25.3, 61.5 0.03 ¢ 0.04 .
Forraje
SGgr 1.1 0.06 -0.15 20.6 54.5 0.04 0.05
SL 1.5 0.06 -0.19 25.0 65.9 0.04 0.05
EEM* 0.08 0.004 0.014 1.32 2.26 0.002 0.003
Estadistico
Frac ng 145 15.9 9.7 3.0 5.9 2.0 25.4 17.5
Forr Fi, 145 18.6 0.01 4.9 6.6 15.0 0.6 0.1
Frac x Forr 06 5.1 2.7 0.4 0.1 6.9 5.9
I:2, 145
Significancia ?
Frac *kk *kk -‘- *% NS *kk *kk
Forr wkk NS * * Fkk NS NS
Frac x Forr NS i NS NS NS i xk

" EEM = error estandar de la media; * NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001. Letras
diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.

Slice por Fraccién: 3 C 0.08, y 0.06,, RIA 0.07 y 0.06 y RIDN 0.04, y 0.06, (EEM = 0.006); * C 0.06, y 0.05,, RIA
0.05 y 0.04 y RIDN 0.03, y 0.04, (EEM = 0.004); ® C 0.06, y 0.05,, RIA 0.05 y 0.04 y RIDN 0.03, y 0.04, para
SGgry SL, respectivamente (EEM = 0.005) (a = 0.05).

El sustrato C fue incubado en fresco y por lo tanto contenia los AGV propios
del ensilaje original. La incorporacion de sustancias acidas en el medio buffer de la
botella de incubacion produce el desplazamiento del sistema tampon liberando CO,
gue no es producto de la degradacion del sustrato. La PG medida a la hora 1 de la
incubacién in vitro mostrdé un coeficiente de correlaciéon de 0.82 con la AT de los

ensilajes (0). Por lo observado, la determinacion de las variables Tmax y TTmax se
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realizé excluyendo la primera medicion realizada a la hora 1 y se observan en el
Cuadro 3.7. La inclusion de la primera medicion de PGA 1 provoca que TTmax en C
se anticipe cerca de 1.5 horas, sin corresponderse esto con la degradacion del
sustrato sino con el establecimiento del equilibrio del sistema buffer en el recipiente

de incubacién.

=
N
)

=
o
I

y =0,01x + 1,771
R? = 0,6655
r=0,816 ; P<0,0001

PGA 1 hora (mlilg MS)
(o]

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000

AT (meg/kg MS)

Figura 3.1 Relacion entre la produccién de gas acumulada a la hora 1 (PGA 1) de
incubacion in vitro y la acidez total (AT) del forraje ensilado (n=18).

El TTmax fue de 15 horas en promedio para ambos forrajes y ocurrié 4
horas antes de alcanzar el 50% del total de gas producido (i.e. T50 = 19 horas;
Cuadro 3.6). Ahora bien, las tres fracciones resultaron diferentes para TTmax con 9,
15y 20 horas para C, RIA y RIDN, respectivamente (P < 0.0001). A diferencia de lo
observado en T50 donde los RI se igualaron en 25 horas y ¢ fue menor, al igual que
con TTmax (i.e. en C 19 h menos para T50 y 6 h antes TTmax que los RI).
Pareciera desprenderse de esto que las variables T50 y TTmax no resultan
equivalentes sino que describen caracteristicas distintas de la cinética de digestion;
mayores diferencias parece encontrarse entre ellas cuanto mas lentamente
degradable resulta el sustrato (e.g. RIDN vs RIA vs C). En cualquiera de los casos,

la estimacion de T50 pareciera reducir las diferencias observadas entre las
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fracciones en los resultados obtenidos durante las mediciones; y mas aun el T95. La
interaccion del modelo resulté significativa en Tmax (P = 0.0003). El RIDN tuvo una
Tmax promedio de 8 ml/g MS.h para SGgr y SL (P = 0.173); mientras que para C y
RIA SGgr fue aproximadamente el doble de SL y mayor a las del RIDN (i.e. 11.5y

6.1 ml/g MS.h para SGgry SL).

Cuadro 3.7 Tasa maxima de produccion de gas (Tmax; ml/lg MS.h) y tiempo de
ocurrencia de Tmax (TTmax; h) de los sustratos completos, residuos del
lavado con agua y detergente neutro (Completo, RIA y RIDN,
respectivamente) para los ensilados de graminea con grano y pastura en base

alfalfa.
Tmax ® TTmax

Fraccién

C 8.2 9.3,

RIA 9.6 15.3

RIDN 8.0 19.6
Forraje

SGgr 10.5 15.1

SL 6.6 14.4
EEM* 0.42 0.80
Estadistico

Frac F2 156 4.1 41.9

Forr Fi1 156 65.6 0.7

Frac x Forr F2 156 8.5 2.9
Significancia ?

Frac *% *k%k

Forr il NS

Frac x Forr ke T

" EEM = error estandar de la media; * NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001.
Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.

% Slice por Fraccion: C 11.1,y 5.3, RIA 12.0,y 7.1, y RIDN 8.6,y 7.4, para SGgr y SL, respectivamente (EEM
= 0.65; a = 0.05).

Los resultados observados en PGA, Tmax y TTmax resultaron coincidentes

para las tres fracciones y los forrajes. A mayor PGA 72 h, la Tmax fue mas elevada
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y TTmax menor; esto significa que la Tmax se anticip6 en el tiempo cuanto mas alta
fue la PGA. En todos los casos el coeficiente de correlacion fue positivo (P<0.05) en

el caso de PGA 72 hy Tmax y negativo para PGA 72 h y TTmax (P<0.05).

En el Cuadro 3.8 se informa la produccién de AGV a las 72 h y la proporcion
de cada uno de los &cidos identificados. Tanto la composicion como la cantidad total
de AGV producidos durante la incubacién in vitro mostrd significativa la interacciéon
Fraccion x Forraje (P<0.01). SL produjo 40, 33 y 22% menos AGVt en C, RIA'y
RIDN que SGgr en acuerdo a lo mencionado para PGA 72 (41, 36 y 28 % menos
PGA 72) y MSD (15, 33 y 30 % menos MSD) aunque con diferentes magnitudes. A
diferencia de lo detectado al comparar para cada forraje las fracciones, la MSD de
mayor desaparicion registré la menor PGA 72 h (Cuadro 2.7 y Cuadro 2.10).
Oportunamente esto fue sugerido como consecuencia de los cambios ocurridos en
el perfil de fermentacion de las fracciones. En el Cuadro 3.8 se mencionan
importantes cambios en la relacion Ac/Pro entre las fracciones y también entre
forrajes para C. Asi mismo, para las fracciones se detectaron diferencias entre
ensilajes solo en C, siendo 3.9 y 7.5 en SGgr y SL (P<0.0001). Resultando en
valores promedio de 4.4 y 2.5 para RIA y RIDN que confirman cambios en el perfil
de fermentacion, incluso respecto de los valores citados para C. En cuanto a la
proporcion de los acidos producidos solo la fraccibn RIA no presenté diferencias
entre los forrajes. Es decir que en este caso la marcada diferencia en composicion
(i.e. 318 vs 15 g Alm/g MS entre los SGgr y SL, respectivamente) no indujo a
cambios en el perfil de fermentacion; solo en But se encontré una tendencia a
mayor proporcién para SGgr respecto de SL (i.e. 6.6 y 5.4 %; P = 0.065). Mientras
gue en el RIDN SL tuvo 5 puntos mas de Ac y disminuyd en igual cantidad el Pro
respecto de SGgr. En términos generales podria mencionarse que el principal

responsable de la variacion en composicién de AGV en la incubacién in vitro resulté
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la concentracion de PC y sus componentes, dado que las diferencias mas altas se
registraron entre las fracciones. A medida que se concentraron las fracciones de
fibra en los Rl aumentd la proporcion de Pro y disminuy6 la de Ac, generando

relaciones Ac/Pro menores.

Cuadro 3.8 Composicion de acidos grasos volatiles producidos hasta 72 horas de
incubacion in vitro de los sustratos completo y residuos del lavado con agua y
detergente neutro (C, RIA y RIDN, respectivamente).

Ac Pro But AGV
(mol/100 mol) AcfPro (mmol/gT(;\t/ImS)
C
SGgr 72.3, 194, 8.3, 3.9 9.1,
SL 85.8, 9.9, 4.3y 75, 45y
F1, 145 115.6 97.0 37.7 148.1 49.9
Slg 3 *k%k *k%k *k%k *k%k *%k%
RIA
SGgr 75.1 18.3 6.6 4.3 8.6,
SL 76.4 18.1 5.4 4.5 5.9,
F1, 145 1.2 0.02 35 0.3 19.1
Sig ® NS NS T NS *kk
RIDN
SGgr 63.1, 29.8, 7.1 2.1 7.0,
SL 68.1, 25.1, 6.7 2.8 5.4,
F1, 145 16.9 24.3 0.4 1.6 0.4
Slg 3 Fkk Fkk NS NS *
EEM* 0.98 0.75 0.51 0.39 0.49
Estadistico
Frac F2, 145 129.4 195.6 2.3 81.0 2.5
Forr F1, 145 86.5 75.72 25.1 66.7 65.5
Frac x Forr F;, 145 25.26 24.4 8.7 43.5 5.5
Significancia ?
F ra.C *k%k *k%k N S *k%k N S
Forr *k%k *k%k *k%k *k%k *k%
Frac X Forr *k%k *k%k *k% *k%k *%

T EEM = error estandar de la media; ° NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001.
Letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente P<0.05, Tukey.
® Slice por Fraccion.
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La desaparicion de las diferentes fracciones del ensilaje completo
identificadas como MSDc, FDNDc, FDADc y HemiDc resulté de los promedios
obtenidos por la incubacion del sustrato completo. Como se esperaba, estuvieron
positivamente correlacionadas con MSDc y FDNDc (P<0.05) pero no asi con
FDADc, tanto en SGgr como SL (Cuadro 3.9). Por otro lado, RIADc y RIDNDc
corresponden a las desapariciones promedio obtenidas de incubar los Rl y corregir
por la proporcién de los RI respecto del sustrato completo. Solamente el RIDNc
mostré una correlacion positiva con la HemiDc para SL; pareciera apropiado ya que
en el RIDN es donde la Hemi se encuentra con mayor concentracion en SL (Cuadro
3.2). Ademés se calculé por diferencia la desaparicion de las fracciones solubles
SADc, SDNDc y (SDN-SA)Dc; se encontraron coeficientes de correlacion positivos
entre SADc y MSDc, FDNDc, FDADc y HemiC para SGgr. También (SDN-SA)Dc
tuvo correlacién positiva con MSDC y FDNDc. En contraste en SL solo SDNDc se
correlacion6 negativamente con HemiDc. En resumen, para SGgr la mayor
contribucién a la MSDc la realizaron SADc y (SDN-SA)Dc, siendo la correlacién
positiva; mientras que en SL el nivel de desaparicion de FDN, FDA y Hemi

resultaron los factores determinantes de la MSDc y FDNDc.

La correlacion entre las variables de desaparicion, cinética de PG vy perfil de
fermentacion in vitro del sustrato completo y las correspondientes a las fracciones
estudiadas se informan en Cuadro 3.10 y Cuadro 3.11 para SGgr y SL,
respectivamente. La MSD del sustrato completo esta positivamente correlacionada
con u50, Tmax y AGVt y negativamente con T50. En tanto que TTmax afecta
negativamente a HemiD y Tmax, asi como en forma positiva TTmax a la fase Lag.

Por otro lado, la Tmax del RIA se correlaciona con Tmax de C pero negativamente
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con T50 y TTmax presenté un efecto negativo sobre MSD, HemiD, Tmax y u50.
Ademas cuanto mas aumenta la extension de la digestion de Hemi de RIDN, mas
se retrasa TTmax y T50 en C. Esto ultimo podria resultar de interés para disefiar
ecuaciones que permitan corregir la reduccion en digestibilidad por disminucién en
el tiempo medio de retencion ruminal. Las variables Tmax y TTmax de C y RIA
resultaron de influencia sobre la desaparicion del sustrato en C. También presentan
la ventaja de ser facilmente cuantificables a partir de los resultados de PG sin
modelar. En cualquiera de los casos estudiados el aumento en la cantidad de AGVt

en el residuo provoca una disminucion en la relacién Ac/Pro del sustrato C.



73

Cuadro 3.9

Coeficiente de correlacion entre las desapariciones de sustrato del forraje

ensilado completo y residuos en base al sustrato completo o al residuo.

Desaparicion de sustrato 3

Base forraje completo * Base R *
S
<
2) 2 Q g 2) %)
§ 2 ¢ £ 8 2 8 2 z o 2
n [a) a) () < ) < o a < o
= o o T @ 04 ) %) Q ¥
Forraje ensilado de gramineas con grano (SGgr)
MSDc 1
FDNDc 0,81 1
FDADc 0,65 0,92 1
HemiDc 0,83 085 0,58 1
RIADc 0,45 0,11 -0,02 0,26 1
RIDNDc -0,36 0,10 0,14 -0,02 -0,07 1
SADc 0,73 0,79 0,72 0,70 -0,28 -0,33 1
SDNDc 0,56 0,04 -0,09 0,22 0,87 -0,56 -0,07 1
(SDN-SA)D. 095 063 049 069 040 -064 072 065 1
RIAD 0,82 0,34 0,17 0,52 0,72 -0,58 0,33 0,89 0,87 1
RIDND 0,71 0,38 0,22 0,56 0,67 -0,17 0,26 0,64 0,64 0,81 1
Forraje ensilado de pastura base leguminosa (SL)
MSDc 1
FDNDc 0,94 1
FDADc 0,92 0,98 1
HemiDc 0,80 085 0,74 1
RIADCc 0,31 0,48 0,50 0,42 1
RIDNDc 0,66 0,77 0,68 0,92 0,71 1
SADc 0,72 0,54 0,50 0,45 -0,44 0,10 1
SDNDc -065 -066 -0,52 -094 -0,14 -0,80 -0,51 1
(SDN-SA)D, 0,16 -0,04 0,05 -0,39 -0,60 -0,64 0,60 0,39 1
RIAD 0,16 0,16 0,10 0,39 0,74 0,62 -0,39 -0,25 -0,65 1
RIDND 0,53 0,58 0,48 0,80 0,72 0,92 -0,02 -068 -0,66 0,83 1

" Desapariciones en base al ensilaje completo: MSDc, materia seca; FDNDc, fibra insoluble en detergente neutro;
FDADc, fibra insoluble en detergente acido; HemiDc, hemicelulosa; RIADc, residuo insoluble en agua; RIDNDc,
residuo insoluble en detergente neutro; SADc, fraccion soluble en agua; SDNDc, fraccion soluble en detergente
neutro; (SDN-SA)Dc, diferencia entre fracciones solubles en DNy A

Desapariciones en base a los residuos: RIA, residuo insoluble en agua; RIDN, residuo insoluble en detergente

neutro.

®Valores en negrita son significativos (P < 0.05)
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Cuadro 3.10  Coeficiente de correlacion entre las desapariciones de sustrato,
variables de cinética de produccion de gas (PG) y perfil fermentativo (PF)
del forraje ensilado de gramineas con grano (SGgr) completo con los
residuos insolubles en agua y detergente neutro (RIA y RIDN).

Forraje ensilado completo (C) *

Desaparicion Cinética de PG PF
a a 2 s o <
a z & E & £ o s o 3
2 2 2 ¢ E F = 8 28 g ¢
Forraje ensilado completo (C)
Tmax 078 0.36 0.13 0.57 1
TTmax -0.56 -0.26 0.06 -0.69 -0.60 1
Lag -0.12 0.05 0.36 -042 -0.20 0.85 1
T50 -0.79 -043 -013 -0.77 -0.82 092 0.62 1
M50 094 062 042 075 090 -063 -0.16 -0.86 1
Ac/Pro -0.09 005 002 014 -0.32 -0.31 -0.32 -0.07 -0.10 1
AGVi 064 017 -009 045 0.86 -056 -0.28 -0.75 0.77 -0.28 1

Residuo insoluble en agua (RIA)

MSD 082 034 017 052 092 -062 -021 -0.84 088 -0.23 0.85
FDND 083 038 025 053 090 -063 -020 -084 091 -0.17 0.74
FDAD 041 000 0.24 -0.09 050 -0.08 0.28 -0.30 049 -0.26 0.31
HemiD 0.77 051 0.18 084 081 -086 -061 -0.93 080 -0.01 0.75
Tmax 085 043 024 058 095 -054 -0.09 -080 095 -024 0.88
TTmax -0.86 -0.46 -0.26 -066 -083 075 041 091 -088 0.12 -0.73

Lag 079 051 045 048 063 -030 0.14 -058 0.76 -0.09 0.64
T50 -0.80 -0.35 -0.12 -059 -096 068 027 088 -094 0.17 -0.86
p50 086 043 022 062 09 -064 -021 -087 096 -0.20 0.85

Ac/Pro -0.14 -039 -031 -044 0.07 031 028 020 -0.15 -040 0.34
AGVt 074 028 011 048 09 -0.62 -0.19 -0.79 0.85 -0.04 0.85

Residuo insoluble en detergente neutro (RIDN)

MSD 071 038 022 056 061 -063 -0.36 -0.74 066 0.03 0.70
FDND 075 039 026 054 065 -062 -0.31 -0.75 0.71 0.02 0.69
FDAD 0.22 -0.04 011 -0.11 0.12 -0.09 0.07 -016 0.15 0.05 0.14
HemiD 079 049 0.18 082 077 -089 -062 -096 082 0.10 0.79
Tmax 053 005 -020 039 070 -068 -049 -0.76 059 -0.09 0.88
TTmax -0.30 -0.07 -0.06 -0.09 -043 0.16 -0.18 0.24 -041 -0.30 -0.45

Lag -0.58 -0.53 -0.66 -0.36 0.03 -035 -053 036 -047 -020 0.11
T50 -046 -0.36 -0.49 -0.20 -0.05 -041 -043 041 -039 0.12 0.16
pu50 -0.21 -0.31 -0.44 -0.20 0.32 -0.34 -0.24 0.02 -0.12 -0.23 0.42

Ac/Pro -0.64 -030 -0.13 -047 -0.64 052 021 069 -076 -0.12 -0.74
AGVt 057 020 005 033 057 -040 -025 -056 051 -0.28 0.76

T MSD, materia seca desaparecida; FDND; fibra insoluble en detergente neutro desaparecida; FDAD, fibra
insoluble en detergente acido desaparecida; HemiD, hemicelulosa desaparecida; Tmax, tasa maxima de
PG; TTmax, tiempo a Tmax; Lag, fase de retardo en la PG; t50, tiempo hasta alcanzar el 50% del gas;
u50, tasa fraccional al t50; Ac/Pro, relacion de los acidos acético y propionico; AGVt, acidos grasos totales
producidos.

Valores en negrita son significativos (P < 0.05)
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Cuadro 3.11  Coeficiente de correlacion entre las desapariciones de sustrato,
variables de cinética de produccion de gas (PG) y perfil fermentativo (PF)
del forraje ensilado de pastura base leguminosas (SL) completo con los
residuos insolubles en agua y detergente neutro (RIA y RIDN).

Forraje ensilado completo (C) *

Desaparicion Cinética de PG PF
a) a 2 s o <
o z < E 88 £ 5 s o 3
2 B R 2 E FE 5 8 3 & ¢
Forraje ensilado completo (C)
Tmax  -0.67 -0.70 -0.70 -0.57 1
Lag -0.48 -045 -0.31 -0.79 0.16 -0.04 1
T50 -0.78 -0.82 -0.87 -050 0.89 -0.78 -0.02 1
u50 052 069 079 028 -057 093 028 -0.83 1
Ac/Pro 024 043 040 054 -0.67 055 -037 -0.43 0.34 1
AGVt  -0.05 -0.17 -007 -050 040 -0.12 061 0.02 0.16 -0.87 1

Residuo insoluble en agua (RIA)
MSD 0.16 0.16 0.0 039 0.16 -0.01 -0.79 0.27 -0.32 0.29 -054

EDND 046 046 036 070 -0.32 017 -082 -0.10 -0.11 058 -0.75
FDAD 049 039 029 061 -059 -001 -0.69 -0.26 -0.19 057 -0.73
HemiD 031 041 032 066 -009 028 -081 005 -0.05 058 -0.72
Tmax  -0.16 -0.11 -0.01 -0.34 066 011 024 029 015 -052 058
TTmax 006 024 021 034 -066 041 -013 -0.37 029 0.93 -0.80

Lag -0.79 -091 -088 -085 058 -078 063 063 -055 -0.62 0.43
T50 068 069 0.72 051 -024 054 -050 -042 038 0.21 -0.09
M50 0.26 048 059 015 -038 085 019 -060 082 042 0.01

Ac/Pro 036 048 039 072 -0.69 039 -059 -0.38 0.15 0.92 -0.90
AGVt 042 -043 -029 -078 057 -0.11 078 023 013 -0.71 0.85

Residuo insoluble en detergente neutro (RIDN)
MSD 053 058 048 080 -0.08 031 -0.92 -0.06 -0.02 0.36 -0.48

FDND 045 049 040 070 -001 025 -0.88 0.4 -0.07 036 -051
FDAD 058 064 059 070 -014 045 -0.77 -0.17 017 039 -0.42
HemiD 0.07 011 -003 055 0.18 -011 -0.87 040 -045 034 -0.67
Tmax 024 034 025 059 -040 025 -053 -0.13 004 075 -0.82
TTmax 045 069 073 052 -042 091 -020 -058 076 058 -0.23

Lag 023 041 038 039 010 051 -005 -0.16 045 -0.07 0.25
T50 -0.57 -0.76 -085 -0.38 046 -097 -008 0.75 -095 -0.36 -0.08
u50 0.20 0.08 0.05 0.06 056 -0.17 -0.16 0.26 -0.16 -0.76 0.64

Ac/Pro 001 -0.14 -0.16 -0.16 059 -0.36 -0.02 0.33 -030 -0.85 0.71
AGVt 0.00 -0.20 -0.18 -0.31 0.60 -0.40 0.18 034 -0.25 -0.90 0.76

T MSD, materia seca desaparecida; FDND; fibra insoluble en detergente neutro desaparecida; FDAD, fibra
insoluble en detergente acido desaparecida; HemiD, hemicelulosa desaparecida; Tmax, tasa maxima de
PG; TTmax, tiempo a Tmax; Lag, fase de retardo en la PG; t50, tiempo hasta alcanzar el 50% del gas;
W50, tasa fraccional al t50; Ac/Pro, relacion de los acidos acético y propiénico; AGVt, acidos grasos totales
producidos.

Valores en negrita son significativos (P < 0.05)
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En cuanto a las correlaciones observadas para SL, TTmax presento
correlacion positiva con FDND y FDAD de C. En tanto que T50 de C con efecto
negativo sobre MSD, HemiD y Tmax y la TTmax del RIA también sobre MSD,
HemiD y Tmax. Finalmente, la reduccion de la fase Lag de C pareceria estar
asociada con mayores desapariciones de sustrato en RIDN probablemente a causa
de un inicio mas temprano de la digestion que con una prolongacién en el tiempo de
la misma, ya que T50 de RIDN estan asociados negativamente con FDND, FDAD,

TTmax y p50 de C.

Por ultimo, en los SGgr al analisis de la fraccion RIA en desaparicion de
sustrato asi como de la cinética de PG pareciera aportar mayor cantidad de
informacion sobre lo ocurrido con el sustrato C que RIDN. Mientras que para SL no
existe una prevalencia de alguno de los Rl acerca de cual de los dos brinda mayor

informacion al respecto de la degradacién de C.
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3.5. Discusiéon

El NRC (2001) describe en ensilajes de planta entera de maiz 480 ;FDN,, y
90 PB g/kg MS, para ensilajes de sorgo granifero 607 y 91 y para aquelos de avena
606 y 129 g/kg MS. Hoffman y otros (2003) reportaron para ensilajes de planta
entera de maiz valores de 40 y 8.2 % de ,FDN,,, y PB, respectivamente. En tanto
gue Huhtanen y otros (2003) y Shaver (2004) para el mismo tipo de forrajes cita
entre 300 a 540 de ,FDN,, ¥ 130 a 430 de Alm g/kg MS. Los SGgr de este trabajo
presentaron cantidades mayores ,FDN,, de y menores de Alm y PB (378-799
aFDNpmo, 365-38 Alm y 56 PB g/kg MS; Cuadro 2.1). Sin embargo si fueron similares
a los reportados por Fernandez y otros (2004) quienes describen ensilajes de planta
entera de maiz en estado fenoldgico temprano y tardio. Algo similar ocurrio al
comparar los resultados de las fracciones analiticas de los SL con los de otros
autores. Tanto Hoffman y otros (2003) como NRC (2001) describen los ensilajes de
pastura en base alfalfa con menos ,FDN,, y mas PB, mientras que los de

gramineas con valores mucho mas cercanos a los aqui reportados.

El perfil fermentativo de los SGgr y SL no resultd caracteristico de los
informados para silos experimentales de laboratorio donde las condiciones de
fermentacion fueron controladas (Driehuis y otros, 2001; Hill y otros, 2001; Jaurena
y Pichard, 2001; Johnson y otros, 2003; Kamalak y otros, 2003; Filya, 2004;
Khorvash y otros, 2006). Los SL estudiados presentaron la mitad de Lac y un punto
mas de pH en comparacion a lo descripto por Huhtanen y otros (2003) en ensilajes
de pastura (n = 234) de confeccion comercial. En el mismo sentido, los contenidos
de Ac, Prop y But en el presente trabajo fueron 2, 4 y 5 veces superiores,
respectivamente, a lo observado por otros autores. Los SGgr tuvieron mayor pH y

menor Ac que los de Fernandez y otros (2004) y aunque se registré 3 veces mas
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Lac no fue suficiente como para garantizar una AT superior a 400 meg/kg MS que
se esperan para este tipo de ensilajes. El perfil de fermentacion (Cuadro 3.1) asi
como la composicién de los mismos (Cuadro 2.1) describen ensilajes de menor
valor nutritivo que los descriptos por otros autores antes citados. Por otro lado,
Gaggiotti y otros (1996), Guaita y Fernandez (2005) y Jaurena y Danelon (2006)
reportan composiciones similares a los encontrados en este trabajo para forrajes
ensilados de la region pampeana y cuenca lechera central argentina. La menor
calidad observada en los ensilajes puede estar explicada por la baja calidad
promedio de los forrajes ensilados producidos en el pais asi como por el
procedimiento de re-ensilado que fue necesario para trasladar las muestras ya

fermentadas de este trabajo al sitio final de estudio.

La incubacién in vitro de los residuos, RIA y RIDN, permite disponer de
estimaciones de las tasas de digestion de estas fracciones en forma rapida. La
técnica de las curvas de substraccion asume que la preparacion de los Rl no altera
su composicion ni la disponibilidad de los CHO que las forman (Pell y Schofield,
1993). Sin embargo y aunque ésto se cumpla, la disponibilidad de azucares
solubles, pequefios oligosacaridos y acidos solubles asociados a los componentes
de la fibra pueden modificar la tasa y extensién de la digestion (Piwonka y Firkins,
1996; Doane y otros, 1998). La remocion de los componentes solubles en las
extracciones impide la interaccion entre los componentes del alimento que ocurren
durante la fermentacion del sustrato completo. La ausencia de los componentes de
rapida disponibilidad para los microorganismos ruminales podria afectar
negativamente la degradabilidad de las fracciones mas refractarias como los
componentes de PC. Los efectos de los CHOs y otras sustancias removidas y sus
interacciones con la fibra pueden ser analizados comparando las desapariciones de

las diferentes fracciones incubadas (i.e. C, RIA y RIDN). En caso que hubiera
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existido este efecto negativo sobre las desapariciones de los componentes de PC
en RIA y RIDN no seria adecuado analizar la informacidn aportada por las cinéticas
de degradacion de éstos residuos como explicativas de los procesos de digestion
de esas fracciones en el sustrato completo. Las FDND, FDAD y HemiD no
presentaron diferencias entre los sustratos incubados (Cuadro 3.3), posiblemente a
causa del prolongado tiempo de digestion (i.e. 72 horas). Hoffman y otros (2003)
mencionan para ensilajes de planta entera de maiz y pastura de alfalfa que de 30 a
48 horas de incubacion in vitro aumenta la digestibilidad de la FDN. En la Figura 3.2
se observan las relaciones establecidas entre las desapariciones de los
componentes de PC (FDN, FDA y Hemi) de los residuos incubados respecto de los
resultados obtenidos al incubar el ensilaje completo. En ninguno de los casos se
detectan diferencias de las FDND, FDAD y HemiD entre el sustrato C y los RIA y
RIDN. Sélo en el caso de la HemiD se observa una nube de puntos con mayor
dispersién probablemente a causa de los errores acumulados para su estimacion,
dado que la hemicelulosa no fue medida en forma directa sino que su concentracion
fue estimada a partir de la diferencia entre FDN y FDA segun lo descripto por Van
Soest y otros (1991). Sin embargo aunque no se hayan detectado diferencias entre
las fracciones para las desapariciones de fibra a tiempo final no se puede asegurar

gue no haya sido afectada la cinética de la misma.



1000
m SGgr
5 8001 AsSL .
o L] L
o g -I
5 600 | .
2 A A
8 A
& 400 -
[a]
z
2
200 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000
FDND-C (g/kg FDN)
1000
m SGgr
800 -
3 ASL .
TR n - [ ]
(@2}
< 600 - A"
Z A ™ .A
9 [ ]
& 400
[a)
<
2
200 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000
FDAD-C (g/kg FDA)
1000
= SGgr
£ 800{ g . =
I
2
> 600 |
S A A
4] 4 4
g 400 - A
[}
T 200{ &
0 ‘ ‘ ‘ ;
0 200 400 600 800 1000

HemiD-C (g/kg Hemi)

FDAD-RIA (g/kg FDA FDND-RIA (g/kg FDN

HemiD-RIA (g/kg Hemi

80

1000
m SGgr
8001 L5
600 - [ I " x ok
A
400 | A% A
200 -
0 ; : : :
0 200 400 600 800 1000
FDND-C (g/kg FDN)
1000
m SGgr
800 1 A SL
[ ]
a
= a
AN
600 - A
A -‘ I‘
[ ]
400 |
200 -
0 : : : :
0 200 400 600 800 1000
FDAD-C (g/kg FDA)
1000
m SGgr
8001 aSL
n"
a ﬁ
600 - -
[ ]
400 - AL N
A
200 - A A
0 ; ; ; ;
0 200 400 600 800 1000

HemiD-C (g/kg Hemi)

Figura 3.2 Relacion entre las desapariciones de FDN, FDA y Hemicelulosa (FDND, FDAD y
HemiD) en el sustrato completo y los residuos en agua y detergente neutro (C,
RIA y RIDN) del ensilaje de gramineas con grano y pastura base leguminosas

(SGgr m; SLA).
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La concentracién de LDA,s afectd negativamente la MSD, FDND y HemiD
resultando el factor mas importante en la determinacion de la degradabilidad de
estas fracciones entre las fracciones analiticas (i.e. r = -0.82, -0.58 y -0.75,
respectivamente). La HemiD en cambio se correlaciond positivamente con la MSD y
FDND (Cuadro 3.9). En coincidencia con Riboulet y otros (2008) quienes
encontraron en plantas de maiz r = -0.88 y -0.60 para FDND y HemiD con
LDA/FDN. Mencionaron ademas al contenido de acido p-cumarico (e.g. uno de los
componentes del polimero de lignina) como el mejor estimador del valor nutritivo de
los alimentos, aunque el éter de &cido ferdlico también presenté correlaciéon
negativa. En cambio en gramineas perennes fueron citados el 4cido feralico (Lam y
otros, 2003) y el p-cumarico con enlaces eter/ester (Kasuya y otros, 2008). Por otro
lado, a mayor HemiD en RIA y RIDN de SGgr la TTmax, fase Lag y T50 fueron
menores y en SL se redujo solo la fase Lag sugiriendo que los ensilajes con mas
HemiD seran degradados rapidamente y quizas con menores consecuencias
negativas provocadas por el aumento del consumo o la tasa de pasaje (Cuadro 3.10
y Cuadro 3.11). Yan y Agnew (2004b) encontraron valores superiores a los aqui
reportados de MSD y tasas de degradacion para ensilajes de pastura de menor
contenido de ;FDN, Y Ligas. (i.e. 84% MSD;, s COn una tasa de degradacion de
0.035 h™). Sin embargo detectaron que la fraccion soluble, es decir al parametro a
del modelo de @rskov y McDonald (1979) estimada in situ resultd el mejor predictor
de la degradabilidad de la MS, al igual que en este trabajo en el que la SAc tuvo un

r=0.73y0.72 para SGgr y SL (Cuadro 3.9).

Las FDND reportadas por Shaver (2004) coinciden con las encontradas en
este trabajo. La MSD de RIA y RIDN fue menor que la del sustrato completo en
acuerdo con lo encontrado por otros autores para un diverso tipo de forrajes (Doane

y otros, 1997a; Hall y otros, 1998; Williams y otros, 2000; Hoffman y otros, 2003).
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Doane y otros (1997c) también encontraron que la FDND en sustratos no
fraccionados (i.e. pastura de alfalfa y cebadilla en estado temprano y tardio de
madurez y paja de trigo) resultdé de la misma magnitud que en los RIDN. Por otro
lado, al igual que lo detectado en este trabajo, Sullivan (1966) y Van Soest y otros
(1991) encontraron que la degradabilidad de la hemicelulosa de forrajes de
leguminosas fue menor que en gramineas; y argumentan que dichas diferencias
obedecen a los enlaces quimicos entre dicha sustancia y la lignina en la PC
(Kasuya y otros, 2008). Mas recientemente Grabber y otros (2009) encontraron que
el aumento en la cantidad de enlaces cruzados del acido ferdlico con los
componentes de la pared celular de plantas de maiz disminuye mas la
degradabilidad de la hemicelulosa que el contenido de LDA,s. Ademas Lam y otros
(2003) reportaron resultados similares para Lolium perenne. En este trabajo se
encontré que independientemente del tipo de ensilaje estudiado el contenido de
LDA afectd negativamente la MSD y especialmente HemiD (i.e. r = -0.818 y -0.745;
P<0.0001) aunque en menor medida la FDND también fue afectada (i.e. r = -0.593;

P<0.01).

La diferencia de 136 g/kg MSDc de la contribucion del RIA a la MSDc entre
SGgry SL (i.e. 443 y 307 g RIA/kg MSDc, respectivamente; Cuadro 3.3) es menor a
la cantidad de Alm (i.e. 219 y 10 g Alm/kg MS en SGgr y SL; Cuadro 3.2) presente
en el sustrato competo. Esto sugiere que en RIA de SL existe una sustancia no
cuantificada en el presente trabajo y que presentd una degradabilidad similar a la
del almidén de SGgr. Shaver (2004) report6 para ensilajes de planta entera de maiz
82% de digestibilidad del almidén, mientras que calculado por diferencia entre las
desapariciones de RIAc y RIDNc en este trabajo se encontré 75% (Figura 3.3). La
estimacion por diferencia entre los Rl se debe tener en cuenta que dicha diferencia

contiene también otras sustancias ademas de Alm y quizds de menor digestibilidad
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gue este Ultimo. Se encontrd que la relacién entre la desaparicion del sustrato que
se calculé como la diferencia RIAc-RIDNc se correlaciono con el contenido de Alm
para SGgr, mientras que para SL el almidon no seria el Unico sustrato digerido
(Figura 3.3). Los compuestos de la FDN soluble presente en el SL podrian ser los

gue se esten digiriendo en la mencionada fraccion.
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Figura 3.3 Relacion entre la materia seca desaparecida de la diferencia entre el residuo
insoluble en agua y en detergente neutro expresado en base completa en funcion
de la concentracion de almidon del forraje ensilado de gramineas con grano y
pastura en base leguminosas (SGgr y SL).

En alimentos con bajo contenido de almidén, como en el caso de SL, la
diferencia entre el residuo insoluble en etanol (RIE) y RIDN corresponde a la FDN
soluble, compuesta por (1-3)(1-4)-B-glucanos, fructosanos y pectinas (Hall y
otros, 1998). La familia de las leguminosas se caracteriza por el alto contenido de
pectinas (Van Soest y otros, 1991). La extraccién en agua, a diferencia de la
extraccion con etanol, remueve parte de los B-glucanos quedando las otras
sustancias como remanente en el RIA (Van Soest y otros, 1991). Titgemeyer y otros
(1992) reportaron alta degradabilidad en sustancias pécticas de forraje de alfalfa. En

entrenudos de alfalfa se encontr6 que al aumentar el contenido de lignina la
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degradabilidad de la celulosa y hemicelulosa fue fuertemente afectada a las 12 h
disminuyendo un 60% en comparacion con la pectina que sufri6 un 30% de
reduccion. Mientras que a las 96 h de incubacion in vitro solo la celulosa recuperé
15 puntos porcentuales de degradabilidad; resultando la hemicelulosa la sustancia
de la PC mas afectada por el nivel de lignificacion y en especial con la acumulacion

de p-cumarico (66% de pérdida de degradabilidad - Jung y Engels, 2002).

Las PGA de los SGgr resultaron superiores a las reportadas por Taghizadeh
y otros (2006) y Nsahlai y otros (1994) hasta las 48 h (e.g. hasta 50% como
maximo), luego las diferencias se redujeron. La colecta de licor ruminal fue
efectuada en ovinos que consumieron una dieta similar a la del presente trabajo

pero 2 h luego en vez de antes de la ingesta.

La PGA 72 h de los RI fue superior a C. La contribucion de los RIAy RIDN a
la PGA 72 horas no se correspondié con lo reportado para MSDc (Figura 3.4). Es
decir que las proporciones de PGA72 y MSD de RIA y RIDN respecto del sustrato
completo no fueron iguales. En SGgr se observo que del total de MSDc el 60%
correspondié a RIA, mientras que de PGA72 cerca del 90%. Lo mismo se encontrd
en SL aunque en mayor magnitud, alcanzando al 100% del total de PGA72. La
consecuencia de esto seria que al momento de efectuar el calculo de la PGA de la
fraccion soluble en agua (diferencia PGA-C — PGA-RIA) existiria la posibilidad que a
tiempos superiores a 24 - 48 horas de incubacion encontremos valores negativos de
PGA. Doane y otros (1997a), Williams y otros (2000) y Sanchez y otros (2005)
también observaron mayor PGA al incubar PC aislada aunque la desaparicion de la
misma fue siempre menor respecto del sustrato completo al igual que los resultados

aqui informados. Hall y otros (1998) trabajaron con las curvas de substraccion de
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RIE y RIDN hasta las 24 horas de incubacion in vitro para caracterizar algunos

concentrados energéticos.
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Figura 3.4 Contribucién de los residuos insolubles en agua y detergente neutro en base al
sustrato completo (RIAc y RIDNc) a la materia seca desaparecida y la produccion
de gas acumulada a las 72 horas de incubacion in vitro (MSDc y PGA72) para los
forraje ensilados de gramineas con grano y pasturas base leguminosas (SGgr y
SL).

Con resultados algo superiores a los de este trabajo Grabber y otros (2009)
determinaron una tasa de PG de 0.04 h™ en PC de plantas de maiz y Schofield y
Pell (1995b) de 0.07 h* en C y para ensilajes de pastura 0.05 h™. Sin embargo, las
fases Lag reportadas por los autores fueron superiores para RIDN de SGgr y SL
(.,e. 2.7 y 7.1 h) pero igual en C de SL (i.e. 1 h). Posiblemente las diferencias
obedezcan a la calidad de los ensilajes, tal como fue comentado anteriormente, 0 a
los modelos usados para ajustar las cinéticas de PG (e.g. modelo logistico con uno
o dos pooles). Beuvink y Spoelstra (1994) encontraron en ensilajes de raigras Tmax
de 15 ml/h y TTmax 6.5 h coincidentes con los de este trabajo, en tanto que la Lag

fue de 2.3 h, superior en 0.8 h.

Nadeau y otros (1996) analizaron in situ ensilaje de alfalfa y registraron las

maximas MSD y FDND a las 20-25 horas de incubacion, fase Lag de 1.4 h y tasas
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de degradabilidad de 0.10h™. A diferencia de lo encontrado en este trabajo realizado
in vitro en el que la T95 ocurri6 cerca de las 60 h, aunque los eventos mas
importantes ocurrieron durante las primeras 24 h. Para las tasas horarias de PG se
observé que hasta las 30 horas para ambos forrajes; el sustrato C supero a los RIAc
y RIDNc solo hasta las 10 h resultando a partir de las 25 h superiores los RI
(P<0.0001; Figura 3.5). Aunque en el caso de SL la magnitud de las tasas de C y
RIAc fue la mitad respecto a SGgr. A partir de las 20 horas los residuos mantienen
las tasas de PG por sobre el C y probablemente esto haya sido lo que permitié que
los Rl aumenten la contribucion de PGA72 respecto de la MSDc. Lo hasta aqui
discutido y los resultados informados sugieren que los cambios en el perfil de
fermentacion desarrollado durante la incubacion de C, RIA y RIDN impediria el
calculo de las curvas de substraccion hasta el final del periodo de incubacion (i.e.
72 h). Sin embargo, pareciera que el célculo de la PG de las fracciones solubles en
agua (SA) y detergente neutro (SDN) mediante las curvas de substraccion
propuestas por Doane y otros (1997c) seria adecuado al menos hasta las 24 horas
de incubacion. Beuvink y Spoelstra (1992) reportaron que a partir de las 24 h in vitro
se manifiestan los mayores cambios en la proporcion de los AGV producidos, para

sustratos puros de glucosa, almidon y celulosa.

En acuerdo a lo encontrado en este trabajo, Taghizadeh y otros (2006) al
incubar ensilaje de planta entera de maiz y sus RIE y RIDN también encontraron
gue las PGA a partir de las 48 h fueron mayores en los Rl que en C, alcanzando
valores 7% superiores a las 96 h (MSDy, viro 8=4.0%, b=66.3% y ¢=0.03 %/h);
también al igual que en este trabajo encontraron una buena correlacion entre la
MSD y la PGA (r=0.99). Mientras que Doane y otros (1998) encontraron menores

PGA enlos Rl que en C.
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Figura 3.5 Tasas horarias de produccién de gas (ml/g MS.h™) en funcién del tiempo de
incubacion in vitro de sustrato completo, residuo insoluble en agua y en
detergente neutro (C, ¢ ; RIAc, A; RIDNc, o respectivamente) para ensilajes de
gramineas con grano (SGgr — A) y pasturas en base leguminosas (SL — B). Las
barras verticales corresponden al error estandar de la media.

Las tasas horarias de SA y (SDN-SA) se muestran en la Figura 3.6. SA
resulté rapidamente fermentable y con una vida media de 5 h aproximadamente
tanto para SGgr como SL, en coincidencia a lo reportado por Hatfield y Weimer
(2006) para sustancias pécticas de hojas y tallos de alfalfa. Por otro lado, (SDN-SA)
fue degradado entre las 5y 20 y 6 y 15 horas de digestion para SGgr y SL,
respectivamente. Como fue mencionado con anterioridad, la magnitud de las tasas
de SGgr fue del orden de 2 veces las de SL debido al Alm retenido en esta fraccion
(Figura 2.2). En acuerdo con lo reportado por Beuvink y Spoelstra (1992) para
sustratos de almidén puro de arroz y celulosa, se identificé la mayor tasa de PG a
las 10 h en SGgr para la fraccion almidonosa (i.e. (SDN-SA) y a partir de las 15 h

para la RIDN.
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Figura 3.6 Tasas horarias de produccion de gas (PG) en funcién del tiempo de incubacién in
vitro de la fraccién soluble en agua (¢, SAc), soluble en detergente neutro menos
SA (m, (SDN-SA)C) y residuo insoluble en detergente neutro (*, RIDNc) para
forraje ensilado de gramineas con grano (A) y pasturas base alfalfa (B).

En la Figura 3.6 se observa la PG de (SDN-SA)c en SL no realiza un aporte
sustancial a la PG de C en comparacion a SA y RIDN ya que las tasas de PG se
aproximan los 2 ml/g MS.h™ sélo durante 3 horas (i.e. 8.5 a 1.5 horas), mientras que
las otras fracciones duplican y triplican estos valores. Van Soest y otros (1991)
mencionan a los p-glucanos como sustancias muy solubles en agua, mientras que a
las pectinas solo parcialmente solubles. Bach y Calsamiglia (2006) mencionan que
las gramineas contienen alta cantidad de [-glucanos. Por las diferencias
encontradas entre SAc y (SDN-SA)c en SL seria probable que la fraccion de fibra
soluble esté compuesta principalmente por B-glucanos (e.g. mayor 50%) que
habrian sido lavados durante la preparacion de los sustratos y por esto la PG
correspondiente contribuye al SAc mas que al (SDN-SA)c. Las menores tasas de
PG en SL de las fracciones més labiles se deban probablemente a que parte de la

FDN soluble fue fermentada a AGV durante el almacenamiento del forraje.

A diferencia de lo esperado, la cantidad de AGVt producida por los Rl en SL
no presento diferencias con C mientra que en SGgr fueron como maximo un 20%
inferiores. Sin embargo otros autores también publicaron igual o mayor AGVt en los

RIDN (Beuvink y Spoelstra, 1992; Doane y otros, 1997c; Hall y otros, 1998). Los
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valores reportados por la bibliografia para la relacion Ac/Pro obtenida en
incubaciones in vitro suelen no superar el valor de 3 para un amplio rango de
forrajes verdes y ensilados (Beuvink y Spoelstra, 1992; Schofield y Pell, 1995b;
Doane y otros, 1997a; Campos y otros, 2002; Lowman y otros, 2002; Calabro y
otros, 2005). Sin embargo en el presente trabajo para C se observaron valores
superiores (i.e. C4y 7.5; RIA 4 y 5 para SGgr y SL, respectivamente; Cuadro 3.8).
Marounek y otros (1985) citados por Hall y otros (1998) mencionan que la relacion
Ac/Pro cuando se fermentan in vitro sustratos ricos en FDN soluble es mucho mayor
a la obtenida con otro tipo de sustratos (i.e. almidonosos y fibrosos). Ariza y otros
(2001) para dietas de vacas lecheras basadas en ensilaje de planta entera de maiz
con pulpa de citrico (i.e. 26.7 y 23.6 % MSgien) que contenia 55% de carbohidratos
solubles en DN, reportaron una relacién Ac/Pro de 4.1 determinada en un sistema
de cultivo continuo in vitro. También fueron informados valores de 4.4 y 5.6 en
simuladores de rumen (Feasenhiser, 2005). Posiblemente la fermentacién de
pectinas en el RIA de SL es la causa de la elevada relacion Ac/Pro detectada. En el
mismo sentido y aportando argumentos acerca de los cambios ocurridos durante la
incubacién de los residuos en el perfil de fermentacion se observaron importantes
diferencias en la contribucion de los residuos a los AGV de C. En SL se cuantificd
2.5 veces de But en RIAc y RIDNc respecto de C (i.e. 0.10, 0.27 y 0.24 mmol But/g
MSc; P=0.10) aunque las diferencias no alcanzaron a ser estadisticamente
significativas; mientras que Pro para el mismo caso resultd 1.6 veces mayor en
RIAc y RIDNc también respecto de C (i.e. 0.54, 0.88 y 0.89 mmol Pro/g MSc;
P=0.012). Unicamente C en SGgr fue superior al los resultados reportados por otros
autores, mientras que para SL coincidieron con los valores maximos reportados en
la bibliografia. Pareciera que la incubacion in vitro de forraje ensilado fresco

aumenta la cantidad de AGVt y produce cambios en la proporcion de cada uno de
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los acidos respecto del forraje seco, tal como fuera discutido en la seccion 5 del

Capitulo 2. de este trabajo.

Segun lo descripto por Blummel y otros (1999) a partir de la produccion in
vitro de AGV es posible estimar la cantidad de gas liberado como CO, y CH,4 en
forma directa e indirecta (i.e. por fermentacion o por desplazamiento del sistema
buffer). En la Figura 3.7 se observa la distribucién del origen del gas producido in
vitro para los sustratos incubados. Los cambios en el perfil de fermentacion de los
RI respecto de C habrian promovido un aumento en la proporcion del gas indirecto
liberado durante la fermentacion (CO,buff), incrementando asi las distorsiones al

comparar la PGA de las distintas fracciones.
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Figura 3.7 Origen del gas producido durante la incubacion in vitro clasificado en diéxido de
carbono directo de la fermentacion e indirecto del buffer y metano de la
fermentacion (COosterm, COoput Y CHuserm) del sustrato completo y residuos del
lavado con agua y detergente neutro (C, RIAc y RIDNc) para ensilajes de
graminea con grano (A) y pasturas base leguminosas (B). Letras diferentes para
la misma leyenda en cada gréfico indican diferencias significativas (a = 0.05).
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3.6. Conclusiéon

Las contribuciones de los Rl a la PGA y MSD no fueron equivalentes y las
curvas de substraccién solo se pudieron calcular hasta las 24 h. El RIA produjo
aproximadamente el 95% de la PGA 72 h del sustrato completo mientras que la
MSD solo alcanzé el 55%; en tanto que para el RIDN los valores fueron 70% de la
PGA 72 h 'y 40% de la MSD. Las diferencias fueron explicadas al menos en parte
por las diferencias en la proporcién de AGV producidos en cada caso. La relacién
Ac/Pro de C fue 3.9 para SGgr y 7.5 para SL siendo probablemente la FDN soluble
la principal responsable de las diferencias citadas; en cambio en el RIA se registr

4.4y 2.5 en RIDN mas cercanos a los de C.

Sin embargo la cantidad de informacion que aportan los Rl fue clara y quedo
expuesta en los cuadros de las correlaciones (Cuadro 3.10 y Cuadro 3.11). Las
variables Lag, Tmax y TTmax de RIA mostraron una alta correlacion con MSD y la
tasa de digestion de C, siendo la de TTmax con efecto negativo. Mientras que Lag y
Ac/Pro de RIDN también se correlacionaron negativamente con MSD vy la tasa de
digestion de C. Los pardmetros asociados a la velocidad de degradacion del
ensilaje también mostraron una alta correlacién con la MSD y FDND (Tmax, u50 y
T50). Estos aportes podrian resultar de gran importancia a la hora de predecir la
digestion o suministro energético de los ensilajes asi como la incorporacion de
variables de efecto negativo que permitan la correccion de la digestion por

reducciones en el tiempo de digestion ruminal.
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Capitulo 4.

Estimacion del valor energético de los forrajes ens ilados

evaluados in vitro

4.1. Resumen

Las evaluaciones in vivo son la referencia para las estimaciones de
digestibilidad y concentracion energética. Sin embargo, el uso de animales para la
evaluaciébn de los alimentos posee desventajas como ser elevados costos,
requerimientos de mano de obra, cantidad de alimento, infraestructura y tiempo
hasta la obtencién del resultado; ademas de las crecientes preocupaciones acerca
del bienestar animal. Para reemplazar las evaluaciones in vivo fueron desarrolladas
técnicas de laboratorio que permitan caracterizar los alimentos como la quimica
hameda tradicional y el método in vitro de produccion de gas. El objetivo fue
seleccionar modelos para estimar la digestibilidad de la materia seca y la fibra
insoluble en detergente neutro y contenido de energia metabolizable (DMS, DFDN y
EM) de forrajes ensilados utilizando la informacion aportada por quimica himeda y
la produccion de gas in vitro. Las fracciones de ,FDN,,, Lig/FDA y almidén fueron
fundamentales para el desarrollo de las ecuaciones de prediccibn pero otras
variables derivadas de la PG fueron necesarias para reducir la magnitud en los
errores de la prediccion. Las tasas de PG y los tiempos en que éstas ocurrieron
fueron de mayor utilidad que las PGA (i.e. Tmax, u50 y T50). La prediccion de la
DFDN se alcanz6 con un error mayor al de las otras ecuaciones; resulté del doble
del alcanzado con DMS (i.e. RSD 21.3 vs 42.3 g/kg). Ademas los parametros de la

cinética de PG de los residuos insolubles en agua y detergente neutro (i.e. RIA'y
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RIDN) permitieron mejorar la precision de la prediccion de DMS y EM (i.e. RSD 21.3

y 29.4 vs 33.2).
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4.2. Introduccion

El uso de forrajes ensilados en la Argentina se ha difundido en los dltimos
cinco a diez afos. La superficie destinadas a esta reserva fue algo mayor a 2 veces
lo registrado hace 10 afios y alcanzo en la campafa 2007/08 a 880.000 ha (Pozzo,
1999; CACF, 2009). Estos hechos ocurrieron dentro del contexto generado por el
avance de la agricultura que obligé a intensificar la produccién animal. Como
resultado de ello la participacion de los ensilajes en las dietas de los sistemas de
produccion de carne y leche en algunos casos alcanz6 cerca del 11% y su uso se
extendié a todo el afio (Bragachini y otros, 2008). Por lo tanto, la evaluacion de
estos recursos resulta indispensable para que su uso sea eficiente. Cabe destacar
que la bibliografia més difundida y utilizada en nuestro pais para estimar la
digestibilidad y concentracion energética de forrajes ensilados no fue desarrollada
localmente segun lo reportado por los laboratorios participantes en el Programa
para el Mejoramiento de la Evaluacion de Forrajes y Alimentos del Centro de
Investigacion y Servicios en Nutricion Animal (CISNA, Facultad de Agronomia,
Universidad de Buenos Aires) (Jaurena y Wawrzkiewicz, 2009). Las ecuaciones
mas difundidas en nuestro pais resultaron de origen americano (Schmidt y otros,
1976; Russell y otros, 1992; NFTA, 2006). Es decir, que tanto las pasturas como los
cultivos anuales hasta aqui mencionados en las citas bibliograficas no son
necesariamente los genotipos disponibles en el pais, ni tampoco cultivados bajo
condiciones ambientales similares a las nuestras. Por otro lado, en algunos casos
las ecuaciones desarrolladas requieren de informacién derivada de varias técnicas

analiticas poniendo en duda la rapidez y economia del resultado obtenido.

Todas las técnicas de evaluacion de alimentos intentan identificar el grado

en que cada alimento contribuye a los requerimientos nutricionales del animal. La
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situacion ideal seria observar la respuesta productiva obtenida por cada alimento
ofrecido a una clase especifica de animal (e.g. especie, categoria). Por lo tanto, la
respuesta animal que permite lograr es considerada la expresion mas completa del
valor nutritivo (VN) de un alimento. Esta respuesta depende de la digestibilidad del
alimento, del consumo alcanzado y de la eficiencia de conversion de los nutrientes
consumidos. Por esto, las evaluaciones in vivo son imprescindibles como referencia
en las estimaciones del VN o de alguna de las variables que lo afectan. Sin
embargo, el uso de animales para la evaluacion in vivo de los alimentos tiene serias
desventajas como ser elevados costos, requerimientos de mano de obra, cantidad
de alimento, infraestructura y tiempo hasta la obtencion del resultado, ademas de
las crecientes preocupaciones acerca del bienestar animal. La digestibilidad de la
fibra insoluble en detergente neutro (DFDN) de los forrajes fue reportado por Oba y
Allen (1999) como el factor mas influyente sobre el consumo de materia seca (CMS)
de vacas lecheras. Cada unidad de aumento en la DFDN provocé un incremento de
0.17 kg MS en el CMS y se reflejo en 0.25 kg/d mas de leche. A su vez, la
estimacion de DFDN mediante analisis de laboratorio in vitro resultd un buen

predictor del CMS.

Para reemplazar las evaluaciones in vivo se han desarrollado técnicas de
laboratorio buscando caracterizar los alimentos con el mayor grado de exactitud
posible y capacidad de prediccién de la respuesta animal. Entre ellas se pueden
mencionar la quimica humeda tradicional (e.g. total de nutriente digestibles (TND)),
Van Soest y otros (1991), el método in vitro de dos etapas, la produccion de gas,
fermentadores continuos, enzimas y espectroscopia de reflectancia del infrarrojo
cercano (NIRs). Las ventajas buscadas en estos métodos son rapidez en la

obtencion del resultado, precision, repetibilidad y bajo costo ya que la demanda de
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estas evaluaciones es en Ultima instancia para aplicacién directa en sistemas de

produccién comerciales.

A los métodos de estimacion de la digestibilidad y concentracion energética
es posible separarlos en dos grupos. Por un lado, se encuentran las que miden en
forma directa el residuo de una digestién simulando la digestibilidad in vivo ya sea
en la instancia final de la digestién o describiendo la cinética de la misma (Tilley y
Terry, 1963; Goering y Van Soest, 1970; @rskov y McDonald, 1979; Fonseca y
otros, 1998). Y por otro, aquellas que estiman la digestibilidad o concentracion
energética mediante ecuaciones que utilizan diversas variables de ingreso como
quimicas y biolégicas in vitro (Goering y Van Soest, 1970; McLeod y Minson, 1976;
Schmidt y otros, 1976; Minson, 1982; Menke y Steingass, 1988). Las técnicas
bidgicas in vitro de punto final de Tilley y Terry (1963) y de Goering y Van Soest
(1970) fueron ampliamente difundidas y aceptadas para la estimacion de la

digestibilidad aparente y potencial de los alimentos.

No todas las ecuaciones de prediccibn de la digestibilidad fueron
desarrolladas tomando como referencia experimentos in vivo. Ello se debe a la alta
correspondencia entre DMS;, vivo Y las determinaciones in vitro para un gran nimero
de alimentos ganando asi rapidez, facilidad y menor costo. Aunque debe
mencionarse como desventaja de este procedimiento que puede ocurrir sobre o
subestimacion de la digestibilidad de alguna/s fraccion/es del alimento respecto a lo
sucedido en el animal (Stern y otros, 1997). Fue mencionado como factor
responsable de estas diferencias el cambio en tipo y cantidad de los
microorganismos viables presentes en el licor ruminal usado como in6culo de la

digestion.
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Diversos autores desarrollaron ecuaciones para forrajes frescos vy
henificados y alimentos concentrados que han logrado predecir o explicar con
bastante aproximacion el VN (Minson y McLeod, 1972; De Boever y otros, 1986;
Moss y otros, 1992; Sniffen y otros, 1992; Moss y Givens, 1994; Weiss, 1994;
Blimmel y Becker, 1997; Weiss, 1998; Chenost y otros, 2001). En el caso de los
forrajes ensilados las dificultades reportadas fueron mayores debido a la
complejidad de su composicion (Marten y otros, 1975; Dewhurst y otros, 1986;
Givens y otros, 1995). La presencia de almidon en ensilajes de maiz y sorgo resulta
un sustrato alternativo de mayor facilidad de degradacion que la pared celular. En
algunos casos la digestibilidad in vitro de ésta Ultima puede ser subestimada a
causa de la reduccion de la poblacién de bacterias celuloliticas viables del inéculo
(Stern y otros, 1997). Por otro lado la presencia de sustancias volatiles como los
AGV y el amoniaco que se pierden durante el secado en estufa reducen la
proporcion de sustancias digestibles contenidas en el alimento evaluado (Minson y
Lancaster, 1963; Brown y Radcliffe, 1971). Las limitaciones expuestas permiten
explicar por que los métodos quimicos e in vitro hasta el momento no permitieron
obtener resultados satisfactorios en todos los casos (Menke y otros, 1979; Jones y
otros, 1980; Ferret y otros, 1997). Brown y Radcliffe (1971) reportan una importante
mejora en la prediccion de la digestibilidad de la materia seca y la energia de
ensilajes de pastura al corregir por el contenido de materia seca de estufa con los

compuestos volatiles.

Es reconocida desde hace tiempo la asociacion que existe entre la
fermentacion ruminal y la produccion de gas (PG) por ella provocada.
Recientemente Theodorou (1993) publicé un procedimiento sencillo y rapido para
medir la PG y que fue considerado como un posible método de rutina en la

evaluacién de alimentos para rumiantes. Los microorganismos incubados in vitro
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fermentan el alimento produciendo acidos grasos volatiles (AGV), gases (dioxido de
carbono (CO,) y metano (CH,;) y masa microbiana. Se mide la cantidad de gas
liberado durante el periodo de incubacion; la metodologia se basa en la relacion que

existe entre el sustrato desaparecido y el volumen total de gas producido.

Menke y Steingass (1988) para lograr una mejor estimacion del valor
energético de los alimentos utilizando la técnica de PG, los agruparon con
diferentes ecuaciones para cada uno. No obstante hallaron especiales dificultades
en la valoracion de alimentos voluminosos y ensilajes. Estas dificultades podrian
atribuirse a lo sefialado por Chamberlain y Choung (1995) respecto a que el
volumen de gas producido con estos métodos resulta de un complejo equilibrio
entre el CO, y el CH,; (contribucion directa) y la accion de los AGV sobre el
bicarbonato del licor ruminal y el buffer que produce una liberacién neta de CO,
(contribucién indirecta). A pesar que la PG ha mostrado una aceptable capacidad
predictiva de la digestibilidad y del consumo para algunos alimentos (Menke y otros,
1979; Blummel y Becker, 1997), parte de las inexactitudes encontradas con
materiales ensilados podrian ser explicadas por cambios en proporcién de gas

directo e indirecto.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar modelos para estimar la
digestibilidad de la materia seca y la fibra insoluble en detergente neutro y contenido
de energia metabolizable (DMS, DFDN y EM) de forrajes ensilados utilizando la
informacion aportada por quimica humeda y la produccion de gas in vitro ajustadas

a los resultados obtenidos in vivo con ovinos.
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4.3. Materiales y Métodos

4.3.1. Forraje ensilado

Se utilizaron los forrajes ensilados descriptos en la seccién 2.3.1 del
Capitulo 2. (i.e. 11 de gramineas con presencia de grano y 7 de pasturas a base
de alfalfa, SGgr y SL, respectivamente) siendo un total de 18 unidades
experimentales (UE). Los bolsones de plastillera de 1 m® pesaron entre 400 y 500
kg en humedo y fueron transportados hasta la Facultad de Agronomia de la UBA -
CABA donde fueron descargados y almacenados apropiadamente hasta su uso
(ubicados a la intemperie sobre plataformas de madera, rotulados y tapados con

manta de polietileno bicapa).

Los ensilajes fueron muestreados antes del experimento de digestibilidad in
vivo para estimar el contenido energético mediante la composicién quimica y
ecuaciones propuestas por Schmidt y otros (1976). La descripcion de las fracciones

analiticas permitié la formulacion de las dietas del experimento in vivo.

4.3.2. Experiencia in vivo

La digestibilidad in vivo se medié segun el método descrito por Schneider y
Flatt (1975) y Rymer (2000). La experiencia llevada a cabo permitié calcular la
digestibilidad aparente y potencial de los ensilajes, dado que el nivel de consumo de
los animales fue estipulado a mantenimiento. Las 18 UE fueron agrupadas
aleatoriamente en dos grupos de 5y otros dos de 4. Los grupos de ensilajes de 5y
4 UE fueron implementados para no exceder el tiempo de ensayo. La permanencia
de los animales en las jaulas metabolicas por periodos superiores a 90 dias
aumenta la incidencia de dafios podales que pueden modificar el comportamiento

de los mismos. Por lo tanto se llevaron a cabo dos CL simultaneos de 5x5 en el
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otofio del 2003 y otros dos de 4x4 también simultaneos en la primavera del mismo

afno.

La oferta de ensilaje fue determinada para cada animal en funcién de su
peso vivo al comienzo de cada periodo del trabajo experimental. Cada ensilaje fue
evaluado durante 5 dias consecutivos luego de 9 dias de acostumbramiento a la
dieta. Se utilizaron 5 jaulas metabdlicas para dos animales cada con dispositivos de
separacion para las excretas liquidas y sélidas. El acceso al agua de bebida fue
permanente. La racion de los animales se suministr6 dos veces al dia a las 8:00 y
20:00 horas. Previo al suministro matutino se recolecté el rechazo y las excretas,

dejando asi las jaulas limpias para el comienzo del dia siguiente.

Los animales experimentales fueron 10 capones de raza Romney Marsh de
edad y peso homogéneo (i.e. 3 afios y 42.6 + 2.3 kg PV) con control de parasitos
previo al experimento. En el experimento del afio 2004 fueron elegidos al azar 8 de
los 10 animales. Los requerimientos de mantenimiento fueron estimados segun las
recomendaciones del (NRC, 1985) asumiendo una actividad voluntaria de 5% y una
ganancia de peso de 50 g/d como margen de seguridad. Las dietas se formularon
con un contenido de 120 g PB/kg MS balanceado mediante el agregado de urea.
Todos los animales fueron suplementados con un nucleo mineral para ovinos a

razon de 25 g/an.d segun la recomendacién del fabricante.

Diariamente se midieron los rechazos y las excretas soélidas. Los rechazos
fueron integramente reservados para su caracterizacion analitica, mientras que de
las heces se reservd una alicuota del 10% del total; en ambos casos las muestras
de los 5 dias de medicion dieron origen a una muestra compuesta por periodo. La
muestra del forraje ofrecido se tomd durante la confeccion de las raciones de

ensilaje al comienzo de cada periodo de medicidn. La digestibilidad aparente de la
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materia seca, materia organica, energia y de las fibras insolubles en detergente
neutro y &cido asi como de la Hemicelulosa y celulosa (DMS, DMO, DE, DFDN,

DFDA, DHemi y DCel) fue calculada segun sigue,

(Ofrecido - Rechazado)(g) - (Heces )(g)
(Ofrecido —Rechazado)(g)

Digestibilidad (g /kg) = x1000

El contenido energético de los ensilajes calculado con los resultados del
experimento fue la energia digestible (ED, Mcal/kg MS). Sin embargo, se estimé el
contenido de energia metabolizable (EM, Mcal/lkg MS) asumiendo que las pérdidas
de energia en orina y gases alcanzan el 18% de la ED segun lo estimado por Yan y
Agnew (2004a) en ovinos alimentados a nivel de mantenimiento con ensilajes de

pastura.

4.3.3. Produccion de gas in vitro

Se utilizaron los resultados descriptos en el Capitulo 3. para los sustratos
C, RIA y RIDN como variables independientes en las estimaciones de digestibilidad

y concentracion energética.

4.3.4. Analisis de laboratorio

Se analizaron las muestras de forraje ensilado y rechazo segun lo descripto
en el Capitulo 3. . Las heces fueron secadas en estufa a 65C (Aerts y otros, 1974),
molidas y luego caracterizadas en sus fracciones analiticas de cenizas (AOAC,
1990; Nro. 942.05), proteina bruta (PB = Ntotal x 6,25; AOAC, 1990; Nro. 984.13) y
fibra insoluble en detergente neutro (;FDN,.) y acido (FDA..) Yy la lignina en
detergente acido con acido sulfurico (Ligas) y se informaron libres de cenizas (Van

Soest y otros, 1991).
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La determinacion de energia bruta (EB) en los ensilajes, rechazos y heces
se efectuo siguiendo las recomendaciones de (Porter y otros, 1984) con un equipo
Shimatzu® modelo P-202 (Calorimetric calculator) calibrado con patron de acido

benzoico a 25<C.

Se determinaron acidos grasos voléatiles (AGV) a los forrajes ensilados y a
los residuos de la incubacion in vitro por cromatografia gaseosa. Fueron
identificados los &cidos acético, propidnico y butirico (Mezcla de acidos grasos
soluble en agua Matreya® - Ac, Pro y But, respectivamente). Se utilizé6 un equipo
Konik-3000® con inyeccién manual, detector FID (10 y 1 ml/min de aire e hidrégeno,
respectivamente) y una columna semi-capilar BP-20 (marca SGE®) con nitr6geno
como carrier (10 ml No/min) y segun protocolo recomendado por el fabricante de la
columna. La purificacion de las muestras para AGV se realiz6 con &cido sulfarico
(25 % en &cido sulfarico 0.5M) a razén de 0.5 ml por cada 2 ml de muestra y luego

centrifugadas por 10 minutos a 6000 x g (Friggens y otros, 1998).

4.3.5. Analisis estadistico

Los experimentos de digestibilidad in vivo se llevaron a cabo siguiendo un
disefio en cuadrado latino (CL). Los resultados de los experimentos de digestibilidad
fueron analizados segun un modelo de cuadrados latinos con las UE anidadas

dentro de de los mismos, segun

Yj = W+ CL; + Per(CL), + An(CL) + Silaje(CL), + &u

donde, Y es la variable en estudio, i es la media general, CL, cuadrado

latino; Per(CL) efecto del periodo dentro de CL; An(CL) efecto del animal dentro de

CL; Silaje, es el efecto del forraje ensilado en estudio y € es el error experimental.
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La prediccion de la digestibilidad y concentracion energética de los forrajes
ensilados (n=18 UE) se planted bajo la forma genérica de un modelo de regresion

multiple, segun
Yi = Bo + BiXs + BoXai + ... + BpaXp-ni t &

donde, y; fueron DMS, DFDN y EM; B; pardmetros de la regresion y x;
variables independientes (VI) propuestas en el modelo completo. Las VI disponibles
fueron agrupadas para no superar n-1 y asi se obtuvieron varios modelos para
efectuar la seleccion. Las VI pudieron ser clasificadas en aquellas derivadas de las
fracciones analiticas (i.e. sFDNpo, FDAmo, Hemi, Cel, LDA,s y LDAL/ FDAL) ¥y PG in
vitro de los ensilajes completos por un lado, y de los RIA y RIDN por otro (i.e.
pardmetros de France y otros (1993), Tmax, TTmax y AGV). Todas las VI de cada
grupo fueron sometidas a un andlisis de colinearidad antes de la seleccion final del
modelo. Los modelos fueron seleccionados usando como criterios el minimo C(p)
de Mallow y cuadrado medio residual y el mas elevado coeficiente de determinacién
(RZA,') ajustado por los grados de libertad. Se utilizaron a=0.05, 0.10 y 0.15 como
criterio de inclusién y exclusién de variables (CIEV) durante la seleccion de los
modelos. Sin embargo, otros criterios funcionales como la facilidad de obtencién de
la VI, el costo y el tiempo que demanda completar el set de datos no fueron

perdidos de vista.
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4.4. Resultados

En las secciones de resultados de los Capitulo 2. y Capitulo 3. se
comentd la variabilidad alcanzada por las 18 UE evaluadas. En el Cuadro 4.1 se
muestran los resultados de los andlisis practicados a las muestras tomadas durante
la evaluacion in vivo. Los resultados obtenidos tuvieron una fuerte correspondencia
con los citados en el Cuadro 2.1, indicando que los forrajes ensilados no sufrieron
transformaciones de importancia durante el periodo transcurrido entre los dos
experimentos. La relacion lineal entre el contenido de ;FDNp,, FDAM, ¥ LDA,s de
las muestras usadas en los experimentos in vitro e in vivo presentd ,=0 y B;=1
(P<0.05), determinando la relacién 1:1 entre los valores sefalados. De este modo
fue posible afirmar que los resultados de la produccion de gas in vitro descripta en
el Capitulo 3. se corresponden con los obtenidos en el experimento in vivo. Por
esto el procedimiento de selecciébn de modelos de prediccion a partir de variables

derivadas de la PG in vitro fue posible.

La digestibilidad de las fracciones de SGgr fueron en todos los casos
mayores a las de SL, coincidente con los menores contenidos de PC y ademas con
menor nivel de lignificacién (i.e. 470 y 535 g sFDNno/kg MS y 0.12 y 0,22 Lig/FDA
para SGgr y SL, respectivamente; Cuadro 4.1). Las DMS, DMO y DHemi fueron
30% mayores, mientras que DFDN y DFDA solo 16 y 10% y la DCel con la minima
diferencia de 5% entre SGgr y SL. La menor diferencia observada en la DFDA entre
SGgr y SL a pesar del mayor grado de lignificacion de la PC de SL podria estar
explicada por la baja tasa de pasaje de los alimentos en el tracto digestivo de los
animales provocada por el nivel de consumo a mantenimiento. Como consecuencia

de esto un mayor tiempo medio de retencién en rumen habria prolongado el tiempo
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de acciéon de los microorganismos, permitiendo alcanzar mayores niveles de

digestion y reduciendo las diferencias entre forrajes.

Cuadro 4.1

Composicién quimica de los forrajes ensilados utilizados en el
experimento in vivo (g/kg MS, excepto la materia seca, g/kg MH).

Fracciones analiticas *

MS Cen aFDNmo FDAMmo Ligas Lig/FDA
Forrajes ensilados de gramineas con grano (n = 11)
Media 370 68 470 242 29 0.12
Maximo 428 101 683 399 64 0.18
Minimo 299 50 356 172 14 0.06
DE ? 44.9 18.0 88.9 65.1 16.9 0.035
cv?® 12 26 19 27 58 31
Forrajes ensilados de pastura consociada base alfalfa (n = 7)
Media 294 120 535 346 78 0.22
Maximo 394 195 621 408 104 0.26
Minimo 229 83 424 312 53 0.17
DE ? 55.9 35.4 61.9 34.1 19.0 0.040
cv?® 19 30 12 10 24 18

T MS: materia seca; Cen: cenizas; aFDN: fibra insoluble en detergente neutro libre de cenizas y con alfa-
amilasa; FDAn,: fibra insoluble en detergente acido; Ligas: lignina en detergente acido con acido sulfdrico.
2 DE = desvio estandar de la media. * CV = coeficiente de variacion (%).

La variabilidad observada en la composicion quimica de los ensilajes,

especialmente en el contenido de las distintas fracciones de la PC no fue detectada

en la misma magnitud al analizar la digestibilidad (i.e. CV de 10 a 30% en contenido

de fracciones analiticas y 6 a 11% en digestibilidad de todas las fracciones, excepto

en DHemi que oscil6 entre 16 y 24%; Cuadro 4.2). La DMS promedio de SGgr fue

654 g/kg MS y 508 para SL con una diferencia entre los valores extremos de 160 y

100 g/kg MS. Los valores de DMO fueron en promedio 45 g/kg superiores a los de

DMS vy la variabilidad entre los ensilajes tuvo un comportamiento similar a ésta

Gltima. La mayor diferencia entre SGgr y SL y en variacién dentro de cada grupo se

registr6 para DHemi; aunque para SL el CV fue superior (i.e. 16 vs 24%). Sin

embargo el intervalo comprendido entre los valores extremos fue similar (i.e. 370 y

320 g/kg).
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Cuadro 4.2

DFDA, DHemi y DCel; g/kg MS)

Digestibilidad in vivo de la materia seca y organica, fibra insoluble en
detergente neutro y acido, hemicelulosa y celulosa (DMS, DMO, DFDN,

DMS DMO DFDN DFDA DHemi DCel
Forrajes ensilados de gramineas con grano (n = 11)
Media 654 695 577 577 564 615
Méaximo 741 773 648 650 697 687
Minimo 581 617 455 466 444 533
DE*' 48.2 44.6 58.5 64.8 90.2 55.9
cv? 7 6 10 11 16 9
Forrajes ensilados de pastura consociada base alfalfa (n = 7)
Media 508 559 498 526 435 586
Maximo 546 586 554 588 542 629
Minimo 449 508 443 460 223 485
DE* 37.1 32.7 39.8 40.8 105.2 50.5
cv? 7 6 8 8 24 9

! DE = desvio estandar de la media. 2 CV = coeficiente de variacion (%).

El aumento de la concentracion de Lig,s en los ensilajes estuvo asociado al
incremento de ,FDN,, ¥ FDA.. Sin embargo, el aumento fue mas que proporcional
alcanzando valores 3 veces superiores en SL que el SGgr para las relaciones
Lig/FDN y 2 veces para Lig/FDA, que indican el nivel de lignificacion de la PC (i.e.
Lig/FDN SGgr 0.06+£0.024 y 40% CV, SL 0.15+0.036, 24% CV,; P<0.0001). El
aumento de Lig/FDN provoc6 una reduccion en la digestibilidad de la PC. Siendo la
DHemi la mas afectada que se correlacion6 negativamente con el grado de
lignificacion de la PC (i.e. y=-1496*Lig/FDN+655, R?=0.468, P<0.0001 y n=18;
Figura 4.1). En tanto, la DCel no presentd una correlacion estadisticamente
significativa con Ligas, Lig/FDA o Lig/FDA (P>0.05). Pero considerando que la PC
resulta un sustrato alternativo al Alm para la fermentacion en rumen, se detect6é que
por sobre 100 g Alm/kg MS la DCel resulté afectada negativamente (P<0.001;
Figura 4.2). En este caso solo un ensilaje de los SGgr resulté eliminado del grupo,

siendo éste el de avena granada que en la seccion 3.4. del Capitulo 3. fue
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mencionado como de bajo contenido de Alm, posiblemente a causa de la pérdida de

grano durante el proceso de ensilado.
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Figura 4.1 Relacion entre el nivel de lignificacion de la fibra insoluble en detergente neutro
(Lig/FDN) y la digestibilidad de la hemicelulosa in vitro (DHemi; g/kg Hemi) en
forrajes ensilados de gramineas con grano (¢ ) y pasturas base leguminosas (o).
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Figura 4.2 Relacion entre la digestibilidad de la celulosa in vivo (DCel; g/kg Cel) y el
contenido de almidén de los ensilajes con mas (¢ ; n=10) y menos (o; n=8) de
100 g/kg MS.
Para el desarrollo de los modelos de prediccién fue necesario disponer de
un grupo de valores que brindaran un amplio rango sobre la variable respuesta (e.g.

DMS, DFDN 6 EM). Como ya fue mencionado los SGgr y SL dentro de cada grupo
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no mostraron una gran variabilidad. Sin embargo, si los grupos de forrajes no eran
separados fue posible trabajar en un amplio rango sobre las variables respuesta
(i.,e. DMS en SGgr 741-581 y SL 546-449 g/kg MS; grupo completo 741-449 g/kg

MS — n=18 UE).

La Denerg y la ED mostraron un comportamiento similar a lo ya comentado
para DMS (Cuadro 4.3). Los SGgr fueron 24 y 21% superiores a los SL. También
fue observada baja variabilidad en los resultados. Como se esperaba, la DMS y
DMO mostraron una relacion lineal y positiva con la Denerg (i.e. DE=0.9*DMS+101,
R?=0.976 y P<0.0001; DE=1.0*DMO+18, R?*=0.964 y P<0.0001) resultando B;=1 en
ambos casos (P<0.05; Figura 4.3). Sin embargo, en el caso de la DMS (70,
marcando una ordenada al origen de 101 g/kg, mientras que para DMO fue igual a
cero. La diferencia correspondi6 a la fraccion de cenizas totales contenida en la MS

que no aporta energia. (i.e. promedio Cen 94 g/kg MS; Cuadro 4.1).

Cuadro 4.3 Digestibilidad de la energia in vivo y concentracion de energia
digestible y metabolizable (Denerg, kcal/Mcal; ED y EM; Mcal/kg MS).
Denerg ED EM
Forrajes ensilados de gramineas con grano (n = 11)
Media 688 3.14 2.57
Maximo 777 3.67 3.01
Minimo 607 2.71 2.22
DE ! 45.9 0.266 0.219
cv? 7 8 9

Forraje ensilado de pastura consociada base alfalfa (n = 7)

Media 556 2.60 2.13
Maximo 607 3.01 2.47
Minimo 515 2.13 1.75
DE* 33.6 0.288 0.235
cv? 6 11 11

! DE = desvio estandar de la media. 2 CV = coeficiente de variacion (%).
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La EB de los ensilajes y las heces fue similar explicando, al menos en parte,
la correspondencia entre DE y DMO en la experiencia in vivo. Sin embargo, los
ensilajes tuvieron un promedio de 4.58+0.2 y la heces 4.14+0.2 Mcal EB/kg MS que
aungue no alcanzé a marcar diferencias estadisticamente significativas indicaron
una tendencia (P<0.10). Es posible que la adecuada determinacion de la EB de los
ensilajes a cambio de la aplicacion de un valor constante usado de rutina, permita

un mejor ajuste en las ecuaciones de prediccion seleccionadas.

800

700

600

DE (kcal/Mcal)

500

400 T T T
400 500 600 700 800

Digestibilidad (g/kg)

Figura 4.3 Relacion entre la digestibilidad in vivo de la materia seca y organica (¢ , DMS y A,
DMO; g/kg) con la digestibilidad de la energia (DE; kcal/Mcal).

En muchos casos se utiliza la recuperacion de los residuos de incubacion in
vitro que permite calcular las desapariciones de sustrato como estimadores de la
digestibilidad de las mismas fracciones in vivo. En la Figura 4.4 se observa que la
MSD in vitro sobreestima la DMS in vivo cerca de 160 y 104 g/kg con sustrato
fresco y seco, respectivamente (i.e. test Ho: B;=1, P>0.05 y Hy: Bo=0, P<005). En
cambio, la FDND in vitro no presento adecuada capacidad predictiva debido a la
variabilidad en los resultados obtenidos (i.e. R*=0.138 y 0.213 con sustrato fresco y
seco). Tanto SL como SGgr mostraron una importante dispersion en los resultados.
Sin embargo, la FDND con sustrato seco evidencié una subestimacion de la DFDN

in vivo para los ensilajes de mayor digestibilidad de la pared celular (i.e. DFDN >
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500 g/kg FDN) en coincidencia con los resultados discutidos en el Capitulo 2. Por
otro lado, la EM tuvo un buen ajuste con la MSD segun EM (Mcal/lkg MS) = 0.727 +
0.0024 * MSD (g/kg MS) (R?=0.606 y P=0.0001; Figura 4.5). Es decir que la MSD in
vitro pareciera ser un apropiado estimador de la DMS y la EM de los forrajes

ensilados estudiados en el presente trabajo.
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Figura 4.4 Relacion entre la digestibilidad in vivo y la desaparicion in vitro de la materia seca
y la fibra insoluble en detergente neutro con sustrato incubado en seco y fresco
(DMS y DFDN i, vivo; A, sustrato fresco MSD y DFDN fesco; B, Sustrato seco MSD
y DFDN ¢,) de forrajes ensilados de gramineas con grano (A) y pasturas en
base leguminosas (m).
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Figura 4.5 Relacion entre la desaparicion de materia seca in vitro a 72 h de incubacién
(MSDj, vitro ; Mli/lg MS) y la energia metabolizable in vivo (EM;, vivo; Mcallkg MS)
para forrajes ensilados.

En el Cuadro 4.4 se detallan los Modelos 1 a 4 propuestos que incluyen
como VI las fracciones analiticas de la PC y Alm (Modelo 1) y las derivadas de la
PG de los forrajes ensilados C (Modelos 2, 3 y 4) para la estimacién de la DMS,
DFDN y EM. El nimero de VI derivadas de la PG fue superior al numero de
observaciones (n=18) y por eso se separaron en tres grupos que dieron origen los
Modelos 2, 3 y 4. En este caso se tuvieron en cuenta las variables que habian
presentado coeficientes de correlacion significativos (P<0.05) que fueron
comentados en la seccion 3.4.  del Capitulo 3. (Cuadro 3.10 y Cuadro 3.11).
Como ya fue mencionado, en la seleccion de modelos se trabaj6é con un Unico grupo
de ensilajes donde se incluyeron las 18 UE evaluadas. Esto permitido extender el
rango de aplicaciéon sobre las variables respuesta y obtener asi mejor precision en
la estimacién de los parametros del modelo. Cuando fueron detectadas VI que
presentaban colinearidad fue eliminada aquella que mayor error tenia en la

estimacion del parametro.
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Cuadro 4.4 Andlisis de colinearidad de las variables propuestas para estimar la DMS,
DFDN y EM in vivo (g/kg MS, g/kg FDN y Mcal/lkg MS) de forrajes ensilados de
planta entera de maiz y pastura base leguminosas, a partir de variables derivadas
de la composicién quimica (Modelo 1) o de la produccién de gas in vitro del forraje
completo (Modelo 2, 3 y4).

Variables Estimacién de DMS, DFDNy EM (n=18) *
independientes Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
FPDBA; F%'\é"r“m A: Lag: T50; u50;  T6, 8, 12, 23,45y  A: Lag; T50: W50;
Propuestas CeT‘OLDA' ’ PG6,12, 24 y 48; 66; Tmaxy Tmax; TTmax;
Lig /FE’) Ay A:Im Tmax y TTmax TTmax Ac/Pro y AGVyotal
Eliminadas por . A; PG6, 12,24y  T6, 8, 12, 23, 45,
colinearidad Hemiy Cel 48 y 66 A
PB; aFDNmo; . . . Lag; T50; p50;
Seleccionadas FDAmo; Lig, .IF;%XTSQ_’T%?& Tmax y TTmax Tmax; TTmax;
Lig/FDA y Alm 2 Y AC/Pro y AGVrow

T DMS, digestibilidad de la materia seca; DFDN, digestibilidad de la fibra insoluble en detergente neutro; EM,
energia metabolizable.

2 sFDNmo Y FDAo mostraron indicios de colinearidad una vez retiradas Hemi y Cel, por lo tanto de evité incluir
ambas en el modelo seleccionado.

La Hemi y Cel resultaron colineares con ;FDNp,, ¥ FDA, Y fueron eliminadas
de las VI a seleccionar. Por otro lado las PG acumuladas y las tasas horarias junto a
la PG potencial estimada, A, también fueron colindares con los parametros
derivados del modelo de ajuste y no fueron incluidas entre las VI a seleccionar. Es
decir que la descripcion de la cinética de PG mediante la aplicacion del modelo de
France y otros (1993) en adicion a Tmax y TTmax aportaron una informacion
equivalente a las PGA y tasas horarias. Por otro lado, en el Modelo 4 la relacion
Ac/Pro no presento colinearidad con ninguna de las VI propuestas. Mientras que A

resulté colinear a AGV+qy, Y fue descartada.

Las variables derivadas de la PG de los sustratos RIA y RIDN también
fueron usadas como VI en la seleccibn de los Modelos 5y 6 y 7 y 8,
respectivamente (Cuadro 4.5). Los criterios aplicados para la agrupacion de las VI

en 2 modelos para RIA y RIDN fueron los mismos que los mencionados para el
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sustrato C. Los coeficientes de correlacion tenidos en cuenta fueron los presentados
en Cuadro 3.10 y Cuadro 3.11. En ambos casos fueron eliminadas las
concentraciones de Ac, Pro y But por resultar colindares con Ac/Pro y AGVrg. LOS
pardmetros derivados de la PG de RIA en el Modelo 6 solo p50 y Tmax aportaron
informacion pura, mientras que fueron eliminados A, Lag, T50, T95, u95 y TTmax
por colinearidad. Por otro lado en el Modelo correspondiente al RIDN las

descartadas fueron T95 y y95 (Modelo 8; Cuadro 4.5).

Cuadro 4.5 Andlisis de colinearidad de las variables propuestas para estimar la
DMS, DFDN y EM in vivo (g/kg MS, g/kg FDN y Mcal’kg MS) de forrajes
ensilados de graminea con grano y pastura base leguminosas a partir de
variables derivadas de la produccion de gas in vitro del residuo insoluble en
agua (Modelo 5 y 6) y en detergente neutro (Modelo 7 y 8).

Estimacion de DMS, DFDNy EM  (n=18) *

Variables
independientes RIA RIDN
Modelo 5 Modelo 6 Modelo 7 Modelo 8
Lag; Tmax; . . . . Lag; Tmax;
Propuestas TTmax; Ac; Pro; Aéé‘figég_s_?hgis’ TTmax; Ac; Pro;  A; Lag; T50; u50;
P But; Ac/Proy HoL: l‘:'Trﬁax y But; Ac/Proy Tmax y Ttmax
AGVTotaI AGVTotaI
Eliminadas por . A; Lag; T50; T95; .
colinearidad Ac; Proy But 495 y TTmax Ac; Proy But T95 y u95
Lag; Tmax; Lag; Tmax; . . . .
Seleccionadas TTmax; Ac/Proy M50 y Tmax TTmax; Ac/Proy Airlr‘r?g); Ti?}nl;io’
AGVTota| AGVTotaI y

' DMS, digestibilidad de la materia seca; DFDN, digestibilidad de la fibra insoluble en detergente neutro; EM,
energia metabolizable.

Una vez que el listado de las VI propuestas fue analizado por colinearidad, la
cantidad de variables remanentes permitié reducir el nUmero de modelos a probar.
En el caso de las fracciones analiticas el Unico modelo propuesto fue el 1 y los
resultados de la seleccién se muestran en el Cuadro 4.6. Sin embargo, de las VI

incluidas para la seleccion en Modelos 2, 3 y 4 se observo que 2 y 3 estaban
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incluidos en 4. Entonces el Modelo 4 fue el utilizado para la seleccién de modelos
con variables derivadas de la PG del sustrato C (Cuadro 4.7). En cambio para los
modelos propuestos a partir de las PG de RIA y RIDN, se adicionaron las VI
seleccionadas (i.e. Modelo 5 + 6 y Modelo 7 + 8) y se tested nuevamente la
existencia de colinearidad entre ellas sin encontrar resultados positivos. Los
modelos seleccionados con VI de RIA se detallan en el Cuadro 4.8 y para RIDN en

el Cuadro 4.9.

La Lig/FDA fue la VI incorporada en el Modelo 1 seleccionado con un alto
grado de ajuste para la prediccion de la DMS (i.e. RZA,- 0.85, RMSE=33.2 y
P<0.0001; Cuadro 4.6). Sin embargo para la DFDN y EM la capacidad de prediccion
fue menor (i.e. RZA,- 0.57, RMSE=42.3 y P<0.0001) aunque el modelo fue
estadisticamente significativo. En cualquiera de los casos el parametro del modelo

para Lig/FDA fue estimado con un P<0.05 (i.e. CIEV a=0.05).

La concentracion de Alm en los ensilajes fue incluida en el modelo para la
estimacion de la DMS cuando el CIEV fue a=0.15. Por lo tanto, el pardmetro
correspondiente del modelo fue estimado con baja precision (i.e. 0.18; EEM=0.108;
P=0.1134) y sin aportar informacién suficiente como para incrementar el nivel de

ajuste del modelo completo (RZA,- 0.85 vs. 0.86). Hasta aqui podrian mencionarse las

ecuaciones,
DMS (gikg Ms) = 770 — 1149 * (Lig/FDA) (Ec. 1)
DFDN (g/kg FDN) = 547 + 0.23 * aFDN (g/kg MS) — 811 * (Lig/FDA) (Ec. 2)

como las mas promisorias para la estimacién del valor nutritivo de los forrajes

ensilados a partir de la composicién quimica.
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Cuadro 4.6 Resultados de la seleccién de modelos para estimar la DMS, DFDN y EM
(g/kg MS 6 FDN; Mcal/kg MS) de forrajes ensilados de gramineas con grano y
de pastura base leguminosas a partir de la composicion quimica (Modelo 1).

1 2

Parametros Modelo
Modelo 1 B EEM Sig RMSE R Sig
DMSinvivo (9/kg MS)
CIEV (a=0.05y 0.10)
Intercepta 770 19.3 il
Lig/FDA -1149 1175 ok 332 0848 ”
CIEV (0=0.15)
Intercepta 704 43.3 il
Lig/FDA -875 197.0 el 314 0.863 il
Alm (g/kg MS) 0.18 0.108 NS
DFDNinvivo (g/kg FDN)
CIEV (0=0.05, 0.10y 0.15)
Intercepta 547 51.8 i
aFDNmo (g/kg MS) 0.23 0.105 * 42.3 0.571 Aok
Lig/FDA -811 163.7 il
EMinvivo (Mcal/kg MS)
CIEV (0=0.05, 0.10 y 0.15)
Intercepta 2.93 0.118 il
0.203 0.576 il
Lig/FDA -3.53 0.718 ol

1 EEM = error estandar de la media Bi: parametro estimado; CIEV: criterio de inclusion y exclusién de variables
por procedimiento Stepwise (o).

RMSE: raiz cuadrada del cuadrado medio del error; R%y: coeficiente de determinacién ajustado; Sig.:
significancia; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001.

En el Modelo 4 cuando fueron utilizadas las variables derivadas de la PG del
sustrato C de los ensilajes para la prediccion de la DMS, DFDN y EM la Tmax y
Ac/Pro fueron las incluidas en el modelo seleccionado si el CIEV fue a=0.05
(Cuadro 4.7). Pero el nivel de ajuste alcanzado en la estimacion de DFDN no resulté
satisfactorio e incluso inferior al alcanzado por el Modelo 1 con Lig/FDA (i.e. RZA,-
0.42y 0.57; RMSE 49.1y 42.3 para Modelo 4 y 1, respectivamente). A diferencia de
lo ocurrido para la estimacion de DMS el ajuste fue adecuado e incluso algo mayor
al reportado para el Modelo 1 (i.e. RZA,- 0.88 vs.0.85). En cambio la estimacion de

EM alcanzo R%;=0.65 con CIEV=0.05 y R?;=0.71 con CIEV=0.10 siendo las VI



116

incluidas p50 y Ac/Pro en vez de Tmax y Ac/Pro. Todos los pardmetros fueron

estimados con P<0.05.

Cuadro 4.7 Resultados de la seleccion de modelos para estimar la DMS, DFDN y EM
(g/kg MS 6 FDN; Mcal/lkg MS) de forrajes ensilados de graminea con granos y de
pastura base leguminosas a partir de la produccion de gas in vitro del forraje
completo (Modelo 4).

Parametros * Modelo *
Modelo 4 B EEM Sig  RMSE R Sig
DMSinvivo (g/kg MS)
CIEV (0=0.05, 0.10y 0.15)
Intercepta 545 30.2 il
Tmax (ml/g MS.h) 13.3 2.10 wrx 29.4 0.881 il
Ac/Pro -8.4 1.89 ik
DFDNinvivo (9/kg FDN)
CIEV (0=0.05, 0.10y 0.15)
Intercepta 622 23.7 il
Ac/Pro -9.7 2.66 o 94 0422 "
EMinvivo (Mcal/kg MS)
CIEV (0=0.05)
Intercepta 2.28 0.190 il
Tmax 0.04 0.013 o 0.185 0.645 il
Ac/Pro -0.03 0.012 *
CIEV (0=0.10y 0.15)
Intercepta 2.29 0.153 rohk
p50 8.54 2.270 ** 0.167 0.710 ok
Ac/Pro -0.05 0.009 il

! EEM = error estandar de la media Bi: pardmetro estimado; CIEV: criterio de inclusién y exclusién de variables
Eor procedimiento Stepwise (o).

RMSE: raiz cuadrada del cuadrado medio del error; RZAj: coeficiente de determinacion ajustado; Sig.:
significancia; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001.

La relacion Ac/Pro incluida en el Modelo 4 es la variable de mayor dificultad
de obtencion, respecto de las otras hasta aqui mencionadas dentro de los modelos
seleccionados (e.g. Lig/FDA, ;FDN,,, Tmax). Sin embargo, la inclusién de Ac/Pro
permitié alcanzar buenos niveles de ajuste en los modelos predictores de DMS (i.e.
RMSE 29.4 y 33.2, RZA,- 0.88 y 0.85 para Modelo 4 y 1, respectivamente); e incluso

de EM para la cual las fracciones analiticas resultaron menos apropiadas (i.e.



117

RMSE 0.167 y 0.203, RZA,- 0.71 y 0.58 para Modelo 4 y 1, respectivamente). Podrian

citarse,
DMS (g/kg Ms) = 545 + 13.3 * Tmax (mlig Ms.h) — 8.4 Ac/Pro (Ec. 3)
EM (Mcalikg Ms) = 2.29 + 8.54 * u50 (miig Ms.h) — 0.05 * Ac/Pro (Ec. 4)

como las ecuaciones mas apropiadas para la estimacion del VN a partir de variables

derivadas de la PG del sustrato C de forrajes ensilados.

Cuadro 4.8 Resultados de la seleccion de modelos para estimar la DMS, DFDN y EM
(g/kg MS 6 FDN; Mcal/lkg MS) de forrajes ensilados de gramineas con grano y
de pastura base leguminosas a partir de la produccién de gas in vitro del residuo
insoluble en agua (Modelo 5 y 6).

Parametros * Modelo *
Modelo 5 + 6 B EEM Sig RMSE R Sig
DMSinvivo (9/kg MS)
CIEV (0=0.05)
Intercepta 601 72.8 rohk
Lag (h) -152 39.7 o 38.2 0.800 ek
AGVrTotal (mMolig MS) 27.5 4.45 ook
CIEV (0=0.10 y 0.15)
Intercepta 688 59.5 rohk
Lag (h) -170 36.4 b 35.6 0.825 ok
Tmax (ml/g MS.h) 14.6 2.14 i
DFDNinvivo (9/kg FDN)
CIEV (0=0.05, 0.10 y 0.15)
Intercepta 774 76.1 i
Lag (h) -162 53.4 ok >3t 0325 -
EMinvivo (Mcallkg MS)
CIEV (0=0.05, 0.10y 0.15)
Intercepta 1.56 0.185 il
AGVrotal 0.11 0.023 o 0207 0598

' EEM = error estandar de la media B;: parametro estimado; CIEV: criterio de inclusién y exclusion de variables
E)OI’ procedimiento Stepwise (o).

RMSE: raiz cuadrada del cuadrado medio del error; RZAj: coeficiente de determinacion ajustado; Sig.:
significancia; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001.
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Las variables originadas a partir de la PG del RIA en el Modelo 5 + 6
permitieron alcanzar adecuados niveles de ajuste para DMS, aunque algo inferiores
a los de los Modelos 1y 4, incluyendo Lag y AGV+4y 0 Tmax como VI (i.e. RZA,- 0.80
y 0.82, RMSE 38.2 y 35.6 respecto de Modelos 4 y 1 con RZA,- 0.88 y 0.86, RMSE
29.4 y 31.4, respectivamente; Cuadro 4.6, Cuadro 4.7 y Cuadro 4.8). La prediccion
de la DFDN tuvo el ajuste méas bajo. El error en la prediccion fue 26% superior al del
Modelo 1 y solo 8% al del 4 (i.e. RMSE 53.1, 49.1 y 42.3). En cambio para EM fue
similar a lo descripto en el Modelo 1 (e.g. la de menor RMSE y mayor RZAj); sin
embargo la incorporacion de AGV+qa cOMo VI hace mas compleja y de mayor costo

la aplicacion practica de la ecuacion.

El aporte de la PG del RIA como unico predictor del VN de los forrajes
ensilados no resultd superior a las fracciones analiticas (Modelo 1) ni a la PG del
sustrato C (Modelo 4). Por lo tanto, no fue sugerido un modelo de prediccion para
ninguna de las variables respuestas analizadas en este trabajo. En el mismo
sentido, se observo que las variables de PG del RIDN tampoco tuvieron adecuada
capacidad de prediccion en el Modelo 7+8 (Cuadro 4.9). Ademas los RMSE fueron
1.6 veces superiores para DMS y 1.3 para EM a los reportados con la selecciéon de
Modelo 5+6. Incluso y contrariamente a lo esperado el ajuste para DFDN fue menor
al registrado para las fracciones analiticas en el Modelo 1 (i.e. RZA,- 0.50 y 0.57;
RMSE 48.8 y 42.3, para Modelo 7+8 y 1, respectivamente); aunque si superé a RIA
en el Modelo 5+6 (i.e. RZA,- 0.50y 0.33; RMSE 48.8 y 53.1, para Modelo 7+8 y 5+6,

respectivamente).

Solo en el caso de la estimacién de DMS alcanz6 una aceptable capacidad
de prediccién con RZA,- 0.67, cuando fueron incluidas TTmax, Ac/Pro y A (P<0.05 en

la estimacion de los parametros del modelo). Las 1 y 3 resultaron superiores en el
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grado de ajuste (i.e. RMSE 67% superior para Modelo 7+8 respecto de Ec. 1y 3) y
en la factibilidad de obtencién de los resultados requeridos para su aplicacion

practica.

Cuadro 4.9 Resultados de la seleccién de modelos para estimar la DMS, DFDN y EM
(9/kg MS 6 FDN; Mcal/kg MS) de forrajes ensilados de gramineas con grano y de
pastura base leguminosas a partir de la produccion de gas in vitro del residuo
insoluble en detergente neutro (Modelo 7 y 8).

Parametros * Modelo 2
Modelo 7 + 8 B EEM Sig  RMSE R Sig
DMSinvivo (g/kg MS)
CIEV (0=0.05)
Intercepta 899 79.7 okk
Ac/Pro 126 307 - 62.3 0.463 *
CIEV (a= 0.10y 0.15)
Intercepta 613 106 *okk
Ttmax (h) 6.9 2.64 *
Ac/Pro 104 273 - 50.3 0.669 o
A (ml/g MS) 0.5 0.16 *
DFDNinvivo (g/kg FDN)
CIEV (0=0.05, 0.10 y 0.15)
Intercepta 263 67.2 *okk
Ttmax (h) 6.6 2.30 * 48.8 0.497 o
AGVrotal 22.8 6.94 i
EMinvivo (Mcallkg MS)
CIEV (0=0.05)
Intercepta 2.69 0.40 *okk
Ttmax (h) 0.03 0.013 * 0.245 0.389 *
Ac/Pro -0.35 0.127 *
CIEV (0=0.10 y 0.15)
Intercepta 2.12 0.486 ok
Ttmax (h) 0.03 0.012 *
Ac/PIO 0.97 0.125 . 0.231 0.471 *x
A (ml/g MS) 0.001 0.0007 T

' EEM = error estandar de la media B;: parametro estimado; CIEV: criterio de inclusién y exclusién de variables
Eor procedimiento Stepwise (o).

RMSE: raiz cuadrada del cuadrado medio del error; RZA,-: coeficiente de determinaciéon ajustado; Sig.:
significancia; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001.
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Para predecir el VN de los ensilajes también fue planteado el Modelo 9 que
incluian variables derivadas de la PG de los sustratos C, RIA y RIDN en forma
conjunta y el Modelo 10 que ademés contaba a las fracciones analiticas como
variables de ingreso de informacién (Cuadro 4.10). Las variables propuestas en
estos modelos fueron aquellas previamente identificadas de interés en los Modelos
1, 4, (5+6) y (7+8) (Cuadro 4.4 y Cuadro 4.5). Fueron eliminadas por colinearidad
solo en el Modelo 9 Lag y TTmax derivadas de la PG de C, Tmax de RIAy Lag y
Tmax de RIDN. Mientras que en Modelo 10 no se detectaron efectos de

colinearidad entre variables propuestas.

Cuadro 4.10  Andlisis de colinearidad de las variables propuestas para estimar la DMS,
DFDN y EM in vivo (g/kg MS, g/lkg FDN y Mcal/lkg MS) de forrajes ensilados de
gramineas con grano y pastura base leguminosas a partir de variables derivadas
de la produccion de gas in vitro del forraje completo, residuo insoluble en agua y
en detergente neutro (C; RIA; RIDN) (Modelo 9) y adicionalmente fraccion
analitica (FA) (Modelo 10).

Variables Estimacion de DMS, DFDNy EM (n=18) *
independientes Modelo 9 Moldelo 10

C(Lag, Tmax, TTmax, Ac/Pro, C(Tmax, Ac/Pro, u50); RIA(Lag,
Propuestas H50); RIA(Lag, Tmax, TTmax, Tmax, TTmax, AGVroa);

P AGV1oa); RIDN(Lag, Tmax, RIDN(TTmax, T50, Ac/Pro, AGVroal,
TTmax, Ac/Pro, AGVroa, A) A); FA(PB, FDA, Lig/FDA, Alm)

Eliminadas por C(Lag, TTmax); RIA(Tmax); NC
colinearidad RIDN(Lag, Tmax)

C(Tmax, Ac/Pro, u50); RIA(Lag,

C(Tmax, Ac/Pro, u50); RIA(Lag, Tmax, TTmax, AGVrow):

Seleccionadas TTmaXAQSr\éTfI()s;VRIDNngaX, RIDN(TTmax, T50, Ac/Pro, AGVro,
: Totals A); FA(PB, FDA, Lig/FDA, Alm)

' DMS, digestibilidad de la materia seca; DFDN, digestibilidad de la fibra insoluble en detergente neutro; EM,
energia metabolizable; NC, no corresponde.

El resultado final de la seleccion de modelos para la prediccion de DMS y
DFDN con las variables derivadas de la PG de C, RIA y RIDN, Modelo 9, coincidié
con el obtenido en el Modelo 4 (Cuadro 4.7 y Cuadro 4.11). La informacién mas
relevante para las predicciones de la DMS y DFDN las aportaron Tmax y Ac/Pro de

C. En tanto que las variables aportadas por RIA y RIDN no permitieron adicionar
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informacion para mejorar el nivel de ajuste en forma significativa. Por otro lado la
mejor estimacién de la EM se obtuvo con el modelo factorial que incorporé
RIA(AGV1ota) Y RIDN(TTmax) (RZA,» 0.65 y RMSE 0.182), dejando fuera del modelo a
las restantes variables, siendo el mismo resultado para un CIEV de 0.05 hasta 0.15.
En cambio en el Modelo 4 habian sido incluidas Ac/Pro y u50 de C pero a partir de
0=0.10 y alcanzando un mejor ajuste del modelo con RZA,- 0.71 y RMSE 0.167
(Cuadro 4.7). En ninguno de los casos presentados en el Cuadro 4.11 fueron
mejorados los niveles de ajuste y prediccion de los modelos mencionados con

anterioridad en el presente trabajo (i.e. Ec. 1, 2, 3y 4).

Cuadro 4.11  Resultados de la seleccion de modelos para estimar la DMS, DFDN y EM
(g/kg MS 6 FDN; Mcal/kg MS) de forrajes ensilados de gramineas con grano y de
pastura base leguminosas a partir de la produccién de gas in vitro del forraje
completo y de los residuos insolubles en agua y detergente neutro (C, RIA, RIDN)

(Modelo 9).
Parametros * Modelo 2
Modelo 9 B EEM Sig RMSE R Sig
DMSinvivo (9/kg MS)
CIEV (0=0.05, 0.10 y 0.15)
Intercepta 545 30.2 rohk
C(Tmax) (h) 13.3 2.10 ok 29.4 0.881 ok
C(Ac/Pro) -8.4 1.89 ok
DFDNinvivo (9/kg FDN)
CIEV (0=0.05, 0.10 y 0.15)
Intercepta 622 23.7 i
C(Ac/Pro) -9.7 2.66 ok 491 0422 -
EMinvivo (Mcallkg MS)
CIEV (0=0.05, 0.10y 0.15)
Intercepta 1.15 0.248 il
RIA(AGVrotal) 0.11 0.022 wrx 0.182 0.645 il
RIDN(TTmax) 0.02 0.020 *

1 EEM = error estandar de la media 3;: pardmetro estimado; CIEV: criterio de inclusion y exclusién de variables por
procedimiento Stepwise (a). > RMSE: raiz cuadrada del cuadrado medio del error; R%y: coeficiente de
determinacion ajustado; Sig.: significancia; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; *** P<0.001.
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Cuadro 4.12  Modelos para estimar DMS, DFDN y EM (g/kg MS 6 FDN; Mcallkg MS) de
ensilajes a partir de variables derivadas de la produccién de gas in vitro del forraje
completo y los residuos insolubles en agua y detergente neutro (C, RIA, RIDN) y de
la fraccion analitica (FA) (Modelo 10).

Parametros * Modelo *
Modelo 10 B EEM Sig RMSE R%y Sig
DMSinvivo (g/kg MS)
CIEV (a=0.05)
Intercepta 450 43.9 il
RIA(Tmax) 10.8 2.21 ok
FA(Lig/FDA) 0.6 0.10 213 0937
FA(AIm) 2.1 0.26
CIEV (a=0.05, 0.10 y 0.15)
Intercepta 717 29.7 il
RIDN(T50) 2.3 1.00 * 294  0.888 ok
FA(Lig/FDA) -1194 105.4 ok
DFDNinvivo (9/kg FDN)
CIEV (0=0.05)
Intercepta 640 25.6 i
FA(Lig/FDA) -655 154.4 ok a7t 0515 ”
CIEV (0=0.10 y 0.15)
Intercepta 640 79.7 rohk
FA(Lig/FDA) -905 255.9 ok
FA(AIm) -0.57 0.227 * 452 0632 ”
C(Tmax) 12.7 7.81 t
EMinvivo (Mcallkg MS)
CIEV (0=0.05)
Intercepta 2.97 0.105 i
RIA(T50) -0.022 0.0068 *k
FA(FDA) -0.007 0.0008 ok 0102 051 ”
FA(Lig/FDA) 0.008 0.0009 ok
CIEV (0=0.10 y 0.15)
Intercepta 1.60 0.360 il
FA(Lig/FDA) -2.92 0.928 ok
FA(AIm) -0.004 0.0010 il 0.155 0.813 ok
C(Tmax) 0.07 0.028 *
RIA(AG Vo) 0.15 0.038 *x

! EEM = error estandar de la media B;: pardmetro estimado; CIEV: criterio de inclusion y exclusién de variables por
procedimiento Stepwise (o). 2 RMSE: raiz cuadrada del cuadrado medio del error; RZA,-: coeficiente de determinacion
ajustado; Sig.: significancia; NS: no significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001.
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Al incorporar en el Modelo 10 también a las fracciones analiticas entre las VI
a seleccionar, éstas muestran alta capacidad predictiva por sobre las variables
derivadas de la PG (Cuadro 4.12). Sin embargo, los modelos finalmente
seleccionados y que mejor capacidad predictiva de DMS, DFDN y EM presentaron,
fueron los que incluyeron ademas un término con informacién derivada de la PG. En
el caso de la DMS fue RIA(Tmax) 6 RIDN(T50); para DFDN fue C(Tmax); y
finalmente para EM C(Tmax) 6 RIA(T50). El Modelo 10 para predecir DMS alcanzé
un R2A1=0.937 como valor maximo y superior al presentado en la Ec. 3 y un RMSE
28% inferior, pero con el inconveniente de requerir la preparacion del sustrato RIA
para la PG in vitro. Por los resultados presentados en Cuadro 4.12 podrian ser
propuestas para predecir DMS, DFDN y EM de forrajes ensilados a partir del

Modelo 10 las siguientes cinco ecuaciones,

DMS (g/kg Ms) = 450 + 10.8 * RIA(Tmax) + 0.6 * (Lig/FDA) (Ec. B)
DMS (gkg Ms) = 717 + 2.3 * RIDN(T50) — 1194 * (Lig/FDA) (Ec. 6)
DFDN (g/kg FDN) = 640 — 905 * (Lig/FDA) — 0.57 * (Alm) + 12.7 * C(Tmax) (Ec. 7)
EM (Mcallkg MS) = 2.97 — 0.022 * RIA(T50) — 0.007 * (FDA) + 0.008 * (Lig/FDA) (Ec. 8)
EM (Mcallkg MS) = 1.60 — 2.92 * (Lig/FDA) — 0.004 * (Alm) + 0.07 * C(Tmax) +

+0.15 * RIA(AG Vo) (Ec. 9)

Donde Alm y FDA se encuentran expresados en g/kg MS, Tmax y T50 en
ml/g MS.h y RIA(AGV+q,) €n mmol/g MS. La ecuacion 7 fue la que presenté mejor
ajuste para redecir DFDN (RZA,- 0.63; RMSE 45.2; P<0.0001) respecto a todos los
modelos antes descriptos, registrando mayor RZA,» y RMSE que la Ec. 2 (i.e. RZA,- 0.63
y 0.57; RMSE 45.2 y 42.3) En este caso la variable C(Tmax) no presenta

dificultades para su obtencion ya que no requiere disponer de equipamiento de
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laboratorio especializado u oneroso. Por ultimo, las ecuaciones 8 y 9 fueron las de
mejor ajuste (RZA,- 0.91y 0,81, RMSE 0.102 y 0,155) para predecir la EM incluyendo
a RIA(T50) 6 C(Tmax) como VI junto a FDA y Lig/FDA 6 Alm. Sin embargo la
mejora alcanzada en la precision de la ecuacion 8 respecto de la 9 promueve el

analisis de la cinética de PG del RIA.

Luego del analisis de los modelos seleccionados quedarian identificadas las
Ec. 1,3, 5y 6 para predecir DMS; Ec. 2y 7 para DFDN y Ec. 4, 8 y 9 para EM. Las
ecuaciones 3 y 4 contienen términos que requieren la determinacion de AGV y sus
proporciones. Esta determinacién presenta como desventaja para la utilizacion de
las ecuaciones la complejidad en la obtencion del resultado por la necesidad del
equipo necesario y la mano de obra especializada. Ademas, la adiciéon de dichos
términos no mejoré los ajustes para predecir la DMS y EM, ya que fueron
ampliamente superados por Ec. 5 y 8, respectivamente (i.e. 28 y 25% menos de
RMSE). También, como alternativas, aunque de menor precision que 5y 8, podrian
ser tenidas en cuenta Ec. 6 y 9. En tanto que la PG no permitié alcanzar el ajuste
logrado por las fracciones de la PC en la prediccion de la DFDN. En cualquiera de

los casos descriptos la Ec. 2 surgié como la mas promisoria.
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45. Discusion

La técnica de produccién de gas supone que la MSD in vitro puede ser
explicada por la PGA a tiempo prolongados de incubacién. Por lo tanto seria
esperable que la PG surgiera como una VI seleccionada en alguno de los modelos
propuestos para predecir el VN. Sin embargo, otras variables fueron de mayor
interés como fue el caso de aquellas asociadas a la cinética de PG. Se podrian
mencionar RIA(Tmax), C(Tmax) y RIA(T50) en las Ec. 5, 7 y 8, respectivamente.
Por otro lado, las variables derivadas de la PG no fueron suficientes para alcanzar
buenos niveles de ajuste en los modelos descriptos, debiendo ser incluida en
cualquiera de los casos al menos una fraccién analitica (e.g. FDAmo, aFDNmo, Ligas Y
Alm). Menke y otros (1979) Chenost y otros (2001) y Gosselink y otros (2004)
también mencionaron dificultades en las predicciones de distintos forrajes con las
PGA. Cabe destacar que las determinaciones de quimica humeda, posiblemente
por la rapidez, facilidad y bajo costo fueron las més utilizadas para el desarrollo de

ecuaciones de prediccion del VN de los ensilajes (Cuadro 4.13).

En el Cuadro 4.13 se presenta un compilado de ecuaciones de prediccion
para forrajes ensilados de DMS, DMO, DFDN y EM propuestas por varios autores.
Solo Menke y Steingass (1988) y Kamalak y otros (2005) agruparon ensilajes de
pastura y planta entera de maiz como se propuso en este trabajo. En coincidencia
con este trabajo, el uso de ovinos alimentados a nivel de mantenimiento como
método de referencia in vivo aparece como el mas difundido. Unicamente De
Boever y otros (2005) trabajaron con un método in vitro de punto final como
referencia lo que le permitié reducir el error en el modelo propuesto (i.e. DMS RSD
13g/kg MS). La mayoria de los investigadores mantienen separados estos dos

grupos de forrajes ensilados posiblemente a causa de la variacidon en composicion y
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diferencias en el proceso de degradacién. Tal como se discutié con anterioridad en
los Capitulo 2. y Capitulo 3. respecto de las interacciones observadas entre

forrajes y tratamientos aplicados.

A pesar de separar los ensilajes por grupos de forrajeras no se observaron
mejoras en los niveles de ajuste de las ecuaciones citadas en la bibliografia. En
este sentido algunos autores trabajaron con un elevado nimero de ensilajes (e.g.
>50 UE) sin encontrar diferencias con aquellos que usaron una menor cantidad. En
este trabajo se usaron 18 UE y los ajustes logrados en las ecuaciones propuestas
fueron similares a los reportados en la bibliografia (e.g. R 0.50 a 0.90 y RSD 25 a
50 g/kg). En tanto que la DFDN fue la que mayores dificultades presento al igual
gue para Givens y otros (1993) y para Yan y Agnew (2004a); quienes no lograron
superar R? 0.60 y RSD 46, similar a lo ocurrido con las Ec. 2y 7 (i.e. R* 0.52 a 0.63

y RSD 47 y 45, respectivamente).

La menor capacidad predictiva de la PGA a diferentes tiempos de incubacion
respecto a otras variables podria estar explicada por los cambios ocurridos en los
perfiles de fermentacion entre SGgr, SL y sus Rl ya discutidos en la seccion 3.5.
del Capitulo 3. . Estos cambios modifican las contribuciones de gas directa e
indirecta y con ello las diferencias relativas entre forrajes que no se corresponden
con lo observado in vivo. Como ejemplo de esto se observd que la relacion entre la
MSD y PGA a 72 h in vitro para SGgr y SL fue diferente, aunque muy variable en
ambos casos (i.e. B; 0.21 y -0.35; R? 0.22 y 0.46 para SGgr y SL, respectivamente;
Figura 4.6, A). En los SL se observé una relacion negativa entre la PGA y MSD,
explicada al menos en parte por el mayor contenido de PB de los sustratos

(P<0.0001).
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Cuadro 4.13  Ecuaciones de predicciéon de digestibilidad de la materia seca, organica y fibra
insoluble en detergente neutro (DMS, DMO y DFDN) y contenido de energia
metabolizable (EM) para forrajes ensilados publicadas por diversos autores.

Autor FE* Ref? N°° Ecuacion * R° RSD®
Digestibilidad de la material seca (DMS; g/kg MS)
(Givens y otros, 1989) P O-M 124 993 - 0.927 * FDA Q) - -
(Givens y otros, 1993) P O-M 37 891 -0.903 * FDA 2 - -
(Jones y otros, 1980) P+Mz  O-AdL 11 646-7.1*MS+56.9*Lig+0.5* 0.79 -
(PB/FDN) — 1.7 * (FDA/Lig)
(Kamalak y otros, P+Mz  O-AdL 5 (2.58+560*c)*10 0.74 56.6
2005) P+Mz  O-AdL 5  (7.56+0.888*h)*10 0.92 31.2
P+Mz  O-AdL 5  (7.93+0.847*(a+h))*10 0.86 40.8
P+Mz  O-AdL 5  (6.6+76*c+1.94*b-1.12*(a+b))*10 0.96 21.8
P+Mz O-AdL 5  (-3.12+275*c+0.579*(a+b))*10 096 21.4
(Marten y otros, 1975) S O-M 26 854.9-0.75* FDA 0.80 211
Mz O-M 25 828.7-0.78 * FDA (3) 0.61 20.3
(Yan y Agnew 2004b) P O-M 136 1296 +0.485*PB-1.72*Cen-0.986* 0.67 -
FDN (4)
Digestibilidad de la material organica (DMO g/kg MO)
De Boever y otros (1996) P OB-M 902 - 0.588 * Lig (5) 0.3 33.0
P OB-M 64 928.5 - 0.581 * Lig - 0.010 MS (6) 0.59 30.9
P OB-M 64  846.9-0.622 * Lig + 0.102 * FDA - 0.65 28.6
0.046 * FDN (7)
De Boever y otros (2005) Mz TyT 30  8.45+0.897 * MOf72h 0.78 13.0
Ferret y otros (1997) Mz O-AdL 11 830.5-4.3*Lig 8 0.77 25.0
Flores y otros (2003) Mz  O-M 67  847.1-0.409 * FDN (9) 024 263
Mz  O-M 67  758.0 - 3.616 * Lig (10) 025 26.0
Mz O-M 67 827-0.621* FDA (11) o0.28 255

Mz O-M 67 785.1-0.685*FDA+0.896*PB (12) 0.30 26.4

Mz O-M 67 708.2-4.492 * Lig + 1.072 * PB (13) 0.44 22.7

Mz O-M 67 1069 -0.972 * FDA - 0.50 * MS (14) 0.50 215

Mz O-M 67 1041.8-1.190 * FDA + 2.145 * Cen - 0.58 19.9
0.477 * MS (15)

P O-M 194 680.6-0.424*FDA +1,071*PB (16) 0.50 49.4

P O-M 194 806.2 - 0.797 * FDA + 0.32 * (FDA/PB) 0.52 48.1

7)
P O-M 194  786.9-0.426 * FDN +0.827 *PB (18) 0.53 47.7
P O-M 194 1094 -1.013 * FDN - 1.563 * PB + 0.56 46.2
0.0466 * (FDN/PB) (19)
P O-M 194  839.4-0.419 * FDN + 0.723 * PB - 0.58 45.1
0.685 * Lig (20)
P O-M 194 1106.9-0.937 *FDN - 1.38 * PB - 0.60 43.9
0.639 * Lig + 0.0411 (FDN/PB)  (21)
Garcia-Rodriguez y otros Mz O-M - 565.0 +0.18 *B +4384.2*¢c - 3.57 * 0.50 22.8
(2005) PB - 33.65 * MS
Mz O-M - 515.7+0.20*B +3863.5*c+ 0.77 * 0.57 21.4
PB-1.74*MS -42.35*pH
P O-M - 226.0+140*B+1777.1*c-0.25* 0.80 34.3
FDN +0.79 * PB
P O-M - 4744 -157*A+0.87*B + 2558.2 *c 0.84 31.7
-0.37 *FDA + 0.62 * PB + 31.80 * pH
Givens y otros (1995) Mz OM 106 877-0.44*FDN (22) 044 320
Mz O-M 106 859 -0.723 * FDA (23) 0.43 32.7
Mz O-M 106 609 + 0.33 * Alm (24) o031 35.9
Nousiainen y otros P O-M 25 1192 -0.79 * FDN (25) 0.81 30.1
(2003) P O-M 25 1199-1.42*FDA (26) 0.85 26.1
P O-M 25 931-5.718*Lig (27) 0.80 30.1
P o-M 25 1088 -0.43 * FDN - 3.1 * Lig (28) 0.87 244
P o-M 25  1115-0.91* FDA - 2.4 * Lig (29) 0.88 227
P O-M 25 1109-1.26 *FDA+0.2*PB (30) 0.86 25.7
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Continuacion Cuadro 4.13

Autor FE' Ref? N°° Ecuacién * R>* RSD®
Digestibilidad de la material organica (DMO g/kg MO)
Rinne y otros (2006) Leg O-M 994 - 0.79 * FDN (31 082 262
Leg O-M 33 916 - 0.83 * FDA (32) 0.82 26.1
Leg O-M 33 819-2.46 *Lig (33) 081 273
Leg O-M 33 411+1.88*PG24h (mlig FDN) (34) 0.71 333
Leg O-M 33 350 +1.88*PG48h (ml/lg FDN) (35) 0.67 356
Leg O-M 33 344 +1.84*PG72h (mllg FDN) (36) 0.66  36.1
Yan y Agnew (2004b) P O-M 136 1301 +0.50*PB-1.446*Cen-0.997* 0.68 -
FDN (37)
Digestibilidad de la fibra insoluble en detergente neutro (DFDN; g/kg FDN)
Givens y otros (1993) P Oo-M 13 1160 - 1.36 * FDA (38) 059  46.0
P O-M 13 1167 -0.805* FDN (39) 0.42 55.0
Yan y Agnew (2004b) P O-M 136 1153 +1.131*PB-1.88*Cen-0.853* 0.55 -
FDN (40)
Energia metabolizable (EM Mcal/kg MS)
De Boever y otros OB-M 64  (13.97 - 0.0122 * Cen - 0.0786 * Lig) / 0.78 0.20
(1996) 4.186 (41)
P OB-M 64 (14.73-0.0131* Cen - 0.0778 * Lig - 0.84 0.10
0.0022 * MS) / 4.186 (42)
P OB-M 64  (15.67 - 0.0138 * Cen - 0.0809 * Lig - 0.86 0.10
0.0023 * MS - 0.0048 * PB) / 4.186 (43)
P OB-M 64  (13.97 - 0.0127 * Cen - 0.0701 * Lig - 0.87 0.09
0.0015 * MS - 0.0053 * PB + 0.0249 *
EE) / 4.186
Menke y Steingass P+Mz O-M 62  (14.64-0.0154 * FDA) / 4.186 (44) 0.86 -
(1988) P+Mz  O-M 62  (15.13-0.0206 * FC) / 4.186 0.92 -
P+Mz  O-M 62  (13.99 - 0.0158 * FDA + 0.0244 * EE) / 0.89 -
4.186

FE forraje ensilado de pastura consociada (P), leguminosas (Leg) y planta entera de maiz o sorgo (Mz 6 S).

2 Ref: método de referencia usado; in vivo con ovinos o bovinos a mantenimiento o ad libitum (O, B, M 6 AdL); TyT,

método in vitro de Tilley y Terry (1963).
% N® nimero de muestras usadas en el desarrollo de la ecuacion.

* Los nimeros entre paréntesis identifican la ecuacion que fue comparada con los resultados del presente trabajo.

Variables independientes en g/kg MS; MS: materia seca; Cen: cenizas; FDN: fibra insoluble en detergente neutro;

FDA:

fibra insoluble en detergente &cido; Lig: lignina; PB: proteina bruta; EE: extracto etéreo; FC: fibra cruda; PG: produccion de
gas ala 24, 48 6 72 horas; Alm: almiddn; a, b y c: parametros de la cinética de PG estimados por el modelo de @rskov y

McDonald (1979); MOf72h: materia organica fermentada a 72 horas de incubacién in vitro.
® RSD = error estandar.

Durante el proceso de degradacién del sustrato la PB libera al medio
amoniaco que desplaza el equilibrio del buffer de incubacién en el sentido contrario
a lo mencionado para el caso de los AGV, capturando CO, en solucién. Como
resultado de este desplazamiento se reduce el volumen de gas liberado (Schofield,
2000). En los SL el mayor contenido de PB coincide con aquellos de mayor
digestibilidad lo que explicaria la menor PGA a mayor MSD in vitro (Figura 4.6).
Esta variabilidad en la PGA podria explicar la baja capacidad predictiva de la
variables de ella derivadas cuando se incuba forraje ensilado completo y en fresco

tal como fue usado en este trabajo. Por otro lado y en acuerdo con lo anterior, los
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lavados de los RI eliminan la mayor proporcion de fuentes nitrogenadas lo cual
explicaria la relacion establecida entre MSD y PGA, lineal y positiva (i.e. R? 0.83;
Figura 4.6, B). Permitiendo ademas establecer una relacién de menor variabilidad

gue la de los sustratos completos incubados en fresco.

Fueron descriptas en la bibliografia ecuaciones que incluyeron a la PGA
como predictor del VN de alimentos para animales, aungue con niveles de ajuste
inferiores a los encontrados en el presente trabajo. Ademas los sustratos fueron
incubados en seco y molidos, aunque el contenido de humedad fue corregido por
alguna de las determinaciones de referencia para ensilajes en la mayoria de los
casos (e.g. estufa vs tolueno o liofilizacién). Gosselink y otros (2004) encontraron
gue para predecir la DMO de pasturas, la PGA a las 20 horas fue la variable de
mayor importancia, respecto de los otros tiempos de incubacion en la seleccion de
modelos (i.e. R? 0.55 y RMSE 31 g/kg MO). Aunque para mejorar la precision de las
ecuaciones de prediccién era necesario incluir FDN y PB (i.e. R? 0.60 y RMSE 29
g/kg MO) 0 recurrir a la digestibilidad in vitro de Tilley y Terry (1963) para alcanzar
R?=0.71 y RMSE=24 g/kg MO. En coincidencia a lo reportado por De Boever y otros
(2005) quienes para predecir la DMO de ensilajes de planta entera de maiz
utilizaron la MO fermentada a la 72 horas medida como la desaparicién de sustrato
in vitro. En dicho trabajo no fueron incluidas como variables de interés en los
modelos seleccionados la PG hasta la hora 3, de 3 a 20 h y a las 72 h, tiempo
medio para alcanzar las PG en cada intervalo y Tmax entre 3 y 20 h. Por otro lado,
para predecir DMO de ensilajes de pastura las fracciones analiticas FDA,, aFDNmo
y Ligas fueron las que explicaban la mayor proporcion de la variabilidad total cuando
se ajustaba con ellas un modelo de regresién lineal multiple (i.e. R*=0.65 y
RMSE=29 g/kg MO; De Boever y otros (1996). En cambio, Ribeiro y Moreira (2000)

trabajando con forrajes de pastura no encontraron buenos ajustes para predecir
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DMS in vivo a partir de la PG, tanto desde los pardmetros que describen la cinética
de PG, como de la misma PGA. Aunque el Unico que no resulté estadisticamente

significativo fue el ajustado a la PGA a tiempo infinito (R?=0.22 y P=0.205).

A pesar de la amplia gama de métodos alternativos estudiados por varios
autores para predecir DMS, DMO DFDN o EM de los forrajes ensilados, muchos de
ellos coinciden en que los métodos in vitro de punto final son los mas adecuados
(Marten y otros, 1975; Givens y otros, 1993; Givens y otros, 1995; De Boever y
otros, 1996; Flores y otros, 2003; De Boever y otros, 2005; Rinne y otros, 2006).
Entre los métodos in vitro citados se encontraron el de Goering y Van Soest (1970),
pepsina + celulasa y el de Tilley y Terry (1963). Con éste ultimo fueron publicados
ajustes superiores a 90% con errores inferiores a 20 g/kg MO. En el Cuadro 4.13 se
presenta una recopilacion de ecuaciones propuestas por varios de los autores
citados. Otros autores también publicaron ecuaciones para predecir el VN de
ensilajes de maiz y pastura a partir de los resultados de quimica himeda
convencional (Marten y otros, 1975; Jones y otros, 1980; Menke y Steingass, 1988;
Givens y otros, 1989; Givens y otros, 1993; Ferret y otros, 1997 Flores y otros,
2003; Nousiainen y otros, 2003; Yan y Agnew, 2004a) (Cuadro 4.13). Incluso
reportando en algunos casos que la PG in vitro no resulté apropiada para predecir el
VN de los ensilajes (Menke y Steingass, 1988). En contraposicién a lo citado
anteriormente, Rinne y otros (2006) reportaron ecuaciones de regresion lineal
simple con adecuados ajustes para predecir DMO de ensilajes de maiz a partir de la
PG a las 24, 48 y 72 h de la FDN de los sustratos estudiados (i.e. R* 0.70 y RMSE
33.3 g/kg MS). Sin embargo la FDN, FDA y Lig resultaron aun mejores predictores

que la PGA (i.e. R? 0.82 y RMSE 27.3 g/kg MS).
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Algunas de las dificultades encontradas por los autores al aplicar las
variables derivadas de la PG fueron explicadas o atribuidas al uso del ensilaje seco
en estufa que subestima la digestibilidad del forraje a causa de la pérdida de los
compuestos volatiles (Brown y Radcliffe, 1971; Deaville y Givens, 1998; Dumont y
otros, 2005). La solucion propuesta fue corregir el contenido de MS de los ensilajes
por la determinacién por tolueno o liofilizacion. Sin embargo, ademas de la
subestimacion de la digestibilidad debe ser tenida en cuenta la reduccion de la tasa
de degradacion a causa de las transformaciones ocurridas durante el secado como

ya se comento en la seccion 3.5. del Capitulo 2.
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Figura 4.6 Relacion entre la materia seca desaparecida (MSD) y la produccion de gas
acumulada a las 72 horas (PGA) para ensilajes de graminea con grano (SGgr; m)
y pasturas base leguminosas (SL; A) incubadas en fresco en A y para los
residuos insolubles en agua y detergente neutro de todos los ensilajes en B (o).

En coincidencia a lo reportado en este trabajo, Chenost y otros (2001)
encontraron que la tasa de PG (c, ml/h) estimada segun el modelo de @rskov y
McDonald (1979), fue el mejor predictor de DMO de forrajes de pastura (i.e. R 0.89
y 0.97 y RMSE 21.6 y 8.8 g/kg MS para gramineas y alfalfa, respectivamente). En
coincidencia con esto Kamalak y otros (2005) también encontraron buenos ajustes
al predecir la DMS con c, pero éstos aumentaban considerablemente cuando se

adicionada un término con (a + b) (i.e. R* 0.74 y 0.96; RMSE 56 y 21 g/kg MS).
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Garcia-Rodriguez y otros (2005) encontraron respuestas similares para forrajes
ensilados de pastura y maiz, aunque debieron incorporar ademas el contenido de

PB como VI en los modelos propuestos.

Las ecuaciones del Cuadro 4.13 podrian ser usadas como alternativas a las
propuestas en este trabajo (i.e. Ec. 1 a 9). Sin embargo debian ser evaluadas a fin
de establecer su coincidencia con los ensilajes de produccién local. Fueron usadas
aquellas ecuaciones para las cuales se disponia de la informacién requerida (e.g.
las ecuaciones fueron numeradas del 1 al 44 en el cuadro para su identificacion).
Dado que las estimaciones eran especificas por tipo de ensilaje se analizaron por
SGgr, SL y base de datos completa. Los resultados predichos fueron
correlacionados con los observados in vivo de DMS, DMO, DFDN y EM para
seleccionar las ecuaciones mas apropiadas. En cualquiera de los casos estudiados
las mejores correlaciones se observaron para la base de datos completa sin
distincion entre SGgr y SL. Agquellas elegidas se describen en el Cuadro 4.14 y
fueron las que alcanzaron coeficientes de correlacion superiores a 0.90 para DMO y
0.70 para DMS y EM. La estimacién de DFDN reportada por Givens y otros (1993) y
Yan y Agnew (2004a) no mostr6 correlaciones significativas; la ecuacion 38 alcanzé

el valor mas alto con r = 0.49 para SL, aunque no resulto significativo (P>0.05).

La ecuaciones para DMO 6, 8, 10, 13, 27 y 33 del Cuadro 4.13 fueron las
mas apropiadas predecir los valores observados in vivo. A su vez, solo la 33 estimo
resultados equivalentes a los observados (i.e. =0y B:=1); por lo tanto seria la mas
apropiada de todas las presentadas para predecir DMO. En cambio las usadas para
DMS y EM no se correlacionaron con los valores observados (i.e. Rza,- < 0.50). Sin

embargo, las ecuaciones propuestas en este trabajo resultaron superadoras a las
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de la bibliografia (i.e. Ec. 1 a 9); aunque en algunos casos presentaron la

desventaja de requerir un mayor nimero de determinaciones de laboratorio.

Cuadro 4.14  Ecuaciones de transformacion de los valores predichos por las ecuaciones
de la bibliografia (x) a los observados in vivo (y) (n=18).

Ecuacion * Bog B Rzﬂ- RSD Sig
Digestibilidad de la materia seca (g/kg MS)
1 83.9 0.82 0.449 63.1 *x
2 125.1 0.66 0.450 63.0 *x
3 177.0 0.68 0.451 63.0 **

Digestibilidad de la materia organica (g/kg MO)

6 -2813 3.9 0.864 29.1 ek
8 325.5 0.51 0.865 28.9 b
10 289.1 0.61 0.866 28.8 b
13 310.2 0.57 0.814 34.0 b
27 392.4 0.39 0.866 28.9 b
33 16.9 0.90 0.866 28.8 i
Energia metabolizable (Mcal/lkg MS)
41 1.73 0.32 0.498 0.22 ok
42 1.70 0.33 0.514 0.22 ok
43 1.75 0.30 0.505 0.22 il

" El nimero de ecuacién corresponde al consignado entre paréntesis en el Cuadro 4.13
RSD: desvio estandar de los residuales; R%: coeficiente de determinacién ajustado; Sig.: significancia; NS: no
significativo; T, P<0.10; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001.
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Figura 4.7 Relacion entre el contenido de energia metabolizable (EM) y la digestibilidad de
la materia seca y organica in vivo (DMS, A y DMO, B) de forrajes ensilados con
mas (¢, n=10) y menos (o, n=8) de 100 g de almidon /kg MS o todos los datos (x,
n=18).
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La concentracién energética y el contenido de PB de los alimentos son
requeridos para la formulacién de raciones. Las ecuaciones de prediccion de la
DMS y DMO son una herramienta para alcanzar por ultimo la estimacion de la EM.
Para los forrajes ensilados estudiados en este trabajo se detecté que la
transformacién de la DMS a EM era dependiente de la EB del ensilaje. Algunos
autores sugieren la medicién o estimacién de esta variable para mejorar el grado de
ajuste de los modelos (Givens y otros, 1989, Flores y otros, 2003; Yan y Agnew,
2004b). Dado que la determinacion de la EB es costosa y en el caso de los ensilajes
presenta la dificultad adicional de requerir la liofilizacion del forraje se propuso una
formula para la estimacion de la EM a partir de la DMS (e.g. la liofilizacién minimiza
la pérdida de los compuestos volatiles de alta densidad energética como los AGV).
Fue necesario ajustar la ecuacion para los ensilajes con mas o menos de 100 g Alm

/ kg MS (Figura 4.7).
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4.6. Conclusion

Las ecuaciones que se detallan a continuacion fueron seleccionadas a partir
de la evaluacion por quimica himeda y produccion de gas in vitro para ensilajes de
gramineas con grano y pastura a base de leguminosas (Cuadro 4.15). Siendo
consideradas las mas relevantes Ec. 5 y 8 para DMS y EM, respectivamente por su

facilidad de aplicacion y menor costo respecto de las otras.

Cuadro 4.15  Ecuaciones de prediccion desarrolladas en el presente trabajo.

Ecuaciones R’ RSD

Digestibilidad de la materia seca (DMS; g/kg MS)

Ec.1 770 - 1149 * (Lig/FDA) 0.85 33.2
Ec.3 545+ 13.3* Tmax — 8.4 Ac/Pro 0.88 294
Ec.5 450 + 10.8 * RIA(Tmax) + 0.6 * (Lig/FDA) 094 213
Ec.6 717 + 2.3 * RIDN(T50) — 1194 * (Lig/FDA) 0.89 29.4

Digestibilidad de la fibra insoluble en detergente neutro (DFDN; g/kg FDN)

Ec.2 547 +0.23 * ;FDNp,, — 811 * (Lig/FDA) 0.57 42.3
Ec. 7 640 — 905 * (Lig/FDA) — 0.57 * (Alm) + 12.7 * C(Tmax) 0.63 452
Energia metabolizable (Mcal’kg MS)

Ec.4 2.29 +8.54 * y50 — 0.05 * Ac/Pro 0.71 0.17
Ec.8 2.97 —0.022 * RIA(T50) — 0.007 * (FDA) + 0.008 * (Lig/FDA)  0.89  0.10

Ec.9 1.60 — 2.92 * (Lig/FDA) — 0.004 * (Alm) + 0.07 * C(Tmax) + 0.81  0.16
+0.15 * RIA(AG Vo)

! Variables independientes en g/kg MS corregida por liofilizacién; s,FDNn,: fibra insoluble en detergente neutro libre de
cenizas y con a-amilasa; FDAm,: fibra insoluble en detergente acido libre de cenizas; Lig: lignina; Alm: almidén.

Variables en ml/g MS.h, Tmax: tasa maxima de producciéon de gas; p50: tasa especifica de produccién de gas al
tiempo en que se produce el 50% del total de gas

T50: tiempo en que se produce el 50% del total de gas liberado (h); AGV+qa: acidos grasos volatiles totales (mmol/g
MS incubada)
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Las ecuaciones alcanzadas para predecir DFDN presentaron pobres niveles
de ajuste en forma consistente a lo reportado por otros autores. Seria necesario
continuar explorando las razones de la elevada variabilidad en los resultados
obtenidos. Aunque el papel que juega el almidén en la reduccion de la digestion de

la celulosa pareciera ser el factor determinante.

Las diversas ecuaciones de prediccion reportadas en la bibliografia, en su
mayoria, no resultaron apropiadas para predecir la DMS, DMO y EM de los forrajes
ensilados producidos localmente y a escala comercial. Resulta razonable que
aquellas que fueron desarrolladas en la region resulten mas adecuadas. En este
sentido, fueron alcanzados adecuados niveles de ajuste con errores similares a los
reportados por la bibliografia y en algunos casos inferiores. Si bien las fracciones
analiticas como ;FDNp,, Lig/FDA y almidén fueron fundamentales para el desarrollo
de las ecuaciones, otras variables derivadas de la PG fueron necesarias para
reducir la magnitud de los errores de la prediccién. En este sentido, las tasas de PG
y los tiempos en que éstas ocurrieron (i.e. Tmax, u50 y T50) fueron de mayor
utilidad que las PGA. Ademas los pardmetros de la cinética de PG de los residuos
insolubles en agua y detergente neutro (i.e. RIA y RIDN) permitieron mejorar la
precision de la prediccion de DMS en la Ec. 5y 6 respecto de la 1 (i.e. RSD 21.3y
29.4 vs 33.2). Algo similar ocurrié con la Ec. 8 respecto de las 4 y 9. Finalmente, la
aplicacion de las ecuaciones propuestas requiere la expresion de las fracciones
analiticas en base seca corregida por liofilizacién asi como la incubacién de los

ensilajes en fresco pero molidos con hielo seco.
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Capitulo 5.

Conclusiones generales

La inclusién de los forrajes ensilados en las dietas de rumiantes utilizadas en
nuestro pais se ha duplicado en los ultimos diez afios y las perspectivas contindan
en aumento. En el contexto actual donde la ganaderia fue desplazada por la
agricultura hacia zonas menos productivas, pero la demanda de sus productos se
mantiene, resulta indispensable conocer las ineficiencias del sistema productivo a
fin de minimizarlas. De este modo seria posible asegurar la sustentabilidad
productiva y econdmica asi como la rentabilidad del sistema pecuario a pesar de la
menor productividad de las nuevas regiones ganaderas. En este sentido, la
valoracion nutricional de los ensilajes cobra cada vez mayor importancia y es por
eso que el objetivo del presente proyecto fue generar conocimientos y criterios que

mejoren la evaluacion de la calidad de los forrajes ensilados.

La evaluacion de la calidad de los alimentos tiene como principales objetivos
estimar la densidad energética y el nivel de consumo maximo que se permite lograr.
En el caso de los forrajes ensilados es reconocida la dificultad que extiste para
alcanzar adecuados niveles de prediccion de las variables mencionadas
anteriormente. Estas dificultades fueron atribuidas entre otras a la complejidad en
composicion de los materiales ensilados, principalmente a los hidratos de carbono
estructurales y no estructurales y a la proporcidon de sustancias volatiles que los

integran.

Para la evaluacion de alimentos por quimica humeda existe acuerdo entre

numerosas fuentes, acerca del procesamiento por estufa y posterior molienda de las
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muestras. En cambio, cuando el anadlisis a practicar es in vitro de punto final o

cinética de digestion no existe en la bibliografia un criterio Gnico de trabajo.

Uno de los puntos mas discutidos acerca del procesamiento de los ensilajes
para su analisis es el modo de presentacion. La pregunta que surge es si la muestra
debe estar seca o fresca para el estudio in vitro. En este trabajo se detecté que la
respuesta a esa pregunta varia en funcién de la variable en estudio y del objetivo
final del analisis. La DMS in vivo fue sobreestimada por la MSD tanto con sustrato
fresco como seco a las 72 h. Sin embargo, la variabilidad de los resultados se
redujo cuando el sustrato se presentd en seco. Es decir que el secado en estufa y
posterior molienda no debe ser descartado como procedimiento de rutina para la
estimacion de la digestibilidad de los ensilajes si se realiza la correccién por las
pérdidas de sustancias volatiles ocurrida y se conoce la magnitud de la

sobreestimacion.

Sin embargo, cuando el interés del investigador es describir la cinética de
digestion y no el punto final del proceso, el sustrato deberia ser usado en fresco y
molido con hielo seco, ya que el secado retrasa la PG del alimento incubado in vitro
aumentando la fase Lag, disminuyendo las tasas de PG y provocando cambios en
la composicion de los AGV producidos. La molienda con hielo seco debe asegurar
gue mas de 60% del alimento se encuentre en particulas de menos de 1.19 mm. En
caso contrario la MSD, FDND, FDAD, tasas de PG y PGA hasta las 24 h seran

menores cuando sea usado sustrato fresco.

Actualmente, es reconocido que las variables que describen la cinética de
digestion de los alimentos se encuentran relacionadas con la estimacion del
consumo de materia seca aungque no existen ecuaciones de amplia difusién para

forrajes ensilados. En tanto que la estimacion de la DMS y EM apartir de las
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variables que describen la cinética de digestion in vitro son ain mas escasas y de
menor capacidad predictiva que otras. En contraposicion a esto Ultimo, en este
trabajo se encontr6 que las variables relacionadas con la velocidad de PG (i.e.
Tmax, u50 y T50) fueron mas explicativas que la PGA a 72 h en las ecuaciones de
estimacion de la DMS y EM. La mejora en los resultados obtenidos en este trabajo
respecto a los de la bibliografia probablemente se encuentre asociadas a la

descripcion de la cinética de PG alcanzada con el sustrato fresco.

La incubacion in vitro de los RI fue usada por algunos autores para comparar
alimentos de diferente contenido de carbohidratos fermentescibles, pero no como
fuente de informacién para predecir la digestibilidad y densidad energética. La
comparacion de los RIA y RIDN permiti6 caracterizar los grupos de ensilajes
estudiados, SL y SGgr, y detectar diferencias entre ellos respecto del diferente
aporte de carbohidratos de rapida, media o lenta degradabilidad. Sin embargo, el
célculo de las curvas de substraccion para describir la cinética de PG de las
sustancias solubilizadas en cada lavado no resultdé apropiado debido a las
diferencias ocurridas en el patrén de fermentacion de AGV de cada sustrato (i.e. C,
RIA y RIDN). La relacion entre MSD y PGA no fue constante debido a cambios en la

contribucién del gas directo e indirecto.

El estudio de correlacion de las variables derivadas de la incubacion in vitro
para los sustratos C, RIA y RIDN fue de utilidad para identificar las fuentes de
informacion mas adecuadas para predecir DMS, DFDN y EM de los ensilajes. Las
variables Lag, Tmax y TTmax de RIA mostraron una alta correlacién con MSD;
mientras que Lag y Ac/Pro de RIDN se correlacionaron negativamente. A diferencia
de lo esperado, el efecto negativo de la menor capacidad de fermentacién de RIDN

resultd de menor impacto sobre la MSD del ensilaje que la tasa de PG del RIA.
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Las ecuaciones disponibles en la bibliografia para estimar DMS, DMO,
DFDN y EM de los forrajes ensilados no fueron desarrolladas en nuestro pais y
utilizan como fuente de informacién principal la composicion de la pared celular.
Hasta el momento no fueron difundidos trabajos locales que validen el uso de
alguna de las mencionadas ecuaciones en las condiciones locales de produccion de
ensilajes. Segun los resultados obtenidos, algunas de las ecuaciones para DMO se
detectaron como promisorias para el uso local (i.e. Rza,- > 0.80); aunque con la
posterior transformacién en EM el error de estimaciéon aumentara. En trabajos
futuros deberian ser puestas a prueba con un mayor nimero de ensilajes que
permitan alcanzar un resultado concluyente. Cabe destacar que la Lig del ensilaje
fue incluida como fuente de informacion con efecto negativo en todas las
mencionadas ecuaciones. Por otro lado, ninguno de los modelos para predecir DMS
y EM que fueron testeados resultaron adecuados (i.e. Rzaj < 0.50) con las muestras

de ensilaje utilizadas en el presente trabajo.

En las ecuaciones de prediccion de DMS, DFDN y EM desarrolladas en este
trabajo fueron indispensables las fracciones analiticas como ,FDN.,,, Lig/FDA y
almidon. Sin embargo, otras variables derivadas de la PG fueron necesarias para
reducir la magnitud de los errores de la prediccion, reforzando el valor practico de
éste método. Por otro lado, las tasas de PG y los tiempos en que éstas ocurrieron
(i.,e. Tmax, u50 y T50) fueron de mayor utilidad que las PGA; y tal como fue
identificado en el estudio de correlacion entre la MSD vy las cinéticas de PG de los

RI, éstos permitieron mejorar la precision de las predicciones.

Las ecuaciones de prediccion desarrolladas en este trabajo presentan un
avance sobre las descriptas en la biliografia tanto por los niveles superiores de

ajuste alcanzado como por la innovacion respecto de las fuentes de informacion
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utilizadas provenientes de la cinética de PG. En este sentido, resulta importante
destacar que fue necesario el trabajo con sustrato fresco molido con hielo seco y
con los residuos insolubles en agua y detergente neutro para mejorar los resultados
reportados por otros autores. Futuras investigaciones seran necesarias para
mejorar o validar las ecuaciones propuestas, asi como también la experimentacion

in vivo que permita ampliar la base de datos de referencia disponible.
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