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EVALUACION IN VITRO E IN SITU DE COMBINACIONES DE FORRAIJE Y
CONCENTRADO EN DIETAS PARA VACAS HOLSTEIN
Minor Hinojosa Tania Ivon, MC
Colegio de postgraduados, 2017
RESUMEN

Tres dietas integrales isoenergéticas e isoprotéicas con tres proporciones de forraje y concentrado,
se evaluaron con el objetivo de medir los cambios en la emision de gases de fermentacion mediante
la produccidn de gas in vitro y asociarla con la degradacion de la materia organica en dietas para
vacas Holstein. En este estudio se usaron tres novillos Holstein (peso vivo 400 + 20 kg) con canula
en el rumen. El disefio experimental fue un cuadrado latino 3 x 3 replicado en el tiempo; los
tratamientos (T) fueron tres dietas (forraje:concentrado; F:C) isoprotéicas e isoenergéticas: T1,
40:60; T2 50:50; T3 60:40; 3 periodos de 15 d cada uno y 3 novillos para la prueba in situ. Para la
prueba in vitro el disefio experimental fue el mismo y los tratamientos fueron nueve: tres dietas, tres
rechazos y tres heces con tres indculos de los tres novillos. Los datos se analizaron con un ANDEVA
y las medias de tratamientos se compararon mediante la prueba de Tukey (P < 0.05). Las variables
en la prueba in situ fueron consumo de nutrientes, pH, N-NHz3, &cido acético, propionico, butirico y
lactico, &cidos grasos volatiles totales (AGVt) y degradacion in situ de la materia organica
(DISMO™M a0, 3, 6,9, 12, 24y 72 h y sus variables de degradacion. En la prueba in vitro se midio
degradacion verdadera de 72 h de fermentacion (DVIVMS72n), parametros de la cinética de
produccién de gas, fracciones de los carbohidratos e indices de emision potencial de gases de
fermentacion (IEPGF). La produccidén de biogas se midié a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
22, 24, 30, 36, 42, 48 y 72 h de incubacion para obtener una cinética. En la prueba in situ el T1,
comparado con T3, aumento el consumo de MO y el de PC, pero redujo el consumo de EE vy el
FDA; ademas disminuyd el pH en liquido ruminal respecto a T2 y T3. En AG V1t la fermentacion fue
17.55 % mayor con T2 respecto a T3; el porcentaje molar para acido acético fue 13.2% mayor para
T3 respecto a T1y 7 % con T2; para &cido propionico fue 14 % menor en T3 comparado T1y T2;
y T1 redujo el &cido butirico en 14 %. No hubo cambios en la concentracion de acido lactico ni N-
NHs. La DISMO"?" fue mejor en 10.2 % con T1 respecto a T3. La degradacion ruminal de la fraccion
C fue 32.4 % menor con T3 respecto a T1. La DVIVMSz72 fue 7.7 % mayor con T1 comparado con
T2y T3. Los tratamientos no cambiaron el volumen maximo (Vm), tasa (S) y tiempo de retardo (L)

de gas, ni las fracciones de rapida, media y lenta de fermentacion (FR, FM, FL) ni la fraccion total



fermentable (FT). Para el IEPGF no hubo diferencias estadisticas entre tratamientos, pero las dietas
podrian producir, en una vaca lechera, 1,880 a 2,127 L de gas y 41.8 a 47.2 L™! leche. De acuerdo
con los resultados, la relacion de forraje: concentrado 40:60 causdé una mejora moderada de la

degradacidn in situ y el consumo de materia orgénica.

Palabras clave: Dietas, relacion forraje: concentrado, IEPGF, in situ e in vitro.



IN VITRO AND IN SITU EVALUATION OF COMBINATIONS OF FORAGE AND
CONCENTRATE, DIETS FOR HOLSTEIN COWS
Tania lvén Minor Hinojosa, MC
Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT

Three isoenergetic and isoprotein diets with three proportions of forage and concentrate were
evaluated in order to measure the changes in the emission of fermentation gases through the
production of in vitro gas and to associate it with the degradation of the organic matter in diets for
Holstein cows. In this study three Holstein steers (live weight 400 + 20 kg) were used with cannula
in the rumen. The experimental design was a 3 x 3 Latin square replicated over time; the treatments
(T) were three isoproteic and isoenergetic diets (forage:concentrate F:C):T1, 40:60; T2, 50:50 T3
60:40; 3 periods of 15 d each and 3 steers for the in situ test. For the in vitro test, the experimental
design was the same, and the treatments were nine: three diets, three rejections and three faeces with
three inocula of three steers. The data were analyzed with an ANDEVA and the means of treatments
were compared by the Tukey’s test (P<0.05). The variables in the in situ test were nutrient
consumtion, pH, NH3-N, acetic, propionic, butyric and lactic acid, total volatile fatty acids (VFAt)
and in situ degradation of organic matter (DISMO™") at 0, 3, 6 , 9, 12, 24 and 72 h and their
degradation variables. In in vitro test, were measure true degradation of 72 h of fermentation
(DVIVMS"?), parameters of gas production kinetics, carbohydrate fractions and indice of potential
emission of fermentation gases (IEPGF). The biogas production readings were performed at 0, 2, 4,
6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 30, 36, 42, 48 and 72 h of incubation to obtain a kinetics.

In the in situ test T1, compared to T3, increased OM and CP intake, but reduced EE and FDA intake;
In addition decreased ruminal liquid pH with respect to T2 and T3. In total VFA the fermentation
was 17.55 % higher with T2 compared to T3; The molar percentage for acetic acid was 13.2 %
higher for T3 respect to T1 and 7 % for T2; for propionic acid was 14 % lower in T3 compared to
T1 and T2; and T1 reduced butyric acid in 14 %. There were no changes in lactic acid concentration
or NH3-N. The DISMO"?" was better in 10.2 % with T1 respect to T3. Ruminal degradation of
fraction C was 32.4 % lower with T3 than T1. The DVIVMS’" was 7.7 % high with T1 compared
to T2 and T3. The treatments did not changed the maximum volume of gas (Vm), rate (S) and time
of delay (L) of gas, neither the fast, medium and slow fermentation fractions (FF, FM, FS) nor the
total fermentable fraction (FT). For IEPGF there were no statistical differences between treatments,
but the diets could produce 1,880 to 2,127 L of gas per animal and 41.8 to 47.2 L per liter of milk,
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in a dairy cow. According to results the ratio of forage:concentrate 40:60 caused a moderate

improvement of in situ digestion and organic matter intake in Holstein steers.

Keywords: Diets forage relation: concentrate, IEPGF, in situ and in vitro.

Vi



AGRADECIMIENTOS

A mi padre Dios que puso todos los medios para permitir que perteneciera a la comunidad estudiantil

del COLPOS y concluir con éxito la maestria

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el apoyo econdmico durante el periodo de

maestria.

Al Colegio de Postgraduados, en especial al programa de Ganaderia, por aceptarme y dejarme ser
parte de su orgullosa comunidad.

Al Dr. Sergio Segundo Gonzalez Mufioz, por darme la oportunidad de pertenecer al Colegio de

Postgraduados, por sus ensefianzas y el gran apoyo que me brind6 durante mi estancia.

Al Dr. Luis Alberto Miranda Romero por su disposicion, consejos, comentarios, recomendaciones

y apoyo en la realizacion de mi tesis.

A la Dra. Leonor Miranda Jiménez por sus comentarios y contribuciones a la realizacion de esta

investigacion.

A la Dra. Ma. Magdalena Crosby Galvan por las facilidades otorgadas para el uso del Laboratorio
de Nutricion de Animal.

Al Dr. Mario Cobos Peralta por haber abierto las puertas de su laboratorio y permitirme analizar mis

muestras.

vii



DEDICATORIA

La presente tesis estd dedicada a mi padre Dios, a mi madre la Sra. Micaela Hinojosa Lopez, a mi
padre el Sr. Cuauhtémoc Minor Rios, a mi esposo Arturo Alan Lozoya Rodriguez, a mis hermanas
Andrea, Bianey y Jaquelin, a mi bebé hermoso Aslan Alday Lozoya Minor y a mi sobrina Ashley,
que los AMO por ser el motor que me impulsa a seguir adelante siempre. Gracias por todo el apoyo
recibido durante mi estancia en el Colegio de Postgraduados, que Dios los cuide mucho y los llene

de bendiciones siempre.

viii



CONTENIDO

RESUMEN. . .
ADSTIACT. ...
AQradeCimMIBNTOS. ... .vetiet it
DT [ or: (o] 4 - F PP
(070] 01 (<] 01 [ [0 H S PP

LiSta de CUAAIOS. . . . .ottt e e e,

1. INTRODUCCION..ccttuuuuunnneneaaereereeeeeeeeeeerenennnenneeesesssssseeees
2. Problema de investigacion...............oooiiiiii i,
S HI PO SIS . .ottt e
4. ObJetivo GENETal.......o.uiiei ittt

4.1 ODbjetivos partiCulares. .........couivrivntiitiii et

5. REVISION DE LITERATURA . ....cttteterteeereneertneeernneersneersnneens
5.1 Sistemas de produccion de leche bovina en México..........................
5.2Ganado l1ECNEIO. ... ..ot
5.3 FOrraje y ConCentrado. .........ouvuinririniei e
5.4 Fermentacion ruminal de forrajes y concentrados................c.ccevenenn.
5.5 Aprovechamiento de dietas altas en concentrado.............................
5.6 Impacto ambiental de los sistemas de produccion de bovinos.................
5.7 Gases de efecto invernadero (GEI) provenientes de las actividades
AQTOPECUAIIAS. .. . et e e ettt et et et et et e et e et e et e e e e e e e e neeaes
5.8 Estrategias nutricionales para mitigar las emisiones de gases de
fermentacion........ ...
5.9 Técnicas utilizadas para el analisis de las dietas...................ocoevininn
5.9 1IN VIVO ... i et i et et e et e et e e et e et e et e e e e e e e e
5.9.3 TN VITFO .. oot i et e et e et et e et e et e et e et e et e e e e e e e

A A W WO -

o N N o o1 o1 o1



6. MATERIALES Y METODOS...cccctttuueeerrreeerrnneeeeeeeeeennnennnss
6.1 LoCAliZACION. ... .oi et
6.2 Preparacion de las dietas experimentales...................coooeiennn.n.
6.3 Adaptacion de los novillos Holstein...................cocooeiiiiii..
6.4 MUEBSIIBO. . ...t
6.5 Digestibilidad in situ y medicion del consumo de alimento...................
6.6. Determinaciones QUIMICAS. .........oovviriiitiiieeee e
6.6.1 Determinacion de pH....... ...
6.6.2 Determinacion de nitrogeno amoniacal..................c.ooeiviiieiieiiennn,
6.6.3 Determinacion de la concentracion de AGV.............ocovvvivinenn.n.
6.6.4 Determinacion de &cido IaCtiCO.............cooviiiiiiiiii i
6.7 Sustratos Utilizados. .......c.ooviiniiiii e
6.7.1 Muestras SOlidas. .........oooiiiiii e
6.8 Degradacion y fermentacion in Vitro...................oocoiiiii i,
6.9 ANAlisis eStadiStiCO. ... ....oviiie i
6.9.1 Prueba in SItU.......ovuieii i
6.9.2 Prueba N VITIO... ... oo vt e et e et s et et e e et e et e e

7. RESULTADOS Y DISCUSION...ccuutertneerreneereneeeneneeennneerennnens
T LPrueba in SItU. ....oni e
7.1.1ConSUMO de NUEMENTES. .....eeinie et
7.1.2 Variables quimico- fermentativas...............coooviiiiiiiiii e,
7.1.2.1 Determinacionde pH..........ooiiiiii
7.1.2.2 Determinacion de la concentracion de AGV.............cccceenenene.
7.1.2.3 Determinacion de &cido 1&Ctico...........cooeviiiiiiiiii
7.1.2.4 Determinacion de nitrogeno amoniacal..................cooeviiiieiennnnn,
7.1.2.5 Degradacion in situ de la materia organica............................
T.2Prueba in VItrO.......oiiii e
7.2.1 Degradacion verdadera in vitro de la materia seca................cccocenenn
7.2.2 Fracciones de rapida, media y lenta fermentacidn, parametros de

cinética de producCion de gas.........coveevinieriiiiiiiieieieee

12
12
12
14
14
15
15
15
15
16
16
16
16
16
18
18
19

20
20
20
21
21
22
24
25
28
29
29

30



7.2.3 indices de emision potencial de gases de fermentacion (IEPGF)............

8. CONCLUSION. et ttntnieeeeeeeeeneeesesasnenesasesasessesasnsessssasnsnsnssnns

9. LITERATURA CITADA

---------------------------------------------------------

Xi



Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

Cuadro 5.

Cuadro 6.

LISTA DE CUADROS

Composicion porcentual de tres dietas isoprotéicas e isoenergéticas
para vacas lecheras Holstein altas productoras, para modificar la
emision potencial de gases de fermentacién ruminal.

Contenido nutrimental de las dietas experimentales para vacas
lecheras Holstein altas productoras, para modificar la emision
potencial de gases de fermentacion ruminal.

Consumo de nutrientes de tres dietas formuladas con tres
proporciones de forraje:concentrado, por novillos Holstein.

Variables quimico-fermentativas en liquido ruminal de novillos
alimentados con dietas con tres proporciones de forraje:concentrado

(3 h postprandial).

Degradacion in situ de la materia organica y variables de
degradacion ruminal de tres dietas con tres proporciones de forraje
y concentrado, en novillos Holstein con canula en el rumen.

Degradacion verdadera in vitro de la materia seca, fracciones de
rapida, media y lenta fermentacion, parametros de cinética de
produccién de gas e indices de emisidén potencial de gases de
fermentacion (IEPGF) de tres dietas, con tres proporciones de
forraje y concentrado evaluadas con tres in6culos obtenidos de tres

novillos Holstein con canula en el rumen.

xii

Pag.
13

14

20

27

29

32



EVALUACION IN VITRO E IN SITU DE COMBINACIONES DE FORRAJE Y
CONCENTRADO EN DIETAS PARA VACAS HOLSTEIN

INTRODUCCION

El calentamiento global se asocia al incremento en las emisiones de gases de efecto invernadero
(GEI) generados de manera natural o antropogénica. Las especies ganaderas, y el ganado bovino en
particular, son las principales productoras de metano (CH4) por fermentacion entérica, uno de los
GEI mas importante; ademas, sintetizan y emiten biéxido de carbono (CO3) y 6xido nitroso (N20),
éste Ultimo en menor cantidad. La emision de CO. y CH4 derivados de la fermentacion en el rumen
es una utilizacion deficiente de la energia contenida en los alimentos, ademas de contribuir al
calentamiento y cambio climatico global. Por tal motivo, la reduccion de la metanogénesis ruminal
es importante y esta influenciada por el consumo de alimento, composicion, digestibilidad de la
dieta y procesamiento de los alimentos.

Las estrategias propuestas para mitigar las emisiones de los gases de fermentacion ruminal son
reducir el nimero de rumiantes, la manipulacion genética de microorganismos, desarrollo de razas
menos metanogénicas y la manipulacion de alimentacién. Esta ultima tiene un potencial mayor y es
factible de realizar cuando los rumiantes estan en confinamiento. La manipulacion nutricional para
suprimir la metanogénesis incluye el uso de forrajes de alta calidad (Benchaar et al., 2001) y de
aditivos como cloroformo, &cidos organicos, levaduras, enzimas, ionoforos, taninos, vacunas,
defaunacion, acidos grasos insaturados, acetdgenos, bacteriocinas, y extractos de vegetales ricos en
aceites esenciales. (Jordan et al. 2006; Fonty et al., 2007; Beauchemin et al., 2008; McAllister y
Newbold 2008; Foley et al., 2009; Eckard et al., 2010; Hook et al., 2010; Xu et al., 2010; Buddle et
al., 2011; Knight et al., 2011; Liu et al., 2011; Mohammed et al., 2011; Mufioz et al., 2012; Shinkai
et al., 2012; Capper y Bauman, 2013; Chuntrakort et al. 2014).

La adicion de 4.75 % de aceite de coco a una dieta de engorda (50:50) para vaquillas productoras de
carne, disminuyd la emisién de CH, en 22 % (Jordan et al., 2006). El incremento en la proporcién
de concentrado (dietas altas en granos o con un contenido elevado de carbohidratos de rapida
fermentacion) es una de las principales medidas para reducir las emisiones de gases de fermentacion
(Yan et al., 2009) y se considera como la de mayor potencial, simplicidad y factibilidad. Segun
Beauchemin (2010), el incremento de la proporcién de concentrado en la dieta reduce el metano
liberado por novillos en finalizacion. Doreau et al. (2011) mostraron que el aumento en la proporcion
de almiddn en la dieta novillos en finalizacién reduce la producciéon de CH, por kilogramo de

alimento. Ademas, la produccion de metano es menor es toros en engorda alimentados con una
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dieta alta en almidon mas extruido de linaza, comparado con una dieta alta en fibra (Eugéne et al.,
2011). Lainclusién de aceite de plantas tales como: almendra de coco, semilla de algodén y semilla
de girasol en la dieta disminuyen la produccién de metano (20.1 vs 50.1) en comparacién con una
dieta a base de paja de arroz en ganado de carne (Chuntrakort et al., 2014). Hatew et al. (2015)
Encontraron que al incrementar el nivel de almidon en la dieta a expensas de la fibra e incrementando
la tasa de fermentacion se reducen las emisiones de metano entérico en ganado lechero al comparar
lenta contra rpida tasa de fermentacion ruminal (47.4 vs 42.6 g/kg de MO fermentable en rumen
estimada) o un nivel alto o bajo de almidén (46.9 vs 43.1 g/kg eRFOM). Tambien Van Gastelen et
al. (2015) observaron que el metano disminuye de forma lineal cuando la proporcion de ensilaje de
pasto fue remplazada con ensilaje de maiz en la dieta (67:33, 33:67 y 0:100) en 11, 8 y 7 % (25.0,
245y 22.0 g kg CMS). La mayoria de estos estudios se realizaron con dietas para bovinos
productores de carne, pero en la literatura revisada se encontraron pocos estudios acerca del efecto
de dietas totalmente mezcladas y con diferentes combinaciones o proporciones de forraje y
concentrado, en vacas lecheras. Para dichas investigaciones se puede usar la técnica de produccion
de gas in vitro para estimar la degradacion de la materia seca y sus componentes, asi como la

produccidn de gases de fermentacion ruminal (Karlssona et al., 2009).



Problema de investigacion
La transformacion de una fraccion de nutrientes de la dieta en gases de fermentacion como el bioxido
de carbono (CO.) y metano (CHs) representa el 15 % de la energia consumida con el alimento y que
no es aprovechada por el rumiante para la produccion de leche o carne (DeRamus et al., 2003).
Ademas, estos compuestos tienen una contribucion significativa en las emisiones de gases efecto
invernadero (Eckard et al., 2010) ya que estos gases de fermentacion son eliminados via eructo y en
el rumen hay una concentracion promedio de 65 % de CO2 y 35 % de CHg4, pero ésta varia segun la

dieta consumida por el rumiante (Beauchemin et al., 2008).

HIPOTESIS

La proporcion de forraje y concentrado en dietas isoprotéicas e isoenergeéticas para vacas lecheras
Holstein altas productoras, afecta la degradacion in vitro e in situ y modifica la emision potencial de

gases de fermentacion ruminal.



OBJETIVOS
General

Evaluar in vitro e in situ los cambios en la degradacion y emision potencial de gases de fermentacion
ruminal de tres dietas diferentes en contenido de forraje y concentrado en dietas formuladas para

vacas Holstein.

Particulares

v" Medir la degradacién de la materia organica in situ y degradacion verdadera de la materia seca
in vitro de las dietas.

v" Evaluar in situ las variables quimico-fermentativas (pH, N-NHs, AL y AGV) del rumen.

v" Estimar in vitro las fracciones de fermentacion de los carbohidratos de las dietas, rechazos y
heces.

v Obtener un indice de emision potencial de gases de fermentacion (IEPGF).



REVISION DE LITERATURA

Sistemas de produccion de leche bovina en México

La leche bovina se produce en todo el pais y hay tres grandes sistemas de produccion: intensivo
ubicado en las grandes cuencas lecheras del altiplano y del norte, lecheria familiar en los estados del
centro y regiones montafiosas, y de doble propésito localizado en las costas del Golfo y del Pacifico
(Nuriez et al., 2009).

Ganado lechero

En México la produccion de leche bovina es tecnoldgica, agropecuaria y socioeconémicamente,
muy heterogénea. En el periodo entre 2005 y 2014 la produccién nacional de leche aument6 de
manera paulatina desde 9, 868,301 hasta 11,129,621 litros al afio, mientras que el inventario de
ganado incrementd de 2,197,346 hasta 2,430,581 bovinos lecheros. En el 2014, la Regién Lagunera
conformada por Coahuila y Durango, tenia el 20.6 % del inventario nacional. En el periodo
mencionado, 49.3 % de la produccién nacional se concentrd en Jalisco (18.74 %), la Region
Lagunera (21.54 %) y Chihuahua (9.05 %) (SIAP-SAGARPA, SE., 2014).

La Region Lagunera es la cuenca lechera mas importante del pais y ocupa el primer lugar en la
produccion nacional. Esta region se localiza en la parte central del norte de México entre 102° 22"y
104° 47' Oy 24° 22'y 26° 23' N; la altura media sobre el nivel mar es 1,139 m, la reproduccion y el
mejoramiento de la base genética de los bovinos se realizan mediante la inseminacion artificial, la
fuerte dependencia de granos y forrajes cultivados limita en cierto grado su expansion ya que se
presenta una sobreexplotacion de los mantos acuiferos, la produccion de alfalfa, sorgo y maiz
forrajero se destina a la alimentaciéon del ganado bovino lechero. La mayoria del ganado en
produccidn es de la raza Holstein, y en menor proporcion Jersey y Suizo; la alimentacion se basa en
el uso de forrajes verdes y ensilados, complementados con alimentos balanceados y esquilmos
agricolas; la ordefia se realiza de manera mecanizada y hay establos con sistemas con alta
tecnificacion (Nufiez et al., 2009). En un sistema tecnificado en el norte del pais el rendimiento
diario de leche es alrededor de 25 a 30 L vaca™ con una ordefia aproximada de 270 dias, por lo cual
la produccion anual es de 8,000 L, la cual en su mayor parte esta en funcién de la raza, nutricion y
manejo del ganado (Villamar y Olivera, 2005).

La alimentacion es uno de los elementos mas importantes a considerar en los costos de produccion

en las explotaciones lecheras, ya que representa el 70 % de los gastos de produccion y esto se eleva
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por el uso de granos y subproductos de importacién. Por lo tanto, la formulacion de dietas
balanceadas de costo 6ptimo con forrajes de alta calidad, subproductos, y el uso eficiente de granos
permiten una rentabilidad adecuada en las explotaciones lecheras; ademas, se deben considerar para

disminuir el riesgo de contaminacion al medio ambiente (Nufiez et al., 2009).

Forraje y concentrado

Forraje: es la parte vegetativa de las gramineas o de las leguminosas, se caracteriza por contener
una proporcion alta de fibra (mas de 30 % de FDN), y los componentes de mayor cantidad en estos
alimentos son celulosa, hemicelulosa, lignina, silice, nitrogeno ligado a lignina y pectinas (NRC,
2001), los cuales afectan la digestibilidad de acuerdo con la proporcidn en la que se encuentran. Asi,
forrajes con 20 a 35 % de FDN presentan mayor digestibilidad respecto a especies con contenidos
superiores los cuales son de menor digestibilidad y, ademas, se relaciona con mayor produccion de
CO2 y metano (Singh et al., 2012); de acuerdo con Nufiez et al. (2009), el contenido de fibra de los
forrajes es uno de los principales factores que limitan el consumo. Las leguminosas como la alfalfa
son evaluadas para reducir la produccion de metano ya que estos forrajes tienen metabolitos
secundarios (taninos condensados o saponinas) que inhiben la produccién de gases de fermentacién
como el metano (Williams et al., 2011). Los forrajes pueden ser pastoreados o preservados como
ensilaje o heno. La ingestion de nutrientes energéticos y la produccion de leche pueden estar
limitadas si hay demasiado forraje en la racion; sin embargo, los alimentos voluminosos son
esenciales para estimular la rumia y mantener la salud de la vaca, pero cuanto mas alto es el

contenido de fibra se reduce la cantidad de energia en el forraje.

Concentrado: es un alimento bajo en fibra y alto en energia, puede ser alto o bajo en proteina, tiene
alta palatabilidad, es consumido de forma rapida, tienen bajo volumen por unidad de peso (alta
gravedad especifica), no estimulan la rumia y son fermentados a mayor velocidad que los forrajes
en el rumen. Los concentrados se clasifican en energéticos (granos de cereales y sus subproductos,
melaza, grasas y aceites) y proteinicos (semillas y pastas de oleaginosa como la pasta de soya y la
canola) se caracterizan por contener mas de la mitad de la proteina total de la dieta (NRC, 2001).
El incremento en el uso de concentrados en la dieta reduce la proporcion de energia que se
transforma en gases de fermentacion por el cambio de sustratos fermentados de fibra a almidon vy,

como consecuencia, disminuye el pH.



Fermentacion ruminal de forrajes y concentrados

Segun Weimer (1998), la fermentacion ruminal de los forrajes y de concentrados es llevada a cabo
por las bacterias, protozoarios y hongos que cohabitan en el rumen y tienen como sustrato principal
a los carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosa), almidén y pectinas. Dichos polisacaridos
primero son digeridos mediante enzimas a glucosa y azucares de cinco carbonos por los
microorganismos ruminales, y después fermentados a &cidos grasos volatiles: acético, propiénico y
butirico, y bioxido de carbono e hidrogeno (ambos gases constituyen la materia prima para la
produccidn de metano entérico). La energia bioldgica atil obtenida por los microorganismos durante
la fermentacion, es utilizada para la produccién de proteina microbiana (Janssen y Kirst, 2008).
Los acidos grasos volétiles son absorbidos por las paredes del rumen y representan la mayor fuente
de energia para el rumiante, la cantidad y produccién de estos depende de la racion fermentada, y
ésta a su vez de la cantidad de la racion ingerida, tipo y concentracién de carbohidratos en la dieta

fermentada y la velocidad de degradacion (Moss et al., 2000; Calsamiglia y Ferret, 2002).

Aprovechamiento de dietas altas en concentrado

La dieta consumida por los rumiantes tiene un efecto directo en la produccion de acidos grasos
volatiles, metanogeénesis y salud del animal. Un cambio en la disponibilidad de sustratos en el rumen,
induce una modificacién en la composicion en las comunidades microbianas, la absorcion de
nutrientes y su metabolismo (Meng-meng et al., 2014). Los concentrados proporcionan mayor
cantidad de energia en dietas para vacas lecheras y se caracterizan por contener compuestos de
rpida fermentacion como azucares, almidones, acidos orgénicos y fructanas (NRC, 2001). El
incremento de concentrado en las dietas para rumiantes se reportdé como estrategia para disminuir la
produccién entérica de gases de fermentacion (Martin et al., 2010). La formacion de acido
propidnico en el rumen reduce la cantidad de hidrogeno requerido para produccién metano (Knapp
et al., 2014). El aumento en la cantidad de concentrados en la dieta tiene la finalidad de reducir la
proporcién de polisacarido fibrosos e incrementar la de almidén, para estimular la fermentacién
propidnica, incrementar la tasa de pasaje, reducir la cantidad de hidrégeno disponible para la
metanogénesis y en consecuencia disminuir la pérdida de nutrientes energéticos debido a la
produccion de metano (Beauchemin et al., 2008b). Ademas es factible que afecte la concentracion

de protozoarios, hospederos de las arqueas metanogénicas (Kumar et al., 2013).



Impacto ambiental de los sistemas de produccion de bovinos

La ganaderia en general y el ganado bovino en particular se considera la principal especie emisora
de metano entérico (FAO, 2006), con aportaciones menores provenientes del sistema de
almacenamiento y manejo de estiércol (Van Middelaar et al., 2013). EI CHses producido de acuerdo
con el tipo de carbohidratos en la dieta, consumo, tasa de pasaje, presencia de ionoforos, lipidos,
niveles de concentrado etc. (Karakurt et al., 2012). En vacas estabuladas la produccion de CH4 varia
de 278 a 456 g d* durante la lactancia (Garnsworthy et al., 2012), en vaquillas en crecimiento la
produccion diaria de metano varia de 89 a 180 g d* y de 165 a 295 g d™! en vacas adultas en pastoreo
(DeRamus et al., 2003).

Gases efecto invernadero (GEI) provenientes de las actividades agropecuarias

Los GEI presentes en la atmosfera mantienen la temperatura de la tierra en rangos adecuados para
vida, y estos gases son emitidos como resultado de procesos naturales. En los ultimos 30 afios el
nivel de GEI aumentd y como consecuencia también se incrementd la temperatura terrestre, lo cual
ha traido repercusiones en los ecosistemas provocando cambios en los ciclos climaticos causantes
de eventos extremos y de mayor ocurrencia y severidad (IPCC, 2007). Dentro de las principales
causas del crecimiento de los niveles de GEI son las actividades del sector agropecuario el cual
contribuye con el 13 % de las emisiones mundiales de GEI, y los principales son: CO2, CHs y N20,
los cuales tienen diferente potencial de calentamiento global debido a sus caracteristicas fisico-
quimicas y su tiempo de permanencia en la atmosfera. El gas de referencia para medir el impacto
ambiental en el calentamiento global es el bioxido de carbono, y se expresa en unidades de CO>
equivalente (CO2 eq). El potencial de calentamiento para CO2, CHs y N2O es 1, 25 y 298 CO: eq
(IPCC, 2007). La reduccion de las emisiones por este sector causa controversia debido a su funcion
importante como productor de alimentos para consumo humano, cuya demanda aumenta cada afio,
y en regiones de extrema pobreza es el Unico sustento de vida (FAO, 2011). No obstante, la razén
para reducir las emisiones de GEI del sector agropecuario se relaciona con la importancia de sostener
sistemas de produccion sustentables a largo plazo y demanda alta del comercio internacional de
productos alimenticios con baja huella de carbono vy, asi, contribuir con una produccion sustentable
de alimentos (IPCC, 2007).



Estrategias nutricionales para mitigar las emisiones de gases de fermentacion.

Las estrategias consisten en cambiar el tipo de sustratos disponibles para los microorganismos del
rumen, a través de dietas que permiten manipular las comunidades microbianas, estimulando la
proliferacion de unas y reduciendo otras, lo cual es una consecuencia de la diferencia en los
productos finales del metabolismo (AGV, CHs, y CO2) (Bonilla y Lemus, 2012). Segun Martin et
al. (2010), el suplemento con lipidos, dentro de los niveles recomendables en cuanto a la digestion
de la dieta, disminuye la produccion de CHs. Zhou et al. (2010) mostraron un cambio en la
diversidad de la poblacion metanogénica ruminal, al incrementar la proporcion de concentrado en
la dieta para novillos, pero no midieron la produccion de CHa. La adicion de 1.5 mL cloroformo
diluido en aceite de girasol, en dietas para ganado lechero a base de ensilado y concentrado (81:13
base seca), disminuye la produccion de CH, de 184 vs 146 + 23.9 g d*; sin embargo, el uso de
cloroformo no es recomendable ya que produce efectos nocivos en el animal (Knight et al., 2011).
La inclusion de 30 g kg de MS de taninos de castafias, en dietas para ovejas reduce 30 % la
produccion de metano (Liu et al., 2011). La mitigacion de sintesis de gases indeseables de
fermentacion ruminal se fundamenta en la seleccidn de ingredientes, incremento en la tasa de pasaje

y uso de dietas de mayor calidad nutricional (Knapp et al., 2014).

Técnicas utilizadas para el analisis de las dietas

La alimentacion es fundamental en cualquier sistema de produccion, ya que llega a representar hasta
el 70 % de los gastos de produccidn, por lo cual es necesario analizar ingredientes, alimentos y dietas
para optimizar la respuesta productiva de los animales. La medicion del valor nutricional puede
realizarse por métodos in vivo, in situ e in vitro, para caracterizar la degradacion de recursos
forrajeros (Ceballos et al, 2008).

La técnica de produccion de gas in vitro (Menke y Steingass, 1988) se utiliza porque ofrece una
alternativa practica y econdmica con la que se estima la fermentacion, se relaciona con la
digestibilidad de los alimentos y se incluye como una variable para obtener el valor nutritivo de los
alimentos en sustitucién de la técnica tradicional de digestibilidad de Tilley y Terry (1963).
Técnica in vivo

En estudios in vivo los alimentos solo pueden ser evaluados en dietas totalmente mezcladas, requiere
elevados recursos econdmicos técnicos, animales y humanos por lo que son dificiles de estandarizar
(Apraez et al., 2014).



Técnica in situ

La técnica de bolsas de nylon proporciona estimaciones de la tasa y la dindmica de la degradacion
de los componentes del alimento como: degradacion de la materia orgénica, compuestos
nitrogenados Y fibras, mediante el uso de bolsas de nylon o de poliseda con poro de 40 micrones de
diametro, y 10 cm de ancho por 20 cm de largo, las cuales son primero numeradas y luego selladas
por un termosellador, o en su defecto con silicdn, y cosidas. Las muestras de alimento albergado en
las bolsas de nylon son introducidas en el rumen e incubadas durante lapsos diversos de tiempo.
Esta técnica es laboriosa, costosa e invasiva, un nimero bajo de muestras puede ser evaluada al
mismo tiempo y al menos requiere de tres animales con canula para corregir la variacion debido al
animal (Posada y Noguera, 2005). Ademas puede afectar el consumo de alimento, no permite
evaluar alimentos con altos contenidos de material soluble, con tamafio minusculo de particula o
con alto contenido de almidones y lipidos, porque este material puede escapar de las bolsas sin ser
degradado, y la adherencia microbiana en el residuo provoca que las digestibilidades a diferentes

horas puedan ser subestimadas (Ceballos et al, 2008).

Técnica in vitro

Los métodos in vitro, a diferencia de las técnicas in vivo e in situ, son menos costosos, requieren
menos tiempo y permiten mantener controladas las condiciones experimentales, por lo cual las
condiciones son mas precisas. Dentro de las técnicas de in vitro, la de uso mas frecuente es la es la
descrita por Tilley y Terry (1963), la cual fue modificada por Goering y Van Soest (1970) para
estimar la digestibilidad verdadera de la materia seca (DVIVMS, En este tipo de practicas también
se pueden utilizar enzimas en lugar de microorganismos, cuya principal ventaja es no requerir
animales donadores de indculo, estas son usadas como procedimientos para estimar la digestibilidad
final del sustrato pero no provee informacion sobre la cinética de digestién (Posada y Noguera,
2005)

La técnica del sistema Daisy" (ANKOM Corp., Fairtport, NY, EEUU) se utiliza como método
alternativo para calcular la degradacion del alimento en condiciones de laboratorio y permite
simplificar el proceso de medicion de la degradacion del alimento. Este sistema consiste en una
camara aislada con temperatura controlada 39 °C y cuatro jarras independientes que giran durante

el proceso, cada jarra permite la incubacion de 25 muestras que estan en contacto con una solucién
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amortiguadora y liquido ruminal. Las muestras son incubadas en bolsas de poliéster/polietileno y se
considera que el material que desaparece de la bolsa corresponderia al digerido en el rumen. Julier
et al. (1999) y Vogel et al. (1999) reportan que las predicciones de digestibilidad aparente y
verdadera realizadas por este sistema son muy precisas, esta técnica se utiliza también para
determinar la tasa de degradacion de la materia seca y otras fracciones de los alimentos, retirando

las bolsas de las jarras a diferentes tiempos de incubacion (Mould y Nordheim, 1998).

En las técnicas in vitro e in situ mencionadas, las mediciones son gravimétricas y la desaparicion
estimada de los alimentos o sustratos no estan de forma precisa relacionados con la fermentacion
microbiana. La técnica de produccion de gas in vitro (TPG), por el contrario, determina la extension
y la cinética de degradacion del alimento al medir el volumen de gas producido durante el proceso
fermentativo (Posada y Noguera, 2005). Los alcances de la TPG son: prediccion de la digestibilidad
relacionada con la desaparicion de la FDN (Nsahlai et al., 1995), prediccion de la energia
metabolizable, determinacién de la calidad de los alimentos (Williams, 2000), y sus constituyentes
(Nsahlai et al., 1995), prediccion de consumo (Liu et al., 2002) y cinética de fermentacion
(Gatechew et al., 1998). Esta técnica emplea sustratos molidos, medio anaerobico, temperatura de
39 °C e indculo ruminal; los sustratos se muelen a través de una malla de 1 mm, la cantidad de
material requerido para cinética de fermentacion varia 0.1 a 1 g, los medios en uso tienen en comun
amortiguador de bicarbonato y fosfato, un agente reductor, una fuente de nitrégeno, diferentes
minerales, y resazurina como indicador de potencial redox, también se usa CO durante la
preparacion para asegurar un bajo potencial redox al momento de la inoculacion (Williams, 2000).
La proporcién de in6culo a medio se ha encontrado en 20 a 25 % de fluido ruminal (Schofield,
2000). Con esta técnica se puede medir el volumen de gas a presion atmosférica constante, la presion
de gas se convierte a volumen fijo o se hace una combinacién de ambos procedimientos, para lo cual
hay metodologias manuales, semiautomaticas y automaticas (Gatechew et al., 1998). Los perfiles
de produccidn de gas obtenidos pueden ajustarse a diferentes ecuaciones para resumir la informacion
cinética, permitiendo la comparacién de los sustratos, la evaluacion de diferentes ambientes de
fermentacion y la obtencién de las tasas de fermentacion de los constituyentes solubles y
estructurales. Las mediciones son realizadas a determinados intervalos de tiempo, se obtiene la
produccion de materia seca u organica, y algunos factores que afectan la produccion de gas son: el
tipo de sustrato, el tipo de in6culo, la especie animal donadora de inoculo, su alimentacion, el pH

del medio y el amortiguador empleado (Williams, 2000).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Parte del estudio se llevd a cabo en la Unidad Metabolica de Rumiantes del Posgrado IREGEP-
Ganaderia y en el laboratorio de Nutricion de Rumiantes del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, ubicado en el km 36.5 de la carretera México-Texcoco, Estado de México.

Los estudios de la técnica in vitro de produccién de gas, fermentacion ruminal y desaparicion de la
materia seca se realizaron en el laboratorio de Microbiologia Pecuaria del Departamento de
Zootecnia en la Universidad Autdnoma Chapingo, Km. 38.5, Carretera México-Texcoco, Chapingo

56227, Texcoco de Mora, México.

Preparacion de las dietas experimentales: se formularon tres dietas isoprotéicas e isoenergéticas
a base de forraje:concentrado (F:C 40:60, 50:50 y 60:40 (Cuadro 1), con base a los ingredientes de
una dieta usada para vacas Holstein altas productoras en la zona de La Laguna. Las dietas fueron
balanceadas utilizando la opcion SOLVER del programa de Excel.
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Cuadro 1. Composicion porcentual de tres dietas isoprotéicas e isoenergéticas para vacas

lecheras Holstein altas productoras.

Ingredientes Dietas y % de inclusion
Dieta 1 2 3
% F:C* 40:60 50:50 60:40
Maiz rolado 35 23 17
Pasta de soya 8 10 11
Pasta de canola 3 4.5 1
Salvado de trigo 7 3 1
Melaza 6 6 5
Grasa de sobrepaso 0 2.5 4
Vitasal Lechero* 1 1 1
Heno de avena 5 20 21
Heno de alfalfa 35 30 39
Total 100 100 100

TF:C = forraje:concentrado. *Vitasal Lechero mezcla mineral con vitaminas: calcio 20.00 %, cloro
10.50 %, fosforo 8.00 %, magnesio 4.00 %, potasio 0.50 %, azufre 0.50 %, sodio 7.00 %, cinc 5,000
mg, cobalto 40 mg, cobre 800 mg, hierro 4000 mg, manganeso 3,000 mg, selenio 30 mg, yodo 300
mg, vitamina A 300,000 Ul, vitamina D 200,000 Ul, vitamina E 500 Ul, antioxidante 0.05 %.
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Cuadro 2. Contenido nutrimental de las dietas experimentales para vacas lecheras Holstein

altas productoras.

Dieta 1 2 3
% F:CT 40:60 50:50 60:40
Compuesto

% MS 95.10 95.56 95.53
% MO 92.48 91.09 90.73
% PC 14.94 14.62 14.10
% EE 2.45 3.31 3.71
% FDN 33.73 39.42 46.86
% FDA 14.53 19.58 20.83
% Cenizas 7.52 8.91 9.27

TF:C=forraje:Concentrado

Adaptacion de los novillos Holstein

Para la prueba in situ y para la fuente de in6culo para la prueba in vitro, se utilizaron tres novillos
Holstein con canula (Bar Diamond, Inc.) en rumen, y con un peso Vvivo de 400 £ 20 kg. Los novillos
fueron desparasitados con ivermectina (Ivomec-F®, Merial) (1 mL por cada 50 kg), y se les aplico
una bacterina (BOBACT 8® intervet/Schering Plougt Animal Health) (5 mL).

La fistulacion se realiz6 bajo las normas de cuidado y bienestar animal estipulados por el consejo
de cuidado animal del Colegio de Postgraduados. Después los novillos fueron alojados en corrales
(5 m de largo por 2 m de ancho), con piletas con agua a libre acceso, y alimentados a las 9:00 y
18:00 h con las dietas utilizadas como tratamientos (Cuadro 1). Los novillos tuvieron 10 d para
adaptacion a la dieta correspondiente de acuerdo con el disefio experimental, durante el cual se
ofrecio incorporando un 20 % diario de la dieta durante 5 d, hasta que estuviera consumiendo el 100

% de la dieta asignada; los 5 d restantes el consumo de la dieta fue 100 %.

Muestreo

Al término de la adaptacion a la dieta se tomd una muestrea homogénea aproximada de 100 g
novillo? d, de alimento ofrecido, alimento residual directo del comedero y heces del recto de los
novillos. Con las muestras de tres dias seguidos se obtuvo una muestra compuesta de cada sustrato
(alimento, rechazo y heces). También durante este mismo lapso de tres dias, se tomaron muestras

de contenido ruminal (100 mL) a las 3, 6 y 9 h postprandial para medir el pH y una submuestra de

14



4 mL de contenido ruminal fue fijada con &cido metafosférico (25 % p/v), almacenada en

refrigeracion a 4 °C, centrifugada a 13,000 g por 15 min y usada para el analisis quimico.

Digestibilidad in situ y medicion del consumo de alimento.

Durante este mismo lapso de tres dias, se realiz6 la prueba de degradabilidad in situ y la medicion
del consumo de alimento. Este ultimo se obtuvo registrando el peso del alimento ofrecido y del
alimento rechazado, por diferencia se obtuvo el consumo de la MS y de nutrientes. Para la
digestibilidad in situ las dietas fueron secadas a 65 °C por 48 h, molidas en un molino Wiley con
criba de 2 mm. Cinco gramos de dieta secadas y pesadas, fueron colocados en bolsas de poliseda de
10 x 20 cm y tamafio de poro de 40 um de diametro. Las bolsas bien cerradas, etiquetadas y atadas
a una cadena de hierro, fueron incubadas por 0, 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h, en el fluido ruminal de los
novillos Holstein adaptados a la dieta correspondiente. Se usaron dos bolsas por dieta y por tiempo.
Al término de la incubacion, las bolsas fueron lavadas en agua potable hasta que el agua del lavado
fuera clara y se escurrieron. Después las bolsas se colocaron en bandejas de aluminio, se secaron en
estufa de ventilacion forzada a 65 °C por 48 h, se pesaron y se almacenaron para su posterior analisis
quimico. La diferencia del peso inicial y el peso residual de la muestra se usé para determinar la
desaparicion in situ de la MS y la MO con las formulas siguientes:

% DISMS72n = 100 — ((g materia seca residual/g materia seca original)*100)

% DISMO721 = (MO inicial-MO final)/MO inicial)*100)

Los parametros de degradacion ruminal (a, b, ¢ y k) fueron estimados por regresién no lineal de
acuerdo con el modelo propuesto por @rskov y McDonald (1979) Y= a + b *(1-exp (-k* t)); donde
Y corresponde a la fraccion degradada para el tiempo (h) de incubacion “t”; a (%) es la fraccion
soluble de la muestra; b (%) la potencial fraccion degradable; k (% h?) la tasa constante de

degradacidn de la fraccion b; t (h) es el tiempo de incubacion y; ¢ (%) es la fraccion indigestible.

Determinaciones quimicas

En muestras de liquido ruminal fresco el pH fue medido con un potenciémetro (Modelo 10, FISHER
SCIENTIFIC). En la submuestra de contenido ruminal fijado con acido metafosférico se cuantifico
el contenido NH4 mediante la técnica colorimétrica de McCullough (1967); ademas, acidos grasos
volatiles (AGV), nitrogeno amoniacal (N-NH3) y &cido lactico fueron medidos. El contenido de

AGV (acético, propionico y butirico) se determind en un cromatdgrafo de gases (CLARUS 500
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PERKIN ELMER, de columna capilar de 6 ¥4y 1/8 PE OD SS parapako 80/100 250°C maot, serial
#9675 y columna empacada; algunas constantes del equipo son: aire 40, hidrogeno 60, nitrogeno
60, temperatura de la columna o inyector 250 °C, temperatura del horno TCD 115 °C, temperatura
del FID 250°C, presion del gas acarreador 8.0 psi, Spit 18.0. Erwin et al., 1961).

Para la cuantificacion del &cido lactico se hizo una adaptacion de la técnica colorimétrica
desarrollada por Barker y Summerson (1941) y modificada por Taylor (1996) para muestras de
ensilado. Del liquido ruminal se transfirieron 500 pL a tubos de ensayo y se adicionaron 3.0 mL de
H>SO4concentrado, se mezclo en un agitador vortex y los tubos se colocaron en un bafio a ebullicion
por 10 min, se dejaron enfriar 10 min a temperatura ambiente, se adicionaron 50 uL de CuSO4.5H20
(4 % p/v), 100 uL de p-hidroxidifenil (1.5 % p/v) y mezclé en vortex. Luego se ley6 la absorbancia
a 570 nm en un espectrofotometro (UV/VIS; VARIAN, modelo CARY I-E). La concentracion de
acido lactico se calculd con la ecuacion lineal AL (ng mL™Y) = [7.5245*(Abs)]*2, y los datos fueron

transformados a milimoles.

Sustratos utilizados

En muestras solidas: en el alimento, rechazo y heces se determino el contenido de materia seca
(MS), materia orgénica (MO) y proteina cruda (PC) por los métodos especificados por la AOAC
(2007). También se les midio el contenido de fibra detergente neutra (FDN) y fibra detergente acida
(FDA) por la técnica de la bolsa de filtro Ankom?®. En el residuo de muestra en la prueba de
digestibilidad in situ, se determind el contenido de cenizas a 550 °C por 3 h y por diferencia con la
MS se obtuvo la proporcion de MO (AOAC, 2007).

Degradacion y fermentacion in vitro

La fermentacidn in vitro se determin6 de forma indirecta por la técnica de produccién de gas (Menke
y Steingas, 1988) descrita por Miranda et al. (2016) y Soto et al. (2015). El in6culo ruminal fue
obtenido de los novillos Holstein canula en rumen y adaptados a la dieta correspondiente, segun el
tratamiento. Cada in6culo por separado fue diluido (1:10) con solucién mineral reducida. Se
colocaron 90 mL del inéculo diluido y un flujo continuo de COy, en frascos de 125 mL de capacidad,
los cuales contenian 500 mg de sustrato (dieta, rechazo, heces) a fermentar, se sellaron y se
incubaron en bafio maria a 39 °C. La produccion de gas se midié a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 30, 36, 42, 48, 60 y 72 h de incubacion.
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El volumen acumulado para cada tiempo se uso para estimar el volumen maximo (Vm; mL g?), la
tasa (S, h™?) y la fase Lag o de retardo (L, h) del modelo logistico Va= Vm/ (1+exp @ -4"S* (T-L))
(Schofield y Pell, 1995), para lo cual se utilizd SAS (SAS, 2001, ver 9.0) y el procedimiento NLIN.

Los datos también se usaron para obtener los volimenes fraccionales Vfo.s, Vfgos y V.72,
correspondientes a los periodos de 0 a 8, 8 a 24 y 24 a 72 h de incubacion. Los volimenes
fraccionales fueron transformados a fracciones fermentables (g kg™) de rapida (FR), media (FM) y
lenta (FL) fermentacion, con las ecuaciones: Vfo g=0.4266*(FR), Vfs 24=0.06152*(FM), y Vf2s-
72=0.3453*(FL) (Miranda et al., 2015).

Para la degradacion verdadera in vitro, al término de la incubacion (72 h), se adicion6 detergente
neutro a los frascos de fermentacién y se pusieron en autoclave a 15 libras por 10 min. Después se
filtraron en papel Whatman No. 541, se secaron a 65°C por 24 h en una estufa de ventilacion forzada
y, se pesaron para determinar fibra residual insoluble en detergente neutro (FDNr) y con ella calcular
la digestibilidad verdadera (DVIVMS72n) mediante la siguiente formula:

MS inicial — FDN residual

0, *
% DV7an MS inicial 100

El indice de emisidn potencial de gases de fermentacion (IEPGF) se estim6 considerando el volumen
maximo de gas producido por gramo de dieta y por gramo de heces, determinada por la técnica de
produccién de gas, la cantidad de alimento consumido y heces desechadas. Estos datos se utilizaron
en la siguiente formula:

IEPGF (dL animal™? d) = {[Vma. (mL g)*AC (kg MS)] — [Vmn (mL g™)*HD (kg MS)]}/10,000
Para el IEPGF expresada como dL vaca™ L de leche, se dividio entre la cantidad de leche producida

por dia, por vacas altas productoras de La Laguna

Anélisis estadistico

El disefio experimental fue un cuadrado latino 3 x 3 replicado en el tiempo, con 3 tratamientos
(dietas), 3 periodos de 15 d cada uno y 3 novillos. Los periodos se dividieron en dos fases o lapsos,
uno de adaptacion al cambio de dieta de 10 d y el segundo de 5 d para muestreo de liquido ruminal,
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dieta, rechazo y heces, asi como para realizar las pruebas de digestibilidad in situ e in vitro. Los
datos de consumo de nutrientes (CMS, CMO, CPC, CEE, CFDN y CFDA), variables fisicoquimicas
de liquido ruminal (pH, NHs, AL y AGV), degradacion in situ de la materia MO y variables de la
cinética de degradacion in situ (A, B, C y Kd) fueron analizados por el procedimiento GLM y la
prueba de comparacion multiple de medias de Tukey (P < 0.05) (Steel y Torrie, 1992; SAS ver. 9.0,
2001).
El modelo estadistico fue:

Yij=p+ Si+ Hj+ Ci+ Ty + €iju
Donde:
Yijk = variables de respuesta al tratamiento | del periodo j en el novillo k (dentro del cuadrado i).
u = media general de los tratamientos
Si = efecto del i-ésimo cuadrado latino
H; = efecto de la j-ésima hilera (periodo)
Ck = efecto de la k-ésima columna (novillo)
T = efecto del I-ésimo tratamiento (dietas)

€ijk(ry = error experimental aleatorio

i=1ly?2

j=1,2y3
k=1,2y3
I=1,2y3

Para la prueba in vitro el disefio experimental fue un cuadrado latino 3 x 3 replicado, los tratamientos
fueron nueve (tres dietas, tres rechazos y tres heces) y tres indculos correspondientes a los tres
novillos. Los datos de degradacion verdadera in vitro de la materia seca (DVIVMSz2n), parametros
de cinética de produccion de gas (Vmax, mL g%; S, h't y L h), fracciones de carbohidratos (FR, FM
y FL), el IEPGF total (dL animal™ d?) y el IEPGF total (dL animal™ L de leche), fueron analizados
estadisticamente usando el procedimiento GLM vy la prueba de comparacion multiple de medias de
Tukey (P < 0.05) (Steel y Torrie, 1992; SAS ver. 9.0; 2001).

El modelo estadistico fue:

Yij=p+ Si+ Hj+ Ci+ Ty + €iju

18



Donde:

Yijk = variables de respuesta al tratamiento | del periodo j en el novillo k (dentro del cuadrado i)
u = media general de los tratamientos

Si = efecto del i-ésimo cuadrado latino

H; = efecto de la j-ésima hilera (periodo)

Ck = efecto de la k-ésima columna (inoculo)

T, = efecto del I-ésimo tratamiento (dietas, rechazo y heces)

€ij(k) = error experimental aleatorio

i=1ly?2
j=1,2y3
k=1,2y3

1=1,2,3....9(D1, D2, D3, R1, R2, R3, H1, H2, H3)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba in situ

Consumo de nutrientes: El consumo de nutrientes (Cuadro 3) mostro que la variacion en la relacion
forraje: concentrado en las dietas no modificé (P > 0.05) el consumo de materia seca (CMS) y de
fibra detergente neutro (CFDN). EIl consumo de materia organica (CMO), PC (CPC), EE (CEE) y
FDA (CFDA) fueron afectados (P < 0.05) por la proporcion forraje:concentrado de la dieta. El
consumo de materia organica y de proteina disminuyd conforme la proporcion de forraje en la dieta
fue mayor. Las dieta con proporcion F.C de 40:60 indujo 5.48 % mas consumo de materia organica
en comparacion con la dieta de relacion F.C 60:40. EI consumo de proteina cruda con la dieta de
relacion F:C 40:60 fue 9.66 % mayor, en comparacion con las dietas con relacion 60:40. Por el
contrario, los consumos de EE y FDA fueron mayores (P < 0.05) conforme la relacion de forraje en
la dieta aumentd 23.6 y 25.83% para CEE y CFDA, con respecto a la dieta con 40:60 F:C. La
disminucion (P < 0.06) en el consumo de la MO y PC, conforme se aumentd la relacion de F:C en
la dieta, es causado por la mayor cantidad de fibra y su grado de lignificacion en los forrajes, ya que
es uno de los principales factores de la racion que limitan el consumo (Nufiez et al., 2009). No
obstante, el forraje de baja calidad es la causa mas frecuente de la reduccion de la ingesta (Kellems
y Church, 2002).

CUADRO 3. Consumo de nutrientes de tres dietas formuladas con tres proporciones de

forraje concentrado, por novillos Holstein.

Relacion F:C CMS, kg CMO,kg CPC,kg CEE,kg CFDN,kg CFDA, kg
40:60 13.19 12.212 2.072 0.34° 4.68 2.01°
50:50 13.01 11.86% 1.99% 0.45 5.38 2.672
60:40 12.70 11.54P 1.87° 0.44? 6.25 2.76°
EEM 0.15 0.15 0.05 0.02 0.65 0.08

P 0.1086 0.0298 0.0568 0.0015 0.2770 0.0001

a.b.ab \fedias con diferente literal en una columna son diferentes estadisticamente (Tukey, P<0,05);
F:C: proporcion forraje concentrado, CMS: consumo de materia seca, CMO: consumo de materia
organica, CPC: consumo de proteina cruda, CEE: consumo de extracto etéreo, CFDN: consumo de
fibra detergente neutro, CFDA: consumo de fibra detergente acido, CCEN: consumo de cenizas,

EEM: error estandar de la media.
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Las dietas con mayor cantidad de forraje (50:50 y 60:40) tuvieron una mayor cantidad de avena, la
cual es de menor calidad que la alfalfa, aunque la avena contiene menos lignina que la alfalfa, la
pared celular de la avena tiene una tasa de digestion menor debido a la forma en que la lignina se
relaciona con la celulosa y la hemicelulosa, por lo que la menor digestion provoca un mayor llenado
ruminal e induce un menor consumo de alimento (Palladino et al., 2006). Puesto que la dietas con
50:50 y 60:40 de relacién F:C tuvieron mayor cantidad de grasa, FDN y FDA (Cuadro 1), se
pudieron presentar efectos confundidos y el consumo de estos mismos nutrimentos (EE y FDA) fue
mayor (P < 0.05), con excepcion del CFDN en el cual se presento un error estandar mayor en
comparacion con el CEE y CFDA.

Agle et al. (2010) y Aguerre et al. (2011) no encontraron efectos significativos en el consumo de
materia seca y materia organica al evaluar el efecto de la relacion de forraje:concentrado de 47:53,
54:46, 61:39 y 68:32 (Aguerre et al., 2011) y de 28:72 y 48:52 % (Agle et al., 2010). En contraste,
en la presente investigacion el consumo de MO si fue afectado por el incremento en el nivel de
concentrado (Cuadro 3). Respecto al consumo de FDN, Aguerre et al. (2011) encontraron que fue
mayor (6.5 kg d!) cuando la dieta contenia mas forraje (F:C = 68:32) con respecto a la dieta con
mayor cantidad de concentrado (F:C = 47:53; 5.4 kg d?), y Agle et al. (2010) hallaron también que
el consumo de FDN fue 19.5 % mayor en los rumiantes alimentados con la dieta baja en
concentrado, respecto a la dieta alta en concentrado (8.2 vs 6.6 kg d). En cambio, en el presente
estudio no se encontrd diferencia (P = 0.27) en el consumo de FDN a pesar de un ligero aumento a
medida que la relacion de forraje es mayor. El no haber obtenido diferencia se atribuye a que su

error estandar fue el mas alto entre las variables de consumo.

Variables quimico- fermentativas de liquido ruminal

Determinacién de pH

En el Cuadro 4 se muestran los valores para las variables quimico-fermentativas del liquido ruminal
en los novillos. El pH ruminal medido en los novillos a las 3 h se mantuvo dentro de los valores
reportados como Optimo en vacas lecheras (5.7 a 6.4; Colocolino, 2015) y dentro del limite
fisiolégico (5.5 a 7.0; Krause y Oetzel, 2006). ElI pH ruminal varia de 5.5 a 6.0 en rumiantes sin
desordenes digestivos y consumiendo dietas altas en grano y, de 6.0 a 6.9 cuando consumen dietas
ricas en fibra (Relling y Mattioli, 2003), mientras que en rumiantes con acidosis ruminal subaguda
el pH puede variar de 5.0 a 5.5 entre las 2 y 5 h después de la alimentacion (Owens et al., 1998;

Krause y Oetzel, 2006). En la presente investigacion, los novillos que consumieron la dieta con
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mayor contenido de concentrado (F:C = 40:60) tuvieron el pH ruminal menor (P < 0.001), respecto
al pH en novillos alimentados con dietas 50:50 y 60:40 de F:C. Lo anterior se atribuye al mayor
contenido de forraje en los tratamientos con la relacion F:C 50:50 y 60:40, ya que el incremento de
forraje estimula la secrecidn de saliva cuyos componentes quimicos neutralizan los acidos (Fischer
et al., 1994). Ademas, el aumento de forraje en las dietas incrementa la cantidad de carbohidratos
estructurales que se fermentan a una tasa baja lo cual, aunado a la tasa de absorcion a través de la
pared ruminal y la tasa de pasaje, evita que los AGV producidos se acumulen en el rumen a niveles
que causen un desorden fermentativo ruminal (Krause y Oetzel, 2006). En cambio, el consumo de
granos o carbohidratos de rapida fermentacion genera una concentracion importante de estos acidos,
lo que resulta en un aumento de la tasa de fermentacion y baja repentina de pH ocasionando que se
acumulen en el rumen (Bach, 2002). Los valores obtenidos para esta variable concuerdan con los
reportados por Gonzalez et al. (2010), quienes encontraron que al aumentar el nivel de concentrado
en la dietas con relacién F:C de 70:30, 60:40, 50:50 y 40:60, el pH ruminal varié 6.94, 6.91, 6.84 y
6.72, para cada una de ellas (P > 0.01). Ademas, Agle et al. (2010) observaron que el pH ruminal
disminuye de 6.14 y 6.04 a causa del consumo de dieta con una relacion F:C de 52:48 y 28:72
(P=0.048), mientras que Chen et al. (2015) midieron el pH ruminal en yaks machos alimentados
con dietas 70:30, 60:40, 50:50 y 40:60 F:C y encontraron el mismo efecto (P < 0.001) en la
disminucion del pH de 6.4 para las dietas altas en forraje a 6.2 para las dietas altas en concentrado.

Determinacion de la concentracion de AGV

La concentracion de &cidos grasos volatiles totales en el liquido ruminal de vacas lecheras varia
entre 80 a 120 mmol L™, con una proporcion molar de acético: propidnico: butirico de 70:20:10 en
una dieta a base de heno, y de 50:35:15 en dietas concentradas (Rémond et al., 1996), y los datos
del presente estudio concuerdan con esos resultados. En cuanto a la concentracion molar de AGVt
la comparacion entre las tres dietas muestra una comportamiento raro de AGVt porque la dieta con
la relacion F:C 50:50 tuvo una mayor fermentacion, 17.55 %, en comparacion con la dieta 60:40;
Serment et al. (2011) y Chen et al. (2015) no encontraron efecto en la concentracion de AGVt
ruminales al usar dietas con 35 % o 70 % de concentrado o con una relacion F:C de 70:30, 60:40.
50:50 y 40:60, respectivamente. EI comportamiento obtenido en la presente investigacion es
semejante al reportados por Serment et al., (2011) (100, 102, 109 y 105 mmol L), pero son mayores
que los observados por Chen et al. (2015) (64.02, 62.14, 60.83 y 61.15 mmol L ). Cantalapiedra et

al. (2009) no encontraron efecto (P = 0.12) para AGVt de 68.89 a 74.7 mmol L* cuando la
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proporcidn de concentrado aumento de 30 a 70 % (F:C 70:30 vs. 30:70); sin embargo, Agle et al.
(2010) reportaron un aumento de 2.1 % para la dieta con mayor proporcién de concentrado,

comparado con la dieta alta en fibra.

El porcentaje molar de acético, propionico y butirico fue afectado (P < 0.0001) por la proporcion
F:C. La proporcion de acido propionico y acido butirico disminuyé conforme aumento la relacion
de forraje, mientras que la del acido acético se incremento (Cuadro 4). La dieta con una relacion F:C
60:40 indujo 7 y 13.2 % maés &cido acético, en comparacién con la dietas con 50:50 y la dieta 40:
60. Por el contrario, el &cido propiénico fue 14 % menor en la dieta con una relacion F:C 60:40,
respecto a dietas con 40:60 y 50:50 F:C. El acido butirico disminuyé conforme el incremento de la
proporcion de forraje en la dieta. Las relaciones F:C 50:50 y 60:40 produjeron una proporcion
semejante de butirico, mientras que la relacion 40:60 indujo 14 % menos butirico respecto a las
anteriores. La proporcion molar del acético fue semejante a la encontrada por Chen et al. (2015) en
yaks alimentados con dietas de proporcién de F:C diferente, pero no hubo diferencias estadisticas
entre tratamientos. Serment et al. (2011) también encontraron un incremento de 6.9 % en la
concentracion de acetato en dietas con mayor cantidad de forraje en comparacion con otras de alto
porcentaje de concentrado y para propionato el aumento fue 21 % al incrementar el concentrado; sin
embargo, para butirato no se encontr6 efecto entre los tratamientos en cabras de media lactancia. Al
evaluar cinco dietas con diferente relacion F:C (20:80, 40:60, 50:50, 75:25 y 100:00), Phillipson
(1970) encontrd que las proporciones molares de AGV fueron: 53.6, 58.8, 65.3, 68.2'y 71.4 %, para
acetato; 30.6, 25.9, 18.4, 18.1 y 16.0 %, para propionato y 10.7, 10.2, 10.4, 8.0 y 7.9, para butirato
y los resultados obtenidos en nuestro estudio concuerdan con los de dicho autor.

Larelacion F:C en las dietas es uno de los factores que mas influye en las condiciones del ecosistema
ruminal (Ramos et al., 2009) y el pH es uno de los factores méas fluctuantes que afecta la
concentracion de AGV y la poblacién microbiana del rumen, por lo que determina el perfil de
fermentacion ruminal (Yokohama y Johnson, 1988). Los carbohidratos de las raciones altas en
forrajes se fermentan y producen acidos grasos volatiles méas lento que dietas altas en concentrado
MCallister et al. (1993) y, ademas, promueven la produccion de gran cantidad de saliva mediante la
masticacién, manteniendo asi un pH ruminal mas alto (Bach, 2002). Con lo anterior se favorece el
establecimiento predominante de un consorcio microbiano fibrolitico con cepas de Ruminococcus

flavefaciens, Ruminococcus albus, Ruminococcus spp, Butyrivibrio fibrisolvens, Eubacterium
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cellulosolvens, Fibrobacter succinogenes (Finlayson, 1986; McAllister et al., 1990; Russell, 1991,
Ricke et al., 1996; Wells et al., 1997) y disminuyen los consorcios microbianos amiloliticos
productores de acido lactico como Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, lactobacilli sp,
lactobacllus ruminis y lactobacllus vitulinus (Sharpe et al., 1973; Nagaraja y Miller, 1989 y Gill et
al., 2000); asi como lactobacilli homofermentadores de isémeros (L- y D-) y heterofermentadores
de (lactato y acetato o etanol) (Counotte et al., 1981; Al Jassim y Rowe, 1999).

Los carbohidratos fibrosos son fermentados en mayor medida a acetato y butirato por las bacterias
fibroliticas antes mencionadas (Orskov, 1992). Estas rutas metabdlicas en cuanto a energia son
menos eficientes que la fermentacidn propidnica favorecida por carbohidratos no fibrosos (almidén
y azUcares solubles), ya que por cada mol de acido acético formado se liberan también dos moles de
CO2 y dos de Ho, parte de los cuales dan lugar a CH4 por accion de las bacterias metanogénicas
(Riquelme, 1987). La fermentacion de almiddn y azucares solubles incrementa la produccion de
propionato, ruta metabdlica que reduce la utilizacion deficiente de la energia contenida en los
alimentos por la formacion de CH4, dado que no genera CO2 ni Hz y por el contrario consume H»
(Riquelme, 1987; Van Soest, 1994). A pesar de tal ineficiencia, la produccion de acetato y butirato
es fundamental para la sintesis de grasa lactea en la glandula mamaria (McDonald et al., 2002), la
fermentacion répida y casi completa de los carbohidratos no estructurales en el rumen, incrementa
la concentracion de AGV y la reduccion del pH, con lo que se puede inhibir la fermentacion de la
fibra (MCallister et al., 1993).

Determinacion de acido lactico

La concentracion de acido lactico (AL) no fue afectada por la relacion F.C (P > 0.05; Cuadro 4). En
condiciones normales, la fermentacion ruminal es de tipo acético-propionico-butirica y la
concentracion de acido lactico es baja, en cambio, en dietas con alta disponibilidad de carbohidratos
de facil fermentacion y bajo contenido de fibra, la fermentacién ruminal puede transformarse en tipo
lactica (Palladino et al., 2006) con concentraciones de acido lactico hasta 100 mM L. El 4cido
lactico es un acido mas fuerte (pKa = 3.86) que los AGV: propiodnico (pKa = 4.87), acético (pKa =
4.76) o butirico (pKa = 4.82), por lo que su concentracion en rumen tiene un efecto mas marcado
porque el fluido ruminal se acidifica con mayor facilidad como consecuencia de un desequilibrio en
la produccion de protones (H*) y de eliminacion del medio ruminal ya sea por absorcion o flujo al

tracto inferior (Calsamiglia y Ferret, 2002; Palladino et al., 2006). Una concentracion entre 0.0 y 5
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mmol L de acido lactico es considerada adecuada en vacas lecheras (Nagaraja and Titgemeyer,
2007; Colocolino, 2015). Los valores observados en la presente investigacion se encuentran dentro
del intervalo mencionado. EIl no haber encontrado efecto en la concentracion de acido lactico por
efecto de la relacién F:C, pudo deberse a que las raciones alimenticias fueron manejadas de forma
adecuada mediante un ofrecimiento gradual de las dietas altas en concentrado a los novillos. Este
manejo evita la acumulacion dréastica del acido lactico ya que el descenso rapido del pH ocasiona la
inhibicidn y disminucién de la poblacion de bacterias utilizadoras de lactato (Megasphaera elsdenii,
Selenomonas spp. y Propionobacterium spp.) (Huber et al., 1976; Bach, 2002). La adaptacion de
dichas bacterias mediante el manejo alimenticio indicado permite un balance y solo un aumento
transitorio en la acumulacion de lactico (Mould y @rskov, 1983; Dehority y Orpin, 1988). Ademas,
Storm y Kristensen (2010) tampoco encontraron efecto (P=0.31) del tratamiento en la concentracién

de L- lactato.

Determinacion de nitrégeno amoniacal

La concentracion de N-NHs no fue afectada por la relacion F:C (P > 0.05). Existe controversia
respecto al nivel dptimo de N-NH3 ruminal, entre otras razones, debido a que varia de acuerdo a si
se busca maximizar la produccién de proteina microbiana (Okorie et al., 1977), la tasa de
degradacion de celulosa (Krebs y Leng, 1984) o consumo de materia organica digerible (Boniface
et al., 1986). En la literatura revisada hay valores tan bajos como 0.82 mmol L para tasa maxima
de crecimiento microbiano (Okorie et al., 1977) hasta 15.09 mmol L para maximizar el consumo
de forraje (Hess et al., 1999). De acuerdo con Hess et al. (1999), el nivel considerado como
deficiente para la digestion y consumo de forrajes fibrosos es de 3.46 mmol L™ y el dptimo para
maximizar el consumo de forraje es de 15.09 mmol L. En vacas lecheras, el intervalo considerado
apropiado va desde 6.0 hasta 17.5 mmol L de N-NHj3 (Colocolino, 2015). Los resultados obtenidos
en el presente estudio se encuentran dentro de dicho intervalo, lo cual significa que estos niveles
serian adecuados para que los microorganismos del rumen crezcan, se reproduzcan y formen
suficiente proteina microbiana para el rumiante (Okorie et al., 1977; Shaefer et al., 1980), para
maximizar la tasa de degradacion (Mehrez et al., 1977) y un buen consumo de forraje (Hess et al.,
1999).

A pesar de la gran importancia del amoniaco en el crecimiento de los microorganismos del rumen,

es mucho mas importante su efecto sobre la degradacién de la proteina, ya que la actividad
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proteolitica es mayor en dietas altas en concentrado que en dietas altas en forraje porque los
microorganismos proteoliticos son principalmente amiloliticos (France y Siddons, 1993). Los
valores obtenidos en nuestro estudio también coinciden con los reportados por Driedger y Loerch
(1999) quienes no reportaron diferencias entre las dietas porque tenian similar concentracion de
proteina. En contraste, Agle et al. (2010) muestran diferencia (P = 0.018) en la concentracion de N-
NHs (7.4 y 6.5 mmol L™ para una dieta baja y alta en concentrado. Sin embargo coinciden con los
reportados por Gonzalez et al. (2010) de 10.92 y 10.39 mmol L de N-NHjz en liquido ruminal (P >
0.05) de borregos alimentados con dietas con relacion F:C 40:60 y 70:30, a las 3 h postprandial. Asi
mismo concuerdan con lo reportados por Storm y Kristensen (2010) para vacas lecheras alimentadas
con 44.3 y 53.8 % de MS y dos tamafios de particula (corta 3.0 y larga 30 mm) y no encontraron
efecto en la concentracion de N-NHs, (P=0.24; 10.2 y 10.7 mmol L) para particulas cortas, y para
particulas largas 9.4 y 8.8 mmol L. En cambio, Cantalapiedra-Hijar et al., 2014) compararon una
dieta baja contra una dieta alta en concentrado (70:30 vs 30:70) y encontraron un aumento (P <
0.001) de 26.15 % para la dieta con mayor cantidad de concentrado. Sin embargo coincidimos con
Chen et al. (2015) quienes reportan la ausencia de efecto (P = 0.178) para N-NHz en yaks
alimentados con dietas con diferente proporcion F:C (70:30, 60:40, 50:50 y 40:60) y los valores de
fueron 15.02, 16.29, 17.05 'y 17.4 mmol L™, respectivamente.
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CUADRO 4. Variables quimico-fermentativas en liquido ruminal de novillos alimentados con

dietas con tres proporciones de forraje concentrado (3 h postprandial).

Relacion NH3 AL AGVt Acetico Propionico Butirico
F:C PR — mmol L -meeeeeees e % molar -----------
40:60 574 1095 034  95.12%® 52.49° 29.06° 18.442
50:50 6.04° 1071 031  101.53? 56.31° 27.412 16.27°
60:40 6.17% 1093  0.30 83.71° 60.49° 24.09° 15.41°
EEM 0.04  0.65 0.01 4.84 0.56 0.57 0.40
P <0001 0.9596 0.1472  0.0468 <.0001 <.0001 <.0001

302 \edias con diferente literal en una columna son diferentes estadisticamente (Tukey, P<0,05);
F:C: proporcion forraje concentrado, pH: potencial de hidrogeno, NNHz: nitrégeno amoniacal,
mmol L milimoles por litro, EEM: error estandar de la media.

Degradacion in situ de la materia organica

La degradacion de la materia organica (Cuadro 5) para las tres dietas fue parecida (P > 0.05) a 3, 6,
9, 12, 24 y 48 h de incubacion ruminal, lo cual se pudo deber a que el error estandar de las medias
en la DMO en estos horarios fue mayor y por eso no hubo diferencia. La DMO cambia al aumentar
el porcentaje de inclusion de forraje en las dietas, puesto que aportan mas fibra que el concentrado,
y sus componentes (celulosa, hemicelulosa, lignina, silice, nitrégeno ligado a lignina y pectinas) son
menos digestibles (NRC, 2001). Este comportamiento difiere (P < 0.05) en el horario de 72 h de
incubacion en rumen, obteniendo 10.2 % mayor digestibilidad para la dieta con relacion 40:60 en
comparacion con la dieta con relacion F:C 60.40. El grado en el cual el concentrado afecta la
digestion de la fibra depende de la naturaleza y proporcion del concentrado, asi como también de la
calidad del forraje (Matejousky y Sanson, 1995). Calsamiglia y Ferret (2002) mencionan que las
raciones con mayor digestibilidad ruminal de la MO son aquellas con menor contenido en FDN de
los forrajes, a lo cual pudiera atribuirse lo ocurrido con esta variable. En general es aceptado que la
adicion de concentrado en la dieta de rumiantes incrementa la digestibilidad de la materia seca y la
materia organica, lo cual puede variar de acuerdo al tipo de ingredientes empleados en cada
experimento y al pH en el rumen (Fimbres et al., 2002). Al respecto, Cantalapiedra et al. (2009)
encontraron un efecto parecido al reportar valores de una digestibilidad aparente de la materia
organica 16 % mayor en una dieta alta en concentrado, comparada con una dieta alta en forraje (P <
0.001). Sin embargo, Agle et al. (2010) no reportan diferencias estadisticas (P = 0.31) al evaluar el
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efecto de dos niveles de concentrado (52 y 72 %) sobre la digestibilidad aparente de la materia

organica (71.1 vs 67.6), pero los resultados de la presente investigacion son diferentes.

Los parametros de degradacion ruminal (Kd, A, B y C) se muestran en el Cuadro 5. La relaciéon F:C
solo afecto (P < 0.05) la fraccion indigestible o fraccion C. Esta fraccion fue menor en la dieta con
la relacion F:C 60:40, por lo que la degradacion fue 32.4 % menor que la observada con la relacion
F:C de 40:60. Aunque la tasa de digestion, la fraccion soluble y fraccion potencialmente degradable
no mostraron diferencia (P > 0.05) estos factores solo pudieron estar relacionados con la seleccion
de bacterias ruminales con mayor tasa de reproduccion, al disefio usado o el error estandar. Jaakola
y Huhtanen (1993) observaron que a medida que aumenta la proporcién de concentrado en la racion
se producia un incremento paralelo de la digestibilidad in vitro de la MS y la MO asi como una
disminucion de la digestion de los componentes de la pared celular. Esto por los cambios en la
digestion en el rumen y diversos mecanismos en los que destaca las modificaciones que producen

el crecimiento y actividad, o ambos, de los microorganismos ruminales (Mould, 1988).
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CUADRO 5. Degradacion in situ de la materia organica y variables de degradacion ruminal
de tres dietas con tres proporciones de forraje y concentrado, en novillos Holstein

con canula en el rumen.

Tiempo Relacion F:C

postprandial (h) 40:60 50:50 60:40 EEM
3 44.90 41.16 39.54 2.48
6 53.05 49.48 47.33 3.08
9 57.14 56.45 52.03 2.66
12 60.71 59.87 55.16 3.45
24 73.76 67.69 64.36 3.62
48 78.57 73.62 70.77 2.58
72 82.47° 79.29% 74.07° 2.04
Kd, h' 0.49257 0.47053 0.44483 0.02
A % 52.13 49.38 46.55 2.88
B, % 30.34 29.90 27.51 1.87
C,% 17.52° 20.70% 25.932 1.93

a b3 \edias con diferente literal en una hilera son diferentes estadisticamente (Tukey, P<0,05);
F:C: proporcion forraje concentrado, Kd: coeficiente de degradacion expresado en horas, A: fraccion
soluble expresado en porcentaje, B: fraccion potencialmente degradable expresado en porcentaje,
C: fraccion indigestible expresado en porcentaje, EEM: error estandar de la media.

Prueba in vitro

Degradacion verdadera in vitro de la materia seca

La digestibilidad verdadera (DVIV) a 72 h de incubacién in vitro fue diferente (P < 0.05), porque la
DVIV fue 7.7 % mayor para la dieta con relacion F:C de 40:60, respecto a las otras dos dietas. Estos
datos coinciden con los obtenidos in situ (Cuadro 6). EI volumen méaximo de gas (Vm), tasa (S) y
tiempo de retardo (L) de la produccion de gas no fueron afectados (P > 0.05) por las proporciones
de F:C en las dietas. Aunque el Vm mostro una conducta semejante a la DVIV, cuando se calcula el
Vm en funcién de la materia organica digerida, la similitud entre dietas es mayor. Sin embargo, dado
que el volumen de gas solo manifiesta que un sustrato se fermenta mas o menos que otro, €s

conveniente transformar este dato a cantidad de materia seca digerida, y con ese objetivo se

29



obtuvieron las fracciones de rdpida, media y lenta de fermentacion (FR, FM, FL); asi como la
fraccion total fermentable (FT) expresada en % o g kg™t MS (Miranda et al., 2016; Vazquez, 2016),
pero tampoco hubo diferencias estadisticas (P > 0.05) entre dietas. La fraccion de mayor proporcion
en las dietas es FR y FM, en comparacién a la fraccion FL. Puesto que los carbohidratos en los
alimentos para rumiantes son los principales compuestos fermentables por los microorganismos
ruminales, las fracciones calculadas (FR, FM, Fl y FT) corresponden, aunque no en forma total, a
carbohidratos solubles de rapida fermentacion (azlUcares y oligosacaridos), polisacaridos de
fermentacion media como el almiddn y ciertas porciones de pectina y hemicelulosa, y polisacaridos
estructurales de pared celular de lenta fermentacion (Stockes, 1997). En este sentido, las dietas
investigadas tienen una mayor proporcion de FR y FM con respecto a FL. El valor de FM esta
subestimado dado que las dietas fueron formuladas con alta cantidad de concentrado (40, 50 y 60
%). La fraccion FL es baja y puede estar afectado por los cambios en las poblaciones microbianas y
pH causado por este tipo de dietas altas en concentrado (40 a 60 %), debido a que la degradacion de
los carbohidratos fibrosos disminuye al afiadir alimentos ricos en carbohidratos no estructurales
(Valdiveloo y Holmas, 1979). En estudios in vitro, in situ e in vivo se ha observado una disminucion
en la degradacion de la fibra debido a un decremento del pH menor a 6 al aumentar la cantidad de
concentrado en la dieta (Hover, 1986; Shriver et al., 1986; Russell y Wilson, 1996). Ademas, la
fraccion fermentable total deberé relacionarse con la digestibilidad; sin embargo, en el presente
estudio los valores de FT son menores a los de la DIS o DVIV (Cuadros 5 y 6). Dado que ambas
variables representan procesos metabolicos distintos, esto indicaria que no todo lo digerible es
fermentable, al menos para este tipo de dietas. La degradacion verdadera de la materia seca obtenida
en este estudio concuerda con lo reportado por Gonzélez et al. (2015), quienes encontraron
digestibilidades de la materia seca de 79.3, 81.8, 84.6 y 83.9, para dietas para borregos con relaciones
de F:C de 70:30, 60:40, 50:50 y 40:60.

En el Cuadro 6 se muestran los valores de las fracciones de rapida, media y lenta fermentacion. La
produccion de gas resulta de la fermentacion de los carbohidratos solubles y estructurales del
sustrato. El desarrollo de consorcios microbianos sacaroliticos, amiloliticos y fibroliticos esta
determinada por la fermentacion de los carbohidratos del alimento ofrecido al rumiante (Hall y
Weimer, 2007; Firkins, 2010). Las poblaciones sacaroliticas crecen en las primeras horas de
fermentacion y decrecen conforme se agote FR, después inicia de manera interpuesta el crecimiento
de las bacterias amiloliticas a medida que se fermente el almiddén a partir de las 8 hasta 24 h de

incubacion in vitro y al final, el consorcio fibrolitico se desarrolla hasta el final y de forma mas lenta
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de las 24 a 72 h de incubacion in vitro (Fluck et al., 2013; Miranda et al, 2015, 2016). Las dietas
tuvieron mayor cantidad de CFR (Vf 0-8) y en menor proporcién de CFM (Vf 8-24) de reserva, y
una proporcién escasa de carbohidratos estructurales (Vf 24-72). Esto es debido a que la fraccion
fibrosa contiene celulosa, hemicelulosa y lignina, que es la estructura de soporte de la planta, por lo
cual los forrajes presentan menor digestibilidad (Singh et al., 2012). Estas dietas tienen mas forraje
Yy, en consecuencia, mas carbohidratos estructurales, por lo cual es dificil que se presente mayor
degradacion de las dietas, en comparacion con las altas en carbohidratos de facil fermentacion. Otro
factor al cual se puede atribuir la disminucién en la degradacion de la fibra es la competencia por
nutrientes esenciales, debido a la proliferacion de bacterias que crecen mas rapido que otras,
despojando de los nutrientes a las bacterias que son mas lentas (Russell et al., 1983).

El indice de emision potencial de gases de fermentacion (IEPGF) representa el gas que
potencialmente se puede emitir al ambiente por cada gramo de alimento fermentado si el alimento
se mantuviera por 72 h en incubacion, y puede servir para comparar sustratos con mayor potencial
contaminante a la atmosfera, mas al considerar que aproximadamente el 92 % de la composicion del
gas de fermentacion corresponde a CO2 y CHa, gases de efecto invernadero (Beauchemin et al.,
2008). El analisis no mostrd diferencias (P > 0.05) por efecto de dieta ya que estos valores presentan
errores estandares muy altos; sin embargo, el IEPGF indica que estas dietas pueden producir entre
1,880 a 2,127 L de gas por animal y entre 41.8 a 47.2 L por litro de leche producida, y que la dieta
con mayor proporcién de concentrado tiene un mayor IEPGF. Seria muy conveniente conocer la
proporcién de metano y bidxido de carbono para observar como cambia este indice.

Na et al. (2013) reportan valores de metano (CHa4) de 32.88, 22.54 y 20.27 L  kg* de leche en
dietas para vacas lecheras con proporciones 40:60 tallos de maiz: forraje, 40:60 ensilaje de maiz:

forraje y 60:40 ensilaje de maiz: forraje.
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CUADRO 6. Degradacion verdadera in vitro de la materia seca, fracciones de rapida, mediay

lenta fermentacion, parametros de cinética de produccion de gas e indices de

emision potencial de gases de fermentacion (IEPGF) de tres dietas, con tres

proporciones de forraje y concentrado evaluadas con tres inéculos obtenidos de

tres novillos Holstein con canula en el rumen.

Relaciéon F:C
Variable EEM
40:60 50:50 60:40 P

DVIVMS72n, % 86.322 80.06° 79.15° 0.0201 1.60
FR, % 19.66 17.51 18.14 0.4471 1.18
FM, % 13.86 12.03 12.04 0.6872 1.69
FL, % 7.09 9.09 7.81 0.7653 1.92
FT, % 40.63 38.65 37.99 0.8929 4.05
vm mL gt MS 202.25 186.22 185.32

0.9088 -
Vm mL g* MOD 234.30 232.40 234.13
S, ht 0.1364 0.0459 0.0512 0.3565 -
L, h 1.2169 0.2873 0.5534 0.4322 -
IEPGF
Total dL animal™ d* 212.71 190.58 188.08 0.6613 20.64
Total dL animal™ L? 4.72 4.23 4.18 0.6629 0.45

&b Medias con diferente literal en una hilera son diferentes estadisticamente (Tukey, P<0,05); F:C:

proporcion forraje concentrado; % DVIVMSq2n: porcentaje de digestibilidad verdadera in vitro de

la materia seca a 72 h de incubacién; % FR: porcentaje de fraccion de rapida fermentacion; % FM:

porcentaje de mediana fermentacién; % FL: porcentaje de lenta fermentacién; FT: fermentacion

total; Vm, mL g*: volumen méaximo de gas producido; Vm mL g* MOD: volumen maximo de gas

producido en funcion de la materia organica digerida; S, h*: tasa de produccion de gas; L, h: tiempo

Lag; IEPGF total de dL animal™ d* indice de emisién potencial de gases de fermentacion total de

decalitros por animal por dia; IEPGF total de dL animal™ L indice de emision potencial de gases

de fermentacion total de decalitros por animal por litro de leche y EEM: error estandar de la media.
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CONCLUSION
De acuerdo con las condiciones y caracteristicas en las que se efectud este experimento podemos
concluir que la relacion de forraje: concentrado 40:60 mejoré moderadamente la digestion in situ y
el consumo de la materia orgénica en novillos Holstein. Y aunque en el analisis estadistico el indice
de emisidén potencial de gases de fermentacion (IEPGF) no mostro diferencias entre los
tratamientos, se encontrd que las dietas usadas en este estudio pueden producir entre 1,880 a 2,127
L de gas por animal por dia y de 41.8 a 47.2 L por litro de leche producida. Sin embargo, seria
conveniente conocer la proporcion de metano y dioxido de carbono para observar como cambia este

indice.
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