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1.1 RESUMEN

Se realizaron 3 experimentos con el fin de estudiar los efectos de la suplementacion
de forrajes de alta calidad con diferentes tipos de concentrados energéticos. En el
experimento | se evalud el efecto de la inclusion de niveles crecientes desde 0 a
100% de pulpa de citrus, maiz o cebada a una pastura fresca de alta calidad sobre la
fermentacion in vitro. En el experimento Il se estimo el efecto de la inclusion de
niveles crecientes desde 0 a 100% de cascarilla de soja, maiz o cebada sobre un
ensilaje de pastura de alta calidad sobre la fermentacion in vitro. EI experimento 11
determind la actividad fermentativa del liquido ruminal de 24 vaquillonas
consumiendo un ensilaje de pastura como Unico alimento o suplementado con
cascarilla de soja, maiz o cebada a razén del 1% del PV sobre concentrados o
forrajes. En los experimentos se utilizo la técnica de produccion de gas in vitro y los
datos de volumen de gas fueron ajustados a un modelo exponencial simple con
tiempo de latencia. En los experimentos | y Il se realizaron regresiones lineales y
cuadraticas mediante PROC REG de SAS® y se compararon las pendientes de las
regresiones lineales. EI experimento Il fue analizado utilizando PROC MIXED de
SAS®, las medias fueron separadas por LSMEANS vy la opcién SLICE se usé para
detectar los efectos simples principales de la actividad fermentativa de los liquidos
ruminales. El aumento del nivel de inclusion de concentrados incremento la
produccién de gas y disminuyo la tasa de produccion en los experimentos | y 11. Se
detectaron diferencias entre las respuestas lineales a la inclusion creciente de
diferentes concentrados en la tasa de produccion de gas (P<0,001) del experimento |
y en el volumen de gas y en la tasa (P=0,007 y P<0,001, respectivamente) en el
experimento 1. Los concentrados fibrosos disminuyeron la velocidad de
fermentacion como los concentrados almidonosos, aunque con distinta magnitud. La
cascarilla de soja incrementd el volumen de gas mas que la inclusion de cebada En
cuanto a la actividad fermentativa, se observaron interacciones entre liquido ruminal
y tipo de alimento en el volumen de gas (P<0,001) y el tiempo de latencia (P<0,001).
Los liquidos ruminales presentaron diferentes actividades fermentativas al incubar
concentrados, pero no sobre forrajes. La suplementacion con cebada generd un
fluido ruminal que inicio rapidamente su actividad sobre concentrados pero produjo
menor volumen de gas. La inclusion de diferente tipo de concentrados causé
similares respuestas, aunque en algunos casos de diferente magnitud, y la
suplementacion de animales con diferentes concentrados llevo a ambientes ruminales
con diferentes actividades fermentativas.



1.2 SUMMARY

Three experiments were conducted in order to study the effects of supplementation
of high quality forages with different energy concentrates. In Experiment | it was
evaluated the effect of increasing inclusion levels from 0 to 100% of citrus pulp, corn
or barley to high quality pasture on in vitro fermentation. In Experiment Il it was
evaluated the effect of increasing inclusion levels from 0 to 100% of soyhulls, corn
or barley to a high quality pasture silage on in vitro gas fermentation. Experiment 11
determined the fermentative activity of rumen fluid from 24 heifers consuming
pasture silage as a sole feed or supplemented with soyhulls, corn or barley at 1% of
BW. The in vitro gas production technique was used for the experiments, and the gas
volume data were fitted to a simple exponential model with lag time. For experiment
I and 11 linear and quadratic regressions were conducted using PROC REG of SAS®
and the slopes of the linear regressions were compared using dummy variables.
Experiment 111 was analyzed using PROC MIXED of SAS® the means were
separated by LSMEANS and the SLICE option was used to detect simple main
effects of rumen fluid activity. The increase of concentrate inclusion level enhanced
gas production and decreased the rate of production in experiments | and II.
Differences were detected between linear responses to the increasing inclusion level
of different concentrates for gas production rate of experiment | (P<0.001) and for
the gas volume and the rate of gas production (P=0.007 and P<0.001, respectively)
of experiment Il. The fibrous concentrates decreased the fermentation rate as starchy
concentrates, although with different magnitude. Soyhulls increased gas volume
more than the inclusion of barley. Regarding fermentative activity, interactions
between rumen fluid and type of feedstuff were detected for volume (P <0.001) and
lag time of gas production (P <0.001). Rumen fluids showed different fermentative
activities when incubating concentrates, but not over forages. Barley
supplementation resulted in a ruminal fluid that started quickly its activity over
concentrates but produced lower gas volume. Inclusion of different concentrates led
to similar responses, although in some cases of different magnitude, and the
supplementation of animals with different concentrates conducted to ruminal
environments with different fermentative activities.



2. INTRODUCCION

En los sistemas de produccién de rumiantes la principal meta de la suplementacion es
optimizar la produccion por animal y por unidad de superficie (Kellaway y
Harrington, 2004). Ademas, mediante el empleo de suplementos pueden ser
superados los cambios en cantidad y calidad de las pasturas, y aumentar asi la
ingestion total de MS y la ingestion de energia y proteina (Bargo et al., 2001).
Asimismo, la inclusion de granos a dietas basadas en forrajes generalmente aumenta
la eficiencia de utilizacion de los nutrientes absorbidos para la sintesis de tejidos o
productos animales. Por lo tanto, a menudo es conveniente proveer granos en la
dieta, a pesar de que estos usualmente son mas caros por unidad de energia o
proteina que los forrajes (Dixon y Stockdale, 1999).

La suplementacién de dietas forrajeras con granos ocasiona efectos asociativos que
tienen importantes (Dixon y Stockdale, 1999). Los efectos asociativos positivos estan
vinculados al aporte de nutrientes limitantes para el rumiante o para la microbiota
ruminal; estos efectos usualmente suceden cuando los concentrados suplementan
forrajes de baja calidad y estan ligados al aumento de la digestibilidad de la MO
(Moore et al., 1999). Los efectos negativos ocurren generalmente cuando es incluida
en la dieta una gran proporcién de concentrados de rapida fermentacion y estan
ligados a una menor ingestion y digestion de forraje debido a la reduccion de la tasa
de degradacion de la fibra por los microorganismos ruminales (Dixon y Stockdale,
1999). Determinar si un efecto asociativo sera positivo o negativo es dificil, y los
errores en su prediccion llevan a bajas performances animales y a un menor
aprovechamiento de los recursos alimenticios.

Alimentar el ganado con subproductos de las cosechas y de las industrias
procesadoras de alimentos es una practica tan antigua como la domesticacién de los
animales por el hombre (Bampidis y Robinson, 2006). EI suministro de subproductos
a los animales tiene dos grandes ventajas: en la produccion animal disminuye la
dependencia de los granos que pueden ser consumidos por el hombre y en la
industria alimentaria elimina la necesidad de contar con costosos mecanismos de
eliminacién de residuos (Grasser et al., 1995). Algunos subproductos, como la pulpa
de citrus o la cascarilla de soja, pueden ser catalogados como concentrados fibrosos y
se ha sugerido que podrian tener efectos beneficiosos sobre el ambiente ruminal
(Ipharraguerre y Clark, 2003; Bampidis y Robinson, 2006) y sobre la ingestion de
forraje (Bargo et al., 2003). Ademas, se ha sugerido que el uso de concentrados
fibrosos tendria efectos beneficiosos mayores sobre la produccion de leche
asociandolos con pasturas de alta calidad (Delahoy et al., 2003).

La calidad del forraje es quizas el factor mas importante en la productividad de los
rumiantes ya sea en pastoreo o en estabulacion, y tiene mucho que ver con la
cantidad de fibra que contiene. Se ha observado que animales alimentados con
forraje de baja calidad y suplementados no alcanzan a producir al mismo nivel que
animales alimentados con forraje de alta calidad y menor cantidad de suplemento
(Van Soest, 1994). Sin embargo, la interaccion entre un forraje de alta calidad y un
concentrado como suplemento a veces no es tenida en cuenta a nivel productivo.



3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Los alimentos consumidos por los rumiantes son inicialmente expuestos a la
actividad de fermentacion en el rumen antes de la digestion gastrica e intestinal. Los
carbohidratos y materias nitrogenadas de la dieta son degradados por los
microorganismos ruminales en productos finales caracteristicos, que a su vez
proporcionan nutrientes para el metabolismo del animal hospedador. Es asi que, la
extension y el tipo de transformaciones de los alimentos en el rumen determinan la
performance productiva del rumiante (Mackie y White, 1990). Como se indico
anteriormente la combinacion de forrajes y concentrados tiene importantes efectos
sobre la productividad animal. A pesar de ello, los alimentos comunmente son
evaluados como entidades independientes aunque la mayoria de las veces los
animales consumen mezclas de ingredientes (Sandoval-Castro et al., 2002).

3.1. Efectos de la suplementacion sobre la fermentacion ruminal

Los alimentos que son ingeridos por los rumiantes son fermentados en el rumen por
la accién de una microbiota simbionte. Esta estrategia digestiva permite a los
rumiantes obtener energia de los alimentos fibrosos méas eficientemente que la
mayoria de los herbivoros (Van Soest, 1994). Como resultado de la fermentacion se
forman productos finales caracteristicos (AGV, CO,, CH4) y masa microbiana.
Cuando se agregan concentrados a la dieta de animales que consumen forrajes la
fermentacion ruminal es afectada y consecuentemente suceden importantes cambios
en el ambiente ruminal y en la actividad de los microorganismos (Dixon y Stockdale,
1999).

El pH ruminal esta influenciado por la ingestion de carbohidratos fermentescibles, la
secrecién de saliva que aporta sustancias tampdn y la absorcion y utilizacion de los
acidos producto de la fermentacidon ruminal (Zebeli et al., 2010). Las dietas con alta
proporcion de concentrados de facil fermentacion (como la cebada) son rapidamente
fermentadas en el rumen, conducen a altas concentraciones de AGV y a pH
ruminales relativamente bajos (Beauchemin et al., 2001). Es sabido que el bajo pH
puede afectar la degradacion ruminal de la fibra y de la proteina, la eficiencia de
sintesis de la proteina microbiana y los productos finales de la fermentacion (Rotger
et al., 2006; Naragaja y Titgemeyer, 2007). Bargo et al. (2003) en una revision sobre
efectos de la suplementacion en vacas lecheras compararon los tratamientos sin
suplementacion con los suplementados y hallaron un efecto depresor sobre el pH. En
ese sentido, en vacas Holstein en lactacion la suplementacion de una pastura con
cantidades crecientes de un concentrado basado en granos (0, 3 'y 6 kg MS/d) llevé a
una disminucion lineal del pH ruminal (Sairanen et al., 2005). También Leddin et al.
(2009) encontraron disminucién del pH a medida que se increment6 la proporcion de
trigo en la dieta de vacas lecheras que consumian heno de ryegrass perenne. Del
mismo modo, Wales et al. (2009) en un estudio in vitro incrementando la proporcion
de concentrado (compuesto por cebada y maiz) en detrimento de ryegrass liofilizado
hallaron un descenso lineal del pH. En nuestro pais, Cajarville et al. (2006)
observaron pH mas bajos al suplementar vacas pastoreando una pradera de
leguminosas y gramineas con una mezcla de maiz y cebada que cuando los animales
no fueron suplementados. También Aguerre et al. (2011) suplementando vaquillonas
y corderos que consumian lotus con 4 niveles de sorgo (0, 0,5, 1 y 1,5% del PV)
hallaron un descenso lineal del pH ruminal en ambas especies de rumiantes. No
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obstante, en otros trabajos se ha observado que dietas suplementadas con
concentrados (maiz, avena, cebada, cebada/avena) producen similares niveles de pH
ruminal que dietas exclusivamente forrajeras (Berzaghi et al., 1996; Garcia et al.,
2000; Khalili y Sairanen, 2000). En el caso de la suplementacién con un cereal de
lenta degradacion como el maiz, se ha observado que no produce efectos depresores
del pH ruminal tan importantes como la cebada (Schwarz et al., 1995; Delahoy et al.,
2003). Khorasani et al. (2001) si bien no observaron diferencias en el pH promedio
entre la suplementacion con cebada o maiz, este Gltimo ocasiond un descenso mas
lento del pH. También se ha reportado que el uso de concentrados fibrosos (pulpa de
citrus y cascarilla de soja) en lugar de concentrados con alto contenido de almidén no
disminuye tanto el pH ruminal (Ipharraguerre y Clark, 2003; Bampidis y Robinson,
2006). Es asi que Bargo et al. (2003) sugieren que no hay una relacion simple entre
la cantidad de concentrado suministrada y el pH ruminal; y ademaés, que la
interaccion entre la cantidad y el tipo de concentrado suplementado y la cantidad y
calidad de la pastura ofrecida podrian tener un papel clave.

La disminucién del pH ruminal puede disminuir la actividad o el nimero de bacterias
celuloliticas y la tasa de digestion de la fibra de la pastura (Dixon y Stockdale, 1999).
Varios autores han descrito la disminucién de la degradacién de la fibra de henos y
forrajes de baja o media calidad como respuesta a la suplementacion en diferentes
especies y categorias de rumiantes. Asi, Anderson et al. (1988) alimentando novillos
de engorde con rastrojo de maiz ensilado y suplementando con cascarilla de soja y
grano de maiz hasta niveles del 50% de la dieta, observaron que la digestibilidad de
la MS aumentd pero que la de la FDN disminuyd. En ovejas, Zorrilla-Rios et al.
(1989), utilizando paja de trigo suplementada con tres niveles de maiz reportaron una
disminucion lineal de la de digestibilidad de la FDN y de la MO. También la
suplementacion con diferentes granos (maiz o trigo) de heno de pasto bermuda en
novillos Holstein redujo la digestibilidad de la FDN (Galloway et al., 1993).
Asimismo, Loy et al. (2007) encontraron menores velocidades de degradacion
ruminal de la FDN en vaquillonas suplementadas con maiz o un subproducto
derivado de destileria. En ovejas, el incremento de la proporcién de un concentrado
basado en cereales desde 30% a 70% de dietas con heno de alfalfa 0 de gramineas
disminuyd la digestibilidad ruminal de la FDN y de la FDA (Ramos et al., 2009). La
suplementacion de forrajes de alta calidad provoca una fermentacion ruminal de
diferentes caracteristicas que cuando se suplementan forrajes de baja calidad, por lo
tanto la repercusion sobre la digestibilidad es diferente. Matejovsky y Sanson (1995)
obtuvieron una reduccion lineal de la digestibilidad de la FDN en corderos
alimentados con henos de calidad baja 0 media y suplementados con tres niveles de
maiz, sin embargo no se redujo utilizando henos de calidad alta. En ese sentido,
Elizalde et al. (1999) observaron que la digestion ruminal de la fibra no es afectada a
pesar de la disminucion lineal del pH en novillos alimentados con alfalfa fresca en
estado vegetativo y suplementados con tres niveles de maiz. También Cajarville et
al. (2006) observaron menores pH sin disminucion de la degradacion de las
fracciones fibrosas, suplementando una pastura de alta calidad con maiz o trigo.
Garcia et al. (2000) tampoco observaron efecto sobre la digestion de la fibra de la
suplementacion con maiz o cebada a una pastura de avena, e inclusive no registraron
diferencias en el pH ruminal. Precisamente, De Veth y Kolver (2001) observaron en
un sistema in vitro de cultivo continuo que una pastura de alta calidad (con
predominancia de ryegrass) presento una digestibilidad de la MS optima a pH 6,35 y



que la disminucion mas importante de la digestibilidad se presentd con valores de pH
por debajo de 5,8.

Mas all& de la disminucion del pH, la depresion de la digestibilidad de los forrajes
por la inclusion de carbohidratos de rapida fermentacion en la dieta puede asignarse a
otros mecanismos (Mould et al., 1983). También Caton y Dhuyvetter (1997) indican
que sélo una parte de los datos apoyan la teoria de la reduccion de la digestibilidad
del forraje debida a la disminucion del pH ruminal asociado con la suplementacion
con granos. Mas recientemente, Arroquy et al. (2005) sugieren que es una
simplificacion excesiva atribuir el efecto de los carbohidratos no fibrosos sobre la
digestion de la fibra solamente a la disminucion del pH. Este efecto marginal de los
carbohidratos mas fermentescibles se ha atribuido al uso preferencial por la
microbiota ruminal de carbohidratos méas facilmente disponibles o a mecanismos
regulatorios mediados por la acumulacién de catabolitos (Russell y Baldwin, 1978;
Russell, 1993).

Basandonos en este supuesto, la suplementacion con concentrados fibrosos de facil
fermentacion no afectaria la digestion de la fibra como lo hacen los concentrados con
alto contenido de almiddn. Carey et al. (1993) reportaron mayor digestibilidad de la
FDN cuando se suplementa con pulpa de remolacha que cuando se suplementa con
cebada o maiz a novillos alimentados con heno de Bromus de calidad media.
Ademas, la sustitucion de grano de trigo por cantidades crecientes de cascarilla de
soja provocd un aumento lineal en las digestibilidades de la FDN y de la FDA en
vacas Jersey en lactacion alimentadas con una racion totalmente mezclada (Aikman
et al., 2006). En ese sentido, Ipharraguerre y Clark (2003) indican que el aumento de
la digestibilidad de la FDN puede estar asociado con la naturaleza degradable de la
FDN de la cascarilla de soja y/o con la reduccién de los efectos asociativos negativos
del almidon sobre la digestion de la fibra; ademas postulan que este efecto positivo
pareceria ser independiente del pH ruminal. También el uso de pulpa de citrus (rica
en pectinas y en FDN altamente degradable) mejora la utilizacion de las fracciones
fibrosas de la dieta, posiblemente debido a efectos positivos sobre la microbiota
ruminal (Bampidis y Robinson, 2006). Asimismo, Asadi Alamouti et al. (2009)
hallaron una mayor digestibilidad de la FDN con la inclusion de pulpa de remolacha
en vacas Holstein en lactacion e indicaron que el efecto asociativo positivo puede ser
debido a un mejor aporte o sincronizacion de sustratos disponibles para la microbiota
fibrolitica.

Los cambios en la fermentacion ruminal, provocados por la suplementacion,
ocasionan que las cantidades absolutas y las proporciones relativas de los AGV se
modifiquen. Weiss y Shockey (1991) suplementando ensilajes de alfalfa o dactylis
con 3 niveles de un concentrado basado en maiz hallaron una disminucion lineal del
acido acético y un aumento lineal del &cido propidnico. Hess et al. (1996) reportaron
un aumento de la concentracion de AGV totales, una disminucion de la proporcion
molar de &cido acético y un aumento de la de é&cido propidnico en novillos
alimentados con festuca y suplementados con maiz o dos niveles de afrechillo de
trigo. En el mismo sentido, en vacas en lactacion consumiendo trébol persa
(Trifolium resupinatum) y suplementadas con 3 niveles de trigo se observd una
disminucion lineal del &cido acético y un aumento lineal del propidnico (Leddin et
al., 2010). También en cabras alimentadas con heno de alfalfa o de gramineas el
incremento de la suplementacién con un concentrado basado en cereales produjo
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menor concentracion de &cido acético y mayor de acido propionico (Cantalapiedra-
Hijar et al., 2009). Sin embargo, otros autores reportan hallazgos diferentes tanto en
la concentracion de AGV totales como en la proporcidon de acido acético y acido
propionico. Reis y Combs (2000) encontraron un aumento de la concentracion de
acido propiodnico pero no en la de acido acético. Sairanen et al. (2005) reportaron que
la inclusién de niveles crecientes de concentrado no afectd la proporcion de &cido
propidénico, pero disminuyé linealmente la proporcion de acido acético. Majdoub et
al. (2003) suplementando con cebada una pastura de alta calidad (ryegrass)
obtuvieron mayores concentraciones de AGV totales a expensas del aumento de la
proporcion de acido acético y &cido butirico y no se afectd la proporcién de acido
propiénico. Aun mas, Ramos et al. (2009) y Wales et al. (2009) reportaron que el
incremento de la inclusion de concentrados disminuyd la concentracién de AGV
totales. Con el uso de concentrados fibrosos como suplementos, Khalili y Sairanen
(2000) reportaron que no hay diferencias en la concentracién de AGV totales ni en
las proporciones de los 3 AGV mayores; pero Sayers (1999) no encontré efecto sobre
la concentracion de AGV totales, aunque observé mayor proporcion de &cidos
acetico y butirico y menor de acido propionico. Sin embargo, Ipharraguerre et al.
(2002) obtuvieron un incremento lineal de la concentracion de AGV totales y de la
proporcion de acido acético utilizando dietas con proporcion creciente de cascarilla
de soja en detrimento del grano de maiz.

La fermentacion ruminal de los carbohidratos, suministrados de forma adecuada en
cantidad y en tipo, provee la energia necesaria para la sintesis de los enlaces
peptidicos de la proteina microbiana (Bach et al., 2005). Galloway et al. (1993)
reportaron un aumento del flujo de N microbiano al duodeno suplementando heno de
Cynodon dactylon con maiz o trigo. El incremento hasta 6 kg MS/d de la inclusion
de concentrado a una pastura de alta calidad aumento6 linealmente la produccion de
proteina microbiana en vacas Holstein en lactacion (Sairanen et al., 2005). En tanto
gue Ramos et al. (2009) observaron que el aumento desde 30 a 70% de la
suplementacion de distintos forrajes aumento la sintesis de proteina microbiana, pero
el aumento fue mayor para el heno de calidad mas baja. Sin embargo, Berzaghi et al.
(1996) no encontraron diferencia en la produccion de proteina microbiana entre
vacas en lactacion que consumian sélo una pastura de alta calidad y las
suplementadas con 6,4 kg de maiz. La suplementacion de vaquillonas alimentadas
con avena no aumenté la sintesis de proteina bacteriana y tampoco existieron
diferencias entre el tipo de suplemento utilizado (maiz o cebada) (Garcia et al.,
2000). Tampoco Wales et al. (2009) obtuvieron incrementos de la produccion de N
microbiano in vitro al aumentar la inclusién de un concentrado compuesto por
cebada y maiz hasta el 45% a expensas de ryegrass de alta calidad. En nuestro pais,
Tebot et al. (2012) alimentando ovejas con una pastura en dos edades de rebrote no
encontraron diferencias de la suplementacion con cebada o con cebada-melaza en la
produccién de proteina microbiana. Por otro lado, la mayoria de los autores
mencionados no encontraron diferencias en el efecto de la suplementacion sobre la
eficiencia de sintesis de proteina microbiana, estimada como la cantidad de N
microbiano producido por dia en funcion de la cantidad de MO fermentada en el
rumen. Galloway et al. (1993) observaron que ni la suplementacion ni el tipo de
suplemento (maiz entero, maiz molido, sorgo molido o trigo molido) afectan la
eficiencia de sintesis; similares resultados obtuvieron Garcia et al. (2000) utilizando
maiz o cebada. En ese sentido, Sairanen et al. (2005) indican que la fermentacion de
pasturas de alta calidad provee suficiente energia para la sintesis de proteina
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microbiana y que la suplementacion no mejoraria la eficiencia de sintesis. La
utilizacion de un concentrado de tipo fibroso (cascarilla de soja) como suplemento
aumento el flujo de N microbiano al duodeno al suplementar novillos alimentados
con festuca, pero no la eficiencia de sintesis (Richards et al., 2006). Sin embargo,
Ipharraguerre et al. (2002) no observo diferencias en la cantidad de proteina
microbiana producida por dia ni en la eficiencia de sintesis al sustituir maiz por
cascarilla de soja. Tampoco se detectaron diferencias en el flujo de N bacteriano in
vitro entre la utilizacién de maiz, pulpa de remolacha o cascarilla de soja como
suplementos de una pastura mezcla de gramineas y leguminosas (Bach et al., 1999).

3.2. La técnica de produccion de gas in vitro como herramienta

Todos los fendmenos descritos anteriormente suceden simultdneamente en el rumen
y son resultado de la extensién y de la dinamica de la fermentacion ruminal.
Entonces, para estimar el efecto a nivel ruminal de la suplementacion es fundamental
la cuantificacion del proceso de fermentacion. Una técnica que permite estimar de
manera precisa los cambios de la fermentacion ruminal es la produccion de gas in
vitro. Esta técnica fue desarrollada para predecir la fermentacion de alimentos para
rumiantes y evalla alimentos de forma rapida y barata. La misma consiste en incubar
un alimento con liquido ruminal tamponado y medir el gas producido como
indicador indirecto de la fermentacién; permitiendo asi determinar la magnitud y la
cinética de fermentacion de un alimento (Theodorou et al., 1994; Rymer et al.,
2005). Cuando es incubado un alimento se producen AGV, gases (CO, y CHy
mayoritariamente) y células microbianas. EI gas medido es tanto el generado
directamente como resultado de la fermentacion como el producido indirectamente
por el tamponamiento de los AGV por el bicarbonato (CO,). Por lo tanto, la
produccion de gas es basicamente el resultado de la fermentacion de los
carbohidratos hasta acido acético, acido propionico y acido butirico (Getachew et al.,
1998).

La técnica ha probado ser util para la evaluacion de mezclas de alimentos. En ese
sentido, Liu et al. (2002) estudiaron combinaciones de paja de arroz o paja de arroz
tratada con bicarbonato de amonio con heno de ryegrass y hoja de morera,
observando que se increment6 el volumen y la tasa de produccion de gas a medida
que aumentaban las proporciones de heno y hoja de morera. También Sandoval-
Castro et al. (2002) evaluaron dos hojas forrajeras de arboles (L. leucocephala y L.
latisiliguum) y sus combinaciones con un concentrado y un heno en un disefio de
mezclas simplex; encontrando mayor produccion de gas en las mezclas que incluian
s6lo heno y concentrado, mientras que la inclusion de L. latisiliquum deprimia la tasa
de produccion de gas. Robinson et al. (2009) evaluaron dos grupos de 4 alimentos
mezclados entre si, observando efectos asociativos mas importantes cuando se
combinaban sélo 2 alimentos y concluyeron que los efectos asociativos in vitro
varian con el tipo y nivel de alimento incluido en la mezcla.

Segun Rymer et al. (2005) el origen del indculo es la fuente de variacidon mas
importante y la actividad de la microbiota en el inoculo tiene un efecto mas
influyente sobre el perfil de produccion de gas que el sustrato. Es asi que esta técnica
puede evaluar la actividad fermentativa de diferentes ambientes ruminales
ocasionados por distintos tratamientos nutricionales. En ese sentido nuestro equipo
de trabajo ya posee antecedentes, Pérez-Ruchel (2010) evaluo en ovinos el efecto del
tiempo de acceso a la pastura y el uso de una sustancia tampoén o levaduras vivas
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como aditivos y reportd diferencias en el volumen y en el tiempo de latencia de la
produccion de gas utilizando liquidos ruminales de los distintos tratamientos.
Hernandez et al. (2011) hallaron una mayor produccion de gas con liquido ruminal
procedente de vaquillonas alimentadas con pastura durante 24 horas que con liquido
ruminal de las alimentadas por 4 horas. Con respecto a los efectos de la
suplementacion, se ha reportado que la utilizacion de liquidos ruminales de animales
consumiendo heno producen menos gas que usando liquidos ruminales de animales
suplementados con cebada o suplementados con sorgo, y que también existen
diferencias entre estos (Trei et al., 1970).

En suma, la técnica de produccion de gas in vitro posee un potencial, no del todo
explotado, como herramienta para dilucidar y describir procesos bioldgicos relativos
a los alimentos y/o a las respuestas animales. Por lo tanto nos permite utilizarla de
modos complementarios para una aproximacion mas completa y certera al problema
en estudio, determinando perfiles de fermentacion tanto de una combinacion de
alimentos como de ecosistemas ruminales causados por una alimentacion
determinada.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS

Si bien hay disponible una amplia bibliografia sobre los efectos de la suplementacion
a nivel ruminal, existen carencias de informacion en determinadas areas. Por un lado,
la informacion sobre suplementacion de forrajes de alta calidad es escasa y a menudo
no es concordante. Por otro lado, como ya se ha mencionado en el apartado anterior,
hay pocos trabajos que estudien a la vez la cantidad y el tipo de concentrado, a pesar
de que se ha indicado que son los factores mas importantes relacionados al
suplemento que afectan variables productivas. Ademas, la estimacion de la capacidad
fermentativa de los ecosistemas ruminales generados por la suplementacion con
diferentes concentrados es un area poco explorada. Es asi que este trabajo intenta
generar informacion sobre qué tipo de concentrado y que nivel seria el mas
apropiado para suplementar forrajes de alta calidad a partir de aproximaciones
complementarias.

4.1. Hipotesis

- El aumento de las proporciones de concentrados energéticos en mezclas con
forrajes de alta calidad determinard un incremento en la magnitud y en la velocidad
de la fermentacién ruminal in vitro.

- El aumento de las proporciones de concentrados energéticos de tipo fibroso en
mezclas con forrajes de alta calidad determinara un mayor incremento en la
magnitud y un menor incremento en la velocidad de la fermentacion ruminal in vitro
que la inclusion creciente de concentrados con alto contenido de almiddn

- El uso de diferentes concentrados como suplementos en bovinos causara diferentes
actividades fermentativas de sus liquidos ruminales.

- La suplementacion de bovinos con concentrados de tipo fibroso causara que el

liquido ruminal presente mayor capacidad fermentativa de forrajes.

4.2. Objetivos
4.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la incorporacion de diferentes tipos de concentrados energéticos
(dos cereales de diferente velocidad de degradacion y un concentrado fibroso) a
forrajes de alta calidad sobre la fermentacion ruminal

4.2.2. Obijetivos especificos

- Evaluar el efecto de la inclusion de proporciones crecientes de diferentes tipos de
concentrados energéticos en mezclas con forrajes de alta calidad sobre la fermentacion
ruminal.

- Comparar las respuestas de la fermentacion ruminal al incremento de la inclusion de
proporciones crecientes de diferentes tipos de concentrados energéticos en mezclas con
forrajes de alta calidad sobre la fermentacion ruminal.
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- Estimar la actividad fermentativa de liquidos ruminales de vaquillonas alimentadas con
forraje de alta calidad y suplementadas con diferentes tipos de concentrados energeéticos.

5. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Para cumplir con los objetivos se llevaron a cabo tres experimentos consecutivos:

- Experimento |

Evaluo el efecto de la inclusion de niveles crecientes de pulpa de citrus, maiz o
cebada a una pastura fresca de alta calidad sobre la fermentescibilidad in vitro.

- Experimento Il

Estimé el efecto de la inclusion de niveles crecientes de cascarilla de soja, maiz o
cebada a un ensilaje de pastura de alta calidad sobre la fermentescibilidad in vitro.

- Experimento I11

Determind el efecto sobre la actividad fermentativa in vitro del liquido ruminal de
bovinos alimentados con un ensilaje de pastura de alta calidad como Gnico alimento
o0 suplementados con cascarilla de soja, maiz o cebada.

Se incluye a este documento como anexo un articulo correspondiente al Experimento
Il de este trabajo:

“Soyhulls, corn or barley as supplements of a high quality pasture silage: effects on
ruminal fermentation” Britos A., Repetto J.L. y Cajarville C. Enviado a Animal
Production Science el 23/7/12.
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6. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron llevados a cabo en la Unidad de Digestion y Metabolismo
Ruminal del Departamento de Nutricién Animal en el Campo Experimental N° 2 de
la Facultad de Veterinaria-UdelaR (San José, Uruguay, 34° 41' S and 56° 32' O). Los
analisis de composicion quimica de los alimentos se realizaron en el laboratorio de
analisis quimicos del Departamento de Nutricion Animal de la Facultad de
Veterinaria-UdelaR  (Montevideo, Uruguay). ElI manejo de los animales
experimentales se ajustdo a la Ordenanza sobre el uso de animales de
experimentacion, docencia e investigacion universitaria de la UdelaR.

6.1. Disefios experimentales

6.1.1. Experimento |

Se prepararon mezclas de pastura fresca con pulpa de citrus, maiz o cebada. Cada
concentrado fue incluido en niveles desde 0 a 100% con incrementos de 10%, lo que
hizo un total de 31 mezclas. La composicion quimica de los componentes
individuales incluidos en las mezclas se presenta en el Cuadro I. Cada mezcla fue
utilizada como sustrato para estimar su fermentescibilidad mediante la técnica de
determinacion de la produccidn de gas in vitro. El liquido ruminal utilizado como
indculo fue colectado de una vaca Holstein en lactacion (580 kg de PV), que
consumia pastura templada de alta calidad por pastoreo directo (4 h en la mafiana y 4
h en la tarde) y heno de pastura. Cada mezcla fue incubada por triplicado y ademas
tres frascos de fermentacion sin sustrato fueron incluidos como blancos para corregir
la fermentacion propia del indculo.

Cuadro |I. Composicién quimica de los alimentos, composicion botanica y
disponibilidad de la pastura utilizados como sustratos en el experimento |

Alimento MS MO PB FDN FDA
(%) (% MS) (% MS) (% MS) (% MS)
pastura 13,67 89,46 18,70 37,51 19,91
pulpa de citrus 14,64 96,48 6,86 20,66 15,45
cebada 88,83 97,31 11,21 14,99 4,95
maiz 85,85 98,56 9,90 7,64 1,71
Composicidn botanica y disponibilidad de la pastura
Leguminosas (% MS) 56,13
Gramineas (% MS) 39,04
Restos secos (% MS) 2,46
Malezas (% MS) 2,38
Disponibilidad (kg MS/ha) 4180,3

MS: materia seca; MO: materia organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra detergente neutro; FDA:
fibra detergente &cido
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6.1.2. Experimento 1l

En este experimento se siguié un disefio experimental similar al del experimento |.
Se prepararon mezclas de ensilaje de pastura con cascarilla de soja, maiz o cebada.
Cada concentrado fue incluido en niveles desde 0 a 100% con incrementos de 10%,
totalizando 31 mezclas. La composicién quimica de los componentes individuales de
las mezclas se presenta en el Cuadro Il. Cada mezcla fue utilizada como sustrato para
determinar su fermentescibilidad mediante la técnica de produccion de gas in vitro.
El liquido ruminal utilizado como inoculo fue colectado de una vaca Holstein en
lactacion (580 kg de PV), que consumia unicamente el ensilaje de pastura utilizado
como sustrato. Cada mezcla fue incubada por triplicado y ademas tres frascos de
fermentacion sin sustrato fueron incluidos como blancos para corregir la
fermentacion propia del indculo.

6.1.3. Experimento 111

Para evaluar el efecto de la suplementacion con diferentes concentrados sobre la
actividad fermentativa del liquido ruminal, se utilizaron 24 vaquillonas Hereford (PV
promedio = 224,2 kg, EEM = 4,2) alojadas en jaulas metabdlicas, provistas de
sondas ruminales. Los animales se dividieron al azar en 4 tratamientos:

ensilaje de pastura como unico alimento (P)

ensilaje de pastura suplementado con cascarilla de soja (P+CdeS)
ensilaje de pastura suplementado con maiz (P+M)

ensilaje de pastura suplementado con cebada (P+C).

Los alimentos utilizados en las dietas fueron los mismos que se utilizaron en el
experimento I y su composicion quimica se presenta en el cuadro Il. El ensilaje fue
ofrecido sin limite de cantidad y los concentrados al 1% del PV (base MS). Las
dietas se ofrecieron desde las 7:00 h hasta las 20:00 h. Los concentrados se proveian
una vez al dia inmediatamente antes del forraje. El nivel de suplementacién y el
manejo de la alimentacion utilizados fueron seleccionados debido a que son los
habitualmente usados por los productores uruguayos y de la region. El consumo
diario de MS total (ensilaje mas concentrado) fue similar entre los grupos (media =
6,93 kg MS/d, S.E.M. = 0,63).

La actividad fermentativa se determind mediante un ensayo de produccién de gas in
vitro. Después de 21 d de adaptacién a las dietas se colectaron 60 mL de liquido
ruminal de cada animal luego de 8 h del inicio de la comida y se mezclaron los
liquidos ruminales provenientes de los animales que consumian la misma dieta. Las
mezclas de liquido ruminal (n=4) fueron utilizadas como indculo sobre 2 tipos de
sustrato: forrajes (ensilaje de pastura, lotus y avena) o concentrados (cascarilla de
soja, maiz y cebada). Cada combinacion de liquido ruminal y sustrato fueron
incubadas por triplicado y ademéas se incluyeron como blancos tres frascos sin
sustrato por cada mezcla de liquido ruminal para corregir la fermentacion propia del
inéculo.
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Cuadro I1. Composicion quimica de los alimentos utilizados en experimentos 11 y 111

Alimento MS MO PB FDN FDA
(%) (% MS) (% MS) (% MS) (% MS)

ensilaje de pastura 22,6 86,8 16,7 44,9 31,9
cascarilla de soja 90,2 93,9 15,4 57,0 39,0
cebada 89,5 95,6 9,4 22,9 8,7

maiz 88,4 98,7 8,6 12,1 3,4

lotus* 31,7 94,0 10,8 47,8 30,3
avena* 19,5 91,7 8,40 57,6 29,4

MS: materia seca; MO: materia organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra detergente neutro; FDA:
fibra detergente acido

*: forrajes utilizados solo en el experimento 111

6.2. Métodos analiticos

6.2.1. Técnica de produccidn de gas in vitro

La misma técnica de produccion de gas in vitro fue utilizada en todos los
experimentos. Se introdujeron 0,5 g de sustrato seco molido a 1 mm en frascos de
fermentacion de 125 mL. Se agreg6 a cada frasco de fermentacion 38 mL de solucion
basal, 2 mL de solucion tampon y 0,5 mL de solucion reductora (Cuadro I11) y a
continuacidn fueron tapados con septos de goma butilo y se mantuvieron refrigerados
a 4°C durante 8 horas antes de la inoculacion para permitir la hidratacion del
sustrato. Previo a la inoculacion los frascos fueron llevados a un bafio Maria a 39°C
donde se mantuvieron por todo el periodo de mediciones. Inmediatamente a la
inoculaciéon con 10 mL de fluido ruminal, cada frasco se tapd con septo de goma
butilo y fue sellado con precintos de aluminio. Todas las manipulaciones se
realizaron bajo un flujo de CO2.

Las mediciones de presién de gas se realizaron mediante medidor de presién con
transductor (RZ-68601-00, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA) a las 2, 4, 6, 8, 10,
12, 18, 24, 48, 72 y 96 h luego de la inoculacion. Luego de medida la presion se
dejaba insertada una aguja para permitir el escape de gas hasta equilibrar con la
presion atmosférica y se agitaba suavemente para mezclar el contenido de los
frascos. La cantidad de gas en mL fue estimada de acuerdo a la ecuacion V = 4,40P +
0,09P? (V es el volumen de gas en mL y P es la presién observada en psi) obtenida
en un experimento previo.

El volumen de gas obtenido de cada frasco de fermentacion fue ajustado por
regresion no lineal mediante PROC NLIN de SAS® (versién 8.02, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) al modelo:

V =a (1-e*t)
donde “V” (mL/g MS incubada) denota la produccion de gas acumulada a tiempo t,
“a” (mL/g MS incubada) es la produccion potencial de gas; “kd” (h‘l) es la tasa

fraccional de produccion de gas y “L” (h) es el tiempo de latencia de la produccion
de gas.
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6.2.2. Andlisis quimicos

Las muestras de alimentos se secaron en estufa durante 48 h a 60°C para determinar
Materia Seca (MS) y luego se molieron en un molino de rotor provisto de criba de 1
mm (Fritsch GMBH, Idar-Oberstein, Alemania). Se determinaron Cenizas y Proteina
Bruta (PB) segun los métodos 942.05 y 984.13 respectivamente de AOAC (1990). La
Materia Orgénica (MO) se calcul6 por diferencia (% MO = 100 -% de Cenizas). Las
determinaciones de Fibra Detergente Neutra (FDN) y Fibra Detergente Acida (FDA)
se realizaron de acuerdo al método propuesto por Robertson y Van Soest (1981)
usando un analizador de fiora ANKOM“® (ANKOM Technology Corp., Macedon,
NY, USA) con a-amilasa termoestable, y fueron expresadas con la ceniza residual
incluida.

Cuadro I11. Composicion del medio de incubacion libre de N

Solucion basal

KCI 0,69
NaCl 069
C&C|2'2H20 0,2 g
MgSQO,-7H,0 059
MnCly-4H,0 0,025 g)
FeSO4-7H,O 0,020 g
ZnCl, 0,025 ¢
CuCl-2H,0 0,0259g | disueltos en
Solucién de 10 mL CoCl,-6H,0  0,050¢g > HCI 0,02M 1L
oligoelementos SeO; 0,050 g (c.s.p.)
NiCl,-6H,0 0,250 ¢
Na;Mo0,4-2H,0 0,250 g
NaVOs; 0,0314g
H;BO; 0,250 g/
Solucion de 0,1g disuelto en una pequefia cantidad de NaOH

10mL  0,05My luego 1L (c.s.p.) de H,O destilada hervida

hemina con burbujeo de CO,

Solucioén reductora

disuelto en1L (c.s.p.) de H,O destilada hervida con

Na,S-9H,0 20,59 burbujeo de CO,

Solucion tampdn

disuelto en1L (c.s.p.) de H,O destilada hervida con
Na,CO3 829  burbujeo de CO, previo al uso 20 min de burbujeo de
CO,
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6.2.3. Analisis estadisticos

El efecto del nivel de inclusion de cada concentrado sobre la produccion potencial, la
tasa fraccional y el tiempo de latencia de la produccion de gas in vitro (experimentos
I y Il) fue estudiado mediante regresiones lineales y cuadraticas utilizando el
procedimiento PROC REG de SAS® (versién 8.02, SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA). La unidad experimental fue el frasco de fermentacion. En los casos en que el
la inclusion de concentrado provocaba un efecto lineal sobre la variable, la respuesta
al incremento del nivel de concentrado se compard entre concentrados mediante la
comparacion de las pendientes de las curvas de regresion de acuerdo con el modelo:

Y= Bo + BiX + PozZcdes + P3Zm + PaX *Zcges + PsX *zm + €

donde Y es el pardmetro de produccion de gas in vitro estudiado, x es el nivel de
suplemento, zcqes €S una variable ficticia dicotomica (“dummy”) con valor 1 si el
concentrado presente era cascarilla de soja y valor O en otro caso, y zy otra variable
ficticia con valor 1 si el concentrado presente era maiz y valor 0 en otro caso. La
hipdtesis nula puesta a prueba fue que los coeficientes de regresion de los
concentrados eran iguales. Si las pendientes eran diferentes, se compararon entre si
utilizando PROC GLM de SAS® (version 8.02, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Para evaluar el efecto sobre la actividad fermentativa del liquido ruminal, de la
suplementacion con diferentes concentrados (experimento IIl), se utilizd el
procedimiento PROC MIXED de SAS® (version 8.02, SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA), de acuerdo al modelo:

Yijk =+ li + Fj + (I*F)ij + sijk

donde p es la media general, li es el efecto fijo del in6culo (n=4) medido en k
réplicas (3 frascos), Fj es el efecto fijo del tipo de alimento (n=2, forraje o
concentrado), (I*F)ij es la interaccion entre indculo y tipo de alimento y eijk es el
error residual. El tipo de alimento se consideré como la unidad experimental y cada
forraje o concentrado se consideraron réplicas experimentales. Las medias de los
indculos y de los sustratos fueron separadas mediante el procedimiento LSMEANS
de SAS®. En los casos en que la interaccion I*F fue significativa, el efecto simple
principal del indculo fue analizado utilizando la opcién SLICE.

Las diferencias con P<0,05 fueron consideradas estadisticamente significativas y
cuando 0,05<P<0,10 se consideraron tendencias
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7. RESULTADOS

7.1. Experimento |

Los parametros de produccion de gas segun el nivel de inclusion de pulpa de citrus,
maiz y cebada se muestran en el cuadro IV. El incremento del nivel de inclusion
provocé aumentos de la produccion de gas (a) de los 3 concentrados a tasas
crecientes, mostrando efectos lineales (P<0,001) y cuadraticos (P<0,001). Sin
embargo, las tasas fraccionales de produccion de gas (kd) disminuyeron a tasas
decrecientes con efectos lineal (P<0,005) y cuadratico (P<0,001). Los tiempos de
latencia (L) del maiz y de la cebada aumentaron a tasas crecientes (efecto lineal:
P<0,001; efecto cuadratico: P<0,001), mientras que la inclusion de pulpa de citrus
presentd solo respuesta cuadratica (P=0,002).
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Cuadro 1V. Efectos del incremento del nivel de inclusion de pulpa de citrus, maiz o cebada a una pastura de alta calidad sobre los
pardmetros de produccion de gas in vitro

Pardmetro  Concentrado Nivel de inclusién de concentrado (%) Linezal Cuadréztico
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 P R DER P R DER
a pulpa de citrus 192 196 196 217 220 238 246 250 255 248 <0,001 0,867 9,698 <0,001 0,873 9,633
(ml/g MS maiz 187 212 207 216 224 241 258 243 236 243 249 <0,001 0,570 15,83 <0,001 0,655 14,40
Incubada) o da 193 195 192 194 218 240 250 241 246 240 <0,001 0,712 14,72 <0,001 0,714 14,90
pulpa de citrus 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,11 0,12 0,11 0,11 0,0 0,005 0,598 0,006 <0,001 0,658 0,005
(hkdl) maiz 0,12 0,13 0,12 0,11 0,10 0,09 0,09 0,09 0,08 0,08 0,08 <0,001 0,899 0,006 <0,001 0,902 0,006
cebada 0,12 0,12 0,11 0,11 0,20 0,17 0,21 0,11 0,21 0,11 <0,001 0,349 0,006 <0,001 0,521 0,006
pulpa de citrus 0,10 0,29 0,47 0,31 0,47 0,17 0,34 0,16 0,21 0,22 0,380 0,025 0,204 0,002 0,336 0,171
(IH) maiz 0,08 0,70 0,57 0,54 0,65 1,10 0,76 0,87 0,98 142 153 <0,001 0,615 0,285 <0,001 0,621 0,287
cebada 054 089 094 1,17 1,21 103 1,02 1,29 151 161 <0,001 0,723 0,234 <0,001 0,762 0,221

a: Produccion potencial de gas (ml de gas /g MS incubada); kd: tasa fraccional de produccién de gas (h ); L: tiempo de retardo en la produccién de gas (h); P:
nivel de significacién; R%: coeficiente de determinacién; DER: desviacion estandar de la regresion
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Las respuestas lineales de la produccion potencial de gas (a) al incremento del nivel
de inclusion de cada concentrado se ilustran en la Figura 1. La respuesta al nivel de
inclusion fue similar para los 3 concentrados, ya que las pendientes de las curvas de
regresion de cada concentrado no fueron significativamente diferentes entre si (P =

0,151).
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Figura 1. Respuestas lineales de la produccion potencial de gas (a) al incremento del
nivel de inclusion de pulpa de citrus, maiz o cebada a una pastura de alta calidad.
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Sin embargo, las tasas fraccionales de produccién de gas disminuyeron con distinta
pendiente segun el concentrado (P<0,001) (Figura 2). El incremento de la inclusién
de maiz ocasiono la disminucion méas importante de la velocidad de produccion de
gas, mientras las inclusiones de pulpa de citrus y cebada ocasionaron diminuciones
similares.
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Figura 2. Respuestas lineales de la tasa de produccién de gas (kd) al incremento del
nivel de inclusion de pulpa de citrus, maiz o cebada a una pastura de alta calidad.
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En la Figura 3 se ilustran las respuestas lineales del tiempo de latencia a los
incrementos de los niveles de inclusion del maiz y la cebada, ya que la pulpa de
citrus mostrd Unicamente un comportamiento cuadratico. Las pendientes de las
curvas fueron similares para ambos concentrados almidonosos (P = 0,402).
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Figura 3. Respuestas lineales del tiempo de latencia de la produccién de gas (L) al
incremento del nivel de inclusién de maiz o cebada a una pastura de alta calidad.

7.2. Experimento Il

Los parametros de produccion de gas segun el nivel de inclusion de cascarilla de
soja, maiz y cebada se exponen en el cuadro V. El incremento de los niveles de
inclusion de la cascarilla de soja y del maiz causé aumentos de las producciones de
gas (a) a tasas crecientes, de forma lineal (P<0,001) y cuadratica (P<0,001). Pero las
velocidades de produccion de gas (kd) disminuyeron a tasas decrecientes,
presentando efectos lineales (P<0,001) y cuadraticos (P<0,001). Mientras, el
aumento del nivel de inclusion de la cebada provoco que la produccién de gas (a)
aumentara linealmente (P<0,001) y que la tasa fraccional de produccion de gas (kd)
disminuyera linealmente (P<0,001). El tiempo de latencia de la produccion de gas
(L) presento solo respuestas lineales al aumento de la inclusion de maiz y cebada
(P<0,001).
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Cuadro V. Efectos del incremento del nivel de inclusion de cascarilla de soja, maiz o cebada a un ensilaje de pastura de alta calidad

sobre los parametros de produccion de gas in vitro

Nivel de inclusién de concentrado (%) Lineal Cuadratico

Parametro  Concentrado

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 P R* DER P R° DER
a cascarilla de soja 174 189 200 213 238 235 249 276 286 293 <0,001 0,953 9,850 <0,001 0,953 10,01
(ml/g MS maiz 158 171 191 195 217 223 236 251 265 267 301 <0,001 0,973 7,160 <0,001 0,973 7,223
Incubada) ooz 200 183 106 204 217 240 240 246 263 279 <0,001 0,788 7,253 0,055 0,789 18,28
cascarilla de soja 0,10 0,09 0,08 0,07 0,07 0,06 0,06 0,05 0,05 0,04 <0,001 0,920 0,007 <0,001 0,974 0,004
(Eﬂ) maiz 0,22 0,11 0,20 0,09 0,08 0,07 0,06 0,05 0,05 0,04 0,04 <0,001 0,980 0,004 <0,001 0,986 0,003
cebada 0,09 0,11 0,11 0,11 0,10 0,09 0,09 0,08 0,07 0,06 <0,001 0,645 0,004 0,973 0,678 0,011
cascarilla de soja 1,12 123 1,22 1,23 1,27 1,10 1,22 1,14 1,18 1,01 0,318 0,034 0,174 0,327 0,087 0,172
(IH) maiz 1,18 1,36 1,35 151 142 149 151 164 1,79 2,07 2,44 <0,001 0,708 0,208 0,159 0,809 0,171
cebada 085 1,37 1,42 150 1,46 1,41 145 1,71 1,83 2,06 <0,001 0,510 0,174 0,620 0,520 0,271

a: Produccion potencial de gas (ml de gas /g MS incubada); kd: tasa fraccional de produccién de gas (h ); L: tiempo de retardo en la produccién de gas (h); P:

nivel de significacion; R?: coeficiente de determinacion; DER: desviacion estandar de la regresion
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En la Figura 4 se presentan las respuestas lineales de la produccién potencial de gas
(@) al incremento del nivel de inclusion de cada concentrado. La respuesta al
incremento del nivel de concentrado difirio significativamente segun el concentrado
(P=0,007), presentando la inclusion de cascarilla de soja y de maiz mayores tasas de
incremento que la inclusion de cebada.
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Figura 4. Respuestas lineales de la produccion potencial de gas (a) al incremento del
nivel de inclusion de cascarilla de soja, maiz o cebada a un ensilaje de pastura de alta

calidad.
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También fueron diferentes entre concentrados las pendientes de las curvas de
regresion de la velocidad de produccién de gas (P<0,001). Cuando se utiliz6 cebada
la disminucion de la velocidad fue menos pronunciada, seguida por la inclusion de
cascarilla de soja y fue mas acusada con el maiz (Figura 5).
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Figura 5. Respuestas lineales de la tasa de produccién de gas (kd) al incremento del
nivel de inclusion de cascarilla de soja, maiz o cebada a un ensilaje de pastura de alta
calidad.

24



Las respuestas lineales del tiempo de latencia al incremento del nivel de inclusion del
maiz y la cebada se muestran en la Figura 6, puesto que la inclusion de cascarilla de
soja no presentd respuestas lineales ni cuadraticas. La extension del tiempo de
latencia con el incremento de nivel de cebada tendi6 a ser menor que para el maiz
(P=0,052).
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Figura 6. Respuestas lineales del tiempo de latencia de la produccion de gas (L) al
incremento del nivel de inclusién de maiz o cebada a un ensilaje de pastura de alta
calidad.

7.3. Experimento 11

La actividad fermentativa de los liquidos ruminales fue diferente sobre los diferentes
sustratos (Cuadro VI). En ese aspecto, se observaron interacciones significativas
entre el tipo de alimento y el liquido ruminal para la produccién de gas (a; P<0,001),
y para el tiempo de latencia (L; P<0,001). Por lo tanto se estudiaron los efectos
simples principales de los liquidos ruminales para cada tipo de alimento. De esa
forma, las diferencias de actividades fermentativas entre liquidos ruminales fueron
evidentes solo cuando los sustratos eran concentrados. Cuando se incubaron
concentrados con liquido ruminal de los animales suplementados con cebada se
observo menor produccion de gas y menor tiempo de latencia. Mientras que el fluido
ruminal del grupo no suplementado sobre los concentrados produjo mayor volumen
de gas y mayor tiempo de latencia.

La tasa de produccion de gas (kd) fue menor cuando el indculo provino de animales

no suplementados (P=0,001) y cuando los concentrados fueron utilizados como

sustratos (P=0,020). Aunque la interaccion entre tipo de alimento y liquido ruminal

fue solo una tendencia (P=0,069), cabe sefialar la baja tasa de produccion de gas
25



cuando se incubaron concentrados con liquido ruminal de animales no
suplementados.
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Cuadro VI. Efectos principales simples del liquido ruminal de vaquillonas alimentadas con ensilaje de pastura de alta calidad como
unico alimento o suplementadas con cascarilla de soja, cebada 0 maiz sobre los pardmetros de produccion de gas in vitro de forrajes o
concentrados.

Sustrato: Forrajes Sustrato: Concentrados EEM P P P
P P+CdeS P+C P+M P P+CdeS P+C P+M indculo sustrato inoc*sust

a(mligDMi) 192 205 206 203 298° 263" 246° 279® 43 <0,001 0,073  <0,001

kd (h'l) 0,07 0,08 0,08 0,07 0,04° 0,07 0,07 0,06> 0,004 0,001 0,020 0,069

L (h) 1,66 142 140 1,99 3,00° 203" 120° 1,88° 0,10 <0,001 0,002 <0,001
a: produccion potencial de gas; kd: tasa fraccional de produccién de gas; L: tiempo de latencia de la produccién de gas; P: s6lo ensilaje de pastura; P+CdeS:
ensilaje de pastura suplementado con cascarilla de soja; P+C: ensilaje de pastura suplementado con cebada; P+M: ensilaje de pastura suplementado con maiz;
EEM: error estandar de las medias.

®°Diferentes superscritos dentro de una fila( para cada sustrato)indican que las medias difieren a un nivel de P<0,05.
YDiferentes superscritos dentro de una fila indican que las medias difieren a un nivel de 0,05<P<0,10.

Parametro
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8. DISCUSION

8.1. Fermentescibilidad

Es de destacar que la inclusion de concentrados en cantidades crecientes afecto la
fermentescibilidad en los dos experimentos, mostrando los parametros de produccion
de gas un comportamiento similar. Asi, el incremento de las proporciones de los
diferentes concentrados aumento el volumen de gas y disminuy6 la velocidad de
produccion de gas. También en ambos experimentos se prolongd el tiempo de
latencia con el incremento de la inclusion de los cereales. Estos resultados son
destacables, ya que el forraje utilizado en un caso era una pastura fresca y en otro un
ensilaje de pastura, por ende el factor comin que probablemente determind el
comportamiento fermentativo de las mezclas de alimentos fue la alta calidad de
ambos forrajes. No obstante, el ensilaje de pastura presentdé menor volumen de gas y
mayor tiempo de latencia que la pastura fresca pero con variaciones mas
pronunciadas de los pardmetros de produccién de gas a medida gque se incrementaban
las proporciones de concentrados. Este fendmeno posiblemente se debe a la
limitacién de la fermentacién por la baja concentracion de azlcares solubles de los
ensilajes, que fue superada por el suministro de energia fermentescible a partir de los
carbohidratos de los concentrados.

Si bien el aumento del volumen de gas segun aumentaba el nivel de concentrados es
consistente con una mayor proporcion de compuestos mas fermentescibles en los
sustratos incubados, inesperadamente la velocidad de produccion de gas disminuyo.
Este ultimo hecho puede ser atribuido a los origenes del liquido ruminal, que en los
dos casos procedio de vacas en lactacion alimentadas exclusivamente con forraje y
por lo tanto con una microbiota ruminal mas adaptada a la degradacion de la fibra
que a la de otras fuentes de carbohidratos. Sin embargo, la inclusién de los
concentrados fibrosos también redujo la velocidad de produccion de gas;
evidenciando que estos subproductos tienen efectos similares a los concentrados
altos en almidoén, aunque de distinta magnitud. La inclusion de maiz mostré la
disminucion mas acusada, en el mismo sentido de lo reportado por Lanzas et al.
(2007), que observaron que el maiz presentd una tasa fraccional de produccion de
gas menor que la cebada y el trigo incubados puros. Este fendmeno probablemente es
debido a la lenta degradacién ruminal de su almidén (Offner et al., 2003).

El tiempo de latencia de la produccion de gas en los dos experimentos fue mas largo
con el incremento de la inclusion de los cereales, indicando que la adhesion a las
particulas por la microbiota de los liquidos ruminales estaria afectada por el
incremento de las proporciones de almidon. Este efecto también puede ser atribuido
al origen del liquido ruminal, ya que la adhesion y colonizaciéon bacteriana y la
formacion del biofilm microbiano son afectadas por cambios en el sustrato
(McAllister et al., 1994). No obstante, el uso de los concentrados fibrosos (pulpa de
citrus y cascarilla de soja) no provoco ese efecto, probablemente debido al aumento
de sustratos para las bacterias celuloliticas que provoca una mayor adherencia a las
paredes celulares. En ese sentido, Barrios-Urdaneta et al. (2000) report6 mayor
adherencia bacteriana a paredes celulares de paja a las 8 y 12 h de incubacion en un
medio suplementado con pectina comparado con medios suplementados con almidén
0 azucares.
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La similitud de las respuestas lineales del volumen de gas a la inclusion de pulpa de
citrus, maiz o cebada a una pastura de alta calidad (experimento 1) es coincidente con
lo reportado por Ariza et al. (2001), que no encontraron diferencias en la digestion de
la MO y en la produccion de AGV in vitro entre dietas con pulpa de citrus o una
fuente de almidon. Sin embargo, Barrios-Urdaneta et al. (1997) observaron que el
volumen de gas producido por una paja de cebada no fue afectado por la inclusion de
cantidades crecientes de pectina, pero la adicion de almidén o celulosa lo deprimio
de forma lineal; probablemente ese resultado se debe a la muy baja calidad del
forraje que los autores utilizaron en contraste con este trabajo. En el experimento 11
la inclusion de cascarilla de soja produjo un incremento del volumen de gas similar
al causado por el maiz, mientras que la adicion de cantidades crecientes de cebada
provocé un incremento menos acusado. La diferencia entre los dos cereales coincide
con lo descrito por Lanzas et al. (2007), que observé mayor volumen de gas in vitro
producido por el maiz que por la cebada. El pronunciado incremento de la
produccién de gas con el uso de cascarilla de soja puede ser debido a su alta
proporcion de FDN fermentable. Este hecho puede llevar a una mayor produccion de
CH, asi como también a una mayor proporcion relativa de acido acético. En ese
sentido, Getachew et al. (1998) indican que si la fermentacion ruminal in vitro
produce mayor proporcion de acido acético habra concomitantemente una mayor
produccion de gas. Ademas, se ha reportado en otros trabajos, que la produccion
ruminal de AGV totales se incrementa a expensas del aumento de la proporcion de
acido acético cuando se aumentd la proporciéon de cascarilla de soja en una dieta
totalmente mezclada para vacas en lactacion (Ipharraguerre et al., 2002).

8.2. Actividad fermentativa

Inesperadamente, cuando los diferentes liquidos ruminales fueron incubados sobre
forrajes no se expresaron diferencias entre ellos. Este resultado es imprevisto ya que
el efecto negativo de la suplementacion con concentrados sobre la fermentacion de la
fibra de los forrajes es bien conocido. En ese sentido, Mould et al. (1983) trabajando
con ovejas, observaron depresiones de la degradacion ruminal de un rango de
forrajes al suplementarlos con varios concentrados, y determind que esa disminucion
depende del pH ruminal y de la tasa de solubilizacion del concentrado. Es mas, el
uso de liquidos ruminales de vacas suplementadas con trigo o maiz presentd
diferencias en la digestion in vitro (IVTD) de varios alimentos; con la
suplementacion de un concentrado mas soluble (trigo) se observd menor
digestibilidad de los forrajes (Cajarville et al., 2006). Por afadidura, en nuestro
trabajo, el liquido ruminal de animales no suplementados, que tedricamente deberia
poseer mayor proporcién de bacterias celuloliticas, no presentdé mayor actividad
fermentativa sobre los forrajes. En ese sentido, Dehority y Tirabasso (1998)
indicaron que los factores intrinsecos de los forrajes son mas importantes para su
degradacion ruminal que la concentracion de bacterias celuloliticas. Asi, la respuesta
obtenida puede estar relacionada a la alta calidad de los forrajes utilizados como
sustrato, con niveles de FDN y FDA en torno al 50% Yy 30%, respectivamente. En
consecuencia, cuando se usan forrajes de alta calidad, el tipo de concentrado
suplementado no afectaria la actividad fermentativa, al menos un nivel de
suplementacion del 1% del PV.

Cuando se incubaron concentrados las diferencias obtenidas entre indculos fueron
Ilamativas. No sélo existieron diferencias entre liquidos ruminales de animales
suplementados y no suplementados, como report6 Trei et al. (1970), que al incubar
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in vitro cebada y sorgo observdé mayor volumen de gas con liquido ruminal de
animales suplementados, también el tipo de concentrado suplementado afecto la
actividad fermentativa. Aun mas, el tipo de almidon consumido por los animales
donantes influyd sobre los perfiles de produccion de gas. De hecho, el indculo de los
animales que consumieron cebada, el concentrado mas fermentescible, inicio
rdpidamente su ataque a los concentrados usados como sustratos pero produjo menor
volumen de gas. Esto sugiere una importante actividad microbiana, pero también que
el ambiente ruminal es afectado negativamente en poco tiempo. De todas formas, es
necesario considerar que esta respuesta también podria estar asociada con la técnica
In vitro utilizada, ya que es de tipo “batch-culture”. Mientras, la suplementacion con
maiz o con cascarilla de soja produjo liquidos ruminales que fermentaron los
concentrados incubados luego de tiempos de latencia similares y con similar
magnitud, a pesar de las grandes diferencias en la composicién de carbohidratos
entre estos concentrados.

9. CONCLUSIONES

El uso de diferentes concentrados como suplementos de pastura fresca y de ensilaje
de pastura provoco respuestas similares de los parametros de fermentacion aunque
con valores diferentes.

La inclusion de cantidades crecientes de concentrados a forrajes de alta calidad caus6
una fermentacién de mayor magnitud pero disminuy6 su velocidad. La inclusion de
cascarilla de soja a un ensilaje de alta calidad causé un mayor incremento de la
fermentacion que la cebada.

La suplementacion con diferentes concentrados generd ecosistemas ruminales que
expresaron diferentes actividades fermentativas sobre concentrados. La
suplementacion no modifica el comportamiento fermentativo de los forrajes de alta
calidad.

A pesar de que se necesitan mas trabajos in vivo para una aproximacion mas
completa del problema, la suplementacion con concentrados fibrosos podria causar
los mismos efectos a nivel ruminal que los concentrados con alto contenido de
almidon y podrian sustituirlos. Aunque la suplementacion con concentrados fibrosos
no afecte la adherencia in vitro de los microorganismos en la misma medida que los
cereales, deberian tomarse las mismas precauciones al momento de suministrarlos a
los animales.
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Figura 7: Produccion de gas in vitro observada de forrajes incubados con liquidos

ruminales procedentes de bovinos

alimentados con ensilaje de pastura

exclusivamente (P) o suplementados con 1% del PV de cascarilla de soja (P+CdeS),

de cebada (P+C) o de maiz (P+M).
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Figura 8: Produccion de gas in vitro observada de concentrados incubados con
liquidos ruminales procedentes de bovinos alimentados con ensilaje de pastura
exclusivamente (P) o suplementados con 1% del PV de cascarilla de soja (P+CdeS),
de cebada (P+C) o de maiz (P+M).
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