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RESUMEN GENERAL

El objetivo de esta investigacion fue determinar la calidad fermentativa, nutricional y la
produccién de metano in vitro de mezclas ensiladas de Vigna unguiculata, Arachis pintoi,
Cratylia argentea y Erythrina poeppigiana con diferentes fuentes de carbohidratos (melaza
de cafia de azucar, pulpa de citricos deshidratada, maiz molido y fruto de guineo cuadrado).
Todos los andlisis fueron realizados en el laboratorio de bromatologia del CINA de la
Universidad de Costa Rica entre 2015 y 2016, los materiales forrajeros fueron cosechados
en la finca Vocaré ubicada en Upala, Costa Rica, se utilizaron dos edades de corte 40 dias
para las especies herbaceas y 75 dias para las especies arbustivas. Los experimentos de
calidad de ensilaje y fraccionamiento de la proteina constan de un disefio factorial 4x4 con
16 tratamientos, mientras que los experimentos de valor nutritivo y produccién de metano
tienen un disefio multifactorial 4x4x2 de 32 tratamientos. Los forrajes fueron cortados a un
promedio de 5 cm y colocados en bolsas plasticas para ensilaje, en dichas bolsas se
almacenaron dejandolos en condiciones anaerdbicas durante 50 dias. A todos los
tratamientos se les evaluaron las caracteristicas de calidad organoléptica (Color, Olor y
Textura) y quimica (pH, NH3/NT y AGV) para ensilajes, ademas se determiné el perfil
nutricional de las mezclas forrajeras tanto frescas como ensiladas. Ademas se analizo el
fraccionamiento de la proteina, para conocer el comportamiento potencial de estos
materiales ensilados al ser utilizados en alimentacién de rumiantes. Toda la informacién se
tabul6 y se analizo mediante un modelo ANOVA, ademas se realizé un andlisis de
componentes principales, correlaciones canénicas y correlacion de Pearson, para detectar
posibles relaciones entre la producciéon de metano y todas las variables analizadas. Se
determiné que las mezclas ensiladas presentaron caracteristicas fisicas de calidad media a
buena y que estas caracteristicas son influenciadas por la interaccién entre la especie de
leguminosa y la fuente de carbohidratos utilizada. Los valores de pH fluctuaron entre 4,5y
5,8, ademas los valores de nitrdgeno amoniacal variaron entre 4,3 y 14,6% NH3/NT,
mientras que la concentracién de acidos organicos en los ensilados vari6 entre 0,8 y 6,5%
MS para el 4cido lactico, 2,5y 6,9% MS para el 4cido acéticoy 0,1y 1,8% MS para el 4cido
butirico. Los tratamientos presentaron disminucién en la concentracion de materia seca y de
los componentes de la fibra cuando se pasa de material fresco a ensilado, caso contrario la
energia aumenta debido a una reduccién de la FDA (1,0 — 18,5%), también potencialmente
se afectaria el consumo voluntario de los animales estimado por cambios en la
concentracion de FDN (2,7 — 25,4%). El contenido de proteina cruda también disminuye

debido a formacion de nitrdgeno amoniacal. De esta manera, los ensilados mostraron



valores de PDR entre 30,6 y 60,4% PC y de PnDR entre 26,5 y 55,9% PC, aunque entre 9,9
y 24,0 % de la PnDR, pertenecen a la fraccion C. La digestibilidad de la FDN afecta la
produccion de metano, aunque es mayor el efecto de los taninos en el forraje sobre esta
variable. Asi, los tratamientos que produjeron menos metano fueron los elaborados con
Erythrina (12,57 L CH4/kg MSD), mientras que los de mayor produccion fueron los de Vigha
(16,21 L CH4/kg MSD) debido a diferencias en el contenido de taninos condensados en el
forraje y mayor concentraciéon de FDN digestible. La fuente de carbohidrato que redujo més
la produccion de metano fue el maiz (12,64 L CHs/kg MSD), en cambio los tratamientos que
mayor cantidad de gas produjeron fueron los de fruto de guineo cuadrado (15,76 L CHai/kg
MSD). Las mezclas forrajeras analizadas pueden proveer una adecuada cantidad de
nutrimentos para animales, ademas pueden ser conservados y mantener una calidad fisica y
guimica aceptable siempre y cuando no se utilicen fuentes de almidén como fuente de
carbohidratos en la mezcla. Finalmente, tienen la capacidad de reducir la produccién de
metano debido a los taninos condensados en los forrajes y al almidon en las fuentes de

carbohidratos, con respecto a otros forrajes tropicales.



OVERALL ABSTRACT

The objective of this research was to determine the fermentation, nutritional quality and in
vitro methane production of ensiled mixtures of Vigna unguiculata, Arachis pintoi, Cratylia
argentea and Erythrina poeppigiana with different sources of carbohydrates (sugar cane
molasses, dehydrated citrus pulp, ground corn and saba banana). All analyzes were carried
out in the CINA bromatology laboratory of the University of Costa Rica between 2015 and
2016, fodder materials were harvested at the Vocaré farm located in Upala, Costa Rica, two
species of cut age were used for 40 species Herbaceous and 75 days for shrub species. The
silage quality and fractionation experiments of the protein consist of a 4x4 factorial design
with 16 treatments, while the experiments of nutritive value and methane production have a
multifactorial design 4x4x2 of 32 treatments. The forages were cut to an average of 5 cm and
placed in plastic bags for silage, in these bags were stored leaving them in anaerobic
conditions for 50 days. All the treatments were evaluated for organoleptic quality (Color,
Odor and Texture) and chemical (pH, NH3 / NT and AGV) for silage. In addition, the
nutritional profile of both fresh and ensiled forage mixtures was evaluated. In addition, the
fractionation of the protein was analyzed to know the potential behavior of these silage
materials when used in feed of ruminants. All data were tabulated and analyzed using an
ANOVA model. In addition, an analysis of major components, canonical correlations and
Pearson correlation was performed to detect possible relationships between methane
production and all variables analyzed. It was determined that the ensiled mixtures presented
medium to good physical characteristics and that these characteristics are influenced by the
interaction between the legume species and the carbohydrate source used. PH values

fluctuated between 4.5 and 5.8, in addition the ammoniacal nitrogen values varied between
4.3 and 14.6% NH3/NT, while the organic acids concentration in the silages varied between
0.8 and 6.5% MS for lactic acid, 2.5 and 6.9% MS for acetic acid and 0.1 and 1.8% MS for
butyric acid. The treatments showed a decrease in dry matter concentration and fiber
components when moving from fresh material to silage, otherwise the energy increases due
to a reduction of the FDA (1.0 - 18.5%), as well potentially affecting voluntary consumption of
animals estimated by changes in NDF concentration (2.7 - 25.4%). The crude protein content
also decreases due to the formation of ammonia nitrogen. Thus, the silages showed PDR
values between 30.6 and 60.4% PC and NDR between 26.5 and 55.9% PC, although
between 9.9 and 24.0% of the NDR were belonged to the fraction C. The digestibility of the
NDF affects the production of methane, although the effect of the tannins in the forage on

this variable is greater. Thus, the treatments that produced less methane were those made
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with Erythrina (12.57 L CH4/kg MSD), while the ones with the highest production were Vigna
(16.21 L CH4/kg MSD) due to differences in content of condensed tannins in the forage and
higher concentration of digestible NDF. The source of carbohydrate that most reduced the
production of methane was corn (12.64 L CH4/kg MSD), whereas the treatments that
produced the largest amount of gas were those of saba banana (15.76 L CH4/kg MSD). The
forage mixtures analyzed can provide an adequate amount of animal nutrients and can be
preserved and maintain acceptable physical and chemical quality as long as starch sources
are not used as a source of carbohydrate in the mixture. Finally, they have the ability to
reduce methane production due to condensed tannins in forages and starch in carbohydrate

sources, compared to other tropical forages.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Los forrajes son la principal fuente de alimento de los animales rumiantes en Costa
Rica, esto debido a que poseen menor precio que los alimentos balanceados lo que permite
la reduccion de los costos de produccion de los derivados animales. No obstante su aporte
de nutrimentos es menor, ya que poseen mayor contenido de humedad y fibra que los
alimentos concentrados lo que repercute de manera negativa en la productividad de los

sistemas nacionales.

Debido a lo anterior existen sistemas que utilizan alimentos balanceados para llenar
los requerimientos de los animales, aunque esto incremente los costos de producciéon. Pese
a que el precio de las materias primas utilizadas para la elaboracién de concentrados han
tendido al alza, lo que representa un desafio para los productores. Por esta razén se ha
realizado investigacion en el desarrollo de alternativas al uso de alimentos balanceados,

sobretodo el uso de subproductos agricolas y de leguminosas forrajeras.

El uso de forrajes de alta calidad supone una herramienta para mejorar la
productividad, también conocer la calidad nutricional de estos materiales resulta relevante
cuando se busca llenar los requerimientos de los animales de produccion. A pesar de esto
no es suficiente conocer y mejorar la calidad de los forrajes consumidos por los animales,
sino que este material debe estar disponible durante todo el afio para mantener un promedio
de produccion estable. Es en este punto donde técnicas de conservacion de forrajes como el

ensilaje adquieren importancia.

El ensilaje es una técnica de conservacion de forraje por via hUmeda, que consiste
en almacenar forrajes en estado verde en ausencia de oxigeno, donde ocurren
transformaciones quimicas y fisicas que definen su calidad (Hiriart, 2008). El ensilaje
permite mantener la disponibilidad del componente forrajero durante la estacién seca o
lluviosa, condiciones que reducen el rendimiento de las pasturas por hectarea (Gutierrez et
al., 2003; Lépez-Herrera et al., 2009). Ademas, el ensilaje permite preservar desechos
agricolas altos en carbohidratos (>20% carbohidratos no fibrosos), como es el caso del
pejibaye (fruto), pulpa de citricos, yuca, subproductos de pifia y camote (Gutiérrez et al.,
2003; Lopez-Herrera et al., 2014).



Otro gran desafio de los sistemas de produccion de rumiantes es la reduccion del
impacto ambiental, sobre todo la reduccion de la emision de metano. De acuerdo a Lascano
y Cérdenas (2010), los rumiantes producen entre 21 y 25% del total de emisiones de metano
antropogénico. Aunque en Costa Rica se ha determinado que la fermentacion entérica
representa el 52% del total del metano generado por actividades humanas como la
produccion de energia y el manejo de los residuos (CNUCC, 2012), por lo que es necesario
utilizar tecnologias que permitan una reduccién en las emisiones sin afectar la produccion y

rentabilidad de las explotaciones.

En Costa Rica la emisién de metano entérico representa 82.2% de las emisiones del
sector agropecuario (MINAE-IMN, 2014), mientras que en paises como: Zambia (2014),
México (INE-SEMARNAT, 2009) y Panama (ANAM, 2011); alcanza valores de 46,3%,
96,4% y 81,2% del sector agropecuario, respectivamente. En paises de clima templado
como Argentina (SAyDS, 2007), Uruguay (MVOTMA, 2010) y Nueva Zelanda (MFE, 2011),
la fermentaciéon entérica representa 96,6%, 93,9% y 62,1%, correspondientemente. Esto
constituye un reto para el sector ganadero en un momento donde se busca el desarrollo de

sistemas de produccién que sean eficientes y ambientalmente amigables en el tiempo.

A pesar de esto, la metanogénesis constituye un mecanismo natural fundamental
para eliminacién del hidrogeno (H.) del rumen (Kasuya y Takahashi, 2010). De esta manera,
conforme aumenta el consumo de pastos y forrajes, se induce un aumento de pH, que
favorece poblaciones de bacterias con capacidad para degradar los carbohidratos fibrosos y
durante este proceso de descomposicion se incrementa la produccién de acido acético en el
rumen (Cruz y Sanchez, 2000). Como consecuencia de lo anterior, aumenta la cantidad de
CO, y H* y el di6éxido de carbono es reducido a metano, lo que permite su eliminacion
mediante el eructo (Jiao et al., 2013). A pesar de su necesidad, este proceso constituye una
pérdida en la eficiencia alimenticia del rumiante (Pellikaan et al., 2011), esto debido a una
incapacidad para aprovechar toda la energia consumida; de acuerdo a Mitsumori y Sun

(2008) esta pérdida puede oscilar entre 2 — 12%.

En investigaciones realizadas en Brasil, utilizando pasturas tropicales, las emisiones
diarias de metano en animales Nelore de 402+51,6kg variaron entre 132,7 y 138,3 g CHy/dia
(Nascimento, 2007) al utilizar heno de Brachiaria brizantha con diferentes estados de
maduracion y alimento balanceado. Mientras que en la investigacion de Pedreira et al.,
(2009) se estimé la emision de los animales de acuerdo a su estado fisiolégico y grupo
racial, lo que proporciona una idea del comportamiento de las emisiones, de esta manera los

animales de raza Holstein emiten mas metano (299,3 g CHJ/dia) que los animales cruzados

2



(Holstein % x Gir (Zebu) ¥4) (264,2 g CHJ/dia). Ademas, que las vacas en produccion (353,8
g CHJ4/dia) emiten mas que vacas secas (268,8 g CH./dia) y novillas (222,6 g CHa/dia), por

nivel de consumo y tipo de alimento consumido.

Segun Goel y Makkar (2012) las pérdidas de energia debido a la metanogénesis son
mayores en sistemas tropicales, ya que los forrajes poseen mayor contenido de fibra y
lignina, con menor contenido de carbohidratos no fibrosos con respecto a forrajes de clima
templado. Esta afirmacion es respaldada por el estudio de Archiméde et al., (2011) quienes
indican que, los pastos C4 (mas altos en fibra y lignina), comunes en climas tropicales
aumentan la produccién de metano ruminal con respecto a pastos C3, provenientes de

climas templados.

Archiméde et al.,, (2011) también sefialan que, el uso de leguminosas tropicales
reduce las emisiones de metano con respecto a los pastos C4, pero que no existen
diferencias con respecto a los C3. Este efecto reductor de las leguminosas tropicales sobre
la metanogénesis en el rumen se debe principalmente a la concentracion de taninos en la
planta y principalmente los taninos condensados (Williams et al., 2011), ya que reducen la
disponibilidad de H2 (Hook et al., 2010), reducen la digestion de la fibra (De Oliveira et al.,
2007) e inhiben el crecimiento y actividad de los microorganismos metanogénicos
(Bouchard, 2012).

Esta investigacion busca relaciona rel efecto de las fuentes de carbohidratos, la
especie de leguminosas y el proceso de ensilaje en la calidad del proceso de fermentacion
durante la conservacion del material, los cambios en la composicién nutricional y su impacto
sobre la produccién de metano in vitro. Para este fin se desarrollaron cuatro capitulos en
formato de articulo cientifico donde se concluyen todas los cambios importantes y relaciones
entre variables que permiten sefialar un punto de partida para lineas de investigaciéon en las
ramas de nutricion forrajes y cambio climatico, también se pretende la publicacién de todos

los capitulos en revistas cientificas.



1.2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.2.1. Objetivo general

e Determinar el efecto de diferentes especies de leguminosas y de fuentes de
carbohidratos en la calidad del ensilaje, de acuerdo a la fermentacion, valor

nutricional y la produccién de metano in vitro.

1.2.2. Objetivos especificos:

e Determinar la calidad quimica y fisica de diferentes especies de leguminosas
ensiladas en mezcla con distintas fuentes de carbohidratos, para utilizarlas como

indicador de la capacidad de su conservacion mediante el ensilaje.

o Determinar las diferentes fracciones de la proteina de los ensilados, para conocer el

potencial aprovechamiento de esta fraccion en la digestién del rumiante.

e Determinar la composicién bromatoldgica del ensilado de diferentes leguminosas en
mezcla con distintas fuentes de carbohidratos, para relacionar las variables

nutricionales con la emisién de metano.

e Determinar la produccion de metano in vitro de diferentes especies de leguminosas

ensiladas en mezcla con fuentes de carbohidratos.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. El uso de leguminosas en la alimentacion animal

El uso de especies arbdéreas y arbustivas leguminosas como complemento
alimenticio de dietas en base a pastos es una actividad comun en América Latina, Africa y
Australia (Devendra, 1995). El uso de leguminosas permite aumentar la cantidad de
proteina, ya que posee mayor concentracion de esta fraccion con respecto al pasto utilizado

como base de la dieta (Holmann y Lascano, 2001).

Las concentraciones de proteina de los arboles utilizados tradicionalmente en la
alimentacion de rumiantes presentan niveles de 12 a 30%, valores altos en comparacion con
pastos maduros que oscilan entre 3 y 10% (Devendra y Pezo, 2001). La digestibilidad de
estos materiales estid muy relacionada con la proporcion y grado de lignificacion de las
paredes celulares (fibra) asi como de la presencia de compuestos secundarios,

principalmente taninos (Flores et al., 1998).

El uso de leguminosas en los sistemas de produccién del tropico, se ha extendido,
como una estrategia para reducir el uso de alimentos balanceados de alto costo (Tobia et
al., 2004). Se plantean el uso de las leguminosas con sistemas de corte y acarreo, en
sistemas silvopastoriles: como bancos de proteina o cercas vivas (Pezo e lbrahim, 1998),
aunque también se utilizan plantaciones de leguminosas forrajeras, en monocultivo o

asociadas para conservar mediante la técnica del ensilaje (Tobia et al., 2004).

En el pais se han realizado trabajos utilizando ensilajes de soya para alimentacion de
ganado lechero, en ellos se determind que se puede sustituir hasta 13 % del alimento
balanceado sin afectar la produccién de los animales (Tobia et al., 2004). También se ha
trabajado en el uso de asociaciones con maiz como una alternativa para mejorar el
contenido de proteina y aumentar la produccion de biomasa por hectarea de este forraje,
Castillo et al., (2009) obtuvieron ensilajes de buena calidad nutricional (9-10% PC y 70-80%
DIVMS) para alimentacion de rumiantes, al asociar maiz con Vigna (Vigna radiata) en
proporciones 70:30 y 60:40. Igualmente WingChing y Rojas (2005) obtuvieron ensilados de
mani forrajero (Arachis pintoi) sin deshidratar con niveles desde: 18,82 — 23,19% de materia

secay 18,86 — 21,20% de proteina, con edades de corte de 8 y 12 semanas.

También, se ha estimulado el uso de la Cratylia (Cratylia argentea), de acuerdo a

Lascano (1995) es una leguminosa que posee gran adaptacion a la sequia y buena
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capacidad de rebrote, ademas produce aceptable cantidad de semillas y rapido
establecimiento con las condiciones apropiadas. De acuerdo a Lépez-Herrera y Bricefio-
Arguedas (2016), la Cratylia posee 18,21 — 26,59% de materia seca, 13,1 — 19,9% de
proteina cruda y 45,6 — 57,8% de digestibilidad in vitro de la materia seca, cuando se

cosecha entre los 60 — 90 dias de rebrote.

Asimismo, se evalud el uso de poro (Erythrina sp.) como suplemento proteico en
animales en base a pastoreo, ademas se utiliz6 frutos verdes de banano como fuente
energética. Se pudo determinar ganancias de peso vivo mayores a 140 g PV/animal/dia
entre novillos ramoneando poro en bancos de proteina y animales en pastoreo exclusivo de
pasto Estrella africana (Cynodon nlemfluencis), demostrando el potencial para mejorar la
productividad animal en sistemas tradicionales de produccion ganadera con la utilizacion de

arboreas (Clavero, 2011).

2.2. El uso de fuentes de carbohidratos en alimentacién animal

2.2.1. Melaza

La melaza es un liquido denso y negruzco obtenido como subproducto de la
produccién del azlUcar a partir de la cafla de azlcar, aunque también puede ser obtenida de
otros cultivos, como la remolacha azucarera. Se considera una fuente energia y sus
compuestos principales son los azlcares (principalmente sacarosa), los cuales alcanzan
valores mayores a 60% de la materia seca por lo que ayudan a mejorar la palatabilidad de

los alimentos para animales (Church et al., 2003).

Experimentos en ensilajes colocan la melaza como un estimulante de la
fermentacion, ya que aumenta la materia seca, promueve la proliferacion de bacterias
productoras de acido lactico y en consecuencia incrementa la produccién de lactato durante
el ensilaje (Bautista-Trujillo et al., 2009). Se recomienda para utilizar en forrajes con bajo
contenido de azlUcares como las leguminosas y pastos maduros, aunque la dosis
recomendada oscila entre 4 — 10% del peso de la masa a ensilar (McDonald, 1981; Hiriart,
2008).



2.2.1. Pulpa de citricos deshidratada

La pulpa de citricos es el subproducto obtenido de la industria de jugos de citricos,
esta constituido principalmente por las cascaras, semillas y la pulpa, aunque pueden llevar
algunos frutos de desecho (Church et al., 2003). Este material puede utilizarse en forma
fresca, ensilada o deshidratada, en este Ultimo se agrega 6xido o hidréxido de calcio a fin de
modificar el pH y facilitar el proceso, por lo que su contenido de calcio puede variar de

acuerdo a cuanto calcio se haya agregado (Bampidis y Robinson, 2006).

La pulpa de citricos deshidratada tiene un alto contenido de materia seca
(aproximadamente 87%), ademas contienen baja proteina (7% de la materia seca). En
cuanto a las fracciones de los carbohidratos la pulpa de citricos posee 0,5% de la materia
seca de almidén y 22,5% de pectinas (Bampidis y Robinson, 2006). Los niveles de azlcares
oscilan entre 22,8 — 24,2%, aungque pueden ser menores si no se agregan las melazas al
material deshidratado durante la manufactura (Mirzaei-Aghsaghali y Maheri-Sis, 2008). Este
material se utiliza en ensilajes como aditivo para aumentar la cantidad de materia seca en la
mezcla a conservar, ademas permite reducir pH, nitrgeno amoniacal y aumentar la
concentracion de lactato en el ensilado (McDonald 1981). En el trabajo de Lépez-Herrera et
al., (2009) se determiné que niveles mayores de 10% de inclusion de pulpa de citricos
deshidratada en ensilados de rastrojos de pifia permiten una adecuada conservacion del
forraje.

2.2.1. Maiz

El grano de maiz (Zea mays) es uno de los principales ingredientes de los alimentos
balanceados, es el grano de cereal de mayor valor energético, debido a su alto contenido en
almidén, grasa y su bajo nivel de fibra (62% almidén, 3,5% extracto etéreo y 10% fibra
detergente neutro) (Church et al., 2003). La fermentabilidad ruminal del almidén es limitada
(60%), por lo que tiene un componente importante de sobrepaso al intestino delgado

también es posible mejorar la digestibilidad total del almidén con la molienda del grano.

En ensilajes el grano de maiz ha sido utilizado en niveles de hasta 20% del total de la
masa forrajera a conservar, sin embargo para las bacterias productoras de &cido lactico no
es posible degradar polisacaridos como el almidén, que son dominantes en el maiz
(McDonald 1981).



2.2.1. Fruto de guineo cuadrado

El guineo cuadrado es una musacea que proviene de un hibrido triploide del grupo
ABB, con mayores caracteristicas de la especie Musa balbisiana (Mohapatra et al., 2010).
Los frutos de musaceas han sido muy utilizados en la alimentacién de animales rumiantes,
debido a que se consideran fuentes de energia concentrada en forma de almidon (Yitbarek y
Tamir, 2014). El contenido de almidon en los frutos de musaceas es variable entre las
diferentes variedades (Mota et al., 2000; Dufour et al., 2009), sin embargo puede ser tan alto

como 85% de la materia seca (Ravi y Mustaffa, 2013).

Este almidon puede ser resistente a la fermentacion ruminal, esta resistencia esta
determinada por el contenido de amilosa en la cadena de almidén, sin embargo esta
resistencia a la degradacion también varia entre espacies por lo que se deben analizar todas
las especies utilizadas en alimentacién animal para conocer su comportamiento en el
sistema digestivo de los rumiantes (Lehmann et al., 2002; Sagilata et al., 2006; Bello-Lara et
al., 2014).

2.3. El proceso de ensilaje

La conservacion de alimentos en forma de ensilaje es una herramienta de manejo
que permite a los productores conservar recursos alimenticios (forrajes, residuos de
cosecha, productos agroindustriales) para satisfacer la demanda alimenticia del ganado
(Wattiaux, 1999) en las épocas de menor disponibilidad de alimentos (Hiriart, 2008).

Este proceso se logra por medio de una fermentacién lactica espontanea bajo
condiciones anaerébicas (Elferink et al., 2005), favorecida por el valor de pH inicial,
capacidad buffer inicial del forraje, temperatura, contenido de bacterias, contenido de
carbohidratos solubles, el contenido de materia seca y el volumen de aire por volumen de

material (Moore y Peterson, 1995).

2.3.1. Factores que favorecen un adecuado proceso de ensilaje

2.3.1.1. Temperatura del proceso

Los ensilajes de alta calidad han presentado temperaturas de hasta 32° C grados, sin
embargo se espera que todos los ensilajes se encuentren entre 20 y 30° C grados, la

temperatura ideal es de 23° C grados, ya que, provee el ambiente propicio para el
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crecimiento de las bacterias productoras de acido lactico (BPAL) y una adecuada tasa de
respiraciéon en la primera fase del ensilaje (Muck, 1988; Hiriart, 2008). Una temperatura
mayor de 37° C grados en el silo estimula el crecimiento de bacterias clostridiales (Moore y
Peterson, 1995).

2.3.1.2. Porcentaje de materia seca (MS) del material

Los contenidos de materia seca en los materiales a ensilar para optimizar el proceso
fermentativo deben de estar entre 35 y 55% (McDonald, 1981), valores menores provocan la
descomposicion del material por inadecuada fermentacion producto de un efecto de dilucién
y pérdida de los carbohidratos presentes (Muck ,1988; Moore y Peterson, 1995). Por otro
lado, valores mayores a 55% MS, el material no permite la adecuada compactacion, lo que
aumenta el nivel de oxigeno en el silo, provocando un mayor consumo de carbohidratos

solubles, reduciendo la capacidad de preservarse (McDonald, 1981; Hiriart, 2008).

2.3.1.3. Concentracion de carbohidratos solubles en agua

El proceso de ensilaje ocurre debido a la fermentacién de los carbohidratos solubles
en agua (o carbohidratos solubles) por parte de la microflora epifita en los forrajes, en
particular las BPAL (Davies et al., 1998). Fisher y Burns (1987), indican en su investigacion
gue, el nivel minimo de carbohidratos solubles en el forraje a ensilar oscila entre 60 y 80
g/kg de MS. Utilizando un criterio distinto, Vargas (1979) sefiala que, el nivel de
carbohidratos no fibrosos del material a ensilar debe ser mayor al 10% de la materia seca

para una buena fermentacion.

2.3.1.4. Capacidad amortiguadora

Segun Giger-Reverdin et al., (2002), la accién buffer se define como la habilidad de
una solucién a resistir un cambio en el pH ya sea por la adicion o por la extraccion de un
acido o un élcali. Asi mismo McDonald y Henderson (1962) describen la capacidad
amortiguadora de los alimentos como la habilidad de cierta cantidad de un alimento a resistir
un cambio en el pH después de la adicién de una solucién &cida o una solucién bésica, sea
esta débil o fuerte. Al optimizarse el proceso de ensilaje por una rapida reducciéon del pH,
conocer la capacidad amortiguadora de los forrajes es una herramienta util para obtener un

adecuado ensilaje (Giger-Reverdin et al., 2002).



Durante la fermentacion del material se exponen los compuestos nitrogenados como
las proteinas y los acidos orgénicos lo que incrementa la capacidad amortiguadora del
material en el silo (McDonald, 1981). Por su parte, Moore y Peterson (1995), sefialan que las
leguminosas poseen mayor capacidad buffer que las gramineas por su alto contenido de
proteina, ademas comentan que fuertes fertilizaciones con potasio pueden incrementar la
capacidad buffer del material, especialmente en leguminosas como la alfalfa. Igualmente,
Playne y McDonald (1966) sefialan que la capacidad amortiguadora es influenciada por: los
aniones tanto organicos como inorganicos (70 — 80%), las proteinas de la planta (10 — 12%)
y los residuos de fibra (10 — 12%), por lo que se deberia conocer la concentracién de cada

componente del forraje para obtener ensilajes de buena calidad.

2.3.1.5. Tamairio de particula

Jones et al., (2004) consideran que para que haya un adecuado proceso de ensilaje
el tamafio de particula del material debe ser de 3/8 a 3/4 de pulgada (de 0,96 a 1,92 cm.) en

el ensilado de maiz y de 3/8 a 1/2 pulgada (0,96 a 1,28 cm.) en ensilado de alfalfa.

2.3.2. Calidad del proceso de ensilaje

Para la determinacion de la calidad del proceso de ensilaje se pueden utilizar analisis
guimicos y/o fisicos, que involucran el uso de tecnologia o el uso de la percepcién sensorial.
En la parte quimica se realizan los andlisis: pH, contenido de nitrgeno amoniacal y
concentracion de acidos grasos volatiles. Mientras que en la evaluacién fisica se utilizan

pruebas sensoriales como: color, olor y textura (Hiriart, 2008).

2.3.2.1. Potencial de hidrégeno (pH)

La meta durante el proceso de ensilaje es reducir el pH del forraje lo mas rapido
posible (Davies et al., 1998). Con esta reduccién en el pH se detienen: la proliferacion y el
metabolismo de las bacterias: clostridium, enterobacterias y levaduras, estos
microorganimos descomponen el material a conservar, 0 poseen procesos enzimaticos y
fermentativos no acordes para la conservacion por medio de ensilaje (Moore y Peterson,
1995).

De acuerdo a Davis et al., (1998) e Hiriart (2008), la caida del pH debe ser lo mas
rapido posible a <4,2, aunque se prefiere que sea menor de 4,0, para producir un ensilaje

estable en corto tiempo. Por su parte, Ojeda et al., (1991) sefialan que un buen ensilaje
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posee un pH entre 3,7 — 4,2, lo que coincide con la afirmacién anterior. Sin embargo, cuando
se utilizan forrajes con alto contenido de humedad se dificulta la reduccién del pH del forraje,
por lo que se aceptan como de calidad moderada los ensilados con valores de pH de 4,5
(McDonald, 1981).

2.3.2.2. Nitrégeno amoniacal

La presencia de amoniaco en los ensilajes est4 condicionada al contenido de los
aminodcidos, los nitratos presentes del forraje y a la degradacion debida al metabolismo de
las bacterias durante el ensilaje. Su concentracién da una idea de la proporcién de las
proteinas que se han desdoblado durante proceso de ensilaje, cuando este se expresa
como porcentaje del nitrdgeno total (Hiriart, 2008), esta cantidad de proteinas desdobladas,

puede ser alto o bajo de acuerdo a la calidad de la fermentacion en el silo (McDonald, 1981).

Los valores esperados de nitrdgeno amoniacal para un ensilado de buena calidad
varian segun el tipo de forraje (Jones et al., 2004), sin embargo varios autores coinciden, en
lo que se considera un criterio de buena calidad y uno de mala calidad, por ejemplo,
Betancourt et al., (2005) indican que en ensilajes bien conservados la concentracién de
nitrégeno amoniacal con respecto al nitrégeno total debe ser menor a 7%, nivel que coincide
con el reportado por Ojeda et al.(1991) y Pefia y Del Pozo (1992). Por su parte, Moreno
(1977) indica que concentraciones menores al 11% nitrégeno amoniacal se califican como
ensilajes aceptables, mientras que ensilajes de mala calidad se relacionan a valores

superiores al 15% nitrégeno amoniacal.

2.3.2.3. Acidos grasos volatiles

Los acidos grasos volatiles, son los &cidos organicos que se producen por el
metabolismo de las bacterias durante el ensilaje (McDonald, 1981). Aunque se forman
muchos tipos distintos de &cidos organicos producto de la fermentacion de los forrajes,
durante el ensilaje (Moore y Peterson, 1995), los acidos que se producen en mayor
cantidad, que determinan la calidad final del ensilaje y por ende la calidad del material

conservado son: el acido lactico, el cido acético y el acido butirico (Hiriart, 2008).

De esta manera, los ensilajes de buena calidad tienen niveles altos de acido lactico
(>2,0% MS), ya que por la alta acidez que induce en el medio, permite cumplir una accion
bactericida, conservando mejor el ensilaje (Betancourt et al., 2005). De esta manera, en un

ensilaje considerado de buena calidad se obtendrdn concentraciones de &cido lactico
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mayores a 2% MS, pero con concentraciones de los acidos acético y butirico menores de
1,8% MS y 0,1% MS, respectivamente (Esperance et al., 1981; Ojeda et al., 1991). En el
caso de forrajes que provengan de ensilajes de mala calidad los contenidos de AGV seran
menores de 1,5% MS para el 4cido lactico, hasta 6% MS para el acido acético y mayores de
1y hasta 2% (Ojeda et al., 1991; Betancourt et al., 2005).

2.3.2.4. Caracteristicas fisicas

Los criterios fisicos utilizados para identificar un ensilado de buena calidad son: color,
olor y buena textura (Betancourt et al., 2005). Estos mismos autores sefialan que, el color
puede fluctuar desde verde, donde se califica como excelente hasta café oscuro
(indeseable). El olor debe ser agradable (alta concentracién de acido lactico), pero como
indicativo de ineficiencia en el proceso, se califican ensilados con olor avinagrado (acético)

hasta el olor putrido, producto de una mala fermentacion (butirico).

Con respecto a la textura se puede definir como la facilidad para separar los
componentes del ensilado, en cuyo caso se utiliza la calificaciébn deseable; cuando los
componentes de la mezcla se separan con facilidad. Mientras que la calificacion no
deseable se aplica cuando los materiales se mantienen adheridos entre si, inclusive se
perciben jabonosos al tacto. Todos los criterios pueden ser sometidos a una escala de
valores tal y como se ha hecho en otras investigaciones de ensilajes (Elizondo-Salazar y

Campos-Granados, 2014).

2.3.3. Tipos de fermentacion

Las BPAL constituyen el grupo de microorganismos deseables en el proceso de
ensilaje, ya que tienen la habilidad de fermentar los carbohidratos solubles generando el
acido lactico como principal producto, siendo este 4cido el que mas contribuye a la
conservacion del forraje (Moore y Peterson, 1995). Estas bacterias se encuentran como
microorganismos epifitos en tejidos vegetales frescos e incluyen los géneros Lactobacillus

sp, Pediococcus sp, Leuconostoc sp, Lactococcus sp y Streptococcus sp (Pagan, 2006).

Dependiendo de la cantidad inicial de las BPAL en el material y las condiciones
fermentativas que predominen durante el proceso se producen dos tipos de fermentacion: la
homofermentativa y la heterofermentativa (Moore y Peterson, 1995). Los procesos
homofermentativos, a su vez, se subdividen en homofermentativos obligados (Figura 1) y

homofermentadoras facultativas. Las bacterias homofermentativas obligadas son capaces
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de degradar hexosas pero no pentosas y cuyo producto de fermentacién es mayormente
acido lactico, este tipo de bacterias son las mas deseables durante el proceso de

fermentacion por su alta produccion de acido lactico.

Fructosa Glucosa
ATP
ATP
ADP
ADP Glucosa-6-P
Fructosa-6-P
/ATP
"~ 10p
Y
2 Triosa-P
4 ADP
2 NAD* > /
2 NADH + H* s arp
A 4
2 Piruvato
2 NADH + H* >
2 NAD*
A 4
2 Lactato

Figura 1. Reacciones de fermentacion de la glucosa y la fructosa por las bacterias
homofermentativas (productoras de A. Lactico)
Adaptado de McDonald (1981)
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Mientras que las bacterias homofermentadoras facultativas también pueden producir
acido lactico a partir de las hexosas, aunque pueden degradar algunas pentosas con
produccion de acido lactico, acido acético y etanol (McDonald, 1981) (Figuras 2 y 3). De la
misma manera que las bacterias homofermentadoras facultativas, las BPAL
heterofermentativos degradan tanto hexosas y pentosas, generando cantidades equimolares
de acido lactico, dioxido de carbono, acido acético y etanol (Jones et al., 2004) (Figuras 2 y
3).
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N
NADH +H v Y
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NADPH + H*
NADH + H* > /
NAD* ~——>napP*
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Figura 2. Fermentacion de la glucosa por bacterias homofermentativas que también son
heterofermentativas (productoras de acido acético y lactico).
Adaptado de McDonald (1981)
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Figura 3. Reacciones de fermentacion de la fructosa por bacterias homofermentativas que
también son heterofermentativas (productoras de acido acético y lactico). Adaptado de
McDonald (1981)
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Los coliformes, clostridios, hongos y levaduras son considerados microorganismos
indeseables en el proceso fermentativo (Muck, 1988; Hiriart, 2008). Los coliformes son
clasificados como anaerdébicos facultativos y no patogénicos; estos organismos requieren un
pH neutral para su crecimiento Optimo por lo cual se asocian a las etapas iniciales de la
fermentacion, ademas compiten con las BPAL por los azucares y pueden degradar
proteinas (McDonald, 1981). Sin embargo, una vez que comienzan a proliferar las BPAL se
incrementa la produccion de &cido lactico y las poblaciones de coliformes se reducen
(Pagéan, 2006).

Como indicativo de la influencia de bacterias del género Clostridium en el proceso de
ensilaje se utiliza la concentracién de acido butirico, debido a que este acido es producto de
la degradacién del acido lactico por estas bacterias (Figura 4), por consiguiente, el acido
butirico que es menos energético, reduce el valor energético y la calidad del ensilado.
Cuando hay presencia de estas bacterias en el silo el nitrégeno amoniacal es muy alto,
ademas los componentes nitrogenados se degradan en aminas como la cadaverina y el pH
es superior a 5, por lo que el material no se preserva adecuadamente (McDonald, 1981;
Hiriart, 2008).
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Figura 4. Fermentacion de la glucosa y el lactato en A. Butirico por influencia de Clostridia.

Adaptado de McDonald (1981)



2.3.4. Etapas del proceso de ensilaje

Una vez que el material fresco ha sido picado, compactado y protegido con un

plastico, el proceso del ensilaje se puede dividir en cuatro etapas (Moore y Peterson, 1995).

2.3.4.1. Fase 1. Fase aero6bica.

Esta fase depende de la concentracion inicial de oxigeno atmosférico presente en la
masa vegetal, la cual disminuye rdpidamente debido a la respiracion de los materiales
vegetales y a la accion de los microorganismos aerébicos y aerdbicos facultativos (levaduras
y enterobacterias). Ademas, hay una importante actividad de proteasas y carbohidrasas
(enzimas vegetales), siempre y cuando el pH se mantenga entre 6,0 — 6,5 en el jugo del
forraje fresco. La duracion de esta fase es importante debido a que puede comprometer la

concentracion inicial de carbohidratos solubles y afectar el proceso fermentativo.

2.3.4.2. Fase 2. Fase de fermentacion.

Esta fase se establece en los primeros 5 dias y se inicia al producirse un ambiente
anaerobico, posterior a la compactacion, el cual depende de las caracteristicas del material
ensilado y de las condiciones predominantes al momento de ensilarse el material. Si la
fermentacion se desarrolla con éxito, la actividad de las BPAL prolifera'y se convierten en la
poblacién predominante. A causa de la produccién de acido lactico y otros acidos, el pH baja

a valores entre 5,0 a 3,8.

2.3.4.3. Fase 3. Fase estable.

Mientras se mantenga el material ensilado intacto, sin presencia de oxigeno, ocurren
pocos cambios. La mayoria de los microorganismos de la Fase 2 lentamente reducen su
presencia. Algunos microorganismos aciddéfilos sobreviven este periodo en estado inactivo;
mientras que los clostridios y los bacilos sobreviven como esporas. Soélo algunos
microorganismos especializados (Lactobacillus buchneri), como las enzimas proteasa y

carbohidrasa toleran ambientes acidos, continuando activos, pero a menor ritmo.
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2.3.4.4. Fase 4. Fase de deterioro aerobico.

Esta fase comienza con la apertura del silo y la exposicion del ensilaje al aire. Esto
es inevitable cuando se requiere extraer y distribuir el ensilaje, pero puede ocurrir antes de
iniciar la explotacion por dafio de la cobertura del silo, por roedores, pajaros y un mal

manejo del emplasticado.

El periodo de deterioro puede dividirse en dos etapas: La primera se debe al inicio de
la degradacion de los acidos organicos que conservan el ensilaje, por accion de levaduras y
ocasionalmente por bacterias que producen acido acético (Moore y Peterson, 1995). Esto
induce un aumento en el valor del pH, lo que permite el inicio de la segunda etapa de
deterioro; en ella se constata un aumento de la temperatura y la actividad de
microorganismos que deterioran el ensilaje. La Ultima etapa también incluye la actividad de
otros microorganismos aerébicos como facultativos (mohos y enterobacterias) (Pagan,
2006).

El deterioro aerdbico ocurre en casi todos los ensilajes al ser abiertos y expuestos al
aire. Sin embargo, la tasa de deterioro depende de la concentracién y de la actividad de los
organismos que causan este deterioro en el ensilaje. Las pérdidas por deterioro oscilan
entre 1,5 a 4,5 % MS por dia, estas pérdidas son similares a las que pueden ocurrir en silos
herméticamente cerrados y durante periodos de almacenaje de varios meses (Jones et al.,
2004).

2.4. Animales rumiantes y la metanogénesis en el rumen

Los rumiantes tienen la capacidad para convertir los materiales ricos en celulosa
como los pastos y forrajes, en alimentos para consumo humano, gracias a los
microorganismos que habitan en sus preestomagos (Dijkstra et al., 2011). Los
preestdbmagos de los rumiantes son: rumen, reticulo y omaso, estas cavidades funcionan
como camaras de fermentacién donde habitan diferentes especies de bacterias, hongos y
protozoarios; que tienen la capacidad de degradar los componentes de la pared celular en
moléculas méas sencillas que son utilizadas como fuente de energia (Duncan, 2014). Como
derivados de estos procesos de degradacion se generan acidos grasos volatiles (AGV)
como productos finales de la actividad microbiana, principalmente: acetato, propionato y
butirato, que el rumiante absorbe a través del rumen, para su propio uso (Buddle et al.,
2011).
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Durante el proceso de formacion de los AGV, principalmente el acetato y butirato se
liberan moléculas de gases como CO; e hidrégeno (Hz), mientras que en la formacion del
propionato se consume principalmente H; (Jiao et al., 2013). La sintesis de AGV responde a

las siguientes relaciones estequiométricas (Moss et al., 2000, Duncan, 2014).

CesH1206 + 2HO — 2C-H40: (Acetato) +2C0O,+ 8H — (COz + 8H— CHs4 +2H20) [1]

CeH12,06 + 4H— 2C3HeO> (Propionato) + 2H,0 [2]

CesH1205 — C4Hs0: (Butirato) +2C0Os+4H — (COz + 4H— CHs4 +2H20) [3]

Como se observa en las reacciones anteriores, la formacion de acetato y butirato
promueven la liberacion de iones de hidrogeno (H) al medio ruminal, estos iones H, son
utilizados junto con el CO,, por las bacterias metanogénicas quienes reducen el CO, a
metano (CH.) (Buddle et al., 2011).

Los organismos metanogénicos representan un grupo muy especifico de
microorganismos del dominio Archae, genéticamente son similares a los eucariotas y
eubacterias (Duncan, 2014), estos microorganismos poseen tres coenzimas que no han
podido ser detectadas en otros grupos de microorganismos: las coenzimas 420 y M, asi
como el factor B; las dos udltimas trabajan juntas en la formacion de metano (Bouchard,
2011).

McAllister et al., (1996), lograron aislar de cultivos, 5 especies de organismos
metanogénicos en el rumen, entre ellos: Methanobrevibacter ruminantium, Methanosarcina
bakeri, Methanosarcina mazei, Methanobacterium formicum y Methanomicrobium mobile. De
las 5 especies, soOlo Methanobrevibacter ruminantium y Methanosarcina bakeri, se
encontraron en poblaciones mayores a 1,0 x 108/mL. Sin embargo, de acuerdo a Bouchard
(2011), es dificil cultivar todas las poblaciones de organismos metanogénicos del rumen,
aunqgue se han hecho avances utilizado la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

Como se mencioné anteriormente, los organismos metanogénicos, utilizan el H;
como fuente principal de energia y mediante procesos enzimaticos reducen el CO, a CHa,
este proceso se conoce como metanogénesis (Bernier, 2011). Aunque la produccién de
metano se concibe como un proceso negativo, debido al pobre valor nutricional y la

subsecuente pérdida de energia que genera su produccion (Bouchard, 2011). La
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metanogénesis es de importancia debido a que la acumulacion de H, en el rumen podria
inhibir el crecimiento o afectar la actividad de los otros microorganismos del rumen (Kasuya
y Takahashi, 2010).

Siendo de esta manera, la metanogénesis se ve potenciada al utilizar el H, que se
genera a partir de la sintesis ruminal del acetato y el butirato, muy abundantes en dietas
forrajeras ricas en celulosa (Jiao et al., 2013). Mientras que, cuando se utilizan dietas altas
en almidones, se estimula la formacion de propionato, el cual compite por la utilizacion de H;
con los organismos metanogénicos (Moss et al., 2000), lo que reduce la produccién de

metano en el rumen (Duncan, 2014).

Aproximadamente entre 89 y 90% del metano entérico se produce en el reticulo-
rumen, siendo liberado por la boca y la nariz mediante la eructacion; el restante 10-11% se
genera a lo largo del intestino delgado (Ominski et al., 2006), una parte es incorporada al
torrente sanguineo y liberado por los pulmones en la respiracion, en tanto que el sobrante es

excretado por el ano en las heces (Murray et al., 2001).

2.5. La metanogénesis y las fuentes de alimento

Segun Dijkstra et al., (2011) la cantidad de metano producido por los rumiantes
depende de la cantidad de biomasa degradada por la actividad microbiana en el rumen.
Ademas de acuerdo a Bernier (2011), la composicion y el consumo del alimento son los
principales factores que afectan la produccion de metano en rumiantes. Siendo asi y como
se ha venido planteando anteriormente, la formacion de acetato promueve la formacion de
H. (Jiao et al., 2013) y la sintesis de propionato consume H», reduciendo la produccién de
metano, por tal motivo y de acuerdo a lo publicado por Christophersen et al., (2008), la
metanogénesis en el rumen tiene una relacion inversa con la relacién acetato:propionato

(A:P), la cual se ve influenciada por el contenido de fibra en la dieta (Campabadal, 1999).

De esta manera, el uso de dietas con altos contenidos de carbohidratos estructurales
promueven mayor produccion de CHas en el rumen, que aquellas con mayor contenido de
carbohidratos no estructurales como almidones (Archiméde et al., 2011). Cuando los
rumiantes consumen dietas altas en carbohidratos estructurales como los pastos y forrajes,
se genera ambientes ruminales con pH mayor a 6 (Duncan, 2014), condiciones que

favorecen la actividad de los organismos metanogénicos (Hindrichsen et al., 2005).

22



También el alimentar con dietas bajas en proteina y altos contenidos de energia
proveniente de fibras, o azlcares, en condiciones de pH superior a seis, predisponen a un
aumento de la metanogénesis en el rumen (Dijkstra et al., 2011). En el caso de los azlcares
cuando el pH es mayor a 6, se fermentan hacia la via del butirato, favoreciendo la

metanogénesis (Hindrichsen et al., 2005; Dijkstra et al., 2011).

El uso de fibras fermentables sobretodo como fuentes de energia en dietas para
animales lecheros se ha generalizado a nivel mundial (Firkins, 1997, Mansfield y Stern,
1994). Estas materias primas poseen altas concentraciones de hemicelulosa, celulosa y
pectinas (Van Soest, 1978), situacion que favorece la metanogénesis en el rumen, ya que
las pectinas pueden ser 2,8 veces mas metanogénicas que la xilosa (componente de la
hemicelulosa) y 6,75 veces mas que los almidones (Czerkawski y Breckenridge, 1969,
Hindrichsen et al., 2004).

2.6. La metanogénesis y el tipo de forraje

La ganaderia tropical basa la alimentaciébn en el uso intensivo de los pastos y
forrajes, ya que éstos pueden aportar a bajo costo una parte sustancial de los nutrimentos
requeridos por nuestros hatos de ganado bovino (Sanchez, 2007). Sin embargo, los pastos
tropicales utilizan la ruta metabdlica C4, lo que implica una mayor deposicion de fibra en los
tejidos de la planta, que en consecuencia provoca mayor metanogénesis en el rumen
(Archiméde et al., 2011). Caso contrario, los pastos C3 provocan menor produccion de
metano en el rumen debido a su composicion quimica, estructural y digestibilidad (Shibata y
Terada, 2010; Archiméde et al., 2011)

Las plantas leguminosas, ampliamente utilizadas en sistemas silvopastoriles para la
suplementacion e intensificacion de sistemas tropicales (Shelton, 2000), tienen la capacidad
de reducir la metanogénesis debido a que poseen menor contenido de fibra, mayor
contenido de proteina y mayor digestibilidad (Church et al., 2003). También contienen
metabolitos secundarios presentes en sus tejidos, tales como los taninos condensados y las
saponinas (Archiméde et al., 2011; Wang, 2012; Pinski, 2013). Sin embargo, Archiméde et
al., (2011) también indican que existen diferencias entre las leguminosas, sefialando que las

leguminosas de clima templado son mas metanogénicas que las leguminosas tropicales.

Las leguminosas también pueden reducir la metanogénesis debido a que poseen
mayor contenido de nitrégeno en su composicion bromatoldgica, generalmente en niveles de

12 a 30% (Flores et al., 1998). Esto lo respalda la afirmacion realizada en las
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investigaciones de Hindrichsen et al., (2005) y Shibata y Terada (2010) quienes indican que
es posible reducir la metanogénesis al aumentar el nivel de proteina en la dieta de los

rumiantes.

De acuerdo a Bernier (2011) y Shibata y Terada (2010), aunque la calidad del forraje
afecta la actividad de los microorganismos del rumen ademas de la produccion de metano,
hay factores como la especie del forraje, el procesamiento que recibe el forraje, la
proporcion de uso del forraje con respecto a otras fuentes de alimento como los granos que

también pueden afectar la actividad de los organismos metanogénicos.

2.7. Estrategias para reducir emisiones de metano en el rumen

2.7.1. Uso de lono6foros

Los iondforos, son sustancias altamente lipofilicas, que son téxicas para muchos
tipos de bacterias (Wang, 2012), por este motivo se ha difundido su uso en la formulacion de
alimentos balanceados para rumiantes, estos interfieren con diferentes rutas metabolicas de
los microorganismos del rumen (Guan et al.,, 2006). El ion6foro méas investigado en
alimentacién de rumiantes es la monensina sédica, aunque es posible encontrar a nivel
comercial otros productos como: &cido lasalocidico, salinomicina, nigercina y gramicidina

(Lascano y Cardenas, 2010).

Cuando se incluyen ionéforos en las formulaciones de los rumiantes, el efecto sobre
la metanogénesis no es directo, por eliminacion de los organismos metanogénicos, lo que
concuerda con lo reportado por Hook et al., (2009), quienes determinaron que el uso de
monensina no altera las poblaciones de metanogénicos en el rumen ni en cantidad ni en
diversidad de especies. Sino que afectan la formacién de metano ruminal de forma indirecta,

de tres maneras diferentes que son:

1. Reducen la conversion alimenticia, al reducir la cantidad de metano producido por
unidad de producto obtenido (kg de leche o carne) (Wang, 2012). De acuerdo a lo
anterior, Lascano y Cardenas (2010) indican que cuando se suplementan dietas altas
en concentrados, los animales reducen entre 5 y 6% el consumo de materia seca
(CMS), mientras que la conversion aumenta 6 y 7%; sin embargo, también sefialan

gue en dietas basadas en pastoreo el resultado tiende a ser mas variable.
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2. Los iondforos también pueden reducir la cantidad de metano producido por unidad de
materia seca consumida, aunque se ha generado poca informacidén acerca de este

efecto en el consumo de forrajes (McGinn et al., 2004).

Odongo et al., (2007) indican que es posible reducir las emisiones de metano,
cuando se utilizan ionéforos en dietas con una relacion forraje:concentrado de 60/40.
Ademas, indican que la reduccion del metano emitido tiene un rango muy amplio de
efecto (0 — 76%), la variacion en los resultados se relacionan con el tipo de ionéforo y
la dosis utilizada, Grainger et al., (2008) sefalan que en estudios realizados in vivo

es posible obtener una reduccion del 18% en la metanogénesis.

3. Finalmente, segun Guan et al., (2006), los ionéforos tienen la capacidad de reducir
las poblaciones de protozoarios ciliados, que son huéspedes de los organismos
metanogénicos en el rumen, situacién que explica su capacidad para reducir la
emision del metano, ya que, al bajar la cantidad de ciliados huéspedes, se disminuye

la poblacién de organismos metanogénicos.

Una preocupaciéon en el uso de los ionéforos, se fundamenta en el desarrollo de
resistencia por parte de los microorganismos del rumen de manera que la reduccién de
metano por unidad de alimento consumido, se veria comprometida en el corto plazo (Wang,
2012).

Sauer et al., (1998) obtuvieron en un primer experimento todos los efectos esperados
de la monensina como: aumento en la produccion, reduccion en la grasa lactea, disminucion
en la produccibn de metano. Pero al volver a utilizar monensina en una segunda
oportunidad, en los mismos animales no se obtuvieron resultados en la mejora de la
fermentacion ruminal, lo que supondria una posible adaptacion de los organismos del

rumen, tal y como lo menciona Guan et al., (2006).
2.7.2. Uso de probidticos

Muchos probi6ticos han sido desarrollados de forma comercial, para utilizarse como
aditivos que optimicen la produccién de los animales rumiantes mediante la manipulacién de

las poblaciones de microorganismos y el proceso de fermentacion en el rumen (Lascano y
Cérdenas, 2010).
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De acuerdo a Chaucheyras et al., (1995) la presencia de levaduras permite a los
organismos del rumen competir por el hidrégeno contra los organismos metanogénicos, lo
que pemitiria la reduccién de metano a nivel de rumen. Por su parte Newbold et al., (1998),
indican que la presencia de levaduras incrementa en 49% las poblaciones de organismos
celuloliticos, ademas apuntan que este incremento puede ser debido a la reduccion en las
poblaciones de protozoarios, que han sido vinculados a mayor produccion de metano en el
rumen (Buddle et al., 2011).

2.7.3. Defaunacion

Se conoce como defaunacién al proceso para eliminar los protozoarios del ambiente
ruminal, sin embargo, este proceso puede ser arriesgado para el animal, ya que la mayor
parte de los agentes para defaunacion son toxicos para el rumiante, ademas reduce la
degradacioén de la fibra en el rumen (Duncan, 2014). De acuerdo a Li (2012), la defaunacién
puede reducir 60% de la metanogénesis en el rumen, por su parte Shibata y Terada (2010),

reportan reduccion de 20 — 40% en la produccion ruminal de metano.

Los protozoarios constituyen una parte considerable de la poblacion total de
microorganismos del rumen (Bouchard, 2011). La poblacién de protozoarios, es dindmica y
esta sujeta a cambios de acuerdo a su especificidad de huésped, distribucion geogréfica,
composicion de la dieta e infecciones de animales jévenes (Zhou, 2012; Li, 2012), de esta
manera, su poblacion es mas diversa en dietas altas en forrajes, mientras que es menos
diversa o nula conforme se aumenta el uso de granos o se esta en condicion de acidosis
ruminal (Li, 2012)

En el rumen cerca del 20% de los organismos metanogénicos estan asociados a
protozoarios (Li, 2012). Los principales productos del metabolismo de los protozoarios son el
butirato y el acetato (Hansen et al., 2006). Como se menciond anteriormente en el proceso
de formacion de estos compuestos se libera H,, que es la principal fuente de alimento de los
organismos metanogénicos. Siendo asi, existe una relacion muy estrecha entre los
organismos celuloliticos como los protozoarios y los organismos metanogénicos (Guan et
al., 2006; Duncan, 2014), que facilita la rapida remocion del H. del ambiente ruminal
(Bouchard, 2011). De esta manera, la defaunacién resulta una estrategia para la reduccion
de la metanogénesis (Hook et al., 2010; Buddle et al.,, 2011; Duncan, 2014), ya que al
reducir la poblacion de protozoarios se reduce la cantidad de organismos metanogénicos en
el rumen (Guan et al., 2006), esto concuerda con lo reportado por Dohme et al., (1999),

quienes indican que la defaunacién puede reducir las emisiones de metano debido a que se
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reduce la cantidad de H, que es transferido de los protozoarios a los organismos

metanogénicos.

2.7.4. Uso de grasas y aceites esenciales

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de las plantas, estos son
responsables del olor y color de las plantas y especias, estan compuestos por
monoterpenos, aldehidos y compuestos aromaticos (Bouchard, 2011). Mientras que las
grasas o lipidos son moléculas organicas compuestas por acidos grasos Yy glicerol, estos
acidos grasos pueden ser de cadena larga o corta y saturados o insaturados, de acuerdo a
su origen (Church et al., 2003). En el caso de las grasas se pueden utilizar acidos grasos
libres, aceites insaturados u otras fuentes de grasas como el sebo o semillas (Hook et al.,
2010).

Las grasas son utilizadas en la formulacion de alimentacion de rumiantes, con el
proposito de aumentar la densidad energética de la dieta, en mantenimiento o en produccion
(grasas) o como sustitutos de antibiéticos (Aceites esenciales) (Duncan, 2014). Ambos, han
demostrado capacidad para reducir la metanogénesis en el rumen (Johnson et al., 2002),
aunque se ha determinado que el impacto en la metanogénesis depende del tipo de grasa o
aceite utilizado (Duncan, 2014).

La reduccion de la metanogénesis ocurre de dos maneras: 1) la forma indirecta
donde sobreviene la inhibicion de los protozoarios, reduccion de los enlaces dobles en los
acidos grasos insaturados (competencia por H,) reduccion en la produccion de acetato y
aumento en la produccion de propionato (competencia por H); y 2) la forma directa donde
ocurre intoxicacion de los organismos metanogénicos con los &cidos grasos, al adherirse a

la membrana celular e interrumpir el proceso transporte (Igbal et al., 2008).

Un meta-andlisis de reduccion de metano por suplementacion de grasas, determind
gue la produccion de metano se reduce 2,2%, por cada 1% de grasa, incluido en la dieta.
Beauchemin et al., (2008) reportan reducciones de 5,6% de la produccion ruminal de
metano por cada 1% de grasa en la dieta. También, Mao et al., (2010) sefialan que el uso de
aceite de soya (3% de la dieta en materia seca) redujo la produccién de metano en el

rumen.

De acuerdo a (Woodward et al., 2006), el uso de aceites de pescado y de girasol

permiten la disminucion del 27% de la produccion de metano en el rumen, cuando se utilizan
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dosis de 500g/animal/dia. Asimismo, Grainger y Beauchemin (2011) detectaron reduccion
en la produccion de metano al sustituir granos de cebada por Granos y Solubles de maiz
(DDGS por sus siglas en inglés), asociando la reduccion en la metanogénesis con el mayor

contenido de aceites presentes en los DDGS.

Hook et al., (2010) indican que, cuando se utilizan mezclas de acidos grasos se
obtienen mejores resultados en la reduccién de la produccién de metano en el rumen debido
a un efecto sinérgico entre los acidos, por este motivo es mas efectivo utilizar aceites que
los &cidos grasos aislados, esta afirmacion es respaldada por Martin et al., (2008) quienes
ademas exponen gque la presentacién de la fuente de aceite influye en el resultado de
inhibicién de la metanogénesis. En lo que respecta a los aceites esenciales, estos pueden
reducir la metanogénesis, al suprimir las poblaciones de bacterias gram-positivas
(productores de acetato) (Bouchard, 2011; Li, 2012), lo que disminuye la cantidad de

hidrégeno disponible para los organismos metanogénicos (Hook et al., 2010).

Chung et al., (2011) establecieron que existe interaccion entre la fuente de grasas y
el tipo de forraje, cuando se utilizé6 semillas de linaza, en dietas en base a ensilaje de
cebada, se presentd disminucion de la metanogénesis, sin embargo, no hubo reduccién en
dietas basadas en heno de pasto, esto concuerda con lo reportado por Zhou (2012) quien
sugiere que otras variables como: la transformacién del forraje, la tasa de pasaje por el
rumen asociada al nivel de consumo, poseen un efecto mayor sobre la metanogénesis que

el uso de grasas.

De acuerdo a Bouchard (2011) los aceites esenciales también pueden ejercer un
efecto directo sobre los organismos metanogénicos debido a su poder antimicrobiano
(Manasri et al., 2012; Wanapat et al., 2014), que trabaja de dos maneras: 1) al cambiar la
permeabilidad de la membrana citoplasméatica de las bacterias y 2) mediante el contacto con
sus compuestos activos, principalmente los fendlicos (Tager, 2010). Estos componentes
pueden ser utilizados como extractos o por el uso directo de las partes de las plantas
(Pinski, 2013).

Conforme a lo anterior, en la investigacion de Busquet et al., (2005) citado por
Crawford (2006), se determind que es posible reducir en 73,6% la produccion de metano, al
utilizar aceite esencial de ajo a cuatro niveles de inclusién (3, 30, 300, and 3000 mg/L de
fluido ruminal) en animales que consumen dietas con heno de alfalfa y concentrado en
proporcion 50:50. Por su parte, Tekippe et al., (2011), encontraron que al utilizar 500g/d de

hojas de orégano (Origanum vulgare), se pueden reducir la produccién de metano en 40%,
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comparados con animales que no consumen hojas de orégano en la racion totalmente

mezclada.

También Pinski (2013), obtuvo reduccion en la producciéon de metano in vitro cuando
utilizé aceites de canela (Cinnamomum cassia), clavo de olor (Eugenia caryophyllus), tomillo
(Thymus vulgaris) y anis (lllicium verum), en dosis de 500mg/L de fluido de cultivo. Este
altimo autor indica que diferentes aceites esenciales producen diferentes efectos en la
fermentacion ruminal y por ende en la metanogénesis, tal y como se observa en los

ejemplos citados anteriormente.

2.7.5. Cambios en tipo de carbohidratos

Los carbohidratos son el componente principal de los tejidos vegetales, constituyen
hasta el 70% o mas de la materia seca de los forrajes; ademas, son la principal fuente de
energia para los rumiantes (Church et al., 2003). Los carbohidratos de los tejidos vegetales
se dividen en los que pertenecen a la fibra de la planta (celulosa, hemicelulosa, pectinas y
lignina) y los que no pertenecen a la fibra (azlcares, almidones y &cidos organicos)
(Mertens, 1996). Como se explicé anteriormente, la cantidad de metano producido por los
rumiantes depende de la cantidad de biomasa degradada por la actividad microbiana en el
rumen (Dijkstra et al., 2011). Por lo tanto, la composicion de la dieta, como el consumo del

alimento, son factores que afectan la metanogénesis ruminal (Bernier, 2011).

El uso de dietas con altos contenidos de carbohidratos estructurales; como las
utilizadas en los sistemas de produccion de rumiantes del trépico (Sanchez, 2007);
promueven mayor produccion de CH. en el rumen, debido a que incrementan la
concentracion de acetato y el butirato en el rumen (Jiao et al., 2013). Por el contrario dietas
més abundantes en carbohidratos no estructurales como los almidones (Archimede et al.,
2011) aumentan la sintesis de propionato que compite por el H, con las bacterias

metanogénicas (Moss et al., 2000).

Por esta razén, el uso de dietas donde se utilizan alimentos balanceados
concentrados (> 50% de la materia seca total/dia) puede reducir de forma directa el metano
producido en el rumen, debido a la disminucion en las poblaciones de protozoarios,
reduccion del pH ruminal y alteracion de la relacién acetato:propionato (A:P) (Campabadal,
1999; Hindrichsen et al., 2005; Duncan, 2014). Sin embargo, la alimentacion con granos es
limitada e ignora la importancia de los rumiantes como convertidores de alimentos fibrosos

no aptos para el consumo humano (Grainger y Beauchemin, 2011).
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El utilizar concentrados representa una limitacion econdmica para los sistemas de
produccién en el trépico (Lascano y Céardenas, 2010), y su uso excesivo, sin precaucion,
puede provocar aparicion de enfermedades metabdlicas (Russell y Rychlik, 2001); que
podrian afectar la salud y productividad de los animales. Para Mc Geough et al., (2010) el
uso de almidones para reducir la formacion de metano entérico no debe comprometer el
adecuado desempeiio y salud del animal. Por lo tanto en sistemas de pastoreo se deben
utilizar forrajes con capacidad para reducir la produccién de metano y no incrementar el uso

de alimentos balanceados (Lascano y Cardenas, 2010).

Benchaar et al., (2001) recomiendan que los concentrados deben poseer mayor
contenido de almidones de lenta degradacién en el rumen como el maiz, en lugar de los de
rapida degradacién como la cebada, estos almidones de lenta degradacion escapan de la
fermentacion ruminal y son absorbidos en el intestino delgado, sin embargo para que esta
estrategia sea efectiva los carbohidratos que llegan deben ser absorbidos o de lo contrario,
se fermentaran aumentando la produccion de metano a nivel intestinal (Hoover, 1978; Moss
et al., 2000).

La fibra digestible es considerada como uno de los mayores factores que promueven
la metanogénesis (Moss et al., 2000), sin embargo las dietas altas en azlcares han
demostrado poseer mayor potencial para la produccion de metano, debido a que con un pH
mayor a 6 los azlcares (principalmente sacarosa) son degradados y van a la via del acido
butirico (Hindrichsen et al., 2005), por este motivo el uso de azlcares se considera una
estrategia para reducir la produccion de metano cuando se utilizan dietas que predisponen

un ambiente ruminal 4cido (Dijkstra et al., 2011).

Es posible encontrar diferencias en las emisiones de metano entre fuentes forrajeras.
Segun Kasuya y Takahashi (2010) estas diferencias se deben a los contenidos de celulosa y
hemicelulosa en los forrajes, por lo que sugieren el uso del consumo de fibra detergente
neutro digestible (iIFDNd), como un indicador de consumo de carbohidratos estructurales y
de la metanogénesis. Ademas, conforme los forrajes maduran se reduce la digestibilidad y el
contenido de nitrégeno, pero aumentan los niveles de fibra y lignina; el consumo de estos
forrajes aumenta la relacion acetato:propionato (A:P) en el rumen, situacion que favorece la

produccion de metano por unidad de forraje consumido (Boadi et al., 2002).
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2.7.6. Tipo de conservacién y presentacion del forraje

El efecto de las técnicas de conservacion como el ensilaje, la henificacion y el
henolaje, sobre la metanogénesis ha sido poco documentado, sin embargo se ha
reflexionado que los procesos para la conservacion de los forrajes pueden influir en la
produccién de metano (Benchaar et al., 2001), esto es debido a la concentracion final de

fibra en los forrajes conservados.

De esta manera, los materiales ensilados son menos metanogénicos que los henos o
las pajas, porque durante el proceso del ensilaje la hemicelulosa de la fibra ha sido
degradada por los microorganismos a través de procesos de hidrélisis (McDonald, 1981).
Boadi et al., (2004) reportan disminucion del 33% en la produccion de metano ruminal,
cuando se utilizé ensilado de alfalfa comparado con heno de alfalfa, cortados a la misma
edad.

Ademads, al reducir la concentracion de hemicelulosa se reduce el contenido de FDN
en el forraje, con esto se incrementa la capacidad de consumo del rumiante (Cruz y
Sanchez, 2000), esto coincide con lo publicado por Belyea et al., (1996) quienes estiman el
consumo de materia seca del animal a partir de la concentracion de FDN, al utilizar la
ecuacion CMS (% PV)=120/%FDN, asi conforme se reduce el contenido de fibra en la dieta
mayor es el consumo del rumiante. Este incremento en el consumo favorece la reduccion en
la metanogénesis por un aumento en la tasa de pasaje, lo que reduce la cantidad de
alimento degradado en el rumen (Beauchemin et al., 2008).

Ademads, el tamafio de particula del forraje en la dieta influye de manera positiva con
la produccion de metano, de acuerdo a Shibata and Terada (2010) terneros que fueron
alimentados con heno picado presentaron mayor produccion de metano con respecto a los

que fueron alimentados con heno entero o en fibras largas.

2.7.7. Seleccion de plantas con metabolitos secundarios

Los principales compuestos encontrados en las plantas con capacidad para reducir
las emisiones de metano son: taninos, saponinas y aceites esenciales, tanto los taninos
como los compuestos fendlicos son toxicos para los microorganismos del rumen,
especificamente contra protozoarios ciliados, bacterias fibroliticas y metanogénicos (Archae)

(Lascano y Cardenas, 2010).
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Hook et al., (2010) explican que los taninos actian de dos maneras en el rumen,
reducen la disponibilidad de H. e inhiben la actividad de los microorganismos
metanogénicos. De acuerdo a Goel y Makkar (2012) la efectividad de los taninos, depende
de la concentracién y cantidad de grupos hidroxilo presentes, ademas apuntan que existen
diferencias en el efecto obtenido de acuerdo al tipo de tanino, siendo la via de los taninos
condensados la de la reduccion en la digestion de la fibra (De Oliveira et al., 2007) y la via
de los taninos hidrolizables a través de la inhibicion del crecimiento y actividad de los

microorganismos metanogénicos y los productores de hidrogeno (Bouchard, 2012).

De acuerdo a Puchala et al., (2005) y Waghorn et al., (2002), las leguminosas
tropicales son capaces de reducir la metanogénesis, debido a la concentracion de taninos
en sus tejidos, esto concuerda con las afirmaciones de Archiméde et al., (2011), acerca de
la posibilidad de reducir la metanogénesis, donde reportan mayor capacidad de reducir la
metanogénesis con leguminosas tropicales, que con leguminosas de clima templado, debido

a un menor contenido de taninos en estas Ultimas.

Grainger et al., (2009), detectaron reduccién en la produccién diaria de metano, de
326 g/d a 266 g/d y después a 244 g/d, cuando se aumentd la cantidad de taninos
condensados de Acacia mearnsii, suplementados por dia, en dosis de 0, 163, and 326 g/d,
aunque también se diagnosticaron signos de enfermedad en los animales. Por su parte,
Williams et al., (2011), determinaron que la esparceta (Onobrychis viciifolia) y trébol pata de
pajaro (Lotus corniculatus), poseen mayor contenido de taninos que la alfalfa (Medicago
sativa) y que son capaces de reducir la produccion de metano en rumiantes. Sin embargo, el
uso de taninos involucra la posible reduccion en el contenido de grasa y proteina en la leche
(Chaves et al., 2006).

En cuanto al uso de saponinas, se ha determinado que su efecto en la reduccion de
la metanogénesis esta asociado con la reduccién en las poblaciones de protozoarios, por lo
gue reduce la disponibilidad de H,, para los organismos metanogénicos (Li, 2012 y Wang,
2012), un efecto similar al provocado en la defaunacion, tal y como se explicé en apartados

anteriores.
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3.1. RESUMEN

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de la especie de leguminosa
y la fuente de carbohidratos sobre las caracteristicas fisicas y quimicas del ensilaje de las
mezclas elaboradas a partir de las leguminosas, Arachis pintoi, Vigna unguiculata, Cratylia
argentea y Erythrina poeppigiana, con 4 fuentes de carbohidratos (melaza de cafia de
azucar, pulpa de citricos deshidratada, grano de maiz molido y fruto inmaduro de guineo
cuadrado). Los forrajes fueron cosechados en Upala, Costa Rica, aunque la parte
experimental se desarroll6 en Montes de Oca, Costa Rica. Las mezclas se almacenaron
durante 50 dias en silos de bolsa con capacidad para 5 kg. El experimento se desarroll6
entre 2015 y 2016, este consta de un arreglo factorial 4x4 de 16 tratamientos. Los ensilados
analizados presentaron caracteristicas de olor, color y textura de calidad media a buena. Los
valores de pH fluctuaron entre 4,5 y 5,8, y los valores de nitrégeno amoniacal variaron entre
4,3y 14,6%. Los tratamientos con inclusion de fuentes de almidén y leguminosas arbustivas
presentaron los niveles mas altos (p<0,05) de pH y nitrégeno amoniacal; por lo tanto, fueron
las mezclas ensiladas de menor calidad. La concentracién de los acidos grasos volatiles
varié entre 0,8 y 6,5% MS para el &cido lactico, 2,5y 6,9% MS para el acido acéticoy, 0,1y
1,8% MS para el acido butirico. También se determind alta correlacién (p>0,62) entre la
concentracion de los acidos acético y butirico con el contenido de humedad de las mezclas
sin ensilar, mientras que el acido lactico presentd correlacién alta y negativa (p=-0,74) con la
humedad del forraje, todas las correlaciones fueron significativas p<0,001. Los tratamientos
elaborados a partir de leguminosas arbustivas con azucares o con pectinas presentaron
caracteristicas fisicas y quimicas que los califican como ensilados de calidad media a
buena, mientras que los elaborados a partir de leguminosas de piso y almidones
presentaron caracteristicas fisicas y quimicas que los califican como ensilados de regular a

mala calidad, esto debido a la poca participacion de los almidones en el ensilaje.

Palabras clave: Conservacion de Forrajes, Ensilaje de leguminosas, Aditivos, Nitrégeno

amoniacal.
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3.2. ABSTRACT

Effect of legume species and the source of carbohydrates on physical and chemical
qguality of mixtures for silage. The objective of this experiment was to determine the effect
of the legume species and the carbohydrate source on the physical and chemical
characteristics of silage from mixtures made from the legumes, Arachis pintoi, Vigha
unguiculata, Cratylia argentea and Erythrina poeppigiana, with 4 sources of carbohydrates
(sugar cane molasses, dehydrated citrus pulp, ground corn kernel and immature saba
banana fruit). Forages were harvested in Upala, Costa Rica, although the experimental
component was developed in Montes de Oca, Costa Rica. The blends were stored for 50
days in bag silos of 5 kg. The experiment was developed between 2015 and 2016, this
consists of a 4x4 factorial arrangement with 16 treatments. The silages analyzed had
characteristics of smell, color and texture from medium to good quality. The pH values

fluctuated between 4.5 - 5.8 and the ammonia nitrogen values varied between 4.3 - 14.6%
NH3/TN. Treatments including starch sources and shrub legumes presented the highest
levels of pH and ammonia nitrogen (p<0.05); therefore, they were the lesser quality ensiled
mixtures. The concentration of the volatile fatty acids in the treatments ranged from 0.83 to
6.46% MS for lactic acid, 2.48 - 6.87% MS for acetic acid and 0.13 - 1.79% MS for butyric
acid. A high correlations (p>0.62) was found between acetic and butyric acids concentrations
with moisture content of non ensiled mixtures. On the other hand, lactic acid showed a high
but negative correlation (p=-0.74) with humidity content, all correlations were significant p
<0.001. Treatments made from shrub legumes and sugars or pectins presented physical and
chemical characteristics that qualify them as medium to good silage. While the treatments
elaborated from floor legumes and starches presented physical and chemical characteristics
that qualify them as silage from regulate to poor quality, this due to the little participation of

the starches in the silage.

Keywords: Forage conservation, Legumes silage, Additives, Ammonia nitrogen
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3.3. INTRODUCCION

El ensilaje es una técnica de conservacion de forraje por via humeda, que consiste
en almacenar forrajes en estado verde en ausencia de oxigeno, donde ocurren
transformaciones quimicas y fisicas que definen su calidad (Hiriart, 2008). El ensilaje
permite mantener la disponibilidad del componente forrajero durante la estacion seca o
lluviosa, ademas permite conservar materiales vegetativos como residuos de cosechas,
subproductos agroindustriales, frutos, raices, tubérculos y otros forrajes de uso no

tradicional (LOpez-Herrera et al., 2009).

Este proceso se logra por medio de una fermentacion lactica espontanea inducida
por la microflora epifita en los forrajes, en particular las bacterias productoras de acido
lactico (BPAL) (Davies et al., 1998) bajo condiciones anaerdbicas (Elferink et al., 2005). Este
proceso de fermentacién se ve favorecido por el valor inicial de pH, capacidad buffer del
forraje, temperatura, y los contenidos de bacterias, carbohidratos solubles, materia secay, el

volumen de aire por volumen de material (Moore y Peterson, 1995)

Para la determinacion de la calidad del resultado del ensilaje se pueden utilizar
analisis quimicos y/o fisicos, que involucran el uso de tecnologia o la percepcion sensorial.
Algunos de los andlisis son: pH, Nitrégeno amoniacal (NHs/NT), acidos grasos volatiles y

pruebas sensoriales (Hiriart, 2008), tal como: color, olor y textura (Betancourt et al., 2005).

En los ensilajes de leguminosas se debe considerar que estas plantas poseen mayor
capacidad amortiguadora que las gramineas, por su alto contenido de proteina (Moore y
Peterson, 1995), lo que obliga a reforzar el contenido de carbohidratos disponibles para las
BPAL; esto permite optimizar el proceso de ensilaje, por una rapida reduccion del pH (Giger-
Reverdin et al., 2002). Esto coincide con lo publicado por Playne y McDonald, (1966)
quienes indican que la capacidad amortiguadora de los forrajes es influenciada por el

contenido de proteina de la planta, la fibra y los aniones.

Otras investigaciones han determinado que es posible obtener ensilados de calidad a partir
de leguminosas, siempre y cuando haya adecuada concentracion de carbohidratos en la
mezcla forrajera (McDonald, 1981). Castillo et al., (2009) determinaron valores de pH entre
3,1 y 3,6 y, concentraciones de nitrdgeno amoniacal entre 2,5 y 3,9% en ensilados
elaborados con Vigna radiata y maiz. Por su parte, Tobia et al., (2008) quienes analizaron
ensilados de soya, obtuvieron valores entre 4,0 y 5,9 para el pH, 6,0 y 21,1% nitrdgeno
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amoniacal y 4,4 y 6,6% MS de &cido lactico, donde los mejores valores de cada variable

coinciden con el mayor aporte de melaza de cafia de azUcar.

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de la especie de leguminosa
y la fuente de carbohidratos en las caracteristicas fisicas y quimicas de los ensilados
obtenidos a partir de mezclas forrajeras de cuatro especies de leguminosas y cuatro fuentes

de carbohidratos.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Ubicacién del experimento

La parte experimental se llevd a cabo en el Campus Rodrigo Facio de la Universidad
de Costa Rica, ubicado en San Pedro de Montes de Oca donde se localizan los laboratorios
de Centro de Investigaciones en Nutricion Animal (CINA) lugar donde también se realizaron

los analisis de las caracteristicas organolépticas y de los parametros quimicos.

3.4.2. Forrajes y fuentes de carbohidratos utilizadas

Los forrajes para el experimento fueron obtenidos de la finca Agroecoldgica Vocaré
ubicada en el cantén de Upala a 180 msnm, con precipitacion y temperatura promedio anual
de 2500 mm 25 °C respectivamente.

Las leguminosas se cosecharon de acuerdo al tipo de forraje (herbaceo o arbustivo),
Las edades de corte que se utilizaron fueron: Vigna radiata (40 dias), Arachis pintoi (40
dias), Cratylia argentea (75 dias) y Erythrina poeppigiana (75 dias). de manera que no
fueran muy maduros con alto contenido de fibra y lignina. Las especies arbustivas fueron
cosechadas a 1,20m de altura, mientras que las leguminosas herbaceas fueron cosechadas

al nive de suelo.

Los niveles de inclusién de las fuentes de carbohidratos fueron: melaza 6,3% p/p,
pulpa de citricos deshidratada (PCD) 8,4% p/p, maiz molido 6,4% p/p vy, fruto inmaduro de
guineo cuadrado 6,7% p/p, de manera que proveyeran 5% del total de carbohidratos no
fibrosos de la mezcla. El 5% restante para alcanzar el 10 — 15% de carbohidratos no
fibrosos, fue aportado por las leguminosas. El fruto inmaduro de guineo cuadrado se

encontraba en estado inmaduro y completamente engrosado al momento de la cosecha.
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3.4.3. Disefio experimental y tratamientos

El experimento constdé de un disefio factorial completamente aleatorizado (4x4), con
4 fuentes de carbohidratos (melaza de cafia de azlcar, pulpa de citricos deshidratada, maiz
molido vy, fruto de guineo cuadrado) y 4 especies leguminosas (Vigna radiata, Arachis pintoi,
Cratylia argéntea y Erythrina poeppigiana), para un total de 16 tratamientos. Todos los
tratamientos se uniformizaron con 10 % de carbohidratos no fibrosos, para asegurar
adecuada fermentacion de acuerdo a lo planteado por Vargas, (1979) e Hiriart, (2008).
Ademas, se les agreg6 inéculo bacterial artesanal (elaborado por fermentacion anaerébica
durante 30 dias, a partir de suero de leche, leche y melaza — Lactobacillus 1,0 x 10°
UFC/mL) (1L/tonelada) con base en el peso en fresco; para todos los tratamientos. Cada
tratamiento fue repetido 4 veces para un total de 64 microsilos, ademas cada bolsa se

consider6 como una unidad experimental.

3.4.4. Procedimiento experimental

El proceso de ensilaje se realiz6 mediante la técnica de microsilos, para este fin se
utilizé bolsas de polietileno para empaque al vacio con capacidad para 5 kg y con un grosor
de 0,0063 mm, cada bolsa se llené con 4 kg de mezcla para ensilar. De cada bolsa se
extrajo una muestra en fresco que fue colocada en una bolsa plastica y transportada en

hielera para ser analizada en el CINA.

El material una vez depositado y compactado a mano, se extrajo el aire a fondo
mediante una aspiradora. Posterior a la eliminacion del oxigeno, las bolsas se sellaron con
cinta plastica adhesiva y se colocaron en condiciones de laboratorio (25°C, 75% humedad
relativa, aproximadamente) por 50 dias, donde estuvieran protegidas del ataque de aves,

roedores o labores rutinarias que podrian perjudicar el proceso de ensilaje.

3.4.5. Variables a evaluar

La muestra sin ensilar fue ingresada al CINA para determinar el contenido de materia
seca mediante la metodologia descrita en el manual de la AOAC (1998). A los 50 dias de
fermentacion se realizo la apertura de los silos, de cada bolsa se tomé 1 kg de mezcla
ensilada para determinar las caracteristicas organolépticas del material, utilizando los
indicadores planteados por Betancourt et al., (2005), para color, olor y textura, ademés se
utilizé una escala de graduacién donde el color se calificé de la siguiente manera: O=negro,

1=pardo, 2=verde pardo, 3=verde oscuro y 4= verde olivo. El olor se califico de acuerdo a la
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escala: O=butirico, 1=acético fuerte, 2=acético leve, 3=lactico. Finalmente, la textura se

calificé con la escala: 0=mucilago, 1=suave, 2=medio, 3=firme y consistente.

El material restante se utilizO para determinar la concentracion de nitrdgeno
amoniacal mediante la metodologia empleada por Tobia, (2004) y el pH fue medido
utilizando un potencibmetro de hidrégeno. Para la determinacion de los acidos grasos
volétiles, se utilizo la técnica descrita por Canale et al., (1984) de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién (HPLC) con un equipo Agilent Technologies modelo 1260 Infinity con una

columna Agilent Hi-Plex H.

3.4.5. Andlisis de la informacién

El analisis de la informacién se realizé con un Modelo ANOVA de INFOSTAT vy por
medio de contrastes ortogonales (Di Rienzo et al.,, 2015) considerando como efectos
principales: la fuente de carbohidratos (C), la especie de leguminosa (L) y la interaccion de
todas las fuentes principales (L*C). Para el andlisis de la evaluacién organoléptica se utilizé
la prueba de Kruskal Wallis para analisis de la varianza no paramétrica con un nivel de
confianza de 95%. También se realizé un analisis de correlacion de Pearson entre todas las
variables de evaluacién organolépticas, de fermentacion y el contenido de humedad del
ensilado. Finalmente, para la comparacion entre medias de los tratamientos se utilizo la

prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%.
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3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1. Caracteristicas organolépticas de los materiales ensilados

3.5.1.1. Color

El color de los materiales ensilados fue afectado (p<0,0001) por la interaccion entre
la especie de leguminosa y la fuente de carbohidratos agregado (Cuadro 1). Todos los
tratamientos presentaron coloraciones mayores al grado 3 en la escala de graduacion
utilizada, es decir colores verdes. Sélo los tratamientos donde se combiné Arachis, con fruto
de guineo, pulpa de citricos deshidratada o maiz; la escala de color present6 una calificacion

menor a 3, es decir colores pardos 0 negros.

Cuadro 1. Indicadores organolépticos del ensilado de mezclas de leguminosas con
diferentes fuentes de carbohidratos. San José, Costa Rica. 2016.

Leguminosa CHO* Color*** Olor Textura
Melaza 3,3° 1,83 3,0°
Vigna PCD** 3,0° 1,38c 1,08
Maiz 3,0° 1,08 2,0°
Guineo 3,5° 0,52 1,02
Melaza 3,0° 1,330 2,0°
Arachis PCD 1,02 2,030 2,0°
Maiz 2,8° 1,53 2,0°
Guineo 0,02 1,02 1,08
Melaza 4,0° 3,0° 3,0°
Cratylia PCD 4,0° 3,0° 3,0°
Maiz 3,0° 2,5k 3,0°
Guineo 3,3° 2,7 3,0°
Melaza 4,0° 1,02 3,0°
: PCD 4,0° 3,0° 3,0°
Erythrina Maiz 4,07 2,8 3,0°
Guineo 4,0° 2,5 3,0°

L*C (Kruskal Wallis) <0,0001 <0,0001 <0,0001

* Fuente de carbohidratos

** Pulpa de citricos deshidratada

****Color: O=negro, 1=pardo, 2=verde pardo, 3=verde oscuro y 4= verde olivo.
Olor: O=butirico, 1=acético fuerte, 2=acético leve, 3=lactico
Textura: O=mucilago, 1=suave, 2=medio, 3=firme y consistente

Letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0,05)

De acuerdo a Betancourt et al., (2005) e Hiriart, (2008), la coloraciéon de un ensilado
puede indicar el tipo de proceso que se desarrollo en el silo, aunque siempre se espera un
cambio de color en los materiales conservados. Se espera que ensilados donde ocurren

adecuados procesos de ensilaje, posean coloraciones desde verde amarillento hasta verde
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pardo, debido a que los acidos organicos actian sobre la clorofila, la cual pierde su

magnesio, por lo que tiende a colores pardos o dorados.

Al contrario, materiales con coloraciones oscuras 0 hegro se relacionan a procesos
de ensilaje donde ocurre fuerte oxidacién de los forrajes, debido a poca compactacion del
material y a la elevacion de la temperatura en el silo, por lo que ocurre carbonizacién de los
compuestos organicos del forraje. De esta manera, estos colores oscuros se relacionan a
ensilados de mala calidad, ya que los carbohidratos mas disponibles han sido oxidados en el

proceso de fermentacion.

Los colores obtenidos en esta investigacién son similares a los conseguidos por Van
Man y Wiktorsson (2002) con ensilados de Gliricidia sepium, con diferentes niveles de
inclusiébn de melaza, ademas fueron similares a los determinados por Elizondo-Salazar y
Campos-Granados (2014), con ensilados de cascaras de pifia con heno y urea, también
fueron similares a los resultados obtenidos por Lopez-Herrera et al.,, (2009) quienes
trabajaron con ensilados utilizando pulpa de citricos deshidratada como material absorbente
de humedad.

3.5.1.2. Olor

Esta variable fue afectada (p<0,01) por la especie de leguminosa forrajera en el silo
(Cuadro 1). La fuente de carbohidratos no tuvo efecto sobre el olor del silo, de acuerdo a la
escala utilizada, sin embargo, los tratamientos con inclusion de pulpa de citricos
deshidratada presentaron un leve olor a naranja, esto coincide con lo encontrado en el
trabajo de Lopez-Herrera et al., (2009) quienes trabajaron con ensilados utilizando pulpa de

citricos deshidratada como material absorbente de humedad.

El olor es una caracteristica organoléptica que permite conocer el desarrollo del
ensilaje, ya que depende de la concentracion y tipo de &cidos organicos que se hayan
producido durante el ensilaje (Adesogan, 2006). Se espera que durante la fermentacién se
produzcan todo tipo de &cidos organicos, aunque es deseable que sea mayor la
concentracién de acido lactico o al menos que el 4cido butirico esté ausente (Betancourt et
al. 2005). Los olores dulces son propios de los procesos donde hubo formaciéon de acido
lactico, sin embargo, también pueden ser obtenidos cuando ocurre fermentacion alcohdlica
producto del metabolismo de levaduras (Driehuis y van Wikselaar, 2000), esto se debe a
gue el alcohol se une a los acidos organicos y forma ésteres de olor agradable (Hiriart,
2008).
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Por otra parte, olores desagradables y a putrefaccion son propios de materiales de
mala calidad, donde se ha generado &cido butirico (Betancourt et al., 2005). Los silos donde
se obtienen valores de pH mayor a 4,4 generalmente muestran mayores concentraciones de
acido butirico, debido a mayor actividad de bacterias clostridiales, las cuales reducen la
calidad del forraje conservado ya que aumentan las pérdidas de materia seca y de proteina
en el ensilado (Adesogan, 2006). Ademas, aumenta la concentracion de nitrégeno
amoniacal (Mc Donald, 1981).

Los tratamientos donde se utilizaron especies arbustivas o arbéreas presentaron
olores mas dulces o con poco olor acético, mientras que los tratamientos donde se utilizaron
leguminosas herbaceas tendieron a presentar olor acético, donde los tratamientos
elaborados a partir de Vigna fueron los de mayor olor acético. De acuerdo a Kung y Shaver
(2001) olores muy fuertes a acido acético se relacionan a concentraciones entre 5y 6% MS
de acido acético en el ensilado, lo que puede provocar rechazo del material, lo que reduce el
consumo voluntario del animal. Solamente el tratamiento Vigna-Guineo presentd olor

butirico o a material descompuesto.

3.5.1.3. Textura

Esta variable fue afectada (p<0,05) por los efectos individuales de la especie de
leguminosa forrajera y la fuente de carbohidratos utilizada en la mezcla ensilada (Cuadro 1).
Se detecto alta correlacion (p=0,70) entre el olor y la textura de los materiales, no asi con el
color de los ensilados, de esta manera un ensilado que presenta buen olor, presentard muy
buena textura, mientras que materiales con mal olor, asociado a produccion de &acido
butirico se correlaciona con ensilados con texturas pegajosas y mucilaginosas. Al igual que
con el olor, los tratamientos donde se utilizaron especies arbustivas o arbéreas presentaron
mejor textura que los tratamientos donde se utilizaron leguminosas herbaceas, ya que estas

ultimas presentan en promedio textura suave a media.

Los tratamientos donde se utilizd6 melaza como fuente de carbohidratos, fueron los
que presentaron mejor textura, mientras que en los que se utilizé fruto de guineo cuadrado
se obtuvo la textura menos aceptable. A pesar de esto, todos los tratamientos presentaron
texturas entre media a buena, lo que los clasifica como ensilajes de excelente a buena
calidad (Betancourt et al., 2005).
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3.5.2. Caracteristicas quimicas del ensilaje

3.5.2.1. Potencial de hidrogeno (pH):

El grado de acidificacion del ensilaje fue afectado por el tipo de carbohidrato

agregado a la mezcla ensilada (Cuadro 2). De esta manera las mezclas que contienen

carbohidratos mas disponibles como la melaza, presentaron niveles de pH menores (p<0,05)

con respecto a los tratamientos donde se utilizd fuentes de carbohidratos en forma de

almidones, ademas, los tratamientos con inclusion de fruto de guineo cuadrado, presentaron

niveles de pH mayores (p<0,05), esto puede ser debido a la disponibilidad de los

carbohidratos presentes en el almidén al momento del inicio del proceso de ensilaje.

Cuadro 2. Valores de pH y nitrdgeno amoniacal (NHs/NT) de las mezclas de leguminosas
con diferentes fuentes de carbohidratos, a 50 dias de fermentacién y materia seca (MS)
antes del ensilaje. San José, Costa Rica. 2016.

Leguminosa CHO* pH N'E'(;(/)')\IT %IA)S)
Melaza 452 4,32 13,52
Vigna PCD** 5,4¢ 11,7¢ 17,3°
Maiz 4,9° 6,4° 13,12
Guineo 5,4¢ 14,6° 10,92
Melaza 4,72 4,92 13,32
Arachis PCD 4,9° 8,5° 17,9°
Maiz 5,1° 7,8° 14,92
Guineo 5,1° 11,9¢ 11,72
Melaza 4,82 7,8° 20,7°
Cratylia PCD 5,0° 9,1° 21,6°
Maiz 5,8¢ 12,3¢ 19,5
Guineo 5,8¢ 10,7°¢ 19,1°
Melaza 4,52 4,72 20,0°
. PCD 4,72 6,6° 22,2°
Erythrina Maiz 5,10 10,0° 18,3°
Guineo 5,20 10,7°¢ 17,3°
Leguminosa (L) <0,0001 0,0050 <0,0001
Tipo de carbohidrato (C) <0,0001 <0,0001 <0,0001
LxC 0,0014 <0,0001 -
E.E.*** 0,1 0,8 1,1

* Fuente de carbohidratos

** Pylpa de citricos deshidratada

*** Error estandar

Letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0,05)

Los valores obtenidos en los tratamientos con melaza, son aceptables cuando se

trabaja con materiales con bajo contenido de materia seca (< 20% MS) (McDonald, 1981),

mientras el resto de los tratamientos presentd valores de pH que permiten la proliferacion de

bacterias clostridiales, mohos y levaduras que reducen la calidad organoléptica y nutricional
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del material conservado (Moore y Peterson, 1995). En complemento a lo anterior Kung y
Shaver, (2001) indican que al ensilar forrajes de leguminosas con contenidos de materia
seca menores a 30%, se obtienen valores de pH 4,6 — 4,8, que permiten procesos de
fermentacion clostridial; lo que sugiere que en todos los tratamientos pudo ocurrir pérdidas y

degradaciéon de nutrimentos, que afecten la calidad nutricional final del ensilado.

El aumento en el valor de pH final en los tratamientos ensilados con fuentes como el
maiz, la pulpa de citricos y el fruto de guineo cuadrado, puede ser debido a los
carbohidratos agregados a la mezcla, es decir que, a pesar de uniformizar todos los
tratamientos con Unico nivel de CNF, se debe considerar la fuente de carbohidratos
dominante en los aditivos utilizados, ya que fuentes con menos contenidos de azlcares y

mayor concentracion de almidones no permiten adecuada conservacion de los forrajes.

Esto concuerda con lo publicado por Rojas, (1985) quien sefala que la acidificacion
durante el proceso de ensilaje inactiva las amilasas bacterianas, por tal motivo, los
almidones no son aprovechados por las bacterias y por lo tanto no participan en el proceso
de ensilaje. Por su parte, Jones, (1988) afirma que fue posible recuperar 90 — 100% del
almidén de cebada y avena, adicionado a ensilados de pasto ryegrass (Lolium sp.). Ademas,
Muilhbach (2001) sefiala que cuando se utiliz6 maiz como fuente de carbohidratos (5 —
10%p/p) en mezclas para ensilaje de pasto estrella africana (Cynodon nlemfuensis) y
Desmodium uncinatum fue posible mantener adecuada fermentacion en el silo hasta con
30% de leguminosa en la mezcla.l Ademas, indica que al utilizar niveles mayores a 30% de
leguminosa, se debe complementar la mezcla con melazas para obtener una fermentacion

adecuada.

De esta manera, los valores de pH obtenidos en esta investigacion son similares a
los publicados por Tobia et al., (2008) (4,01 — 5,81) con ensilajes de soya sin adicion de
lactobacillus. Pero mayores a los valores reportados por Mustafa y Seguin, (2003) (3,85 —
4,3) con ensilajes de Guisante (Pisum sativum), Haba (Vicia faba) y Soya (Glicine max), a
los 45 dias de ensilaje. También fueron mayores a los valores publicados en el trabajo de
Krizsan y Randby, (2007) en ensilados de pastos de clima templado, salvo los tratamientos
donde se utilizé melaza como fuente de carbohidratos, ya que estos presentaron valores
similares. Estas diferencias se deben al bajo contenido de azucares solubles en la pulpa de
citricos, y a la baja participacién de los almidones como fuente de energia en el proceso de

ensilaje.
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3.5.2.2. Nitrogeno amoniacal (NHs/NT):

Al igual que con el pH, la fuente de carbohidratos genero diferencias (p<0,05) en la
concentracion de nitrégeno amoniacal de los tratamientos ensilados. También la especie de
leguminosa gener6 diferencias (p<0,05) en la concentracién de nitrdgeno amoniacal
(Cuadro 2). Los tratamientos donde se utiliz6 melaza, presentaron menores concentraciones
de nitrdgeno amoniacal debido a mayor acidificacion durante el ensilaje. Al no acidificar el
medio dentro del silo, aumenta la proliferacion de bacterias, como las enterobacterias, cuyas
proteasas degradan las proteinas mediante el proceso de desaminacién. En esta
investigacion se detectd correlacion positiva (p=0,70), entre la variable de pH y la
concentracién de nitrbgeno amoniacal, situaciéon que refuerza la necesidad de disminuir el
pH, para evitar pérdidas de calidad del material forrajero; lo anterior coincide con los

hallazgos realizados en el trabajo de Fransen y Strubi, (1998).

En lo que respecta a la especie de leguminosa, las diferencias tienen su origen en el
contenido de humedad de la mezcla al inicio del ensilaje. De acuerdo a Hiriart, (2008)
materiales con alto contenido de humedad (> 80%), poseen mayores concentraciones de
nitrogeno amoniacal. De igual manera en esta investigacion fue posible correlacionar
(p=0,75) de manera significativa (p<0,001) el contenido de humedad y la concentracién de
nitrégeno amoniacal, esto coincide con lo reportados por Kung y Shaver, (2001) quienes
sefialan que ensilajes de forrajes con alto contenido de humedad (<30% MS), como los
obtenidos en esta investigacion (Cuadro 2), presentan mayores concentraciones de
nitrdgeno amoniacal debido a potenciales fermentaciones clostridiales; debido a esto son
necesarias medidas que permitan aumentar el contenido de materia seca en las mezclas

donde se utilicen estos forrajes.

Fransen y Strubi, (1998) obtuvieron concentraciones menores de nitrégeno
amoniacal utilizando diferentes materiales absorbentes de humedad, ademas Lépez-Herrera
et al., (2009) (2,36 — 3,27%) y Lbépez-Herrera et al., (2015) (1,70 — 6,40%) indican que,
cuando se utilizan aditivos con baja concentraciéon de humedad, como la pulpa de citricos y
el heno, se reducen las pérdidas por nitrdgeno amoniacal en el silo. A pesar de esto, se
debe considerar la fuente de carbohidratos utilizada, la cantidad de carbohidrato agregado,
la capacidad amortiguadora de las leguminosas y el contenido de humedad de la mezcla al
inicio del proceso de ensilaje, motivo por el cual los valores obtenidos fueron mayores a los

reportados en los trabajos citados anteriormente.
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3.5.2.3. Acidos organicos de los ensilados

Todos los acidos organicos fueron afectados de manera significativa (p<0,05) por la
interaccion entre la especie de leguminosa y la fuente de carbohidratos, a excepcion del
acido propiénico que soélo presenta diferencias significativas (p<0,05) provocadas por la

especie de leguminosa (Cuadro 3).

Cuadro 3. Concentracion de acidos organicos, en las mezclas de leguminosas con
diferentes fuentes de carbohidratos, a 50 dias de fermentacién. San José, Costa Rica. 2016.

Leguminosa CHO* Lactico Acético Butirico Propidnico
(%MS) (%MS) (%MS) (%MS)
Melaza 4,1° 4,3b 0,52 0,6°
Vigna PCD 0,82 6,3° 1,2° 0,5°
Maiz 1,32 4.,4° 0,82 0,6°
Guineo 0,82 6,4° 1,8° 0,6°
Melaza 1,42 5,1° 0,72 0,5°
Arachis PCD 1,42 4,9b 1,3° 0,32
Maiz 2,08 5,6° 1,2° 0,5°
Guineo 0,92 6,9¢ 1,5° 0,5°
Melaza 6,5° 2,52 0,12 0,32
Cratylia PCD 6,2° 2,82 0,22 0,32
Maiz 4,4° 4,1° 0,32 0,32
Guineo 3,3° 4,9° 0,32 0,32
Melaza 5,4¢ 4,5b 0,32 0,42
Erythrina PCD 5,0¢ 4,0° 0,12 0,32
Maiz 3,8° 4,2b 0,12 0,32
Guineo 2,42 4,9° 0,3? 0,5°
Leguminosa (L) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tipo de carbohidrato (C) <0,0001 <0,0001 0,0049 -
L*C 0,0001 <0,0001 <0,0001 -
E.E.** 0,41 0,30 0,16 0,06
Letras distintas en la misma columna son diferentes (p<0,05)

* Fuente de carbohidratos
** Pulpa de citricos deshidratada
*** Error estandar

Las diferencias en las concentraciones de acidos organicos entre especies de
leguminosas se derivan de la cantidad de humedad en el forraje. En esta investigacion se
determinaron correlaciones medias y altas entre el contenido de humedad del forraje y la
concentracion de los acidos organicos en el ensilado, asi, el acido acético, el acido butirico y
el acido propionico presentaron correlaciones positivas (p=0,70, p=0,62 y p=0,65,
respectivamente), mientras que el acido lactico presento correlacion negativa (p=-0,74). Esto

concuerda con los hallazgos de otras investigaciones donde se recomienda que los forrajes
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altos en humedad deben recibir un proceso de pérdida de agua antes del proceso de
ensilaje (Muck y Shinners, 2001; Han et al., 2006).

También se determinaron correlaciones negativas entre acidos, entonces, conforme
aumenta la concentracién del acido acético, disminuye la concentracién del acido lactico
(p=-0,73) y cuando aumenta la cantidad de acido butirico en el silo, se reduce la cantidad de
acido lactico (p=-0,70). Esto coincide con lo publicado en McDonald (1981) e Hiriart (2008),
quienes indican que, durante el ensilaje, la cantidad y el tipo de &cidos organicos producidos
dependen de las poblaciones de bacterias presentes en el silo y que esto a su vez esta

determinado por la capacidad de acidificacion de los acidos producidos.

De acuerdo al andlisis de contrastes, con respecto al &cido lactico el promedio
producido por los tratamientos elaborados con leguminosas arbustivas fue mayor (p<0,001)
con respecto al de los tratamientos elaborados con leguminosas herbaceas (Figura 1). Esto
ese debe a que las leguminosas arbustivas poseen mayor contenido de materia seca, lo que
favorece el crecimiento y actividad de las BPAL, situacién que propicia la acidificacion
dentro del silo, que asegura un forraje de buena calidad (Kung y Shaver, 2001). A su vez, se
determiné que en promedio, los tratamientos elaborados con Cratylia exhibi6 mayor
produccion de &cido lactico en comparacion al de los ensilados de Erythrina. Esto puede ser
debido al efecto de los carbohidratos solubles en el forraje, ya que no hay diferencias en el

contenido de materia seca entre los tratamientos elaborados con estas leguminosas.
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Figura 1. Proporciones de cada acido organico en las mezclas de leguminosas con
diferentes fuentes de carbohidratos, a 50 dias de fermentacion. San José, Costa Rica. 2016.
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En cuanto al efecto de la fuente de carbohidratos, se comprobé que en promedio los
tratamientos donde se utilizd6 melaza, presentaron las mayores producciones (p<0,001) de
acido lactico, en comparacién con el promedio de los tratamientos elaborados con otras
fuentes de carbohidratos. También se determindé que en promedio, los tratamientos con
pulpa de citricos deshidratada fueron los que registraron la segunda mejor produccion de
acido lactico, con respecto al promedio de los tratamientos en los que se utilizaron fuentes
almidonosas (p<0,001). Esto sugiere que hubo poca participacion de los almidones como
sustrato para las BPAL, de manera que el promedio de produccién de acido lactico para el

maiz y el fruto de guineo cuadrado es el mas bajo.

Finalmente, en el caso de la produccion de acido lactico esta fue mayor (1%,
p<0,001) en los tratamientos donde se utiliz6 maiz y en los que se utilizé fruto de guineo
cuadrado. Estas diferencias son debidas a la disponibilidad y velocidad con que las
bacterias pueden convertir los carbohidratos en acidos organicos y de esta manera,
acidificar el medio para asegurar la conservacion de la calidad del forraje (Jones, 1988;
Yang et al., 2006).

En promedio por especie de leguminosa y por fuente de carbohidrato los valores de
acido lactico obtenidos en esta investigacion fueron menores a los conseguidos por Fransen
y Strubi (1998) (5,52 — 6,12 %MS), aunque similares a los reportados por Kung Jr et al.,
(2003) (3,61 — 4,45 %MS) con ensilados de alfalfa. Sin embargo, fueron menores a los
valores encontrados por Van Man y Wiktorsson (2002) (9,9 — 9,9 %MS). Estas diferencias se
deben al contenido de materia seca de los forrajes y el contenido de azlcares solubles en la
mezcla, los cuales pueden aumentar o deprimir la produccion del acido lactico en el silo, tal

y como se coment6 con anterioridad.

La produccion de &cido acético y &cido butirico aumenta cuando no se dan las
condiciones favorables para la produccion de &cido lactico (McDonald 1981). Asi, el
promedio de produccion de los &cidos acético y butirico en los tratamientos elaborados con
leguminosas herbaceas fue mayor (p<0,01) que en el promedio de los tratamientos
elaborados con leguminosas arbustivas. No obstante, no de determiné diferencias entre los
promedios de los tratamientos elaborados con leguminosas herbaceas. Ademas, la
concentracion de estos acidos aumenta cuando se utilizan fuentes de carbohidratos

almidonosas (Figura 1).
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Todos los tratamientos a excepcion de Cratylia-melaza y Cratylia-PCD presentan
contenidos de &cido acético y butirico mayores a los reportados en el trabajo de Betancourt
et al., (2005), considerados como ideales para ensilados de leguminosas de buena calidad.
Esto puede ser debido al contenido de humedad en los forrajes, junto al efecto de la fuente
de carbohidratos, lo que predispone mayores poblaciones de bacterias heterofermentativas
que producen mas cantidad de &cido acético, lo que reduce la calidad del proceso
fermentativo (Elferink et al., 2005) y podria deprimir el consumo del ensilado cuando su
concentracién es mayor al 6% (Kung y Shaver, 2001); como ocurre con los tratamientos

elaborados a partir de Vigna y Arachis, con guineo cuadrado como fuente de carbohidratos.

En cuanto al contenido de acido butirico, los tratamientos elaborados a partir de
leguminosas herbaceas, fueron los que presentaron mayor concentracion de este acido y
sobre todo, los tratamientos donde se utilizaron almidones como aditivos; en estos
tratamientos el coeficiente de correlacion entre el contenido de acido butirico y la cantidad
de nitrdgeno amoniacal present6 valores positivos p=0,69 (p<0,001), lo que sugiere malos
procesos de conservacion en el silo. Por este motivo no se deben utilizar estas mezclas en
animales ya que se puede afectar negativamente su salud. De acuerdo a Cook et al., (2006)
el consumo de ensilados con alta concentracion de &cido butirico puede predisponer la
aparicion de cetosis tipo tres en cualquier momento de la lactancia temprana en vacas

lecheras, por un aumento en la cantidad de BHB (beta-hidroxibutirato) en sangre.

3.6. CONCLUSIONES

Los ensilados de leguminosas con diferentes fuentes de carbohidratos presentaron
caracteristicas organolépticas de calidad media a buena, estas diferencias fueron originadas
por el grado de compactacion del material, el contenido de materia seca y la capacidad
amortiguadora de cada especie de leguminosa, ademas de la fuente de carbohidratos

utilizada en la mezcla forrajera.

Los valores de pH y nitrdgeno amoniacal presentaron niveles aceptables para
ensilados tropicales, en especial cuando se utilizé melaza como fuente de carbohidratos,
esto debido a su alto contenido de azucares solubles (46% MS). Sin embargo, cuando se
utilizé maiz y fruto de guineo cuadrado se detectaron los valores mas elevados para estas
variables, lo que presume pérdida de calidad en el forraje conservado. También se
determinaron diferencias entre maiz y guineo cuadrado debido a que el maiz en grano

posee aproximadamente 1,7% MS de azUcares, que pueden actuar durante el ensilaje, caso
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contrario del fruto de guineo cuadrado que es solo almidon cuando esta en estado inmaduro,

tal y como se utilizé en este experimento.

La concentracion de acidos organicos en el ensilado esta relacionada con los valores
de pH y la concentracién de nitrégeno amoniacal en los ensilados, por lo que son afectados
por el contenido de materia seca, la capacidad amortiguadora del forraje y la concentracion
de carbohidratos solubles en la mezcla forrajera antes del ensilaje. De esta manera, cuando
se utilizd6 melaza en la mezcla para ensilaje se propicioé la produccion de &cido lactico, en
detrimento de la concentracion de los acidos acético y butirico. Al utilizar fruto de guineo
cuadrado inmaduro se obtuvo menor produccién de acido lactico y se incrementd la sintesis
de los acidos acético y butirico; el primero puede afectar el consumo voluntario del ensilado

y el segundo provoca pérdidas de calidad en el material por descomposicion.
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CAPITULO 4. EFECTO DE LA ESPECIE LEGUMINOSA, LA FUENTE DE
CARBOHIDRATOS Y EL ENSILAJE EN EL VALOR NUTRICIONAL DE MEZCLAS
FORRAJERAS

4.1. RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar las caracteristicas nutricionales de
mezclas frescas y ensiladas elaboradas a partir de leguminosas y cuatro fuentes de
carbohidratos. los forrajes fueron cosechados en Upala, Costa Rica El experimento fue
realizado entre 2015 y 2016, , Los forrajes fueron picados para obtener particulas promedio
de 3 cm, y colocadas en bolsas de empaque al vacio, con capacidad para 5 kg ahi se
combinaron en un arreglo mutifactorial 4x4x2, cuatro especies de leguminosas (Vigna
unguiculata, Arachis pintoi, Cratylia argentea, Erythrina poeppigiana), 4 fuentes de
carbohidratos (melaza de cafia de azucar, pulpa de citricos deshidratada, maiz molido y
fruto inmaduro de guineo cuadrado) y dos formas de procesamiento del forraje (fresco,
ensilado), para un total de 32 tratamientos. A todos los tratamientos se les agreg6 indculo
bacterial artesanal (1 L/t). la parte experimental se desarroll6 en Montes de Oca. Las
leguminosas arbustivas frescas y ensiladas presentaron en promedio 6,6 % mas de materia
seca, 8,5 % mas de FDN y 4,6 % de FDA; que las leguminosas herbaceas, esto debido al
efecto de edad del forraje. También se determiné que existen diferencias significativas entre
el material fresco y el ensilado, asi la materia seca se reduce 4,2%, debido a retencién de
los efluentes en el silo, mientras la hemicelulosa y la celulosa se reducen 32% y 14,1%;
respectivamente, por la actividad de los microorganismos durante el ensilaje. El contenido
de proteina cruda se reduce 3,6% debido a pérdidas en forma de nitrégeno amoniacal al
pasar de material fresco a ensilado. No obstante, la concentracion de CNF aumenta 29,5%
debido a la reduccion de la proteina y fibra lo que afecta la estimacién de esta fraccion.
También el TND aumenta al pasar de fresco a ensilado, sin embargo el cambio no resulta
importante ya que el valor de lignina se mantiene constante. Se estimé que los materiales
ensilados permiten la produccién diaria de 1,3 kg leche/vaca, al consumir 5 kg material

verde (MV)/animal/dia y 4,0 kg leche /vaca, al consumir 15 kg MV/animal/dia.

Palabras clave: conservacion de forrajes, forrajes tropicales, aditivos, nutricion animal
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4.2. ABSTRACT

Effect of the legume species, the source of carbohydrates and the forage
process in the nutritional value of silage mixtures. The objective of this research was to
determine the nutritional value of fresh and silage mixtures made with legumes and four
sources of carbohydrates. The experiment was carried out between 2015 and 2016, the
forages were harvested in Upala, Costa Rica, however the experimental part was developed
in Montes de Oca, Costa Rica. The forages were chopped to obtain a particle size of 3 cm,
and placed in vacuum packing bags, with capacity for 5 kg, there were combined in a 4x4x2
mutifactorial arrangement with four legume species (Vigna unguiculata, Arachis pintoi,
Cratylia argentea, Erythrina poeppigiana), 4 carbohydrate sources (sugar cane molasses,
dehydrated citrus pulp, ground corn, and immature saba banana fruit) and two forms of
forage processing (fresh, ensiled) for 32 treatments. Bacterial inoculum (1 L / t) was added to
all treatments. Fresh and silage shrub legumes showed an average of 6.6 % more dry
matter, 8.5 % more NDF and 4.6 % of FDA than herbaceous legumes, this due to an age
effect of forage. It was also determined that there are differences between the fresh material
and silage, thus the dry matter is reduced by 4.2%, due to retention of the effluents in the
silo, while hemicellulose and cellulose are reduced by 32% on average and
14.1%respectively, by the activity of the microorganisms during silage. The crude protein
content is reduced by 3.6% due to losses in the form of ammoniacal nitrogen when passing
from fresh to ensiled material. However, the concentration of CNF increases 29.5% because
the reduction of protein and fiber affects the estimation of this fraction. Also the TND
increases when moving from fresh to silage, however the change is not important as the
value of lignin remains constant regardless of the forage processing. It was estimated that
the ensiled materials allow a daily production of 1.3 kg milk/cow, consuming 5 kg fresh

matter (FM)/animal/day and 4.0 kg milk/cow, consuming 15 kg FM/animal/day.

Keywords: forage conservation, tropical forages, additives, animal nutrition
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4.3. INTRODUCCION

El uso de especies arblreas y arbustivas leguminosas como complemento
alimenticio de dietas en base a pastos, es una actividad comun en los paises tropicales
(Camero y Franco, 2001). La concentracion de proteina de las leguminosas y los arboles
utilizados en la alimentacion de rumiantes esta entre 12 y 30%, esto permite mejorar el
consumo de energia y proteina del animal, situacion que mejora el desempefio productivo
de los animales (Holmann y Lascano, 2001; Devendra y Pezo, 2001). Sin embargo, la
digestibilidad de estos materiales estd muy relacionada con la proporcién y grado de
lignificacion de las paredes celulares (fibra), asi como de la presencia de compuestos

secundarios, principalmente taninos (Flores et al., 1998).

El uso de leguminosas en los sistemas de produccion del trépico se ha extendido
como estrategia para reducir el uso de alimentos balanceados de alto costo (Tobia et al.,
2004). Se plantean el uso de las leguminosas con sistemas de corte y acarreo, en sistemas
silvopastoriles: como bancos de proteina o cercas vivas (Pezo e lbrahim, 1998), aunque
también se utilizan plantaciones de leguminosas forrajeras en monocultivo o asociadas para

conservar mediante la técnica del ensilaje (Tobia et al., 2004).

El ensilaje es una técnica de conservacion de forraje por via hUmeda, que consiste
en almacenar forrajes en estado verde en ausencia de oxigeno, donde ocurren
transformaciones quimicas vy fisicas que definen su calidad (Hiriart, 2008). Este proceso se
logra por medio de la fermentacion lactica espontanea inducida por la microflora epifita en
los forrajes, en particular las bacterias productoras de &cido lactico (BPAL) (Davies et al.,

1998) bajo condiciones anaerdbicas (Elferink et al., 2005).
El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de la fuente de

carbohidratos, la especie de leguminosa y el ensilaje en la composicion bromatolégica de

mezclas forrajeras elaboradas con 4 leguminosas y 4 fuentes de carbohidratos.
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4.4. MATERIALES Y METODOS

4.4.1. Ubicacién del experimento

El experimento se llevé a cabo en el Campus Rodrigo Facio de la Universidad de
Costa Rica, ubicado en San Pedro de Montes de Oca, donde se encuentran los laboratorios
de Centro de Investigaciones en Nutricion Animal (CINA) para analisis bromatolégicos de
forrajes. Los forrajes utilizados fueron cosechados en la finca Agroecolégica Vocaré
ubicada en el cantdn de Upala a 180 msnm, con una precipitacion promedio de 2500 mm

anuales y una temperatura promedio de 25 °C.

4.4.2. Forrajes y fuentes de carbohidratos utilizadas

Las edades de corte de las leguminosas se fijaron de acuerdo a la habito de
crecimiento de las plantas (herbacea o arbustiva), ademas se consider6 la edad de rebrote,
con la finalidad de no utilizar forrajes muy maduros con alto contenido de fibra y lignina. Las
edades de corte utilizadas fueron: Vigna radiata (40 dias), Arachis pintoi (40 dias), Cratylia
argentea (75 dias) y Erythrina poeppigiana (75 dias). Las especies arbustivas fueron
cosechadas a 1,20m de altura, mientras que las leguminosas herbaceas fueron cosechadas

al nive de suelo.

Los niveles de inclusién de las fuentes de carbohidratos fueron: melaza (6,3% p/p),
pulpa de citricos deshidratada (8,4% p/p), maiz molido (6,4% p/p) y fruto inmaduro de
guineo cuadrado (Musa acuminata x balbisiana, Grupo ABB) (6,7% p/p) de manera que
provean 5% del total de carbohidratos no fibrosos de la mezcla forrajera. El 5% restante
para alcanzar el 10 — 15% de carbohidratos no fibrosos, fue provisto por las leguminosas. El
fruto inmaduro de guineo cuadrado se encontraba en estado inmaduro y completamente

engrosado al momento de la cosecha.

4.4.3. Disefio experimental y tratamientos

Para este experimento se utilizé un disefio multifactorial completamente aleatorizado
(4x4x2). En él se combinaron cuatro fuentes de carbohidratos (melaza de cafia de azlcar,
pulpa de citricos deshidratada (PCD), maiz molido y fruto de guineo cuadrado) con cuatro
especies leguminosas (Vigna radiata, Arachis pintoi, Cratylia argentea y Erythrina

poeppigiana) y dos formas de procesamiento del forraje (fresco, ensilado) Se uniformizé que
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todos los tratamientos presentaran 10% de carbohidratos no fibrosos para asegurar una

adecuada fermentacion de acuerdo a lo planteado por Vargas, (1979) e Hiriart, (2008).

A todos los tratamientos se les agregd inéculo bacterial artesanal (elaborado por
fermentacion anaerdbica durante 30 dias, a partir de suero de leche, leche y melaza —
Lactobacillus 1,0 x 10° UFC/mL) (1L/tonelada) con base en el peso en fresco. Cada
tratamiento ensilado fue repetido 4 veces, mientras que de los tratamientos sin ensilar se
elaboraron 3 repeticiones para un total de 112 microsilos. Cada bolsa se consider6 como

una unidad experimental

4.4.4. Procedimiento experimental

Se tomd muestras de 2kg de material fresco por triplicado, para analizar la calidad
nutritiva de la mezcla antes del ensilaje, las bolsas se sellaron con cinta plastica adhesiva y
se transportaron por vehiculo para ser analizadas en el laboratorio de bromatologia de
forrajes del CINA.

Para la conservacion de los tratamientos se utilizé la técnica de microsilos con bolsas
de polietileno para empaque al vacio con capacidad para 5kg y con un grosor de 0,0063
mm, cada bolsa se llené con aproximadamente 4kg de mezcla para ensilar. El material una
vez depositado y compactado a mano, se extrajo el aire a fondo con una aspiradora.
Posterior a la eliminacién del oxigeno, las bolsas se sellaron con cinta plastica adhesiva y se
colocaron en condiciones de laboratorio (25°C, 75% humedad relativa, aproximadamente)
por 50 dias, de manera que estuvieran protegidas del ataque de aves, roedores o labores

rutinarias que podrian perjudicar el proceso de ensilaje.

4.4.5. Variables a evaluar

A los 50 dias de fermentacion se realiz6 la apertura de los silos, momento en el que
se trasladé el material al laboratorio para determinar: el porcentaje de Materia Seca (MS) en
estufa a 60 °C durante 48 horas, el de Proteina Cruda (PC) mediante el método de Kjedalh,
Extracto Etéreo (EE) y Cenizas (AOAC, 1998), Carbohidratos no Fibrosos (CNF), por el
método descrito en las tablas de requerimientos para ganado lechero del National Research
Council (NRC) (NRC, 2001). También se realizaron los andlisis de Fibra Detergente Neutro
(FDN), Fibra Detergente Acido (FDA) y la Lignina (Van Soest y Robertson, 1985).

Finalmente, el contenido de NDT (Nutrientes Digestibles Totales) se estimé utilizando la
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metodologia propuesta por Weiss (2004), mientras que la energia neta de lactancia se

estimo mediante las ecuaciones propuestas por el NRC (2001).

Se calcul6 el aporte de la PC y la Energia Neta de Lactacion (EN.) de cada una de
las mezclas ensiladas, con base en tres niveles de consumo de material verde (MV) (5, 10y
15 kg MV/vaca/dia), los resultados obtenidos fueron comparados con los requerimientos
para la produccion de leche de una vaca de 454Kg publicados en las tablas de
requerimientos del NRC (2001).

4.4.6. Andlisis de la informacion

El analisis de la informacion se realiz6 con un Modelo ANOVA de INFOSTAT (Di
Rienzo et al., 2015) considerando como efectos principales: la forma de procesamiento del
forraje, la fuente de carbohidratos, la especie de leguminosa vy la interaccion de todas las
fuentes principales. Para la comparacién entre medias de los tratamientos se utilizé la

prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1. Materia seca y componentes celulares

El contenido de materia seca de los materiales fue influenciado por la interaccion
entre la especie de leguminosa y el ensilaje, también fue afectado por la interaccién entre la
fuente de carbohidrato y la forma de procesamiento del forraje. Ambos efectos generan
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05) (Cuadro 1). Este resultado proviene de
la combinacion de efectos generados por la edad del forraje, el contenido de materia seca
en cada uno de los aditivos utilizados y ademas depende de que haya ocurrido un adecuado

proceso de ensilaje, para evitar la produccion de efluentes en el silo.

La materia seca de las mezclas frescas fue menor al 35%; de acuerdo a Kung y
Shaver (2001) esto incrementa el riesgo de pérdidas de nutrimentos por formacion de
efluentes, aumenta los valores finales de pH (>4,50) y acrecienta la formacién de nitrégeno
amoniacal (Hiriart, 2008). Ademas, McDonald (1981) sefiala que para evitar pérdidas por
efluentes cuando se trabaja con forrajes altos en humedad (<35% MS) se debe aumentar la

cantidad de carbohidratos solubles disponibles para los microorganismos en el ensilaje.
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Cuadro 1. Valores de materia seca (MS), proteina cruda (PC), extracto etéreo (EEt) y
cenizas (CEN), de las mezclas, en forma fresca antes del ensilaje y con 50 dias de
fermentacion. San José, Costa Rica. 2016.

*% *% *% *%
Forraje Leguminosa CHO* I\?(Z) (f;;(l:\/IS) (;E,\t/ls) (EJ;JEI\I\/lIS)
Melaza 13,5 14,4 2,6 11,7
Vigna PCI?* 17,3 12,4 3,8 7.9
Maiz 13,1 15,1 3,2 7,9
Guineo 10,9 13,6 3,2 8,5
Melaza 13,3 18,3 2,4 11,2
Arachis PCP 17,8 15,6 2,6 9,5
Maiz 14,9 19,2 2,7 9,2
Fresco Guineo 11,7 20,5 2,7 11,4
Melaza 20,7 17,5 2,7 9,8
Cratylia PCP 21,6 17,3 2,6 7,9
Maiz 19,5 19,3 2,5 7,6
Guineo 19,1 20,1 2,8 7,3
Melaza 20,0 16,5 2,6 9,1
Erythina PCP 22,2 15,7 2,1 7.8
Maiz 18,3 17,2 2,5 8,1
Guineo 17,3 17,2 2,5 7,9
Melaza 12,5 15,5 4.0 11,6
Vigna PCP 12,9 14,8 3,9 9,4
Maiz 12,0 15,9 4,2 8,2
Guineo 10,7 13,9 3,7 9,9
Melaza 13,3 19,4 3,9 12,7
Arachis PCP 14,3 17,4 4,1 10,5
Maiz 14,1 17,9 4.5 9,0
Ensilado Guineo 10,8 17,8 4.8 11,7
Melaza 21,9 15,8 4.5 9,5
Cratylia PCD 21,8 16,5 4.5 7.9
Maiz 22,4 16,1 4,2 7.1
Guineo 18,6 16,5 4.0 7,6
Melaza 19,4 16,7 4.7 10,2
Erythina PCP 19,6 16,1 4.7 8,9
Maiz 19,6 15,2 4,4 7,6
Guineo 16,4 15,4 4,2 8.8
Valor de p
Leguminosa (L) <0,0001 <0,0001 - <0,0001
CHO (C) <0,0001 0,0032 - <0,0001
Forraje (F) 0,0141 0,0319 <0,0001 0,0040
L*C - - 0,0383 0.0063
L*F 0,0077 0,0001 <0,0001 -
F*C 0,0014 0,0004 - -
F*L*C - - - -
E.E.*** 0,84 0,78 0,21 0,43

* Fuentes de carbohidratos, PCD=pulpa de citricos deshidratada
** Materia seca (MS), proteina cruda (PC), extracto etéreo (EEt), cenizas (CEN)

***Error estandar
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Esto coincide con los resultados obtenidos en el capitulo anterior ya que todos los
ensilados presentaron valores de pH mayor a 4,5, sin embargo los tratamientos donde se
utilizé melaza presentaron concentraciones menores a 7,0% nitrdgeno amoniacal, debido al
aporte de carbohidratos solubles que hace esta fuente. El resto de los tratamientos
presentaron concentraciones de nitrégeno amoniacal mayores a 7,0%, debido a su bajo o
nulo aporte de carbohidratos solubles en agua. En lo que respecta a la produccion de
efluentes, no se pudo cuantificar las pérdidas debido a que la técnica de microsilos utilizada

limita esta medicion, lo que coincide con lo publicado por Lépez-Herrera et al., (2009).

Los ensilados elaborados con Vigna y Arachis presentaron niveles de materia seca
menores a los indicados por Castillo et al., (2009) (21,7%), Betancourt (2004) y Cubero et
al., (2010) (18,4%). Sin embargo, en los tratamientos donde se utilizaron las especies
arbustivas se obtuvieron niveles comparables a los obtenidos por estos autores. Todos los
tratamientos presentaron menor concentracion de materia seca con respecto a los datos
reportados por Tobia et al., (2004) con ensilados de maiz (24,5%) y de soya (27,5%). Estas
diferencias provienen de la especie forrajera, la edad de cosecha del forraje y de que haya

ocurrido un adecuado proceso de ensilaje, para evitar la produccién de efluentes en el silo.

En cuanto al contenido de proteina cruda de los tratamientos, se presentaron
diferencias (p<0,05), que fueron influenciadas por la interacciobn entre la especie de
leguminosa y el ensilaje también por la interaccion entre la fuente de carbohidratos y el
ensilaje (Cuadro 1). De esta manera el promedio de los tratamientos con inclusion de
melaza presenté mayor concentracion de proteina en comparacion con los promedios de los
tratamientos que contienen otras fuentes de carbohidratos, esto debido a la menor
concentracion de proteina en los aditivos utilizados, ademéas mayores pérdidas posibles en
forma de nitrégeno amoniacal, debido a la poca o nula participacion de los almidones en el

ensilaje.

Los valores de proteina cruda obtenidos en todos los tratamientos evaluados son
mayores que los indicados por Castillo et al., (2009) (8,88 — 11,36 %MS) con ensilados de
Maiz asociado con Vigna. También fueron mayores a los resultados reportados por Heinritz
et al., (2012) (2,01 — 14,96 %MS). Ademas, todos los tratamientos, menos donde se utilizo la
vigna como fuente forrajera, fueron comparables a los valores reportados por Tobia et al.,
(2004) (17,00 %MS) con ensilados de soya. Asimismo, los tratamientos frescos fueron
comparables a los resultados obtenidos por WingChing y Rojas, (2006) (16,89 — 20,41
%MS), mientras que los tratamientos ensilados fueron menores. Todos los tratamientos

ensilados presentaron concentraciones de proteina cruda menores a los valores obtenidos
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por Berndt, (2002) (19,47 — 19,63 %MS) en ensilados de alfalfa. Las diferencias entre
ensayos se explican por ser diferentes especies forrajeras, el manejo de la fertilizacion, las
edades de rebrote y cosecha de los forrajes, ademas del contenido de proteina en la fuente

de carbohidratos.

En la Figura 1 se puede observar el potencial productivo de los tratamientos
ensilados comparados con los ensilados de maiz y de soya elaborados en la investigacion
de Tobia et al., (2004). Al utilizar el requerimiento de proteina para producir un kilogramo de
leche y estimar el aporte de proteina de los ensilados, se puede observar que los
tratamientos permitirian producir entre 1,91 y 4,62 kg leche/vaca/dia, cuando se consumen
15 kg MV/vaca/dia y no mas de 1,54 kg leche/vaca/dia, cuando el consumo es de 5 kg
MV/vaca/dia.

También es posible apreciar que todos los tratamientos, salvo el tratamiento
Vigna+fruto de guineo cuadrado, permiten mayor produccion de leche comparados con los
ensilados de maiz, aunque menor que los ensilados de soya (Tobia et al., 2004). Lo anterior
sugiere que las mezclas forrajeras analizadas pueden considerarse materiales forrajeros de

buena calidad, aunque utilizados como complemento dentro de una racién balanceada.

La concentracion de extracto etéreo en los tratamientos fue afectada por la
interaccion entre la especie de leguminosa y la fuente de carbohidratos utilizada (p<0,0383),
ademas de la interaccion entre la especie de leguminosa y el ensilaje (p<0,0001). Estos
efectos se deben a la concentracion de esta fraccion en las especies de leguminosas, donde
las lefiosas presentaron mayor concentracion, con respecto a las herbaceas. Ademas, cada
uno de los carbohidratos adicionados, también presentan diferentes concentraciones de esta

fraccion, por lo que pueden afectar el contenido final de la mezcla ensilada.
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Figura 1. Potencial productivo (por requerimiento de proteina) en kg de leche/vaca/dia de los tratamientos ensilados comparados con ensilados
de maiz y soya, de acuerdo al nivel de consumo de Materia verde (MV) (5, 10 y 15 kg MV/dia). San José, Costa Rica 2016
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En cuanto al efecto del ensilaje, durante este se aumenta la cantidad de
acidos organicos, principalmente acidos grasos volatiles: acético, propiénico, butirico e
isobutirico, valérico e isovalérico y el lactico (no volétil) (Fussell y McCalley, 1987), que
pueden ser extraidos con el éter durante el analisis de extracto etéreo (Drucker, 1970),
tal y como se observa en el Cuadro 1. Los valores de extracto etéreo de todos los
tratamientos evaluados son mayores a los reportados en la investigacion de Castillo et
al., (2009) (1,39 — 1,98% MS). Esta diferencia puede ser debida a la especie forrajera,
sin embargo Church et al., (2003) indican que el extracto etéreo en forrajes no es una
fraccion de importancia debido a que durante la extraccion con éter se disuelven
componentes, como las ceras, que no resultan de calidad para la alimentacién del

rumiante.

La concentracion de la fraccion mineral, fue afectada por la interaccién de la
especie de leguminosa y la fuente de carbohidratos, ademas, por el efecto del ensilaje
(Cuadro 1). Los tratamientos con inclusion de melaza presentaron mayores
concentraciones de cenizas en comparacion con los que contienen otras fuentes de
carbohidratos, esto debido a la menor concentracion de cenizas en los aditivos
utilizados. Mientras que el efecto de la especie de leguminosa se da por las diferencias
en el contenido de la fraccion mineral en cada especie. En este caso las especies
herbaceas poseen mayor contenido de cenizas que las especies lefiosas, esto puede
ser debido al mayor contenido celular de minerales en la planta o a la presencia de

raices al momento de la cosecha.

Los tratamientos evaluados presentaron valores de cenizas comparables a los
resultados obtenidos por Mustafa y Seguin, (2003) (8,0 — 10,2 %MS) en ensilados de
diferentes leguminosas y a los reportados por WingChing y Rojas, (2006). Sin
embargo, fueron mayores a los resultados obtenidos por Castillo et al., (2009) (5,7 —
7,5% MS) con ensilados de maiz-vigna en diferentes proporciones.

4.5.2. Componentes de la pared celular

En el Cuadro 2 se pueden observar los resultados del fraccionamiento de los

componentes de la pared celular y los carbohidratos no fibrosos.
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Cuadro 2. Fraccionamiento de los carbohidratos fibrosos y no fibrosos de las mezclas
de leguminosas con diferentes fuentes de carbohidratos, en forma fresca antes del
ensilaje y con 50 dias de fermentacion. San José, Costa Rica. 2016.

Forraje Leguminosa CHO* FON™  FDA™ - LIG® = HEM™ — CEL™ — CNF*
(%MS) (%MS) (%MS) (BMS) (% MS) (% MS)
Melaza| 37,6 27,9 59 9,7 21,9 33,7
Vigna PCP 45,9 33,2 5,4 12,7 27,8 30,0
Maiz 38,5 26,2 4,7 12,2 21,4 35,3
Guineo| 43,2 32,0 7,4 11,1 24,6 31,7
Melaza| 38,4 25,5 55 12,9 19,9 29,7
Arachis PCP 43,8 29,3 59 14,5 23,4 28,5
Maiz 42,8 26,5 6,2 16,2 20,3 26,1
Fresco Guineo| 46,3 31,2 8,7 15,2 22,5 19,0
Melaza| 50,2 32,4 9,4 17,9 22,9 19,8
Cratylia PCP 51,6 33,1 10,8 18,5 22,3 20,6
Maiz 55,0 34,6 13,2 20,4 21,4 15,6
Guineo| 55,9 36,6 13,9 19,3 22,7 13,9
Melaza| 49,9 34,5 10,3 15,5 24,2 21,8
Erythina PCP 47,7 32,2 9,9 15,5 22,2 26,8
Maiz 55,3 37,1 13,0 18,2 24,1 16,9
Guineo| 56,9 36,0 12,4 20,9 23,6 15,4
Melaza| 35,9 25,3 5,6 10,6 19,7 37,4
Vigna PCP 44,1 34,8 6,6 9,2 28,2 32,3
Maiz 36,7 27,3 55 9,4 21,8 39,1
Guineo| 47,3 38,2 8,5 91 29,7 30,3
Melaza| 36,2 25,0 6,7 11,2 18,3 36,2
Arachis PCP 36,2 26,8 5,8 9,4 21,0 38,3
Maiz 31,9 21,6 4,9 10,3 16,7 44,4
Ensilado Guineo| 41,7 30,9 8,2 10,9 22,6 31,9
Melaza | 44,3 31,1 11,2 13,2 19,9 32,0
Cratylia PCP 48,4 33,4 12,5 15,0 20,9 29,5
Maiz 42,9 29,3 11,3 13,7 18,0 35,4
Guineo| 44,9 31,5 11,6 13,4 19,9 32,4
Melaza| 42,5 31,0 10,0 11,5 21,0 32,1
Erythina PCP 46,4 34,6 11,6 11,8 23,0 29,9
Maiz 42,7 31,6 10,6 111 20,9 34,7
Guineo| 47,9 36,5 12,6 114 23,9 29,6
Valor de p
Leguminosa <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CHO <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0055 <0,0001 0,0001
Forraje <0,0001 0,0395 - <0,0001 0,0061 <0,0001
L*C - 0,0110 0,0477 - 0,0010 -
L*F 0,0005 0,0474 - <0,0001 0,0362 <0,0001
F*C 0,0190 0,0388 0,0031 <0,0001 0,0300 0,0024
F*L*C - - - - - -
E.E. 1,82 151 0,60 0,67 1,13 2,18

* Fuente de carbohidratos

**Fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente &cido (FDA), hemicelulosa (HEM),
celulosa (CEL), lignina (LIG) y carbohidratos no fibrosos (CNF)

***Error estandar

El contenido de fibra detergente neutra de los tratamientos fue afectado
(p<0,05), por la interaccién entre el procesamiento del forraje y la especie de

leguminosa, también fue influenciado por la interaccion entre la fuente de
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carbohidratos y el procesamiento del forraje (Cuadro 2). Esto se debe a que el
contenido de fibra es mayor en las especies lefiosas que en las especies herbaceas,
consecuencia de mayor concentracion de hemicelulosa en la fraccion fibrosa. Se pudo
estimar que las especies arbustivas poseen en promedio 7,9 % mas de hemicelulosa

gue las especies herbaceas, ya sea en fresco o ensilado.

La fuente de carbohidratos afecta debido a la composicion propia del aditivo, ya
gque todos tienen menor contenido de fibra detergente neutro con respecto al forraje de
leguminosa utilizado. Ademas, durante el proceso de ensilaje las bacterias presentes
consumen parte de los carbohidratos no fibrosos y parte de la hemicelulosa presente
en la mezcla, lo que disminuye el contenido de fibra en el forraje (McDonald, 1981,
Ramirez et al., 2002).

Los valores de fibra detergente neutro de los tratamientos fueron comparables
a los datos reportados por Richards et al., (1994) (35,1 y 41,1 %MS) para ensilajes de
Leucaena leucocephala y Gliricidia sepium, respectivamente. También fueron similares
a los valores reportados por Garcia et al., (1996) (34,0 — 42,0 %MS) para ensilados de
Leucaena leucocephala y a los indicados por Bernal et al., (2008) (39,5 y 59,1 %MS)
para ensilados de Vigna unguiculata y Cratylia argentea, respectivamente.

En el Cuadro 3 se puede observar que la disminucion en el contenido de fibra
detergente neutro de las mezclas fluctud entre 2,7 y 25,4%, aunque incremento en la
mezcla de Vigna con guineo. Ademas, al analizar los contenidos de FND en el Cuadro
2, se puede observar que la fraccion que mas se reduce es la hemicelulosa ya que
disminuye entre 18,7 y 45,9%, lo que coincide con lo publicado por McDonald (1981).
Finalmente, la celulosa también participa como fuente de energia para los
microorganismos en el ensilaje, esto depende de la disponibilidad de otros sustratos
en el silo y la actividad de las enzimas fibroliticas, las cuales tienen un rango de accion
entre valores de pH de 4,0 — 6,8 (Colombatto et al., 2004), sin embargo esta

afirmacion requiere de mas estudio.

De acuerdo a los valores de pH registrados en esta investigacion (4,5 — 5,8) es
posible que parte de la celulosa haya podido ser degradada por actividad enzimatica,
en los casos donde no ocurrid reduccion se puede decir que no hay suficiente
cantidad de enzima debido a menor crecimiento de bacterias con esta habilidad. Tal y
como lo indica Eun et al., (2007), la cantidad de in6culo es muy importante en la

actividad de las enzimas fibroliticas. Esta actividad es de importancia en la
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alimentacion animal, ya que la fibra detergente acida tiene correlacion negativa con la
digestibilidad del material (VanSoest et al., 1991; Sanchez y Soto, 1998).

Esta disminucion en el contenido de fibra detergente neutro permite mayor
consumo de alimento debido a que se reduce la posibilidad de alcanzar el llenado
fisico del rumen, lo que aumenta la capacidad para consumir alimento por parte del
animal (Oba y Allen, 1999). Al utilizar la ecuacién propuesta por Belyea et al., (1996),
gue relaciona la concentracion de fibra detergente neutro con el consumo de materia
seca (CMS=120/%FDN), los tratamientos evaluados permitirian a un rumiante
consumir entre 2,1y 3,2% de su peso corporal en materia seca cuando se ofrece el
material fresco. No obstante, al realizar la estimaciéon con material ensilado el consumo
de materia seca se aumenta 2,5 — 3,8% del peso corporal, esto podria generar un
beneficio productivo ya que usualmente los animales que consumen mas alimentos

pueden producir mas.

La fibra detergente acida fue afectada de manera significativa (p<0,05) por las
interacciones de segundo grado entre la especie de leguminosa, la fuente de
carbohidratos y el ensilaje; tal y como se puede apreciar en el Cuadro 2. Cuando se
considera el efecto de la interaccion entre la especie de leguminosa y la fuente de
carbohidrato agregado, se debe tomar en cuenta el contenido de ambas fracciones en
los materiales, ya que esto define finalmente la concentracion de esta fraccion en el
ensilado. Las interacciones de la especie de leguminosa y de la fuente de
carbohidratos utilizada, incorporan el efecto de la dindmica de los microorganismos del
ensilaje, los cuales degradan los azucares, almidones y los carbohidratos fibrosos
disponibles en las mezclas, lo que reduce el contenido de la FDA en las mezclas

forrajeras.

Finalmente, los valores de fibra detergente acido de los tratamientos fueron
mayores a los resultados reportados por Contreras-Govea et al., (2009) (18,0 — 21,2
%MS) para mezclas ensiladas de maiz con tres especies diferentes de leguminosas.
Este comportamiento de la FDA puede ser debido al aporte que realiza la fuente de

carbohidratos a la mezcla, lo que reduce el contenido de FDA en la mezcla forrajera.

La lignina fue afectada también por la interaccion entre la especie de leguminosa y la
fuente de carbohidrato y la interaccion entre el ensilaje forraje y la fuente de
carbohidratos (Cuadro 2). Los efectos de la especie de leguminosa y la fuente de

carbohidratos dependen, al igual que como se indic6 en la fibra detergente &cido, de
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la concentracion de esta fraccion en cada material y a la combinacion entre ambos.
Las leguminosas lefiosas poseen mayor contenido de lignina debido a que son
forrajes de mayor edad (Neylon y Kung Jr, 2003; Kuoppala et al., 2009) que las
leguminosas herbaceas. Ademas de acuerdo con de acuerdo a Emaga et al., (2008) y
a Mohapatra et al., (2010) las céscaras de frutos de Muséceas (ABB) como el guineo
cuadrado poseen entre 6,1 y 16,0% de lignina, esto provoca que los tratamientos
donde se utilizé fruto de guineo cuadrado con las leguminosas herbaceas sean los de

mayor concentracion de lignina.

La lignina se correlaciona de manera negativa con la degradabilidad de la
materia seca y con menor concentracion de acidos grasos volatiles en el rumen,
aunqgue se ha determinado que mas que la presencia de la lignina, es el ordenamiento
de la matriz de la pared, donde se encuentra la lignina, la que define la dificultad para

degradar los polisacéaridos de la pared celular (Ramirez et al., 2002).

Los niveles de lignina de los tratamientos elaborados con leguminosas
herbaceas son mayores a los resultados publicados por Castillo et al., (2009) (2,60 —
4,60 %MS) con ensilados de maiz-vigna, debido a la reduccién que hace el maiz en la
mezcla forrajera. Todos los tratamientos elaborados con leguminosas arbustivas son
similares a los resultados reportados por Richards et al., (1994) (8,76 y 10,67 %MS)
para ensilajes de Leucaena leucocephala y Gliricidia sepium, respectivamente, estas
similitudes se originan en el habito de crecimiento de estas leguminosas, ya que son
arbustivas, con mayores concentraciones de lignina, comparados con leguminosas

herbéaceas.

Los carbohidratos no fibrosos fueron afectados por la interaccién entre el
ensilaje y la especie de leguminosa, también fue influenciado por la interaccion entre la
fuente de carbohidratos utilizada y el ensilaje (Cuadro 2). En lo que respecta al efecto
del ensilaje, el aumento en la concentracion de los carbohidratos no fibrosos de los
forrajes ensilados con respecto a los forrajes frescos, se debe a un efecto de calculo.
Los carbohidratos no fibrosos se estiman a partir de la ecuacion CNF=100-
(PC+CEN+EE+FDNpc), por lo tanto, al cambiar la concentracién de los componentes
de la ecuacion, se cambia la concentracion de los carbohidratos no fibrosos. En esta
investigacion los carbohidratos no fibrosos aumentan al pasar de material fresco a

ensilado, por la reduccion que hubo en el contenido de FDN.
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La concentracién de los carbohidratos no fibrosos en la mezcla depende de la
cantidad de CNF en el forraje utilizado, donde plantas con mayor edad presentaran
concentraciones menores (Kouppala et al., 2009), ademas la fuente de carbohidratos
afecta la concentracion en la mezcla debido a la diferencia en el contenido de esta

porcién en cada materia prima utilizada.

Claramente se debe detallar mas con un analisis que permitan diferenciar los
carbohidratos presentes en las mezclas, ya que, muchos de estos pueden estar en
forma de almidones y no participar del proceso de ensilaje, lo que permite procesos
fermentativos inapropiados y aumenta las pérdidas de calidad nutricional del material y

pérdidas en calidad propias del material, sobre todo caracteristicas organolépticas.

4.5.3. Contenido energético de las mezclas

El contenido energético de las mezclas antes y después del ensilaje, fue
afectado por la interaccibn entre la especie de leguminosa y la fuente de
carbohidratos, también fue influenciado por la interacciébn entre la especie de
leguminosa y el ensilaje. Ademas, se ve afectado por la interaccion entre la fuente de

carbohidratos agregado a la mezcla y el ensilaje (Cuadro 3).

De esta manera, la composicion energética de cada aditivo y cada forraje
afecta la constitucion energética de las mezclas ensiladas. La adicion de carbohidratos
permite mayor aporte energético para el animal. Sin embargo, si se suma el factor de
la especie de leguminosa, entonces se debe considerar el contenido de fibra también,
ya que especies lefiosas como la Cratylia y el Erythrina presentan mayor contenido de
fibra detergente acida comparado con especies herbaceas como el Arachis y la Vigna.
A pesar de lo anterior, la cantidad de material digestible aumenta producto del ensilaje,
debido a la menor cantidad de celulosa y hemicelulosa en las mezclas ensiladas
(Cuadro 2). Todos estos efectos influyen en el contenido energético final de las

mezclas ensiladas.
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Cuadro 3. Contenido energético en forma de total de nutrimentos digestibles (TND),
energia neta de lactancia 1x (EN.) y energia neta de lactancia 3x (ENix) de las
mezclas de leguminosas con diferentes tipos de carbohidratos, en fresco y con 50 dias
de fermentacion San José, Costa Rica. 2016.

. . TND** EN_** ENpax**
Forraje Leguminosa  CHO* (%) (Mcallkg MS)  (Mcal/kg MS)

Melaza 62,21 1,40 1,36

Vigna PCI? 60,67 1,37 1,34

Maiz 62,70 1,42 1,37

Guineo 61,02 1,37 1,34

Melaza 62,92 1,42 1,38

Arachis PCI? 61,81 1,39 1,36

Maiz 62,61 1,41 1,37

Fresco Guineo 61,27 1,38 1,35

Melaza 60,92 1,37 1,34

Cratylia PCP 60,72 1,37 1,34

Maiz 60,28 1,36 1,33

Guineo 59,69 1,34 1,32

Melaza 60,31 1,36 1,33

Erythina PCP 60,98 1,37 1,34

Maiz 59,55 1,34 1,32

Guineo 59,86 1,35 1,33

Melaza 62,96 1,42 1,38

Vigna PCP 60,20 1,36 1,33

Maiz 62,40 1,41 1,37

Guineo 59,22 1,33 1,31

Melaza 63,05 1,42 1,38

Arachis PCI? 62,53 1,41 1,37

Maiz 64,03 1,45 1,39

Ensilado Guineo 61,36 1,38 1,35

Melaza 61,29 1,38 1,35

Cratylia PCI? 60,62 1,37 1,34

Maiz 61,82 1,39 1,36

Guineo 61,18 1,38 1,35

Melaza 61,54 1,39 1,35

Erythina PCI? 60,76 1,37 1,34

Maiz 61,16 1,38 1,35

Guineo 59,72 1,34 1,32
Leguminosa <0,0001 <0,0001 <0,0001
CHO <0,0001 <0,0001 <0,0001
Forraje 0,0401 0,0401 0,0403
L*C 0,0111 0,0111 0,0111
L*F 0,0467 0,0467 0,0464
F*C 0,0387 0,0387 0,0386

F*L*C - - -
E.E.*** 0,99 0,04 0,03

*Fuentes de carbohidratos

**Total de nutrimentos digestibles (TND), energia neta de lactancia 1x (EN.), energia
neta de lactancia 3x (ENLisy)

***Error estandar
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Los valores de energia de las mezclas ensiladas son menores al valor obtenido
por Castillo et al., (2009) (63,87 %TND y 1,45 Mcal EN/kg de materia seca) con
ensilados de mezclas de maiz-vigna y a los resultados publicados por Tobia et al.,
(2004) (1,39 Mcal ENisvkg de materia seca) para ensilados de soya, pero
comparables a los resultados de ensilados de maiz publicados por este mismo autor
(1,32 Mcal ENwskg de materia seca). Todos los materiales ensilados presentaron
valores mayores de energia con respecto a los trabajos de Cubero et al., (2010) (57,65
%TND) con ensilados de maiz donde se utilizé inéculo microbial, aunque similares a
los reportados por Betancourt (2004). Las diferencias se deben a la cantidad de
energia presente en forrajes como el maiz y la soya, lo que aumenta el contenido
energético de los ensilados. Sin embargo, también existen ensilados que han tenido
un mal proceso de conservacion y han perdido parte de su calidad nutricional, lo que
ha provocado que ensilados de maiz tengan valores menores o similares a los de esta

investigacion.

En la Figura 2 es posible apreciar que, conforme aumenta el consumo de
ensilado aumenta la cantidad de leche producida, esto es esperable debido a que hay
mayor aporte de nutrimentos para aumentar la produccidon de leche. También se
puede observar que al igual que en la Figura 1, las mezclas ensiladas elaboradas con
leguminosas lefiosas permiten obtener una produccién de leche similar que los
ensilados de maiz, pero menor que los ensilados de soya forrajera publicados en el
trabajo de Tobia et al., (2004). Cuando se utiliza el requerimiento de energia neta de
lactancia para producir un kilogramo de leche y al calcular el aporte de energia de los
ensilados, se puede estimar que en el mayor nivel de consumo (15 kg MV/vaca/dia)
las mezclas evaluadas tienen el potencial para producir entre 2,8 y 6,1 kg
leche/vaca/dia. Mientras que cuando se utiliza en el menor nivel de consumo (5 kg

MV/vaca/dia) su potencial se reduce a no mas de 2,0 kg leche/vaca/dia.
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2016
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4.6. CONCLUSIONES

Las leguminosas arbustivas presentaron mayor contenido de materia seca, FDN y
FDA que las leguminosas herbaceas, debido a un efecto de edad del forraje; aunque
no se detectaron diferencias entre Arachis y Vigna, ni entre Erythrina y Cratylia. Por
otra parte, no se determinaron diferencias en el contenido de proteina cruda entre
leguminosas arbustivas y herbaceas, pero las herbaceas presentaron mas TND que

las arbustivas debido a menor lignificacion de los tejidos en las plantas herbaceas.

También se determind que el ensilaje puede cambiar la calidad nutricional de los
forrajes, estos cambios son provocados por la actividad de los microorganismos
durante el ensilaje. De esta manera, la hemicelulosa se reduce 32,0% y la celulosa
14,1%, al pasar de fresco a ensilado; la disminucién de estos componentes de la fibra
provocan dos efectos importantes, el primero una mayor capacidad de consumo por
parte del animal debido a la disminucién de la FDN y el segundo un incremento en la
digestibilidad de material, por reduccién en la concentracibn de FDA. El valor de

lignina no cambid con el ensilaje.

La materia seca de los ensilados se redujo al pasar de fresco a ensilado debido a que
la técnica de microsilos no permite la salida de los efluentes, lo que acumula agua en
el ensilado final. Por otra parte, la concentracion de proteina cruda se redujo 3,6%
debido a pérdidas en forma de nitrdgeno amoniacal. La disminucién en el contenido de
fibra y proteina cruda afecta el célculo de los CNF en los ensilados, por lo tanto esta
fraccion aumenta 29,5% cuando se pasa de fresco a ensilado.

Se estim6 que los materiales ensilados permiten una produccion diaria de 1,3 kg
leche/vaca al consumir 5 kg Material verde (MV)/animal/dia y, 4,0 kg leche /vaca al
consumir 15 kg MV/animal/dia, por lo que se consideran forrajes de buena calidad
para la alimentacién de rumiantes, pero como complemento dentro de una dieta

balanceada.
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CAPITULO 5.

EFECTO DE LA ESPECIE DE LEGUMINOSA' Y LA FUENTE DE CARBOHIDRATOS
SOBRE EL FRACCIONAMIENTO DE LA PROTEINA EN MEZCLAS PARA
ENSILAJE.
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CAPITULO 5. EFECTO DE LA ESPECIE DE LEGUMINOSA Y LA FUENTE DE
CARBOHIDRATOS SOBRE EL FRACCIONAMIENTO DE LA PROTEINA EN
MEZCLAS PARA ENSILAJE.

5.1. RESUMEN

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de la especie de leguminosa y
la fuente de carbohidratos sobre el fraccionamiento de la proteina de mezclas
ensiladas elaboradas a partir de las leguminosas, Arachis pintoi, Vigna unguiculata,
Cratylia argentea y Erythrina poeppigiana, con 4 fuentes de carbohidratos (melaza de
cafia de azucar, pulpa de citricos deshidratada, grano de maiz molido y fruto inmaduro
de guineo cuadrado). El experimento se desarroll6 entre 2015 y 2016, este consta de
un arreglo factorial 4x4 de 16 tratamientos, con 4 repeticiones por tratamiento. La parte
experimental se desarroll6 en Montes de Oca, Costa Rica y los forrajes fueron
cosechados en Upala, Costa Rica. Las mezclas se almacenaron durante 50 dias en
silos de bolsa con capacidad para 5 kg. La interaccion entre la especie de leguminosa
y la fuente de carbohidrato fue significativa (p<0,05) para la fracciéon A, mientras que
para las fracciones B2, B3 y C de la proteina, el efecto principal de la especie de
leguminosa fue el que genero diferencias (p<0,05). No se detectaron diferencias entre
las leguminosas arbustivas y las herbaceas, ni entre las fuentes de carbohidratos. La
fraccion Bl no fue afectada por ningiin componente de la mezcla (p>0,05), mientras
que la fracciébn C aument6 cuando se utilizé fruto de guineo cuadrado. Los ensilados
evaluados presentaron concentraciones de PDR entre 30,6 y 60,4% PC y de PnDR
entre 26,5y 55,9% PC, donde la interaccion entre la especie de leguminosa y la fuente
de carbohidratos fue la principal fuente de diferencias (p<0,05) entre tratamientos. De
los valores obtenidos de PDR, 30,5 — 44,7% PC pertenecen a nitrégeno no proteico
(NNP) o fraccién A, mientras que de los datos determinados para PnDR, 9,9 — 24,0%
PC pertenece a la fraccion C. Se concluye que los ensilados evaluados poseen alto
contenido de PDR, lo que permite estimular la produccién de proteina microbial en el
rumen. Ademas, poseen adecuada concentracion de PnDR que puede ser absorbida
en el intestino delgado, llenar los requerimientos de nutrimentos de animales de alta

produccion y, mejorar el contenido de proteina en leche.

Palabras clave: Conservacién de Forrajes, Ensilajes de leguminosas, Aditivos,

Calidad de ensilajes
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5.2. ABSTRACT

Effect of legume species and source of carbohydrates on the protein
fractionation of silage mixtures. The objective of this experiment was to determine
the effect of legume species and carbohydrate source on the protein fractionation of
ensiled mixtures made with legumes Arachis pintoi, Vigna unguiculata, Cratylia
argentea and Erythrina poeppigiana, with 4 sources of carbohydrates (sugar cane
molasses, dehydrated citrus pulp, ground corn kernel, and immature saba banana
fruit). The experiment was developed between 2015 and 2016, with a 4x4 factorial
arrangement, 16 treatments and 4 replicates per treatment. The experimental part was
developed in Montes de Oca, Costa Rica and forages were harvested in Upala, Costa
Rica. The blends were stored for 50 days in bag silos with a capacity of 5 kg. The
interaction between legume species and carbohydrate source was significant (p<0.05)
for fraction A, whereas for fractions B2, B3 and C of the crude protein, the main effect
was the legume species which generated differences (p<0.05). No differences were
found between shrub and herbaceous legumes, nor among carbohydrate sources. The
fraction B1 was not affected by any component of the mixture (p> 0.05, while fraction C
increased when saba banana fruit was used. The evaluated silages had concentrations
of RDP between 30.6 and 60.4% CP, and RUP between 26.5 and 55.9% CP, where
the interaction between the legume species and the carbohydrate source was the main
source of differences (p<0.05) between treatments. From the values obtained from
RDP 30.5 - 44.7% CP belong to non-protein nitrogen (NNP) or fraction A, while from
the data determined for RUP 9.9 - 24.0% PC belongs to the fraction C. It is concluded
that evaluated silages possess a high content of RDP, which stimulate microbial
protein production in the rumen, also possess an adequate concentration of RUP that
can be absorbed in the small intestine, to satisfy the nutrient requirements of high

performance animals and improve protein content in milk.

Keywords: Forage conservation, Legumes silage, Additives, Quality silage
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5.3. INTRODUCCION

El Modelo Cornell Net Carbohydrate Protein System (CNCPS) considera que la
proteina cruda esta dividida en 5 fracciones, definidas como: A, B1, B2, B3 y C; de
acuerdo a su posibilidad de ser degradada en el ambiente del rumen o a la posibilidad
de superar la degradacién del rumen y ser aprovechada en el intestino (Sniffen et al.
1992),, inclusive considera la fraccién de la proteina que no puede ser aprovechada y

es excretada por el animal (Licitra et al.,1996).

Realizar estas determinaciones es necesario cuando se quiere maximizar el
uso de los nutrimentos en la dieta y la produccién de proteina microbiana en el rumen
(Guo et al., 2008), ademés reducir las pérdidas de nitrdgeno que generan impacto
sobre el ambiente y pérdidas econdmicas, al no aprovechar de manera eficiente los
nutrimentos (Lanzas et al., 2007). Finalmente, el determinar las diferentes fracciones
de la proteina cruda permite conocer la cantidad de nitrdgeno que logra sobrepasar el
rumen, fraccion que puede satisfacer los requerimientos de animales de alto

rendimiento productivo (leche o carne) (Givens y Rulquin, 2004).

En los sistemas de produccion tropicales de los paises en desarrollo es comuin
el uso de forrajes arbustivos leguminosos y no leguminosos para aumentar la cantidad
de nutrimentos en las dietas de rumiantes (Steinfeld et al., 2006; McDermott et al.,
2010). Esto se ha extendido como estrategia para reducir el uso de alimentos
balanceados de alto costo (Tobia et al. 2004), ya sea mediante el uso de bancos
forrajeros (Pezo e lbrahim 1998) o en plantaciones para cosechar y conservar
mediante el ensilaje (Tobia et al. 2004; Castillo et al. 2009). Por su parte Singh et al.,
(2012) indican que los forrajes verdes tienen la capacidad de proveer los nutrimentos

requeridos por los animales de produccion.

El contenido de proteina cruda de las leguminosas puede oscilar entre 18,0 y
30,0 % MS, gue sobrepasa el requerimiento de los animales (Dewhurst et al., 2009).
Sin embargo, cuando se realizan ensilajes de leguminosas se obtienen altas
concentraciones de nitrégeno degradable en el rumen, esto conlleva a ineficiente
utilizacion del forraje y aumento en la excrecidn de nitrégeno por la orina (Cohen et al.
2006). Ademas, de acuerdo a Dewhurst et al., (2009) ensilajes de trébol rojo (Trifolium
pratense) poseen concentraciones de 30 — 40% de la proteina cruda en forma de
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nitrégeno no proteico (NNP) y entre 28 — 40% de proteina no degradable en el rumen
(PnDR).

De esta manera, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la
especie de leguminosa forrajera y la fuente de carbohidratos, en el fraccionamiento de

la proteina cruda en mezclas ensiladas.

5.4. MATERIALES Y METODOS

5.4.1. Ubicacion del experimento

El experimento se llevd a cabo en el Campus Rodrigo Facio de la Universidad
de Costa Rica, ubicado en San Pedro de Montes de Oca, donde se encuentran los
laboratorios del Centro de Investigaciones en Nutricibn Animal (CINA) para realizar los
analisis de laboratorio. Los forrajes utilizados en esta investigacion fueron obtenidos
en la finca Agroecolégica Vocaré ubicada en el canton de Upala a 120 - 180 msnm,
con una precipitacion promedio de 2500 mm anuales y una temperatura promedio de
25 °C.

5.4.2. Forrajes y fuentes de carbohidratos utilizadas

Los forrajes y edades de cosecha utilizados fueron: Vigna unguiculata (40
dias), Arachis pintoi (40 dias), Cratylia argentea (75 dias) y Erythrina poeppigiana (75
dias). Las edades de corte de las leguminosas se fijaron de acuerdo al habito de
crecimiento de forraje (de piso o de corte) y edad, de manera que no sean forrajes
muy maduros con alto contenido de fibra y lignina. Las especies arbustivas fueron
cosechadas a 1,20m de altura, mientras que las leguminosas herbaceas fueron
cosechadas al nive de suelo.

Los niveles de inclusién y las fuentes de carbohidratos utilizadas fueron:
melaza de cafia de azlcar (6,3% p/p), pulpa de citricos deshidratada (8,4% p/p), maiz
molido (6,4% p/p) y fruto inmaduro de guineo cuadrado (6,7% p/p) de manera que
provean 5% del total de carbohidratos no fibrosos de la mezcla. El 5% restante para
alcanzar el 10% de carbohidratos no fibrosos, fue provisto por las leguminosas. El fruto
inmaduro de guineo cuadrado se encontraba en estado inmaduro y completamente

engrosado al momento de la cosecha.
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5.4.3. Disefio experimental y tratamientos

El experimento se formulé con un disefio factorial completamente aleatorizado
(4x4), con 4 fuentes de carbohidratos (melaza de cafia de azucar, pulpa de citricos
deshidratada, maiz molido y fruto de guineo cuadrado) y 4 especies leguminosas
(Vigna unguiculata, Arachis pintoi, Cratylia argéntea y Erythrina poeppigiana). Todos
los tratamientos se uniformizaron para contener 10 % de carbohidratos no fibrosos
para asegurar una adecuada fermentaciéon (Vargas, 1979; Hiriart, 2008). A todos los
tratamientos se les agregd indculo bacterial artesanal (elaborado por fermentacién
anaerdbica durante 30 dias, a partir de suero de leche, leche y melaza — Lactobacillus

1,0 x 10° UFC/mL) (1L/tonelada) con base en el peso en fresco.

La conservacion de los tratamientos se realiz6 por medio de la técnica de
microsilos. Cada tratamiento fue repetido 4 veces para un total de 64 microsilos.

Ademas, cada bolsa se consider6 como una unidad experimental.

5.4.4. Procedimiento experimental

El ensilaje de las mezclas forrajeras se realiz6 mediante la técnica de
microsilos de bolsa, para este fin se utilizé bolsas de polietileno para empaque al vacio
con capacidad para 5 kg y grosor de 0,0063 mm. Cada bolsa se llené con 4 kg de
mezcla para ensilar. ElI material una vez depositado y compactado a mano, se extrajo
el aire a fondo mediante aspiradora. Posterior a la eliminacion del oxigeno, las bolsas
se sellaron con cinta plastica adhesiva y se transportaron con vehiculo a las
instalaciones de la Universidad de Costa Rica, ahi se colocaron en condiciones de
laboratorio (25°C, 75% humedad relativa, aproximadamente), donde estuvieran
protegidas del ataque de aves, roedores o labores rutinarias que podrian perjudicar el
proceso de ensilaje.

5.4.5. Variables a evaluar

Cuando los materiales tuvieron 50 dias de fermentacién se realizé la apertura
de los silos y se envié el contenido de la bolsa al laboratorio de bromatologia de
forrajes para determinar: el contenido de proteina cruda (PC) por medio de la
metodologia  descrita en el manual de la AOAC (1998), mientras que el
fraccionamiento de la proteina (A, B1l, B2, B3 y C) se realiz6 por medio de la

metodologia descrita por Licitra et al. (1996). Se calculé la proteina degradable en el
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rumen (PDR) y la proteina no degradable en el rumen (PnDR) de la siguiente manera:
PDR=A+B1y la PnDR=B2+B3+C.

5.4.6. Andlisis de la informacién

El andlisis de la informacion se realizé con un Modelo ANOVA de INFOSTAT
(Di Rienzo et al.,, 2016) considerando como efectos principales: la fuente de
carbohidratos (C), la especie de leguminosa (L) y la interaccién de las fuentes
principales (L*C). Para la comparacion entre medias de los tratamientos se utilizé la

prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

5.5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.5.1. Nitrdgeno no proteico (Fraccion A)

Esta fraccion esta constituida principalmente por: NH3, NO3, junto con
aminoacidos y péptidos libres. Estas moléculas son degradadas de manera inmediata
cuando ingresan al rumen, por lo que no hay nada que pase al intestino delgado
(Chalupa y Sniffen, 1996). Asi, la concentracion de esta fraccion de la proteina cruda
fue afectado de manera significativa (p<0,05) por la interaccion entre la especie de

leguminosa y la fuente de carbohidrato adicionado (Cuadro 1).

En esta investigacion, la fracciébn A se mantuvo entre 3,9 y 8,9% de la materia
seca, esto representa entre 28,3 y 56,9% de la proteina cruda total en cada
tratamiento (Cuadro 1). Al compararlos con los reportados por Guo et al., (2008) (43,4
— 68,4% PC), se puede observar que los tratamientos evaluados presentan mucha
variacién que puede estar determinada por la especie de leguminosa, la capacidad

amortiguadora del forraje, y la calidad del ensilaje.

De acuerdo a Grabber (2009) la fraccion A puede variar hasta 59% en
materiales ensilados debido a procesos de protedlisis que ocurren en el ensilaje,
ademas debido a esto, los valores de la fraccion A son mayores en materiales
ensilados que en materiales frescos. Ademas, Slottner y Bertilsson (2006) sefialan que
durante el ensilaje ocurren proceso de protedlisis que dependen de varios factores
como temperatura, pH, compuestos inhibidores y el contenido de materia seca del
forraje. De esta manera, un mal ensilado permiten la degradacion de las proteinas en
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amonio, esto provoca un aumento del nitrdgeno amoniacal en el silo, lo que en

consecuencia aumenta la cantidad de fraccion A del ensilado.

98



Cuadro 1. Contenido de proteina cruda (PC) y fraccionamiento de la proteina cruda en las mezclas de leguminosas con diferentes fuentes de

carbohidratos, a 50 dias de fermentacion. San José, Costa Rica. 2016.

Leguminosa CHO* PC! Fracciones de la proteina
(% MS) A** (%PC) B1**(% PC) B2**(% PC) B3**(% PC) C**(% PC)
Melaza 15,5 8,9%(56,9) 0,55(3,5) 2,4%(16,2) 1,59(10,2) 2,0°(13,2)
Vigna PCD 14,8 6,8%°(46,4) 0,34(2,3) 3,13(21,1) 2,3%(15,8) 2,1°(14,5)
Maiz 15,9 7,6%°(47,3) 0,30(1,8) 3,9°(24,9) 2,6% (16,0) 1,6%(9,9)
Guineo 13,9 3,9%28,3) 0,30(2,3) 4,6°(33,1) 2,79(19,1) 2,4°(17,2)
Melaza 19,4 5,8%¢(29,9) 0,45(2,2) 4,7°(24,6) 5,9%°(30,6) 2,5°(12,8)
Arachis PCD 17,4 6,22¢(35,4) 0,23(1,4) 4,5°(26,0) 4,1(23,2) 2,5°(14,1)
Maiz 17,9 5,2%(28,9) 0,38(2,1) 4,7°(26,0) 5,4%°(29,9) 2,3°(13,0)
Guineo 17,8 4,9(28,1) 0,81(4,5) 4,2°(23,4) 4,6%(25,8) 3,3%(18,2)
Melaza 15,8 6,9%°(43,9) 0,13(0,8) 2,6%(16,6) 3,7°%(23,3) 2,4°(15,5)
Cratylia PCD 16,5 6,12(36,9) 0,38(2,3) 3,2%(19,9) 3,6"°(21,8) 3,2°(19,6)
Maiz 16,1 6,6%°°(41,2) 0,98(6,1) 2,8%(17,4) 2,6%(15,8) 3,1°(19,4)
Guineo 16,5 7,8%°(47,6) 0,48(2,8) 2,7%(16,6) 2,2°(13,5) 3,2°(19,6)
Melaza 16,7 5,8%¢(34,8) 0,28(1,6) 4,5°(26,8) 2,5%(14,9) 3,7°(21,9)
Erythrina PCD 16,1 5,9%¢(36,8) 0,27(1,7) 3,9°(24,6) 2,3%(14,2) 3,7°(22,7)
Maiz 15,2 5,9%¢(39,3) 0,44(2,9) 4,3°(28,1) 1,64(10,9) 2,9%(18,8)
Guineo 154 5,3"(34,3) 0,31(2,0) 3,8°(24,1) 2,3%(14,7) 3,7%(24,0)
Valor de p
Leguminosa (L) 0,0095 - <0,0001 <0,0001 <0,0001
CHO (C) - - - - 0,0020
LxC 0,0123 - - - -

E.E*** 0,69 (3,97) 0,26 (1,63) 0,44 (2,64) 0,36 (1,80) 0,23 (1,34)

! Proteina cruda

* Fuente de carbohidratos

** Como % de la materia seca

*** Error estandar

Letras distintas en la misma columna son diferentes (p<0,05)
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Los valores de fraccion A obtenidos en esta investigacion para mezclas con
Arachis pintoi, son similares a los obtenidos por WingChing y Rojas, (2007) con ensilados
de Arachis pintoi. Ademas, todos los tratamientos evaluados tuvieron contenidos mayores
de fraccion A comparados a los datos publicados por Betancourt de Flores et al., (2002)
en ensilajes de Leucaena lecocephala. Sin embargo, todas las mezclas ensiladas
presentaron menor cantidad de fraccion A con respecto al trabajo de Miquilena et al.,
(1995) con follaje de Gliricidia sepium. Estas variaciones entre trabajos pueden ser
explicadas por diferencias en las especies forrajeras utilizadas, capacidad amortiguadora
de los forrajes, concentracion de carbohidratos solubles antes del ensilaje y contenido de
humedad de los forrajes, los cuales afectan la calidad del ensilaje y pueden afectar la

concentracion de esta fraccion.

5.5.2. Fracciones de proteina verdadera (Fracciones B1, B2 y B3)

5.5.2.1. Fraccién B1l.

En esta investigacion los valores oscilaron entre 0,13 y 0,44% de la materia seca, lo que
representa 0,13 — 6,11% de la proteina cruda (Cuadro 1). De acuerdo al andlisis
estadistico, ni la especie de leguminosa, ni la fuente de carbohidratos generan diferencias
significativas entre los tratamientos. Acorde a Chalupa y Sniffen, (1996) esta fraccion esta
compuesta por globulinas y algunas albuminas, las cuales son degradables en el rumen
(200 — 300%/h), aunque hay una parte de la proteina que sobrepasa la fermentacion

ruminal y es absorbida en el intestino delgado (100%).

Los valores conseguidos en esta investigacién son bajos al compararlos con los
datos obtenidos en otras investigaciones (Betancourt de Flores, 1996) donde esta
fraccion alcanza el 30% del total de proteina cruda. Sin embargo, tal y como se menciond
anteriormente, cuando ocurren procesos de ensilaje deficientes puede ocurrir
degradaciéon de las proteinas en aminas y nitrdgeno amoniacal (McDonald, 1981,
Grabber, 2009). Ademas, la severidad de la degradacion depende del pH y humedad final
en el material ensilado, ya que de esto depende la eliminacibn de las bacterias
degradadoras como las Clostridiales (Hiriart, 2008). Esto coincide con lo publicado en la
investigacion de Guo et al., (2008), quienes detectaron al someter forrajes frescos de
alfalfa (Medicago sativa) al proceso de ensilaje sin aditivos que se reduce de manera

significativa la concentracién de la fraccion B1 contra el aumento de la fraccion A.
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Sin embargo, en esta investigacion no se puede asegurar que haya ocurrido un
proceso de degradacion de la proteina de los forrajes, ya que no se cuenta con
informacién de los materiales previo al ensilaje, ademas de acuerdo a Dewhurst et al.,
(2009) ensilados de Trifolium pratense poseen concentraciones de NNP entre 30 y 40%
de la proteina cruda y Fulkenson et al., (2007) obtuvieron concentraciones de NNP
promedio de 39,8% de la proteina cruda cuando analizaron forrajes de Vigna unguiculata

durante el verano.

De acuerdo a Charmley, (2001), este aumento en la protedlisis de la fraccion B1,
puede conducir a la disminucidn en el consumo del alimento debido a la alta
concentracién de nitrdgeno amoniacal, para Givens y Rulquin, (2004), esta situacion
puede agravarse hasta el punto de intoxicar a los animales, especialmente en aquellos
cuyas dietas son exclusivas en ensilajes. Por este motivo, es importante tomar las
previsiones para reducir la produccion de nitrégeno amoniacal en el silo, tal como
aumentar el contenido de materia seca (Fransen y Strubi, 1998), aumentar la cantidad de
carbohidratos solubles y el uso de bacterias productoras de &cido lactico exdgenas
(Yitbarek y Tamir, 2014).

Los valores obtenidos en esta investigacion fueron menores a los obtenidos por
Grabber, (2009) (1,49 — 2,08% MS) con diferentes leguminosas forrajeras de clima
templado, aunque mayores a los reportados por Guo et al., (2008) (0,31% MS) con
ensilados de alfalfa sin aditivos. Estas diferencias se explican por la especie de
leguminosa utilizada, ya que en los trabajos antes mencionados se utilizaron especies
leguminosas de clima templado mientras que en esta investigacion se utilizaron espacies
de clima tropical. Las diferencias obtenidas también pueden ser debidas al uso de fuentes
de carbohidratos y a la concentracion de carbohidratos solubles en los forrajes utilizados,
gque de alguna manera redujeron el pH en el silo y favorecieron mejor ensilaje que el

obtenido en las investigaciones de Guo et al., (2008) y Grabber, (2009).

5.5.2.2. Fraccion B2.

Los valores obtenidos de esta fraccion oscilaron entre 2,4 y 4,7% de la materia
seca, lo que representa 16,2 — 33,1% de la proteina cruda (Cuadro 1 y Figura 1).
Ademds, de acuerdo al andlisis estadistico s6lo la especie de leguminosa generd
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,0001). De esta manera, la especie
Cratylia argentea fue la que presentd menor concentracién de esta fraccion (2,8% MS)

mientras que el Arachis pintoi fue el que present6 el promedio mas alto de fraccion B2

101



(4,5% MS). Esta fraccibn es de gran relevancia para llenar los requerimientos de
animales de alto desempefio productivo, ya que los microorganismos del rumen no
pueden proveer toda la proteina necesaria para una adecuada cantidad y calidad de
leche o carne, por el contrario, se requiere de proteina de sobre paso que provea
suficientes aminoacidos para mantener buena productividad (Sampath et al., 2005; Walli,
2005)

Los valores obtenidos en esta investigacion son menores a los reportados por
Grabber, (2009) (10,68 — 11,22% MS) y Seguin et al., (2002) (12,10 — 13,34% MS) con
leguminosas forrajeras de clima templado sin ensilar, es posible que esto se deba a un
efecto de especie o a una descomposicién de las proteinas de la fracciébn B2 en amonio

durante el proceso de ensilaje, lo que coincide con lo encontrado por Guo et al., (2008).

5.5.2.3. Fraccién B3.

El contenido de esta fraccién en los ensilados fue afectado de manera significativa
por la interaccion de la especie de leguminosa y la fuente de carbohidratos (p<0,001). La
concentracion de fraccibn B3 de los tratamientos evaluados, oscilaron entre 1,6 y 5,9%
de la materia seca, lo que representa 10,2 — 30,6% de la proteina cruda total (Cuadro 1y

Figura 1).

Sin embargo, en este caso tanto Erythrina poepiggiana y Vigha unguiculata presentaron
menor concentracion de esta fraccion (2,2 y 2,3% MS, respectivamente), mientras que el
Arachis pintoi fue el que mostré el promedio mas alto (5,0% MS). Estas diferencias
pueden ser debidas al contenido de esta fracciéon en cada una de las especies utilizadas
0 si ocurrié dafio en las proteinas durante el ensilaje, lo que coincide con lo detectado por
Adesogan, (2006) quien sefiala que si no se aseguran ambientes de calidad para

ensilajes, las proteinas se pueden desnaturalizar y bajar su calidad alimenticia.

En cuanto a la fuente de carbohidratos, en promedio los tratamientos elaborados
con pulpa de citricos deshidratada y fruto de guineo cuadrado fueron los que presentaron
mayor concentracion de esta fraccion (p<0,05), esto coincide con lo reportado por Lopez-
Herrera et al., (2016), quienes utilizaron pulpa de citricos deshidratada en la mezcla lo
que aumentd el contenido de esta fraccion en el ensilado; en el caso del fruto de guineo
cuadrado inmaduro, sus almidones no participan del proceso de ensilaje lo que pudo
afectar el ambiente en el silo y promover la desnaturalizacion de las proteinas de los
forrajes.
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Los tratamientos evaluados poseen contenidos de fraccibn B3 menores a los
reportados por Lanzas et al., (2009) (4,6% MS) para ensilados de alfalfa, salvo los
tratamientos donde se utilizd Arachis, ya que estos fueron similares. Ademas, fueron
menores a los datos presentados en el trabajo de Brown y Pitman, (1991) (8,0 — 10,4 %
MS) en forrajes de Indigofera hirsuta y de Aeschynomene americana. Finalmente, los
valores obtenidos en los tratamientos elaborados con Cratylia y Arachis son similares a
los reportados por Alzueta et al., (2001) en forraje de Vicia sativa L. en llenado de fruto,
pero menores en los tratamientos elaborados con Erythrina y Vigna. Todo lo anterior,
reafirma lo determinado en este trabajo acerca del efecto de la especie de leguminosa en
el contenido de esta fraccion, tanto en los forrajes como en el silo, esto concuerda con lo
encontrado por Guo et al., (2008) y Grabber, (2009).

5.5.3. Proteina indigestible (Fraccion C)

En esta investigacion se obtuvieron valores entre 1,6 y 3,7% de la materia seca, lo
gue representa 9,97 — 24,03% de la proteina cruda total (Cuadro 1 y Figura 1). La
concentracion de la fraccion C en los tratamientos evaluados fue afectada por los efectos
individuales de la especie de leguminosa y por la fuente de carbohidratos utilizada.

De esta manera, la Vigna unguiculata, fue la que presentdé menor concentracion
(p<0,05) de esta fraccion (2,0% MS), mientras que la Cratylia argentea y la Erythina
poepiggiana, fueron las que mostraron el promedio mas alto de esta fraccion (2,9 y 3,5%
MS, respectivamente). Esto puede ser debido a que tanto la Cratylia como la Erythrina
son forrajes lefilosos y de mayor edad, con mayor contenido de lignina, y en
consecuencia, mayor contenido de nitrégeno ligado a la lignina. Esto coincide con lo
reportado por Mafongoya et al., (1998) y Alzueta et al., (2001) quienes detectaron que
conforme aumenta la madurez de la planta, también aumenta la concentracion de la

fraccion C en el forraje.

En lo que respecta a la fuente de carbohidratos los tratamientos donde se utilizé
pulpa de citricos deshidratada y fruto de guineo cuadrado, presentaron mayor contenido
de proteina indigestible (2,9 y 3,1% MS, respectivamente). Ambos aditivos aumentan de
maneras distintas el contenido de la fraccion C en los ensilados. La pulpa de citricos
deshidratada aumenta la cantidad de proteina indigestible, debido a que durante la
elaboracion de la PCD, la exposicion al calor aumenta la cantidad de transformaciones

por reacciones de tipo Maillard (Garau et al., 2007), por lo que al utilizar este material se
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incrementa esta fraccién en las mezclas forrajeras. Esto coincide con lo encontrado por
Lopez-Herrera et al., (2016) quienes detectaron que al utilizar la pulpa de citricos como

aditivo en ensilados de corona de pifia se incrementa la fraccion C.

Por su parte el guineo cuadrado permite el aumento de las reacciones de Maillard
en el silo, debido a que no provee adecuado aporte de carbohidratos solubles, situacion
que pudo propiciar aumento de temperatura en el silo (Goering et al., 1973; Adesogan,
2006). También Chalupa y Sniffen, (1996) Betancourt de Flores et al.,, (2002),
determinaron que durante proceso de ensilaje puede ocurrir aumento en la concentracion
de proteina insoluble por transformacion de los nutrimentos debidas a reacciones tipo
Maillard.

Las mezclas ensiladas evaluadas presentaron contenidos de fraccién C similares
a los reportados por Gierus et al., (2012) (2,37% MS) para ensilados de alfalfa y a los
valores publicados en el trabajo de Guo et al., (2008) (2,60% MS). Aunque mayores a las
concentraciones obtenidas por Seguin et al., (2002) con forraje fresco de diferentes
especies de leguminosas de clima templado. También fueron mayores a los encontrados
por Betancourt de Flores et al.,, (2002) (1,95% MS) en ensilados de Leucaena
leucocephala. Estas diferencias pueden ser debidas a la concentracion de esta fraccion
en cada una de las especies forrajeras utilizadas y si los forrajes estuvieron expuestos a

calor durante el ensilaje.

5.5.4. Relacion entre fracciones de la proteina cruda

5.5.4.1. Proteina degradable en el rumen.

Los ensilados evaluados contienen entre 30,6 y 60,4% PC de proteina degradable
en el rumen (Cuadro 2). Se detectaron diferencias significativas (p<0,05) entre los
tratamientos, estas provienen de la interaccion entre la especie de leguminosa forrajera y
la fuente de carbohidratos adicionado (Cuadro 2). Esta fracciébn hace referencia a la
proteina que se degrada en el rumen y es convertida en proteina microbial o excretada
como urea en la orina (Reynal y Broderick, 2005), por esta razon lo ensilados deben
complementarse con alimentos mas energéticos que permitan aprovechar mejor los

nutrimentos (Dewhurst et al., 2009).

Cuadro 2. Contenido de proteina degradable en el rumen (PDR), proteina no degradable
en el rumen (PnDR) y proteina indigestible (Pl), en las mezclas de leguminosas con
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diferentes fuentes de carbohidratos a 50 dias de fermentacion. San José, Costa Rica.
2016.

) PDR PnDR Pl**
Leguminosa CHO*

(% PC) (% PC) (% PC)

Melaza 60,42 39,6° 13,2°

Vigna PCP 48,7° 51,3° 14,5°

Maiz 49,1° 50,9° 9,9°

Guineo 30,6° 69,42 17,22

Melaza 32,1¢ 67,92 12,8°

Arachis PCP 36,7°¢ 63,32 14,1°

Maiz 31,0¢ 68,92 13,0°

Guineo 32,6° 67,52 18,22

Melaza 44.7° 55,3 15,5°

Cratylia PCP 39,1¢ 60,92 19,62

Maiz 47,3° 52,6° 19,42

Guineo 50,4° 49,6° 19,62

Melaza 36,4¢ 63,62 21,12

Erythrina PCD 38,5°¢ 61,62 22,72

Maiz 42,2° 57,8° 18,82

Guineo 36,3°¢ 63,72 24,02

Valor de p
Leguminosa (L) <0,0001 <0,0001 <0,0001
CHO (C) - - 0,0001
LxC 0,0015 0,0015 -
E.E.*** 3,77 3,77 1,34

* Fuente de carbohidratos

** P| = % fraccion C

*** Error estandar

Letras distintas en la misma columna son diferentes (p<0,05)

En lo que respecta a la especie de leguminosa, los ensilados tanto de Vigna
(47,2% PC) como de Cratylia (454% PC) fueron las que presentaron mayor
concentracion de proteina degradable en el rumen (p<0,05), mientras que Erythrina
(38,4% PC) y Arachis (33,1% PC), fueron las que mostraron menor (p<0,05)
concentracion de PDR. Estas diferencias no tienen relacidén con el habito de crecimiento,
ya que no influye si la leguminosa es herbacea o arbustiva, lo que sugiere un efecto
propio de cada especie. Con respecto a la fuente de carbohidratos durante el ensilaje, tal
y como se sefiala en el trabajo de Grabber, (2009) el valor de fraccion A de los ensilados
puede tener 59% de variacion debido al grado de protedlisis que haya ocurrido durante el
ensilaje.

Slottner y Bertilsson, (2006) respaldan lo anterior, ya que explican que durante el
proceso de ensilaje ocurren proceso de protedlisis que dependen de factores como
temperatura, pH, compuestos inhibidores y el contenido de materia seca del forraje. De

esta manera, ensilajes donde no se conocen las caracteristicas de los forrajes a ensilar y
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no se agrega aditivos cuando se requiera para asegurar ensilados de calidad, permiten la
degradacién de las proteinas a amonio, lo esto aumenta el nitrdgeno amoniacal en el silo,

gque en consecuencia aumenta la cantidad de fraccion A del ensilado.

Los ensilados que se elaboraron con Arachis y Erythrina presentaron contenidos
de proteina degradable en el rumen similares a los reportados por WingChing y Rojas,
(2007) (35,8% PC) para ensilados de Arachis pintoi con 50 dias de fermentacién. Sin
embargo, los ensilados elaborados con Vigna y Cratylia presentaron valores mayores
(31,8% y 26,8%, respectivamente). Todos los tratamientos presentaron valores menores
a los reportados en el trabajo de Guo et al., (2008) en ensilados de alfalfa sin aditivos
(69,9% PC). Esto debido a diferencias propias de cada especie de leguminosa y al grado

de participacion de cada fuente de carbohidratos durante el ensilaje.

5.5.4.2. Proteina no degradable en el rumen.

Los materiales ensilados presentaron valores entre 39,6 y 69,4% PC de proteina
de sobrepaso (Cuadro 2). Al igual que con la proteina degradable, se detectaron
diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos, que provienen de la interaccion

entre la especie de leguminosa forrajera y a la fuente de carbohidratos (Cuadro 2).

De esta manera, los ensilados de Erythrina y Arachis, fueron las que presentaron
en promedio (sin ser diferentes entre si), mayor concentracion de proteina sobrepasante
(61,7 y 66,9% PC, respectivamente), mientras que los ensilados elaborados con Vigna y
Cratylia (sin diferencias entre ellas) fueron las que mostraron menor concentracién de
proteina sobrepasante (52,8 y 54,6% PC, respectivamente). Esto sugiere un efecto de
especie, ya que no hay una tendencia en cuanto al habito de crecimiento y madurez de la

planta, lo que coincide con lo reportado en el trabajo de Guo et al., (2008).

Todos los tratamientos presentaron concentracion de proteina no degradable en el
rumen mayor que las encontradas por Foster et al., (2011) (4,33 — 13,80% PC), quienes
trabajaron con henolajes de leguminosas de clima tropical, esto puede ser debido a
diferencias en el método de conservaciéon. Ademas, mientras que los tratamientos
elaborados con Erythrina y Arachis fueron similares que los datos obtenidos por
WingChing y Rojas, (2007) (62,46 — 67,9% PC) para ensilados de Arachis pintoi con 50 —
60 dias de fermentacion, los ensilados elaborados con Vigna unguiculata y Cratylia
argentea presentaron valores menores. Ello es debido a la interaccion de los forrajes con
las fuentes de carbohidratos utilizadas que pudieron afectar la composicion final de los
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ensilados, ya que el Arachis utilizado en esta investigacién tiene 10 dias menos de edad

que el utilizado en el experimento de WingChing y Rojas, (2007).

Finalmente, todos los ensilados de esta investigacién mostraron valores mayores
de proteina indigestible al compararlos con los resultados publicados por Lanzas et al.,
(2007) (7,4% PC) con ensilados de alfalfa. Esto puede ser debido a diferencias entre las
especies de leguminosas, diferencias por ser plantas de clima tropical contra la alfalfa
que es de clima templado y diferencias producidas por las fuentes de carbohidratos
utiizadas que pueden aumentar la cantidad de proteina indigestible o propiciar que

aumente esta fraccion en el ensilado.

5.6. CONCLUSIONES

Los ensilados analizados presentaron un contenido elevado de fraccibn A en

comparacion con las otras fracciones de la proteina cruda, sobretodo la fraccion B1.

También se determind que la pulpa de citricos deshidratada puede aumentar la
concentracion de fraccion B3 y C en los ensilados debido a que por si misma tiene alto
contenido de esta fracciéon. Por otra parte, los ensilados donde se utiliz6 guineo cuadrado
presentaron incremento en las fracciones B3 y C, debido a que se promueve el

calentamiento de la masa ensilada, lo que aumenta las reacciones Maillard en el silo.

Los ensilados analizados poseen un contenido de proteina degradable elevado,
que debe ser balanceado con fuentes energéticas que permitan reducir las pérdidas de
nitrégeno por orina. Sin embargo poseen adecuado contenido de proteina de sobrepaso
que puede ser utilizado para mejorar la alimentacion de animales alta produccién, ya que

habria mayor flujo de proteina al intestino delgado.
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CAPITULO 6.

EFECTO DE LA FUENTE DE CARBOHIDRATOS, ESPECIE DE LEGUMINOSA Y
ENSILAJE EN LA DIGESTIBILIDAD DE LA FIBRA'Y LA PRODUCCION DE METANO
IN VITRO.
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CAPITULO 6. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBOHIDRATOS, ESPECIE DE
LEGUMINOSA Y ENSILAJE EN LA DIGESTIBILIDAD DE LA FIBRA'Y LA
PRODUCCION DE METANO IN VITRO.

6.1. RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de la fuente de carbohidratos,
especie de leguminosa y forma de procesamiento del forraje en la digestibilidad de la FDN y
emision in vitro de metano de mezclas forrajeras. El experimento fue realizado entre 2015 y
2016, la parte experimental se desarroll6 en Montes de Oca y los forrajes fueron cosechados
en Upala, Costa Rica. Los forrajes fueron picados hasta obtener una particula promedio de 3
cm, y colocadas en bolsas de empaque al vacio, con capacidad para 5 kg ahi se combinaron
en un arreglo mutifactorial 4x4x2, cuatro especies de leguminosas (Vigna unguiculata, Arachis
pintoi, Cratylia argentea, Erythrina poeppigiana), 4 fuentes de carbohidratos (melaza de cafa
de azucar, pulpa de citricos deshidratada, maiz molido y fruto inmaduro de guineo cuadrado)
y dos formas del forraje (fresco, ensilado), para un total de 32 tratamientos. A todos los
tratamientos se les agregd indculo bacterial artesanal (1 L/t). La estimacién de la fibra
indigestible se hizo utilizando una ecuacién de prediccion a partir de la lignina. La medicion
del metano se realizé6 mediante incubadores de vidrio y cromatografia de gases. Ademas se
determiné la concentracién de acidos grasos volatiles por medio de cromatografia liquida de
alto desempefio. También se realiz6 un metanalisis para estimar el contenido de taninos en
los forrajes. El contenido y digestibilidad de la FDN se correlaciond con la produccion de
metano (p=0,42), también se determind que la concentracién de taninos en estos forrajes tuvo
efecto importante en la reduccién del metano. La produccion de metano se afecté por la
especie de leguminosa forrajera, la fuente de carbohidratos y el ensilaje del forraje. Asi, los
tratamientos que produjeron menos metano fueron los elaborados con Erythrina (12,5+1,42 L
CH4/kg MSD), mientras que los de mayor produccion del gas fueron los de Vigna (16,2+1,7 L
CH4/kg MSD) debido a mayor contenido de taninos condensados (3,4% MS y 0,24% MS,
respectivamente) en el forraje y mayor concentracion de FDN digestible (73,0£3,8% FDN y
84,4+3,5% FDN, respectivamente). La fuente de carbohidratos que redujo mas la produccion
de metano fue el maiz molido (12,6+1,9 L CH4/kg MSD), en cambio los tratamientos que
produjeron mayor cantidad de gas fueron los de fruto de guineo cuadrado (15,8+2,0 L CH4/kg
MSD), debido al tipo de almidén presente en el fruto, el cual no puede ser aprovechado en el
rumen, en este caso no hubo cambios en la concentracion de propionato, aunque si aumenté
la concentracién de acetato, comparado con el maiz. La estimacién de la emision de metano
entérico en bovinos lecheros adultos fluctué: entre 110,5y 192,2 L CHy/dia para animales de
454 kg y entre 187,9y 277,0 L CHJ/dia en animales de 680 kg.

Palabras clave: Gases de efecto invernadero, Conservacion de forrajes, Fermentacion,
Rumiantes
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6.2. ABSTRACT

Effect of carbohydrate source, legume species and silage on NDF digestibility and
in vitro methane production. The objective of this research was to determine the effect
of carbohydrate source, legume species and forage processing in NDF digestibility and in
vitro methane emission from forage mixtures. The experiment was carried out between
2015 and 2016, the experimental part was developed in Montes de Oca and forages were
harvested in Upala, Costa Rica. The forages were chopped until they obtained an average
particle of 3 cm, and placed in vacuum packing bags, with capacity for 5 kg, there were
combined in a 4x4x2 mutifactorial arrangement four legume species (Vigna unguiculata,
Arachis pintoi, Cratylia argentea, Erythrina poeppigiana), four sources of carbohydrates
(sugar cane molasses, dehydrated citrus pulp, ground corn and unripe square banana)
and two forms of forage (fresh, ensiled) for a total of 32 treatments. Bacterial inoculum (1
L / t) was added to all treatments. The estimation of the indigestible fiber was made using
a prediction equation from lignin. Methane measurements were performed using glass
incubators and gas chromatography. In addition, the concentration of volatile fatty acids
was determined by means of high performance liquid chromatography. A meta-analysis
was also performed to estimate the tannin content in forages. The content and NDF
digestibility was correlated with the production of methane (p = 0.42), it was also
determined that the concentration of tannin in these forages had significant effect on the
reduction of methane. Methane production was affected by the species of forage legume,
the carbohydrate source of forage and silage.. Thus, the treatments that produced less
methane were on average those produced with Erythrina (12.6x£1.9 L CHa/kg DDM), while
those with higher gas production were on average the Vigna (16.2+1.9 L CH4/kg DDM)
Due to a higher content of condensed tannins (3.4% DM and 0.24% DM, respectively) in
the forage and a higher concentration of digestible NDF (72.9+3.8% NDF and 84.4+3.5%
NDF, respectively). The source of carbohydrates that produced less methane was ground
corn (12.6+£1.9 L CH4/kg DDM), whereas the treatments that produced the highest amount
of this gas were those made with of saba banana (15.8+2.0 L CHs«/kg DDM), due to the
type of starch present in the fruit, that cannot be exploited in the rumen, in this case there
were no changes in propionate concentration, although the concentration of acetate
increased compared to maize. The estimation of the enteric methane emission in adult
dairy cattle varied between 110,5 - 192,2 L CHJ/day for animals of 454 kg and between
187,95 - 277,03 L CHJ/day in animals of 680 kg.

Keywords: Greenhouse gases, Forage conservation, Fermentation, Ruminants
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6.3. INTRODUCCION

El metano es un gas que se produce en el reticulo-rumen como parte de los
procesos de degradacion de los componentes de los alimentos, principalmente los
carbohidratos, en moléculas mas sencillas, para ser aprovechados por los rumiantes
como energia (Dijkstra et al., 2011; Duncan, 2014) en forma de &cidos grasos volatiles

(propionato, acetato y butirato) (Buddle et al., 2011).

La concentracién de estos gases depende del tipo de carbohidrato que se esté
fermentando en el ambiente ruminal (Moss et al., 2000): De esta manera, dietas altas en
fibora aumentan la produccién de acetato y butirato (Cruz y Sanchez, 2000), y en
consecuencia se incrementa la sintesis de metano en el rumen. Por el contario, dietas
mas altas en almidones predisponen la produccion de propionato en el rumen lo que

reduce la produccién de metano entérico (Jiao et al., 2013).

De acuerdo a Lascano y Cardenas (2010), los rumiantes producen entre 21 y 25%
del total de emisiones de metano antropogénico, por lo que son necesarias las
tecnologias que permitan reducir las emisiones sin afectar la produccion y rentabilidad de
las explotaciones. En este entendido Boadi et al., (2004) reportan disminucion del 33% en
la produccion de metano ruminal cuando se utilizan ensilados como fuente forrajera, ya
gque durante el ensilaje el contenido de fibra del forraje se reduce por consumo de la
hemicelulosa (McDonald, 1981)

Por su parte Archiméde et al.,, (2011) sefalan que el uso de leguminosas
tropicales reduce las emisiones de metano con respecto a los pastos C4, debido a que
poseen mayor contenido de nitrdgeno, generalmente en rango de 12 a 30% (Flores et al.,
1998). Esto coincide con las investigaciones de Hindrichsen et al., (2005) y, Shibata y
Terada (2010), quienes indican que es posible reducir la produccién de metano cuando

se aumenta el nivel de proteina en la dieta de los rumiantes.

En cuanto a la fuente de carbohidratos, se menciona que las fibras fermentables
aumentan la metanogénesis debido a su alto contenido de hemicelulosa, celulosa y
pectinas (Van Soest, 1978); de esta manera, las pectinas son 2,8 veces mas
metanogénicas que la xilosa (componente de la hemicelulosa) y 6,75 veces mas que los
almidones (Czerkawski y Breckenridge, 1969, Hindrichsen et al., 2004). La capacidad de

produccion de metano de los azlUcares depende del ambiente ruminal, ya que en

115



condiciones de pH mayor a 6, los azUcares van a la via del acido butirico (Hindrichsen et
al., 2005), mientras que en condiciones de pH mas &cido van a la via del acido propidnico
(Dijkstra et al., 2011).

Por su parte, los almidones tienden a reducir la produccion de metano debido a la
disminucion en las poblaciones de protozoarios, reduccion del pH ruminal y alteracién de
la relacion acetato:propionato (A:P) (Campabadal 1999, Hindrichsen et al., 2005, Duncan,
2014). Sin embargo, la alimentacion con granos es limitada e ignora la importancia de los
rumiantes como convertidores de alimentos fibrosos no aptos para el consumo humano
(Grainger y Beauchemin, 2011). Ademds, el uso de concentrados representa una
limitacion econémica para su uso en los sistemas de produccion en el trépico (Lascano y
Céardenas, 2010), y su uso excesivo, sin precaucion, puede provocar aparicion de

enfermedades metabdlicas (Russell y Rychlik, 2001).

El objetivo de esta investigacion fue determinar la digestibilidad de la FDN vy la
produccion de metano in vitro a partir de mezclas forrajeras elaboradas con cuatro
especies de leguminosas, cuatro fuentes de carbohidratos y dos formas de

procesamiento del forraje.

6.4. MATERIALES Y METODOS

6.4.1. Ubicacion del experimento

La cosecha de los forrajes se realiz6 en la estacion lluviosa, en la finca
Agroecoldgica Vocaré ubicada en el canton de Upala a 180 msnm, con precipitacion
promedio de 2500 mm anuales y temperatura promedio de 25 °C. La etapa experimental
se realiz6 en el Campus Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica, ubicado en San
Pedro de Montes de Oca, Costa Rica donde se encuentran los laboratorios del Centro de
Investigaciones en Nutricion Animal (CINA) para analisis bromatoldgicos y de metano.

6.4.2. Forrajes y fuentes de carbohidratos utilizadas

Las edades de corte de las leguminosas se fijaron de acuerdo al tipo de forraje
(herbaceas o de corte) y edad, de manera que no sean forrajes muy maduros con alto

contenido de fibra y lignina. Las edades de corte utilizadas fueron: Vigna unguiculata (40
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dias), Arachis pintoi (40 dias), Cratylia argentea (75 dias) y Erythrina poeppigiana (75
dias). Las especies arbustivas fueron cosechadas a 1,20m de altura, mientras que las

leguminosas herbaceas fueron cosechadas al nive de suelo.

Los niveles de inclusién de las fuentes de carbohidratos fueron: melaza (6,3%
p/p), pulpa de citricos deshidratada (8,4% p/p), maiz molido (6,4% p/p) y fruto inmaduro
de guineo cuadrado (Musa acuminata x balbisiana, Grupo ABB) (6,7% p/p) de manera
que proporcionen 5% del total de carbohidratos no fibrosos de la mezcla. El 5% restante
para alcanzar el 10 — 15% de carbohidratos no fibrosos, fue aportado por las
leguminosas. El fruto inmaduro de guineo cuadrado se encontraba en estado inmaduro y

completamente engrosado al momento de la cosecha.

6.4.3. Disefio experimental y tratamientos

El experimento consta de un disefio factorial completamente aleatorizado (4x4),
con 4 fuentes de carbohidratos (melaza de cafla de azlcar, pulpa de citricos
deshidratada, maiz molido, fruto de guineo cuadrado) y 4 especies de leguminosas
(Vigna unguiculata, Arachis pintoi, Cratylia argéntea y, Erythrina poeppigiana). Todos los
tratamientos cuentan con 10 — 15% de carbohidratos no fibrosos para asegurar una
adecuada fermentacion de acuerdo a lo planteado por Vargas, (1979) e Hiriart, (2008).

A todos los tratamientos se les agregd inéculo bacterial artesanal (elaborado por
fermentacion anaerdbica durante 30 dias, a partir de suero de leche, leche y melaza —
Lactobacillus 1,0 x 10° UFC/mL) (1L/tonelada) con base en el peso en fresco. Cada
tratamiento fresco fue repetido 3 veces y cada tratamiento ensilado fue repetido 4 veces,
por lo tanto, el experimento contd con un total de 112 microsilos. Finalmente, cada bolsa

se consider6 como una unidad experimental.

6.4.4. Procedimiento experimental

Se tomaron por triplicado muestras de 3 kg de material fresco de cada tratamiento
con la finalidad de analizar el material antes del ensilaje. El ensilaje se llevo a cabo en
microsilos de bolsa, cada unidad se llené con 4 kg de mezcla para ensilar. En ambos
casos se utilizé bolsas de polietileno para empaque al vacio con capacidad para 5 kg y
con un grosor de 0,0063 mm. El material fue depositado y compactado a mano y el aire
se extrajo con una aspiradora. Todo el proceso de elaboracion y sellado de los silos se

realiz6 en la finca Vocaré.

117



Posterior a la eliminacion del aire, las bolsas se sellaron con cinta plastica
adhesiva, se transportaron en vehiculo a Montes de Oca y se colocaron en condiciones
de laboratorio (25°C, 75% humedad relativa, aproximadamente) para que estuvieran
protegidas del ataque de aves, roedores o labores rutinarias que podrian perjudicar el

proceso de ensilaje.

6.4.5. Variables a evaluar

A los 50 dias de fermentacion se realiz6 la apertura de los silos, y los ensilados
fueron llevados al laboratorio de bromatologia de forrajes del CINA para determinar:
concentracion de fibra en detergente neutro (FDN), fibra en detergente acido (FDA) y
lignina (Van Soest et al. 1991). Ademas se determiné el contenido de carbohidratos no
fiborosos (NRC, 2001). También se estimé el contenido de fibra en detergente neutro
indigestible (inFDN) utilizando la ecuacién de Chandler (1980) y por diferencia se calculé
la fibra en detergente neutro digestible (dFDN). Finalmente se estimé el contenido de total
de nutrimentos digestibles TND a partir de las ecuaciones elaboradas por Addams et al.,
(1995).

Para estimar la concentracion de taninos condensados en las leguminosas se
realiz6 un analisis de diferentes trabajos publicados en revistas indexadas incluidas en
las bases de datos: Scopus, Proquest, Springer, CSIRO, CABI, Cambridge Journals,
Wiley Online Library. Los datos obtenidos fueron tabulados en Excel y analizados
mediante un analisis de varianza para determinar diferencias estadisticas entre las

especies de leguminosas.

Para la determinacién de la produccién de metano se utilizé una adaptacion de la
metodologia descrita en el trabajo de Meale et al. (2012). Para este fin se pesé 1g de
forraje seco molido combinado con licor ruminal de animales fistulados con una dieta
conocida (0,5 kg de citricos; 0,5 kg de VapFeed; 0,3 kg de melaza; 0,5 kg de soya; 38 kg
ensilaje) y soluciones amortiguadoras y minerales. Las mezclas forrajeras fueron
incubadas durante 24 horas a 392£0.5 °C, en recipiente de vidrio con capacidad para 250
mL en un equipo ANKOM Gas Production System. Los valores obtenidos fueron
corregidos con un blanco que contenia solamente licor ruminal, la produccién de gas fue
medida con sensores ubicados en la parte superior de los frascos de vidrio y guardados

en el programa informatico del incubador ANKOM Gas Production System.
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A 24 horas de incubacién se procedid a la colecta del gas, la muestra se tomo
directamente en el septo del recipiente utilizando un tubo de Vacutainer con capacidad
para 20 mL y para la cuantificacion de la concentracion de metano se utilizd un
Cromatografo de gases Agilent Technologies modelo 7820A con una columna 19091P-
MS4 y un detector de masas de simple cuadrupolo modelo 5977E Agilent
Technologies. La produccion de metano se expresa como litros de metano por kilogramo
de materia seca (MS) y como litros de metano por kilogramo de materia seca digestible
(MSD).

Después de tomar la muestra de gases, los recipientes fueron retirados de la
incubadora y el licor ruminal remanente fue transvasado a tubos de ensayo, a los que se
les agreg0 5 gotas de acido sulftrico concentrado para eliminar las bacterias presentes. A
continuacion, se procedié a centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos para lograr la
precipitacién de los materiales soélidos sin digerir. El liquido supernatante fue almacenado
a 4-5 °C, mientras se realiz6 el centrifugado a todos los tratamientos. Para cuantificar la
concentracion de los acidos grasos volatiles (AGV) en el licor ruminal (% del total de
acidos grasos voléatiles), se analiz6 el liquido supernatante en un sistema de
cromatografia liqguida de alto rendimiento (HPLC) Agilent Technologies modelo 1260

Infinity con una columna Agilent Hi-Plex H.

Ademas, se simulé un escenario de emisidn de metano entérico con los datos de
produccién de metano de los tratamientos con mayor y menor produccién de este gas.
Para este fin se utilizaron las tablas de requerimientos del NRC (2001) de ellas se
tomaron los valores para una vaca de 454 kg de peso vivo que produce 10 kg 6 30 kg
leche/dia y, para una vaca de 680 kg de peso vivo que produce 25 kg 6 45 kg leche/dia.
En ambos casos las vacas tienen una dieta de 68% TND, estan en lactancia media
estimada a 90 dias en produccién y producen leche que contiene 4,0% de grasay 3,0%
de proteina verdadera.

6.4.6. Andlisis de la informacién

Para el andlisis de la informacion se utilizé6 un Modelo ANOVA de INFOSTAT (Di
Rienzo et al.,, 2013) considerando como efectos principales: el ensilaje, la fuente de
carbohidratos, la especie de leguminosa y la interaccion de todas las fuentes principales.
Ademads, se realizaron analisis de correlacion de Pearson, analisis de componentes
principales y correlaciones candnicas, para determinar la relacion entre las variables

nutricionales, los parametros de fermentacion ruminal y la produccién de metano. En
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todos los analisis estadisticos realizados se utilizo la prueba de medias de Tukey con un
nivel de confianza del 95%. Para las diferencias en las medias obtenidas en la simulacién

de emisidn metano entérico se utilizaron intervalos de confianza con a=0,05.

6.5. RESULTADOS Y DISCUSION

6.5.1. Digestibilidad de la FDN

Los resultados del analisis de la variable fibra en detergente neutro indigestible
indican que existen diferencias debidas a la interaccion entre la especie de leguminosa y
la fuente de carbohidratos (p<0,0393), ademas a la interaccion entre la fuente de
carbohidratos y la forma de procesamiento del forraje (p<0,004). De esta manera, las
especies de leguminosas arbustivas (Erythrina y Cratylia) fueron las que presentaron
mayor contenido de fibra detergente neutro indigestible (27,0£3,8 y 28,2+4,4 %), mientras
que para Vigna y Arachis se obtuvo valores de 15,6+3,5 y 14,9+89% FDN,
respectivamente. Estas diferencias son debidas al contenido de lignina en los tejidos de
las plantas (Cuadro 1), donde las leguminosas arbustivas poseen mayor concentracion
de este componente debido a que son forrajes de mayor edad y madurez fisiol6gica
(Arthington y Brown, 2005). Esto coincide con los hallazgos de Lépez-Herrera y Bricefio-
Arguedas (2016) quienes indican que el contenido de lignina en la Cratylia varia entre
11,9y 16,3 % MS, de acuerdo a la edad del forraje y época del afio en que se cosecha el

forraje.

En cuanto a la fuente de carbohidratos, los tratamientos en los que incorporé fruto
inmaduro de guineo cuadrado (Cuadro 1), fueron los que presentaron mayor contenido de
fibra detergente neutro indigestible (24,8+5,9% FDNi). Esto puede ser debido al aporte de
lignina que realizan las cascaras de las musaceas, ya que el valor de lignina en las
cascaras de los frutos puede oscilar entre 6 y 16,8% MS (Emaga et al., 2008; Mohapatra
et al., 2010). Este mismo efecto fue determinado en la investigacion de Lopez-Herrera et
al., (2015) quienes analizaron ensilados de pasto Pennisetum purpureum con fruto de
platano Pelipita en estado inmaduro. Por otra parte, los tratamientos con menor contenido
de fibra indigestible fueron los elaborados con: melaza (19,4+5,9% FDNi), PCD
(20,7+£7,3% FDNi) y maiz (20,6+8,6% FDNi), y no hubo diferencias entre ellos. Esto
puede ser debido al menor contenido de lignina en estas fuentes utilizadas comparado en

el de los frutos de guineo cuadrado, tal y como se menciond.
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Cuadro 1. Valores de fibra en detergente neutro, fibra en detergente neutro indigestible y
fibra en detergente neutro digestible, de las mezclas forrajeras en forma fresca, antes del
ensilaje y con 50 dias de fermentacion. San José, Costa Rica. 2016.

. . FDN** Lignina inFDN** dFDN**
Forraje Leguminosa CHO* (%MS) (o/g MS) (%FDN) (%FDN)
Melaza 37,62 5,932 13,42 86,6°

Vigna PCP 45,9° 5,442 13,22 85,8¢

Maiz 38,52 4,792 14,92 85,1°¢

Guineo 43,2° 7,392 20,8° 79,2°

Melaza 38,42 5,692 14,22 85,8¢

Arachis PCD 43,8° 5,912 13,12 86,9¢

Maiz 42,8° 6,192 11,52 88,5°¢

Fresco Guineo 46,3° 8,66°P 17,8° 82,30
Melaza 50,2° 9,43b 22,6P 77,4°

Cratylia PCP 51,6° 10,80° 25,9b 74,1°

Maiz 55,0°¢ 13,20¢ 31,7¢ 68,32

Guineo 55,9¢ 13,90¢ 33,4¢ 66,62

Melaza 49,9° 10,27° 24,70 75,3°

Erythina PCP 47,7° 9,97b 23,9P 76,1°

Maiz 55,3¢ 13,00¢ 31,2¢ 68,82

Guineo 56,9°¢ 12,43¢ 29,8¢ 70,22

Melaza 35,92 5,632 13,02 83,9¢

Vigna PCP 44,15 6,632 13,92 86,1°

Maiz 36,72 5,612 11,82 86,8¢

Guineo 47,3° 8,53P 19,7b 80,3°

Melaza 36,22 6,682 13,52 86,5°¢

Arachis PCP 36,22 5,782 15,92 84,1°

Maiz 31,92 4,902 13,22 86,8¢

Ensilado Guineo 41,7° 8,23b 20,5P 79,5°
Melaza 44,35 11,230 26,9° 73,1°

Cratylia PCD 48,45 12,45¢ 29,9¢ 70,12

Maiz 42,9° 11,25b 27,0° 73,00

Guineo 44,9° 11,60° 27,8b 72,2°

Melaza 42,50 10,02° 23.4b 76,6°

Erythina PCD 46,45 11,630 27,6b 72,40

Maiz 42,7° 10,580 25,4b 74,6°

Guineo 47,9° 12,55¢ 30,1° 69,92

E.E.*** 1,82 0,60 1,43 1,43

* Fuentes de carbohidratos

** EDN=Fibra en detergente neutro, inFDN= Fibra en detergente neutro indigestible,
dFDN= Fibra en detergente neutro digestible

*** Error estandar

Letras en la misma columna con letra distinta, difieren estadisticamente (p<0,05)

De acuerdo a Krizsan y Huhtanen (2013), el incremento en la cantidad de fibra
detergente neutro indigestible reduce la digestibilidad de la materia organica
fermentandose en el rumen, lo que en consecuencia, reduce el valor del forraje en
términos nutricionales. De esta manera, conocer la digestibilidad de los forrajes es critico
para una adecuada alimentacién de los rumiantes (Oba y Allen, 1999). Estos autores
indican que los ensilados de maiz poseen una concentracién de fibra detergente neutro
indigestible de 12,9% MS. Por su parte, JanCik et al., (2008) indican que los pastos de

clima templado poseen entre 1,8 y 17,6% MS de fibra detergente neutro indigestible. De
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esta manera, los tratamientos evaluados en esta investigacion se consideran materiales
de buena calidad, ya que los valores de fibra en detergente neutro indigestible fluctuaron
entre 2,6 y 19,8% MS

6.5.2. Produccion de metano in vitro

Se obtuvo que la especie de leguminosa, la fuente de carbohidratos y el ensilaje,
generaron diferencias altamente significativas entre tratamientos (p<0,0001) en la
produccién de metano. También, mediante el analisis de componentes principales se
logré determinar dos grupos; uno conformado por el conjunto de las variables de
composicion nutricional (FDN, FDA, Lignina, iFDN y dFDN) y otro por las variables de
fermentacion ruminal (&cidos: acético, propiénico y butirico). Ademas, a través del
analisis de correlaciones candnicas se determiné que en conjunto, las variables
nutricionales correlacionan (p=0,95) con las variables de fermentacién ruminal incluida la
produccién de metano. También se detecté que la hemicelulosa y los carbohidratos no
fibrosos correlacionan (p= 0,40 y -0,41, respectivamente) con la produccién de metano in
vitro (Cuadro 2).

En cuanto a las diferencias por especie de leguminosa, los tratamientos que
presentaron mayor produccién de metano por kilogramo de materia seca digestible,
fueron los que se elaboraron a partir de Vigna, (16,2+1,7 L CHs/kg de materia seca
digestible (MSD)), mientras que los tratamientos que mostraron menor produccion de
metano fueron los que se elaboraron con Erythrina, (12,5+1,42 L CH./kg de MSD). Por su
parte, los tratamientos elaborados a partir de Arachis y Cratylia presentaron valores
intermedios (14,0+1,9 — 13,9+1,9 L CH4/kg de MSD), aunque no hubo diferencias entre
ellos. Los valores de produccion de metano para cada especie de leguminosa son
mayores a los reportados en el trabajo de Meale et al., (2012) para Cratylia argentea,
Cajanus cajan, Leucaena leucocephala, Stylosanthes guianensis y Gliricidia sepium (7,3
— 11,1 L CH4/kg de MSD). Todos los tratamientos presentaron valores mayores a los
obtenidos en el trabajo de Arce-Cordero et al., (2014) (6,57 — 8,45 L CH4/kg de materia
seca digestible). Estas diferencias pueden ser debidas a la especie forrajera, al contenido

de metabolitos secundarios y manejo del cultivo.
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Cuadro 2. Produccién de metano, concentracion y proporcion de los acidos grasos volatiles de diferentes mezclas forrajeras a 24 horas de fermentacion in
vitro. San José, Costa Rica. 2016.

Forraje Leguminosa CHO CH4 CH4 Acidos grasos volatiles (moles/100 moles de AGV)
(L/kg MS) (L/kg MSD) Acético (A) Propidnico (P) Butirico Otros acidos Relacion A:P

Melaza 11,034 16,854 62,97° 20,77° 9,83 5,73 3,07¢
Vigna PCD 11,454 17,604 64,40¢ 18,832 11,17 5,50 3,434
Maiz 10,124 15,80¢ 61,432 24,139 8,93 5,17 2,562
Guineo 11,754 18,72¢ 64,20° 20,57° 10,01 6,43 3,08¢
Melaza 9,65¢ 14,11¢ 62,60° 21,60° 9,47 6,33 2,90¢
Arachis PCD 10,03¢ 15,44°¢ 64,27¢ 20,302 10,70 4,73 3,17¢
Maiz 8,60° 12,36° 60,772 24,604 8,60 6,03 2,472
Fresco Guineo 11,209 16,991 63,77°¢ 21,27° 9,50 5,44 3,00°¢
Melaza 8,76° 12,49 62,032 21,63° 10,17 6,17 2,87°¢
Cratylia PCD 10,804 15,99¢ 64,03¢ 19,802 10,90 5,27 3,244
Maiz 8,020 14,55¢ 61,532 24,274 8,67 5,54 2,542
Guineo 11,134 16,814 61,302 21,03° 11,01 6,67 2,92¢
Melaza 8,11° 12,64 63,67°¢ 20,172 8,97 7,90 3,12¢
Erythina PCD 9,31°¢ 14,19¢ 64,50¢ 19,572 11,27 4,77 3,30d
Maiz 7,51° 12,022 61,772 24,704 8,53 5,33 2,492
Guineo 9,11¢ 14,41¢ 63,01° 20,97° 9,50 5,34 3,07¢
Melaza 9,79¢ 14,75¢ 62,83° 21,83 10,40 5,33 2,86°
Vigna PCD 10,06¢ 15,51¢ 62,53° 20,63 11,70 5,60 3,01¢
Maiz 9,24¢ 13,68° 61,282 24,709 9,53 4,85 2,462
Guineo 11,08 16,764 63,43¢ 22,77° 11,23 5,20 2,67°
Melaza 9,02¢ 12,86° 60,952 24,234 9,05 5,80 2,522
Arachis PCD 9,34¢ 14,62¢ 63,10° 21,45 10,63 4,93 2,95¢
Maiz 7,51° 10,892 60,232 24,634 9,63 5,53 2,422
Ensilado Guineo 8,95¢ 14,52¢ 62,532 22,95°¢ 8,25 6,58 2,71°
Melaza 9,35P 13,28 60,702 22,85¢ 9,80 6,65 2,66°
Cratylia PCD 8,120 11,732 61,982 21,40 10,63 6,01 2,90¢
Maiz 10,564 11,562 60,582 25,154 8,63 5,65 2,412
Guineo 10,01° 15,05¢ 60,802 23,05¢ 10,30 5,85 2,640
Melaza 7,61° 11,382 62,45 21,68° 9,88 5,63 2,91¢
Erythina PCD 8,27° 12,89° 62,082 20,83 12,58 4,08 3,00¢
Maiz 6,762 10,242 60,932 24,784 8,65 4,85 2,482
Guineo 8,01° 12,75 60,802 21,73° 10,43 4,43 2,92¢
E.E. 0,41 0,48 0,30 0,36 0,54 0,61 0,05

Letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0,05) MS= Materia seca MSD= Materia seca digestible EE=error estandar
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Los tratamientos elaborados con Cratylia y con Erythrina fueron los que
presentaron mayor contenido de fibra en detergente neutro indigestible, por lo tanto,
poseen menor contenido de fibra aprovechable por el rumiante, lo que reduce el valor
del forraje (Detmann et al., 2004), y en consecuencia habria menor produccién de
metano. Sin embargo, al correlacionar el contenido de fibra detergente neutro
indigestible con la produccion del gas se obtuvo una correlacién (p=-0,51), por lo que
no se considera apropiado el uso de este parametro como posible indicador de
metanogénesis. Ello contradice lo reportado por Kasuya y Takahashi (2010) quienes
mostraron que la digestibilidad de la fibra es un buen indicador para estimar la
produccion de metano en forrajes, aunque ese trabajo se realizé con forrajes de clima
templado, lo que sugiere que existe un factor adicional al contenido de fibra
indigestible que reduce la produccién del gas, por ejemplo la concentraciéon de taninos

condensados en el forraje.

De esta manera, por medio de un metanalisis de investigaciones previas se
determiné que en promedio la leguminosas de los géneros Erythrina y Arachis poseen
mayor concentracion de taninos condensados con respecto a las otras especies de
leguminosas (Cuadro 3), aunque fueron los tratamientos elaborados a partir de
Erythrina los que presentaron menor produccién de metano (Figura 1), lo que coincide
con lo publicado en las investigaciones de Puchala et al., (2005); Tan et al., (2011);
Archiméde et al.,, (2011) y Molina-Botero et al., (2013) quienes indican que las
leguminosas tropicales tienen capacidad para reducir la produccion de metano debido
a su contenido de taninos condensados y que es posible el mismo efecto se repita en

ensayos in vitro.

En el caso de los tratamientos con Arachis, se determiné que el promedio de
concentracion de taninos es igual al de Erythrina (Cuadro 3). Sin embargo, la
produccion de metano es semejante a la de los tratamientos de Cratylia (Figura 1).
Esta situacion puede ser provocada por mayor contenido de fibra en detergente neutro
digestible en los tratamientos de Arachis lo que aumenta el aprovechamiento por parte
del rumiante, que a su vez incrementa la cantidad de materia organica fermentandose
en el rumen (Raffrenato y Erasmus, 2013) y que en consecuencia aumenta la
produccion de metano (Dijkstra et al., 2011). De la misma manera, los tratamientos
elaborados con Vigna fueron los que presentaron mayor produccion de metano in vitro
(Figura 1), esto debido a que posee menor contenido de fibra en detergente neutro
indigestible (14,95+3,5% FDN) y es el forraje que posee menor contenido de taninos

condensados junto con la Cratylia (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Resultado del meta-analisis para estimar la concentracion de taninos
condensados en las leguminosas forrajeras analizadas. San José, Costa Rica. 2016.

Leguminosa

T.C.
(% MS)

Minimo
(% MS)

N D.E.

Méaximo
(% MS)

Referencias

Vigna

0,242

7 05 0,001

1,35

Pootaeng-on et al.2015;
Bernal et al. 2008a; Bernal et
al. 2008b; Baloyi et al. 2001;
Tiemann et al. 2008; Stirm et
al. 2007; Heinritz et al. 2012.

Arachis

2,640

0,82

5,43

Delgado et al. 2010; Lascano
1994; Jackson et al. 1996;
Abdalla et al. 2012;
Khamseekhiew et al. 2000;
Ldpez et al. 2004

Cratylia

1,092

6 25 0,001

6,70

Bernal et al. 2008a; Heinritz et
al. 2012; Kexian et al. 1998;
Tiemann et al. 2008; Dos
Santos 2007; Stlirm et al.
2007

Erythrina

3,35°

5 24

0,55

5,10

Kongmanila et al. 2007;
Pugalenthi et al. 2004;
Kongmanila et al. 2012;
Kongmanila y Ledin 2009;
Lépez et al. 2004

TC=Taninos condensados, MS= materia seca, D.E= Desviacion estandar
Diferentes letras en la misma columna son diferentes (p<0,05)
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Cratylia
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@ Taninos condensados {%:MS)

Figura 1. Comparacién entre la produccion in vitro de metano y el contenido de taninos

condensados* de las leguminosas forrajeras evaluadas. San José, Costa Rica. 2016.

*Resultado del meta-analisis
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El uso de plantas con altos contenidos de taninos para reducir la produccién de
metano esta documentada en varias investigaciones (Waghorn et al., 2002; Puchala et
al., 2005 y Archimede et al., 2015). En el trabajo de Grainger et al., (2009) se
determiné que al incrementar la cantidad de forraje alto en taninos (Acacia mearnsii)
se puede reducir la producciéon de metano en 114,3 L metano/dia. En la presente
investigacion se detectd que la diferencia entre los promedios de los tratamientos
elaborados con Erythrina y los elaborados con Vigna fue de 86,1 L metano/dia. Esta
diferencia se estim6 a partir del consumo de alimento en materia seca de un animal
con peso promedio de 500 kg mediante la ecuacién descrita en el trabado de Belyea et

al., (1996) que utiliza el contenido de FDN promedio de cada leguminosa.

Al analizar el efecto de la fuente de carbohidratos, se determindé que los
tratamientos donde se agregd maiz fueron los que presentaron menores producciones
de metano, ya que produjeron 12,6+1,9 L CH4/kg de materia seca digestible. Esto
coincide con lo reportado en diversos trabajos (Duncan, 2014; Hindrichsen et al., 2005)
quienes afirman que utilizar almidones en dietas de rumiantes permite reducir la
produccion de metano. Sin embargo, los tratamientos con incorporacién de fruto de
guineo cuadrado fueron los que presentaron mayor emision (15,8+2,0 L CH4/kg de
materia seca digestible) a pesar de ser una fuente rica en almidén (x52% MS) de
acuerdo a lo reportado por Lopez-Herrera et al., (2015). Los tratamientos en los que se
utilizé melaza y pulpa de citricos deshidratada presentaron valores intermedios
(13,4+1,7 y 14,7+1,8 L CH4/kg de materia seca digestible, respectivamente). El efecto
de cada forraje, de acuerdo a la fuente de carbohidratos para los tratamientos
ensilados, puede ser observado en la Figura 2.
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Figura 2. Produccién de metano de las mezclas forrajeras ensiladas, con 24 horas de

fermentacion in vitro. Barras: error estandar San José, Costa Rica. 2016.

La reduccion promedio en la produccion de metano provocada por el maiz
coincide con lo indicado en los trabajos de Duncan (2014) y Archiméde et al., (2011),
guienes sefialan que es posible reducir la producciéon de metano cuando se aumenta
el uso de fuentes con mayor contenido de carbohidratos no estructurales, como los
almidones. Aunque no ocurre lo mismo con los tratamientos en los que se utilizé fruto
inmaduro de guineo cuadrado, donde en promedio se obtuvo la mayor produccién de
metano. De acuerdo a Pelissari et al., (2012) el almidon es el componente principal de
los guineos inmaduros, por lo tanto, debié ocurrir reduccion en la produccion de
metano, tal y como sucedié con los tratamientos donde se incorporé el maiz. Sin
embargo, esto no ocurre, lo que sugiere que existe algun grado de resistencia del

almidodn del fruto a la degradacion por parte de los microorganismos.

En esta investigacibn no fue posible cuantificar la resistencia del almidon

presente en los tratamientos con fruto de guineo cuadrado, sin embargo, se pueden
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realizar algunas afirmaciones basadas en otras investigaciones. Por ejemplo, Ravi y
Mustaffa (2013) sefialan que los frutos de muséceas pueden contener hasta 85% de
almidon y de este alrededor del 57% puede ser resistente a la degradacion, por su
parte Lehmann et al., (2002) y Bello-Lara et al., (2014) indican que en las musaceas
existe una proporcion considerable de almiddn resistente a la degradacién. Ademas,
Sagilata et al., (2006) reportan que la resistencia del almidén esta relacionada con el
contenido de amilosa, es decir que a mayor concentracién de amilosa en el almidon,
mayor sera el contenido de almidén resistente. Sin embargo, la concentracion de
amilosa en los frutos puede variar entre variedades (Mota et al., 2000; Dufour et al.,
2009), por lo tanto, se debe realizar mas investigacion en lo que respecta a la

concentracién de este tipo de almidén en el fruto de guineo cuadrado inmaduro.

Es posible explicar que hubo poca participacion del fruto de guineo cuadrado
en el proceso de incubacion del licor ruminal, ya que al analizar los tratamientos donde
se utilizd el fruto la concentracién de propionato fue de 21,9+1,2 mol/100 moles de
AGV, semejante a la media obtenida en los tratamientos con melaza (21,9+1,3
mol/100 moles de) AGV aunque diferente a la obtenida en los tratamientos donde se
utilizé pulpa de citricos deshidratada (20,5+1,1 mol/100 moles de AGV). A pesar de ser
una fuente alta en almidon (x52% MS) de acuerdo a lo publicado por Lopez-Herrera et
al., (2015) no present6 valores similares a los obtenidos en los tratamientos
elaborados con maiz (24,7+0,65 mol/100 moles de AGV); estos ultimos presentaron la
mayor concentracion de propionato (Figura 3). Esto sugiere que el almidén del fruto no
participa del proceso de fermentacion durante la incubacién en licor ruminal, ya que el
almidon aumenta la concentracion del propionato durante la fermentacion ruminal
(Huntington et al., 2006).
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Figura 3. Concentracion de acidos grasos volatiles en el licor ruminal con 24 horas de
fermentacion in vitro, de acuerdo a la fuente de carbohidratos. San José, Costa Rica.

2016. Letras diferentes en el mismo color de columna son diferentes p<0,05

En contraste con lo anterior, la concentracion de acetato en los tratamientos
donde se utilizé pulpa de citricos deshidratada fue el mayor (63,4+1,2 mol/100 moles
de AGV), esto debido a que la pulpa de citricos deshidratada posee entre 22 y 40% de
pectinas (Kim et al., 2007), las cuales son consideradas fibras fermentables (Mansfield
y Stern, 1994; Kohestani et al., 2011) y como tales aumentan la concentracion de
acetato en el rumen (Alvarez et al., 2009). Ademas, los tratamientos con pulpa de
citricos deshidratada presentaron la mayor concentracion de butirato (11,2+1,2

mol/100 moles de AGV) tal y como se puede observar en la Figura 3.

En el caso de los tratamientos elaborados con grano de maiz molido, se obtuvo
la menor concentracién de acetato (61,0+0,7 mol/100 moles de AGV) comparado con
los tratamientos con fruto inmaduro de guineo cuadrado (62,4+1,4 mol/100 moles de
AGV). El almidén en el fruto no es degradado por los microorganismos en el licor
ruminal, en consecuencia los Unicos carbohidratos disponibles son la hemicelulosa y la
celulosa fuentes que de acuerdo con Archiméde et al., (2011) incrementan la
produccion de metano. Por esta razon, los tratamientos elaborados con pulpa de
citricos deshidratada y fruto inmaduro de guineo cuadrado fueron los que presentaron
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las mayores producciones de metano (14,7+1,8 y 15,5+2,0 L CHJ4/kg de materia seca
digestible, respectivamente). En la presente investigacion se determiné que la
diferencia en la produccién de metano in vitro entre los tratamientos donde se utilizd
pulpa de citricos deshidratada y los de maiz fue de 17%, lo que coincide con lo

reportado por Czerkawski y Breckenridge (1969) y Hindrichsen et al., (2004).

Con respecto al efecto del ensilaje, se determind que los materiales ensilados
producen (p<0,05) 13,7+ L CH./kg de materia seca digestible, mientras que los
materiales frescos 14,9+ L CH4kg de materia seca digestible. Las diferencias
obtenidas se deben a la reduccion de la hemicelulosa (26,1%) y de la celulosa (5,64%)
durante el ensilaje, esto provocé reduccién en el contenido de fibra del material y
aumento en la digestibilidad lo que permitié la reduccién en la produccion de metano.
El mismo efecto fue detectado en el trabajo de Navarro-Villa et al. (2013), quienes
compararon las diferencies en produccion de gas metano entre ensilajes y materiales

frescos de pastos y leguminosas.

Esta disminucién en la concentracién de los componentes de la fibra también
influye en la concentracion de los acidos grasos volatiles (Jiao et al., 2013). De esta
manera, los tratamientos ensilados tienen menor (p<0,05) produccién de acetato
(61,7+1,1 mol/100 moles de AGV), en comparacion con los tratamientos en fresco
(62,9+1,4 mol/100 moles de AGV), lo que coincide con los resultados obtenido en el
trabajo de Boadi et al., (2004), quienes reportan disminucion del 33% en la produccién
de metano al utilizar materiales ensilados. Sin embargo, en la presente investigacion la
reduccion de metano fue 9,5%, al pasar de fresco a ensilado, esto debido a que el
valor de reduccion proviene de un promedio que involucra cuatro especies de
leguminosas y cuatro tipos de carbohidratos, lo que agrega mucha variacién a los
promedios de cada forma de procesamiento del forraje.

Estimacion de la emision de metano entérico

Se calculd 9,4+1,5 L CHs/kg de materia seca como promedio de produccion de
metano de todos los tratamientos analizados y con esto se procedié a simular la
emision de metano entérico. No se determinaron diferencias (p>0,05) en la produccion
de metano entérico entre las vacas pesadas y las livianas, esto se debe a los
consumos de materia seca de las vacas livianas de mayor produccién de leche, ya que
es similar al consumo de materia seca de las vacas pesadas de menor produccion

promedio. Esto concuerda con lo publicado por Bernier (2011), quienes sefialan que el
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consumo afecta la produccion del metano en el rumen. Por otra parte, se detectaron
diferencias en cuanto al nivel productivo de los animales, de esta manera, los animales
mas productivos y que consumieron mas alimento (Cuadro 3) fueron los que
produjeron mas metano. Esto coincide con lo reportado por Dijkstra et al., (2011),
quienes sefialan que la produccion de metano depende de la cantidad de biomasa

degradada, ya que hay mayor actividad microbiana en el rumen.

Cuadro 3. Emisién de metano entérico simulada a partir del promedio de produccion
de metano de las mezclas de leguminosas y fuentes de carbohidratos evaluadas, de

acuerdo al nivel de produccion y al peso de los animales. San José, Costa Rica. 2016.

Peso vivo Nivel productivo CMS* L CHa EE. Intervalos de confianza
(Kg) (kg leche/vaca/dia)  (kg/d) dia LI LS
454 10 12,4 83.8,4* 2,89 110,45 122,25

30 19,5 182,9* 4,55 173,70 192,24
630 25 19,6 197,9* 4,92 187,95 208,02
45 25,7 263,7° 6,55 250,30 277,03

* CMS= Consumo de materia seca, E.E.= Error estandar LI= Limite inferior, LI=Limite
superior

Diferentes letras en la misma columna son diferentes (p<0,05)

Los valores de produccion de metano estimados en esta investigacion,
coinciden con los reportados en otras investigaciones, como la de Nascimento (2007)
(183,3 — 191,6 L CHJ/dia) quien utilizd heno de Brachiaria brizantha con diferentes
estados de maduracion y alimento balanceado. Aungue son menores a los reportados
por Canesin et al., (2014) 313,8 — 351,4 L CHJdia para animales de leche que
pastorean apartos de Brachiaria brizantha. Estas diferencias se deben a diferencias
entre especies forrajeras, manejo agronémico, edad del rebrote, procesamiento del
alimento y localizacién geografica (Pedreira et al. 2009; Hook et al., 2010; Archimede
et al., 2011).
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6.6. CONCLUSIONES

Se determinaron diferencias en el contenido de fibra en detergente neutro
indigestible, donde las leguminosas arbustivas presentaron mayor concentracion de
esta variable comparados con las leguminosas herbaceas. En lo que respecta a la
fuente de carbohidratos, los tratamientos en los que se utilizé el fruto inmaduro de
guineo cuadrado fueron los que presentaron mayor contenido de fibra en detergente
neutro indigestible, debido a una mayor concentracion de este componente de la pared

celular en el fruto.

Se obtuvo que la especie de leguminosa, la fuente de carbohidratos y el
ensilaje, generan diferencias en la produccién de metano. Las diferencias por especie
de leguminosa, provienen de mayor contenido de fibra en detergente neutro digestible
y la concentracion de taninos condensados en el forraje. De esta manera la
leguminosa Vigna unguiculata fue la leguminosa que produjo mas metano y la

Erythrina poepiggiana fue la de menor produccién de este gas.

En cuanto a la fuente de carbohidratos, se determindé que los tratamientos
donde se agreg6 maiz fueron los que presentaron menores producciones de metano,
mientras que los tratamientos donde se incorporé fruto de guineo cuadrado fueron los
gue presentaron mayor emision, se considera que existe resistencia a la degradacion
por parte del almidén de manera que los carbohidratos disponibles en estas mezclas
fueron los de la pared celular de las leguminosas, lo que aumenté la produccion de

metano.

La concentracion de acetato en los tratamientos donde se utilizé pulpa de
citricos deshidratada fue mayor, esto debido a su contenido de pectinas consideradas
fibras fermentables. En los tratamientos con guineo cuadrado los microorganismos del
licor ruminal utilizaron los carbohidratos de la fibra como fuente de energia, debido a
posible resistencia a la degradacion del almidon en el fruto, lo que incremento la
concentracion de acetato. Mientras que los tratamientos con maiz fueron los que

presentaron menor concentracion de acetato en licor ruminal.

En el caso del ensilaje se obtuvo reduccion promedio de 9,5% al pasar de
fresco a ensilado, esto es debido a un menor contenido de fibra en el ensilado con
respecto al material fresco. En la simulacion de la emision de metano entérico fue
posible detectar diferencias en cuanto al nivel productivo de los animales, de esta
manera los animales mas productivos y que consumieron mas alimento produjeron

mas metano.
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Los materiales forrajeros analizados presentaron caracteristicas fisicas de
calidad media a buena. La calidad de cada tratamiento fue influenciada por el
contenido de humedad y la capacidad amortiguadora de cada especie de leguminosa,
ademas el tipo de carbohidrato agregado en la mezcla forrajera, influencié la calidad

organoléptica de los ensilados.

Los valores de potencial de hidrogeno y nitrdgeno amoniacal presentaron
niveles aceptables para ensilados tropicales, sin embargo en los tratamientos en los
gue se utilizo el guineo cuadrado se encontraron los valores mas elevados para estas
variables, lo que presume una pérdida de calidad en el forraje conservado. La
variacion en los valores del potencial de hidrégeno y nitrégeno amoniacal proviene del
contenido de humedad en los forrajes y del tipo de carbohidrato agregado, ya que los
almidones no participan en el proceso de ensilaje, ya que las amilasas se inactivan en

medios acidos como los que se desarrollan durante el ensilaje.

La concentracion de acidos organicos en el ensilado se correlaciond con el
potencial de hidrogeno y la concentracién de nitrbgeno amoniacal, de esta manera,los
tratamientos en los que se utilizd6 melaza presentaron mejores parametros
fermentativos en comparacion con los tratamientos en los que se utilizé fruto de guineo
cuadrado, estos ultimos presentaron mayor concentracion de butirato, lo que se
relaciona con pérdidas considerables de nutrimentos en el forraje conservado, ademas
presentaron valores mayores de acetato, lo cual puede repercutir en el consumo

voluntario de los animales.

Las mezclas forrajeras disminuyeron la concentracion de fibra detergente
neutro al pasar de fresco a ensilado, esto se debe a que parte de la hemicelulosa y
celulosa del forraje es consumida por las bacterias en el silo, lo que resulta en un
aumento en la digestibilidad de los forrajes ensilados y en la capacidad de consumo de
los animales. No hubo un cambio significativo en la digestibilidad de la fibra detergente
neutro de los forrajes, debido a que este valor proviene de una estimacion a partir de
la lignina, la cual no varia mucho entre procesos, aungue si varia entre especies de
leguminosas, donde las leguminosas arbustivas fueron las de mayor contenido de fibra

detergente neutro indigestible.

El contenido de proteina en las mezclas forrajeras se reduce al pasar de fresco
a ensilado, debido a pérdidas durante el ensilaje en forma de nitrdgeno amoniacal.

Esta degradacion de la proteina a nitrégeno amoniacal provoca que los materiales
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ensilados posean mayor concentracion de fraccibn A y menor concentracion de
fraccion B1; con respecto a los materiales frescos. La degradacion de las proteinas de
la fraccion Bl a nitrégeno amoniacal, dependen de la calidad del proceso de
conservacion por lo que controlar la humedad y lograr una adecuada acidificacion es

fundamental para conservar estos nutrimentos.

Se determind que la digestibilidad de la fibra detergente neutro tiene un efecto
importante sobre la produccion de metano, porque la degradacion de los polimeros de
la fibra es lo que aiumenta la produccion de metano, de esta manera paredes celulares
menos digestibles serdn menos emitivas que paredes mas disponibles para los
microorganismos del rumen. También se encontré que los forrajes Erythrina y Arachis
tienen mayor capacidad para reducir la produccién de metano, en comparacipon con
los forrajes de Vigna y Cratylia, debido a su concentracion de taninos condensados.
Ademas se determin6 que la magnitud del efecto es similar entre ambas

caracteristicas.

En cuanto al tipo de carbohidrato, el almidén presente en el maiz fue el tuvo
mayor efecto en reducir la produccion de metano, esto se debe a que ocurre un
aumento en la produccion de propionato y una reduccion en la produccién de acetato.
A pesar de este efecto del almidon de maiz, el almidén del fruto de guineo cuadrado
no redujo la produccion del gas, sino que las aumentd, lo que sugiere algun patrén de
resistencia a la degradacion en el ambiente ruminal, por lo tanto las bacterias solo
tienen capacidad para degradar los carbohidratos estructurales del forraje, lo que
aumentd la produccion de metano en estos tratamientos. Este efecto se confirma en la

concentracion de los acidosa grasos volatles del rumen.

El ensilaje tiene la capacidad de reducir la producciéon de metano, esto es debido a
que durante las fases anaerdbicas dentro del silo, se consume una parte de la
hemicelulosa y de la celulosa del forraje, al reducir la fibra del forraje se reduce la
cantidad de acetato producido en el rumen, lo que a su vez reduce la cantidad de
metano producido. No hubo un efecto del proceso del forraje en el contenido de fibra
detergente neutro indigestible, debido a una que este valor proviene de una estimacion
a partir de la lignina, la cual no cambié de manera significativa entre tipos de proceso.
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RECOMENDACIONES

Realizar una evaluacion de la relacion hoja:tallo en los forrajes a analizar
debido a su posible efecto sobre la calidad nutricional, sobretodo en el aporte de

materia organica indigestible a la mezcla ensilada.

Realizar evaluacion con otras plantas forrajeras adaptadas a condiciones
tropicales, considerando que los hallazgos de esta investigacion puedan ser utilizados

en otras zonas climaticas del pais.

Se debe reducir el contenido de humedad de los materiales forrajeros, ademas
se debe considerar el uso de fuentes altas en carbohidratos solubles ya que los
almidones y las pectinas no son tan eficientes para desarrollar un adecuado proceso
de ensilaje y no permiten evitar la pérdida de nutrimentos por efluentes y de calidad de
los ensilados por degradacién de las proteinas de la fraccibn Bl a nitrdégeno

amoniacal.

Se debe analizar el perfil de carbohidratos en los frutos de guineo cuadrado, en
varios estados de maduracion; con la finalidad de conocer el comportamiento que
tendrd el fruto; tanto durante el ensilaje como el impacto sobre la produccion de

metano.

Evaluar el efecto de la digestibilidad de la fibra detergente neutro sobre la
produccién de metano, en forrajes con bajo contenido de taninos con la finalidad de

determinar el verdadero efecto de este parametro sobre la metanogénesis.

Continuar con las evaluaciones de produccion de metano en forrajes y mezclas
para ensilajes que puedan servir como herramientas para que los productores puedan

aumentar la produccion en sus sistemas y realizar una produccién mas sostenible.

Establecer los andlisis de taninos condensados y de taninos hidrolizables en
los forrajes que se utilizan en los sistemas de produccion del pais, para trabajar con

valores mas confiables y representativos de nuestra realizdad productiva.
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