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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estimar la fermentescibilidad ruminal in vitro de
muestras compuestas por diferentes proporciones de ensilaje de pastura de alta
calidad y cascarilla de soja, maiz o cebada. Las muestras fueron compuestas por el
ensilaje y cada uno de los 3 concentrados en 9 proporciones distintas desde 0 a
100% en incrementos de a 10% de concentrado (n=31). La fermentescibilidad se
estimdé mediante la técnica de produccion de gas in vitro, utilizando cada muestra
compuesta como sustrato. Se incubaron 0,5 g de cada sustrato en frascos de
fermentacion de 125 mL a 39° C, por triplicado. A cada frasco se le adicion6 40,5 mL
de medio de incubacion y 10 mL de liquido ruminal. La presion del gas producido fue
registrada a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 h de incubacién. Los resultados
de produccién de gas se ajustaron a un modelo exponencial simple con tiempo de
latencia. Se realizaron regresiones lineales y cuadréaticas de los parametros de
produccion de gas in vitro segun el nivel de inclusion de cada concentrado utilizando
PROC REG de SAS®y se compararon las pendientes de las regresiones lineales de
cada concentrado usando variables ficticias dicotomicas. El aumento lineal del
volumen de gas presentd diferentes pendientes segun el concentrado energético
incluido (P=0,007). Los aumentos de los volimenes de gas a medida que se
incrementaban las proporciones de cascarilla de soja y de maiz fueron mayores que
el ocasionado por el aumento de los niveles de cebada. Inesperadamente, las tasas
de produccién de gas disminuyeron a medida que aumento el nivel de inclusion de
concentrados. La disminucion de la tasa no fue de igual magnitud para cada
concentrado (P<0,001), presentando el maiz la disminucibn mas importante. El
tiempo de latencia de la produccion de gas se increment6é con el aumento de las
proporciones de los cereales, sin embargo no fue afectado por la inclusién de
cascarilla de soja. La inclusion de diferentes concentrados energéticos a un forraje
de alta calidad provoca comportamientos similares de la fermentacion in vitro,
aunque con magnitudes diferentes. A pesar de que la cascarilla de soja no afect6 la
adherencia microbiana, podria causar efectos similares a los cereales en el rumen.



SUMMARY

The aim of this work was to estimate the in vitro ruminal fermentability of samples
composed of different proportions of high quality pasture silage and soyhulls, corn or
barley. Samples were composed of silage and each one of the 3 supplements in 9
different proportions from 0 to 100% in increments of a 10% of concentrates (n=31).
Fermentability was estimated with the in vitro gas production technique using each
composite sample as substrate. Each substrate (0.5 g) was incubated in fermentation
flasks of 125 mL at 39° C, in triplicates. 40.5 mL of incubation medium and 10 mL of
ruminal fluid were added to each flask. Gas pressure was registered at 2, 4, 6, 8, 10,
12, 18, 24, 48, 72 y 96 h of incubation. The gas production results were adjusted to a
simple exponential model with lag time. Linear and quadratic regression analyses of
in vitro gas production parameters were performed according to the level of inclusion
of each concentrate using PROC REG of SAS® and the slopes of the linear
regressions of each concentrate were compared using dummy dichotomous
variables. The linear increase of the volume of gas showed different slopes according
to the concentrate included (P=0.007). The raises of gas volumes as the proportion
of soyhulls and corn were increased, were higher than that caused by increasing the
levels of barley. Unexpectedly, the gas production rates decreased while the
inclusion levels of concentrates increased. The decrease of the rate was not equal in
magnitude for each concentrate (P <0.001), showing the inclusion of corn the largest
decrease. Gas production lag time increased with the increasing proportions of
cereals, however it was not affected by the inclusion of soybean hulls. Inclusion of
different concentrates to a high quality forage causes similar behaviors on in vitro
fermentation, although with different magnitudes. Despite soyhulls did not affect
microbial adhesion, it may cause similar effects to those caused by cereals in the
rumen.



INTRODUCCION

Uruguay cuenta con una superficie terrestre total de 17,6 millones de ha, de las
cuales 16,4 millones (93,2%) se dedican a la produccidon agropecuaria. Las
existencias ganaderas se dividen en 11,1 millones de vacunos y 7,5 millones de
ovinos. El 14,1% del total de la superficie destinada a pastoreo son mejoramientos
forrajeros, representando 2.314.000 de ha, incluyendo praderas artificiales, campo
mejorado, campo natural fertilizado y cultivos forrajeros anuales (DIEA, 2012).

Los sistemas de produccién animal, por lo tanto, son basicamente pastoriles con una
dependencia estratégica de la suplementacion con concentrados (Rearte y Santini,
1989). El objetivo final que se persigue al suplementar es aumentar la eficiencia de
produccion por unidad de superficie y por animal (Kellaway y Harrington, 2004).
Incorporar suplementos a dietas forrajeras puede superar los cambios en cantidad y
calidad de las pasturas, y aumentar asi la ingestion total de materia seca (MS),
energia y proteina (Bargo y col, 2001). Ademas, la inclusion de granos
generalmente favorece la utilizacién de los nutrientes absorbidos para la sintesis de
tejidos o productos finales (Dixon y Stockdale, 1999).

Como suplementos también pueden utilizarse subproductos de la cosecha y de las
industrias procesadoras de alimentos, que segun Bampidis y Robinson (2006) es
una practica tan antigua como la domesticacion de los animales por los humanos. La
cascarilla de soja (CS) es un subproducto del procesamiento industrial del grano de
soja para la produccion de aceite. En Uruguay en el afio agricola 2010/11 la
superficie efectiva sembrada de soja representd unas 862.100 ha (69,2% del total
destinado a la agricultura) que produjeron 1.541.000 toneladas (DIEA, 2012),
evidenciando la importancia de este cultivo. La CS se ha catalogado como un
concentrado energético fibroso que podria tener efectos beneficiosos sobre el
ambiente ruminal (Ipharraguerre y Clark, 2003) y sobre la ingestién de forraje (Bargo
y col., 2003). Ademas, se ha observado que puede sustituir al grano de maiz para
hasta el 30% de la MS en dietas altas en granos sin que ello afecte la fermentacién o
la digestion en el tracto gastrointestinal (Ipharraguerre y Clark, 2003).

En nuestros sistemas productivos el uso de concentrados como suplementos de
forrajes se ha generalizado e impuesto hasta en los sistemas mas extensivos.
Debido a ello, es necesario generar informacion sobre los efectos de la interaccion
entre diferentes tipos y niveles de concentrados y forrajes de alta calidad sobre la
fermentacién ruminal. Sandoval-Castro y col. (2002) indican que se necesitan mas
estudios para determinar con exactitud la metodologia mas apropiada para evaluar
mezclas de alimentos, ya sea in vivo 0 in vitro. Las técnicas de fermentacion in vitro
son mas rapidas, mas baratas y utilizan menor nimero de animales que las técnicas
in vivo. La produccion de gas in vitro determina la magnitud y la cinética de
fermentacion de alimentos estimando el volumen de gas producido durante el
proceso fermentativo (Theodorou y col., 1994). Es asi, que estudiando mezclas de
concentrados y forraje mediante esta técnica se contribuiria al conocimiento de los
efectos de la suplementacion a nivel ruminal.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Digestién ruminal

La digestion de los alimentos consumidos por los rumiantes, es el resultado neto de
una secuencia de procesos que ocurren en diferentes segmentos del tracto
gastrointestinal. Esta secuencia incluye: una fermentacion de los componentes de la
dieta por microorganismos (m.o.) en el reticulo-rumen, una hidrélisis acida y
degradacion enzimatica en abomaso e intestino delgado, y una segunda
fermentacién en el ciego e intestino grueso (Merchen y col., 1997). La simbiosis
establecida entre los m.o. ruminales y el rumiante es una estrategia digestiva para
obtener energia de alimentos fibrosos, méas eficiente que en la mayoria de los
herbivoros (Van Soest, 1994). De esta manera, el grado y el tipo de
transformaciones de los alimentos en el rumen determinan el rendimiento productivo
del animal (Mackie y White, 1990).

El reticulo-rumen reune ciertas caracteristicas que proporcionan un sistema de
cultivo continuo para la microbiota y favorables para la fermentacion. Se destaca
entre ellas la capacidad de mantener un pH que oscila entre 6,2 y 7,0; mantener una
temperatura estable entre 38 y 42° C, debido al metabolismo corporal y al calor
generado por la propia fermentacion ruminal; y mantener la humedad del medio
debido a la gran cantidad de agua libre proveniente del agua de bebida, salivacion y
alimentacion. A su vez, mantiene un ambiente de anaerobiosis como consecuencia
del rdpido consumo de oxigeno que ingresa al rumen (McDonald y col., 2006). De
todos los factores, el pH es el mas susceptible a variaciéon (Calsamiglia y Ferret,
2002; Kamra, 2005). Estad influenciado por la ingestion de carbohidratos
fermentescibles, la secrecion de saliva que aporta fosfatos y bicarbonatos que
actian como tampones y la absorcién y utilizacion de los acidos producidos por la
fermentacion ruminal (Zebeli y col., 2010).

Los m.o. ruminales utilizan los alimentos ingeridos por el animal hospedador como
sustrato para poder multiplicarse y llevar a cabo la fermentacibn. Toman los
componentes que no pueden digerirse por enzimas propias del rumiante, como los
polisacaridos estructurales (celulosa), y aportan productos de la fermentacion que
tienen mayor valor nutritivo para el rumiante, como los acidos grasos volatiles (AGV)
y la proteina microbiana (Calsamiglia y Ferret, 2002). También generan productos
finales como CO,, CH,4, NH3 y a veces acido lactico.

La poblacion microbiana ruminal se clasifica principalmente por el tipo de sustrato
que utilizan y por los productos que generan en la fermentacion. La dieta es el
principal factor que influye sobre el nimero y proporciones relativas de las distintas
especies gque habitan el rumen (Yokohama y Johnson, 1988). Las dietas forrajeras,
ricas en celulosa y con un contenido intermedio en azucares solubles, estimulan la
accion de bacterias celuloliticas y sacaroliticas y las dietas ricas en almidon
aumentan la actividad de las bacterias amiloliticas (Owens y Goetsch, 1988). Las
bacterias celuloliticas tienen bajos requerimientos de mantenimiento, crecimiento
lento, y utilizan NH3 como principal fuente de nitrdgeno (N), mientras que las
bacterias amiloliticas, tienen mayores requerimientos de mantenimiento, rapido
crecimiento, utilizan NH3, péptidos, y aminoacidos (AA) como fuentes de N (Bach y
col., 2005).
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Los carbohidratos, proteinas y lipidos ingresan con los alimentos y deben ser
divididos hasta formas mondmeras para su fermentacion o absorcién (Owens y
Goetsch, 1988). Segun el sistema de detergentes propuesto por Robertson y Van
Soest (1981), los carbohidratos pueden clasificarse en solubles en detergente neutro
(NDSC) vy en fibra detergente neutro (FDN). Dentro del grupo de los solubles se
encuentran el almidén, las pectinas, azlcares y carbohidratos solubles y dentro de la
FDN esta la celulosa, hemicelulosa y lignina (polisacaridos estructurales). Con
detergente &cido se solubiliza la hemicelulosa, pero la celulosa y la lignina son
insolubles y conforman la fraccion denominada FDA. La fraccion NDSC se
caracteriza por ser una fuente de energia rapidamente disponible que favorece el
crecimiento microbiano ruminal (Van Soest, 1994; Ariza y col, 2001). Incluye acidos
organicos, azucares simples, oligosacaridos, almidones, fructanos, materias
pécticas, y los (1-3) (1-4) - B-glucanos (Van Soest y col., 1991). A pesar de que las
pectinas y los (1-3) (1-4) - B-glucanos son carbohidratos estructurales, son solubles
en detergente neutro.

La fermentacion de carbohidratos no fibrosos tales como azucares, almidon o fibra
soluble, difieren en las caracteristicas de la digestion y en los perfiles de los acidos
organicos producidos (Strobel y Russell, 1986). La fermentacién ruminal de forrajes
fibrosos en un estado avanzado de maduracion genera perfiles de AGV con una
elevada concentracion de acido acético. Los forrajes en un estadio mas temprano de
maduracién tienden a producir cantidades algo menores de acido acético y mayores
de acido propionico. Por otra parte, en la medida que disminuye el tamafio de las
particulas de alimento se produce una modificacion similar en la relacidon
acético/propiodnico, aunque aumenta la proporcién de butirico (Maynard y col., 1981).

La forma fisica de los alimentos es un aspecto muy importante a tener en cuenta en
el sentido de estimular la rumia. El forraje con elevado tamafio de particula estimula
mucho la rumia mientras que los concentrados practicamente no lo hacen. Durante
la misma se secreta gran cantidad de saliva que llega al rumen con la deglucién del
bolo alimenticio o de la rumia (Church, 1993). La formulacién de dietas en los
rumiantes debe buscar el equilibrio entre los niveles de carbohidratos fibrosos y no
fibrosos con el objetivo de optimizar la ingestion de energia sin provocar alteraciones
patolégicas en el rumen (Calsamiglia y Ferret, 2002).

La degradacion de las proteinas del alimento es un proceso enzimatico realizado por
proteasas de origen microbiano hasta convertirlas en péptidos, AA, NH3 y también
acidos organicos y CO, (Bach y col., 2005). EI NH3z también se origina de N no
proteico como la urea, ya sea de la dieta o endégena (Russell y Hespell, 1981). El
NH; producido se libera al liquido ruminal y es utilizado por los m.o. celuloliticos para
sintetizar proteina microbiana como Unica fuente de N. La microbiota amilolitica toma
N a partir de AA, péptidos y el resto de NH3z (McDonald y col., 2006).

Una de las principales determinantes para la sintesis de proteina microbiana es la
disponibilidad en el rumen de sustratos energéticos, por esta razon, la utilizacion de
concentrados ricos en energia fermentescible hace mas eficiente la captura del N
producido a nivel ruminal a partir de pasturas de alta calidad (Van Soest y col.,
1991). Huntington (1997) sugiere que la baja disponibilidad de energia, o la falta de
sincronia entre la energia y el suministro de N, limitan el uso de N disponible por los
m.o.. Una consecuencia de esta asincronia es que el NH3 que no es transformado en
proteina microbiana es absorbido al torrente sanguineo, transportado por vena porta
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al higado, convertido en urea y luego excretado por la orina (Van Vuuren y col.,
1993Db).

La proteina microbiana es una fuente importante de AA para el animal hospedador
(Strobel y Russell, 1986), ya que las bacterias ruminales pueden sintetizar todos los
AA esenciales y no esenciales. De este modo, el rumiante obtiene estos ultimos
independientemente de su presencia en el alimento (McDonald y col., 2006). Sin
embargo la sintesis de AA por los m.o. no es suficiente para cubrir las necesidades
de AA para altas producciones. Los niveles de produccion pueden ser aumentados
proporcionando AA esenciales adicionales en una region post ruminal (Owens y
Goetsch, 1988).

Para la degradacion ruminal de carbohidratos estructurales y la sintesis de proteina
microbiana, se ha sugerido que las condiciones ruminales Optimas estan
caracterizadas por un pH cercano a la neutralidad (6,7-6,8), una concentracién de
NH; de al menos 5-8 mg/dl y de AGV de 75-90 mMol/l, con una relacion
acético/propionico de 3,5/1 (Rearte, 1992; Van Soest, 1994).

Ensilaje de pastura de alta calidad

Las pasturas constituyen la fuente de alimentacion méas econdOmica para los
rumiantes (Gomez, 1997), por lo tanto, en los sistemas de produccion ganadera
donde representan el principal componente de la dieta, la calidad de las mismas es
probablemente el factor mas importante en la productividad final (Van Soest, 1994).
La productividad en rumiantes esta determinada por el consumo de MS, la cantidad
de nutrientes digestibles de la misma y la eficiencia con que estos nutrientes son
utilizados y transformados en productos (Rearte y Santini, 1989).

Kolver y col. (1998), establecieron que una pastura de alta calidad es aquella que
presenta una digestibilidad mayor al 70% y segun Santini (2002) son las que
presentan 70% de digestibilidad y 18% de proteina bruta (PB). A medida que las
plantas maduran, desciende su digestibilidad debido a la reduccion de los
carbohidratos facilmente fermentescibles (contenido celular) y un incremento de los
estructurales (celulosa y hemicelulosa) y de lignina (McDonald y col., 2006).
Ademas, la digestion de la fibra en el rumen dependera de la tasa de digestion,
afectada por la actividad bacteriana y por el tiempo de retencion en ese
compartimento (Rearte y Pieroni, 2001).

Las pasturas de clima templado suelen tener altos niveles de PB y bajos niveles de
carbohidratos no estructurales solubles (Elizalde y Santini, 1992). A mayor calidad
de la pastura, menor contenido de fibra, mayor contenido de carbohidratos solubles,
lo que resulta en un menor pH ruminal (Rearte y Santini, 1989). Las materias
nitrogenadas de las pasturas templadas son de rapida degradacion ruminal (Napoli y
Santini, 1988a; Rearte y Santini, 1989; Elizalde, 2003; Repetto y col., 2005)
provocando una rapida liberacion de N-NH3 en el rumen.

Durante las épocas de crecimiento activo de las pasturas puede darse un excedente
de forraje que sobrepase los requerimientos nutricionales del componente animal del
sistema productivo. Para almacenar dicho excedente, existen procesos de
conservacion de pasturas que permiten almacenarlas y posteriormente distribuirlas
como alimento de buena calidad a los animales. Uno de estos procesos es el
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ensilaje y el producto obtenido se denomina ensilado. La primera etapa del ensilaje
consiste en la cosecha y picado del forraje, el llenado del silo, la compactacion y el
sellado hermético para lograr condiciones anaerobias favorables para la proliferacion
de lactobacilos. En la segunda etapa las bacterias &cido lacticas fermentan los
azucares presentes en los forrajes (principalmente glucosa y fructosa), hasta la
formacion de una mezcla de &cidos, entre los que predomina el lactico. Asi se
reduce el pH hasta niveles que inhiben o evitan la actividad de m.o. indeseables
(3,7-4,2), como los clostridios y enterobacterias (McDonald y col., 2006). Luego de
estas etapas se detienen los procesos fermentativos y se llega a la estabilidad del
material ensilado.

Los ensilados de pastura tienen una gran variacion en cuanto a su composicion
quimica, fisica y valor nutritivo (Restaino y col., 2009). Esto puede explicarse por dos
factores, uno de ellos es la calidad del forraje original y el otro el proceso de ensilaje.
La calidad del forraje varia considerablemente segun diversos factores como: edad,
clima, composiciéon botanica y manejo del pastoreo. El momento de corte de la
pastura, por lo tanto, condiciona la calidad final que tendréa el ensilado. Con respecto
al proceso de ensilaje, este debe lograr las condiciones (compactacion,
hermeticidad) para que los procesos citados anteriormente sucedan
adecuadamente. A pesar que la pastura original sea de alta calidad y el proceso de
ensilaje sea correcto, los ensilados presentan menor valor nutritivo que el forraje
fresco. Segun Zea y Diaz (1996) el suministro de energia que hacen los ensilajes
para los m.o. ruminales es menor que el de henos y otros forrajes frescos. Ademas
se ha observado que las materias nitrogenadas de las pasturas son afectadas por el
proceso de ensilaje, incrementandose tanto la fraccion de rapida degradacion como
la no degradable (Repetto y col., 2005).

Suplementacion

El objetivo principal que buscan los sistemas de produccién de rumiantes al
incorporar suplementos en la dieta, es optimizar el rendimiento por animal y por
unidad de superficie (Kellaway y Harrington, 2004). La suplementacién puede
utilizarse en diferentes situaciones; cuando la pastura no cubre los requerimientos
de los animales, cuando se desea aumentar la carga animal o cuando se quiere
aumentar los niveles de produccion (Rosso, 1997). La sustitucion parcial del forraje
fresco por alimentos ricos en energia, ha sido utilizada como herramienta para
mejorar la performance animal cuando se alimenta a los rumiantes con pasturas
templadas de alta calidad (Elizalde y Santini, 1992). La interaccion entre un forraje
de alta calidad y un concentrado como suplemento a veces no es tenida en cuenta;
animales alimentados con forrajes de baja calidad nunca alcanzan a producir al
mismo nivel que animales alimentados con forraje de alta calidad y menor cantidad
de suplemento (Van Soest, 1994).

Como las pasturas templadas aportan grandes cantidades de proteina, la energia
suele ser el principal nutriente limitante. Por este motivo, los concentrados
energéticos son habitualmente incluidos en las estrategias de alimentacion (Bargo y
col.,, 2002). Como suplementos energéticos pueden utilizarse granos de cereales,
estos poseen contenidos de almidon de hasta 72% y pueden ser clasificados en
rapida (trigo y cebada) y lentamente degradables (maiz y sorgo) (Offner y col.,
2003). El grano de maiz es un cereal de lenta degradacion y de alto valor energético,
posee un alto contenido en almidon (63-65%), y un bajo contenido de FDN (8-9%).

13



La FDN estd compuesta por celulosa y pentosanas, con un bajo contenido en
lignina. El aporte de PB es bajo (10%). Mientras que el grano de cebada es un
cereal de rapida degradacion, posee un contenido de almidon de 50-55%, 2-3% de
azlcares y 17-19% de FDN. El contenido en PB es de 11-12% (Repetto y col., 2003;
Offner y col., 2003).

Al suplementar dietas forrajeras se afecta la fermentacién dentro del rumen y se dan
importantes cambios en el ambiente ruminal y en la actividad de los m.o. (Dixon y
Stockdale, 1999). Existe una relacion negativa entre la cantidad de almidén ruminal
degradado y pH ruminal (Sauvant, 1999). El bajo pH afecta 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 y col., 2006; Naragaja y Titgemeyer,
2007). 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).

Bargo y col. (2003) sugieren 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 suplementacion de forrajes de alta calidad provoca una
fermentacién ruminal de diferentes caracteristicas que cuando se suplementan
forrajes de baja calidad, por lo tanto la repercusion sobre la digestibilidad es
diferente. En ese sentido, Elizalde y col. (1999) observaron que la digestion ruminal
de la fibra no es afectada a pesar de la disminucién lineal del pH en novillos
alimentados con alfalfa fresca en estado vegetativo y suplementados con tres
niveles de maiz. También Cajarville y col. (2006) observaron menores valores de pH
sin disminucién de la degradacion de las fracciones fibrosas, suplementando una
pastura de alta calidad con maiz o trigo. de Veth y Kolver (2001) observaron en un
sistema in vitro de cultivo continuo que una pastura de alta calidad (con
predominancia de ryegrass) presentd una digestibilidad de la MS 6ptima a pH 6,35 y
qgue la disminucion méas importante de la digestibilidad se presentd con valores de
pH por debajo de 5,8. Ademas, con el uso de la suplementacion no se han
encontrado diferencias sobre la eficiencia de sintesis de proteina microbiana,
estimada como la cantidad de N microbiano producido por dia en funcién de la
cantidad de materia organica (MO) fermentada en el rumen. En ese sentido,
Sairanen y col. (2005) indican que la fermentacion de pasturas de alta calidad
provee suficiente energia para la sintesis de proteina microbiana y que la
suplementacién no mejoraria la eficiencia de sintesis.

Muchos estudios han demostrado el valor nutritivo, que tienen para los rumiantes,
los subproductos de la agroindustria (Grasser y col., 1995; Bampidis y Robinson,
2006). Por lo tanto, podrian reemplazar a los cereales en las dietas de rumiantes,
disminuyendo asi la competencia entre la nutricion humana y animal por los cereales
(Boucque y Fiems, 1988). Ademas, los subproductos representan una alternativa
mas econdmica para la alimentacion del ganado, ventaja importante para disminuir
los costos en las explotaciones agropecuarias y aumentar la rentabilidad del sistema
(Grasser y col., 1995).

La cascarilla de soja (CS) es un subproducto del procesamiento industrial del grano
de soja para la produccion de aceite. La incorporacion a la dieta de CS puede
contribuir a la ingesta elevada de energia evitando al mismo tiempo una disrupcion
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de la funcionalidad del rumen. Se ha observado que puede suplantar al grano de
maiz para hasta el 30% de la MS en dietas altas en granos sin que ello afecte la
fermentacion o la digestion en el tracto gastrointestinal (Ipharraguerre y Clark, 2003).
Esta compuesta principalmente de cascara del poroto de soja, pequefios trozos de
grano y puede haber algun grano de pequefio tamafio. Su presentacion puede ser
desagregado o peleteado (4 mm), con tamafio de particulas de 3 a 4 mm y menores
y con abundante polvo resultado de la molienda de la soja (Acosta, 2009). Tiene un
alto contenido de FDN (66%) y un aporte de PB de 11,8%. La fraccibn FDN es poco
lignificada. El contenido de lignina oscila entre el 1,4% al 3,9% (Ipharraguerre y
Clark, 2003).

La degradabilidad potencial de la CS es alta, pero su velocidad de degradacion es
lenta. Salado y col., (2005) informaron que la degradabilidad potencial de la fibra de
CS tiene un valor cercano al 90%, 44 puntos porcentuales por encima del
correspondiente valor del afrechillo de trigo. Sin embargo, la velocidad de
degradacion de la fibora de CS en el rumen es lenta (3,9 %/h), debido a las
caracteristicas estructurales de su pared celular (epidermis de células en
empalizada). Esto tiene implicancias practicas ya que el grado de digestién de la
fibra resulta altamente dependiente del tiempo de permanencia del alimento en el
rumen o de su velocidad de pasaje “kp”.

La sustitucibn de grano de trigo por cantidades crecientes de CS provocd un
aumento lineal en las digestibilidades de la FDN y de la FDA en vacas Jersey en
lactacion alimentadas con una racién totalmente mezclada (Aikman y col., 2006). En
ese sentido, Ipharraguerre y Clark (2003) indican que el aumento de la digestibilidad
de la fibra puede estar asociado con la naturaleza degradable de la FDN de la CS
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. Ipharraguerre y col. (2002) obtuvieron un incremento
lineal de la concentracion de AGV totales y de la proporcion de acido acético
utilizando dietas con proporcion creciente de CS en detrimento del grano de maiz.

La utilizacion de CS como suplemento aumentdé el flujo de N microbiano al duodeno
al suplementar novillos alimentados con festuca, pero no la eficiencia de sintesis
(Richards y col., 2006). Sin embargo, Ipharraguerre y col. (2002) no observaron
diferencias en la cantidad de proteina microbiana producida por dia ni en la
eficiencia de sintesis al sustituir maiz por CS.

Produccién de gas in vitro

Las caracteristicas de fermentacién de los alimentos en el rumen pueden ser
evaluadas por métodos in vivo o in vitro (Van Soest, 1994). Para poder estimar el
impacto que tiene la suplementacién sobre el ambiente ruminal, es muy importante
contar con métodos precisos, practicos y rapidos para la evaluacion de la calidad
nutricional de los suplementos (Giraldo y col., 2006; Posada y col., 2006). Ademas,
los nuevos programas de evaluacion de dietas como el NRC (2001) y Cornell Net
Carbohydrate and Protein System (1992) requieren informacion detallada de la
cinética de digestion de las diferentes fracciones del alimento (Posada y col., 2006).
Segun Broderick (1994, citado por Giraldo y col., 2006), las determinaciones in vivo
son consideradas generalmente las mas exactas y adecuadas para determinar el
valor nutricional de los alimentos en rumiantes, pero su implementacion y puesta en
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marcha, es un proceso laborioso y costoso, que requiere el empleo de grandes
cantidades de alimento, la utilizacion de animales y la disposicion de instalaciones
para su cuidado.

La técnica de produccion de gases es un método in vitro que permite determinar la
extension y la cinética de degradacién de alimentos a través del volumen de gas
producido durante el proceso fermentativo (Theodorou y col., 1994). Adicionalmente
Yy No por eso menores, esta técnica brinda soluciones operativas como el bienestar
animal, tamafio de la muestra y el costo (Williams, 2000). Se basa en el supuesto de
que el gas producido en cultivos inoculados con m.o. mixtos del intestino grueso o
contenido ruminal o heces esta directamente relacionado con la cantidad de sustrato
fermentado (Lopez y col., 2007). La técnica de produccion de gas al igual que otros
procedimientos in vitro utilizan sustratos molidos, medio anaerébico buffer, inGculo
ruminal y temperatura de 39° C (Williams, 2000).

Quienes primero propusieron y desarrollaron el principio para la determinacion de la
degradacion y fermentacion ruminal potencial de los alimentos por la medicion del
gas producido en cultivos en sistemas cerrados fueron McBee en 1953 y Hungate en
1966 (Rymer y col., 2005). Theodorou y col. (1994) proponen y desarrollan la técnica
de medicibn manual de la presion usando un transductor de presion y un ensamble
de jeringa/transductor que mide el gas acumulado. Los sustratos se incuban en
frascos sellados causando la acumulacion de los gases de la fermentacion en el
espacio superior. Luego se libera el gas acumulado hasta restaurar la presion
atmosférica en el interior del frasco.

Como desventaja se menciona la falta de uniformidad en las metodologias, lo que
dificulta la comparacion de resultados entre grupos de investigacion (Williams,
2000).

El ajuste de los perfiles acumulados de gas a una apropiada ecuacion permite
resumir la informacién sobre la cinética (Williams, 2000). Asi, la descripcion
matematica de las curvas de produccion de gas permite la comparacién de los
sustratos, la evaluacion de diferentes ambientes de fermentacién y proporciona
informacién sobre la composicién del sustrato y las tasas de fermentacion de los
constituyentes solubles y estructurales (Groot y col., 1996; Noguera y col., 2004).

El analisis de los datos obtenidos a partir de la técnica de produccién de gas in vitro
se basa en modelos matematicos para estimar el indice y grado de digestion
acumulativa de los alimentos a partir de la produccion de perfiles de gas (LOpez y
col., 2007). Expresiones cuantitativas de la cinética de digestion son necesarias para
estimar de una forma mas precisa la cantidad de nutrientes digeridos desde los
alimentos y las propiedades intrinsecas de éstos que limitan su disponibilidad para
los rumiantes (Lépez y col., 1998).

Las curvas de producciéon de gas pueden ser ajustadas a diferentes modelos
matematicos. Los mejores modelos son aquellos que presentan el balance mas
adecuado entre la capacidad de ajuste de los datos y la coherencia biolégica, siendo
necesaria su evaluaciéon en las mas variadas condiciones experimentales, a fin de
escoger el mejor para cada situacion (Posada y Noguera, 2007).
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Uno de los modelos mas utilizados es el exponencial simple con tiempo de latencia
(Figura 1), el cual supone que la tasa de produccién de gas es constante y que
depende del sustrato disponible una vez alcanzado el tiempo de colonizacion.
Durante la fase inicial ocurre la hidratacion y colonizacion del sustrato insoluble por
los m.o. ruminales. Cuando el sustrato es saturado con m.o. y enzimas, la fase
exponencial toma lugar; durante esta fase la parte mas degradable del sustrato
insoluble es degradada primero, y el sustrato menos digestible precisa de mas
tiempo para ser degradado. Finalmente, cuando la fraccién potencialmente
degradable ha sido digerida, la producciéon de gas es cero (Posada y Noguera,

laa

»

Volumen (ml de gas/a MS incubgda)

Tiempo (horas)

Figura 1. Volumen total de gas producido (mL/g MS incubada) en funcion del

tiempo (h) obtenido por el modelo exponencial simple con latencia. a: produccion
potencial de gas (mL/g MSi); lag: tiempo de retardo en la producciéon de gas (h); kd: tasa de
produccion de gas (%/h); t: tiempo de incubacioén (h).

La técnica de produccion de gas in vitro ha demostrado ser util para la evaluacién de
mezcla de alimentos. Liu y col. (2002) incubaron primero dietas por separado y
posteriormente en combinacion, monitoreando la produccion de gas e investigando
efectos asociativos entre alimentos. Robinson y col., (2009) sostienen en ese sentido
que la racion formulada para rumiantes es a menudo una mezcla de distintos
alimentos en forma individual, y su valor energético se calcula generalmente como la
suma del valor energético de los alimentos individuales que la conforman,
asumiendo que el valor energético individual serd el mismo cuando estos son
combinados.

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 energético, a pesar de que se ha indicado que son los factores mas
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importantes relacionados al suplemento que afectan variables productivas (Bargo y
col., 2003). Es asi que este trabajo intenta evaluar la fermentacién ruminal, mediante
una aproximacion in vitro, de asociaciones de forraje de alta calidad con diferentes
tipos y niveles de concentrados energéticos. De esta manera se pretende contribuir
a la generacién de informacion a nivel nacional sobre suplementacion en rumiantes y
asi racionalizar el uso de los recursos alimenticios.
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HIPOTESIS

e Lainclusion de concentrados energéticos a una dieta con ensilaje de pastura de
alta calidad en niveles bajo y medio producirdn un aumento del volumen de gas
y de la tasa de produccién de gas, mientras que el tiempo de latencia disminuira.

e Los altos niveles de inclusidon de concentrados energéticos disminuiran el
volumen de produccién de gas con respecto a porcentajes de inclusion medios o
bajos.

e Con la inclusi6bn de cascarilla de soja, un concentrado fibroso, suceden los

mismos fendmenos que con la inclusion de concentrados energéticos
almidonéceos pero en menor magnitud.

OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo fue comparar la fermentescibilidad ruminal in
vitro de muestras compuestas de un ensilaje de pastura de alta calidad y
proporciones crecientes de cascarilla de soja, maiz o cebada.

Obijetivos especificos

e Determinar los parametros de la producciébn de gas in vitro de muestras
compuestas por diferentes proporciones de ensilaje de pastura de alta calidad y
cascarilla de soja, maiz o cebada.

e FEvaluar las modificaciones de la fermentescibilidad in vitro al incrementar el nivel
de los distintos concentrados.

e Comparar los efectos del incremento en el nivel de inclusién de los diferentes
concentrados sobre la fermentescibilidad in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevé a cabo en la Unidad de Digestion y Metabolismo
Ruminal del Departamento de Nutricion Animal en el Campo Experimental N° 2 de la
Facultad de Veterinaria-UdelaR (San José, Uruguay, 34° 41' S y 56° 32' O). Los
analisis de composicion quimica de los alimentos se realizaron en el laboratorio de
analisis quimicos del Departamento de Nutricibn Animal de la Facultad de
Veterinaria-UdelaR (Montevideo, Uruguay). El manejo y cuidado de la vaca donante
de liquido ruminal fue aprobado por la Comision Honoraria de Experimentacion
Animal de la Facultad de Veterinaria-UdelaR.
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Disefio experimental

Se prepararon muestras compuestas por ensilaje de pastura de alta calidad y
cascarilla de soja, grano de maiz o grano de cebada. El ensilaje provino de una
pastura compuesta por una mezcla con predominio de ryegrass (L. multiflorum) y
tréboles (T. pratense y T. repens). Cada concentrado se incluyé en las mezclas en
proporciones crecientes de a 10% desde 0 a 100% (n=31) (Cuadro 1). Previo a la
confeccion de las mezclas, los alimentos fueron secados a 60° C en estufa de aire
forzado por 48 h y luego molidos en un molino de rotor con criba de 1 mm (Fritsch
GMBH, Idar-Oberstein, Alemania).

Cuadro I. Composicién de las muestras segun proporcion de forraje (ensilaje
de pastura de alta calidad) y 3 concentrados cascarilla de soja, grano de maiz o
grano de cebada.

N° %EP  %CS N°  %EP %M N°  %EP %C
1 100 0 12 90 10 22 90 10
2 90 10 13 80 20 23 80 20
3 80 20 14 70 30 24 70 30
4 70 30 15 60 40 25 60 40
5 60 40 16 50 50 26 50 50
6 50 50 17 40 60 27 40 60
7 40 60 18 30 70 28 30 70
8 30 70 19 20 80 29 20 80
9 20 80 20 10 90 30 10 90
10 10 90 21 0 100 31 0 100
11 0 100

EP: Ensilaje de Pastura; CS: Cascarilla de Soja; M: Maiz; C: Cebada

La composicion quimica de los componentes individuales de las mezclas se
presenta en el Cuadro Il. Cada mezcla fue utilizada como sustrato para estimar su
fermentescibilidad ruminal mediante la técnica de produccién de gas in vitro,
utilizando como in6culo liquido ruminal de una vaca Holstein en lactacion (580 kg de
PV), provista de canula ruminal, que consumia Unicamente el mismo ensilaje de
pastura de alta calidad utilizado en las mezclas. Cada muestra fue incubada por
triplicado y ademas tres frascos de fermentacion sin sustrato fueron incluidos como
blancos de in6culo para corregir fermentacién propia del liquido ruminal. Los datos
de produccién de gas se ajustaron a un modelo exponencial simple con tiempo de
latencia.

Cuadro Il. Composicion quimica de los alimentos.

Composicién Ensilaje de Cascarillade Grano de Grano de
guimica Pastura soja Maiz Cebada
MS (%) 22,6 90,2 88,4 89,5
MO (% MS) 86,8 93,9 98,7 95,6
PB (% MS) 16,7 15,4 8,6 9,4
FDN (% MS) 44,9 57,0 12,1 22,9
FDA (% MS) 31,9 39,0 3,4 8,7

MS: Materiq Seca; MO: Materia Orgéanica; PB: Proteina Bruta; FDN: Fibra Detergente Neutro; FDA: Fibra
Detergente Acido
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Técnica de produccion de gas in vitro

Se utilizé el procedimiento descrito por Theodorou y col. (1994) modificado por
Mauricio y col. (1999). Se colocaron 0,5 g de cada uno de los 31 sustratos en los
frascos de fermentacion de vidrio de 125 mL de capacidad. Como medio de
incubacion, a cada frasco se le adicion6 38 mL de solucion basal libre de N, 2 mL de
solucién buffer y 0,5 mL de solucién reductora como propone Williams y col. (2005)
(Cuadro lll). A continuacion fueron tapados con septos de goma butilo y
permanecieron a 4° C por una noche para hidratar el sustrato. Previo a inocular con
liquido ruminal fresco, se realiz6 la incubacion de los frascos en bafio maria (39° C)
y alli se mantuvieron por todo el periodo de mediciones. Para obtener el liquido
ruminal de la vaca donante, se extrajo contenido ruminal de forma manual a traves
de la canula y se filtr6 por cuatro capas de pafio de queseria, en un recipiente
térmico precalentado a 39° C. Inmediatamente el liquido fue transportado al
laboratorio y sometido a gaseado permanente con CO; mientras dur6 el proceso de
inoculacion. Cada frasco fue inoculado con 10 mL de fluido ruminal, se tap6é con
tapones de goma y se sell6 con precintos de aluminio. Todas las manipulaciones se
realizaron bajo un flujo de CO, para mantener la anaerobiosis.

Cuadro lll. Composicion de las soluciones utilizadas en el medio de incubacién
para la produccion de gas in vitro (Williams y col., 2005).

SOLUCION BASAL LIBRE DE N (g/l de agua destilada)

KCI 0,60
NaCl 0,60
CaCl,2H,0 0,20
MgSO,7H,0 0,50
KH,PO, 1,46
Na,HPO, 3,55

Solucién minerales traza (g/l de HCI 0,02 molar) 10 mL por litro de Solucién basal

MnCl,4H,0 0,03
FeS0,7H,0 0,02
ZnCl, 0,03
CuCl,H,0 0,03
CoCl,6H,0 0,05
Se0, 5,00
NiCl,6H,0 0,25
Na,M00,2H,0 0,25
NaVO; 0,03
H3BO5 0,25

Solucién hemina (g/l de agua destilada) 10 mL por litro de Solucién Basal
Hemina 0,10

SOLUCION REDUCTORA (g/l de agua destilada)

Na,S9H,0 20,50
SOLUCION BUFFER (g/l de agua destilada)
Na,COj 82,00
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Las mediciones de presion de gas se realizaron a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 48, 72
y 96 h luego de la inoculacion con un manometro digital (Cole Parmer Instrument
Co., Vernon Hills, IL, USA) al que se le adapté una jeringa con aguja hipodérmica
21G. Luego de cada medicion se procedio a realizar el “venting”, para que no se
acumulara presion, dejando insertada una aguja hipodérmica para permitir el escape
de gas. Posteriormente todos los frascos de fermentacion fueron sometidos a un
suave agitado manual para mezclar el contenido. El volumen de gas fue estimado a
partir de los datos de presiéon mediante la ecuacion: V= 4.40 P + 0.09 P? (V es el
volumen estimado en mL y P es la presion observada en psi) obtenida en un
experimento previo realizado en condiciones similares.

Los datos de volumen de gas estimados de cada frasco de fermentacion se
ajustaron por regresién no lineal utilizando PROC NLIN de SAS® al siguiente modelo
exponencial simple con tiempo de latencia:

V=a(l-e *th)

V = volumen de gas producido a tiempo t (mL/g MS incubada)
a = produccion potencial de gas (mL/g MS incubada)

kd = tasa fraccional de produccién de gas (h™)

L = tiempo de retardo en la produccion de gas (h)

t = tiempo (h)

Analisis quimicos

Previo a los analisis (excepto para MS) los alimentos fueron secados en estufa a 60°
C durante 48 h y luego se molieron en un molino de rotor con criba de 1 mm (Frich
GMBH, Idar-Oberstein, Alemania). La MS se determiné secando el material a 105° C
hasta peso constante.

Cenizas y PB se determinaron siguiendo los métodos propuestos por AOAC (1990),
y la MO se calcul6 por diferencia (%MO = 100 - % de Cenizas). Se siguio el sistema
de detergentes propuesto por Robertson y Van Soest (1981) para las
determinaciones de FDN y FDA, utilizando un equipo ANKOM??® (ANKOM
Technology Corp., Macedon, NY, USA) con a-amilasa termoestable. Todas las
muestras se analizaron por duplicado, aceptando coeficientes de variacion intra
andlisis menores al 5%.

Anélisis 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 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 la inclusion de concentrado
provocaba un efecto lineal sobre la variable, la respuesta al incremento del nivel de
concentrado se compar0 entre concentrados mediante la comparacion de las
pendientes de las curvas de regresion de acuerdo con el modelo:
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Y= Bo + B1X + B2Zcdes + B3zm + BaX *Zcdes + PBsX *zm + €

donde Y es el parametro 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 0 en otro caso, y zy otra variable
ficticia con valor 1 si el concentrado presente era maiz y valor O en otro caso. La
hipotesis 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® (versién 8.02, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

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

En el cuadro IV se presentan las medias de los pardmetros de produccién de gas
segun el nivel de inclusién de cascarilla de soja, maiz y cebada. Como consecuencia
de los incrementos en los niveles de inclusion de cascarilla de soja y maiz, los
volumenes de gas (a) mostraron respuestas lineales (P<0,001) y cuadraticas
(P<0,001), aumentando a tasas crecientes. Asimismo, las velocidades de produccion
de gas (kd) presentaron respuestas lineales (P<0,001) y cuadréticas (P<0,001), pero
disminuyeron a tasas decrecientes. Mientras, el aumento del nivel de inclusién de la
cebada provoco que la produccién de gas (a) aumentara linealmente (P<0,001) y
que la velocidad de produccion de gas (kd) disminuyera linealmente (P<0,001). El
tiempo de latencia de la produccion de gas (L) presentd solo respuestas lineales al
aumento de la inclusién de maiz y cebada (P<0,001).
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Cuadro IV. Efectos del incremento del nivel de inclusién de cascarilla de soja, grano de maiz o grano de cebada a un

ensilaje de pastura de alta calidad sobre los parametros de produccion de gas in vitro.

Nivel de inclusion de concentrado (%) Lineal Cuadratico
Parametro Concentrado
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 P R® DER P R? DER
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
a
(mL/g MS Granode 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)
Grano de cebada 200 183 196 204 217 240 240 246 263 279 <0,001 0,788 7,253 0,055 0,789 18,28
Cascarilla de soja 0,10 0,09 0,08 0,07 0,07 006 0,06 0,05 005 0,04 <0,001 0,920 0,007 <0,001 0,974 0,004
(r'f(_jl) Granode maiz 0,12 0,11 0,10 0,09 0,08 0,07 0,06 005 0,05 0,04 0,04 <0,001 0,980 0,004 <0,001 0,986 0,003
Grano de 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 1,23 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
(h) Granode maiz 1,18 1,36 1,35 151 1,42 149 151 164 1,79 2,07 244 <0001 0,708 0,208 0,159 0,809 0,171
Grano de cebada 0,85 1,37 1,42 150 1,46 1,41 145 1,71 1,83 206 <0,001 0510 0,174 0,620 0,520 0,271

a: Produccién 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 significancia observado; R*:coeficiente de determinacién; DER: desviacion estandar de regresion
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En la Figura 2 se presentan las ecuaciones de regresion lineales de la produccion
potencial de gas (a) en funcién del porcentaje de inclusion de cada suplemento. La
respuesta al incremento del nivel de inclusion de suplemento difirid
significativamente segun el alimento (P=0,007), presentando la inclusion de
cascarilla de soja y de maiz mayores tasas de incremento que la inclusion de
cebada (P<0,05).
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¢ Cascarilla de soja = Maiz a Cebada
——y =159.66 + 1.37*x ———-159.17 +1.31*x = - 158.48 + 1.18*x

Figura 2. Produccién potencial de gas (a) en funcion del porcentaje de
inclusion de cascarilla de soja, grano de maiz y grano de cebada.
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La Figura 3 presenta las ecuaciones de regresion lineales de la tasa fraccional de
produccion de gas (kd) en funcion del porcentaje de inclusibn de suplemento.
También fueron diferentes las pendientes de las curvas de regresion de la velocidad
de produccion de gas (P<0,001) entre los alimentos. Cuando se utiliz6 maiz la
disminucién de la velocidad fue la mas acusada, seguida por la inclusion de
cascarilla de soja y la menos pronunciada fue con la inclusion de cebada (P<0,05).

0,14 -

0,12

0,10

0,08

kd (h-1)

0,06

0,04
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¢ Cascarilla de soja = Maiz A Cebada
——y=0.1083 - 0.0007*x ———-y=0.1178 - 0.0008*x --------- y = 0.1223 - 0.0006*x

Figura 3. Tasa fraccional de produccién de gas (kd) en funcién del porcentaje
de inclusién de cascarilla de soja, grano de maiz y grano de cebada.
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Las respuestas lineales del tiempo de latencia (L) al incremento del nivel de inclusion
del maiz y la cebada se muestran en la Figura 4, 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 4. Tiempo de retardo en produccién de gas (L) en funcién del porcentaje
de inclusién de cascarilla de soja, grano de maiz y grano de cebada.
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DISCUSION

Las respuestas obtenidas al aumentar los niveles de inclusion de los tres
concentrados no fueron las esperadas, mas alla del aumento en el volumen de gas
generado por el aumento de sustrato fermentable. M&s precisamente, los resultados
en la tasa de produccion de gas y tiempo de latencia fueron diferentes a los
proyectados.

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
provocd un incremento menos acusado. La diferencia entre la inclusion de los dos
granos de cereales coincide con lo descrito por Lanzas y col. (2007), que observaron
mayor volumen de gas in vitro producido por el maiz que por la cebada. El
pronunciado incremento de la produccion 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,4 asi como también a una mayor proporcion relativa
de &cido acético. En ese sentido, Getachew y col. (1998) indican que si la
fermentacién ruminal in vitro produce mayor proporcion de &cido acético habra
concomitantemente una mayor produccion de gas. Ademas, se ha reportado que la
produccién ruminal de AGV totales se incrementa a expensas del aumento de acido
acético cuando se aumentd la proporcion de cascarilla de soja en una dieta
totalmente mezclada para vacas en lactacion (Ipharraguerre y col., 2002a).

Barrios-Urdaneta y col. (1997) reportaron un descenso lineal del volumen de gas al
suplementar paja de cebada con niveles crecientes (0, 15, 30, 45y 60 % de MS) de
almidon soluble, pero la suplementacién con pectina no lo afect6. Los autores
sugieren que la pectina promoveria un mejor aprovechamiento de la paja a nivel
ruminal que el almidén. Sin embargo en nuestro trabajo utilizando forraje de alta
calidad, el incremento de niveles de los tres concentrados usados aumentd el
volumen de gas. Si bien es de remarcar, que el concentrado con almidon mas
degradable (cebada) present6 el aumento menos acusado.

Inesperadamente la velocidad de produccion de gas disminuyé al aumentar el nivel
de concentrados, a pesar de que estos tienen mayor proporcion de compuestos mas
fermentescibles que el forraje. Esta reduccion probablemente sea debida a que el
liqguido ruminal utilizado como in6culo provino de una vaca alimentada
exclusivamente con ensilaje de pastura, por consiguiente con una microbiota ruminal
mas adaptada a la degradacién de fibra que a la de otras fuentes de carbohidratos.
Segun Rymer y col. (2005) el inéculo es la principal fuente de variacion en la
produccion de gas. Sin embargo, Bueno y col. (2005) en un estudio utilizando
diferentes sustratos y diferentes inéculos, indican que la tasa de produccion de gas
no se vio afectada por la proporcién de fase sélida en el inéculo ruminal. No
obstante, en un estudio realizado por Britos y col. (2009) donde se utilizaron como
in6culos liquido ruminal proveniente de vaquillonas alimentadas con forraje vy
diferentes fuentes de carbohidratos, observaron que los parametros de produccion
de gas in vitro se vieron afectados por los diferentes inGculos segun los tratamientos
alimenticios. Segun Williams (2000), todas las descripciones de produccion de gas
deberan describir detalladamente las condiciones del animal donador.

La inclusion de maiz mostré la disminucion mas acusada de la tasa de produccion
de gas, en el mismo sentido de lo reportado por Lanzas y col. (2007), que
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observaron que el maiz presenté una tasa de produccién de gas menor que la
cebada y el trigo incubados individualmente. Este fenémeno probablemente es
debido a la lenta degradacion ruminal del almidén del maiz (Offner y col., 2003).
Asimismo, Grant y Mertens (1992) reportan que la adicibn de maiz a una dieta de
heno de alfalfa (forraje de alta calidad) disminuye el kd, pero afirman que no hubo
efectos sobre el kd cuando se agregé maiz a heno de Cynodon dactilon (pastura de
baja calidad). Los resultados de este trabajo también coinciden con lo reportado por
Bargo y col. (2003) quienes afirmaron que la suplementacién no afecta la digestion
de pastura de vacas lecheras in situ, excepto por la reduccion en la tasa de
degradacion cuando los animales fueron suplementados con altas cantidades de
concentrado. En nuestro trabajo, la inclusién de cascarilla de soja también redujo la
velocidad de produccion de gas de forma similar a los concentrados altos en
almidon.

De forma no prevista, el tiempo de latencia aumentd a medida que se incrementaba
el nivel de inclusién de los granos de cereales. Este hallazgo reflejaria el proceso de
adaptacion de la microbiota del in6culo a los sustratos. Debido a la dieta forrajera
gue estaba consumiendo el animal donante hace que la microbiota ruminal debio
adaptarse a las cantidades crecientes de almidon. Esta observacion esta en
concordancia con lo indicado por Mc Allister y col. (1994) que el consorcio
microbiano se vuelve estable cuando madura y se adapta a un tipo de alimento. Es
por esto que los cambios en la alimentacion pueden afectar la adhesion y
colonizacion bacteriana y la formacién del biofilm microbiano.

Sin embargo, la inclusiébn de cascarilla de soja no afecté el tiempo de latencia,
probablemente debido al aumento de sustratos para las bacterias celuloliticas que
provoca una mayor adherencia a las paredes celulares. En ese sentido, Barrios-
Urdaneta y col. (2000) reportaron mayor adherencia bacteriana a paredes celulares
de paja a las 8 y 12 h de incubacion en un medio suplementado con una fuente de
fibra soluble comparado con medios suplementados con almidon o azUcares.
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CONCLUSIONES

La utilizacion de diferentes tipos de concentrados energéticos como suplementos de
ensilaje de pastura causo respuestas similares de los parametros de fermentacion in
vitro aunque en diferente magnitud.

La inclusion de cantidades crecientes de concentrados energéticos a forrajes de alta
calidad produjo un aumento en la produccion potencial de gas pero disminuyd su
velocidad. La inclusion de cascarilla de soja a un ensilaje de pastura de alta calidad
produjo un mayor incremento en el volumen de gas que la cebada.

Suplementar con cascarilla de soja causaria los mismos efectos a nivel ruminal y
podria sustituir a los concentrados con alto contenido de almidon. Deberian tomarse
las mismas precauciones que con los cereales al momento de suministrarlos a los
animales, a pesar de que no afecte la adherencia microbiana in vitro.
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