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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar nutricionalmente el follaje de leguminosas tropicales
Canavalia (C. brasiliensis), Desmodium (D. velutinum), Caupi (V. unguiculata),
Stylosanthes (S. guianensis), Cratylia (C argentea), Lablab (L purpureus), Centrosema
(C. molle) y Centrocema brasilianum mediante pruebas de composicion quimica,
digestibilidad in vitro prececal de materia seca,(DIMS) energia (DIVE) y proteina
(DIVP) y fermentacion in vitro cecal. Se encontré C. molle y V. unguiculata tuvieron
valores superiores en DIVMS y DIVE sin presentar diferencias estadistica significativas
(P<0,001) los valores menores fueron para S. guianensis y C. brasilianum; las
leguminosas C. molle, C. argentea y D. velutinum presentaron DIVP de 62,2; 61,4 y
59,7% respectivamente. A las 99 horas de fermentacion, la mayor produccion de gas,
acidos grasos volatiles totales (AGVT) y acido acético, la tuvieron X. saggitifolium y V.
unguiculata, (207,5 — 218,7 ml; 66,1-68,5; 36-38mmol/l respectivamente). Una vez
identificadas las variables mas asociadas en un analisis de componentes principales,
se formaron clusters CL, el coeficiente de determinacion (R?) manifiesta que el 84,3%
de la variacion encontrada, fue explicada por el modelo estadistico utilizado. Los CL
indicaron 4 agrupaciones CL 1: C. molle, D. velutinum, V. unguiculata y C. argentea
especies con Proteina cruda (PC) 185-241g/KgMS, y Cel (Celulosa) 130-211 g/KgMS,
excepto V. unguiculata en DIVP tuvieron DIVMS, DIVE y DIVP superior al 60%;
produccién de AGVT superior a 52mmol/l, a las 30 horas de fermentacién alcanzaron
69% de produccién de AGVT de su potencial. CL 2: L. purpureus, C. brasiliensis y X.
sagqitifolium: Especies con PC de 216 — 236 g/Kg MS; FDN 311-347 g/Kg MS y cel
127-138g/Kg MS; con una DIVMS de 48,6-61,8% y DIVP 44,1 — 46,0%. Las
leguminosas de este grupo tuvieron una produccion de gas total de 160 — 183 ml, el
80% de la produccion fue alcanzada a las 30horas de fermentacion, y produccion de
AGVT mas bajos de todas las demas especies 31,2 — 33,9 mmol/l. X saggitifolium tuvo
similar comportamiento en la composicién quimica, DIVMS, DIVE y DIVP pero fue una
de las especies de mayor produccién de gas 218,7ml y AGVT 68,5mmol/l. CL 3 C.
brasilianumy S. guianensis; especies con alto contenido de FDN 470-578 g/KgMS que
afecta principalmente la DIVMS y DIVE, baja producciéon de gas y el 79% de la
producciéon de AGVT fue alcanzada a las 30horas de fermentacion. CL 4: T. soya
Especie no forrajera, sobresalié en toda la evluacion. Las leguminosas forrajeras
promisorias para la alimentacion de cerdos de acuerdo a su composicidon quimica,
digestibilidad y fermentacién in vitro son: Caupi (V. unguiculata); Centrosema (C.
molle); Desmodium (D. velutinum) y Cratylia (C. argentea) contrario de las especies S.
guianensis y C. brasilianum que presentaron bajo comportamiento. Existe dos clases
de proteinas que son comunes en los forrajes de leguminosas como subunidades
grandes de rubisco y Proteina vegetativa de almacenamiento foliar (VSP) que por su
alto contenido en aminoacidos esenciales le da un alto valor agregado al contenido y
composicion aminoacidica, lo cual los hace viable para la alimentacion de
monogastricos y una opcion econémica para pequenos productores.

Palabras Clave: Leguminosas tropicales, digestibilidad in vitro prececal, fermentacion
in vitro cecal, acidos grasos volatiles, especies forrajeras promisorias



ABSTRACT

In order to evaluate nutritionally foliage of tropical legumes Canavalia (C.
brasiliensis), Desmodium (D. velutinum), Cowpea (V. unguiculata),
Stylosanthes (S. guianensis), Cratylia (C argentea), Lablab (L purpureus) ,
Centrosema (C. molle) and Centrocema brasilianum by chemical tests, in vitro
digestibility of dry matter prececal (DIMS) energy (DIVE) and protein (DIVP) and
cecal fermentation in vitro. It was found and V. unguiculata y C. molle had
higher values in IVDMD and DIVE without no differences statistically significant
(P <0.001) minor values were for S. guianensis and C. brasilianum, and
legumes C. molle, C. argentea and D. velutinum presented DIVP 62.2, 61.4 and
59.7% respectively. At 99 hours of fermentation, major production of gas,
volatile fatty acids (AGVT) and acetic acid, the had X.saggitifolium and V.
unguiculata (207.5 to 218.7 ml, 66.1 to 68.5, 36-38mmol respectively). Once we
identified variables more associated in a principal component analysis, clusters
CL are formed; coefficient of determination (R2) states that 84.3% of the
variation found was explained by the model used.

The CL showed four groups CL 1: C. molle D. velutinum, V. unguiculata and C.
argentea species crude protein (CP) 185-241g/KgMS and Cel (Cellulose) 130-
211 g / kgMS, except V. unguiculata in DIVP had IVDMD, DIVP DIVE and more
than 60%, production of AGVT than 52mmol, at 30 hours of fermentation
reached 69% of production AGVT its potential. CL 2: L. purpureus, C. and X.
brasiliensis saggitifolium: PC species with 216-236 g / kg DM, 311-347 g NDF /
kg DM and MS 127-138g/Kg cel, with a 48.6 to 61.8% and IVDMD DIVP 44.1 to
46 , 0%. The legumes in this group had a total gas production 160-183 ml, 80%
of production was reached after 30 hours of fermentation and production of
AGVT lowest of all other species from 31.2 to 33.9 mmol / |. X saggitifolium had
similar behavior in chemical composition, IVDMD, DIVE and DIVP but it was
one of species of higher gas production AGVT 218.7 ml and 68.5 mmol /1. CL 3
C. brasilianum, S. guianensis, species with high content of 470-578 g NDF /
kgMS affecting IVDMD and DIVE, low production of gas and 79% of production
was reached at AGVT 30 hours of fermentation. CL 4: T. non forage species,
excelled in all tests.

Promising forage legumes for feeding pigs according to their chemical
composition, digestibility and fermentation in vitro are: Cowpea (V. unguiculata)
Centrosema (C. molle); Desmodium (D. velutinum) and Cratylia (C argentea) in
contrary of species S. guianensis and C. brasilianum had low performance.
There are two classes of proteins are common in forage legumes such as
Rubisco large subunits and vegetative storage protein leaf (VSP) by its high
content of essential amino acids gives a high value added content and amino
acid composition, which makes it viable to feed monogastric and an economical
option for small producers.

Keywords: tropical legumes, prececal vitro digestibility, in vitro cecal
fermentation, volatile fatty acids, promising forage species



INTRODUCCION

En los paises tropicales, en general en desarrollo, una alta proporcion de la
produccion de cerdos es realizada por pequefos porcicultores; En Colombia, el
75% de la produccion porcina es generada por estos productores, los cuales
estan en riesgo debido: a las politicas globales de mercadeo (politicas
arancelarias y tributarias);a la produccion de biocombustibles partiendo de
fuentes originalmente utilizadas en alimentacion humana y animal (ej. cafia de
azucar, maiz, yuca, remolacha) y a el alto precio de los cereales y fuentes de
proteina en el mercado mundial. Por lo tanto, en la actualidad se esta tratando
de implementar Ila utilizacion de alimentos locales en la produccion porcina
como una alternativa nutritiva y de bajo costo.

Entre las alternativas mas interesantes de alimentacién estan los granos de
leguminosas (Torres, 2009) y los follajes arbéreos y arbustivos; los cuales,
ademas de sus altos contenidos en proteina, tienen una amplia disponibilidad
en el tropico, no compite con la alimentacion humana y contempla una serie de
ventajas ambientales (Preston y Murgueito, 1992). Al respecto el CIAT (Centro
Internacional de Agricultura Tropical) ha centrado sus investigaciones en
cultivos forrajeros tropicales especialmente leguminosas (de grano y/o forraje)
para ser adaptados en sistemas de explotaciones pecuarias. Esto con el
objetivo de mejorar la calidad de los suelos y darle al productor la oportunidad
de producir ingredientes de alto valor nutricional que pueden ser usados en
produccion pecuaria.

La mayoria de estudios realizados con leguminosas en la alimentacion de
monogastricos, han sido especialmente utilizando sus granos. Por ejemplo, los
granos de Caupi (Vigna unguiculata), Guandul (Cajanus cajan) y el
Sophocarpus tetragonolobus tienen el potencial para conformar el componente
proteico de las raciones para monogastricos, por su contenido de proteinas,
energia y otros nutrientes (Ledn et al., citado por Aguirre, 2009).

El follaje de leguminosas ha sido incluido ampliamente con éxito en dietas para
rumiantes, debido a su alto valor proteico y bajo contenido de factores
antinutricionales. Sin embargo, su alto contenido de fibra y bajo valor
energético limita su utilizacibn en animales monogastricos. Los escasos
estudios de inclusion de forrajes en dieta para monogastricos han demostrado
que estos son una estrategia apropiada para lograr sistemas de produccién
socialmente deseables y econdmicamente viables. Ademas, contribuyen a la
preservacion de la diversidad bioldégica y no compitan con la nutricion humana.
Pero esta informacién estd centrada en pocas especies forrajeras como
Nacedero (Trichanthera gigantea), Leucaena (Leucaena leucocephala) Alfalfa
(Medicago sativa) y Bore (Xanthosoma saggitifolium) creando la necesidad de
buscar y estudiar otras especies adaptadas a climas tropicales.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar a través de la

composicién quimica y técnicas in vitro que simulan la hidrélisis enzimatica
(digestion estomacal e ileal) y la fermentacién del intestino grueso, el potencial
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nutricional de leguminosas forrajeras tropicales (Canavalia brasiliensis, Vigna
unguiculata, Lablab purpureus, Cratylia argentea, Desmodium velutinum,
Centrosema molle, Centrosema brasilianum y Stylosanthes guianensis),
disponibles para el pequefio productor porcicola como fuentes alternativas de
proteina.

Este trabajo hace parte de la investigacion del grupo de Nutricion Animal
MNCP, financiada por DIPAL y por la Agencia de desarrollo Aleman
Bundejministerium fur Wirtschaftliche Zusammeharbeit und Entwicklung (BMZ)
con el proyecto “more chicken and pork in the pot and Money in pocket:
improving forages for monogastric animals with low- in come farmers”

18



1. OBJETIVOS

1.10BJETIVO GENERAL

Determinar la composicion nutricional, la hidrolisis enzimatica in vitro y la
fermentacién in vitro del follaje de leguminosas tropicales (Canavalia
brasiliensis, Desmodium velutinum, Vigna unguiculata, Stylosanthes
guianensis, Cratylia argentea, Lablab purpureus, Centrosema Molle vy
Centrosema brasilianum) como posibles fuentes de proteina para la nutricion
porcina.

1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la composicion quimica de las diferentes leguminosas
forrajeras tropicales.

e Estimar la digestibilidad enzimatica in vitro prececal de la materia seca
(MS) y energia del follaje de leguminosas.

¢ Cuantificar la fermentacion cecal mediante una prueba in vitro (cinética
de produccion de gas en jeringas) de acuerdo al modelo de France et al.
(1993). Igualmente, medir los productos finales de la fermentacion
(acidos grasos volatiles AGV).

e Determinar la cinética de la digestibilidad in vitro de las proteinas.

e Identificar las proteinas existentes en los forrajes de leguminosas
mediante electroforesis.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. PRODUCCION PORCINA EN COLOMBIA

La porcicultura colombiana se ubica en el séptimo lugar del continente en lo
referente a la produccion de carne, con cerca de 152 mil ton/afio y cuenta con
un inventario de rotacién cercano a los 2.8 millones de cabezas (Daza, 2002).
El comportamiento de la produccion de cerdo en Colombia se ha caracterizado
por su irregular desemperio a través del tiempo, principalmente por los altos
costos de produccion representados en la alimentacidén a base de concentrados
y por las fluctuaciones en el precio de la carne de cerdo.

De acuerdo a la caracterizacion realizada por la Asociaciéon Colombiana de
Porcicultores ACP, las producciones porcinas se dividen en tres tipos de
acuerdo al numero de animales en proceso de ceba que maneja: Grande 300
animales, mediana entre 100 y 300 animales y pequeios que atienden menos
de 100 animales, (SIPSA, 2007). Este ultimo, representa el 75% de la
produccion porcina a nivel nacional (Botero, 2004). En el pais se reconocen
cuatro regiones dedicadas a la produccion de carne de cerdo, en donde se
concentra el 86% de la produccidon nacional: Antioquia, Cundinamarca, Valle
del Cauca y el Eje Cafetero, indicando como mayor productor de carne de
cerdo al departamento de Antioquia, el cual aporta el 40% del total de la
produccion (SIPSA, 2007).

2.2. ESPECIES FORRAJERAS UTILIZADAS EN LA ALIMENTACION
ANIMAL

Las especies forrajeras han sido utilizadas con éxito en especies rumiantes,
debido a que su fisiologia digestiva le permite aprovechar la mayoria de fibras
como fuente de energia y demas nutrientes. En los ultimos afios, la utilizacion
de forrajes de plantas tropicales estd siendo estudiada como fuentes
alternativas de proteinas para la alimentacion de monogastricos a bajo costo.

Debido a la amplia diversidad y caracteristicas de adaptacién a gran cantidad
de ecosistemas en climas tropicales las plantas forrajeras ofrecen perspectivas
como solucién bioldgica, practica y viable para la alimentacion animal. Sin
embargo, la mayoria de estas fuentes no convencionales, en general presentan
un alto contenido de humedad vy fibras, lo que influye como limitante para la
incorporacion en altas cantidades en la dietas para cerdos (Botero, 2004).
Ademas, el nitrdgeno en ocasiones esta ligado a compuestos antinutricionales,
por lo que deben emplearse con precauciéon en las dietas destinadas a
monogastricos (Gonzales, 2005).
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Diversos investigadores han centrado sus trabajos en el uso de follaje de
especies arbustivas, arbdéreas y leguminosas en la alimentacién de
monogastricos destacando aspectos positivos y negativos en la nutricion
animal. A continuacién se presenta una recopilacion de trabajos aplicados a
este tema.

2.2.1 Usos y condiciones agrondmicas y ambientales

La acidez de los suelos asociado con la infertilidad y toxicidad de minerales,
son las principales limitantes para la produccién en los paises tropicales (Rao
et al., 1993). Los suelos acidos estan distribuidos en extensas areas del trépico
hamedo y subtropico (Van Wambeke, 1976). Ellos representan una importante
area cubriendo 850 millones de hectareas en América Tropical, 450 millones de
hectareas en Africa tropical, y 210 millones de hectareas en Asia Tropical (Rao
et al., 1993).

El mejoramiento de sistemas de produccion de agricultura sustentable para
esos suelos, podria contribuir a disminuir o aliviar la degradaciéon de los
recursos y desarrollar sistemas productivos competentes. Por tal motivo,
diferentes entidades colombianas (ej. Universidades y CIAT) han enfocado sus
investigaciones a cultivos potencialmente adaptables a condiciones de suelos
acidos y épocas de sequia prolongadas, que permitan la recuperacién del suelo
y suministren forraje para la alimentacion porcina.

Peters (2004) plantea algunos criterios de calidad agronémica para uso de
forrajeras en la alimentacion de monogastricos como:

Facilidad de establecimiento
Alto rendimiento de materia seca

Continuidad de cosecha durante el afio (respuesta a la demanda del mercado):
material persistente permitiendo cortes frecuentes, material rapido que permite
siembras graduales.

Tolerante a plagas y enfermedades

Usos adicionales (ejemplo: abonos, consumo humano, lefia)
Produccion de semilla

Buena relaciéon insumo/rendimiento

Las especies forrajeras que mas se han utilizado en la alimentacion de
monogastricos como fuentes de proteina incluyen especies de: diferentes
estratos (arboreas, arbustivas), diferentes condiciones de adaptacién
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agrondmica, rendimientos y usos. Las mas comunes son especies leguminosas
como Leucaena leucocephala, Canavalia, Vigna, Centrosema, Cratylia
argentea, y otras no leguminosas como Trichanthera gigantea, Morus alba,
Xanthosoma sagagitifolium

2.2.1.1 Leguminosas forrajeras de cobertura

Son usadas ademas para conservacion de suelos, abono verde, mejoramiento
de la estructura del suelo y ciclaje de nutrientes (fijacidon de nitrogeno).

Vigna unguiculata, Ha sido ampliamente estudiado y cultivado en Africa, India,
EE.UU. Cuba, Venezuela, Colombia y Brasil. En Centroamérica, se usa
marginalmente por grupos de agricultores en el sur de Honduras y norte de
Nicaragua, pero no se ha hecho mucha investigacién ni esfuerzos de
diseminacion (Oporta y Rivas, 2006). En Africa el follaje y grano se utilizan para
alimentacion humana.

En la Costa Atlantica Colombiana (Atlantico, Bolivar, Sucre, Magdalena y
Codrdoba), es una de las leguminosas preferidas especialmente las variedades
de semilla roja y blanca, junto con el guandul (Cajanus cajan), la habichuela
(Vigna sesquipedalis) y la caraota (Phaseolus Ilunatus) para alimentacion
humana. V. unguiculata se utiliza como abono verde para cultivos como maiz,
reemplazando el equivalente a una aplicacion de nitrégeno de 80 kg/ha (Peters,
2002). Las hojas y flores se utilizan para la elaboracion de heno y ensilajes
utilizados en la alimentacion animal (Cook et al., 2005).

Lablab purpureus. Su grano es usado para el consumo humano y animal, al
igual que sus flores y vainas inmaduras. En Asia meridional y suroriental y
Africa oriental es usado para el consumo humano (Cook et al., 2005); Se utiliza
como leguminosa forrajera en pastoreo, corte y acarreo para alimentacion
animal. Se incorpora en los sistemas de cultivos con cereales para trabajar la
fertilidad del suelo. Esta especie se siembra como monocultivo o en sistemas
intercalados (Cook et al., 2005) tiene buen comportamiento agronémico para la
produccion de forrajes. Se mantiene verde durante estacién seca. Es una
especie altamente adaptable, no solamente es resistente sino también capaz
de crecer en condiciones ambientales extremas (Murphy, 1999).

2.2.1.2 Leguminosas forrajeras de habito de crecimiento herbaceo

Stylosanthes guianensis. Se adapta bien a diferentes suelos, pero prefiere
suelos de baja fertilidad y acidos, bien drenados y con pH de 3,5 a 6,5. Rebrota
después de una quema y tolera sequia. Permanece verde por un tiempo largo,
pero no tolera humedad excesiva y pisoteo. Responde bien en asociacion con
gramineas de porte erecto como los Panicum maximun, Hyparrhenia rufa y
Andropogon gayanus. No se comporta bien en asociacidn con especies
estoloniferas tipo Cynodon; Soporta bien el pastoreo continuo y rotacional
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cuando se asocia con gramineas de porte erecto, se puede sembrar solo como
banco de proteina. También es utilizada para control de erosion. No es muy
persistente y se debe resembrar cada 3 a 4 afios, funciona bien en sistemas de
rotacion de cultivos. Es susceptible a antracnosis.

En la actualidad, paises en desarrollo como Mozambique y Laos (Maposse et
al, (Keoboulapheth y Mikled; citados por Fuentes et al., 2006) han introducido
otros cultivares de esta especie. Estas son usadas en ganaderia bovina en
zonas extremadamente aridas como sucede en muchas zonas de Africa.
Igualmente, para sustituir algun componente en la dieta de otros animales
como el arroz para los cerdos en zonas rurales de Asia. En Colombia se utiliza
en asociaciones con gramineas o para producir semilla (Lemus, 2004)

Centrosema brasilianum. Ha sido evaluada especialmente como especie de
corte. En Australia, Africa y América del Sur se conoce como una especie
prometedora para condiciones semi-aridas. Es tolerante a suelos acidos con
niveles altos de aluminio, algunas accesiones son resistentes al pastoreo (Cook
et al; 2005). Segun estudios realizados por Damelys et al. (1995) de
adaptabilidad de gramineas y leguminosas forrajeras concluye que entre los
ecotipos mas promisorios por su produccién y vigor durante la época de lluvias
esta Centrosema brasilianum accesién CIAT 5234. De acuerdo a estudios
desarrollados en Cuba se destacan las accesiones CIAT 5151, CIAT423,
Pl1423, PlI89 y particularmente IH 129 ha demostrado un comportamiento
excelentes bajo condiciones de corte como pastoreo; sobresale por tener
caracteristicas de disponibilidad, consumo, habilidad asociativa, resistencia a la
virosis y persistencia (Martin y Machado 1996).

Centrosema molle. Conocida anteriormente como Centrosema pubenscens, es
utilizada como especie de cobertura viva y asocio con pastos. Igualmente, se
usa con el fin de ayudar al manejo de malezas, enriquecer la calidad nutricional
de pasturas y para la fabricacién de henos y ensilajes. Crece en una amplia
gama de suelos, desde suelos franco-arenosos hasta los arcillosos. Presenta
buena palatabilidad en bovinos, ovejas y cabras, por lo cual es sembrado en
potreros asociado a diferentes gramineas como Panicum maximun, Paspalum
atratum y Brachiaria spp. Para evitar perder la cobertura, es necesario manejar
un pastoreo rotacional de los animales (Peters, 2002).

Canavalia brasiliensis. Tiene amplia distribucién en tropicos y subtrdpicos. Se
utiliza para mejorar potreros en estaciones secas, en el norte de Brasil los
granos son utilizados como alimento de bovinos en época de escasez. La
planta se establece rapidamente con buena cobertura del suelo a las 9
semanas y tiene poca incidencia de plagas y enfermedades (Cook et al., 2005).

2.2.1.3 Leguminosas arbustivas

Las leguminosas forrajeras arbustivas tienen potencial para mejorar los
sistemas de produccion animal, particularmente en zonas subhumedas del
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tropico; su rendimiento de forraje es mayor que el de las leguminosas
herbaceas; toleran mejor el mal manejo y tienen la capacidad de rebrotar y
ofrecer forraje de buena calidad con sequias prolongadas. Tienen ademas,
otros usos alternativos tales como lefia para labores domésticas, barreras vivas
rompevientos o para controlar erosion en zonas de ladera (Argel, 2002).

Cratylia argéntea. Es de origen suramericano. Ramifica a partir de la base del
tallo alcanzando una altura hasta 3m. Aunque inicialmente no crece rapido en
suelos calcareos, después de cierto periodo de tiempo su desarrollo es
aceptable, debido posiblemente a que las raices alcanzan los extractos
inferiores en el suelo donde la concentracion de calcio es menor, lo que le
permite ser una planta apta para suelos acidos pobres en calcio. C. argentea,
tiene alta tolerancia a sequia, permanece verde y rebrota en sequias
prolongadas de hasta 7 meses, rebrota después de la quema. Produce buenos
rendimientos de forraje y tiene la capacidad de rebrotar durante el periodo seco
debido a un desarrollo radicular vigoroso (Pizarro, 2005). Se utiliza en
asociaciéon con gramineas, en bancos de proteina, como suplementacion de
forraje seco o ensilado, la identifican como una de las mejores leguminosas
arbustivas adaptadas a suelos infértiles (Peters et al., 2002).

Desmodium velutinum. Tolera suelos acidos y se comporta bien en época seca.
Presenta tres habitos de crecimiento: erectas, semierectas y rastreras. En
Santander de Quilichao (Colombia) se evaluaron 137 accesiones alcanzando
cosechas superiores a 200 y 125 g MS/planta con 8 semanas de rebrote en
estacion de maxima y minima precipitacion, respectivamente (Vivas, 2005); 20
de dichas accesiones fueron destacadas por la baja influencia de plagas y
enfermedades, produccion de materia seca y calidad nutricional, entre las que
se menciona la Accesion CIAT 33443 evaluada en el presente trabajo.

Gliricidia sepium. Arbol originario de Centroamérica comUnmente conocido
como matarraton. Tiene una altura de 10 a 15 m, bien ramificado y siempre
verde. Crece bien en condiciones de humedad y calor, floreciendo en altitudes
que van desde el nivel del mar hasta 1600 msnm (Goémez et al., 1995). Se
desarrolla en una amplia variedad de suelos, incluidos los &cidos y los
erosionados. Pero no crece bien en suelos pesados y humedos (Bernal, 1998
citado por Goémez y Murgueitio, 1995). En Colombia se cultiva con mayor
intensidad en los departamentos del Valle, Cauca y Tolima, donde es utilizada
como cercas Yy barreras vivas, banco de proteina, soporte, sombrio, melifera,
rodenticida, medicinal, madera, sistemas agroforestal, para corte y acarreo,
pigmentos para huevos. No tolera competencia por luz y soporta bien la sequia.
Las hojas y semillas son toxicas para equinos y monogastricos, G. sepium es
susceptible a plagas en climas humedos. (Peters, 2002).

Leucaena leucocephala. Es uno de los arboles mas extensamente cultivados
en el mundo. Su uso incluye una variedad de propésitos: banco de proteina,
lefia, corte y acarreo, abono verde, sistemas agroforestales, mejoramiento del
suelo, concentrado para aves cerdos y rumiantes, pastoreo, barrera vivas y
rompevientos, ensilaje, es potencial como maleza. Se usa en muchas partes
del tropico como un arbol de sombra o como asocio de especies.. Crece hasta
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1800msnm pero su establecimiento es lento. . Se adapta a un rango amplio de
suelo con pH 5,5-8, sin embargo, el mejor crecimiento ocurre en suelos bien
drenados que van desde moderadamente alcalinos hasta ligeramente acidos
pH 6. No tolera suelos acidos con pH menores 5, ni heladas (<10°C), sombra e
inundacién, tolera sequia aunque desfolia en época seca prolongadas. Por su
produccion abundante de semilla, tiende a formar poblaciones grandes creando
formaciones de malezas en cultivos. Es susceptible al ataque de hormigas
(Peters, 2002).

2.2.1.4 Especies forrajeras no leguminosas

Trichanthera gigantea. Arbol forrajero, originario del Norte de la regién Andina.
Su desarrollo 6ptimo se alcanza desde el nivel del mar hasta los 2500msnm,
donde puede desarrollar alturas entre 8 y 12 m. Es usado en la conservacién
de nacientes de agua, cercas vivas y alimentacion animal. Se caracteriza por
un amplio rango de adaptacion, rusticidad, facil propagacién y alta produccion
de materia verde. Es aceptado por diversas especies de animales incluyendo
monogastricos. El arbol tiene buena produccion de forraje sobre todo en los
intervalos de corte cada 3 o 4 meses (Arosenema, 2009). Es utilizada como
banco de proteina, sistemas silvopastoriles, adaptada a diversos
agroecosistemas, tolera suelos acidos y bajos niveles de fertilizacidon
(Murguitio, 1988 citado por Vargas, 2000).

Tithonia diversifolia. Se caracteriza por presentar un gran volumen radicular y
una habilidad especial para recuperar los escasos nutrientes del suelo.
Presenta un amplio rango de adaptacion y de distribucion en la zona tropical,
debido a que tolera condiciones de acidez y baja fertilidad en el suelo, es muy
rustica y puede soportar la poda y quema a nivel del suelo. Ademas, tiene un
rapido crecimiento y baja demanda de insumos y manejo para su cultivo
(Mahecha y Rosales, 2009 citado por Burbano y Trochez 2010). En Colombia
es usada como cerca viva, flora para apicultura, ornamental, en silvopastoreo
para ganado bovino, forraje de corte en la alimentacion de cerdos, ovejos,
conejos, bovinos y bufalos. En otros paises se utiliza como atrayente de
especies benéficos en cultivos, como antiparasitario para animales, paja para
cama en ganaderia y abono verde (Ojeda 2003, citado por Burbano y Trochez;
2010).

Morus alba. Se localiza en variedad de ambientes, crece en zonas seca y
humedas, no tolera suelos de mal drenaje o muy compactos, tiene altos
requerimientos nutricionales por eso la fertilizacion permanente es necesaria.
Tradicionalmente se utiliza para la alimentacion del gusano de seda, pero
también se utiliza como corte y acarreo, sombra y como planta ornamental. Por
su celeridad de establecimiento, presenta un buen potencial para el control de
erosion, especialmente en areas con grandes pendientes. Debido a su alta
retenciéon de hojas durante el periodo seco, tiene un alto potencial forrajero
durante las épocas secas. Tolerancia al corte realizado a nivel del suelo a
mediados del periodo seco (Pizarro, 1999). Desarrolla un sistema radicular
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vertical fuerte y profuso horizontal (Paolieri, 1970 citado por Boschini et al.,
1998). Estas caracteristicas mejoran las condiciones fisicas del suelo y
permiten una mayor conservacion del agua. Puede establecerse intercalada
con otras especies forestales y cultivos. En cultivo para la produccion de
forraje, la morera ha mostrado excelentes caracteristicas organolépticas y un
alto consumo por el ganado (Benavides et al, citado por Boschini et al., 1998).

Xanthosoma saggitifolium. Considerada como una hierba gigante, puede
alcanzar hasta 5 m de alturas y sus hojas hasta 1 m de largo. Es eficiente
captando energia solar bajo condiciones de sombra, importante para asociarla
con otras especies arboreas. Crece rapidamente y se adapta bien en diversas
zonas pasando por los climas medios hasta calidos y suelos pantanosos y de
baja fertilidad. En sus tallos se acumulan carbohidratos en forma de almidon y
sus hojas cantidades importantes de proteina, caracteristicas que la convierte
en una especie promisoria para la alimentacién de cerdos y aves. Se desarrolla
en diferentes suelos, incluyendo los ligeramente acidos, secos, pesado y
humedos (0 cenagosos) y aledafnos a cursos de agua. Crece bien a libre
exposicion pero alcanza un mayor desarrollo en zonas bajas, en sitios con
cierto nivel de sombra. En cuanto a la utilizacion en la alimentacion humana el
principal factor limitante para el uso, ha sido la presencia de oxalatos de calcio,
que son irritantes y la presencia de taninos, que pueden ser eliminados
mediante la coccion (leén, 1987 citado por Goémez, 2007). Otras se cultivan
para el consumo de tallos subterraneo cornos (acumulan almidones) y también
por sus hojas que son utilizadas como verdura (hoja mas tierna que aun
permanece enrollada). Ha sido utilizado para la produccion de almidones para
la fabricacién de productos procesados naturales. Algunas son utilizadas como
ornamentales con gran variedad de colores y forma de sus hojas (Gomez,
2007).

La produccion de materia seca de follaje de cada una de las especies
mencionadas anteriormente se presenta en la Tabla 1, donde se destaca altas
produccion de las especies arbustivas o arbéreas C. argentea, G. sepiumy M.
alba
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Tabla 1 Rendimiento de follaje de especies forrajeras utilizadas en la
alimentacion animal

Especie Ton MS/ha afio Referencia

Leguminosas de cobertura y abono verde

Vigna unguiculata 3-10* Cook et al., 2005
Lablab purpureus 6 Cook et al., 2005
Leguminosas Herbaceas

Stylosanthe guianensis 5-10 Cook et al., 2005
Centrosema brasilianum 3-10 Cook et al., 2005
Centrosema molle 12 Cook et al., 2005
Canavalia brasiliensis 5-10 Cook et al., 2005
Leguminosas Arbustivas

Cratylia argentea 14 -20 Cook et al., 2005
Desmodium velutinum 14,2 Vivas, 2005
Gliricidia sepium 20 Cook et al., 2005
Leucaena leucocephala 1-15 Cook et al., 2005
No leguminosas

Trichanthera gigantea 8-17 Rios, 2001
Tithonia diversifolia 7-18 Burbano y Trochez, 2010
Morus alba 16 -25 Boschini, 2009
Xanthosoma saggitifolium en asociacion 12 Gomez, 2007

*después 8 a 12 semanas de establecimiento

2.3 Caracteristicas nutricionales de los forrajes

La sustitucidn parcial de cereales por fuentes fibrosas en experimentos que han
evaluando el comportamiento productivo, han propiciado maxima eficiencia
econdmica pero no Dbiolégica. Por tal razén es necesario analizar
detalladamente factores del alimento como: a. Valor nutritivo y caracterizaciéon
de la fibra (origen, composicion quimica, morfoloégica y estructural, propiedades
fisico-quimicas) asi como el contenido de factores antinutricionales. b.
Interaccion de estos factores y sus efectos en los procesos digestivos y en la
fisiologia animal que pueden limitar la incorporacion en las dietas. c.
Optimizacion del uso de las fuentes fibrosas (nivel de fibra, especie, raza y
estado fisioldgico del animal). d. mejoramiento de su potencial energético y
contribucion al metabolismo animal

La composicion nutricional del follaje dependera de la proporcion tallo y hoja,
del habito de crecimiento, de la edad de corte o rebrote, de las condiciones en
el suelo que se desarrolle, etc. La composiciéon nutricional de los arboles y/o
leguminosas forrajeras esta determinada por la especie y su habito de
crecimiento. El principal componente de los forrajes esta representado por la
fibra (316 a 718 g/kg MS) y por la proteina (118 a 241 g/kg MS) (Tabla 2). El
restante esta representado por el contenido de minerales (87 a 17 g/kg MS). En
la Tabla 3 se presenta la composicion mas detallada de los macro- y micro-
minerales de algunas especies forrajeras.
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Tabla 2. Composicién nutricional de algunas forrajeras usados en nutricidon
animal.

Especie PC Cen FDN FDA Hem Cel LDA Referencia

g/kgMS

Leguminosas
C. brasiliensis 236,0 144,0  343,0 155,0 188,0 126,0 29,0 Osorio, 2007
V. unguiculata 185,0 125,0 316,0 167,0 149,0 146,0 21,0 Osorio, 2007

L. purpureus 210-380 717,8 4992 2186 314,2 185 Martinez, 2008
S. guianensis 145,0 87,0 578,0 353,0 2250 289,0 55 Osorio, 2007

C brasilianum 118-193 Cook et al., 2005
C. molle 170-260 Cook et al., 2005
C. argentea 233,0 116,0  506,0 259,0 247,00 194,0 65,0 Osorio, 2007

D. velutinum 241,0 102,0 467,0 242,0 2250 206,0 36,0 Osorio, 2007

L. leucocephala 220-300 65-107 300-450 Osorio, 2007

G. sepium 235,0 82,0 397,0 201,0 196,0 129,0 72,0 Osorio, 2007

No leguminosas

T. gigantea 200,9 163,0 402,0 163,1 2389 1104 163,0 Botero, 2004

M. alba 196,5 128,0 4239 173,8 250,11 122,2  128,0  Botero, 2004

T. diversifolia 210-280 170 355,0 304,0 Nd Nd Nd Sarria et al 1999 y

Maecha 1999

X. saggitifolium  208,7 98,0 468,1 2056 264 1371 98,0 Botero, 2004

PC: Proteina cruda, Cen:Cenizas, FDN: Fibra Detergente Neutra, FDA: Fibra detergente Acida, Hem:
Hemicelulosa, Cel: Celulosa, LDA: Lignina

Tabla 3 Contenido de macro- y micro-minerales de algunos forrajes

T gigantea M. alba X. sagqitifolium
Macroelementos (g/kg MS)
Calcio 49-69 17-31 20-26
Fosforo 1,5-2 2-5 3-7
Potasio 23-35 25-51 35-42
Sodio 0,3-0,6 0,2-0,5 0,3-0,4
Magnesio 7-11 3-5 4-7
Microelementos (mg/kg MS)
Hierro 171-460 101-478 160-522
Zinc 29-46 24-33 30-45
Cobre 14-24 4-12 7-23
Manganesio 47-232 28-49 37-106

Fuente: Leterme et al; 2005

Algunas caracteristicas de los follajes en la alimentacién de monogastricos
incluye: a) Moderado nivel de proteina; b) Alto nivel de lisina, pero bajas en
aminoacidos azufrados; c¢) Alto nivel de calcio, de minerales
menores/vitaminas; e) Altos niveles de Beta carotenos y Xantofilas (beneficiosa
para la pigmentacion); f) Presencia de factores de crecimiento no identificados
(Lascano, 2004).
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2.3.1. Propiedades bioquimicas de las proteinas del follaje

Las proteinas son el principal compuesto nitrogenado de las plantas, el
contenido es elevado cuando son jovenes y desciende a medida que maduran.
Otros compuestos organicos presentes en el forraje son los acidos nucleicos,
pero estos estan menor cuantia que las proteinas.

El perfil de aminoacidos (AA) de las proteinas de los forrajes es similar al de la
soya (Tabla 4). Sin embargo, un alto porcentaje de la proteina de los forrajes

esta ligada a su fibra, lo que limita su digestion y absorcion (Ly, 1996).

Tabla 4 Composicién de aminoacidos en hojas de especies forrajeras

Aminoacidos Especies
mg/g Proteina
Esenciales Nacedero' Grano Alfalfa? G. sepium® Leucaena® Morera® Bore’
Soya4
Arginina 49 76 64 47 53 50
Fenilalanina 46 51 46 62 47 52 47
Histidina 22 27 19 20 20 21 19
Isoleucina 41 47 46 48 90 43 37
Leucina 72 76 73 96 75 82 75
Lisina 43 64 46 45 50 57 56
Metionina 15 16 16 17 16 16 18
Treonina 43 41 41 48 37 46 42
Triptofano 10 13 11 13
Valina 50 49 50 64 54 54 48
Metionina-Cistina 33 30
No escenciales
Alanina 49 41 - 58 57
Aspartico 89 114 - 102 96
Cisteina 14 16 - 16 14 13 13
Glutamico 97 181 - 104 103
Glicina 50 44 - 51 49
Prolina 44 54 - 46 42
Serina 40 53 - 44 42
Tirosina 33 36 - 45 42 34 29

" Leterme, 2005; 2 Macias y Martinez 1997 citado por Savon et al., 2006; *Chadhokar 1982 citado por
Tamayo, 1996; 4Grano de soya Inra 2004

A pesar de que las proteinas de las hojas fueron evidenciadas desde hace mas
de 200 afos, su estudio como fuentes alimenticias para animales ha sido
relegado por las proteinas de cereales (Douillard, 1985). El interés de la
proteina proveniente de las hojas se debe a la abundancia natural que se
traduce en términos agronémicos por una produccidon por Hectarea de 4 a 6
veces mayor que la que se obtiene de la proteina de los granos (Douillard,
1985). El mismo autor afirma que las proteinas de las hojas de leguminosas
tienen ciertas particularidades entre ellas:
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El contenido de las proteinas de las hojas varia dependiendo de la edad
fisiologica y el origen botanico.

Estan asociadas a grandes cantidades de fibra y agua por lo tanto son de gran
consumo para los herbivoros.

Algunas proteinas estan en un complejo lignina-celulosa

Las ceélulas foliares tienen principalmente vacuolas y cloroplastos y las
proteinas principalmente se encuentra en las mitocondrias.

Las proteinas solubles y ubicadas en las laminas de cloroplastos son muy ricas
en rubisco

Existen similitudes en las secuencias de aminoacidos del rubisco, sin embargo
existen algunas diferencias entre la composicién de las especies.

Las membranas de los cloroplastos estan compuestas por proteinas, lipidos
principalmente glicerolipidos y pigmentos. Las proteinas estan asocian con los
lipidos y con la mayoria de los pigmentos en particular la clorofila

Las proteinas foliares representan la parte mas importante del nitrdgeno
reducido que se encuentra en la lamina foliar. La mayor parte del nitrégeno
reducido sirve para la formacién de rubisco (Ribulosa1l’5 Bis Fosfato
Carboxilasa/Oxigenasa). El rubisco es la proteina que constituye mas de la
mitad de la proteina del estroma del cloroplasto, es reconocida como la mas
abundante en la bidsfera.

Existen algunas proteinas involucradas en procesos de reserva que pueden ser
globulinas foliares, proteinas son Illamadas proteinas Vegetativas de
almacenamiento foliares (VSP) que se encuentran en hojas, tienen un tamafo
de Peso molecular entre 27-47Kda y en peso seco tienen un porcentaje del 6-
15%, estas proteinas son ricas en aminoacidos esenciales, como valina, lisina,
prolina, metionina, triptofano, etc. (Mason y Mullet, 1990)

2.3.1.1 Clasificacién y composicién de las proteinas

Las proteinas vegetales pueden fraccionarse de acuerdo a su solubilidad, en
albuminas (ALB), solubles en agua; globulinas (GLB), solubles en soluciones
salinas; glutelinas (GLT), solubles en soluciones tanto acidas como basicas; y
por ultimo las prolaminas (PRL), solubles en soluciones alcohdlicas (Gallegos
et al., 2004 citado por Aguirre, 2009).

Las albuminas y globulinas son de bajo peso molecular mientras que las
prolaminas y glutelinas son de mayor peso molecular y posen mas enlaces
bisulfuro. Esto las hace mas resistentes a la degradacion en el rumen (Sniffen,
1974; citado por Correa, 2001) aunque, por las composiciébn de sus
aminoacidos, su valor biolégico es menor que el de las globulinas y albuminas
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(National Research Council, 1985 citado por Correa, 2001): las prolaminas son
ricas en aminoacidos no polares y neutros mientras que las albuminas y
globulinas poseen una mayor cantidad de aminoacidos basicos y acidos
(Wilson et al, 1981; citados Correa, 2001).

En granos, la fraccién proteica mas digestible es la globulina y esta constituida
por dos subunidades: a) fraccion 11S, la cual tiene un peso de 350-400kd,
compuesta por dos subunidades acomodadas en dos hexagonos opuestos. b)
la vicilina o la fraccidn 7S, la cual es una mezcla de proteinas constituidas por
tres subunidades glicosiladas en varias proporciones (a, a* y ). (Thompson et
al., 1992).

La fraccion de las albuminas presenta baja digestibilidad y esta asociado a su
estructura compacta y ubicacion intracelular, haciéndola inaccesible a las
protedlisis, sin embargo juega un papel esencial en las semillas.

El estudio acerca de las fracciones proteicas en las hojas de las leguminosas
es muy escaso. Savon (2006) encontré que la proteina del follaje de T.
gigantea esta compuesto de albumina, prolaminas, globulinas y gluteinas en
diferentes proporciones (Tabla 5), ademas destaca que de la fraccion de
albumina (soluble en agua) hay una gran parte que esta representada por N no
proteico (péptidos, nitratos, amoniaco y otros). En Leucaena leucocephala se
identifica el fraccionamiento de la proteina (Tabla 5) y destacan que la fraccion
de prolamina que esta en mayor proporcion al parecer esta asociado con
polifenoles.

El contenido de la proteinas de leguminosas, varia de acuerdo a la parte de la
planta, por ejemplo para Mucuna pruriens, el contenido de albuminas en las
diferentes partes varia de 15 -45%, el porcentaje mas elevado de albumina se
encuentra en las semillas, y el mas bajo, en hojas. Las globulinas varia de 7 —
27% y nuevamente el valor mayor estd en las semillas; las hojas y tallos
tuvieron mayor contenido de prolaminas y las semillas fueron las mas bajas. En
cuanto a la glutelinas no se encontré diferencia apreciable entre las partes de la
planta. Kadkade et al., 1972 (Tabla 5).

Tabla 5 Fraccién proteica de Trichanthera gigantea, Leucaena leucocephala y
Mucuna pruriens

Fraccion proteica T gigantea L. Leucocephala M, pruriens
% Follaje Follaje Hojas Tallo Pericarpio del fruto Semillas
Albumina 28,5 23 15 8 24 48
Globulina 20 53,4 10 7 17 27
Prolamina 21,6 26 10 15 9 3
Glutelina 16,1 19,5 4 2 4 4
Fuente: Savon, 2006 Ruiz et al., 2008 Kadkade et al., 1972
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Por otro lado, se considera que de la proteina cruda de la harina de follaje de
especies no leguminosas como T. gigantea 'y M. alba el 83-87% corresponde a
proteina verdadera, mientras que este porcentaje incrementa en especies
leguminosas como Canavalia, Lablab y Stizolobium a 92-99%. (Savon, 2004)

La mayor parte de la proteina de la soya es clasificada como globulinas y las
dos proteinas de almacenamiento principal son la glicina (11S) y b-conglicina
(7S), representan del 70-90% de las proteinas de reserva en base al peso
seco. La glicina esta constituida por seis subunidades no idénticas y cada
subunidad posee una cadena acida de pesos moleculares (PM) entre 37-42kd
y subunidades basicas de PM 17-20kd ligadas a un unico puente disulfuro. La
conglicina esta compuesta por tres subunidades, con PM de 76, 66 y 47 kd
(Salinas et al., 2002).

El rubisco es una proteina cloroplastica, formada por ocho pequefias
subunidades (sintetizadas en el citoplasma) y ocho grandes subunidades
(sintetizadas en los cloroplastos). Esta proteina foliar fija el CO2 o el O2 sobre
la RuBP (Ribulosa1'5 Bis Fosfato) para dar respectivamente dos moléculas de
3 fosfoglicerato o una molécula de 3 fosfloglicerato , compuesto esencial para
la formacion de glucidos.

Se considera también una enzima fotorreguladora que necesita del magnesio
para cumplir su papel (Johal et al., 1980), se degrada rapidamente y, en la
oscuridad, su tasa de renovacidon es pequefa, las altas densidades
poblacionales, con su consiguiente sombreado, aceleran la degradacion de
esta proteina foliar en las hojas mas viejas (Merrien et al., 1983)

El rubisco es una proteina globular de plantas superiores que tiene un peso
molecular cerca de 550kDa y una estructura general de L8S8 y ocho
subunidades grandes con pesos moleculares de 55kda y 8 subunidades
pequefias de peso 12,5kDa. (Barbeau y kinsella, 1988; Douillard y de Mathan,
1994 citado por Lamsal, 2007). Es una de las proteinas mas puras, también
llamada proteina fraccion |, representa del 30 al70% de las proteinas solubles
de las hojas (douillard y De mathan, 1994 citado por Lamsal, 2007).

2.3.2 Aspectos quimicos y funcionales de la fibra

La utilizacién de forrajes en la alimentacion de especies monogastricas puede
ser una solucion adecuada para sistemas de produccion porcina desde el punto
de vista econdmico. Sin embargo, el alto contenido de fibra, puede afectar
negativamente la digestibilidad y por consiguiente, la utilizaciéon y
aprovechamiento de nutrientes de estos materiales en el animal.

Se considera que las paredes celulares de las plantas son las fuentes
principales de consumo de fibra dietética en la mayoria de alimentos. Desde el
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punto de vista nutricional la fibra se determina como una fraccion hetérogenea
cuyos componentes son resistentes a la actividad enzimatica del tracto
gastrointestinal (Tropel 1976). De acuerdo a la fisiologia de la planta, la fibra
comprende polisacaridos y lignina que hace parte de la pared celular
compuesta por varios polimeros, estos se dividen en cinco componentes
mayoritarios: a. Celulosa, b. Hemicelulosa y c. Pectinas (Polisacaridos
estructurales), d. gomas (polisacarido de reserva) y e. Lignina compuesto
fendlico

También se hallan presentes alginatos, xiloglucanos, dextrana, inulina,
glucanos y polisacaridos no sintéticos, asi como pequefias cantidades de
proteina, polifenoles de alto peso molecular, cutinas, acido fitico y almidén
resistente (Penago 1993 y Pdlit 1996). La estructura quimica y la organizacion
de los polimeros en la pared difiere ampliamente de acuerdo con el origen
botanico de la planta (Leguminosa o graminea) Basicamente, la pared celular
de la planta esta compuesta de microfibrillas de celulosa estas microfibrillas
estan embebidas en una matriz compuesta de un enrejado de lignina (unidades
de fenilpropano) que cementan otra matriz de polisacaridos (mas alguna
glicoproteina), tal como hemicelulosas (arabinoxilano,xiloglucano y pectinas).
Estos polimeros tienen diferentes proporciones de acuerdo a la estructura de la
pared celular. Entre los numerosos tipos de polimeros de la pared celular, y
que compone la fibra dietética, hay que destacar 4 clases de polimeros
insolubles en agua y una clase de varios polisacaridos solubles en agua
representada en la figura 1. (Savon, 2007).

Figura 1 Clasificacion Polisacaridos no almidonosos (PNA), fuentes de procedencia y
principales efectos fisioldgicos

PNA Solubles: Polisacaridos no almidonosos solubles en agua. PNA insolubles: Polisacaridos no
almidonosos insolubles en agua.

Fuente: Potty, 1996, Modificado por Autor.
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La fibra dietética esta definida como la suma de lignina y polisacaridos que no
son hidrolizados por enzimas endogenas del sistemas digestivo de los
mamiferos (polisacaridos no almidonados y lignina) (Wenk, 2001).

Celulosa: Polisacarido homoglicano (una unidad glicosa) con enlaces (3, es el
mayor componente estructural de las paredes celulares de la planta. Tiene una
estabilidad interna y las microfibrillas estan sujetas firmemente una a la otra por
medio de uniones de hidrogeno. Esta configuracién hace que la celulosa sea
insoluble y resistente a la degradacion enzimatica, puede ser hidrolizada a
glucosa por acidos fuertes, puede o no estar combinada con lignina. Las
enzimas de los mamiferos no pueden desdoblarla pero si lo puede hacer
hongos o bacterias. (Maynard, 1981). Cuantitativamente Representa del 40-
50% de las cascaras de las leguminosas y semillas oleaginosas; 10 al 30% de
los forrajes; 3 al 5 % de las semillas de leguminosas. (Savon, 2007).

Hemicelulosa: Polisacarido heteroglicano (2-6 diferentes tipos de glicosa)
mezcla de glucosa, xilosa, manosa, arabinosa y galactosa. Tiene enlaces tipo
B, principal componente de la pared celular de las plantas. La molécula
hemiceluldésica predominante es el xiloglucano, formado de una cadena de
unidades de D-glucosa con enlaces B 1-4 con ramificaciones terminales de
unidades de xilosa con enlaces del tipo a 1-6. Esta molécula esta unida en
forma covalente a la fraccion péctica de la pared celular y por uniones de
hidrogeno a las microfibrillas de la celulosa, lo que aumenta significativamente
la resistencia de las células vegetales. La hemicelulosa es menos resistente a
la degradacion quimica que la celulosa y se define como un carbohidrato
soluble en alcalis diluido. También puede ser hidrolizada por tratamientos de
relativa baja acidez. Es la fraccion de la pared celular mas asociada a la lignina.
(Maynard, 1981). Cuantitativamente, las hemicelulosas constituyen entre 10 y
25% de la materia seca (MS) de los forrajes y subproductos agroindustriales
(afrecho, cascaras, semillas y pulpas), y alrededor de 2 al 12% de los granos y
raices. (Savon, 2007).

Pectinas: Estructura basica es un polimero de unidades de acido D-
galacturénico, unidas por enlaces tipo a1,4 espaciadas con unidades de
ramnosa en enlaces del tipo 1,2. Aunque las ligaduras son de tipo a, no existe
enzimas de mamiferos capaces de hidrolizarlas, y la digestibilidad descansa
por completo en la accién microbiana. A pesar de este hecho es de una alta
digestibilidad para la mayoria de las especies incluyendo al hombre. (Maynard,
1981) Las pectinas se hallan en relativamente alto nivel en las plantas
leguminosas y en la pared de los frutos. Una de las principales fuentes de
pectinas en la alimentacién animal es la pulpa de citricos y de remolacha. Las
plantas leguminosas contienen entre 5y 10%, como en la alfalfa. (Savon, 2007)

Lignina: Es un compuesto no carbohidrato que da soporte estructural a las
paredes celulares de las plantas. Es un polimero amorfo de derivados del fenil-
propano de elevado peso molecular. La estructura esta formada por ligaduras
de carbono a carbono y de éter, resistente al acido y al alcali. Maynard et al.,
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1989. La mayoria de los alimentos y los forrajes inmaduros contienen menos
del 5% de lignina. Cuando se envejece la pared celular de la planta puede
alcanzar hasta 12% en el forraje (Savon, 2007)

Las bacterias atacan la superficie de la molécula, pero el metabolismo
enzimatico se produce muy lentamente. La mayor parte de pectinas y
hemicelulosa se hallan dispuestas entre las fibras de celulosa, y esta
disposicion dificulta el acceso a ellas por las enzimas. Pero, una vez las
enzimas llegan a ellas, su hidrdlisis es relativamente facil (Soler et al., 1998).

Otras propiedades quimicas de los componentes de la fibra que afectan a su
degradacion son la ramificacion, metoxilacion y gelificacion, ya que por una
parte impiden el acceso de las enzimas al complejo y, por otra, forman enlaces
muy fuertes y resistentes al ataque enzimatico (Soler et al., 1998). El acceso de
las bacterias a los polisacaridos y las uniones naturales de sacarido parece
jugar un papel preponderante en la variabilidad de la fermentacion de la fibra.
Tamano y porosidad de la fibra puede afectar su accesibilidad por la bacteria
(Guillon et al., 1995).

2.3.2.1 Caracterizacion de la fraccion fibrosa

La fibra dietética comprende:

Estructura primaria: Composicion quimica de los componentes de la pared
celular

Estructura secundaria: Aspectos estructurales de los polisacaridos
constituyentes.

Estructura terciaria: Arquitectura de la fibra que se refiere a la relacion
estructura y comportamiento funcional de los componentes de la pared celular
y sus efectos fisioldgicos. Esta ha sido poco explorada y constituye la principal
limitacion para conocer el comportamiento de la fibra dietética en los alimentos
durante el transito digestivo.(PROFibra Comunidad Econdmica Europea. 1998
citado por Savon, 2004).

Por otra parte, en las especies monogastricas no se clasifica s6lo atendiendo a
su estructura, sino al grado de solubilidad en agua con lo que se asumen los
conceptos de polisacaridos no almidonosos soluble (PNS) y polisacaridos no
almidonosos insolubles (PNI). (Figura 1).

La composicién quimica de la pared celular de los alimentos fibrosos pueden
variar segun la naturaleza y origen de la fibra (Mastrapa et al. 1996 y Savén et
al., 1998), estos autores, caracterizaron la pared celular de las harinas de
follaje tropicales y las compararon con el maiz y la alfalfa, encontraron que la
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fibra dietética total de las harinas del follaje de platano y canavalia duplicaba el
valor informado para la alfalfa (Tabla 6). Savon, 2007

Tabla 6 Fraccionamiento de la fibra dietética en harinas de follajes tropicales

Fuente fibrosa FD total FDN FDA LDN Cel Hem
Medicago sativa 398,7 276,1 2554 775 120,9 58,7
Canavalia ensiformis 740,5 461,7 119,2 350,8 174,6
Lablab purpureus 699.E 527,9 410,88 122,0 310,7 1612
V. unguiculata var Habana 82  488.9 434,6 3828 99,0 193,2 14538
V. unguiculata. Var Tropico 578.1 401,3 2771 634 221,2 114,4
Musa paradisiaca 710,8 685,7 4064 60,5 2783
Trichanthera gigantea 452.6 3533 2726 107,6 156,1 67,6
Zea mays 280,E 273,6 132,0 27,3 132,1 141,6

FD total: Fibra dietética total; FDN: Fibra detergente neutra; FDA: Fibra detergente acida; LDN:
Lignina; Cel: Celulosa; Hem: Hemicelulosa
Fuente: Savon et al., 1999

En cuanto a la estructura de los componentes de la pared celular de la fibra.
(Estructura secundaria), Marrero (1998) comparo la estructura de la FDN de la
harina de cafa con la del maiz y saccharina (producto obtenido por un
procesamiento biotecnolégico de la harina de cafia) mediante microscopia
electronica y procesamiento digital de imagenes. Se observé que el tipo de
fuente y el procesamiento tecnoldgico (saccharina) influian en la estructura de
la fibra. Ademas, las fuentes no convencionales tuvieron un mayor contenido
de esclerénquima, como ha sido descrito en otras harinas y forrajes tropicales,
lo cual sugiere un mayor grado de madurez o engrosamiento de la planta, lo
que puede hacer menos aprovechable a la harina de cafia con respecto al
maiz.

En otro experimento, Savon et al., (2000) estudiaron los grupos funcionales de
la FDN de harina de follaje de Vigna unguiculata y la de la harina de follaje de
alfalfa y hallaron similitud en las absorciones debido a la presencia de
polisacaridos (celulosa) pero las absorciones del grupo ester fueron mas
intensas en la alfalfa, en tanto que V. unguiculata, var.Habana82 la presento
para el grupo amida. Con respecto a la estructura terciaria que determina la
relacion estructura funcion de los componentes de la pared celular y sus
efectos fisioldgicos (Mc Doughall et al. 1996), aunque existen metodologias
para estudiar la arquitectura de la fibra: el propuesto por Gidley (1998) que
utiliza la espectroscopia de resonancia magnética nuclear y el de Chesson
(1998) que emplea la absorcion de gas y las técnicas de imagenes hasta el
momento no se ha realizado ningun trabajo en fuentes fibrosas no
convencionales.
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2.3.2.2 Propiedades fisico-quimicas de la fibra dietética

La calidad de la fibra se modifica por sus propiedades fisicas, las que pueden
ser independientes de su composicion quimica. Factores como tamano de
particulas, volumen, solubilidad y propiedades de superficie como la capacidad
de absorcion de agua, capacidad bufferante, capacidad de intercambio
cationico (CIC), viscosidad y fermentabilidad pueden influir en procesos
biolégicos como el consumo y digestion de nutrientes. (Savon, 2007).

En fuentes fibrosas no convencionales se observa un aumento del volumen de
la fibra y capacidad de absorcion de agua con respecto al maiz, (Tabla 7) lo
que demuestra que estos alimentos tienen menor probabilidad de solubilizarse
en agua y su mayor capacidad de absorcion de agua puede ser favorable para
la fibra, ya que la humedad facilita la hidrolisis de las enzimas celulasas Savon
et al., (1999). En aves y cerdos, las caracteristicas sefialadas podrian afectar el
tiempo medio de retencion de la digesta, a través de un efecto mecanico o
laxativo en el tracto gastrointestinal (TGI) con un aumento del peso y volumen
de las excretas (Sosulski y Cadden 1982, Eastwood 1992). Ademas, el
aumento del transito intestinal provocara una menor absorcién de nutrientes y
energia (Saura-Calixto 1988).

También se hallé una disminucion de la Capacidad de Intercambio Cationico
(CIC) de las fuentes mas voluminosas, lo que se relacion6é con la menor
composicién en fibra dietética soluble con respecto al cereal tradicional y un
aumento en el contenido de lignina con menor numero de sitios intercambiables
libres. Esta caracteristica puede contribuir al incremento del poder tampdn de
estas fuentes fibrosas en el TGL.

Tabla 7 Propiedades fisicas de la fibra dietética de fuentes fibrosas tropicales

Fuentes fibrosas % Volumen Capacidad de Capacidad cic
Solubilidad  mLg-1 absorcién de agua  tampdn meq
g.g-1 gFDN
Meq Meq
acido basico
Medicago sativa 27,0 3,1 7,5 0,5 04 -
C. ensiformis 8,7 3,8 9,5 0,5 04 -
L purpureus 6,1 4.1 10,3 0,4 0,3 -
V. unguiculata var 22,0 2,4 7.8 0,2 0,02 -
Habana 82
L. Leucocephala 16,0 1,9 55 - - 55
Cajanus cajan 18,6 4.8 6,1 - - -
T gigantea 16,1 3.1 6,9 0,9 0,3
Zea mayz 49,5 1,7 1,4 - 0,6
Saccharina 23,0 7,0 7,6 0,5 0,33 0,1

'CIC: Capacidad de intercambio catiénico
Fuente: Savon, 2007
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2.3.2.3 Efecto de la fibra en animales monogastricos

A nivel prececal

Entre los efectos fisiolégicos mas importantes en aves y cerdos, son el efecto
en el consumo voluntario, secreciones digestivas y absorcion en el transito
intestinal y metabolismo lipidico. La inclusion de dietas fibrosas en cerdos
pueden provocar: (Rodriguez et al., 1999):

Incremento en el consumo del alimento para mantener el consumo de energia
digestible. Sin embargo, el conocido efecto de limitacion en el consumo con
altas concentraciones de fibra se atribuye a lo voluminosas de estas raciones y
a la capacidad de retencion de agua de las porciones solubles de la fibra. Esto
ultimo pudiera alterar los estimulos que regulan el consumo de alimento.

Provoca gran capacidad de retencién de agua, la cual dependera de la
composiciéon de la fibra y de sus propiedades fisico-quimicas

Aumentan la viscosidad del alimento, principalmente por la presencia de fibras
solubles.

Produce mayor dificultad en el contacto entre los nutrientes y las secreciones
digestivas.

Encapsulamiento de ciertos nutrientes impidiendo su hidrolisis.

Incremento de pérdidas endogenas (ej. secreciones gastricas, biliares y
pancreaticas).

Provocan una peor difusion y transporte de lipasas y sales biliares en el lumen
intestinal. Dificultan el transporte de los nutrientes hasta la superficie epitelial.

Incremento de la secrecidon de mucus por parte de la mucosa con el
consiguiente incremento de la viscosidad en la capa de agua adyacente a la
misma, lo que perjudica la absorcion de los nutrientes.

Reducen la velocidad de transito, lo que repercute a su vez en una reduccion
del consumo, y disminuye el contenido en materia seca de las deyecciones lo
que puede incrementar la incidencia de camas humedas.

La menor velocidad de transito favorece el desarrollo de la poblacion
microbiana intestinal que parece agravar el efecto de la viscosidad al
reconjugar los acidos biliares y/o adherirse a la superficie de la mucosa
alterando su funcionamiento normal.

Retrasan la absorcion de minerales y vitaminas. La fibra dificulta la absorcion
de Zn, Fe, Ca, Cu, Mg, Siy vitamina B12. Si la dieta supera la cantidad ideal de
fibra, el organismo puede enfermar por déficit de cualquiera de los anteriores
elementos.
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La inclusién de dietas fibrosas disminuye el valor energético de las dietas, ya
que su digestibilidad varia de 40 a 60% en comparacidén con otros nutrientes
(proteinas, grasas, azucares o almidon) que estan por encima del 80% (Noblet
y Le Goff, 2001 citado por Bindelle et al., 2007)

Con relacion al sitio de digestion de la fibra aunque durante mucho tiempo se
ha conocido que el ciego y el colon son los lugares donde tiene lugar la
fermentacién de la fibra, estudios realizados con cerdos canulados han
revelado que existe alguna degradacion a nivel cecal especialmente con
algunas fuentes faciimente fermentables como la pulpa de citricos (Dierick
1989). Savon et al., (1994) encontraron valores mas elevados de degradacion a
nivel ileal de componentes de la pared celular en dietas no convencionales de
harina de cafa. Estos autores hallaron bacterias y hongos celuloliticos (1011
ufc/ml) en esta regién, lo que pudiera explicar estos resultados.

A nivel intestino grueso

Con frecuencia la longitud de los ciegos ha sido relacionada directamente con
la capacidad de digestidn de la fibra. De la fermentacién microbiana de la fibra
se obtienen como productos finales los acidos grasos de cadena corta (AGCC).
Se obtiene en primer lugar acetato y en menor cantidad propionato y butirato,
los acidos isovalericos, valérico, lactico y gases como H, CO2 y metano. El
metano carece de importancia bioldgica en los monogastricos. La produccion
de AGCC en el intestino grueso de aves y cerdos esta relacionada con el tipo y
nivel de fibra en la dieta. La concentracion de AGCC en el intestino grueso
aumenta linealmente con el incremento de FND. En general, un aumento
significativo en los niveles de fibra de la dieta origina un incremento en la razén
acetato/propionato. Las dietas que contienen forrajes tienden a rendir una
produccion mayor del acido acético, el que puede variar entre 60 y 75 %. Las
variaciones pueden deberse al tipo de forraje y a su estado de madurez. En
estos casos el acido propidnico tiende a ser 17-19 % vy el butirico 8-12 %. El
propidnico y el butirico estan inversamente correlacionados con el metano, lo
que pudiera favorecer un aumento de la relacion propidnico butirico. En
ocasiones la inclusion de fuentes fibrosas en sustitucion parcial del maiz en las
aves es mucho menor que en otras especies y por tanto pudiera favorecer el
patréon de fermentacion propiénico. También hay que tomar en cuenta que en el
ciego de los pollos el Propionibacterium fue identificado como uno de los mas
abundantes (Salanitro et al. 1978). También se ha observado en otras especies
monogastricas como el conejo, la conversion del acético a butirico y el
predominio de este ultimo por dominancia del Butirivibrium Spp (Bellier et al.
1995). Algo similar pudiera ocurrir en las aves. Estos resultados proporcionan
beneficio para el ave, ya que el acido propiénico es de naturaleza glucogénica,
lo que hace que se relacione de modo positivo con la produccion de carne. Otro
aspecto interesante seria el papel del acido butirico, ya que las células del
ciego tienen preferencia por el mismo como fuente energética. Los AGCC
producidos en el TGl se metabolizan en la mucosa, éstos son transportados
eficientemente y cantidades considerables pueden llegar a sangre para su
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metabolizacién posterior. Se considera que el aporte de los AGCC es de 15-30
% para los requerimientos energéticos del mantenimiento en el cerdo (15%
cerdos en crecimiento y 30% cerdas, (Varel y Yen 1992)50 % en el conejoy 17
% en los pollos.

La produccién de AGCC en los gansos no es significativa con respecto a la que
se produce en los pollos, en los que la tasa de produccién mayor es para
acetato, mientras que la tasa de absorcion mayor corresponde al butirico. En
el avestruz el 70 % de la energia de mantenimiento se puede obtener de los
AGCC (Smith y Salis 1996). Tales aportes tienen importancia en los animales
adultos alimentados con plano nutricional normal, ya que en los animales en
crecimiento este aporte es menor. Los datos sobre la utilizacion por las
especies monogastricas de la energia de la porcion fibrosa son escasos.

El grado de fermentacidon que se produce por la presencia de la fibra depende
principalmente de la fuente de fibra y de la presencia de nitrogeno, minerales y
vitaminas que son esenciales para el crecimiento de la poblacién microbial que
reside en el intestino grueso (Varel, 1997).

De todas formas, la eficacia de transformacion de AGCC en energia mediante
la fermentacion de la fibra es menor que la eficacia de aprovechamiento de los
carbohidratos solubles como la glucosa en el proceso de digestion enzimatica.
En los cerdos la primera representa el 75 % de la segunda.

Efectos especificos

En Cerdos en crecimiento las fuentes de fibra con pared celular lignificada son
mas resistentes a la actividad de los microorganismos y mas efectivas en el
incremento del volumen de heces y reduccién en el tiempo de transito (Latymer
et al., 1985 citado por Dung, 2002). La capacidad de los cerdos para digerir y
utilizar la fibra es afectada por: la fuente de fibra (Ehle et al 1982 citado por
Dung, 2002) y el contenido de lignina (Mitaru et al., 1984 citado por Dung
2002). Stanogias and Pearce (1985) citado por Dung (2002) demuestran que el
grado de digestibilidad de la fibra depende principalmente del origen de la fibra
y de la cantidad de fibra en la dieta. La hemicelulosa a menudo es mas
digestible que la celulosa en animales monogastricos debido al efecto de la
hidrdlisis de la hemicelulosa (Unden y Van Soest, 1982).

Las pérdidas enddégenas de nitrogeno dependen de muchos factores, la
ingestion de alimento, peso corporal, contenido de factores antinutricionales,
proteina y la fibra en la dieta. Hay muchos argumentos para explicar el
incremento en la excrecion de proteina endoégena en respuesta al nivel del fibra
dietética. La fibra dietética puede estimular directamente la secrecién de las
enzimas digestivas (Langlois et al., 1987 citado por Botero, 2004).

Al alimentar cerdos con fibra de endosperma y cascara de cebada, se observé
un aumento en las pérdidas de nitrdgeno enddégeno de casi dos veces al
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alimentar los cerdos con la fibra del endosperma, comparada con las pérdidas
ocasionadas alimentando con cascara, 331 vs 180mg N x 100g de MS ingerida
(Souffrant, 2001).

2.3.3. FACTORES ANTINUTRICIONALES (FAN)

Los factores antinutricionales (FAN) son sustancias sintetizadas por los tejidos
vegetales para protegerse de depredadores como bacterias, hongos, insectos y
otros animales. Estos compuestos estan dentro de las caracteristicas
indeseables de las fuentes fibrosas. Las harinas de follajes de leguminosas
(D’Mello 1991 y 1996) y de forrajes con gran produccion de biomasa Buitrago
(1999), Garcia (1996) presentan una combinacion diversa de compuestos
antinutricionales.

En general, los FAN originan disminucion en el consumo como efecto adverso
principal, interfieren en el proceso digestivo con la utilizacion de los alimentos y
los potenciales productivos. (Tabla 8) Las proteinas que se enlazan a los
taninos alteran su metabolismo e incluso las interacciones posteriores enzimas-
taninos inhiben la actividad de las enzimas digestivas; 1o que puede reducir la
digestibilidad

Los follajes de leguminosas tienen importancia en la alimentacién animal,
debido a su alto contenido de proteinas, y otros nutrientes. Sin embargo,
contienen FAN que las hacen poco aptas para el consumo. Para determinar la
importancia nutricional de estos compuestos es necesario conocer su
concentracion, precisar el mecanismo de accion y el posible sinergismo o
antagonismo con respecto a otros componentes de la dieta; aspectos de
importancia para evaluar sus posibilidades como fuentes alternativas de
alimento (Scull y Savon, 2003).

Los FAN se agrupan en:
Compuestos fendlicos (taninos, fitoestrogenos y cumarinas)

Toxinas nitrogenadas (alcaloides, glicosidos cianogénicos, glucosinolatos,
aminoacidos téxicos, lectinas e inhibidores de proteasas)

Terpenos (lactosas sequiterpénicas, glicésidos cardiotonicos, saponinas)
Hidrocarburos policetilénicos
Oxalatos

Fitatos
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Tabla 8 Efectos mayores de FAN en animales monogastricos de la granja.

Factores antinutricionales

Efecto mayor in vivo

Proteinas
Inhibidores de proteasas

Lectinas

Inhibidores de amilasa

Proteinas antigénicas

Aminoacidos no protéicos

Neurolaterigenos: 3-cianoanalina, acido 3-N-oxalil-o-3-
diaminopropionico, (BOOA o B- ((N-oxalilamino)alanina),

acido a,y-diaminobutirico y B-aminopropionitito.

Analabos de arginina y derivados: Canavanina,
indospicina, homoarginina, canalina

Aromaticos: mimosina, 3-4-dihidroxifenilalanina y 5
hidroxitriptofano

Polifenoles
Taninos
Glicésidos
Cianogenos

Vicina/convicina

Saponinas
Cicasina
Oligosacaridos

Glucosinolatos

Alcaloides

Quinolizidina (alcaloides lupinos), Escopolamina e
hiosciamina (alcaloides de Datura)

Otros FAN
Fitatos

Reduccioén de la actividad de proteasas, hipertrofia/hiperplasia
pancreatica, secrecion incrementada de enzimas pancreaticas,
nodulos acinares, depresion de crecimiento

Dafio de la pared intestina, respuesta inmune, perdidas
incrementadas de proteina enddgena, depresion del
crecimiento, muerte

Interferencia en la digestion de almidon

Interferencia con la integridad de la pared intestinal, respuesta
inmune

Neurolatirismo. Neurotdxicos

Reduccion del crecimiento a través de la sustitucién aberrante
de los intermediarios metabdlicos. Aumento en el recambio de
proteina. Disminucién del consumo hepatico. Efectos
teratogénicos

Desordenes reproductivos, efectos teratogénicos. Dafios en
érganos

Formacion de complejo proteina-carbohidrato, interferencia con
digestibilidad de proteinas y carbohidratos
Falla respiratoria

Anemia hemolitica, interferencia con la fertilidad e incubabilidad
de huevos

Hemolisis, efecto sobre la permeabilidad intestinal
Carcinégeno
Flatulencia

Utilizacion deteriorada del yodo, higado y tiroides afectados,
crecimiento y palatabilidad reducidos

Disturbios neurales, palatabilidad reducida

Forma complejos con minerales y proteinas, deprime la
absorcion de minerales

Fuente: Belmart y Navar (1999)
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2.3.3.1 FAN en follajes tropicales

Las harinas foliares de leguminosas y de cultivos con alta produccion de
biomasa presentan una combinacion diversa de FAN; los taninos y saponinas
son los mas abundantes. Scull (2004) determind cualitativamente mediante el
tamizaje fitoquimico la presencia de FAN en harinas de follajes de leguminosas
tropicales y plantas arbéreas y arbustivas y encontré6 que el 100% de las
plantas contenia polifenoles (taninos), alcaloides y azucares reductores, y el
75% de ellas hay presencia de saponinas y grupos alfa-amino. Este mismo
autor cuantificd el contenido de polifenoles totales, taninos unidos a la fibra 'y a
la proteina de harina de follaje de Morus alba, Canavalia sp, Stizolobium
aterrimun, mucuna sp y Trichanthera gigantea, y observd que la fraccién de
menor contenido de taninos condensados esta unida a la fibra y que las
asociaciones que se presentan entre los taninos y la fibra dependen del tamafio
de la molécula y de la conformacién de los polifenoles, por lo que se requiere
conocer los componentes que integran las diferentes fuentes fibrosas.

V. unguiculata No presenta compuesto toxico en rumiantes, y en animales
monogastricos los factores antitripsicos presentes en semilla principalmente
pueden ser disminuidos con tratamientos. (Cook et al., 2005). En la harina de
forraje Scull (2003) demuestra que tienen bajo contenido total de polifenoles y
de taninos condensados, si se comparan con otras especies de leguminosas
que consumen comunmente los animales.(Tabla 9)

Tabla 9 Contenido de polifenoles y taninos (P&T) en follajes

Especie % P&T MS

T. gigantea 2,69
L. leucocephala 5,76
M. sativa 0,51
S. aterrimun 2,89
Vignas

Var blanca 0,33
Vifales 144 0,69
Tropico 782 0,53
Cubanita 666 0,37

Fuente: Savon, 2006

Las hojas de L. purpureus no contienen taninos, pero los granos si, fitatos e
inhibidores de tripsina. (Schaaffhausen, 1963), igualmente la especie
D.velutinum se reporta como una especie libre de taninos en su follaje (Vivas,
2005). C. argentea contiene solo trazas de taninos 0,2% (Lascano, 1995)

S. guianensis pueden tener cantidades apreciables de oxalatos. Ndyanabo
(1974) citado por Lemus (2004) determind que su contenido en la MS es de
1,72, aunque el nivel de oxalatos solubles en agua fue bajo 0,15%; resulta casi
similar al contenido de oxalatos en Centrosema molle (Bogdan, 1997 citado por
Lemus, 2004). Otras especies son referidas en la tabla 10.
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Tabla 10 Contenido de FAN en especies forrajeras tropicales

'T. gigantea 'G. sepium  'I. spectabilis  2V. unguiculata ?A. lebbeck 2C. grandis  2P. llobium

Fenoles + + ++ + n.d n.d n.d
Esteroides ++ + +++ n.d n.d n.d n.d
Alcaloides - - - n.d ++ + +++
Saponinas + ++ ++ n.d ++ + +++
Taninos n.d n.d n.d n.d ++ ++ ++
Cumarinas n.d n.d n.d n.d - +++ -
Quinonas n.d n.d n.d n.d - ++ -
Calendlidos n.d n.d n.d n.d - ++ -

+++, Contenido abundante; ++, Conenido moderado; +, Contenido bajo; -, Ausencia del metabolito; nd, no
determinado
Fuentes: Galindo et al 1989 citado por Sarria 1994*; Scull y Savon 20032

2.3.3.1.1 Fenoles y Taninos condensados

Los compuestos fendlicos son algunas de las sustancias toxicas mas
abundantes en las leguminosas (Scull y Savon, 2003).

Los taninos condensados son los mas perjudiciales desde el punto de vista
nutricional, porque reducen el crecimiento y la digestibilidad de la proteina y los
aminoacidos (Martinez et al., 2000 citado por Scull y Savon, 2003). Ademas,
provocan alteraciones en la absorcion de azucares y en la inhibiciéon de
enzimas digestivas, debido a que forman facilmente complejos fuertes y
selectivos con las proteinas y otras macromoléculas, como los carbohidratos y
almidones de la pared celular (Blytt et al., 1998; Stewart et al., 2000 y Villalba et
al., 2002 citado por Scull y Savon, 2003).

Las propiedades que tienen los taninos condensados permite que se puedan
unirse a la fraccion fibrosa y causar una sobreestimacion de su contenido, por
lo que en algunas especies de leguminosas es dificil distinguirlos de la lignina
(Scull y Savon, 2003).

En estudios de nutricion se ha demostrado que cuando los taninos de algunas
especies tropicales presentan poca capacidad para precipitar proteinas,
resultan inocuos para el sistema digestivo de los animales (Makkar., 1998
citado por Garcia et al., 2008); Al respecto, en algunas investigaciones
realizadas con leguminosas tropicales de un mismo género botanico o
taxondmicamente cercanas entre si, se ha demostrado que las especies
rastreras, volubles y/o arbustivas presentan una composicion discreta de
nutrientes y en sentido general menores niveles de metabolitos secundarios
téxicos para el ganado (Makkar et al., 2003; Sotelo et al., 1999; Mueller-Harvey
1992 y Martinez et al., 1996 citado por Garcia et al., 2008). Sin embargo, los
follajes de muchas arbdreas aunque son esencialmente proteicos, exhiben
mayores concentraciones de compuestos fendlicos (Tabla 10) y menor
degradabilidad (Makkar, 1988 citado por Garcia et al., 2008).
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El contenido de FAN presentes en las hojas de especies forrajeras difieren
dependiendo de la ubicacidon geografica, método de obtencion de harina. Cano
et al., 1994 identificaron el contenido de Taninos Condensados Extractables
(TCE) en las hojas de leguminosas y concluyeron que el nivel de TCE fue
menor en hojas congeladas y en muestras secadas en horno que en muestras
liofilizadas. En muestras liofilizadas se redujo la proporcién de taninos ligados a
la proteina y a la fibra de la planta y la actividad biolégica de los taninos en
leguminosas liofilizadas fue mayor que en muestras frescas congeladas y que
en las secadas en horno. Por lo anterior indican la liofilizacion como método de
conservacion de muestra para identificar contenido de Taninos en leguminosas.
Estas conclusiones resultaron de los siguientes datos ilustrado en la Tabla 11.

Tabla 11 Taninos encontrados en follajes de leguminosas con diferente método
de secado

Leguminosas (No CIAT) Tipo de secado  %Taninos*
D. ovallifolium (350) En horno 4,2
Liofilizacion 54
Dioclea guianensis (19391) En horno 26,2
Liofilizacion 25
Flemingia macrophylla (17403) En horno 37,3
Liofilizacion 38,8
Phyllodium spp (23958) En horno 18,7
Liofilizacion 19,7
Tadehagi spp (13269-274) En horno 15,6
Liofilizacion 16,4

*Incluye TCE, Taninos ligados a proteina y Taninos ligados a Fibra
Fuente: Cano et al., 1994

Este trabajo concluyo que el 79% de los taninos fueron extractables, el 14%
estuvieron ligados con proteina y 7% lo estuvieron con fibra, resultados que
difieren con los encontrados por Terrill et al., 1992 65% corresponde TCE,
32% ligados a las proteinas y 3%Ligados a fibra.

2.3.3.1 Polisacaridos no almidonosos

También muchos investigadores han mostrado el papel de los polisacaridos
estructurales de la pared celular (polisacaridos no almidonosos, PNA)
clasificados como factores antinutricionales y se ha demostrado su presencia
(Carré et al. 1990) en diversas plantas fibrosas. Estos son arabinoxilanos, 3
glucanos, celulosa, pectina y a galactésidos. En el estudio de estos FAN y sus
efectos se ha establecido que los PNA se unen con grandes cantidades de
agua e incrementan la viscosidad de los fluidos. Esta viscosidad dependera del
tamano de particulas, si es ramificado o lineal, presencia de grupos cargados y
su concentracion La viscosidad de los fluidos interfiere en el proceso digestivo
absortivo y deprime los resultados productivos. Estos efectos se corresponden
con la porcion soluble de la fibra, alimentos con elevada concentracién de fibra
soluble, como la harina de citricos. (Savon, 2007)
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2.4 Digestibilidad de forrajes en monogastricos

La torta de soya ha sido utilizada tradicionalmente para alimentacion de
animales monogastricos principalmente porque tiene un perfil de aminoacidos
complementario al de los granos de cereales. Ademas, a la baja presencia de
algunos factores antinutricionales. La utilizacion de harinas de follajes, en
sustitucién parcial o total de las fuentes de proteina para la alimentacion de los
monogastricos, es una de las estrategias mas investigadas en la actualidad,
debido a la ventaja que representa disponer de fuentes autoctonas de
alimentos y poder reducir los costos (Savon, 2005).

El analisis bromatologico solo del follaje de una planta no refleja el
comportamiento de este en el cuerpo del animal. Para ello, es necesario tener
un conocimiento de cada uno de sus componentes y su interaccién con el
tracto gastrointestinal, como la digestibilidad, composicién de la fraccion
fibrosa, protéica y factores antinutricionales (FAN)

Debido a lo anterior, la siguiente revision no solo se basa en analisis
bromatolégicos sino también relacionan con los porcentajes de de digestibilidad
de materia seca y materia organica y fermentaciéon a lo largo del tracto
digestivo en diferentes especies monogastricas.

Dihigo et al. (2004) evaluaron plantas forrajeras predigeridas in vitro utilizando
inoculo de conejo destacando la mayor produccion de acidos grasos de cadena
corta (AGCC) con Lippia dulciss, el nacedero presentd un incremento de acido
propidnico con respecto a las demas forrajeras evaluadas (Lippia eddulis,
Neonotonia wightii, Vigna unguiculata y Pennisetum purpueum). Respecto a la
digestibilidad de la materia seca se determina que el nacedero, Lippia eddulis,
Neonotonia weightii y Penisetum purpureum tuvieron una alta digestibilidad lo
que favorece la utilizacion cémo forrajera para conejos, y a la vez destacan la
menor digestibilidad que tuvo Vigna unguiculata por los microorganismos
cecales (Tabla 12). La baja digestibilidad de materia seca de Vigna unguiculata
se lo adjudican en mayor parte a su baja digestibilidad de FDN. Al parecer la
Vigna unguiculata tiene la proteina muy ligada a su fibra, lo que dificulta el
ataque de enzimas, principalmente de proteasas (Dihigo et al; 2002 citado por
Dihigo, 2004) o la presencia de otras sustancias que interfieren en la
digestibilidad de nutrientes, como son los compuestos fendlicos (Delgado et al;
1998 citado por Dihigo, 2004). Estos disminuyen en la produccion de NH3
factor que limita el crecimiento de las bacterias y la digestion de la fibra cecal
(Garcia et al; citado por Dihigo, 2004) afectando asi el grado de digestibilidad
de esta fuente por los microorganismos presentes en el ciego
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Tabla 12 Valores de digestibilidad in vitro de la MS, FDN e indicadores de
fermentacion in vitro de cinco plantas forrajeras tropicales en conejos

Indicadores T. gigantea L. dulcis N.weigtii V. unguiculata S. sinenae
MS % 51,60 49,04 41,39 36,49 42,89
FDN % 39,91 38,45 32,32 13,49 31,98
AGCCt mmol/L 109,88 145,35 118,15 90,21 91,04
Propionico % 10,27 6,33 6,33 8,11 8,26
Ph 6,50 5,64 6,47 6,69 6,74

Fuente: Dihigo et al., 2004

Leterme et al., 2005 concluyeron que a pesar del contenido en proteina del
follaje de bore, nacedero y morera, (170 a 240 g/kg MS) y aceptable contenido
de aminoacidos esenciales, estos no son disponibles para el cerdo, debido a su
baja digestibilidad (<36%, Tabla 13). Adicionalmente, el contenido en energia
digestible es bajo si se compara con la del maiz (3685Kcal/kg MS).

Tabla 13 Digestibilidad de hojas de arboles forrajeros

Basal Nacedero Morera Bore
Dieta H sola Dieta H sola Dieta H sola
MS 85 71,8 47 .4 74,7 55,5 75,1 56,9
PC 88 71,4 36,3 69,2 33 69,7 344
Energia 87 74,7 50,9 74,1 50,9 75,2 52,8

Fuente, Pascal et al., 2005

Dominguez et al., 2004 evaluaron los procesos digestivos de cerdos,
sustituyendo el 30% de la proteina de la dieta con harina de follaje de
diferentes variedades de morera e indicaron que la introduccién del follaje de
morera en las dietas determind un notorio arrastre de agua en la materia fecal
cuando fue evaluado la inclusién de éste forraje en la dieta, ademas evaluaron
la digestibilidad invitro de la materia seca, la materia organica y el nitrégeno fue
significativamente inferior al de la harina de soya, resultados representados en
la tabla 14.

Tabla 14 Digestibilidad in vitro (pepsina/pancreatina) de harina follaje de
morera

Criterio Harina de soya Morera tigreada  Morera acorazonada
Digestibilidad in vitro %
Materia seca 77,7 35,1 36,2
Materia orgéanica 75,7 35,3 35,2
Nitrégeno 79,8 37,3 35,9

Fuente: Dominguez et al., 2004

La inclusion de la harina de morera presento un descenso de la digestibilidad
fecal y con respecto a la digestibilidad de nitrégeno Gonzalez eta al (2004)
citado por Dominguez (2004) hallan que la digestibilidad del Nitrégeno de
dietas con harina de follaje de morera, es altamente dependiente de la
digestibilidad de fibra detergente neutro de las mismas dietas.
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Incluyendo el 30% de de la dieta por Morera especie tigreada y acorazonada se
reporto una digestibilidad fecal de 82,5% 65,8% y 67,3% para MS, FDN y N
respectivamente. (Dominguez et al., 2004)

Botero (2004) evalud en cerdas adultas (190-240 kg de PV) la digestibilidad de
dietas a base de maiz y, torta de soya, incorporando el 15y 30% de forraje de
nacedero, bore y morera. Los mejores valores de digestibilidad fecal e ileal,
fueron cuando el bore fue incluido en las dietas, seguido por la morera (Tabla
15). Los resultados sugieren hasta un 30% de incorporacion en las dietas de
bore y morera.

Tabla 15 Digestibilidad aparente e ileal en dietas incorporando forrajes en la
alimentacioén en cerdas (190-240 kg).

Parametro Control Nacedero Bore Morera Nacedero Bore Morera
15% 15% 15% 30% 30% 30%

% Digestibilidad aparente fecal

Materia seca 83,7 77,9 81,7 80,3 73 78,7 77,3
Proteina 88,3 77,4 82,9 81,4 71,2 79,9 78,5
Energia 86,1 80,4 83,4 82,9 75,1 79,5 79,2
FDN 57,8 59,3 65,6 62,8 55,6 68 65,2
FDA 37,2 41,4 51,3 47 .4 34,3 55,5 53,7
%Digestibilidad aparente ileal

Materia seca 73,9 58,3 64,2 68,4
Proteina 80,3 53,6 69,6 73,6
Energia 76,0 60,6 66,7 70,7
FDN 44,6 23 49,4 51,4
FDA 25,7 5,7 27,5 37,1

Fuente: Botero, 2004

La digestibilidad del follaje de Leucaena en dieta para cerdos a nivel in vitro de
MS, MO y N fue de 31,5%; 33,2% y 23,9 respectivamente. Allen y Ly, 2007

Ly y Castro (2006) evaluaron in vitro Leucaena en cerdos con una inclusion del
20% en la dieta también con la inclusion de zeolita para identificar el efecto de
la dltima. Se encontrd un leve aumento mas no significativo con la inclusién de
zeolita, y la concentracion ileal de AGCC y amoniaco aumentaron
significativamente y se lo atribuyen como una captura por parte de la zeolita, de
productos finales del metabolismo microbiano en el intestino delgado de los
cerdos, el indice amoniaco, constituye una sustancia toxica que de ser
absorbida por el animal, debe ser transformada en urea para su posterior
eliminacion fundamentalmente por via renal, lo que a su vez tiene un costo
energético indeseable (Tabla 16).
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Tabla 16 Digestibilidad ileal in vivo de dietas de zeolita y harina de Leucaena
en cerdos.

% digestibilidad Sin zeolita Con 5% de zeolita
Materia seca 65,7 67,1
Fibra cruda 34 36,3
Materia organica 72,2 74,4
Energia 72,5 76,4
Nitrégeno 61,6 65,9

Fuente: Ly, y Castro, 2006

Macias, 1999 presentd una investigacion de métodos de evaluacion de
nitrégeno del follaje de Guandul Cajanus cajan, Leucaena, Hibiscus rosa-
sinesis y Helianthes tuberosus y evaluaron la digestibilidad invitro con pepsina
y pancreatina de los follajes e identificaron una digestibilidad de nitrdgeno mas
bajo con Helianthus tuberosus con un valor de 20,3 +0,73% y valor mas alto
con Hibiscus rosa-sinensis con un valor de 66,6£2,1%.

Ly, 1996 investigo acerca de la inclusién de fuentes foliares de proteina en
dieta para cerdos e indica (tabla 17) la digestibilidad fecal e ileal en cerdos
ileoctomizados evaluando en la alimentacion el reemplazo de la harina de soya
por harina de follaje de Leucaena e identifico baja digestibilidad a medida que
aumentaba el porcentaje de inclusion del follaje.

Tabla 17 Digestibilidad in vivo de dietas con diferentes inclusiones de Leucaena

Inclusion Leucaena 0% 10% 20%
Digestibilidad fecal

Materia Organica 92,6 85,9 Nd
Nitrégeno 82,7 78,9 74,5
Digestibilidad ileal

Materia Organica 82,2 77,8 73,8
Nitrégeno 69,4 67,8 69,2

Fuente: Ly et al., (1995 datos no publicados) citado por Ly (1996).

Nieves et al., 2008 determinaron la digestibilidad fecal in vivo de nutrientes en
dietas con forrajes tropicales (Leucaena, Nacedero, Morera, Mani forrajero
(Arachis pintoi) e Ipomea batatas) en conejos y obtuvo una digestibilidad de
MS, MO, EB, PC, FDN de 57,6%, 59,9%, 58,9%; 71,0%; 35,4%
respectivamente.

Martinez et al., 2008 evaluaron los indicadores morfométricos del tracto
digestivo y sus 6rganos accesorios, con la inclusién de harina de follaje de
Lablab purpurues en la racion de pollos (Control, Inclusion 5% y 10%), sin
presentar diferencias en el peso vivo que oscilaron entre 1,93 — 2,0, solo hubo
modificacion en el peso de la molleja difirid con el control y la inclusion del 10%.

Kopinski et al.,2008 evaluaron la inclusion de Stylosanthes con corte a
diferentes edades (temprano y tardio: 12 y 18 semanas después de la siembra,
respectivamente y rebrote a las 6 semanas), en dietas para cerdos que
contenian 65% sorgo, 25% harina de Stylosanthes 10% de caseina y otros
(premezcla vitaminas y minerales, lisina y aceite). Los valores de digestibilidad
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fueron menores en las dietas con Stylosanthes (Tabla 18). Entre estas ultimas,
se observo una mejor digestibilidad en la dieta con corte temprano, atribuido a
un menor contenido de fibra. Una mayor digestibilidad de N fue obtenida con el
corte temprano comparandolo con las demas dietas. En paises como la China
en la zona tropical, se le emplea en corte y luego se muele para suministrarlo
como concentrado para aves y cerdos (Chaozu He y Schultze-Kraft 1988,
citado por Lemus, 2004).

Tabla 18 Digestibilidad materia seca, energia y nitrégeno y composicion
nutricional de dietas experimentales con Stylosanthes guianensis en cerdos
con peso22kg

Sorgo Stylosanthes  Stylosanthes Stylosanthes
corte corte tarde rebrote
temprano

%Digestibilidad

MS 0,872 0,79c 0,75b 0,73d
Energia 0,882 0,78b 0,74c 0,72c
Nitrégeno digerido 23,8 25,9 23,6 244
g/d

Nitrégeno 0,782 0,73b 0,69bc 0,67c
Composicion nutricional en %

Materia seca 88,5 90,4 90,7 89,9
Ceniza 1,5 7,6 7,7 8,3
Nitrogeno 1,78 3,41 3,11 3,60
Proteina 11,13 21,21 19,44 22,50
Grasa 3,8 2,2 1,7 1,9
Fibra cruda 1,2 12,2 21,3 18
FDN 59 25,6 34,5 29,6
FDA 3,5 16,9 26,8 22,1
Almidon 70,5 9,8 3 2,5
Ca <0,1 1,05 1,18 1,19
P 0.33 0,21 0,4 0,23

Fuente: Kopinski, 2008

Allen y Ly, 2007 2004 evaluaron por incubacion de pepsina y pancreatina la
digestibilidad in vitro de la materias seca (DIVMS) y proteina (DIVPC) de
forrajeras tropicales como (Acacia auriculiformis, Desmanthus virgatus,
Flemingia macrophylla y Leucaena Leucocephala) y encontraron La DIVMS
dentro de un rango de 21,7-30% el valor mayor correspondiente a L.
leucocephala y el valor menor para Acacia auriculiformis para DIVPC 21-44%
se invirtié6 el comportamiento el valor menor fue para L. leucocephala y valor
mayor para A. acriculiformis, mientras que para las especies no leguminosas
(Artocarpus heterophyllus, Borassus flabellifer, Cocos nucifera, Eucaliptus spp,
Hibiscus rosasinensis, Moringa olifera, Morus alba y Trichantehera gigantea) se
obtuvo valores para DIVMS 13,9-75,3% y DIVPC 5,1-74,2%, en las dos
variables la especie con menor valor correspondio a Artocarpus heterophyllus y
el valor mayor para Moringa oleifera (Tabla 19)
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Tabla 19 Digestibilidad in vitro de materia seca (DIVMS) y Proteina (DIVPC) en
diferentes especies forrajeras.

Especie DIVMS DIVPC

Leguminosas

Acacia auriculiformis 21,7 44,6
Desmanthus virgatus 27,2 32,4
Flemingia macrohylla 25,9 29,8
Leucaena leucocephala 30 21
No leguminosas

Artocarpus heterophyllus 13,9 51
Borassus flabellifer 17,6 3,7
Cocos nucifera 16 9,2
Eucalyptus spp 33,2 25
Hibiscus rosasinensis 48,7 74,2
Moringa oleifera 75,3 74,4
Morus alba 45 47,9
Trichanthera gigantea 30,4 17,5

Fuente: Ly et al., 2001

2.5 Aspectos influyentes en la digestibilidad de proteinas y carbohidratos

2.5.1 Digestibilidad de proteinas

En monogastricos el perfil de amininoacidos absorbidos estda muy relacionado
con el perfil de aminoacidos de la dieta al no existir sintesis microbiana antes
de la absorcion. Los factores que pueden modificar la disponibilidad o
digestibilidad son: interacciones negativas entre aminoacidos, competicion
entre la lisina y la arginina y también entre aminoacidos de cadena ramificada
(leucina, isoleucina y valina) para ser absorbidos a nivel intestinal (Rubio y
Brenes, 1995).

Por lo general, la mayor proporcion de proteina en follajes de plantas forrajeras
se encuentra en forma de GLB y ALB y en menor cantidad como GLT y PRL.
Asi como en los granos de cereales, dependiendo de la proporcion de cada
una de las fracciones proteicas presentes en las hojas, sera la calidad
nutricional de su proteina total, asi como las caracteristicas fisicoquimicas y
funcionales (Gallegos et al., 2004 citado por Aguirre, 2009).

Los aminoacidos en los alimentos no siempre estan disponibles. La
degradacion de las proteinas, asi como su absorcion puede ser incompleta. El
porcentaje promedio de digestion y absorcion en proteinas de origen animal es
alrededor de un 90%, siendo el de las proteinas de origen vegetal es s6lo un 60
a un 70% aproximadamente (Gonzalez et al., 2007). La digestibilidad se ve
limitada por:

La conformacion de la proteina ya que las proteasas atacan a las proteinas
insolubles mas lentamente que a las proteinas globulares solubles.
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La unidn a ciertos metales, lipidos, acidos nucleicos, celulosa u otros
polisacaridos, puede ver limitada parcialmente su digestibilidad.

Factores antinutricionales afectan la digestion y la absorcion de aminoacidos.
El tamafio y superficie de la particula donde se encuentran las proteinas

En trabajos desarrollados para rumiantes, identificaron la digestibilidad de las
fracciones de la proteina y afirman que respecto a la digestibilidad intestinal es
mas baja en las prolaminas, que en las globulinas, albuminas y glutelinas.
Ademas la fraccion de prolaminas esta ligada a niveles de taninos.

A pesar de que las subunidades 7S y 11S de las globulinas difieren en la
secuencia de aminoacidos, la posicion del sitio de divisién proteolitica de sus
subunidades propone similaridades estructurales entre ambas fracciones
(Shutov et al., 1996 citado por Torres, 2009). Por lo anterior, se esperaria que
fueran desdobladas de igual forma por las enzimas digestivas (Nielsen et al.,
1988 citado por Torres, 2009). Sin embargo, a pesar de la similaridad en su
estructura terciaria y del alto grado de homologia detectado a nivel de la
estructura primaria entre la 7S y 11S se ha determinado la presencia de
regiones variables especialmente en la fraccion 11S, la cual contiene un
numero de residuos de aminoacidos cargados que son localizados en la
superficie de la proteina y que las hacen mas susceptibles a la hidrdlisis
enzimatica (Wright, 1987 citado por Torres, 2009). Estos residuos pueden ser
especificos para la accion de la proteasas, En este sentido la accesibilidad de
lisina, arginina (aminoacidos basicos) fenilalanina, triptofano y tirosina
(aminoacidos hidrofobos) puede ser un factor importante porque restringe la
especificidad para tripsina y quimotripsina (Carbonaro et al., 1997). Mientras
que la subunidad acida de las proteinas 11S y 7S con residuos de aminoacidos
(acido aspartico y glutamico) puede presentar una fraccibn mas soluble
(Kinsella et al., 1985 citado por Carbonaro et al., 1997).

La diferencia mas llamativa entre los dominios (N-terminal) de la globulina 7S,
asi como entre los dos dominios de la globulina 11S a nivel del C-terminal se
da, porque no permite grandes inserciones hifrofilicas dentro de las regiones
ordenadas estructuralmente y conformadas por secuencias especificas de
hélices a/Rarril-3 haciéndolas inaccesible al ataque proteolitico. En contraste,
los otros dominios de las subunidades de la globulina (C-terminal y N-terminal
de la 7S y 11S respectivamente) toleran extensas inserciones hidrofilicas y son
susceptibles al ataque proteolitico (Shutov et al., 1996 citado por Torres, 2009)

En cuanto a las albuminas se puede mencionar que Son menos digestibles que
las globulinas y se considera son responsables de la pobre biodisponibilidad de
la proteina de los granos de leguminosas. Principalmente atribuido a la
estructura primaria (alto contenido de cisteina) y a su conformacion estructural
(Nielsen, 1991; Crevieu et al., 1997 citado por Torres, 2009). Principalmente, a
la formacién de puentes de azufres intramoleculares (debido al contenido de
cisteina), que proporcionan una estructura firme y globular (Genovese & Lajolo,
1996; Marquez & Lajolo, 1996; Crevieu, 1999 citado por Torres, 2009).
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2.5.2 Digestibilidad y/o fermentacion de carbohidratos no almidonados

Las fibras no son digeridas por las enzimas digestivas de los animales. Por lo
tanto, llegan al intestino grueso donde pueden ser fermentadas por la
microflora.

La capacidad de los cerdos para digerir y utilizar la fibra esta afectada por la
fuente de la fibra y el contenido de lignina. La hemicelulosa es frecuentemente
mas fermentable que la celulosa en animales no rumiantes, debido a los
efectos hidroliticos del acidos gastricos sobre la hemicelulosa (Udén y Van
Soest citados por Dung et al., 2002). Ademas, hay una influencia en la flora
bacteriana de los individuos con la edad y sobre todo con la dieta. Fernandez et
al. (1994); citado por Gémez (2002) encontraron que la capacidad de digerir
fibra era 30% superior en animales adultos que en animales en crecimiento,
debido a una mayor poblacion bacteriana. Ellos reportan que el numero de
bacterias celuloliticas era 6,7 veces mayor en animales adultos. Por lo tanto, la
funcidn fisiologica de la fibra dietética en el tracto digestivo del cerdo, puede
variar considerablemente con la edad o masa corporal.

El principal sustrato energético para la fermentacion microbial son los
carbohidratos, con sus productos finales: acido lactico, acidos grasos de
cadena corta (acético, propidnico y butirico) y varios gases (hidrégeno, diéxido
de carbono, metano). El acido lactico es el principal acido organico presente
en el quimo estomacal y en la digesta del intestino delgado, mientras, que los
acidos grasos de cadena corta predominan en el intestino grueso (Bach et al.,
1991). Los acidos grasos de cadena corta constituyen una fuente de energia
para el hospedero, estos pueden proveer hasta un 30% de los requerimientos
de energia de mantenimiento para cerdos en crecimiento y mucho mas en
cerdos adultos (Christensen et al., 1999). Algunos acidos grasos de cadena
corta son metabolizados en el sitio de absorcién (ej. butirato), pero la mayoria
de estos acidos derivados del colon son metabolizados por el higado.

2.6. Técnicas Digestibilidad in vitro

Una de las caracteristicas principales del sector porcicola es la busqueda de
fuentes de alimentos disponible y econdmico que logren generar mejor
rentabilidad a los productores. Lo especial es que la busqueda ha tenido como
mision dejar el uso del propio animal como respuesta final para decidir el uso o
no de un nuevo alimento, y usar en cambio las condiciones de estudio in vitro
con preferencia con respecto a otras in situ.

La digestibilidad de los alimentos puede ser estimada por métodos que simulen
el proceso de digestidon; los métodos in vitro para estimaciones a nivel de
laboratorio de la degradacion de los alimentos son importantes para los
nutricionistas. Un eficiente método de laboratorio debe ser aplicable y se debe
correlacionar bien con los parametros de medicion in vivo. Los métodos in vitro
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tienen la ventaja no solo de ser menos costosos y demorados, sino que
permiten mantener las condiciones experimentales mas precisas que en los
ensayos realizados in vivo (Makkar, 2003).

Este trabajo desarrolla la caracterizacion nutricional de forrajes y la
digestibilidad de este en todo el tracto digestivo, técnicas que simulan
digestibilidad prececal de la Materia seca con pepsina y pancreatina, con la
metodologia Boisen y Fernandez (1997); ademas incluye cinética de hidrolisis
de la proteina, con la metodologia de Montoya et al (2005), con los residuos
obtenidos se simula la fermentacion que ocurre en el intestino grueso de los
cerdos (Menke y Steingass, 1988; Boudry et al., 2003) y se determina la
cinetica y produccion de gas, la identificacion y produccion de AGV se realiza
mediante la técnica de High Performance Liquid Cromatography “HPLC” con
una columna de Aminex HPX-87H (Bio-Rad lab, Hercules) y acido sulfurico
0.006 M como fase moévil a un flujo de 0.09 ml por minuto (Hartemin et al.,
1997). Adicionalmente a través de electroforesis en SDS-PAGE se identifica un
perfil de aminoacidos de estas especies forrajeras.
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3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo contempld la caracterizacién nutricional del follaje de leguminosas
forrajeras tropicales; se determiné la composicion quimica y mediante pruebas
in vitro se simularon la digestion a nivel estomacal e intestinal (digestibilidad de
la MS, energia y proteina) y la fermentacién a nivel del intestino grueso
(cinética de produccion de gas y de AGV). Finalmente, usando electroforesis
SDS-PAGE se identifico el perfil de proteinas.

3.1 LOCALIZACION

La composicion quimica, las pruebas de digestibilidad in vitro (MS, MO vy
cinética de hidrdlisis enzimatica de la proteina) y la fermentacion in vitro
(técnica de gas) fueron realizados en el laboratorio de Nutricion Animal. Las
electroforesis se realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular, ambos
laboratorios de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira; En el
laboratorio de Forrajes de el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT)
se analizé la concentracion de AGV. Los dos sitios estan ubicados en el
departamento del Valle del Cauca a una altura de 1000 msnm, temperatura
promedia anual de 24°C, precipitacion de 1000 mm/afio y una humedad relativa
del 74%.

3.2 MATERIALES

3.2.1 Material bioldgico

Los materiales vegetales usados en este trabajo (excepto el bore) fueron
obtenidos del banco de Germoplasma de forrajes de la Estacion experimental
del CIAT en el municipio de Santander de Quilichao departamento del Cauca
con una altitud de 990 msnm, temperatura promedia de 23°C, precipitacion
promedia de 1800 mm/afio y humedad relativa de 74%. Se trabajo con 9
plantas forrajeras tropicales (Tabla 20) y la torta de soya fue utilizada como
control. Esta ultima fue obtenida del mercado comercial de Palmira. Los
materiales fueron molidos a 0.5 mm de tamiz.
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Tabla 20 Materiales vegetales evaluados en el presente trabajo de tesis

Nombre comUn Nombre Cientifico Id
Bore Xanthosoma saggitifolium Xs
Caupi accesion Verde Brasil Vigna unguiculata Vu
Canavalia accesion CIAT 17009 Canavalia brasiliensis Cb
Lablab accesion CIAT 22759 Lablab purpureus Lp
Centrosema brasilianum accesion CIAT 5234 Centrosema brasilianum Cbr
Centrosema molle accesion CIAT 15160 Centrosema molle Cm
Stylosanthes Stylosanthes guianensis Sg
Desmodium velutinum accesiéon CIAT 33443 Desmodium velutinum Dv
Cratylia accesion CIAT 18516 Cratylia argentea Ca
Torta de soya Glycine max TS

Id: Identificacion abreviada

Las mismas accesiones excepto el Vigna unguiculata (Accesiéon CIAT 9611)
fueron utilizadas para la identificaciéon de proteinas a través de electroforesis
SDS-PAGE. Sin embargo por falta de material, estas fueron provenientes del
municipio de Patia, ubicado en el departamento del Cauca con una altitud de
910 msnm, temperatura promedio de 23°C, precipitacion promedia de 2.171
mm/afio y humedad relativa del 80%, suministrado por el grupo de
investigacion Nutricion Agropecuaria de la Universidad del Cauca

3.2.2. Insumos
La tabla 21 indica un listado de los principales materiales y equipos utilizados

en los analisis de laboratorio.

Tabla 21 Principales materiales y equipos utilizados en el analisis de laboratorio

Materiales Equipos

Micropipetas de 1 y 5 ml, 10, 20y 100 pl Balanza analitica

Bureta digital 50 ml Molinos de criba 1-0,5 mm

Erlenmeyer, Beackers Mufla y hornos 39°C y 60°C

Crisoles No. 2 para filtracién Equipo soxhlet

Probetas 100, 500, 250,100 ml Destilador, digestor para proteina

Clips de plastico Bomba calorimétrica, bomba de vacio tamiz de250
pm, cilindro de oxigeno

Bolsas para stomacher Frasco shoot Duran 2000 ml

Recipiente térmico Bafio maria con agitacion y placa Julabo Shake
Temp SW22

Termometro Espectrofotometro UV-1603 UV
VisibleSpectrophometer Shimadzu

Bandejas plasticas pH-metro

Bolsas de filtro F57 Titulador automatico

Espatulas, magnetos Rotrovaporador

Tela de nylon Centrifugas

Gradillas Bafio maria de acrilico para jeringas

Jeringas Stomacher
Ultraturrax T25IKA WERKE

Guantes de latex Camara de electroforesis BIO-RAD Miniprotean 3

Ultraturrax
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Animales: 2 Cerdos con peso promedio 90 kg de los cuales se obtuvo el
inoculo para realizar las pruebas de cinética de produccion de gas.

Reactivos: KHy,PO4, NaHPO,4, HCI 37 %, NaOH en tabletas, Etanol 96 %,
Acetona 99.5 %, Pepsina Porcina, Pancreatica Porcina, Cloranfenicol
(SigmanC-0.78), CaC|2 2H20, Mn C|2 4H20, COC|2 GHQO, FeCI3 6H20,
NaHCO3;, NH4HCO3, MgS04 7H20, C1,HsNO4sNa (résazurine), NaS 9H,0,
Agua destilada y solucion detergente neutra, solucidn detergente acida y
Tampon borato pH 8, Soluciéon de acrilamida/bis-acrilamida (38:2); Tris-base,
SDS, Glicerol, 2-Mercaptoetanol, Glicina (forma acida), Persulfato amoénico,
TEMED (preparado comercial), Azul de Coomassie (CBB R-250) y Proteinas
estandar de peso molecular conocido (rango de 14,4-116,0 kDa,
Fermentas#SM0431).

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Composicion quimica

A los diferentes materiales estudiados se les realizaron las determinaciones
quimicas de Weende, energia bruta y Van Soest segun el manual del
laboratorio de nutricion animal de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Palmira (Leterme y Estrada, 2006). (Tabla 22)

Tabla 22 Analisis de laboratorio en determinacién composicion quimica, fibra y
energia.

Método Referencia
Weende
Materia seca (MS) Secado a 105°C hasta alcanzar peso AOAC, 1990
constante
Cenizas Mineralizacién 600°C durante 8h AOAC, 1990
Extracto etéreo Método Soxhlet AOAC, 1990
Proteina Kjeldahl Kjeldahl, 1983
Van Soest Van Soest y Wine,
1975

FDN, FDAyLDA1  Equipo ANKOM

Energia Bomba calorimétrica Parr 1341
SDS-PAGE Laemmli, 1970

"FDN: Fibra detergente neutra; FDA: Fibra detergente acida: LDA: Lignina

También se determinaron algunos de los Factores antinutricionales (FAN)
como porcentaje de polifenoles y taninos, referidos en acido tanico al 12%
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3.3.2 Prueba de digestion prececal in vitro y cinética de hidrélisis
enzimatica de las proteinas.

La digestion prececal y la cinética de hidrdlisis tienen el objetivo de simular la
digestion ocurrida en el estbmago y en el intestino delgado de los cerdos
utilizando pepsina y pancreatina, para obtener el porcentaje de digestibilidad de
los forrajes estudiados.

3.3.2.1 Proteasas

Las enzimas utilizadas para la predigestion prececal de las proteinas de los
materiales en estudio fueron, pepsina (ref. 107197, Merck) y pancreatina
porcina (ref. P1750, Sigma).

3.3.2.2 Procedimiento predigestion in vitro en cerdos

La predigestiéon in vitro se realizo a todas las muestras (follajes de
leguminosas) incluido el control forrajero bore y control nutricional torta de
soya. Un total de 60 predigestiones se realizaron para los materiales (6 replicas
por muestras). La hidrdlisis in vitro fue realizada bajo continua agitacién (250
rom). Las muestras (150 mg proteina por material obtenida %MS x %PC)
fueron previamente mezcladas con una solucion de HCI 0.1 N pH 2.0 (9.4 mg
proteina/ml HCI) y preincubadas por 30 min a 39°C, con el fin de homogenizar
la mezcla. Luego, se agregd pepsina al medio [relacion pepsina: proteina de
1:67 (p:p)]. Posteriormente, después de la incubaciéon con pepsina (120 min,
Figura 2), se agrego un tampén fosfato salino (0.2 M, pH 8.0) (relacion 1:1, v:iv)
con el medio de incubaciéon. La pancreatina [relacion pancreatina: proteina de
1:30 (p:p)] fue agregada rapidamente al nuevo medio e incubada durante 240
min (4 h, Figura 2) (Montoya et al., 2008a; 2008b). Las soluciones utilizadas se
presentan en el Anexo A.
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Figura 2 llustracion proceso protocolo de digestion prececal de proteina y tiempos de
toma de muestra de la cinética de proteina.

Al final de la hidrélisis por pepsina-pancreatina se separara el material no
digestible filtrando el residuo en crisoles filtrantes porosidad 2 (p2) y con una
tela de nylon 42 um (esta ultima ayuda a mejorar la filtracion). Para terminar de
eliminar el material hidrolizado (proteina, grasas, carbohidratos, etc.), al final de
la filtracion se agregd dos veces 10 ml de etanol (96%) y acetona (99,5%).
Posteriormente, los crisoles (con el material insoluble) fueron llevados a la
estufa a 60°C hasta que alcanzaron un peso constante, como se ilustra en la
Figura 3. Los residuos secos fueron utilizados para la determinacién de la
digestibilidad de la materia seca, energia y proteina. Este residuo fue
almacenado para su posterior utilizacion en la fermentacion cecal in vitro y
determinacién de proteina cruda y energia bruta.
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Figura 3 llustracion proceso de filtrado material no hidrolizado en el proceso de
digestion prececal

3.3.2.3 Cinética de hidrdlisis enzimatica de la proteina

La cinética de hidrolisis enzimatica, se realizd sobre los follajes de leguminosas
que tuvieron mejor digestion enzimatica prececal de materia seca, para un total
de 8 tratamientos con 4 repeticiones. El bore se utilizé como control interno y la
torta de soya como control positivo. Para su realizacion, se utilizé un bafo
maria con 6 placas de agitacién (Figura 4).

Figura 4 Bafo maria utilizado para la cinética de hidrdlisis in vitro de las proteinas del
follaje de leguminosas tropicales y controles (Bore y torta de soya).

Con el objetivo de comparar con los resultados de la digestion prececal de la
proteina, la cantidad de muestra (150 mg de proteina) y la relacién con las
enzimas fueron las mismas descritas en el procedimiento de digestion prececal
de proteina mencionado anteriormente (ver 3.3.2.2). Sin embargo, dos
alicuotas (1 ml y 0,75 ml) fueron colectados en los tiempos 0, 30, 120, 140, 240
y 360 min después de la incubacién con pepsina (Figura 2). Estas alicuotas
fueron destinadas a los analisis del grado de hidrdlisis por N y ortho-
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phthaldialdehide (OPA), respectivamente. Cada alicuota del primer grupo de
muestras fue tratada con acido tricloroacetico (TCA) 7.5% (p: v concentracion
final) para interrumpir la hidrélisis y precipitar los péptidos. Después, las
muestras fueron centrifugadas (14000 rpm, 10 min) y el sobrenadante fue
recuperado para la determinacién del N soluble con el método Kjeldahl. Con el
segundo grupo de alicuotas, se determinaron los grupos aminos libres (NH5)
usando el método OPA (Church et al., 1983). Cada alicuota se mezclo con la
solucion OPA y la densidad optica fue medida en el espectrofotdmetro a 340
nm dos minutos después.

3.3.3 Fermentacion cecal in vitro (Produccidn y cinética de gas)

Esta prueba pretende simular la fermentacion que ocurre en el intestino grueso
de los cerdos (Menke y Steingass, 1988; Boudry et al., 2003). Con los residuos
obtenidos de la predigestion de cada material experimental se realizé la prueba
de fermentacion en jeringas de vidrio, utilizando como inoculo heces frescas de
cerdo.

3.3.3.1. Protocolo de fermentacion en jeringas

Una muestra de 200 mg de forraje obtenida del residuo de predigestién se
colocé en el fondo de una jeringa Kolbendeprober de vidrio de 100 ml (Figura
5). Estas se colocaron en el horno a una temperatura de 39°C hasta el
momento previo a la incubacién. El dia de la fermentacion, una solucidn
tampon de Menke fue preparada: 0.3 ml de la solucion A [microminerales], 593
ml de la solucién B [micro tampdn], 593 ml de la solucion C [macrominerales], 3
ml de la solucién D [Rasazurina]. Finalmente, la solucion E se agrego hasta
alcanzar un color fuscia en la solucion en un bafo maria a 39°C (Anexo B). Al
mismo tiempo, muestras de heces frescas fueron colectadas (300 g en cerdos
adultos) directamente del ano de 2 cerdos alimentados previamente por 10 dias
con una mezcla de 30% follaje de leguminosa seco y molido y 70%
concentrado comercial.

Figura 5 Partes de jeringas utilizadas en la prueba de fermentacion in vitro

La muestra fecal se diluyo con 100 ml de la solucién tampén de Menke y se
llevaron al stomacher Lab Blender 400 (Seward Medical Norfolk, UK) por 1 min,

61



para extraer las bacterias adheridas a las particulas del alimento sin digerir
(Makkar, 2001). La solucion se filtro (tamiz de 250 ym) y se afadi6 la solucién
tampon de Menke hasta alcanzar una concentracion 1:10 (p:v) (Boudry et al.,
2004). Todo este proceso se realizo bajo flujo continuo de CO; y en el bafo
maria a 39°C. Finalmente, 30 ml del inoculo fecal fueron afadidos a las
jeringas e incubados a 39°C (Figura 6). Lecturas del volumen de gas producido
en las jeringas (desplazamiento del embolo) fueron realizados a las 0, 2, 5, 8,
12, 16, 20, 24, 30, 48, 72 y 99 h de incubacion. Cuando la produccion de gas
alcanzo los 50 ml, este fue evacuado (el piston fue colocado en su posicidon
inicial) (Boudry et al., 2003). Cuatro jeringas con solo inoculo fecal fueron
usadas como blancos y un control interno, harina de remolacha. Por muestra
se usaron 8 jeringas, de las cuales 4 fueron incubadas por 30 h y las restantes
por 99 h. Este ajuste de tiempo fue determinado de acuerdo al tiempo de
retencidn de la digesta en el intestino grueso de cerdos en crecimiento y cerdos
adultos (Jensen y Jgrgensen, 1994). El contenido de cada jeringa fue trasferido
y centrifugado a 3000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue destinado para la
cuantificacion de los acidos grasos volatiles (acético, propionico, isobutirico y
butirico).

Figura 6 Bafio maria a 39°C utilizado para las fermentaciones cecales in vitro en
jeringas

3.3.4 Determinacion de los acidos grasos voléatiles

Una alicuota de 800 pl del sobrenadante obtenido después de la fermentacion
fue mezclado con 200 ul de la solucion desproteinizadora (25g HPO3) (acido
meta fosforico), en un tubo eppendorf de 1.5 ml para la determinacion de AGV.
Posteriormente, las muestras fueron llevadas al laboratorio de calidad de
Forrajes de CIAT. Para la determinacion de los AGV se uso la técnica de High
Performance Liquid Cromatography “HPLC” en un equipo She madzu SCL-
10A, con una columna de Aminex HPX-87H (Bio-Rad lab, Hercules) y acido
sulfurico 0.006 M como fase mdévil a un flujo de 0.9 ml por minuto a una
temperatura de 60°C (Hartemin et al., 1997).

62



3.3.5. ELECTROPHORESIS SDS-PAGE

Las electroforesis fueron realizadas en geles de concentracion de 4% y gel de
separacion de 13%. Un marcador de peso molecular (PM) estandar (14,4 -
116,0 kDa, Fermentas #SM0431) fue utilizado para determinar el PM de las
bandas de interés. Las soluciones utilizadas para este proceso se describen en
el anexo C. Para lograr identificar en los geles (SDS-PAGE) las proteinas en
las hojas de las leguminosas, se realizo un procedimiento inicial para la
extraccion de proteinas. Se peso cerca de 0.3 g de harina del follaje, se
adicion6é 4 ml de tampdn borato, se mezclo con el vortex y se homogenizo
(ultraturrax) para romper la pared celular. Esto ultimo fue realizado con hielo
para evitar la desnaturalizacion de las proteinas por el calor producido durante
la homogenizacién. Posteriormente, las proteinas fueron extraidas en agitacion
constante durante 1 hora, y centrifugadas a 6000 rpm por 25min a 10°C. El
sobrenadante fue recuperado para determinar el N y para las electroforesis.

Las muestras (sobrenadante) fueron mezcladas (1:1, v:v) con tampdén Laemmli.
Posteriormente, estas fueron calentadas a 100°C por 5min. Se mezclo las
soluciones descritas en el Anexo 3 para el gel de migracién 13%, y se dejo
polimerizar durante 40min. Posteriormente, se agrego encima la solucién de gel
de concentracion 4% (Anexo 3) y se dejo polimerizar por 30 min. Finalmente,
las muestras fueron depositadas de acuerdo a su concentracién de proteina y
corridas con el tampon de migracion a 70V por 150 min. Una vez culminado el
tiempo de corrida (entre 2 a 3 h) se sacaron los geles de la cubeta de
electroforesis, y se procedié hacer la fijacion de proteina sumergiendo los geles
en una solucién de TCA 12% durante 20 min con agitacion suave y constante.
Luego, los geles se tifieron con una solucion de azul de Coomasie (20 min con
agitacion constante), seguidos por la solucion destenidora (hasta alcanzar el
color deseado). Las lecturas se hacen de acuerdo a las bandas que se formen
en cada carril y el peso es identificado por el marcador depositado en el carril
derecho de cada gel.

3.4 CALCULOS ESPECIFICOS

3.4.1. Prueba prececal in vitro

Digestibilidad de la MS (simulacion de la digestion hasta el final del intestino
delgado):

Digestibilidadus = [{g MS inicial — g MS final }/gMS inicial] x 100

Donde g MS inicial: peso inicial de la muestra en MS (cantidad de follaje antes
de la digestion prececal), g MS final, peso final de la muestra en MS (cantidad
del follaje después de la digestidn prececal). Esta misma férmula se utilizé para
determinar la digestibilidad de la energia con sus respectivos datos.
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3.4.2 Cinética de hidrolisis in vitro del N

Para la determinacion del grado de hidrolisis (GH) del N fue usada la siguiente
ecuacion:

Grado Hidrdlisis.n = ([NS (TX)] —[Ns (TO)]) x 100/ ([N (Total)] —[Ns (TO)])

Donde: Ns (). N soluble en TCA al tiempo X de la cinética, Ns (ro): N soluble al
tiempo 0; N (tota)): N total de cada muestra. El GHyw2 por el método OPA utilizé
la misma ecuacion, solo que el N fue reemplazado por grupos NHo.

3.4.3. Prueba de fermentacién cecal in vitro

3.4.3.1. Volumen de gas acumulado

El volumen de gas acumulado producido en un tiempo t (Vc; ml de gas/g MS)
durante la fermentacion en jeringas fue calculado como se describe a
continuacion:

o -vol- o G

Donde Vt, volumen en tiempo t en la jeringa (ml/g MS); Vo, volumen inicial de la
jeringa (ml); Vbt, volumen de gas acumulado producido por el blanco en tiempo
t (ml/g MS); Vbo, volumen inicial del blanco (ml). Este calculo permite expresar
el volumen de gas producido en funcién de la cantidad de materia seca exacta
puesta a incubar, y de tomar en cuenta la cantidad precisa de inoculo colocado
en la jeringa para la incubacion.

La cinética de produccion de gas fue analizada y ajustada con el modelo
propuesto por France et al. (1993):

y=A{l—exp[-b(t=-T)=c(Vt-VT),

Donde vy, representa la produccion de gas acumulada (ml); t, el tiempo de
incubacion (horas); A, es la asintota (gas total; ml); T, es el periodo de latencia
(horas); b y c, son constantes 12. EI porcentaje de la fraccion
degradada (u, h™ )varla con el tlempo de acuerdoa: gy =b +¢c, t=T

24t
3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos fueron realizados usando el General Linear
Model (GLM) del programa SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA; SAS, 1999). E
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disefio estadistico aplicado para, digestibilidad in vitro de la MS, energia,
cinética de digestibilidad de la proteina fue completamente al azar con 10
tratamientos y 6 repeticiones cada uno; y para los parametros de produccion de
gas y produccién de acidos grasos volatiles fue a través de bloques completos
al azar con 10 tratamientos y 4 repeticiones cada uno, cuando el efecto del
ANOVA fue significativo (P < 0.05), los valores medios de cada variable fueron
comparados usando el test de Duncan. (Steel y Torrie, 1980)

Tratamient Nombre Cientifico Id
0
1 Xanthosoma saggitifolium Xs
2 Vigna unguiculata Vu
3 Canavalia brasiliensis Cb
4 Lablab purpureus Lp
5 Centrosema brasilianum Cbr
6 Centrosema molle Cm
7 Stylosanthes guianensis Sg
8 Desmodium velutinum Dv
9 Cratylia argentea Ca
10 Torta de soya Glicine max TS

Modelo utilizado:

Yij = p +ti+Eij

Donde:

Yij = Respuesta de la j-ésima repeticion sometida al i-€simo tratamiento.
M = Media general.

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.

Eij = Error experimental de la j réplica sometida a la i-ésimo tratamiento.

Para el analisis global de las variables se realizé una matriz de correlacion
Pearson, se utiliz6 analisis de Componentes Principales, posteriormente se
hizo un analisis de clusters, arrojando grupos con caracteristicas relativamente
homogéneos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Composicién nutricional

La composicién quimica de los follajes de forrajeras tropicales y la torta de soya
se presenta en la Tabla 23. Los valores de proteina de los follajes oscilaron
entre 144-240 g/kg MS. Las leguminosas forrajeras C. brasiliensis, L.
purpureus, C. molle, C. argentea, D. velutinum y X. saggitifolium presentaron
valores de proteina superiores a 200 g/kg MS, solamente superados por la torta
de soya (450 g/kg MS).

Tabla 23 Composicion quimica del follaje de leguminosas forrajeras tropicales y
la torta de soya.

Forrajes®

Analisis Composicion (grkg MS)  Vu Lp Cm Cbra Sg Ca Cb Dv Xs TS

Weende Materia Seca 897 891 904 906 906 905 899 909 936 925
Proteina cruda 185 228 205 167 144 233 236 241 216 450
Cenizas 125 117 112 104 87 116 144 102 144 60

Van Soest  FDN° 316 311 365 470 578 506 343 473 347 170
FDA® 167 183 185 304 353 260 155 248 249 80
LDA’ 22 44 55 97 56 65 30 37 122 10
Hemicelulosa 149 129 180 130 225 246 188 225 98 90
Celulosa 145 138 130 243 297 195 125 211 127 70
NDS* 559 572 523 426 335 378 513 425 509 770
Energia (MJ/kg MS) 16,1 16,7 17,3 170 173 186 149 175 17,7 199
Fenoles' (%) 4,9 nd. 55 nd. nd. 45 4,9 4,4 n.d. n.d.

Cb, Canavalia brasiliensis; Vu, Vigna unguiculata; Lp, Lablab purpureus; Cm, Centrosema
molle; Cbra, Centrosema brasilianum; Sg, Stylosanthes gianensis; Ca, Cratylia argentea; Dv,
Desmodium velutinum; Xs, Xanthosoma saggitifolium; TS, Torta de soya.

" FDN Fibra Detergente Neutra

° FDA Fibra Detergente Acida

4LDA Lignina

°NDS: Fraccion soluble Detergente Neutra *Calculado como 1000 — total de cenizas — FDN Fuente:
Deaville y Givens, 2001.

" Curva de calibracion Acido Tanico 12%

Similares contenidos de proteinas han sido reportadas (221-258 g/kg de MS)
para Xanthosoma saggitifolium (Leterme et al., 2005). Para las leguminosas
evaluadas los valores de proteina estuvieron dentro de los rangos citados por
Cook et al., 2005 (Tabla 24); se han encontrado contenidos menores para
Canavalia ensiformis, Lablab purpureus (Tabla 24) (Savon et al., 2004); El
anterior autor indica que el 92 y 99% del N para Canavalia y Lablab, esta
representado en proteina verdadera, un alto valor comparado con especies no
leguminosas forrajeras como morera y nacedero (87 y 83%).
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Tabla 24 Contenido de proteina de algunas leguminosas forrajeras

Especie Proteina Cruda Fuente

(g/Kg de MS)
C. brasiliensis 231,0 Cook et al., 2005
C ensiformis 203 Savon et al., 2004
V. unguiculata 140-210 Cook et al., 2005
V. unguiculata 185-253,8 Diaz, 2000 y Savon et al., 2004
L. purpureus 210-380 Cook et al., 2005
Lablab purpureus 152 Savon et al., 2004
S. guianensis 170-260 Cook et al., 2005
D. velutinum 160-270 Cook et al., 2005
C. argentea 180-300 Cook et al., 2005

El contenido de cenizas de las forrajeras oscilé en un rango de 87-144 g/kg de
MS, el contenido de la Torta de soya fue en promedio dos veces menor que el
contenido en los follajes tropicales. La alta correlacion negativa entre el
contenido de cenizas y la energia bruta (r =-0,72) se refleja en los bajos valores
de energia obtenidos para C. brasiliensis, V. unguiculata y L. purpureus (Tabla
23).

El contenido de cenizas se relaciona con la cantidad de minerales presentes en
las especies. Los valores de las especies forrajeras estuvieron dentro del rango
reportado, para nacedero 135-323 y 92-163 g/kg para morera (Savon et al.,
2004; Leterme et al., 2005). El alto contenido de cenizas en el nacedero esta
asociado al alto contenido de Calcio, propio de la familia Acanthacae (Rosales,
1997) y a las concentraciones de carbonato de calcio (Savon et al., 2004). El
valor de energia para C. brasiliensis fue similar al reportado por Savon et al.
(2004) de14,7MJ/kg de MS vy el valor de Lablab fue mayor que el encontrado
por los mismos autores (18,5 MJ/kg de MS). Se puede pensar que el alto
contenido de cenizas, disminuye el contenido de materia organica y por ende el
calor producido por la combustion (EB) de la muestra. Sin embargo esta
condicion no se cumple en Nacedero cuyo contenido de cenizas es de 320
g/Kg de MS y la produccioén de Energia bruta es de 15,2 MJ/Kg de MS (Savon
et al., 2004).

La pared celular (FDN) de los follajes vario entre 311-578 g/kg de MS, con los
valores mas altos para C. brasilianum y S. guianensis y menores para L.
purpureus y V. unguiculata. ElI contenido de FDN de los forrajes supero 2,4
veces a la torta de soya. Diferente contenido de hemicelulosa, celulosa y
lignina fue obtenido entre las especies estudiadas (98-246, 125-297 y de 22-
122 g/kg de MS, respectivamente).

Respecto al contenido de la fraccion fibrosa la Unica especie que presento
valores similares a los reportados por otros autores fue X. saggitifolium, el
contenido de Lignina 122 g/Kg de MS fue 3 veces mayor que el promedio
maximo reportado (Tabla 25) (Leterme et al., 2005).
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Tabla 25 Composicién fraccion fibrosa de forrajes

Especie FDN* FDA LDA HEM CEL Fuente

g/kg de MS
X. saggitifolium 225-371 129-250 32-46 Leterme et al., 2005
C. brasiliensis 441 335 65 106 Cook et al., 2005
C. ensiformis 626,1 432,2 106 208,8 319,7 Savon et al., 2004
V.unguiculata 434,6 382,8 99 193,7-281,7 Dihigo et al., 2004
L. purpureus 717,8 499,2 130,9 218,6 3611 Savon et al., 2004

'FDN Fibra Detergente neutro, FDA: Fibra detergente acido; LDA: Lignina; HEM: Hemicelulosa;
CEL: Celulosa

Los contenidos de la pared celular de las leguminosas de C.brasiliensis,
V.unguiculata y L.purpureus fueron menores a los reportados por otros autores
(tabla 25). Cuando hay sobreestimacion significativa del contenido de la pared
celular y lignina puede ser debido a la presencia de taninos y compuestos
fenolicos de alto peso molecular que pueden formar complejos con las
proteinas y los carbohidratos estructurales (Martinez y Valverde et al., 2000
citado por Savon et al., 2004).

Valores similares a los encontrados en el presente estudio respecto al
contenido de hemicelulosa han sido previamente publicados (100-250 g/kg de
MS) (Scull y Savon, 2004). Es importante destacar, que la hemicelulosa es
mas digestible que la celulosa por los monogastricos, debido a que ella esta en
menor porcion asociada con la lignina (Maynard et al., 1979).

El contenido de fraccion soluble (NDS) entre las especies forrajeras oscilo entre
335-572 g/Kg de MS, el valor mayor fue para la T. soya. Para otros alimentos
fibrosos como el ensilaje de maiz en diferentes estados de madurez es 380 -
514 (Deaville y Givens 2001), estos autores relacionan este parametro con la
fermentacién y produccion de gas en el tracto gastrointestinal.

Con respecto al contenido de fenoles, entre leguminosas, la especie que mayor
presentd fue C. molle (5,5%) y menor D. velutinum (4,4%), valores inferiores al
10%, que se pueden considerar bajos en la alimentacién de rumiantes (Cortes
et al., 2008); con los reportes obtenidos no es posible hacer una correlacion
entre el contenido de lignina y contenido de fenoles (mayor contenido de lignina
mayor contenido de fenoles) de acuerdo a lo evaluado por Savon et al., 2004.
El contenido en V. unguiculata fue mayor a los encontrados en diferentes
variedades de Vigna 0,3-0,6% (Savon et al., 2006), quienes expresaron los
resultados en equivalente de catequina (curva de calibracion catequina). El
follaje de variedades de V.unguiculata tienen bajo contenido total de polifenoles
y de taninos condensados, si se compara con otras especies utilizadas
comunmente en la alimentacion animal. (Scull y Savon 2003).

Para L. purpureus 'y D. velutinum el follaje es ausente de taninos
(Schaaffhausen, 1963; Vivas, 2005). La cantidad de fenol encontrado en el
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presente trabajo para C. brasiliensis (4,9%) es menor al reportado por Cook et
al., 2005 (8,42%), quienes a su vez aseguran que C. argentea solo contiene
trazas de estos, resultados similares con los encontrados en el trabajo.

Las especies mas promisorias por su mayor contenido de proteina fueron: C.
brasiliensis y D. velutinum, por otro lado V. unguiculata y L. purpureus tuvieron
mayor contenido de la fraccion soluble (NDS). Por otro lado, S. guianensis fue
la especie que mayor contenido de FDN y celulosa aspectos que influyen
negativamente en la digestibilidad.

4. 2 Digestibilidad enziméatica in vitro prececal de Materia seca (MS) y
Energia

Se observaron diferencias estadisticas en la digestibilidad in vitro de la Materia
Seca (DIVMS) entre los follajes de leguminosas, X. saggitifolium y la torta de
soya, (P <0.001), el valor mas alto fue para T. Soya, entre las especies
forrajeras C. molle y V.unguiculata presentaron los valores mas altos
respectivamente sin ser diferentes estadisticamente (tabla 26); los valores
menores fueron para las especies S. guianensis'y C. brasilianum sin presentar
diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 26 Digestibilidad in vitro de la MS y Energia de Leguminosas forrajeras,
Bore (Xs) y Torta de soya

% Digestibilidad in vitro(DIV)

Tratamiento MS Energia
Pr>F <0,0001  <0,0001
Torta Soya 824 a

C. molle 70,8 b 799 a
V. unguiculata 696 b 77,0 a
D. velutinum 634 ¢ 64,6 C
X. saggitifolium 61,8 cd 64,6 c
C. brasiliensis 60,0 ed 70,9 b
C. argentea 582 e 64,0 c
L. purpureus 48,6 f 50,6 d
S. guianensis 295 g 250 f
C. brasilianum 270 g 30,9 e

De la misma manera, la mayor Digestibilidad in vitro de la Energia en los
forrajes se continio presentando C .molle y V. unguiculata, y los valores
menores igualmente los tuvieron las especies C. brasilianum'y S. guianenesis.
La correlacion entre Digestibilidad in vitro de la materia seca y energia
estuvieron estrechamente correlacionados (r = 1). Los promedios y diferencias
se observan en la Tabla 26
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La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) a nivel prececal muestra
una alta correlacion con el contenido de Celulosa y FDA (r = -0,8) y el
contenido de FDN (r =-0,7) presente en los forrajes. La DIVMS de las especies
leguminosas con el contenido de LDA también presenta una alta correlacion (r
=-0,8); S. guianensisy C. brasilianum con mayor contenido de FDA y Celulosa
reportaron la menor DIVMS a nivel prececal, mostrando diferencias altamente
significativas con las demas especies forrajeras, aunque C.argentea y
D.velutinum igualmente tienen un alto contenido de Celulosa 195 y 211 (g/Kg
MS) respectivamente y FDA, la fraccion de LDA es baja por lo que
probablemente también tiene una alta DIVMS (tabla 26). La lignina es
completamente indigerible, y su determinacion sirve para predecir la DIVMS y
la energia de un alimento (Machao, 1997), porque se encuentra envolviendo a
la celulosa y hemicelulosa y restringe al acceso a estos carbohidratos, que si
pueden ser digeribles (Cho et al., 1997).

Por otro lado, Ruiz (2005) reporté DIVMS para X. sagagitifolium de 50,7% valor
menor al encontrado en otros forrajes como T. gigantea y M. alba (33 y 48,2%
respectivamente).

Las especies C. molle, V. unguiculata, D. velutinum, X. saggqitifolium y
C.brasiliensis reportaron DIVMS mayores a 60%. Estos resultados
posiblemente se puedan asociar con la calidad de fibra a pesar de que son
especies con alto contenido de fibra comparado con otras fuentes proteicas
(Torta de soya) utilizadas en la alimentacion de monogastricos, tienen
adecuadas DIVMS, posiblemente porque las caracteristicas de la fibra sea mas
accesible al ataque enzimatico, al relacionarlo con lo expuesto por Souffrant
(2001), Rodriguez y Figueroa, (2000), Wenk (2001) y Bergner (1980), en
referencia a la importancia de las propiedades fisico-quimicas de la fibra del
alimento en los procesos digestivos, mas que la cantidad de esta. Entre otras
propiedades que se pueden citar es ramificacion, metoxilacion y melificacion de
las fibras, ya que por una parte impide el acceso de las enzimas al complejo, y
por otra, forma enlaces muy fuertes y resistentes al ataque enzimatico (Soler et
al., 1998)

Cabe anotar que del total de la Fibra dietética en las plantas forrajeras, la
mayor parte es Fibra dietética insoluble, lo que puede conferir baja
digestibilidad. Por otro lado Noblett y Goff, (2001) identifican que los valores
mas altos en la digestibilidad de la fibra dietética son conferidos por el alto
contenido de pectinas y bajo contenidos de lignina

Spanghero y Volpelli (1999) concluyen que la digestibilidad de la energia tiene
una alta correlacién negativa en relacion a los componentes de la fibra (0,91
p<0,01).

Botero, (2004) evalud Digestibilidad in vivo a nivel ileal de MS, y Energia en
dietas para cerdos incluyendo hasta el 30% de harina de X. saggitifolium y
encontré valores mas bajos a los encontrados en este trabajo. Quirama y
Caicedo, (2003) encontraron valores similares en la digestibilidad de los 3
forrajes en la alimentacion de cerdos de 35kg con un porcentaje del 35% de
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incorporacion. En cerdos ileorrectomizados alimentados con dietas que incluia
20% de harina de hoja de L. leucocephala Ly y Castro 1999 reportan valores
relacionados con los encontrados en esta investigacion (Tabla 27).

Tabla 27 Digestibilidad de Materia Seca (MS) y Energia (E) de leguminosas
forrajeras

Especie DMS’ DE' Fuente

3X. Saggitifolium 68,4 70,7 Botero, 2004

*X. Saggitifolium? 56,9 52,8 Leterme et al., 2005
3. Leucocepahal 65,7 72,5 Lyy Castro, 1999
*L. Leucocepahal’ 30 Nd Lyetal., 2001
#Leguminosas forrajeras® 21,7-30 Nd Lyetal., 2001

*V.unguiculata Var Cuba H82* 36,5 Nd  Dihigo et al., 2004
*V. unguiculata var Verde brasil 54,3 Nd Osorio, 2008

*D. velutinum 48,1 Nd  Osorio, 2008
*C. brasiliensis 457 Nd  Osorio, 2008
*C. argentea 437 Nd  Osorio, 2008

'DMS: Digestibilidad de materia seca. DE: Digestibilidad de energia.
2Acacia auriculiformis, Desmanthus virgatus, Flemingia macrophylla.
Digestibilidad in vivo prececal

* Digestibilidad in vitro

Nd: No determinado

Al relacionar las digestibilidades encontradas, los valores superan a los
encontrados por Ly, 2001 quien publico las DMS de diferentes forrajes
tropicales (Tabla 27), se resalta que las especies leguminosas no coincidieron
con las estudiadas en este trabajo, sin embargo Dihigo, 2004, evaluo
digestibilidad in vitro de Vigna unguiculata y los valores encontrados en el
trabajo supera casi dos veces a los publicados por este autor (Tabla 27). La
baja digestibilidad de materia seca de Vigna unguiculata se adjudica en mayor
parte a su baja digestibilidad de FDN. Al parecer Vigna unguiculata tiene la
proteina muy ligada a su fibra, lo que dificulta el ataque de enzimas,
principalmente de proteasas (Dihigo et al; 2002 citado por Dihigo, 2004) o la
presencia de otras sustancias que interfieren en la digestibilidad de nutrientes,
como son los compuestos fendlicos (Delgado et al; 1998 citado por Dihigo,
2004)

Los datos encontrados son mas altos a los reportados por Osorio 2008 para V.
unguiculata, D. velutinum, C. brasiliensis y C. argentea respectivamente. Sin

embargo tuvieron la misma tendencia y coincidieron las especies con mayor
DIVMS.

4. 3 Cinética de la hidrdlisis enzimatica de la proteina

En la figura 7, se observa el comportamiento de los follajes y la torta de soya
con respecto a la hidrdlisis enzimatica de la proteina
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Figura 7 Grado de hidrolisis in vitro de la proteina de follajes tropicales y el
control soya (120 min pepsina + 240 min pancreatina).

El grado de hidrodlisis de la proteina por pancreatina (360 min), indicaron
diferencias en la hidrdlisis de la proteina (P < 0.001). En la Figura 7 Se puede
observar que las especies forrajeras presentan una declinacién al final de
pepsina pero este comportamiento puede asociarse a una baja digestién por
accion de pepsina y que la mayor hidrolisis se produce por efecto de la
pancreatina, comportamiento esperado ya que la mayor parte de la digestion
de proteinas se produce a través de la enzima pancreatica, entre ellas tripsina
y quimiotripsina. Celiz, 2002.

A partir del efecto de la pancreatina la hidrélisis de las proteinas de la T. soya y
los forrajes empezd a incrementar considerablemente, entre 140 y 240 min la
digestibilidad aumento entre 23 — 50,3%, las especies con menor incremento
fueron V. unguiculata y C. molle con valores de 22,9 y 23,2% respectivamente.
La T. soya incremento en un 52,3%. V. unguiulata fue la de menor
digestibilidad a los 360 min, mientras C. molle esta dentro de las mas altas
digestibilidades a ese tiempo (Tabla 28).

La cinética de la hidrdlisis de proteina de la torta de soya estuvo relacionada
con los valores encontrados por Torres, 2009 con soya extruida (tiempo final de
pepsina 15.8%). Resultados similares con la evaluacion de soya obtuvo Ly y
Delgado, 2009 una digestibilidad in vitro de N de 80,43%

A los 360 minutos de hidrdlisis, se encontraron diferencias entre los follajes y la
T. soya (P<0.0001), la digestibilidad de la proteina de T. soya fue mayor
82,3%. que el de los follajes, y entre ellos, la mayor digestibilidad de la proteina
fue para C. molle y menor para V. unguiculata (Tabla 28)
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Tabla 28 Digestibilidad in vitro de proteina de forrajes y torta de soya

Especie % Digestibilidad
V. unguiculata 39,65 d

L. purpureus 47,57 bcd

C. brasiliensis 4410 d

D. velutinum 59,71 bc

T. soya 82,30 a

C. argentea 6143 b

X. saggitifolium 46,06 cd

C. molle 62,21 b

Las marcadas diferencias en la digestibilidad in vitro de la proteina, entre la
torta de soya y los follajes confirman que el contenido de fibra influye
negativamente sobre la digestibilidad de los nutrientes especialmente el
contenido de proteina (Fernandez y Jorgensen 1986 citado por Safiye et al.,
2000). La alta resistencia de las proteinas de los follajes de forrajeras tropicales
a la accion enzimatica posiblemente sea debido al que una gran proporcion de
la fraccion proteica esta asociada a la fibra, Rodriguez y Figueroa 1995 Safiye
et al., 2000. Eggum (1992) citado por Diaz (2001) al realizar estudios en ratas,
cerdos y humanos, demostraron la influencia negativa de la fibra dietética en la
digestion y utilizacion de las proteinas. La estructura y las propiedades
funcionales de la fibra dietética, son las principales responsables de este efecto
negativo. Adicionalmente, las fibras impiden el acceso de las enzimas a sus
respectivos sustratos.

Respecto a los componentes de la fibra, la hemicelulosa es mas digestible que
la celulosa en animales monogastricos debido en parte al efecto hidrolitico del
acido estomacal en esta fraccion (Unden y Van Soest, 1982). El contenido de
hemicelulosa y la digestibilidad de la proteina de las plantas forrajeras tuvieron
una correlacion positiva de (r = 0,68)

Diferentes autores que han evaluado hojas de plantas tropicales en la
alimentacion animal adjudican una razén mas de la baja digestibilidad, a la
presencia de FAN como taninos asociados a la parte fibrosa los cuales puede
ejercer un efecto negativo adicional a la digestibilidad y utilizacion de la
proteina principalmente (Murgueitio, 1994). Complejo tanino-proteina y tanino-
celulosa reducen el acceso de enzimas al ataque de la proteina (Dung et al.,
2002). Este efecto no se considera tan marcado como el de la fraccion fibrosa,
debido a que las especies leguminosas en estudio pueden ser consideradas
como especies con bajo contenido de taninos.

La digestibilidad enzimatica de la proteina, tiene alta correlacién correlacion
negativa con el contenido de cenizas (r= - 0,89) (P> 0,0027) (tabla 30)

Leterme et al., (2005) evaluaron la digestibilidad in vivo ileal de la proteina en
cerdos alimentados con nacedero, morera y X. saggitifolium encontraron
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valores de 36,3, 33,0 y 34,4% respectivamente valores menores a los
encontrados en esta investigacion (39,6 — 61,4%), en contraste, la digestibilidad
in vitro de proteina encontrados por Allen y Ly 2007 en forrajes tropicales
difieren (21-44%).

Botero, (2004) evalu6 Digestibilidad ileal in vivo de PC en dietas para cerdos
incluyendo hasta el 30% de harina de X. saggitifolium y encontré valores
mayores a los encontrados (73,6%), X. saggitifolium sobresalié al compararlo
con follaje de morera y nacedero. Aunque no presento diferencias significativas
con morera. y corroboraron los resultados encontrados por Montoya (2003)
quien encontrd la misma tendencia en digestibilidad a nivel in vitro.

Al comparar la digestibilidad de proteina con ensayos in vivo prececal, la
digestibilidad es mayor, porque en pruebas in vitro no se tienen en cuenta las
pérdidas endogenas (alto contenido proteico) que se produce en la
digestibilidad y paso de alimentos fibrosos en el tracto digestivo. Se conoce que
la mayoria de los polisacaridos estructurales influyen significativamente en las
pérdidas enddgenas. El tipo de fibras es lo mas importante. (Leterme et al.,
1998)

Por otro lado Osorio, (2007) encontré valores mayores en Digestibilidad in vitro
de la proteina de D. velutinum, C. brasiliensis, V. unguiculata, con 72%, 66,6%,
58,6%, respectivamente y similar al encontrado con C. argentea 65,9%.

La diferencia en la digestibilidad de la proteina también se puede relacionar con
la composicién de la fraccidn proteica de leguminosas, esta compuesta en
mayor proporcion por globulinas (rubisco) y prolaminas, ésta ultima la
consideran con una baja digestibilidad intestinal y se liga a niveles de taninos
(Ruiz, 2008) ademas esta entre el grupo que posee mas enlaces bisulfuro que
lo hace resistente a la degradacién en el rumen. (Sniffen, 1974, citado por
Correa, 2001). Esto podria explicar que a pesar de que las especies V.
unguiculata 'y X. saggitifolium presentaron buena DIVMS (69,6 y 61,8%
respectivamente), fueron las especies mas baja en cuanto a la digestibilidad in
vitro de la proteina cruda (DIVP) (39,6 y 46,06 respectivamente).

Las diferencias de digestibilidad in vitro observadas entre las especies
proteicas evaluadas pueden ser explicada por la diferencia en la composiciéon
fibrosa. Rodriguez y Figueroa (2000), concluyeron que la naturaleza de la fibra
influye sobre la digestibilidad in vitro del nitrdgeno, probablemente debido al
tipo de enlace y la asociacion que se establece entre la fibra y la fraccién
proteica y no a la cantidad de FDN, o sea que la digestibilidad de los nutrientes
de los alimentos se ve afectada heterogéneamente segun la composicién de la
fibora de cada uno de ellos. (Botero, 2004). Las propiedades quimicas de los
componentes de la fibra que afecta su degradacion son la ramificacion y
metoxilacion ya que por una parte impide el acceso de las enzimas al complejo,
y por otra, forma enlaces muy fuertes y resistentes al ataque enzimatico (Soler
et al., 1998). Por otra parte, también se puede explicar por la Asociacién del N
a la Fibra dietética: Los forrajes contienen un alto porcentaje de proteina ligado
a la fibra. Rodriguez y Figueroa, 2000 evaluaron el porcentaje de nitrégeno
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unido a la FDN en forrajes, encontrando valores entre 43 y 92% para la hoja de
T. gigantea y 59 y 64 para X. saggitifolium, mientras que en cereales como
maiz y cebada presentan valores de 8 y 9% respectivamente (Leterme, 2002).
Igualmente el contenido de prolaminas que pueden estar asociado con
compuestos polifenoles asi como la harina del follaje de L. leucocephala, lo que
interfiere en la accidon enzimatica (Ruiz et al.,2008). A pesar que los contenidos
de taninos son bajos en los follajes evaluados (Tabla 23), en las leguminosas
hay mayor proporcion de taninos ligados a la proteina que ligados a la fibra,
posible razéon del porque la digestibilidad o la disponibilidad de proteinas al
ataque enzimatico es reducido en estas especies

4.4 Fermentaciéon cecal in vitro

4. 4.1 Cinética de produccioén de gas

Las figuras 8 y 9 se muestran las curvas obtenidas durante la fermentacién de
plantas forrajeras, y torta de soya en tiempos de incubacion 30h y 99h,
observandose para los forrajes un incremento de produccion marcado después
de las 8 horas (Fig 8 y 9) después de las 48 horas la produccion es mas baja

(Fig 9)

Figura 8 Cinética de produccién de gas de plantas forrajeras y torta de soya
por un tiempo de incubacion de 30h
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Figura 9 Cinética de produccion de gas de plantas forrajeras y torta de soya por
un tiempo de incubacion de 99h

Como se puede observar los forrajes con curvas de produccién de gas mas
altas (X. saggitifolium, V. unguiculata y L. purpureus) presentaron igualmente
valores inferiores en la digestibilidad enzimatica de la proteina y a la vez X.
saggitifolium y V. unguiculata presentaron digestibilidad de la Materia seca
superiores mayor a 61%.

4.4.2. Parametros de fermentacion

Los parametros de fermentacién del modelo de France et al., (1993) del
material resistente a la hidrélisis por pepsina y pancreatina son presentados en
la tabla 29.
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Tabla 29 Variables de fermentacién de follajes forrajeros y torta de soya con el
modelo de France et al. (1993) y producciones de acidos grasos volatiles
después de la fermentacion in vitro (30 h de incubacion) y (99h de incubacion).

Parametro Follajes forrajeros’

de cinética® | Vu Lp Cm Cbra | Sg Ca Cb Dv Xs Ts cV' P>F

L (h)? 3,48 3,82 2,35e 2,73 | 3,24 256 | 4,14 | 3,62 4,56 | 3,03 13,47 | 0,0071
abcd abc cde abcde | de ab abcd a abcde

T/2 (h)® 10,86 | 13,74 | 11,05 | 11,96 | 13,39 | 13,39 | 10,67 | 10,49 | 14,03 | 12,42 | 12,70 | 0,2139
a a a a a a a a a a

Pf (ml/gMS) | 177,36 | 176,03 | 83,45 | 99,6 | 135,3 | 159,9 | 132,1 | 97,6 2144 | 286,9 | 9,9 0,0001

3on cb bc e ed cd bc cd de b a

Pf (ml/g MS) | 207,5 | 183,79 | 111,67 | 1246 | 211,2 | 161,5| 160,3 | 131,6 | 218,7 | 301,3 | 11,5 | 0,0001

oon b cb d cd b cbd |cbd |cd b a

Acidos

grasos

volatiles

(mmol/l)

Acético™" 30,30 | 20,49 |24,36 |21,86| 24,02 | 28,71 | 22,93 | 24,58 | 27,73 | 34,47 | 13,50 | 0,0001
ba e dce e dce bc de dce bcd a

Acético™™" 3595 | 36,12 | 30,50 | 36,30 | 32,10 | 27,64 | 34,38 | 27,98 | 38,04 | 42,15 | 13,18 | 0,0001
abc abc bcd abc bcd d abcd | dc ab a

Propiénico™" | 10,62 | 8,05c |8,76¢c | 7,84 [841c|1063[80c |8,72c |9,44 |14, 11,70 | 0,0001
b c b cb 97 a

Propionico™ " | 12,52 | 10,44 | 10,77 | 14,10 | 10,67 | 10,36 | 11,68 | 10,33 | 12,25 | 17,28 | 18,48 | 0,0005
b b b ab b b b b b a

Butirico™" 3,75 2,62e | 3,36 293 |3,19 4,04 | 299 |3,35¢cb |3,48 |5,55 13,90 | 0,0001
bc cdeb ed dec b dec dcb a

Butirico™" 4,80 3,55b | 4,35a | 6,03 |4,30 3,60 |4,64 |449 5,22 | 6,58 20,54 | 0,0049
ab b a ab b ba ab ab a

Acidos 4468 |312e | 36,5 32,6 | 35,6 43,4 | 33,9 | 36,6 40,67 | 54,95 | 19,15 | 0,0040

grasos b bcde de dec bc de bced bcd a

totales®”"”

Acidos 66,10 | 63,42 | 59,49 | 72,65 59,05 | 52,67 | 62,96 | 56,16 | 68,54 | 82,16 | 15,03 | 0,0001

grasos abc bc bc ab c c bc bc abc a

totales®™"
"Wu Vigna unguiculata, Lp Lablab purpureus, Cm Centrosema molle, Sg Stylosanthes guianensis, Ca

Cratylia argentea, Dv Desmodium velutinum, Xs Xanthosoma saggitifolium y Ts torta de soya.

2 CcV: Coeficiente de variacion.
5L, tiempo de retraso de la fermentacion (h); T/2, Tiempo medio de la asintota para la mayor produccion

de gas (h); Py, Produccion final de gas (ml/g MS)
Valores con letras diferentes en una misma fila difieren significativamente P < 0.05.

abcd

La degradacion de gas in vitro es una técnica que permite simular el proceso
de fermentacion del intestino grueso en los monogastricos (Willians et al.,

2005).
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4.4.2.1 Produccion final (Pf)

La produccion final de gas (Pf) ml para 30 y 99h fue mayor para T. soya (P <
0.001) presentando diferencias estadisticas significativas con las especies
forrajeras. Entre las especies forrajeras se destacaron X. saggitifolium, V.
unguiculata, L. purpureus y C. argentea, las mas bajas correspondieron a C.
molle, D. velutinumy C. brasilianum. (Tabla 29)

La mayor produccion de gas de la torta de soya puede deberse a que es un
sustrato con mayor cantidad de carbohidratos solubles (almidon), bajo
contenido de celulosa 70gkg/MS y menor porcentaje de lignina10 gkg/MS
comparado con los forrajes, lo que confiere una mayor disponibilidad de
nutrientes para la supervivencia y actividad metabdlica de los microorganismos
responsables de la fermentacién y por ende produccion de gas. (Nagadi et al.,
2000)

La diferencia dada entre los forrajes posiblemente dependa de la composicién y
estructura de los carbohidratos presentes en estos, la solubilidad también esta
vinculada a una fermentacién rapida (Hoover y Stokes, 1991) ya que la
hinchazén y capacidad de retencion de agua aumenta la superficie accesible a
las bacterias.

La produccion total de gas para X. saggitifolium en un tiempo de 144horas de
incubacion fue similar al obtenido por Ruiz, 2005, de 234 ml de gas también
reportd valores para M. alba 'y T. gigantea 208 y 128 respectivamente. (Ruiz,
2005). Alvarez, 2009 reporté produccién de 105,8ml para M. alba

La produccion total de gas, tanto para la T. soya como para los forrajes para el
tiempo 30 y 99 horas presenta alta correlacion positiva (r = 0,70) y (r = 0,61)
con el contenido de NDS y Correlacion negativa (r = - 0,67) y (r = 0,54) con el
contenido de FDN. Moss y Given 1998; Bindelle et al., 2007, resaltan las
tendencias de correlacidn negativa y positiva que presenta la produccion de
gas con el contenido de FDN (Fibra insoluble) y NDS (incluye almidén).

La diferencia marcada de la produccién de gas entre la T. soya y los forrajes,
posiblemente son debidos a la disponibilidad de carbohidratos fermentables,
mientras que la diferencia presentada entre los forrajes puede relacionarse en
la disponibilidad de nitrégeno o fuentes proteicas fermentables para la
supervivencia y actividad de los microorganismos, debido a que las especies
que tuvieron menor producciéon de gas coincidieron con aquellas que tuvieron
mayor digestibilidad enzimatica de proteina (por encima del 59%) como C.
molle y D. velutinum.

Por otro lado, C. brasilianum representa la especie de menor produccion de
gas y al mismo tiempo tuvo una menor digestibilidad de MS por el alto
contenido de FDN, V. unguiculata y X. saggitifolium presentaron una
digestibilidad de materia seca por encima del 60%, y fueron las especies con
mayor produccion de gas; resultados que concuerdan con lo reportado por
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Sileshi et al. (1996), quienes empleando el método descrito por Theodorou et
al. (1994) y utilizando como indculo contenido ruminal, tuvieron como resultado
para determinar la produccién de gas in vitro de diferentes forrajes, una alta
correlacion entre los parametros de digestibilidad de la MS in vitro y la
composiciéon quimica de los forrajes; a mayor contenido de FDN menor
digestibilidad de la MS in vitro y por consiguiente menor produccion de gas.
Relaciones estequiométricas han demostrado que aproximadamente 0,47ml de
gas se deben producir por mg de FDN fermentada (Wolin, 1960; Herrero y
Jessop, 1996 citado por Nagadi et al., 2000)

Se puede pensar que las especies forrajeras que tuvieron un mayor volumen
de gas total, al mismo tiempo deberian presentar mayor porcentaje de
degradacion de la FDN, lo cual coincide con lo reportado por Fondevila,
Nogueira y Barrios (2002),quienes evaluaron forrajes de leguminosas con
liquido ruminal y encontraron que la leguminosa que produjo un mayor volumen
de gas presento al mismo tiempo la mayor digestibilidad de la materia organica
y la leguminosa que produjo el menor volumen de gas presentd la menor
digestibilidad de la materia organica.

La composicidon de la fibra influye en la hidrolisis de sus componentes, la
celulosa (Noike et al., 1985; Lynd et al., (2002), xilanos y arabinoxilanos
(Strobel y Russell, 1986; Hopkins et al., 2003) presenta una limitante para la
fermentacién microbiana, contrario a lo que pasa si tuviera alta cantidad de
inulina y pectina. Cuando la hidrdlisis es lenta, se requiere mas energia para el
mantenimiento de las células por unidad de tiempo quedando menos energia
disponible para el crecimiento y fermentacion.

Nagadi, 2000 afirma que los principales factores que influyen en la
fermentaciéon de alimentos son las caracteristicas de la fraccidon de
carbohidratos tales como la proporcion de almidon o celulosa junto con la
lignificacion de la pared celular, y Disponibilidad de nitrogeno fermentable
requerido por los microorganismos que sean capaces de sintetizar, como
acidos nucleicos y proteinas.

4.4.2.2 Latencia (L)

El periodo de latencia (L) representa el tiempo necesario para la hidratacion del
sustrato y la alteracion fisica o quimica de la fibra dietética (ej. pectinas,
gomas) y del almidon resistente, que puede ser requerida antes de que las
bacterias colonicen el sustrato e inicien la actividad enzimatica, en este sentido
una mas rapida colonizacién podria ser explicado por una mayor afinadad de
las bacterias por el sustrato. (Torres, 2009).

La T.soya fue una especie de menor latencia 3,03h y no tuvo diferencias

estadisticas significativas con S. guianensis, C. argentea y C. molle; las
especies forrajeras con mayor periodo de latencia fueron V. unguiculata, L.
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purpureus, C. brasiliensis, D. velutinum y X. saggitifolium (3,48 — 4,56h) (Tabla
29).

Ruiz, 2005 encontré valores menores a los encontrados, 2,9h para X
saggitifolium y para otras forrajeras como M. alba y T. gigantea 2,80 y 1,65h
respectivamente en un tiempo de 144h. Por otra parte Torres, 2009 encontro
un periodo de latencia de la soya extruida de 1h en tiempo de 72 horas.

El tiempo de latencia in vitro de ensilajes de gramineas fermentado con liquido
ruminal fue de 0,5 — 1,6 h. Davies et al., 2000. De henos fué de 5,2-5,9h
Nagadi et al., 2000 y Salvado de trigo 0,86 h Ruiz, 2005.

4.4.2.3 Tiempo medio de la asintota para la mayor produccién de gas (h)
(T/2)

No se presentaron diferencias estadisticas significativas (P<0,05) en el tiempo
tedrico de maxima produccion de gas (T/2), entre los forrajes y la T. soya. Se
resalta que esta condicidon probablemente sea debido a que todos los sustratos
previamente fueron digeridos con enzimas pepsina y pancreatina.

Los forrajes con mayor cantidad de nutrientes no hidrolizado de rapida
fermentaciéon tales como azucares libre o fibra soluble, son los que menor
tiempo se demoran en L y T/2. (Nagadi, 2000), ademas, los microorganismos
fermentan sustratos con altos niveles de proteina cruda con el fin de reciclar el
contenido de N como sustrato para ellas mismas (Hooverokes, 1991; Cono et
al., 2005), esta condicién se cumple para V. unguiculata y C. brasiliensis que
tuvieron las menores digestibilidades enzimaticas de la proteina (Tabla 28).

La latencia es mas larga utilizando como inoculo heces fecales posiblemente
porque en el ciego/colon la actividad de fermentacién es menor a la que pasa
en el rumen. La baja fermentacién en el ciego-colon esta relacionada en
funcion de varios factores como sustratos de menor valor nutricional (Van
soest, 1994) tiempo de retencién mas corto (Dixon y Nolan, 1982) a una menor
poblacién de bacterias (Kern et al 1974; Sharpe et al 1975) y a la ausencia de
protozoos (Hungate, 1966; Hobson, 1971) pero una concentracion similar de
hongos (Davies et al 1993) Mauricio et al 2001.

Por lo tanto, los microorganismos presentes en las heces es una flora con
supervivencias y actividad metabdlica baja y no tienen un crecimiento activo
como se encuentra en el rumen.

Las fracciones del alimento mas utilizado por la microflora intestinal son los
carbohidratos (Jorgenesen et al., 1996) que escapan de la digestién del
intestino delgado hacia el intestino grueso donde son fermentados (Bach
Knudsen et al., 1993), aunque el contenido de carbohidratos de la muestra
cobran mayor importancia, también se debe considerar otros sustratos
potenciales que produce rapida fermentacion como son las proteinas que
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escapan de digestion al igual que algunos lipidos, proteinas enddgenas, bilis y
mucinas. (Coles et al., 2005). Ademas la lignina (polimero no polisacarido) no
es digerible ni fermentable y se cree que inhibe la fermentacion de los
carbohidratos y proteinas que estan ligada a ellas (Cummings, 1996 citado por
Coles et al., 2005)

En resumen se indica que la fermentacion de los carbohidratos depende de la
diferencia de composicion y estructura de la fibra y solubilidad vinculada a una
rapida fermentacion (Hoover y Stokes, 1991). De igual manera pudo estar
atribuido a, la diferencia en la composicion de fibra dietética, (celulosa,
hemicelulosa, pectinas, gomas, mucilagos y lignina; almidon resistente,
oligosacaridos (fructo y galacto olisacaridos, a-galactosidos), y disponibilidad
de compuestos nitrogenados, etc. (Inglyst et al., 1987; Nagadi et al., 2000),

Con respecto al tiempo de incubacioén; trabajos de nutricion humana utilizan un
tiempo de incubacion de 24horas, debido a que es el transito promedio en el
intestino grueso de los humanos (Metcalfe et al., 1987 citado por Coles et al.,
2005); El tiempo de residencia de la digesta en cerdos en el intestino grueso es
de (20 — 38 horas), y en él ocurre una considerable absorcion neta de agua
(Jensen y Jargensen, 1994). Aunque Monsma y Marlett (1996) argumentd que
96 horas in vitro es necesario para la fermentacion de carbohidratos, y Ruiz,
2005 concluye que la fermentacién para forrajes se debe realizar durante 144
horas debido a que en este tiempo se estabiliza la curva de produccién de gas,
se resalta que en este trabajo hubo mayor actividad microbiana a las 30 horas,
parece ser que la flora microbiana pierde actividad y supervivencia durante el
tiempo.

La produccion de gas en el tiempo 30horas simula el periodo de transito de
digesta en el intestino grueso del cerdo, C. argentea, X. saggitifolium, L.
purpurues, T. soya, V. unguiculata y C. brasiliensis (99%, 98%, 96%, 95%, 85%
y 82% respectivamente) alcanzan un valor = a 80% de la produccién de gas
total. En cambio, D. velutinum 'y S. guianensis solo alcanzé a producir en este
tiempo (74 y 64% respectivamente) del potencial que tiene. figura 10.

Figura 10 Produccién de gas total en 30 y 99 horas de incubacién de forrajes y torta de
soya
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4.4.3. Produccion de Acidos Grasos Volatiles (AGV)

La fibra dietética es fermentada por microorganismos, los cuales producen
acidos grasos de cadena corta que son absorbidos y metabolizados por el
animal (McBurney y Sauer, 1993). En cerdos el intestino grueso es el mayor
sitio de produccién de acidos grasos de cadena corta (McBurney y Sauer,
1993; Jensen y Jgrgensen, 1994)

El principal sustrato energético para la fermentacion microbial son los
carbohidratos, con sus productos finales: acido lactico, acidos grasos de
cadena corta (acético, propidénico y butirico) y varios gases (hidrégeno, didxido
de carbono, metano). El acido lactico es el principal acido organico presente
en la digesta del estomago y el intestino delgado, mientras que los acidos
grasos de cadena corta predominan en el intestino grueso (Bach et al., 1991).
La unica forma de energia disponible para el animal proveniente de la
fermentacién intestinal son los acidos grasos de cadena corte producidos por la
microbiota (Christensen et al., 1999).

Respecto a la produccién de acidos grasos volatiles (AGV) tanto para 30h
como 99h de incubacién, se encontraron diferencias estadisticamente
significativa entre los follajes y la T. soya, siendo esta ultima la de mayor
produccion para el total de AGV evaluados (Tabla 29), el valor total de
produccion de AGV para los forrajes estuvo representado por 66,7% de Acido
Acético, 24,4% de Acido propionico y 9,0% de Acido butirico para 30horas y
53,1% Acido Acético, 18,7% Acido propidnico, 7,4% Acido butirico y 20,9% de
otros acidos grasos volatiles en las 99 horas En el tiempo 30horas se conserva
la proporcion de AGV que se presenta en rumiantes. Se puede observar que a
mayor tiempo de inoculacién disminuye la proporcion de acético y propionico,
respecto a esta concentracion, Rosero, 2005, indica que el acetato es menos
concentrado cuando el tiempo de fermentacién es de 144h. En cambio el
butirato no se ve afectado por el tiempo de fermentacion, al compararlo con
tiempo de 12h.

La especie forrajera que estuvo entre los valores menores de producciéon de
AGV fue L. purpurueus, para 30h, sin presentar diferencias estadisticas con C.
molle, C. brasilianum, S. guianensis, C. brasiliensis y D. velutinum (32,6 — 36,6
mmol/l). Mientras para el tiempo de incubacién 99 horas C.argentea estuvo
entre los valores menores de produccion de AGV.

Entre la produccion de gas y AGV hay una correlacion positiva de (r=0,76) para
las 30h y (r=0,62) para 99 h de incubacion. Franklin et al., (2002) establecieron
que el incremento de la concentracion de AGV coincide con la actividad
microbiana. Sin embargo, este punto puede variar de acuerdo al tipo de
sustrato, segun estudios realizados con sustratos fibrosos se ha encontrado
que en 24h de incubacidén, se presenta una correlacion positiva entre la
produccion de gas y la concentracion total de acidos grasos volatiles
(Getachew et al., 2004).
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La produccion total de AGV en los forrajes oscilaron entre 31,2 — 44,68mmoll/l,
en 30 horas y 52,67 — 68,54mmol/l valores menores a los reportados por Dihigo
et al., 2004, quienes encontraron valores entre 90,21 — 145,35, el valor
obtenido para V. unguiculata fue 27% menor al encontrado por anteriores
autores quienes trabajaron con heces de conejo como fuente de inoculo, estos
valores mayores pueden deberse a la poblacién bacteriana presente en el
inoculo de conejo, mas acostumbrada a productos fibrosos, altos en fibra
insoluble. Alvarez, 2009 encontré para M. alba produccion total gas 64,5
mmol/I.

Entre los AGV, el acético fue el de mayor proporcion, las especies forrajeras
tuvieron un valor entre 21,86 — 30,30mmol/l, en las 30 horas y 30,50 — 38
mmol/l para las 99 horas destacandose las especies de mayor produccién V.
unguiculata y el X. saggitifolium para cada uno de los tiempos respectivamente.

La diferencia entre la produccion de acido acético de la torta de soya con
respecto a los forrajes (42,1; 30,50 — 38 mmol/l), probablemente es debida a la
disponibilidad de polisacaridos solubles, razon que esta de acuerdo con Wang
et al.,(2003) quienes afirman que Los polisacaridos solubles de la pared celular
son mas estimulantes para la formacion de acido acético, seguramente porque
estos tipos de polisacaridos son facilmente disponibles para la microflora que
los carbohidratos insolubles.

Con respecto al tiempo de fermentacién y produccion de AGV, estudios
realizados por Atawi et al., (2005) afirman que entre mas lenta sea la
fermentacion, la eficiencia en la formacion de ATP puede ser maximizada para
convertir el piruvato a Acetil fosfato en lugar de convertirlo a lactato, esto podria
permitir mayor formacion de acetato.

La produccién de propionico a las 30horas fue de 7,84 - 10,63 mmol/l, a las 99
horas incremento de 10,36 — 14,10mmol/l  valores superiores fueron
encontrados con M. alba 16,45mmol/l. por 144 h de incubacién, Alvarez, 2009
y menores para L dulciss 6,3mmol/l, la produccién de T. gigantea se acerco al
valor minimo del rango expuesto en este trabajo 10,2mmol/l.(Dihigo et al.,
2004)

El acido butirico fue el de menor proporcion, entre los forrajes fue de 2,62-
4,04mmol/l en 30horas y 3,5-5,2 mmol/l en 99horas; este acido graso radica su
importancia en la salud gastrointestinal del animal. La concentraciéon de
butirato favorece la salud de los cerdos ya que ha sido reportado como un
recurso energético para los colonocitos e inhibe la apoptosis de las células
epiteliales del colon (Smiricky-Tjardes et al., 2003; Campbell et al., 1997; Claus
et al.,, 2003). Ademas el n-butirato se lo ha considerado como un potente
antiproliferativo de diferentes agentes patégenos (Piva et al., 2002 citado por
Rosero, 2005).

En el tiempo 99 horas del total de acidos grasos que se produce de la
fermentacioén de forrajes el 20,9% esta representado por acido isobutirico.
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4.5. Perfil electroforético de las proteinas solubles de forrajes
leguminosas.

Los patrones electroforéticos por SDS-PAGE de las fracciones proteicas de los
forrajes de leguminosas vy el control torta de soya son presentados en las
Figuras 11 y 12. El analisis cualitativo muestra variaciones en el numero e
intensidad de las bandas entre los forrajes y la torta de soya. En general, En el
follaje de leguminosas se observa 2 bandas con mayor intensidad que
probablemente sea la Rubisco proteina con mayor concentracién en tejidos
verdes y con peso 55kda y proteinas involucradas en procesos de reserva
llamadas proteinas Vegetativas de almacenamiento foliares (VSP) que se
encuentran en hojas, el tamafo de estas proteinas oscila entre 27-47KDa y en
peso seco tienen un porcentaje del 6-15%, estas proteinas son muy ricas en
aminoacidos esenciales, como valina, lisina, prolina, metionina, triptofano, etc,
por otro lado, se puede observar que la torta de soya tiene un patron diferente
a los forrajes. En el caso de Torta de Soya el perfil electroforético fue diferente
a los forrajes evaluados.

Figura 11 Patron electroforético (SDS-PAGE) de las proteinas solubles del follaje de
leguminosas. Marcador de peso molecular (M) se indican en el extremo derecho

Dv: Desmodium velutinum, Ca: Cratylia argentea, VU: Vigna unguiculata, Cb: Canavalia brasiliensis
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Figura 12 Patrén electroforético (SDS-PAGE) de las proteinas solubles del follaje de
leguminosas y torta de soya. Marcador de peso molecular (M) se indican en el extremo derecho

Cb: Canavalia brasiliensis, TS: Torta de Soya, Vu: Vigna unguiculata, Ca: Cratylia argentea, Lp: Lablab purpureus

4.6. Correlaciéon de las variables evaluadas

En la tabla 30 se observa la matriz de correlacién entre 22 variables evaluadas,
se puede observar correlaciones positivas como negativas especialmente con
el contenido de FDN, Celulosa y cenizas.
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Tabla 30. Matriz de correlacion de variables

PC  [Cen [FDN  JLDA Cel Ener NDS DIMS [DEB DPROT |AGV30 [AGV 99 |Pgas 30 [Pgas 99 |Acet 30 [Aceti 99 [Prop 30 [Prop 99  [But30 [But99 [Laten |[PmaxT

PC Coef Cor 1 -0,5125 -0,7161 -0,4815 0,68056 0,62496 0,79824 0,67726 0,63836 0,81677 0,73673 0,57335 0,71894 0,6277 0,65133 0,48404 0,83813 0,6778 0,81899 0,49149 -0,0287 -0,0028

Prob > |r| 0,1299  0,0198 0,1589 0,0303 0,0534 0,0056 0,0314 0,0643  0,0133 0,0151 0,0831 0,0191 0,052 0,0413 0,1563 0,0025 0,0313  0,0038 0,1491 09373  0,9933

Cen Coef Cor 1 0,05476 0,3921 -0,1428 -0,6936 -02588  -0,02 0,61847 -0,89469 0,44685 -03672 -0,2669 -0,4079 -0,3561 -0,1743 -0,5583 -0,49966 -0,5822 -0,4091 0,53713 0,05603

Prob > |r| 0,8806 02624 0,6939 0,0261 0,4703 09564 0,0758  0,0027 0,1954 0,2966 0,4558 0242 03125 0,6302 0,0935 0,1414  0,0774  0,2405 0,1094 0,8778

S |FDN Coef Cor 1 040218 0,93522 -0,1369 -0,9787 -0,7141 -0,6373 -0,23106 -0,5134 -0,6899 -0,6693 -0,5449 -0,467 -0,7389 -0,5859 -0,61524 -0,485 -0,439 -0,2376 0,10318

§ Prob > |r| 0,2493 <0,001 0,7062 <0,001 0,0204 0,0649 05819 0,1291 0,0272 0,0343 0,1034 0,1736 0,0146 0,0751 0,0583 0,1554 0,2043 0,5086 0,7767

£ [LDA Coef Cor 1 031847 0,03091 0,46976 -0,481 -0,3376 028702 -0,3476 -0,0605 -0,1887 -0,2834 -0,2978 -0,0372 -0,4197 -0,16454 -0,3776 0,03361 0,12554 0,50068

k= Prob > |r| 0,3698 09325 10,1707 0,1593 0,3801  0,4907 03251 0,8682 0,6017 0,4275 0,4034 0,9188 0,2273 0,6497 02821 0,9266 0,7297  0,1405

é Cel Coef Cor 1 -0,124 -0,8753 -0,6298 -0,8169 -0,25487 -0,4882 -0,4632 -0,5823 0,39439 -0,4584 -0,5254 -0,5286 -0,42007 -0,4563 -0,2526 -0,2367 0,10982

3 Prob > |r| 0,7328 0,0009 0,003 000072  0,5424 0,1522 0,1776 0,0773 02594 0,1827 0,1189 0,1163 0,2268 0,185 0,4813 0,5103 0,7626

Ener Coef Cor 1 0,27516 0,29289 -0,1713 0,84977 0,68586 0,9267 0,52945 0,47227 0,62864 0,14634 0,7323  0,44156 0,76717 0,33633 -0,4041 0,41622

Prob > |r| 0,4416 04115 0,6594  0,0075 00286 04119 0,1155 0,1681 00516 0,6867 0,016 0,2014 0,0096 0342 02468 0,2315

NDS Coef Cor 1 0,69487 0,59827 0,40973 0,58863 0,74302 0,70243 0,61106 0,52507 0,75071 0,68172  0,69802 0,58902 0,50892 0,1193 -0,0883

Prob > |r| 0,0257 0,0888 03134 0,0734 0,0138 0,0235 0,0605 0,1191 0,0123  0,0299 0,0248 0,0732 0,133 0,7427 0,8084

DIMS  [Coef Cor 1 0,98211 0,61607 0,68403 0,19181 0,46238 0,33961 0,68236 0,16919 0,66135  0,27946 0,64859 0,15988 0,0564 -0,3251

E _ Prob > |r| <0,001 0,1039  0,0292 0,5955 0,1785 0,337 0,0297 0,6403 0,0373 0,4342  0,0425 0,6591 0,877 0,3594

= S[pEB Coef Cor 1 003418 0,49515 -0,2272 0,10041 -0,1456 0,49034 -0,1634 0,49214 -0,19386 0,45497 -0,2068 0,10889 -0,4713

[z o Prob > |r| 0,942 0,1753  0,5566 0,7972 0,7086 0,1802 0,6744 0,1784 0,6172  0,2185 10,5935 0,7804  0,2003

2 [DPROT [Coef Cor 10,6051 03391 032166 0,32375 050614 0,08472 0,70482  0,54011 0,76492 0,46862 -0,6079 0,4935

Prob > |r| 0,112 0,4112 04372 0,4341 02006 0,8419  0,0509 0,167 0,027 02415 0,1099 0,9076

AGV30 [Coef Cor 1 047131 0,76769 0,73412 0,99004 0,39441 0,97585  0,64959 0,97306 0,48337 -0,1605 0,05025

Prob > |r| 0,1691  0,0095 0,0156 <0,001 02594 <0,001 0,0421 <0,001 0,157 0,6578 0,8904

AGV 99 [Coef Cor 1 0,63604 0,62443 0,41858 0,93917 0,54752 0,9436 0,48756 0,88828 0,09807  0,6888

Prob > |r| 0,0481 0,0536 0,286 <0,001 0,1014 <0,001 0,1529  0,0006 0,7875 0,85

Pgas 30 [Coef Cor 1 0,93596 0,73592 0,72988 0,80498 0,6357 0,71903 0,41262 0,28383 0,46207

Prob > |r| <0,001 00152 00166 0,005 0,0482 0,0191 0236 04262 0,1788

Pgas 99 [Coef Cor 1 0,70698 0,7156 0,76377  0,62627 0,69246 0,44102 0,27655 0,40595

Prob > |r| 0,0222 0,022 0,101 0,0527 0,0265 0,202 04392 0,2444

Acet 30 [Coef Cor 10,3552 0,93605 0,59578 0,93749 0,45424 -0,1157 0,03112

e Prob > |r| 0,3138 <0,001 0,061 <0,001 0,1872 07502 0,932

8 [Aceti 99 [Coef Cor 1 0,46294 0,80962 0,36277 0,71224 0,32537 0,23256

:§ Prob > |r| 0,1779 0,0045  0,3029  0,0208 0,3589  0,5179

£ [Prop 30 |Coef Cor 1 0,7116 0,98257 0,50628 -0,2005 0,08554

§ Prob > |r| 0,0211 <0,001 0,1354 05786 0,8142

& [Prop 99 |Coef Cor 1 0,68901 0,92658 -0,0985 -0,0277

Prob > |r| 0,0275  0,0001 0,7866 0,9394

But 30 [Coef Cor 1 0,52552 -0,2686 0,03275

Prob > |r| 0,1188 0,453  0,9284

But 99 |Coef Cor 1 -0,0271 -0,1495

Prob > |r| 0,9407  0,6801

Laten Coef Cor 10,1425

Prob > |r| 0,6945

PmaxT |Coef Cor 1
Prob > r|

PC: Proteina cruda; Cen: Cenizas; FDN: Fibra detergente neutra; LDA: Lignina detergente acido; Cel: Celulosa; Ener: Energia Bruta; NDS: Fraccion soluble; DMS: Digestibilidad in vitro de la materia seca; DPROT: Digestibilidad in vitro de la
proteina; AGV30: Acidos grasos totales 30h incubacion; AGV99: Acidos grasos totales 99 h incubacion; Pgas 30: Produccion total de gas 30 h incubacion; Pgas99: Produccion de gas 99 h incubacion; Acet 30: Acido acético 30h incubacion; Acet
99: Acético 99h incubacion; Prop 30: Propionico 30horas incubacion; Prop 99: Propionico 99 h incubacion; But 30: Butirico 30h incubacion; But 99h: Butirico 99 h incubacion; Laten: Periodo de latencia; PmaxT: Tiempo medio de la asintota para
la mayor produccion de gas.
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En las especies forrajeras y torta de soya, varios parametros de la composicion
quimica influyen en la digestibilidad prececal de monogastricos, asi, para la
digestibilidad de la materia seca influye en forma negativa los contenidos de
FDN y celulosa; la digestibilidad de la proteina también se ve afectada en forma
negativa principalmente por el contenido de cenizas. Respecto a la
fermentacién cecal in vitro, los parametros, produccion de AGV totales y acido
propionico 99 horas de incubacién, esta correlacionado levemente en forma
inversa con el contenido de FDN. (Tabla 30)

En cambio el contenido de energia y NDS esta influido en forma positiva con la
produccion de AGV totales en un tiempo de incubacién de 99 horas, produccion
de acido propionico y butirico a las 30 horas de incubacion. El contenido NDS
ademas influye en la produccion de AGV totales 30h, acético y propionico a las
99 horas de incubacion.

Con respecto al nivel prececal, la DIVMS esta estrechamente correlacionada
con la digestibilidad de la energia, la digestibilidad in vitro de los forrajes en
este tramo, influye también en la fermentacion cecal, forrajes con buena
digestibilidad in vitro de la proteina puede tener mayor produccion de acido
butirico y propionico a las 30 horas de incubacién, a la vez posiblemente pueda
disminuir la latencia del sustrato. De igual forma con correlaciones mas bajas
(0,68 y 0,69) una alta digestibilidad in vitro de la materia seca puede generar
una mayor produccion de acido acético y propionico a las 30 horas o viceversa.

La produccion de gas dada a las 30 horas de inoculacion, tiene una alta
correlacion con la produccion a las 99 horas, por otro lado se relaciona con la
produccion de acido propionico y butirico a las 30 horas y acético a las 99
horas. A su vez, una alta produccién de acido propionico puede aumentar la
produccion de acido butirico.

La informacion nutricional brindada por las 21 variables, analizadas
previamente a través de la matriz de correlacidn, permite tener en cuenta
variables relacionadas con composicion quimica, digestibilidad prececal y
fermentacion a nivel cecal.

Al iniciar un analisis multivariado, los valores de la matriz de correlacion de
pearson |r| mas altos fueron r >0,95, representado por las variables cenizas y
tiempo medio de la asintota para la mayor produccién de gas.

Por el alto numero de correlaciones entre variables que resultan interesantes
en el estudio, se realizd el analisis de componentes principales para
seleccionar las variables relevantes en la evaluacion nutricional, se distingue 3
variables sintéticas (componentes principales) 1. Componente “Contenido de
FDN y Fraccion soluble de las forrajeras 2. Componente “Digestibilidad
prececal materia seca y energia. Componente 3 “Celulosa latencia y
produccion de acido butirico”

Una vez identificadas las variables mas asociadas en un analisis de
componentes principales, se formaron clusters, donde el coeficiente de
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determinacion (R?) manifiesta que el 84,3% de la variacién encontrada, es
explicada por el modelo estadistico utilizado. Los clusters CL indicaron 4
agrupaciones (Figura 13)

Figura 13 Cluster Especies forrajeras y Torta de soya

CL 1: C. molle, D. velutinum, V. unguiculata'y C. argentea

Las especies C. molle y D. velutinum fueron especies de bajas producciones
contrario a V. unguiculata y C. argentea en la parte cecal. Este grupo, excepto
la V. unguiculata en digestibilidad de la proteina tuvieron una digestibilidad in
vitro de la materia seca y de la proteina por encima del 60%. Alta produccién de
AGV por encima de 52mmol/l, a las 30 horas de fermentacion alcanzaron 69%
de produccion de AGV totales de su potencial. Especies con un contenido de
proteina 185-241g/KgMS, FDN 316-506 g/KgMS vy celulosa 130-211 g/KgMS.
El contenido y la composicién de la fibra le confiere el comportamiento a nivel
prececal, los valores mas bajos de digestibilidad in vitro de la proteina de V.
unguiculata posiblemente esta relacionado con la asociacion de fibra al
contenido proteico y metoxilacién y ramificacion de la fibra que a la vez logra
encapsular nitrogeno en la parte prececal y hacer disponible para la actividad
microbiana y produccion de gas.

CL 2: L. purpureus, C. brasiliensis y X. saggitifolium:

Agrupa especies leguminosas y X. saggitifolium con un contenido de proteina
de 216 — 236 g/Kg MS; FDN 311-347 g/Kg MS y celulosa 127-138g/Kg MS.
Comportamiento prececal y cecal intermedio con una digestibilidad in vitro de
materia seca de 48,6-61,8% y Digestibilidad de la proteina de 44,1 — 46,0%. En
cuanto a la fermentacion, las especies leguminosas tuvieron una produccion de
gas total de 160 — 183 ml, el 80% de la produccién fue alcanzada a las 30horas
de fermentacion, y produccion total de AGV mas bajos de todas las demas
especies 31,2 — 33,9 mmol/l. X saggitifolium tuvo similar comportamiento en la
composicién quimica (Proteina, FDN y Celulosa), digestibilidad prececal pero
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fue una de las especies de mayor produccion de gas 218,7ml y AGV totales
68,5mmol/l.

Al parecer la cantidad y composiciéon de fibra insoluble presente en las
especies de este grupo, confiere una digestibilidad prececal y fermentacién
cecal mas baja que las leguminosas presentes en el cluster 1. X. saggitifolium
no es una especie leguminosa lo que hace la diferencia en este cluster.

CL 3 C. brasilianum y S. guianensis; especies castigadas por el alto contenido
de celulosa y FDN (243-297 g/KgMS y 470-578 g/KgMS respectivamente) que
afecta principalmente la DIVMS, baja produccion de gas y AGV totales a las
30horas, su potencial de produccion de gas (99 horas), es alcanzado hasta un
79% a las 30horas de fermentacion. Sin embargo el contenido bajo de cenizas
(87-104 g/KgMS) les permite ser especies potenciales para identificar
digestibilidad de proteina.

CL4:T. soya

Especie no forrajera, que sobresalié tanto a nivel prececal, cecal como en la
composicidon quimica.
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5. CONCLUSIONES

Las especies forrajeras con menor contenido de FDN (316-347 g/KgMS
presentaron valores superiores en la digestibilidad de la materia seca como C.
molle y V. unguiculata y X saggitifolium (70,8; 69,6 y 61,8% respectivamente) y
aquellas que mostraron valores menores de cenizas presentaron digestibilidad
de la proteina alta como C. molle, C. argentea y D. velutinum (62,2; 61,4 y
59,7% respectivamente) . A nivel prececal la leguminosa de mejor
comportamiento fue C. molle.

Las especies forrajeras promisorias para la alimentacién de cerdos de acuerdo
a su composicion quimica, digestibilidad y fermentacién in vitro son: Caupi (V.
unguiculata); Centrosema (C. molle); Desmodium (D. velutinum) y Cratylia (C.
argentea). Por el contrario las especies S. guianensis y C. brasilianum
presentaron bajas digestibilidadades invitro de la materia seca, energia.

A las 99 horas de fermentacién, la mayor produccién de gas, acidos grasos
volatiles totales y acido acético, la tuvieron X. saggitifolium y V. unguiculata,
(207,5 — 218,7 ml; 66,1-68,5; 36-38mmol/l respectivamente) al parecer a nivel
cecal estas especies siguen presentando fracciones solubles (carbohidratos y
nitrogeno) disponible para la supervivencia y actividad microbiana de la flora
cecal del cerdo. Especie con alto contenido de FDN C. brasilianum presento
menor produccion de acidos grasos volatiles totales al tiempo 30horas de
fermentacion.

En pruebas de fermentacion in vitro en monogastricos a las 30horas de
incubacion para las especies C. argentea, L. purpureus, X. saggitifolium y V.
unguiculata, se obtiene el 94% del potencial de la produccion total de gas y
para C. argentea, V. unguiculata, D. velutinum y C.molle alcanzaron el el 69%
de la produccién total de AGV

La composicién quimica, la cantidad y fuente de la fibra dietética, azucares
constituyentes y el contenido de nitrégeno del sustrato que llega al proceso de
fermentacién, son los principales factores que afectan la utilizacion de energia
de las bacterias para la produccidon de gas y acidos grasos de cadena corta en
el colon de los cerdos.

Existe dos clases de proteinas que son comunes en los forrajes de
leguminosas como subunidades grandes de rubisco (LS) y Proteina vegetativa
de almacenamiento foliar (VSP) que podria estar involucrada en procesos de
reserva y que por su alto contenido en aminoacidos esenciales le da un alto
valor agregado al contenido y composiciéon aminoacidica, lo cual los hace viable
para la alimentacion de monogastricos y una opcién econémica para pequenos
productores.
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6. RECOMENDACIONES

Teniendo presente los resultados obtenidos in vitro sobre los follajes de
leguminosas mas promisorias, aquellas que presentaron mejores valores de
digestibilidad prececal y fermentacion cecal deben ser incluidas para realizar
pruebas in vivo y determinar parametros productivos (ganancia de peso,
consumo de alimento, conversion alimenticia) asi como pruebas de
digestibilidad

Realizar caracterizacion mas amplia de la fraccion fibrosa y factores
antinutricionales presentes en los follajes de leguminosas.

Desarrollar secuenciacion de proteinas para Identificar perfil protéico de follajes
de leguminosas
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Anexo A Procedimiento preparaciéon soluciones digestibilidad prececal in
vitro

Solucion Tampén Fosfato 0.1 M, pH 6.0: Para prepararla se requiere la
preparacion previa de una solucion de KH,PO4 0.1 M (13.609 g KH,POy4 / litro
agua destilada) y de una solucion de Na;HPO4 0.1 M (14.196 g Na;HPO, / litro
agua destilada); para luego mezclarlas en las siguientes cantidades 25 ml de la
solucién de Na;HPO,4 0.1 M con 175 ml de la solucion de KH,PO4 0.1 M.

Solucién tampon Fosfato 0.2 M, pH 6.8:

Para prepararla se requiere la preparacion previa de una solucién de KH,PO,4
0.2 M (27.218 g KH,PO, / litro agua destilada) y una soluciéon de Na,HPO,4 0.2
M (28.392 g NaHPO, / litro agua destilada); para luego mezclarlas en las
siguientes cantidades 99 ml de la soluciéon de Na,HPO,4 0.2 M con 101 ml de la
solucion de KH,PO4 0.2 M.

Solucion de HCI 0.2 M

Se disuelven 16 ml de HCI 37% en un litro de agua destilada.

Solucion de HCI 1 M

Se disuelven 8 ml de HCI 37% en 100 ml de agua destilada.

Soluciéon de NaOH 1 M

Se disuelven 4 g de NaOH en tabletas en 100 ml de agua destilada.

Soluciéon de NaOH 0.6 M

Se disuelven 24 g de NaOH en tabletas en 1 litro de agua destilada.

Solucién de Cloranfenicol

Se disuelven 0.5 g de cloranfenicol en 100 ml de etanol.
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Anexo B Procedimiento preparacion de soluciones para prueba
Fermentacion cecal in vitro

Solucion A

Se prepara una soluciéon con CaCl; 2 H,O (13.2 mg ), MnCI2 4 H20 (10 g ),
CoCl; 6 H,O (1 g) y FeCl; 6 H20 (8 g), en 100 ml de agua destilada.

Solucion B (microtampén)

Se prepara una solucion con 35 g de NaHCO3; y 4 g de NH4HCOg3 en 1 litro de
agua destilada.

Solucion C (Macromineral)

Se prepara una solucion con Na;HPO4 (5.7 g), KH,PO,4 (6.2 g), MgS0O4 7H,0
(0.6 g) en 1 litro de agua destilada.

Solucion D (indicador de 6xido reduccion)

Se prepara una solucién de 100 mg de C1,HgNO4Na (résazurine) en 100 ml de
agua destilada.

Solucion E

Solucion reductora: 5ml de NaOH 1N y 1,425mg de Na2S 9H20 en 273,5ml
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Anexo C Procedimiento preparacion de soluciones para electroforesis
SDS-PAGE

OBJETIVO
Separacion de proteinas de peso molecular entre un rango de 90 a 14 KDa

PREPARACION DE SOLUCIONES
SOLUCION B (tampén TRIS 1.5 M; pH 8.8)

REACTIVO CANTIDAD

Tris 18.18 g

SDS 0.4 g (2ml, SDS 20%)
Agua destilada 80 ml

Ajustar a pH 8.8 y llevar a 100 ml con agua destilada almacenara 4 C

SOLUCION C (tampén tris 0.5 M; pH 6.8)

REACTIVO CANTIDAD

Tris 6.06 g

SDS 0.4 g (2ml, SDS 20%)
Agua destilada 80 ml

Ajustar a Ph 6.8 y llevar a 100 ml con agua destilada almacenara 4 C

SOLUCION SDS 20%

REACTIVO CANTIDAD

SDS 20g

Agua destilada 100 ml

TAMPON TRIS 1M Ph 6.8

REACTIVO CANTIDAD

Tris 1212 g

SDS 0.4 g (2ml, SDS 20%)
Agua destilada 80 ml

Ajustar a Ph 6.8 y llevar a 100 ml con agua destilada almacenara 4 C

TAMPON MIGRACION

REACTIVO CANTIDAD

Tris 39

Glicina 144 g

SDS 1.0 g (5ml, SDS 20%)
Agua destilada 900 mi

Llevar a 1 litro con agua destilada

AGENTE REDUCTOR (DTT 1M)

REACTIVO CANTIDAD
DTT 59
Agua destilada 32 ml (Alicuotas de 1 mla—20 C)
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PERSULFATO DE AMONIO 10%

REACTIVO
Persulfato de Amonio
Agua destilada

TAMPON MUESTRA
REACTIVO

SDS

Glicerol

Tampon tris 1M; pH 6.8
Agua destilada

DTT (1 M)

CANTIDAD
100 mg
1 mi

CANTIDAD

0.4 g (2ml, SDS 20%)
2 ml

1.2 ml

2.8 ml

2 ml

Agregar 0.01 % de azul de bromofenol y conservar a T ambiente

SOLUCION TENIDORA
REACTIVO

Acido acético

Metanol

Azul de coomassie
Agua destilada

CANTIDAD
100 ml

400 ml

25¢

500 ml

SOLUCION DESTENIDORA

REACTIVO CANTIDAD
Acido acético 100 ml
Etanol 400 ml

Agua destilada 500 ml

Cantidades utilizadas en Gel migracién y concentracion

GEL 13% 4%

Agua destilada 4,65 ml 1.97 ml

Acrilamida 2,65ml 0.28 ml

Solucion B 2.5ml Solucion C 0.75 ml

20 microlitros
3 microlitros

60 microlitros
10 microlitros

Persulfato de amonio
Temed
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