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RESUMEN

Se evaluaron tres dietas utilizadas comunmente para alimentacion de bovinos en el
Departamento del Tolima, con la finalidad de estimar la emision de metano a través de
la fermentacion ruminal in vitro. Se utilizd la técnica de digestibilidad in vitro mediante
incubacion en un equipo Daisyll® y la prueba de fermentaciéon ruminal in vitro con
cultivos no renovados de microorganismos ruminales (CNRMR). Asi mismo se realizé
una cinética de fermentacion ruminal a ocho tiempos. En la incubacién con el equipo
Daisyll®, se encontrd, que al incluir frijol mungo en la dieta (10% -Tto 2), mejora la
DIVMS, y al ofrecer una dieta a base de Dichantium aristatum mas Bothriochloa
pertusa, habra una menor DIVMS. El tratamiento con gramineas (Tto 1) posee altas
cantidades de fibra, lo cual afectdé negativamente la degradabilidad de la pared celular.

Se sometieron las tres dietas, a la prueba de fermentacién ruminal in vitro (técnica de
gases), con incubaciones de 48 y 60 horas. Los resultados, revelan que no hubo
diferencias significativas (p>0,05) en la produccion de gas a las 48horas y a las 60
horas. A las 48 horas de medicion, el tratamiento con inclusion de Vigna radiata, mostré
una mayor produccion de amonio (P<0,05). Ademas, no hubo diferencias entre los
tratamientos en cuanto a la produccion de metano. Contrario a esto, hubo diferencias
(P<0,05) entre los AGVs totales, evidenciando mayor proporcidén acetato:propionato el
tratamiento 1 (P<0,05). La cinética de produccion de gas, no mostré diferencias entre

los tratamientos, en cuanto a los parametros evaluados.

Palabras clave: Emision de metano, fermentacion ruminal, DIVMS (digestibilidad in
vitro de la materia seca)) CNRMR (cultivos no renovados de microorganismos

ruminales).



ABSTRACT

Three diets had been tested, commonly used to feed cattle in Tolima province, with
main purpose to estimate Methane emission trough rumen fermentation in-vitro.
Technic of digestibility in vitro trough hatching in a Daysi Il equipment and the rumen
fermentation in —vitro test with non-cultured renew rumen microorganisms, likewise a
kinetic rumen fermentation on eight stages was made. During hatching with Days ill was
found that including mungo bean on dietary (10%-2Tto) improves the DIVMS and
offering a diet based on Dichantium aristatum plus Bothriochloa pertusa, there will
decrease DIVMS. Treatment with grasses (Tto 2) was rich in fiber, which negatively
affects cell wall degrability. The three diets were submit to the rumen fermentation in
vitro test (gas technic) with 48 and 60 hours periods of hatching. Results reveal that
wasn’t any relevant differences on gas production between 48 hours to 60 hours
(P<0,05). To the 48 hours measurement, treatment including Vigna radiate indicates
higher ammonium production (P< 0, 05), beside there wasn't any differences among
treatments as methane production. On the other hand there was a difference of
(P<0,05) among AGVs total, proving a higher portion of acetate, approving treatment
1(P<0,05), Kinetic gas production did not reveal differences among treatments, and

tested patterns.

Key words: Methane emission, Rumen fermentation, DMDIV (dry matter digestibility in

vitro), NCRRM(Non-cultured renew rumen microorganisms).



1. INTRODUCCION

En la actualidad, las proyecciones de los estandares climaticos pronostican un aumento
de la temperatura media anual en la superficie del planeta de 1 — 3,5 °C para dentro de
unos 90 afnos, un incremento medio mundial del nivel del mar de entre 15y 95 cm, y un
cambio en espacio y tiempo de las precipitaciones (Watson et al., 1997). Asi mismo, se
presagia que la rapidez del calentamiento global, sera mayor que la experimentada
desde hace alrededor de 10mil afios y se considera que sera evidente la variabilidad
natural, y a nivel regional los cambios podrian diferir marcadamente del valor medio
mundial (Watson et al., 1997).

Por estas razones, resulta importante comprender el origen de los agentes que
producen estos fendmenos de manera que permitan proponer posibles cambios que
ayuden a solucionar la problematica tan evidente hoy en dia como el cambio climatico,
tema el cual infieren las actividades agricolas y ganaderas, contribuyendo a través de

una serie de procesos (Berra & Finster, 2002).

En particular, la ganaderia contribuye a emitir CH4 a través de la fermentacion entérica,
mediante la degradacion de los alimentos consumidos, y excreciones (Berra & Finster,
2002), procesos que realizan una serie de microorganismos trabajando en un complejo
sistema simbidtico formado por diferentes grupos microbiales, los cuales se encuentran
a lo largo del tracto digestivo del rumiante, fundamentalmente en el rumen (Van Soest,
1994). El trabajo principal de estos microorganismos es metabolizar los carbohidratos
administrados en la dieta del rumiante, y convertirlos principalmente en acidos grasos
volatiles AGVs, dentro los cuales, los mas importantes son el acetato, propionato y
butirato (Zavaleta, s.f.). En este proceso ademas se producen hidrégeniones, los cuales
junto a los AGVs, deben ser retirados del rumen, para evitar efectos nocivos en el

animal; es asi, que los AGVs pasan a través de las paredes ruminales por un sistema

de absorcién y los H son eliminados mediante la formacion de CH4 (Vargas et al.,
2012). Este gas (CHa4) y el CO,, son producidos diariamente por el bovino, y asi mismo
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deben ser eliminados, proceso que sucede principalmente por eructacion, ya que solo
la fraccion de la dieta que no pudo ser digerida, pasa al sistema digestivo y elimina

esos gases a través del tracto posterior (Relling & Mattioli, 2008).

A través del presente estudio se planted estimar la emision de gas CH4 In Vitro, de
origen ruminal en bovinos, mediante el uso de la técnica de gases, empleando tres
tipos de dietas, compuestas de colosuana (Bothriochloa Pertusa), angleton (Dichantium
Aristatum), frijol mungo (Vigna Radiata) y ensilaje de maiz (Zea Mays), utilizadas

frecuentemente en alimentacién de bovinos, en el Departamento del Tolima.



2. JUSTIFICACION

Uno de los principales problemas en la actualidad, es el calentamiento global, siendo
importante principalmente, por la manera y rapidez en que se viene presentando. En la
manifestacion de este fendmeno interfieren principalmente los gases de efecto
invernadero GEIl, los cuales durante los ultimos afios se han venido incrementando
(Semarnat, 2009).

Segun la FAO (2009), “La ganaderia bovina representa una importante fuente de GEl,
principalmente por las emisiones de gas CH,”. De tal manera, la estimacién de la
generacion de gases producto de la actividad ganadera, se ha convertido en un reto

para el sector agropecuario en general.

El departamento del Tolima es una zona de importante produccion ganadera, en la cual
se desconoce la generacion de CH4 a la atmosfera. En ese orden de ideas se justifica
conocer la produccion de CHj4 entérico, producto de la fermentacion anaerdbica
ruminal, a partir de las principales dietas suministradas al ganado bovino en esta
region. Por lo tanto, se evaluaron tres dietas usadas en la region, compuestas por
pastos Angleton, Dichantium aristatum y Colosuana, Bothriochloa pertusa, ensilaje de
maiz, Zea mays, frijol, mungo Vigna radiata y concentrado comercial. Una Vez
conocido el grado de contaminacion que generan estos sistemas y de acuerdo a la
practica de manejo nutricional bajo la cual funcionan, se pretende proponer alternativas
que permitan mitigar o disminuir la produccién de gases que afectan el medio

ambiente, especialmente CHj.
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3. OBJETIVOS

3.1. GENERAL

Estimar la emision in vitro de gas CH4 de origen ruminal en bovinos, utilizando tres
tipos de dietas compuestas de colosuana (Bothriochloa Pertusa), angleton (Dichantium
Aristatum), frijol mungo (Vigna Radiata), ensilaje de maiz (Zea Mays) y concentrado
comercial, utilizadas frecuentemente en alimentaciéon de bovinos, en el Departamento

del Tolima.

3.1.2. Especificos

e Determinar la composicién bromatolégica de Angleton (Dichantium Aristatum),
pasto Colosuana (Bothriochloa pertusa), frijol mungo (Vigna radiata), silo de
maiz (Zea mays) y concentrado comercial, colectados en el Departamento del

Tolima.

e Evaluar el efecto de tres dietas compuestas de Colosuana (Bothriochloa
pertusa), Angleton (Dichantium Aristatum), frijol mungo (Vigna radiata) y
ensilaje de maiz (Zea mays), en los parametros de la fermentacion ruminal in
vitro (Gas, DMS (degradabilidad de la materia seca), Amonio, pH, DFDN y DFDA
(degradabilidad de la fibra en detergente neutro y en detergente acido,

respectivamente).

e Estimar la produccion de gas CH; de las dietas compuestas, mediante

cromatografia de gases.
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4. MARCO TEORICO

41. EL CALENTAMIENTO GLOBAL

FAO (2009), manifiesta que en la actualidad uno de los temas de mayor importancia, es
el calentamiento global, debido a su gran impacto al medio ambiente, salud humana,
economia, elevacion del nivel de los mares, disminucién de la capa de nieve y los
cambios meteoroldgicos, entre los que se destaca el aumento de las precipitaciones a
nivel global y cambios en la intensidad o reiteracion de tormentas, inundaciones vy
sequias. Asi mismo, existen proyecciones al respecto, donde se sugiere que la
temperatura media tendra un drastico aumento en los siguientes 90 ahos, sucesos, que
entre mas rapido ocurran, se tendra mayor riesgo de que sobrepasen la capacidad

humana para enfrentar sus consecuencias.

Segun Berra & Finster (2002), se considera que para la segunda mitad del presente
siglo, se incrementen las precipitaciones en las latitudes medio-altas y en la Antartida
en invierno, mientras en las bajas latitudes se presentaran aumento o disminucion de

acuerdo a la zona.

De los principales gases de efecto invernadero se tiene un estimativo de acuerdo a su
capacidad de influir en el calentamiento global, lo cual esta basado en su impacto
radiactivo y su subsistencia en la atmésfera. Segun Berra y Finster (2002), “El potencial
de calentamiento global de los principales GEI corresponde a: Diéxido de carbono
(CO3) =1, Metano (CH.) =21, Oxido Nitroso (N20O) =310” (p.1).

4.1.1. Gases de efecto invernadero GEI. Las Naciones Unidas (1998), mediante el
Protocolo de Kyoto, vislumbran seis GEI: “CO,, CHy4, N2O, hidrofluorocarbonos HFC,
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perfluorocarbonos PFC y hexafluoruro de azufre SFs” (p. 22). No obstante, en

agricultura y ganaderia tan solo son relevantes los tres primeros.

Uno de los principales GEI carbonado concerniente con la agricultura y la ganaderia es
el CH,4 (Bretsche, 2005), el cual es emitido en menores cantidades respecto al didéxido
de carbono, pero con un potencial de calentamiento global muy superior, de 21 a 25
veces con respecto al del CO, (Berra & Finster, 2002 y Canet, 2010). El gas CHa,
producido por el rumiante, se forma mediante el proceso de degradacion de la materia
organica ingerida (Olvera et al., 2007), por accion de un complejo de microorganismos

ruminales (Van Soest, 1994).

Segun Montenegro y Abarca (2000); Moss y Givens (2002) y Vargas et al. (2012),
alrededor del 15 al 20% de CHj; producido en el mundo, es emitido directamente a
través de la actividad ganadera. Para lo cual, lo que sucede en el bovino, es un
proceso digestivo en condiciones anaerobias, donde interfieren diferentes tipos de
microorganismos, principalmente bacterias, las cuales degradan la celulosa
convirtiéndola en glucosa, que luego pasa por efecto de fermentacién a acido acético y
el CO; es reducido formando finalmente CH4. Por lo cual se estima que la emisién de
CH,4 simboliza energia alimenticia, que en lugar de ser aprovechada por el animal se

pierde en forma de gas (Vargas et al., 2012; Montenegro & Abarca, 2000).

Una de las vias de eliminacion de CHy, es el eructo, el cual inicia en el rumiante luego
de un mes de edad, puesto que a medida que obtiene un tipo de alimentacion
basicamente con sélidos, habra retencidén en el reticulo-rumen, y a través del proceso
fermentativo se producen gases. Ademas, los niveles de emision de CH4 en animales

adultos, puede alcanzar los 60 a 126 kg (Carmona et al., 2005).

Ademas, existen otras fuentes de emisidén natural de gases, en humedales, pantanos o
de manera antropogénica, como por ejemplo las actividades agricolas (Canet, 2010). A
medida que transcurre el tiempo, en la atmdsfera se han ido acumulando estos gases,

lo cual agrava la situacion en cuanto a la retencidén de calor en la tierra. Puesto que la
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funcién de los gases es retener un porcentaje del calor que es irradiado de la tierra
hacia el espacio, luego de llegar a ella a través del sol. Al aumentar la retencion de
esos gases, se evidencia un incremento en la conservacion de los mismos,
concomitante a la retencion de calor, lo cual ocasiona el efecto invernadero (Estrada,
2001).

Como consecuencias se estima la fusion de glaciares, produciendo incremento en el
nivel de los océanos entre 18 y 59 cm. Ademas, se predice aumento en las olas de
calor lo cual causara sequias, y lluvias tenebrosas que provocaran inundaciones, y asi
mismo un mayor impetu y periodicidad de huracanes, ventiscas y tornados (Duque,
2006).

En los ultimos diez anos, investigadores y politicos a nivel mundial, comenzaron a dar
importancia a este tema, cuando consideraron que los bovinos eran una fuente
potencial de contaminacion atmosférica, de los que actualmente se estima una
produccion alrededor de 37% del CH4 que llega a la atmdsfera, de tal manera que
algunos investigadores sugieren que los bovinos estan generando mayor
contaminacioén que los autos (Diaz, 2007), Ademas, este gas se encarga de reducir el
volumen de iones hidroxilo (OH)™, alterando de tal forma, la capacidad de la atmosfera

para auto-depurarse de contaminantes (Fernandez, 2007).

4.2, FERMENTACION RUMINAL

Berra y Finster (2002), sugieren que “debido a que la produccién de CH4 es el resultado
de procesos digestivos, la cantidad emitida varia con el tipo de animal, con la
naturaleza, cantidad y digestibilidad del alimento consumido y con el nivel de

produccién” (p. 2).

Los alimentos que consume el rumiante, son la base de subsistencia para los
microorganismos, los cuales lo ingieren afadiendo sustancias tampdn y eliminan los

acidos grasos producidos, manteniendo las condiciones de pH, humedad y temperatura
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necesarias para el crecimiento bacteriano. De manera que esos microorganismos
dependen del rumiante, a partir del alimento fibroso que este ingiera y el rumiante
dependera de los productos de la fermentacidn anaerobia realizada por dichos

microorganismos, para cubrir sus necesidades nutritivas (Lopez et al., 2007).

La funcidén principal del proceso fermentativo ruminal, realizado por los
microorganismos, es producir acidos grasos volatiles, los cuales son aprovechados por
el rumiante. También, existen productos que pueden resultar nocivos como el

amoniaco o inutiles como el CH4 (Leguizamon & Carrefio, 2013).

Cuadro 1. Clasificacion funcional de las bacterias ruminales y principales gases
generados (Relling & Mattioli, 2008, p. 23).

Clasificacion

funcional de las
Principales productos
bacterias Caracteristica funcional
) finales de su metabolismo
ruminales. Grupo

de bacterias

Fermentan hidratos de carbono AGV
Celuloliticas estructurales de la pared celular .
_ . (especialmente acetato)
(celulosa, hemicelulosa y pectinas)

Fermentan hidratos de carbono de AGV
Amiloliticas , . .
reserva de granos (almidén) (especialmente propionato)

Fermentan hidratos de carbono AGV
Sacaroliticas . _ .
simples (azucares vegetales) (especialmente butirato)

AGV

(especialmente propionato)

Lactoliticas Metabolizan el lactato

o _ Acidos grasos libres y AGV
Lipoliticas Metabolizan las grasas ] )
(especialmente propionato)

Proteoliticas Degradan las proteinas AGV'y amoniaco (NH,)

17



Metanogenas Producen CH4 CH4.

Ureoliticas Hidrolizan la urea CO,yNH..

Durante los procesos de digestion y degradabilidad anaerdbica de carbohidratos,
principalmente estructurales, (preponderantes en dietas ricas en forrajes), y por accién

fermentativa microbiana, se produce CH4 (Kurihara et al., 1999).

4.2.1. Factores que afectan la poblacién de microorganismos ruminales. Respecto a

este concepto, Angeles, (2003) sugiere que:

La estrategia de alimentacién de los rumiantes estd basada en la
simbiosis establecida entre los microorganismos ruminales y el animal
huésped; ya que el rumiante aporta el medio ruminal y materias primas
propicias, como la acidez, anaerobiosis, temperatura, ambiente reductor,
entre otros; mientras, las bacterias trabajan en la utilizacion parcial de los
alimentos para aprovechar forrajes los cuales son indigestibles para los
mamiferos, con la consecuente aportacion de productos de la
fermentacion con valor nutritivo para el rumiante como los acidos grasos

volatiles y proteina microbiana (p. 1).

Kamande (2006), sugiere que para que exista una mejor degradacion, es importante un
significativo periodo de retencion ruminal. Ademas, cuando existe un buen movimiento
ruminal, también habra una mejor tasa de degradacion ruminal. Es asi, que la eficiente
utilizacién del alimento consumido por el rumiante, se ve netamente afectada por el
turnover (rotacion o movimiento) ruminal, la tasa de fermentacion, duracion de la

digestion y el volumen del rumen.

Cuando el rumiante, incrementa el consumo de materia seca, habra menor eficiencia

de conversion, por lo cual es necesario comprender la tasa de pasaje de los alimentos
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con los cuales se formulan las raciones, con la finalidad de obtener un adecuado

aprovechamiento nutricional (Kamande, 2006).

Los hongos son microorganismos de crecimiento lento (su multiplicacion varia de 5-14
horas), al igual que los protozoarios (su multiplicacién varia de 24-30 horas), para lo
cual se necesita permanencia del alimento dentro del rumen (48 a 72horas), para
sostener de esta manera complejos poblacionales de microorganismos, indispensables
para el aprovechamiento del alimento consumido por el bovino (Arcos et al., 2000;
Vargas et al., 2012).

Angeles (2003), argumenta que de cada 15 Kg de materia seca ingerida, el rumiante
aprovecha 10 Kg a través del proceso de degradacion y fermentacion microbiana, a un
ritmo de degradacion determinado por las caracteristicas fisicas y quimicas del medio,
y las interacciones entre distintos microorganismos. Palladino et al., (2006) sugieren
que:

La reduccion del tamafio de particula, mejora la degradacién ya que

aumenta la superficie de ataque para los microorganismos ruminales. Por

otro lado, si el tamano de particula es excesivamente pequeio aumenta

la tasa de pasaje y en consecuencia la fibra escapa mas rapido del rumen

con lo cual el tiempo para degradarse es menor (p. 2).

Se infiere que de la calidad de los forrajes, dependera su procesamiento, ya que puede
variar la oportunidad de ser atacada por los microorganismos y su velocidad de paso a

través del tracto digestivo (Palladino et al., 2006).

El grado de dilucion bacteriano, se relaciona directamente con la eficiencia de
crecimiento bacteriano, que realizan, mediante su asociacion al liquido ruminal, sélidos
ingeridos y a la pared del rumen (Aguilera, 1988). De esta forma, el aumento en la tasa

de dilucién, favorece la fermentacién microbiana, mejorando la produccion.
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4.2.2. Bacterias metanogénicas. El hidrégeno producido a través del proceso
fermentativo en el rumen, es eliminando principalmente mediante la formacién de CHy,
donde los principales microorganismos encargados son los metanogénicos (Archaea),
destacandose principalmente: “Methanobrevibacter ruminantium, Methanobacterium
formicicum y Methanomicrobium mobile, quienes reducen el didéxido de carbono usando
el hidrogeno como fuente de energia” (Vargas et al., 2012, p. 3). De igual manera,

Madigan et al., (1998), sefalan que:

Las bacterias metanogénicas son las responsables de la formacion de
CHy, a partir de substratos monocarbonados o con dos atomos de carbono
unidos por un enlace covalente: acetato [C,H302], Hy, CO,, formato
(CH202), metanol (CH4O) y algunas metilaminas. Los organismos
metanogénicos se clasifican dentro del dominio Archaea, vy
morfolégicamente, pueden ser bacilos cortos y largos, cocos de varias
ordenaciones celulares, células en forma de placas y metanégenos
filamentosos, existiendo tanto Gram positivos como Gram negativos.
Todas las bacterias metanogénicas que se han estudiado poseen varias
coenzimas especiales, siendo la coenzima M, la que participa en el paso

final de la formacion de CHy (p. 1).

Para la formacién de CHy, intervienen microorganismos en funcion del sustrato, lo
cuales se presentan en dos grupos uno que consume hidrégeno y formico y otro grupo
que consume metilos del acetato, metanol CH4;O y algunas aminas llamados

metilotrépicos o acetoclasticos (Cairé & Paris, 1988).
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Cuadro 2. Principales bacterias metanogénicas identificadas en rumen y sus
caracteristicas (UPRM [S.N], 2007, p. 3).

Familia

Caracteristicas

Metanobacteriaceae

Bacilos largos o cortos; utilizan H, y CO, y algunas formato o
alcoholes (OH) como substratos para metanogénesis; cocos
que utilizan sélo H, o CH40, la mayoria son Gram positivos;
contienen pseudomureina; no matiles; contenido de GC, 23-
61%.

Metanotermaceae

Bacilos; los substratos para metanogénesis son Hy y COy;
Gram positivos; contienen pseudomureina; no matiles;

termofilicos extremos; contenido de GC, 33-34%.

Metanococcaceae

Cocos irregulares; los substratos para metanogénesis son
H, + CO, y formato; Gram negativos; moétiles; contenido de
GC, 29-34%.

Metanomicrobiaceae

Bacilos, espirilos, placas o cocos irregulares; utilizan Hy y

CO, algunas formato o alcoholes como substratos para
metanogénesis; Gram negativos; moétiles y no mdtiles;
contenido de GC, 39-61%.

Metanocorpusculaceae

Pequefios, cocos irregulares; utilizan Hpy CO» y algunas

Usan formato o alcoholes como substratos para
metanogénesis; Gram negativos; moétiles y no madtiles;
contenido de GC, 48- 52%.

Metanosarcinaceae

Pseudosarcina, cocos irregulares; utilizan H, y CO,, acetato,
compuestos metilicos como substratos para metanogeénesis,
nunca formato; cocos que utilizan sélo H, o metanol; la
mayoria son Gram positivos o negativos; frecuentemente no
motiles; contenido de GC, 36-52%.

4.2.3. Metanogénesis. Los microorganismos ruminales dependen del proceso de

glucolisis para obtener energia, produciendo AGV, ATP y NADH" H*. Hacen uso del
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ATP como fuente de energia y luego eliminan producto de desecho, que son los acidos
grasos volatiles. AGV como un producto de desecho. Es necesario que el NADH * H”,
sea oxidado a NAD para poder degradar otra molécula de glucosa (Relling & Mattioli,
2003).

Mediante el proceso metabdlico anaerdbico, los hidrogeniones producidos deben ser
transferidos a diferentes aceptores de hidrogeno, donde, uno de los mas importantes
es el carbono, faciltando la formacién de CH4 Compuesto que se elimina
principalmente por eructacion, con pérdidas de energia que alcanzan hasta el 18% de
la energia suministrada a través de la dieta, pero que no puede ser aprovechado por el
rumiante. Segun la via metabdlica, y de acuerdo al AGV producido, el balance de

hidrogeniones es el siguiente (Relling & Mattioli, 2003):
a) glucosa — 2 acetatos + 2 CO, + 8 H+
b) glucosa — butirato + 2 CO, + 4 H+

c) glucosa + 4 H+ — 2 propionatos + 2 H,O

Por ende, se sugiere que para formar un CHy4, se necesitan 8 H+ (tomados de 4 NADH

+ H+ o FADH; que deben oxidarse).

Figura 1. Formacién CH,4 (Carrillo, 2003).

GLUCOSA + NAD

l

GLUCOLISIS

4 NADH + H* ©4NAD+8H"
AGV l

CO2 +8H+ I$H4 + 2H,0

ATP
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Cada uno de los AGV producidos, durante su ruta metabdlica demuestra que para la
sintesis de propionato se consumen hidrogeniones, mientras que para la produccion de
acetato y butirato se eliminan hidrogeniones (principalmente en la formacion de
acetato) favoreciendo la formacion de CHs. De esto se infiere que administrando
almidon en la dieta, habra un buen aporte de energia, incrementando también Ila
produccion total de AGV (Relling & Mattioli, 2003).

4.2.4. Relacion de la dieta con la produccion de CH4. Manipular la dieta, es una de las
principales estrategias para mitigar la formacion de metano. Carmona et al. (2005),
sugieren que esta opcidn es creada principalmente para producciones en el trépico,
donde las pasturas en general, son de baja calidad, lo cual se relaciona con bajo
consumo, baja tasa de pasaje, bajos rendimientos en el animal, e incremento de las

emisiones de CHas.

Segun Berra y Finster (2002), al mejorar la composicion nutricional del forraje e
implementar sistemas de suplementacibn como algunos estratos vegetales y los
sistemas silvopastoriles, habra mejor calidad fermentativa en el rumen, mayor

productividad y disminucion en las emisiones de CHy.

Carmona et al. (2005), sugiere que “el 87% de la produccion de CH,4 se da en el rumen,
y 13% en el tracto digestivo posterior, del cual el 89% es absorbido hacia la sangre y
expirado a través de los pulmones” (p. 4). Por tanto, el 98% del CH4 producido por el

rumiante, se elimina mediante eructacion y se expira por los orificios nasales

Segun Vargas et al. (2012), actualmente existen multiples revisiones
sobre la produccién de CH4 por los rumiantes (Carmona et al., 2005;
Johnson & Johnson, 1995; Vargas et al., 2012). Algunas de ellas
orientadas a determinar estrategias de alimentacién que permitan reducir
las emisiones de CH4 reconociendo factores del animal (tasa de pasaje,

consumo residual), de la dieta (composiciéon, relacion forraje:
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concentrado), inclusiéon de aditivos (acidos grasos, taninos purificados) y

modificadores de las poblaciones ruminales (ionoforos) (p. 2).

La formacion de bacterias, (especialmente metanogénicas) esta afectada por la
temperatura y humedad, por tanto, cuando el estiércol es depositado en un ambiente
que favorezca la anaerobiosis, habra produccién de este gas. De lo contrario, se

producira poco o nada de CH,4 (Berra & Finster, 2002).

Vargas et al. (2012), en los reportes in vitro de la produccion de CH4, encontraron que
por unidad de MS incubada, contrastando trébol Trifolium pratense respecto a
Ryegrass perenne, disminuy6 7% de las emisiones de CH4; ademas, mediante estudios
in vivo, demostraron reduccion del 25% por energia bruta ingerida, al comparar una
dieta de graminea Bromus biebersteinii versus una asociacion de graminea:

leguminosa Bromus biebersteinii: Medicago sativa.

Vargas et al. (2012), sugieren que:

La inclusion de leguminosas en la dieta puede disminuir la produccion de
CH; por unidad de MS consumida hasta en un 53%. Esto se ha
relacionado con un menor contenido de fibra en las dietas con
leguminosas, una reduccion en el pH, aumento del amonio, acidos grasos
volatiles y relacion propionato: acetato en el rumen, mayor tasa de pasaje

y la presencia de algunos metabolitos secundarios (p. 5).

Hunter (2007) identificd que las emisiones de CH4, disminuyen en bovinos alimentados
con gramineas. Aunque, no todos los estudios aprueban ese concepto. Por ejemplo,
estudios reportados por Vargas et al. (2012), indican que “hay aumentos en las
emisiones de CH,4 al incluir una leguminosa en la dieta, debido a un mayor consumo
voluntario, aumento en la digestibilidad y modificacién de los patrones de fermentacion

asociados a la inclusion de la leguminosa” (p. 5).
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Asi mismo, el amoniaco, destacado como el principal compuesto nitrogenado que
utilizan los microorganismos ruminales para la sintesis de aminoacidos y proteinas, se
utiliza ademas para la formacion de diversos componentes nitrogenados de la pared
celular y acidos nucleicos. Este compuesto es absorbido a la sangre, conducido al
higado en donde se forma urea, la cual puede llegar a la saliva o eliminarse a través de
la orina (Brandan & Aispuru, 2005).

4.3. DETERMINACION DE GASES MEDIANTE LA TECNICA DE GASES

Con la finalidad de simular procesos digestivos, se cred la técnica in vitro, que
representa especialmente la digestion (Tilley & Terry, 1963) o también se usa la

incubacion del alimento in situ (en el rumen) (Keuren & Heineman, 1962).

La inversion econdmica y tiempo para realizar una técnica in vitro, es menor que la
usada para realizar técnica in vivo, y ademas con esta técnica se favorecen las
condiciones para el desarrollo experimental. “Sin embargo, para que un método de
laboratorio sea eficiente debe ser facilmente reproducible y estar altamente

correlacionado con los indicadores in vivo” (Martinez et al., 2011, p. 2).

Segun la técnica de Tilley y Terry (1963), el método de incubacion depende de
animales canulados como donantes de indculo. Luego de montar el método para
incubacion, la evolucidn de la fermentacion puede seguirse facilmente hasta el final del

periodo de control, sin necesidad de interrumpir el proceso.

Es asi, que mediante la técnica in vitro para la produccion de gases, se puede
determinar la cinética y extensién de degradacion de la dieta, usando el volumen de

gas producido a través del proceso de fermentacién ruminal (Theodorou et al., 1994).

En la técnica de gases, la incubacion se lleva a cabo en botellas de vidrio
provistas de un tapon de goma y selladas herméticamente. Las botellas

se llenan con 1 g de sustrato y 90 ml de solucién de incubacién sin
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in6culo. Previo a su sellado, son gasificadas con CO», y en un plazo no
superior a 24 horas se inoculan al inyectar 10 ml por botella de liquido
ruminal mezclado con un mismo volumen de solucién de incubacion.
Luego de la inoculacioén, se igualan las presiones internas de las botellas,
y los controles se realizan con un transductor de presion mediante
puncidén a través del tapon. La sonda del transductor y la aguja estan
conectadas por una valvula en .T. que, tras cada pinchazo, permite la
salida del gas para eliminar el efecto de una presibn acumulada en
sucesivas lecturas. Para efectuar las correcciones necesarias, la presion
se relaciona con el volumen de gas extraido, o bien se determina
paralelamente la relacion entre presion y volumen en las condiciones
experimentales por regresion. Por su simplicidad, este sistema permite la
valoracion simultanea de un amplio niumero de muestras (Fondevila &
barrios, 2001, p. 3).
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5. METODOLOGIA

5.1. LOCALIZACION

El trabajo de investigacion fue realizado en instalaciones del Laboratorio BIORUM
(Biotecnologia ruminal) y el in6culo utilizado fue recolectado de bovinos Holstein (4
vacas) pastoreando la granja Paysandu, ambas unidades pertenecientes a la
Universidad Nacional de Medellin. Esta granja, se encuentra ubicada en el
corregimiento de Santa Elena, a 18 km de distancia hacia el oriente de la ciudad. La
zona de vida es bosque muy humedo montano bajo (bmh — MB), con una temperatura

y precipitacion media anual de 14°C y 2.500 mm respectivamente (Rios et al., 2004).

5.2. MATERIALES

5.2.1. Sustratos. Las muestras de los forrajes utilizados se colectaron en el
Departamento del Tolima. La muestra de pasto Colosuana (Bothriochloa pertusa) se
colectdé en el municipio de Lérida, caracterizado por poseer una zona de vida bosque
seco tropical segun Holdridge, con temperatura promedio de 26°C, altitud 366 msnm vy
100mm de precipitacion anual (Decreto N° 086, 2008), con edad promedio de 30 dias,
el Angleton (Dichantium Aristatum) se tomé de heno proveniente de Armero (Granja la
Reforma —U.T), (altitud 500 msnm), con una edad promedio de 40 dias. El ensilaje de
maiz (Zea mays) con edad de cosecha de 60 dias y 20 dias de fermentacion, se
colectd en la hacienda la Estrella del municipio de Alvarado - (altitud 412 msnm), el
concentrado comercial y frijol mungo (Vigna radiata), se obtuvieron a través de un

distribuidor para el Departamento del Tolima.

Estas muestras fueron empacadas en lonas de fibra, y llevadas al laboratorio de

ecofisiologia de la Universidad del Tolima, donde seguidamente fueron pesadas y
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empacadas en sobres de papel, para someterlas al proceso de determinacion parcial
de materia seca (MS) (Masson, 2007).

Posteriormente, las muestras se trituraron en un molino tipo Willey y fueron tamizadas
en una criba de 2 mm de diametro. Después, se empacaron en bolsas de papel y se
reembolsaron en bolsas plasticas y cerradas herméticamente, fueron trasladadas a la
ciudad de Medellin.

5.2.2. Caracterizacion nutricional de los sustratos. La caracterizacion quimica y la
digestibilidad de los sustratos, se detalla en la tabla 1. En esta se evidencia un alto
contenido de fibra en los pastos Colosuana Botriochloa pertusa y Angleton Dichantium
aristatum. Ademas, el frijol Mungo Vigna radiata, fue el Unico sustrato que estuvo
siempre con valores menores en los parametros evaluados, aunque presenta un mayor

contenido de materia organica respecto a los otros.

Tabla 1. Caracterizacion bromatolégica de los alimentos usados para conformar las

dietas

Alimento %FDN %FDA %Lig %EE % cenizas % MO

Colosuana 74,89 38,41 4,49 1,81 8,92 91,08
Angleton 75,83 40,96 6,33 1,47 10,85 89,15
Ensilaje 58,00 31,56 4,67 3,50 6,56 93,43

Frijol Mungo 15,19 8,45 1,86 1,06 4,72 95,28
Concentrado 31,22 11,67 2,94 6,68 9,22 90,77

Evidencia los componentes nutricionales de las materias primas usadas en las dietas a evaluar. FDN (fibra en
detergente neutro), FDA (fibra en detergente acido), Lig (Lignina), MO (materia organica), cenizas, E.E. (extracto
etéreo), PC (proteina cruda) y DIVMS (digestibilidad in vitro de la materia seca).

El concentrado y el ensilaje de maiz, evidenciaron un valor relevante respecto a su
contenido de grasa, frente a los demas alimentos. De igual manera, el aporte mineral,

fue bajo en el frijol mungo Vigna radiata, a diferencia de los otros sustratos.

28



5.2.3. Composicidon nutricional de las dietas. La composicion nutricional vy
digestibilidad in vitro de las dietas, se presenta en la Tabla 2. En general se pueden
apreciar un mayor contenido de proteina cruda y mayor digestibilidad en el tratamiento
2 el cual, a diferencia de los otros tratamientos, tiene inclusion de leguminosa. Asi
mismo, se evidencia menor digestibilidad en el tratamiento 1 frente a los otros
tratamientos, lo cual pudo presentarse a causa de su alto contenido de fibra. De igual
manera, el tratamiento 3, revela un aporte bajo de fibra y un alto porcentaje de energia,
en lo que pudo inferir la inclusién de concentrado comercial, el cual contiene 6,68%

(tabla 1) de extracto etéreo.

Tabla 2. Composicion nutricional de las dietas en prueba

Tratamiento %FDN % FDA %Lig % EE % cenizas % MO %PC % DIVMS

T1 75,06 39,78 37,12 2,15 9,84 90,15 4,0 50,76
T2 62,38 34,46 33,94 2,39 8,30 91,69 7.8 58,20
T3 65,68 3341 16,70 2,98 9,47 90,62 7,2 54,16

T1 Control, Pasto angleton 50% + colosuana 50%; T2 Pasto angleton y colosuana 60% + silo de maiz 30% + Frijol
mungo 10%; T3 Pasto angleton y colosuana 70% + silo de maiz 10% + Concentrado 20%

Es evidente que al combinar los diferentes sustratos, el aporte mineral se presenta de

manera muy similar para los tratamientos.

Para el tratamiento 2, se logré obtener un porcentaje de materia organica, lo que se
relaciona especialmente a su contenido de proteina ya que ademas de pastos vy silo, a

diferencia de los otros tratamientos, contiene leguminosa.

5.2.4. Medios de cultivo. Las incubaciones in vitro se hicieron usando cultivos no
renovados de microorganismos ruminales (CNRMR), mediante la técnica de gases
referenciada por Theodorou et al. (1994). Para ello se usaron frascos con capacidad de
110 ml, en cada uno de los cuales se pesaron 0,5 g de MS de la dieta correspondiente.
Para las incubaciones se utilizé liquido ruminal diluido en un medio de cultivo en

proporcion 1:4 respectivamente, (no limitante para el crecimiento microbiano).
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El medio de cultivo se us6 para medir digestibilidad in vitro, utilizando el incubador
Daisyll®, el cual posee un sistema con agitacién circular y una temperatura constantes,
de 39 + 0.5°C (Giraldo et al., 2007).

5.2.4.1. Preparacion de los medios de cultivo. Para la preparacion del medio de cultivo
se afadid sucesivamente (por cada litro de medio de cultivo) 527,5 ml de agua
destilada, 237,5 ml de una disolucion mineral, 1,2 ml de una disolucion de
oligoelementos, 237,5 ml de una disolucion amortiguadora, 1,2 ml de una disolucién de
resazurina y 50 ml de una disolucion reductora. Esta mezcla se hizo para las pruebas
de digestibilidad in vitro usando el incubador Daisyll® y la técnica extension de
fermentacion ruminal (Theodorou et al., 1994). Teniendo presente que todos los medios
de cultivo fueron preparados en el laboratorio de Biotecnologia Ruminal siguiendo los

protocolos dispuestos por Goering & Van Soest (1970).

Durante la preparacion del medio de cultivo fue necesario colocar agitacion,
temperatura de 39°C y gaseo con CO; permanentes. Una parte importante durante la
preparacion es agregar rezarsurina, luego de la adicion de la solucion reductora, lo cual
marca el paso de oxidacion a reduccion. Finalmente, se prepararon 1.600 ml de medio
de cultivo para cada jarra, siendo cuatro jarras en total. En cada una de ellas se
adiciond 400 ml de liquido ruminal (previamente mezclado vy filtrado) (Giraldo et al.,
2007).

Luego de preparar el medio para montar la extension de fermentacién ruminal in vitro,

se vertido 50 ml a cada frasco.

Durante el desarrollo experimental de la técnica de fermentaciéon ruminal in vitro se
empled un transductor de presién de tipo T453CEPA (Bailey y Mackey Ltd., Inglaterra),
al cual fue necesario acoplarle una valvula de tres vias para controlar la medicién y
muestra de gas. La valvula tenia una primera salida conectada a una aguja (0,6 mm), la
siguiente, conectada al transductor de presion y la tercera a una jeringa plastica de 20

ml. Ademas, se us6 una balanza analitica de precisiéon, planchas de calentamiento con
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agitacion, termometros digitales y microcentrifuga marca Hettich®, modelo MIKRO
200R.

5.2.5. Liquido ruminal. Se usé liquido ruminal colectado de cuatro vacas de raza
Holstein, canuladas al rumen y alimentados con una dieta a base de Kikuyo (Penisetum
clandestinum), de la granja Paysandu en Santa Elena, de la Universidad Nacional de

Colombia (sede Medellin).

Para la colecta de liquido ruminal, fue necesario que los animales estuvieran
previamente en un ayuno prolongado de 5 horas. Al momento de tomar las muestras
fue necesario disponer de 4 termos con el fin de regular la temperatura del liquido a
39°C durante el transporte desde la granja hacia el laboratorio de Biotecnologia
Ruminal, donde al llegar, fue inmediatamente filtrado para eliminar residuos de pasto y

material grueso, y se procedio a usarlo en las pruebas de fermentacién ruminal.

5.3. CARACTERIZACION BROMATOLOGICA DE LOS SUSTRATOS UTILIZADOS

Para determinar el fraccionamiento de las fibras (fibra detergente neutra (FDN), fibra
detergente acida (FDA) y lignina), se usé un analizador de fibras, marca ANKOM?°%°
(ANKOM Technology Corporation, Fairport, USA). Asi mismo, para estimar la
digestibilidad in vitro, de la MS se us6 incubador Daisyll®, (ANKOM Technology
Corporation, Fairport, USA). La FDN, FDA vy lignina se determinaron siguiendo la
técnica secuencial descrita por Van Soest et al., (1991) y Goering y Van Soest (1970),
respectivamente. La digestibilidad in vitro de la MS, se determin6 mediante los
procedimientos de Goering & Van Soest (1970), para lo cual se us6é un incubador
DaisylI®.

EL extracto estéreo se estimd usando el equipo ANCOM XT Extraction System y Para

determinar cenizas, se hizo por incineracién directa, usando una mufla (500°C durante

dos horas), segun el método descrito por Van Soest et al. (1991).
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5.4. DETERMINACION DE LA DIGESTIBILIDAD In Vitro

La digestibilidad in vitro de la materia seca (MS), se determind con el procedimiento
recomendado por el fabricante para el incubador Daisyll®, (ANKOM Technology,
Fairport, NY-USA). Se usaron bolsas FN N° 57 con un tamano de poro de 25 ym y
dimensiones de 5 x 4 cm, fabricadas de poliéster/polietileno con filamentos extruidos en
una matriz de tres dimensiones. En cada bolsa, se coloco 0,5 g de muestra, obteniendo
un area efectiva por bolsa de 36 cm? lo que corresponde a una relacion tamafio de la
muestra y superficie de la bolsa de 14,4 mg/cm?. Seguidamente se prosiguié a sellarlas
con calor (Giraldo et al., 2007) y asi mismo, colocarlas dentro de las jarras de digestion.

En cada una de las cuatro jarras se incubd una réplica de cada dieta.

Para los procedimientos de digestion ruminal in vitro, y estimacion de la digestibilidad in

vitro de la MS, se usaron soluciones descritas por Goering y Van Soest (1970).

De la manera en que se mencion6 anteriormente, el inéculo ruminal utilizado durante
los procedimientos, se recolectd de cuatro animales bovinos hembras de raza Holstein,
canuladas al rumen, las cuales eran alimentadas en pastoreo libre con pasto kikuyo
(Penisetum clandestinum). La preparaciéon de las soluciones tampdn (1600 ml/jarra) se
realiz6 en condiciones anaerobias permanentes, mediante el gaseo permanente de
COg, a las cuales se le agreg6é 400 ml (a cada una) de liquido ruminal (Proporciones

4:1, de medio de cultivo y liquido ruminal respectivamente).

Las muestras se incubaron durante 48 horas en el incubador Daisyll® a una
temperatura de 39 + 0,5°C, y agitacién circular permanente. Luego de la incubacion, las
bolsas se lavaron con agua fria homogéneamente, se secaron de nuevo en una estufa
de aire forzado a 60°C durante 48 horas y se pesaron las muestras de las bolsas en
cada tratamiento y repeticidén, para determinar la degradabilidad de la materia seca
(DMS).
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5.5. EXTENSION DE LA FERMENTACION RUMINAL /n Vitro, USANDO LA
TECNICA DE GASES

La incubacion se realizd en botellas de vidrio con capacidad para 110 ml. Un dia antes
de la inoculacion con el liquido ruminal a las botellas se le adiciond 0,5 gr de muestra

seca del forraje, de acuerdo a los siguientes tratamientos:

T1= Control, Pasto angleton 50% + colosuana 50%
T2= Pasto angleton y colosuana 60% + silo de maiz 30% + Frijol mungo 10%

T3= Pasto angleton y colosuana 70% + silo de maiz 10% + Concentrado 20%

Se efectuaron cuatro series de incubacion, cada una con un inoéculo ruminal diferente,
de tal forma se obtuvieron cuatro réplicas para cada dieta. En cada incubacion se
incluyeron dos botellas que unicamente contenian la mezcla de liquido ruminal y el
medio de cultivo (sin sustrato) para corregir los valores de produccion de gas para la
cantidad de gas producido como consecuencia de la fermentacion de los substratos

anadidos con el indculo.

Se recolecté el liquido ruminal proveniente de cuatro vacas canuladas al rumen,
ubicadas la granja Paysandu de la Universidad Nacional de Colombia en las horas de
la mafana. A medida que se colectaba el liquido ruminal (a través de la canula), este
se iba filtrando mediante una muselina, vertiéndose directamente dentro de termos a
temperatura de 39°C. Inmediatamente después de reunir liquido ruminal de las cuatro
vacas, fue trasladado al laboratorio de Biotecnologia Ruminal donde se filtrd
nuevamente mediante bolsa de nailon con un tamafo de poro de 53 um, con el fin de
retirar los sedimentos y pequefos residuos de pasto. Desde ahi se inicia un gaseo
permanentemente con CO, colocandolo sobre una plancha que lo mantiene a
temperatura constante de 39°C y agitacion. Posteriormente el medio de cultivo se
mezclo con el liquido (relacidon 4:1 respectivamente), y se dispensd un volumen de 50
ml dentro de los frascos que contenian el sustrato, manteniendo una constante
termorregulacion, agitacion y gaseado con CO». A la par, las botellas se sellaban de

forma hermética usando tapones de caucho y de aluminio. Estos frascos ya listos, se
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agitaban suavemente de forma manual con movimientos circulares y se colocaban de
inmediato dentro de la incubadora a temperatura constante de 39°C, permaneciendo
asi durante la técnica de gases, con tiempos fermentacion ruminal in vitro de 48 y 60
horas. Finalmente se montaron cuatro series de incubacion, cada una con un in6culo

ruminal diferente, del tal forma que se obtuvo cuatro replicas para cada dieta.

Las botellas control, con solo el medio de cultivo y el liquido ruminal, se usaron para
corregir la presidn generada por el gaseado con CO; y la presion producida por la
fermentacion producto de los microorganismos ruminales presentes en el liquido

ruminal, en ausencia de sustrato (Theodorou et al., 1994).

El volumen de gas producido se midio transcurridas 3h, 6h, 9h, 12h, 24h, 48h y 60h de
incubacion utilizando un medidor de presion y una jeringuilla graduada para la medicién
del volumen (Theodorou et al., 1994), y se tom6 una muestra del gas producido a las
48 y 60 horas, en un tubo de vacio de 10 ml (Venoject®) destinadas a determinar la
concentracion en gas CH4. Luego de desmontar la técnica, haciendo stop en la
fermentacion, se abrieron las botellas para medir el pH de su contenido y sacar
muestras del liquido para analizar la concentracion en acidos grasos volatiles (AGVs) y
amonio (NHs3) siguiendo el procedimiento de Giraldo et al. (2007). Luego se filtr6 el
contenido de cada botella, a través de un crisol Pirex®, provisto de una placa porosa
(n°® 1). Luego, se colocaron en la estufa de aire forzado a 60°C durante 48 horas, para
estimar la DMS. Asi mismo, del residuo obtenido se determind FDN y secuencialmente
FDA para determinar la degradabilidad (DFND y DFDA).

5.6. CINETICA DE LA FERMENTACION RUMINAL /n Vitro

La determinacion de la cinética fermentativa se llevd a cabo empleando la técnica
semiautomatica de produccion de gases propuesta por Theodorou et al. (1994), para
los diferentes tratamientos sometidos a pruebas de extension de la fermentacion
ruminal in vitro. Para ello, se procedié a medir la presion de los gases mediante un

transductor de presion (T453CEPA, Bailey y Mackey Ltd., Inglaterra), y el volumen
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producido durante el proceso de fermentacion, utilizando para ello, una jeringa plastica

con una capacidad de 20 ml.

Fue extraido el gas hasta el momento en que el monitor digital registrara cero de
presion, y el volumen de gas generado correspondiente a dicha presion, segun el
procedimiento descrito por Theodorou et al., (1994). Los horarios de lectura de presion
fueron los siguientes: 6 h, 9 h, 14 h, 22 h, 31 h,48 h, 72 hy 96 h.

Theodorou et al. (1994), propusieron un modelo exponencial, para estimar los
parametros de fermentacion ruminal in vitro y ajustar los datos. Mediante esta
determinacién, se sugiere que el gas producido sera proporcional al tamafo de la
poblacién de microorganismos ruminales y al sustrato que sea digestible. Al iniciarse el
proceso fermentativo, estos microorganismos representan el factor limitante y al
finalizar la fermentacion, el limitante para la fermentacion y produccién de gas es el
sustrato. Por tanto, la mayor produccion de gas se presenta cuando la mitad del
sustrato ha sido fermentado. Ese comportamiento se representa mediante el siguiente

modelo:
G=A (1-e)

Dénde: G (ml) es la produccion acumulada de gas después de un tiempo de incubacion
t, A (ml) es el volumen de produccién asintética de gas; c (h-1) es el ritmo o tasa
fraccional o tasa de produccion de gas, y lag (h) es el tiempo de retraso en el inicio de
la produccion de gas o periodo que se demoran en colonizar las bacterias del rumen el

sustrato.

El tiempo colonizacién (lag) y la tasa o ritmo de degradacion ¢ por hora, han sido
postuladas para variar con el tiempo t. asi mismo, el ajuste de datos se realizd
mediante el procedimiento NLIN del programa SAS (SAS, 2001). También se calculé el

ritmo medio de fermentacién (ml gas/h), usando el siguiente modelo:

35



RMF=Axc/[2(In2+cxlag)]

Este representa el ritmo promedio de produccion de gas entre el inicio de la incubacion

y el tiempo en cual la produccion acumulativa de gas alcanza el valor asintético.

5.7. MEDICION DE PH

El pH en los efluentes, producto de la fermentacion ruminal, se cuantificé al final la
extension de degradacién en tiempos designados para la fermentacién utilizando un
pH-metro (Schoot Instruments® Modelo 2006) (Giraldo et al., 2007).

5.8. DETERMINACION DE AMONIO

Después de finalizar el proceso fermentativo, se tomé una alicuota de 5 ml del efluente
(medio de cultivo, liquido ruminal y tratamiento) y se llevaron a un tubo Falcon ® que
contenia 5 ml de acido clorhidrico al 0,5 N (dilucién 1:1). Posteriormente estas
muestras fueron centrifugadas en una centrifuga refrigerada marca Biofuge Primo R
Heraeus ® a 4000 rpm durante 4 minutos a una temperatura de 4°C. Luego se tomaron

8 ml del sobrenadante y fueron depositados en frascos ambar y refrigerados a 4°C.

El proceso de determinacion de amonio, se hace usando electrodo ISE-Amonio,
empleando balones volumétricos, en los cuales se prepara la solucion madre (a
concentracion de 2.000 ppm de NH4CI), y desde alli, se constituyen soluciones a
diferentes concentraciones (15, 50, 150, 450 y 1.350 ppm), con las cuales se hace la

curva de calibracion.

Asi mismo, se adopta el electrodo, remojandolo en solucion con pH de 7,
aproximadamente durante 12 horas.
Para determinar amonio, se utiliza previamente hidroxido de sodio (NaOH) a 10 M, con

la finalidad de ajustar el pH del cloruro de amonio (NH4CI), y luego se mide en cada
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una de las muestras, colocando 5 ml de la muestra en un vaso precipitado de 200 ml,
luego adicionar 100 ml de agua destilada y 0,5 ml de NaOH, de esta manera se coloca
el electrodo ISE- Amonio y se deja durante 5min con rotacion, luego de esto, el lector

registra la concentracién de amonio de la muestra.

5.9. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el sistema de analisis estadistico llamado SAS, para el analisis de los datos
obtenidos.

Los resultados para la prueba de digestibilidad in vitro utilizando el sistema DaisylI® y
para la extension de fermentacion usando la técnica de gases, fueron analizados
mediante un diseio de bloques completos al azar usando el procedimiento GLM del

programa estadistico SAS (SAS, 2001) donde se utiliza el siguiente modelo:

Yij=|.,l+fi+bj+81j

Dénde:
Yij: es la lectura del tratamiento i-€simo en el j-ésimo bloque
M: Es el promedio poblacional de la variable respuesta

({1
|

fi:Es el efecto del tratamiento “i”, coni=1,2,....., t
bj: es el efecto del bloque ,j”, conj=1,2,.....r

€i: Es el error asociado con la lectura del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo bloque.

En la extension de fermentacion con la técnica de gases, se utilizo el procedimiento de
Tukey, mediante el cual, se detectdé un efecto significativo (P 0,05), y la comparacién de
medias para la prueba de digestibilidad in vitro en el sistema Daisyll®. Asi mismo, el
ajuste de los datos y el calculo de los parametros de fermentacion ruminal in vitro, se

realizé con el procedimiento NLIN del programa SAS (SAS, 2001).
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6. RESULTADOS

6.1. PARAMETROS DE LA FERMENTACION RUMINAL /n Vitro — TECNICA DE
GASES

En el estudio sobre extension de fermentacién ruminal utilizando la técnica de gases,
expresada en la tabla 3, se destaca lo siguiente: el tratamiento 1, a las 48 horas post-
fermentacion in vitro, registré la menor produccidon de gas (ml) a diferencia de los otros
tratamientos utilizados; pero, no evidencié diferencia significativa (P>0,05) entre los

tratamientos.

Tabla 3. Valores promedios de los parametros de fermentacion ruminal in vitro a las 48

y 60 horas de fermentacion de los tres tratamientos evaluados.

(48 horas) Gas (ml) DMS (%) Amonio pH % Dig % Dig
(mg/dL) (unidades) FDN FDA

T1 88,05 53,25 b 87,40 b 6,50 52,07 52,50

T2 103,77 61,35a 103,40 a 6,47 52,07 54,17

T3 90,90 59,75 a 101,17 ab 6,47 60,20 65,17
Valor p del tto 0,2656 0,0002 0,040 0,880 0,176 0,387
(60 horas) Gas (ml) DMS (%) Amonio pH % Dig % Dig
(mg/dL) (unidades) FDN FDA

T1 195,15 57,32b 86,55 6,47 56,65 57,87

T2 214,00 64,35 a 89,30 6,50 56,55 57,62

T3 184,80 63,0 a 88,47 6,45 59,00 56,62

Valor p del tto 0,2760 0,0009 0,930 0,244 0,0457 0,4210

T1= Pasto angleton 50% + colosuana 50%; T2= Pasto angleton y colosuana 60% + silo de maiz 30% + Frijol mungo
10%; T3= Pasto angleton y colosuana 70% + silo de maiz 10% + Concentrado 20%.

La degradabilidad de la materia seca (DMS), luego de 48 horas de fermentacion in
vitro, muestra una estrecha relacion con la producciéon de gas (ml), lo que infiere que al
haber mayor digestibilidad, también habra mayor produccion de gas, teniendo el mismo
comportamiento para los tres tratamientos. El tratamiento 1, mostré diferencia (p<0,05)
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de DMS, respecto a los tratamientos, arrojando un bajo porcentaje. Aun asi, la cantidad

de gas emitida no vario significativamente respecto a los tratamientos.

A las 60 horas de fermentacioén in vitro, el tratamiento 1, continia mostrando diferencia
en la DMS respecto a los tratamientos, conservando el porcentaje de degradabilidad

mas bajo.

La produccion de amonio (mg/dL), a las 48 horas, mostro diferencias (p<0,05), entre los
tratamientos. Sobresale el tratamiento 2, ya que fue el que tuvo la mas alta produccion
de amonio, destacando una diferencia significativa (p<0,05) luego de 48 horas de
fermentacion, respecto a los tratamientos. Es importante resaltar que el tratamiento 2,
contiene inclusion de leguminosa, y por tanto, mayor aporte de proteina (tabla 2)

respecto a los tratamientos.

El pH no tuvo diferencias (p>0,05) entre los tratamientos, los cuales conservaron una

media de pH de 6,47. Asi mismo, la FDN y FDA, no mostraron diferencias (p>0,05).

Es asi, que los principales parametros de fermentacion ruminal de los tratamientos
evaluados indicaron que a las 48 horas no hubo diferencias (p>0,05) en la produccion
de gas (ml), en el pH como indicador de fermentacion, ni tampoco en la degradacion de
la fibra representada en la DFDN y DFDA. Pero, la degradacion de la materia seca y la
produccion de amonio si presentaron diferencias (p<0,05) entre tratamientos a las 48

horas de fermentacion (tabla 3).

A las 60 horas de fermentacién, no hubo diferencias significativas (p>0,05) en
produccion de gas (ml), en el pH, produccion de nitrgeno amoniacal como resultado
de la degradacion proteica, ni tampoco en la DFDN y DFDA. Por el contrario, la
degradacion de la materia seca fue mayor (p<0,05) en el tratamiento 1 tanto a las 48

como a las 60 horas.
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6.2. DETERMINACION DE GAS CH4 Y AGVS, EN LA TECNICA DE GASES

En las tablas 4 y 5, se observa que la producciéon de gas CH4 (ml) fue similar entre los

tratamientos, tanto a las 48 como a las 60 horas. Sin embargo, al observar la

produccion de acidos grasos volatiles AGVs, se evidencian diferencias (p<0,05) entre

los tratamientos, destacandose al tratamiento 2, ya que produjo mas AGVs a las 48 y

60 horas de fermentacién, respecto a los otros tratamientos.

Tabla 4. Produccion de CH; y AGVs, a las 48 y 60 horas pos-fermentacién ruminal in

vitro.

Tratamiento

Parametro (48 horas) T T2 T3 Valor P=
CH, (ml) 6,02 5,24 4,97 0,5712
CH4 % 7,29 8,15 6,08 0,5476
AGV Total (mmol/L) 42,96 c 49,55 a 46,62 b 0,0004

Acético (%) 63,47 a 58,82 a 59,74 a 0,0219

Propidnico (%) 28,67 c 30,74 a 30,63 b 0,0001

Butirico (%) 721c¢c 9,04 a 8,43 b 0,0003

Isovalérico (%) 0,15¢c 0,30 a 0,25b 0,0001

Valérico (%) 0,50 b 1,10 a 0,95 a 0,0005

Acético/Propidnico 2,237 a 1,920 b 1,965 b 0,0001
Tratamiento

Parametro (60 horas) T T2 T3 Valor P=
CHg (ml) 4,23 5,86 6,49 0,1640
CH; % 6,16 8,51 9,22 0,9800
AGV Total (mmol/L) 58,54 b 65,24 a 64,25 a 0,0001

Acético (%) 63,55 a 59,06 b 59,35 b 0,0025
Propidnico (%) 28,32 ¢ 30,54 a 29,85b 0,0001
Butirico (%) 7,45b 8,91 a 8,25 b 0,0001
Isovalérico (%) 0,19 c 0,30 a 0,28 b 0,0001
Valérico (%) 0,50 c 1,19b 2,27 a 0,0001
Acético/Propidnico 2,262 a 1,942 b 2,002 b 0,0001
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a-c Medias con letras diferentes en el subindice dentro de cada columna difieren significativamente (P<0,05) T1=
Pasto angleton 50% + colosuana 50%; T2= Pasto angleton y colosuana 60% + silo de maiz 30% + Frijol mungo
10%; T3= Pasto angleton y colosuana 70% + silo de maiz 10% + Concentrado 20%

Dentro de los AGVs, se destaca el acido Acético, el cual a las 60 horas de fermentacion
in vitro, presenta una mayor produccion en el tratamiento 1, lo cual es explicado por la
composicion de la dieta, la cual es altamente fibrosa (tabla 1) (50% Angleton + 50%

Colosuana).

Ademas, la relacién Acético/Propidnico del tratamiento 1, presenta diferencia
significativa respecto a los tratamientos, lo que corresponde con sus valores de AGVs y

componentes nutricionales.

6.2.1. Parametros de la cinética de fermentacion ruminal in vitro: En los parametros de
cinética de fermentacion ruminal in vitro, evaluados para los tratamientos, no hubo

diferencias (P>0,05) en la produccion de gas (ml/400 mg MS).

Tabla 5. Parametros de la cinética de fermentacién ruminal in vitro de los tres

tratamientos evaluados en el experimento.

Variable T T2 T3 Valor P=
A (ml gas/400mg MS) 97,38 99,26 96,96 0,2896
c (h-") 0,025 0,026 0,026 0,7553
Lag (horas) 1,03 0,52 1,24 0,4118
RMF (ml gas/hora) 1,73 1,84 1,72 0,5324

A= Volumen de produccién asintética de gas (ml);

¢ (h-1)= Ritmo o tasa fraccional o tasa de produccion de gas,

Lag (h)= Tiempo de retraso en el inicio de la produccion de gas o periodo que se demoran en colonizar los
microorganismo ruminales el substrato.

RMF (ml gas /h)= Ritmo promedio de produccién de gas.

Aunque, el tratamiento 2, tuvo un valor mas alto en el ritmo promedio de produccién de
gas (RMF), no hubo diferencias, al igual que en el tiempo de retraso de la produccién
de gas (Lag (h)).
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Grafico 1. Cinética de produccidon de gas (ml), en los diferentes tiempos de

fermentacién ruminal in vitro, correspondiente a los tratamientos.
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Durante la prueba de la cinética de fermentacién ruminal, los tratamientos 1 y 3,
produjeron mayor cantidad de gas (ml). En contraste, el tratamiento 2, inicia con una
mayor produccion de gas (ml), pero asi mismo comienza a disminuir, a partir de las 22
horas de fermentacion in vitro, lo cual puede estar relacionado con el contenido de frijol
mungo Vigna radiata para este tratamiento, lo que influyé en que su contenido de fibra
fuese menor, afectando directamente la produccién de gas (ml), logrando valores altos

especialmente en los tiempos de medicion iniciales.
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7. DISCUSION

7.1. EXTENSION DE FERMENTACION RUMINAL

En la tabla 3 se resumen los resultados de analisis estadistico obtenidos de la
fermentacion ruminal in vitro, a las 48 y 60 horas post fermentacion.

Se encontrd, que el porcentaje de degradabilidad fue similar en los tratamientos 2 y 3,
pero difieren (p<0,05) con respecto al otro tratamiento, presentandose una disminucion
de la degradabilidad de la MS en el tratamiento 1. Van Soest et al. (1991), sugiere que
las gramineas de avanzada madurez contienen alto contenido de fibra, tal como se
presenta en la tabla 1. Pues, las plantas tropicales tienen una mayor tasa de
lignificacion, lo que también disminuye su digestibilidad (Van Soest et al., 1991). En
esta investigacion, el pasto Angleton Dichantium aristatum y el Colosuana Botriochloa
pertusa, evidenciaron baja degradabilidad a causa de su compleja composicion de la

pared celular.

Montoya et al. (2003), evaluaron la digestibilidad de la materia seca del pasto Angleton
a los 24 dias de rebrote, obteniendo valores de 73,6% y 61,3% respectivamente para
las épocas de lluvias y seca. En ese mismo sentido, Pifieros et al. (2011), encontraron
para el pasto Colosuana, digestibilidad in vitro de la materia seca, valores de 60% -
70% en hojas inmaduras. Entretanto, Lascano y Argel (2011) reportaron 45% - 50% en
hojas maduras del mismo pasto. La digestibilidad del tratamiento 1 (50% angleton +
50% Colosuana), a las 48 horas de fermentacién ruminal in vitro, es de 53,25%, valor
menor al obtenido en los otros tratamientos evaluados, siendo asi mismo valores que
se relacionan directamente a su alto contenido de fibra a causa de la edad. Puesto que,
a mayor edad de rebrote de un pasto, mayor sera el contenido de pared celular; por
ende, este tendra un menor porcentaje de degradaciéon (Van Soest et al., 1991).
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Asi mismo, los tratamientos que contienen maiz, como el ensilaje y concentrado, y el
tratamiento con inclusion de leguminosa, evidencian un mayor porcentaje de
degradabilidad respecto al tratamiento 1, ya que poseen una baja proporcion de pastos

altamente fibrosos.

La cantidad de gas emitido a través del tiempo de fermentacién, indican que a medida
que transcurre el tiempo, aumenta la degradacion de las dietas, y concomitantemente
se incrementa la produccion de gas (ml). De esta manera, se estima que a mayor
degradacion de la materia seca, asi mismo sera la cantidad de gas producido (Vargas
et al., 2012), por lo cual, a las 60 horas post-fermentacion, los valores de produccién de
gas (ml), fueron altos con referencia a los estimados luego de 48 horas post-incubacién
para todos los tratamientos. Observando, que el tratamiento 2, con inclusién de esta
leguminosa, produjo mayor cantidad de gas (ml), durante tiempos de fermentacion de

48 y 60 horas, sin demostrarse diferencias significativas frente a los otros tratamientos.

Pérez (2011), afirma que el frijol mungo Vigna radiata posee factores antinutricionales
como taninos, fitatos, e inhibidores de anti-tripsina, lo cual puede afectar la
digestibilidad de la dieta, y con ello la emision de gases. Ademas, Andrade et al.
(2013), afirman que los taninos, cumplen la funcion de inhibir el crecimiento bacteriano
y por ende, la fermentacion del alimento. Ademas, tienen la cualidad de adherirse a
proteinas, las cuales al pasar al duodeno, son absorbidas y aprovechadas por el
rumiante. Asi mismo, Vargas et al. (2012), sugieren que al incluir de un 2 a 4% de
taninos condensados en la dieta, se disminuye entre un 20 a un 60% las emisiones de
CH,4. Por tanto, es necesario conocer qué tipo de metabolitos secundarios contiene la

leguminosa que se quiere utilizar, y la concentracién de estos en la misma.

Tiemann et al. (2008), evaluaron una dieta con inclusion de leguminosa baja en taninos
Arachis pintoi, en proporciones crecientes (33, 66 y 100%), en la que encontraron una
relacidon lineal creciente entre la inclusién de leguminosa y la produccion de gas por
unidad de FDN fermentada.
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Respecto a la emision de gas (ml), los tratamientos 1 y 3, emitieron un menor volumen
a las 48 y 60 horas post fermentacion in vitro, aunque no evidenciaron diferencias
(p>0,05) entre tratamientos. Lo cual pudo estar influenciado por su elevado aporte de

fibra, afectando negativamente la degradacion del sustrato.

Otro factor importante cuando se relaciona la produccion de gas con el metabolismo
ruminal, es el efecto del pH. Van Kessell y Russell (1996), sefialan que la tasa de
produccion de CHj4, es dependiente del pH. Estos autores observaron que la
produccion de CH,4 disminuye drasticamente a pH menores a 6,5 e implicitamente no
se produce a pH menores a 6,0. Esto indica, que los valores de pH ruminal obtenidos
en las dietas puestas a prueba, se hallan dentro de los valores esperados, ya que se
obtuvo el promedio de pH en 6,47, sin observarse diferencia significativa entre
tratamientos y tiempos de medicion durante la fermentacion (p>0,05). Asi mismo, no
hubo disminucién en las emisiones de CH,4, correspondientes con el criterio de Van
Kessel y Russell (1996).

El porcentaje de amonio producido en el rumen, esta relacionado con la cantidad de
proteina del alimento ingerido, lo cual tiene relacion con el porcentaje de amonio
obtenido para la presente investigacion, puesto que el tratamiento 2 al poseer 10% de
frijol mungo vigna radiata, obtuvo un porcentaje de proteina equivalente al 7,8%, siendo
este valor, mayor en relacidon a los otros tratamientos, lo cual esta directamente
relacionado a la cantidad de amonio producida (Brandan & Aispuru, 2005). Esta
caracteristica se considera importante, ya que infiere en la emision de CH4, puesto que
es de esperarse que una alta concentracion de proteina cruda disminuya las emisiones
de CH4 (Vargas et al., 2012).

Los resultados indican que la degradacién de los contenidos de pared celular (DFDN) y
de la fibra en detergente acido (DFDA) no tuvieron diferencias (p>0,05), a pesar de la
variacion en la composicion de las dietas, y al relacionar esta caracteristica con la

emision de gas, no hubo diferencias entre tratamientos, respecto a la emisién de gas

(ml).
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7.2. DETERMINACION DE AGVS Y CH,

El metabolismo del rumiante esta enfocado a aprovechar los productos de la
fermentacion microbiana como los AGVs. Sin embargo, no todos los productos de la
fermentacion microbiana son utiles para el rumiante, ya que también hay productos
inutiles como el CH4 o incluso nocivos como el amoniaco y los nitratos (Owens et al.,
1998).

La produccién de gas CHyg, fruto de la fermentacion, en la extension de la fermentacién
ruminal tras 48 y 60 horas de incubacién ruminal, no mostro diferencias (p>0,05) entre

los tratamientos.

Como se ha referenciado, la producciéon de gas CH,4 de origen ruminal, esta afectada
principalmente por la calidad del alimento ingerido (Carmona et al., 2005). Por ende,
investigadores han hecho estudios in vitro, evaluando la inclusion de leguminosas
tropicales con baja condensacion de taninos, lo cual para algunos ha resultado en
aumento de las emisiones de CH4 por unidad de materia organica fermentada,
asociado a una mayor degradabilidad de nutrientes (Vargas et al.,, 2012). Estas
caracteristicas se relacionan con la leguminosa llevada a prueba en el presente
experimento, ya que segun Pérez (2011), este frijol dentro de sus metabolitos
secundarios posee taninos, razén por la cual se estima una posible mitigacion de CH4
(Andrade et al., 2013).

De esta manera, se esperaba menor CH4 en los tratamientos con suplementacion, sin
embargo se sugiere que eso no ocurrio debido a que el principal componente de las
dietas, son pastos fibrosos (el T1= 100%, T2= 60% T3= 70%), lo cual disminuye la
degradabilidad, favoreciendo la emisién de gas, sin diferencias entre tratamientos.

Las bacterias que realizan este proceso, se encargan de metabolizar los carbohidratos,
convirtiéndolos principalmente en acidos grasos volatiles, transcurso mediante el cual

se liberan H", los cuales al reaccionar con el CO, forman CH4 Asi mismo, se demostrd
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que no hubo diferencias (p>0,05) en la degradacién de FDN y FDA, destacando
igualmente, que la emisién de CH4 tampoco tuvo diferencias entre los tratamientos.

En concordancia con lo anterior, algunos analisis (Vargas et al., 2012) han mostrado
aumentos en las emisiones de CH4 por unidad de MS consumida al incluir una
leguminosa en la dieta, debido a un mayor consumo voluntario, aumento en
digestibilidad de la dieta y modificacién de los patrones de fermentacion asociados a la

inclusion de la leguminosa.

Hunter (2007) comparé la produccion de CH,4 en novillos Brahman que recibieron una
dieta de gramineas tropicales como Dichanthium aristatum y Chloris gayana, frente a
aquellos que consumieron alfalfa Medicago sativa, y reportaron emisiones de CH4 por
unidad de ganancia de peso, 4 veces mas altas en animales alimentados con

gramineas comparado con los de leguminosa.

Asi mismo, Vargas et al. (2012), reportaron un aumento en las emisiones de CH4 por
unidad de MS consumida, asociadas a la inclusion de ensilaje de trébol o alfalfa en una
dieta de Ryegrass perenne Lolium perenne. Sin embargo estos investigadores,
referencian otros trabajos, demostrando al igual que en esta investigacién, no hubo
diferencias entre gramineas y leguminosas respecto a las emisiones de CH4. Ademas,
eestos autores sugieren, que las leguminosas tanificadas reducen entre 12 a 60% las
emisiones de CHy, pero al frijol utilizado en este estudio, no se estimd el contenido ni
tipo de taninos. Pero, es claro que al incluir leguminosas en la dieta del rumiante, no

todas las respuestas van a ser favorables respecto a la mitigacion de gas CHg,

Otros autores, han sugerido que la respuesta puede depender de las especies
asociadas (Vargas et al., 2012), por lo que resulta necesario conocer la composicion de
las dietas a utilizar para los diferentes sistemas de produccion, y ademas, someterlas a

analisis para estimar la emision de gas CHys.

Por otra parte, se aprecia que la produccion de acidos grasos volatiles, fue mayor
(p<0,05) para el tratamiento 2, a las 48 y 60 horas post-fermentacién ruminal in vitro, lo
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cual sugiere que al existir una mayor degradabilidad de este (tabla 2), hubo
directamente proporcional un aumento en la produccidn de acidos grasos volatiles
(Vargas et al., 2012).

En la literatura, se reporta que ocurre una menor proporcion de acetato y mayor de
propionato al incrementar el nivel de insaturacion de los AG C-18, al disminuir las
poblaciones de metanogénicos y protozoarios (Bonilla et al., 2012). Al estimar la
relacion acético/propionico, es evidente que el tratamiento 1 difiere significativamente
respecto a los otros tratamientos, logrando valores mayores, con lo cual se esperaria
una mayor formaciéon de CH,, respecto al cual, no hubo diferencias entre los

tratamientos.

Asi mismo, la elevada concentracion de acido acético en el tratamiento 1, mostrd
estadisticamente diferencias frente a los otros tratamientos. Lo cual se sugiere, sucedio
a causa de que este tratamiento esta constituido completamente de pastos, los cuales
poseen un alto contenido de fibra, debido a su envejecimiento y sistema de proteccion
caracteristico de pasturas tropicales (Zavaleta, s.f.), y por ende, la microflora ruminal
mas abundante es la acetogénica, por lo cual aumentan las emisiones de este AGV, el

cual durante su formacion elimina H” utilizados para la formacion de CHy.

La implementacion de sistemas estratégicos de suplementacion, como la presencia de
otros estratos vegetales en el area de pastoreo (sistemas silvopastoriles), pueden
mejorar las caracteristicas de la fermentacion ruminal, reflejandose en mayor
productividad y generalmente en una disminucion en las emisiones de CH4 (Vargas et
al.,, 2012). Siendo la inclusion de plantas leguminosas, una de las principales

caracteristicas de los sistemas silvopastoriles.

7.3. PARAMETROS DE LA CINETICA DE FERMENTACION RUMINAL /n Vitro

Al evaluar la cinética de produccidén de gases, al igual que los resultados obtenidos
mediante la técnica de gases, el efecto de la inclusion de leguminosas sobre la
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produccion de gas CHy, no tuvo diferencias (p>0,05) respecto a los otros tratamientos,
teniendo en cuenta que algunos autores consideran variable el efecto de las
leguminosas, lo cual ademas esta influenciado por la presencia de metabolitos
secundarios como los taninos (Vargas et al., 2012). Siendo asi, se observo que el frijol
mungo Vigna radiata, no logré minimizar la emisién de gas CH,4, a pesar de poseer
taninos, con los cuales se pretende lograr inhibiciéon del crecimiento bacteriano con el
fin de favorecer la disminucion en las tasas de produccién de CH; (Andrade et al.,
2013).

Las condiciones ambientales en las que se desarrolla el proceso de degradacion de
alimento, tanto las caracteristicas fisicas y quimicas del medio como las interacciones
entre distintos microorganismos, determinan el grado y ritmo de la degradacién del
forraje (Angeles, 2003). Se observd que en los tres tratamientos hubo un
comportamiento similar, por lo que no se aprecian diferencias significativas en el ritmo
de produccion de gas c (h-1), en el tiempo de retraso para el inicio de la fermentacion

de gas Lag (h), ni para el ritmo promedio de produccion de gas RMF (ml gas/h).

Asi mismo, el tiempo de retraso en el inicio de la produccién de gas, Lag (h), no difirio
(p>0,05) para ninguno de los tratamientos, indicando que el periodo en el cual los
microorganismos ruminales iniciaron su colonizacion, fue similar para los tratamientos
evaluados, lo cual pudo deberse a que las dietas fueron evaluadas in vitro, por lo que
fue necesario llevarlas a un tamano de particula muy pequefio (2 mm), para todos los

sustratos puestos a prueba.

El ritmo promedio de produccion de gas (RMF), muestra que el tratamiento 2, produjo
gas mas rapidamente en comparacion a los otros tratamientos, sin mostrar diferencias
(P>0,05) entre si. Luego de su produccion maxima de gas (ml) a las 14 horas de
fermentacion, muestra un evidente descenso (grafico 1) a diferencia de los demas
tratamientos, los cuales continuaron produciendo una alta cantidad de gas hasta el
ultimo tiempo de medicién realizado. El comportamiento de produccion de gas (vol) del

tratamiento 2, puede deberse a la facilidad que se proporciona a los microorganismos
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ruminales, mediante la inclusién de leguminosa y una menor proporciéon de pastos
fibrosos, lo cual permite a la microflora ruminal adherirse facilmente al sustrato, e iniciar
el proceso de degradacion del mismo. De esta manera, al inicio del proceso
fermentativo, el tratamiento 2 produjo una mayor cantidad de gas (ml) obteniendo una
maxima produccion a las 14 horas de fermentacion, luego de lo cual, comienza a
descender llegando al ultimo registro de medicidon (96 horas) con una baja produccion
de gas (ml) al igual que el tratamiento 3, el cual contenia concentrado comercial pero

asi mismo, un 70% de pastos fibrosos.

El tratamiento 3 (70% pastos fibrosos), al igual que el tratamiento 1 (100% pastos
fibrosos), tuvo dificultad al inicio de la degradacion debido a la complejidad de la pared
celular, lo que dificulté la accion bacteriana al inicio de la fermentacién. Pero a las 22
horas de fermentacién los tratamientos 1 y 3, los microorganismos produjeron una
elevada cantidad de gas (ml), que luego comenzé a descender manteniéndose siempre

mas elevada frente al tratamiento 2.
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8. CONCLUSIONES

i Los resultados de la composicion nutricional de los sustratos y dietas, evidencian
que el tratamiento 1, tuvo una menor degradabilidad a causa de su alto
contenido de fibra, aportado especialmente por el pasto angleton Dichantium
aristatum. En contraste, Se observé que el tratamiento 2, aporta el valor mas alto
de proteina y asi mismo materia organica, como efecto de la inclusién de
leguminosa, lo cual afecta positivamente la degradabilidad del mismo. Ademas,
se evidencid que el tratamiento 3, obtuvo una mayor concentracién de grasa

gracias a que contenia concentrado comercial.

i A medida que transcurrio el tiempo de fermentacion, se incremento la produccion
de gas (ml), concomitante al aumento en la degradacion de la materia seca.
Aunque, el tratamiento 1 fue menos degradable debido a su alto contenido de
fibra. El tratamiento 2, produjo mayor proporcion de amonio respecto a los otros
tratamientos, porque contenia un destacado aporte de proteina, proporcionado
especialmente por la leguminosa incluida en esta dieta. Ademas, El pH se halla
dentro de los valores normales para los tres tratamientos, al igual que la
degradacion de la fibra, sin evidenciar diferencias entre los tratamientos y tiempos

de medicion.

B Al estimar los parametros que relacionan acido acético/propionico, es evidente
que el tratamiento 1, difiere significativamente respecto a los otros tratamientos,
pero sin diferir (p>0,05) con los otros tratamientos respecto a la produccion de
CH4. Asi mismo, El tiempo de retraso en el inicio de la produccion de gas, fue
similar entre los tratamientos, debido a que fue necesario llevarlas a un tamafo
de particula de 2mm aumentando la superficie de ataque de microorganismos
ruminales.
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9. RECOMENDACIONES

0 Se sugiere realizar estudios encaminados a profundizar en la caracterizacién de

los sustratos, especialmente la concentracion de metabolitos secundarios.

0 Usar la inclusion de frijol mungo Vigna radiata en porcentajes crecientes.
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