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Efecto sobre la fermentacion in vitro de mezclas de Tithonia diversifolia,
Cenchrus clandestinum y grasas poliinsaturadas!

Effect on of in vitro fermentation of mixture of Tithonia diversifolia,
Cenchrus clandestinum and polyunsaturated fats
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar mediante estudios in vitro, el efecto de la mezcla de botén de oro
(Tithonia diversifolia), kikuyo (Cenchrus clandestinum) y alimento concentrado, con la adicién de diferentes niveles
de 4cidos grasos polinsaturados (AGPI), sobre la produccion de metano (CH, ml/g MSd), digestibilidad de la materia
seca (%DIVMS) y produccion de 4cidos grasos voldtiles (AGV). La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio
NUTRILAB (Medellin, Colombia) en septiembre del afio 2015. Se utilizaron tres combinaciones de fuentes lipidicas
ricas en AGPI con un nivel total mdximo de inclusidn correspondiente al 3% de la materia seca incubada. Las
combinaciones de fuentes lipidicas fueron: SAGPI1: 0,5%-aceite soya, 0,5%-aceite pescado, 2% grasa sobrepasante
rica en omega 3. SAGPI2: 1% aceite soya, 0,5% aceite pescado, 1,5%-grasa sobrepasante rica en omega 3. SAGPI3:
2,5% aceite soya, 0,5% aceite pescado. También se utilizé una fuente de grasa sobrepasante (GSP). Los resultados
obtenidos fueron procesados con base en la prueba de comparaciones preplaneadas a través del PROC-MIXED
de SAS. La produccién de metano in vitro disminuyé (p<0,05), mientras que la digestibilidad de la materia seca
incremento (p<0,05) a las 24 y 48 horas al incluir botén de oro y/o AGPI o ambos en las mezclas. En la proporcion
molar de AGV (%), el 4cido acético fue el que mayor presencia evidencid. La inclusion de forrajeras como el botén de
oro y la suplementacién con fuentes de AGPI en bovinos, podria ser una estrategia para reducir emisiones de metano
sin detrimento de la fermentacién ruminal.

Palabras claves: dcidos grasos poliinsaturados, metanogénesis, sistema silvopastoril, digestibilidad in vitro.

Abstract

The aim of this study was evaluated by in vitro, the effect of mixing wild sunflower (Tithonia diversifolia),
kikuyu (Cenchrus clandestinum) and concentrated feed, with the addition of polyunsaturated fatty acids (AGPI) on
the production of methane (CH, ml/g MSd), dry matter digestibility (%DIVMS) and production of volatile fatty acids
(AGV). The research was conducted in NUTRILAB laboratory (Medellin, Colombia) in September 2015. Three
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combinations of AGPI rich lipid sources were used with a total maximum inclusion level corresponding to 3% of
incubated dry matter. Combinations of lipid sources were: SAGPI1: 0.5% soya oil, 0.5% fish oil, 2% rich in omega 3
bypass fat. SAGPI2: 1% Soya oil, 0.5% fish oil, 1.5% bypass fat rich in omega 3. SAGPI3: 2.5% Soya oil, 0.5% fish oil.
A source of bypass fat (GSP) was also used. The results were processed using pre-planned test comparisons through the
PROC MIXED-SAS.The methane production in vitro decreased (p<0.05), while the dry matter digestibility increased
(p<0.05) 24 and 48 hours after wild sunflower was include and / or AGPI or both into the mixtures. In the molar ratio
of AGV (%), acetic acid showed an increased presence. The inclusion of forage like wild sunflower and sources of
AGPI supplementation in cattle, could be a strategy to reduce methane emissions without causing a detriment to the
ruminal fermentation.

Keywords: polyunsaturated fatty acids, methanogenesis, silvopastoral system, in vitro digestibility.

Introduccion

El cambio climdtico es una realidad, el planeta Tierra estd sufriendo un aumento del efecto invernadero,
causado, entre otros, por el incremento de la concentracién de diferentes gases que se acumulan y retienen el calor
en la atmosfera (Carmona et al., 2005; Soliva y Hess, 2007). La acumulacién de los gases de efecto invernadero
(GEI) esta conllevando a cambios repentinos en los patrones climdticos a nivel global (IPCC, 2007). EI metano
(CH,) es el GEI que mds ha aumentado sus concentraciones atmosféricas en el dltimo siglo, una proporcién de este
gas proviene de la actividad ganadera, sobre todo de la fermentacidn entérica de los alimentos en los rumiantes
(FAO, 2009; Marin, 2013). Durante la fermentacién anaerébica de los carbohidratos de la dieta, se produce el
CH, por parte de microorganismos ruminales procariotas del subgrupo Archea, los cuales viven en medios
estrictamente anaerobios y obtienen la energia para su proliferacion mediante la sintesis de este gas (Kurihara et
al., 1999; Deppenmeier y Miiller, 2008). La produccién de CH, es importante, ya que es una forma de disminuir la
concentracién de hidrégeno (H,) en el rumen y asi mantener estable su funcionamiento (Schink, 2006).

Existen otras vias de remocién del H, ruminal, como lo es por ejemplo, el proceso de biohidrogenacién de
los 4cidos grasos insaturados o la formacién de dcido propidnico (Van Soest, 1994). La disminucién parcial de
la concentracién de H, en rumen, es importante debido a que los microorganismos metanogénicos utilizan como
sustrato el H, en un 80% para sintetizar CH, (Demeyer y Fievez, 2000). Desde el dmbito ambiental cabe anotar
que el CH, es un gas con la capacidad de almacenar calor en la atmdsfera, veintiin veces mds que el didxido de
carbono (CO,). Por lo anterior, se ha relacionado a los rumiantes como contribuyentes de la emision de gases de
efecto invernadero (Arcuri et al., 2006). Desde el punto de vista de eficiencia productiva, las emisiones de CH4
provocan pérdidas energéticas en los rumiantes que pueden variar entre 5,5 y 13% de la energia bruta consumida
por el animal (Wolin y Miller, 2006), lo cual afecta negativamente el desempefio productivo. Las dietas basadas en
forrajes de baja calidad, tienden a mantener un pH bdsico y estdn asociadas a una alta produccién de CH, (Moss
et al., 2000), mientras que dietas que garanticen contenidos medios a altos de carbohidratos solubles tienden a
disminuirlo.

La produccién de CH, a nivel ruminal, también estd relacionado con el nivel de consumo de materia seca
(CMS), existiendo una correlacion negativa entre la digestibilidad de las dietas y la produccién de este gas (Cambra
et al., 2008). La busqueda de alternativas que permitan reducir la emisién de CH, por parte de la ganaderia en
condiciones comerciales es un tema de gran importancia en la actualidad. El uso de algunas especies forrajeras
tropicales en la alimentacion de rumiantes, ha demostrado disminuir la sintesis de CH,, debido a la presencia de
compuestos como los taninos y saponinas, los cuales al parecer tienen cierto efecto antimetanogénico, mostrando
asi una importante disminucion en la produccién de CH, por unidad de forraje digerido (Navas, 2008; Angarita,
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2013). Una especie forrajera que se viene evaluando como recurso para la alimentacidn de rumiantes es la Tithonia
diversifolia, debido, entre otros, a su buen valor nutricional (balance proteina-carbohidratos solubles) (Medina et
al., 2009) y al control de microorganismos metanogénicos con la consecuente disminucion de CH, observado en
pruebas in vitro (Galindo et al., 2011; Mauricio et al., 2014).

La adicion de ciertas fuentes de lipidos en las dietas para rumiantes, especialmente aquellos poliinsaturados,
podria llegar a constituir una alternativa dietaria, con el fin de tratar de disminuir la metanogénesis a nivel
ruminal (Martin et al., 2010). Lo anterior, ha sido relacionado a que parece que los lipidos tienen un efecto toxico
sobre microorganismos metanogénicos de tipo Archea y protozoarios, ademds, los lipidos insaturados tienen la
capacidad de captar ciertas cantidades de H, durante el proceso de biohidrogenacién ruminal (Jalc et al., 2002).
La disminucién de metano cuando se utiliza la adicién de lipidos, depende principalmente de la concentracién y la
composicion de los dcidos grasos de las dietas (Beauchemin et al., 2008). Ademads de dietas que procuren disminuir
la produccién de CH, entérico, es necesario potencializar la digestibilidad ruminal de los componentes de la dieta,
ya que las estrategias con fines antimetanogénicas deben ir acompafiadas de aspectos que a la vez, mejoren el
desempefio animal.

Las técnicas in vitro son metodologias rdpidas y de gran reproducibilidad, que no provocan invasién en los
animales y permiten evaluar aspectos de la cinética y fermentaciéon ruminal, para comparar asi las diferencias
nutritivas entre diferentes materias primas o dietas destinadas para la alimentacién animal (La O et al., 2012).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar mediante estudios in vitro, el efecto de la mezcla de botén de oro
(Tithonia diversifolia), kikuyo (Cenchrus clandestinum) y alimento concentrado, con la adicién de diferentes niveles
de 4cidos grasos poliinsaturados, sobre la produccién de metano, la digestibilidad de la materia seca y la produccion
de 4cidos grasos volatiles.

Materiales y métodos
Localizacién

El experimento se desarrollé durante el segundo semestre del 2015 en el Laboratorio de Investigacién y Nutricién
Animal (NUTRILAB), ubicado en la Sede de Investigacién Universitaria (SIU) de la Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia, a 06°13°55”N y 75°34°05”0, 1540 msnm y presenta una temperatura promedio anual de 24 °C,
humedad relativa del 68% y precipitacion media anual de 1600 mm (IDEAM, 1999).

Sustratos experimentales

Se evaluaron once sustratos que estuvieron conformados por forrajes solos, la combinacién entre ellos con
concentrado y la adicién o no de tres combinaciones de fuentes de dcidos grasos poliinsaturados (AGPI). A los
testigos que no incluyeron AGPI, se les adiciond una grasa comercial saturada protegida (GSP) de la accién de
los microorganismos del indculo ruminal, con el fin de garantizar que los sustratos que incluyeron la adicién de
AGPI fueran isoenergéticos respecto a ellos (Cuadro 1). Los forrajes utilizados fueron botén de oro (BO) (Tithonia
diversifolia Hemsl. A Gray) de setenta dias de edad y kikuyo (Cenchrus clandestinus Hochst. ex Chiov) de 35 dias
de edad, provenientes de un sistema silvopastoril (SSP) de trépico de altura (2400 msnm-temperatura promedio 15°
C). Se empled6 un alimento concentrado comercial para vacas holstein.

La composicién quimica del forraje y el alimento concentrado utilizado se presenta en el Cuadro 2 y se
desarroll6 mediante técnicas analiticas convencionales de la AOAC (1999). La cuantificaciéon de los taninos
condensados totales (unidad de medida: catequina) para las muestras de BO y el suplemento concentrado, se realiz6
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Cuadro 1. Descripcion de los sustratos (base seca) evaluados in vitro, para la medicion de la produccion de metano, la digesti-
bilidad de la materia seca, y la produccién de dcidos grasos voldtiles, en vacas holstein. Medellin, Colombia. 2016.

Table 1. Description of substrates (dry basis) evaluated in vifro, for measuring methane production, the dry matter
digestibility, and volatile fatty acids production in Holstein cows. Medellin, Colombia. 2016.

Sustratos % de inclusion

BO K C GSP SAGPI1 SAGPI2 SAGPI3
BO 100
BO+K 5 95
BO+K+C+GSP (SSP) testigo 3 57 37 3
BO+ K+C+SAGPI1 3 57 37 0,5 0,5 2
BO+K+C+SAGPI2 3 57 37 1 0,5 1.5
BO+K+C+SAGPI3 3 57 37 25 0,5 0
K 100
K+C+ GSP (MONO)
Testigo 60 37 3
K+C+SAGPI1 60 37 05 0,5 2
K+C+SAGPI2 60 37 1 0,5 1.5
K+C+SAGPI3 60 37 25 0,5 0

BO: botén de oro, K: kikuyo, C: alimento concentrado, GSP: grasa sobrepasante saturada, SAGPI: suplementacion de
acidos grasos polinsaturados, SAGPI1: 0,5% de aceite soya, 0,5% aceite de pescado y 2% de n3 sobrepasante, SAGPI2: 1%
de aceite de soya, 0,5% aceite de pescado y 1,5% de n3 sobrepasante, SAGPI3: 2,5% de aceite de soya, 0,5% aceite de de
pescado / BO: wild sunflower, K: kikuyu, C: concentrate food, GSP: saturated bypass fat, SAGPI: polyunsaturated fatty acid
supplementation, SAGPI1: 0.5% of soya oil, 0.5% of fish oil and 2% of the overtaking n3, SAGPI2: 1% of soya oil, 0,5%, of
fish oil and 1,5% of the overtaking n3, SAGPI3: 2.5% of soya oil, 0.5% of fish oil.

Cuadro 2. Composicién quimica de los sustratos, empleados para medir la produccién de metano, la digestibilidad de la materia
seca, y la produccion de acidos grasos volatiles, expresada como porcentaje de la materia seca (MS), en vacas
holstein. Medellin, Colombia. 2016.

Table 2. Chemical composition of the substrates, used for measuring methane production, the dry matter digestibility,
and production of volatile fatty acids, expressed as a percentage of dry matter (MS), in Holstein cows. Medellin,
Colombia. 2016.

Composicion quimica* Tithonia diversifolia P. clandestinum Concentrado
PC 17,2 19,2 14
FDN 39 55 143
FDA 272 24 54
Cen 12,5 11,6 64
Ca 038 04 12
P 0,35 0,2 042
EE 1,1 22 5.1
ELN 29,5 12 60,2
Taninos concentrados (g catequina/kg MS)
14 0,5
Saponinas (g diosgenina/kg MS)
4,53 1,02

Taninos condensados como g catequina/kg MS y saponinas como g diosgenina’kg MS / Condensed tannins as catechin g/kg
MS and saponins such as diosgenin g/kg MS.

*PC: proteina cruda, FDN: fibra detergente neutra, FDA: fibra detergente acida, Cen: cenizas, Ca: calcio, P: fésforo, E.E:
extracto etéreo, ELN: extracto libre de nitrégeno / PC: crude protein, NDF: neutral detergent fiber, FDA: acid detergent fiber,
Cen: ash, Ca: calcium, P: phosphorus, EE: ether extract, ELN: nitrogen-free extract.
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mediante el método de Chavan et al. (2001), en el Laboratorio Ciencia de los Alimentos de la Universidad Nacional
de Colombia sede Medellin, mientras que los andlisis para saponinas (unidad de medida: diosgenina) se realizaron
por la metodologia descrita por Hiai et al. (1976), en el Laboratorio Nutriandlisis (Bogotd D.C, Colombia). Se
consider6 que la producciéon de metano puede variar de acuerdo con el nivel de los componentes del alimento
concentrado, por lo que se utiliz6 el mismo tipo y proporcién en las mezclas.

La relacién forraje:concentrado y BO:kikuyo fue obtenida del promedio estimado en una fase inicial de
caracterizacion de ambos sistemas (SSP y monocultivo). Este se llevd a cabo mediante una investigacién en el
primer semestre del afio 2015, donde se evalud la producion, calidad de forraje, relacion BO:kikuyo y el consumo
de materia seca (CMS) en ambos sistemas (datos sin publicar por el autor). Los forrajes fueron recolectados en un
SSP para ramoneo de trépico de altura, en la finca La Montaifia perteneciente a la Universidad de Antioquia, dicho
predio se encuentra ubicado en el municipio de San Pedro de los Milagros (Antioquia, Colombia), en una zona de
vida bosque himedo montano bajo (bh-Mb). Del BO se cosech¢ la parte consumible por los bovinos, es decir, hojas
y tallos tiernos, del pasto kikuyo también se recolectd lo consumible por el animal segin inspeccién visual (La O
et al., 2012; Puerto, 2012; Santacoloma y Granados, 2012; Ramirez et al., 2015a). Posteriormente, dichos forrajes
fueron trasladados al Laboratorio de Nutricion Animal, Pastos y Forrajes de la Universidad de Antioquia, ubicado en
Medellin, Colombia, donde se secaron en estufa de ventilacion forzada a 65 °C por 72 h luego, tanto los forrajes como
el alimento concentrado, fueron molidos a 1 mm, con un molino estacionario Thomas-Wiley modelo 4. La preparacién
de los once sustratos experimentales y los andlisis bromatolégicos de los forrajes y el suplemento concentrado se
realizaron en el laboratorio anteriormente citado.

Produccion de metano y perfil de la fermentacion in vitro

La incubacioén se llevé a cabo en frascos de vidrio oscuros con capacidad de 100 ml cada uno. En cada frasco
se adicioné 0,5 g de sustrato seco y molido a 1 mm, de acuerdo con la participacién porcentual de cada sustrato
en los tratamientos experimentales. Tres in6culos ruminales se obtuvieron de vacas holstein friesian adultas, con
peso vivo promedio de 650 kg +£25, provistas de cdnula ruminal permanente, solo destinadas para investigaciéon y
pertenecientes a la hacienda La Montafia. Los animales donadores del in6culo permanecieron en condiciones de
pastoreo permanente, en praderas de pasto kikuyo con edad promedio entre 35 a 45 dias, sal mineralizada y agua a
voluntad en el potrero. Los indculos se recolectaron en horas de la mafiana (6:00 am) con los animales en ayuno, y
se transportaron en termos precalentados con agua a 40 °C hasta el laboratorio NUTRILAB. En el laboratorio, los
inéculos se filtraron a través de un pafio de algodon, se gasearon con CO, y conservaron en bafio maria durante el
proceso de inoculacion.

La solucién buffer (saliva artificial) se prepar6 de acuerdo con las recomendaciones de McDougall (1948), se
utilizé una relacién buffer/indculo ruminal de 9/1 (45/5 ml/ml). Los frascos con la saliva artificial permanecieron en
estufa de ventilacion forzada a 39 °C por 6 h, antes de la inoculacién con fluido ruminal. Los frascos de incubacion
con el sustrato y la solucién buffer, al inocularse con el liquido ruminal se sellaron con tapas de caucho. Los frascos
dentro de la estufa de ventilacién forzada (39 °C) se dispusieron en cajas de icopor para ayudar a conservar la
temperatura.

En total se inocularon 144 frascos, 132 contenian sustrato e inéculo (11 tratamientos * 3 repeticiones/
tratamiento (inéculos) * 2 horarios de lectura * 2 réplicas por horario) y 12 correspondientes a los blancos (2
horarios * 3 inéculos * 2 blancos por horario) contenian solucién tampén e indculo pero sin sustrato, cuya funcién
fue corregir la produccién de gas generada por los microrganismos ruminales.

La presion generada por los gases producto de la fermentacién, medida en libras por pulgada cuadrada (PSI),
fue cuantificada con un transductor digital a las 24 y 48 h de incubacién, como lo descrito por Theodorou et al.
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(1994). Para transformar los datos de presién (PSI) (x) en volumen de gas (ml) (y), se utiliz6 la ecuacién Y=
-0,1375+ (5,1385X+0,0777X?) obtenida por Posada et al. (2006), y la produccién de gas fue expresada por gramo
de materia seca degradada (MSd). La concentraciéon de metano de los tratamientos experimentales se determiné en
el gas acumulado entre los intervalos de lectura (0-24 y 0-48 h). La colecta de gas se realiz6 utilizando una vélvula
de tres salidas. La primera salida se conectd a una aguja (0,6 mm), la segunda al transductor de presion y la tercera
a una jeringa plastica que sirvi6 para la extraccién del volumen de gas.

La aguja acoplada a la vélvula se inserté a través de la tapa de caucho para la medicién de la presion y
posteriormente, los gases acumulados en la parte superior del frasco se retiraron con el uso de la jeringa hasta el
punto en que la presion registrada en el transductor alcanzé a ser cero. El gas colectado en la jeringa se trasladd y
almaceno en bolsas plasticas herméticamente cerradas, a partir de las cuales se tomaron muestras de 100 ul, que se
inyectaron en un cromatégrafo de gases adaptado con un detector de ionizacién de llama (FID). Las condiciones
cromatograficas se adaptaron de Aprdez et al. (2012). Los datos de concentracién de metano se procesaron de
acuerdo con la descripcion dada por Lépez y Newbold (2007), la produccién de este (ml) se obtuvo del producto
entre el volumen total de gas (ml) y la concentracion relativa de metano.

Digestibilidad de la materia seca

La digestibilidad de la materia seca (DMS), expresada en porcentaje (%), se determiné a las 24 y 48 h. Al
finalizar la incubacidn, el contenido de los frascos se filtré con crisoles de peso conocido; se utiliz6 una bomba
de vacio. El residuo resultante se secé en horno durante 48 h a 65 °C, luego se pesd y se usé para calcular por
gravimetria (diferencia entre el material incubado y el residuo después del secado) la digestibilidad de la MS
(Garcia-Gonzdlez et al., 2008). Después de obtener los valores de produccién de gas y la materia seca digestible
(MSD), se calcul6 el factor de particién (FP), correspondiente a los mg de materia seca digestible (MSD) por cada
ml de gas producido (MSD/volumen gas, mg/ml).

Determinacion del perfil de la fermentacién

La concentracion de dcidos grasos voldtiles (AGV) (acético, propiénico y butirico) se determind en el liquido
resultante de la filtracion de los crisoles a las 24 y 48 h de incubacién. Este liquido se preservé mediante la adicion
de 4cido sulftirico (98% v/v) hasta alcanzar un pH de 2 aproximadamente, y luego se centrifugd repetidas veces a
4000 rpm, hasta no observar presencia de precipitado (Ramirez et al., 2015a; Ramirez et al., 2015b). Antes de la
acidificacion, se determiné el pH con pH-metro digital. Para la determinacion de AGV, muestras de 1 pl de liquido
se inyectaron en un cromatégrafo de gases Thermo Trace GC Ultra equipado con un detector FID y una columna
de 30 m, 0,32 mm y 0,25 pm.

Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 210 y 300 °C, respectivamente; para el horno, la temperatura
inicial fue de 68 °C (1 min), luego aumenté 10 °C/min hasta alcanzar 140 °C (1 min), y posteriormente 40 °C/min
hasta alcanzar 200 °C (1 min). El modo de inyeccién fue split y como gas de arrastre se utiliz6 helio (2,5 ml/min).
La concentracion de AGV (mmol/l) se calcul a partir de la concentracién (ppm) determinada por cromatografia y
asumiendo una masa molar de 60,05, 74,08 y 88,11 g/mol para el 4cido acético, propionico y butirico, respectivamente.

Analisis estadistico de la informacion

Los datos se analizaron empleando un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial (11 tratamientos
x 2 horarios de evaluacién (24 y 48 h)). Este modelo consider6 como efectos fijos el tratamiento evaluado, el
horario de medicion y la interaccion entre estos dos factores, y como efecto aleatorio el inéculo ruminal. Dada la
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magnitud (cantidad) de los tratamientos y, por considerar de interés el efecto que pudieran tener las mezclas de los

sustratos que provenian de un sistema silvopastoril (con botdn de oro) o en pastoreo tradicional (solo kikuyo) y con

la adicién de grasas poliinsaturadas, sobre las variables evaluadas, se realizé prueba de contrastes ortogonales, con
el fin de aglomerar los tratamientos en grupos afines y asi obtener mejor explicacion de los resultados.

A priori se plantearon comparaciones planeadas, para hacer el andlisis de contrastes, tal como se indica
mads adelante. Para las variables metano y DIVMS, por ser las variables de mayor interés en el andlisis, ademads
de las comparaciones, se presentd la interaccion entre los once tratamientos (sustratos) para ambos horarios de
evaluacién. En el andlisis de la informacién se emple6 el procedimiento MIXED del paquete estadistico SAS
(2004). Las diferencias entre promedios se analizaron mediante prueba de Tukey con un nivel de confianza del 5%.

Las comparaciones pre-planeadas fueron:

- BO+K+C+GSP vs K+C+GSP. Con esta comparacion se simularon dos dietas de animales, una en un SSP y
la otra en un sistema tradicional de pastoreo en monocultivo de graminea. En adelante esta comparacion se
llamard SSP vs MONO.

- BO+K+C+GSP vs (BO+K+C+SAGPII) + (BO+K+C+SAGPI2) + (BO+K+C+SAGPI3). Con esta comparacion
se simularon las dietas que tendrian los animales en un SSP y en SSP con adicién de grasas poliinsaturadas. En
adelante esta comparacién se llamard SSP vs SSP+Y SAGPI.

- K+C+GSP vs (K+C+SAGPII) + (K+C+SAGPI2) + (K+C+SAGPI3). Con esta comparacion se simularon las
dietas que tendrian en un sistema tradicional de pastoreo en monocultivo de graminea y la que tendrian en este
mismo sistema con la adicion de grasas poliinsaturadas. En adelante esta comparacion se llamard MONO vs
MONO+XSAGPI.

- (BO+K+C+SAGPI1) + (BO+K+C+SAGPI2) + (BO+K+C+SAGPI3) vs (K+C+SAGPI1) + (K+C+SAGPI2)
+ (K+C+SAGPI3). Esta comparacioén simulé las dietas que tendrian los animales en un SSP con la adicién
de grasas poliinsaturadas y la que tendrian en un sistema tradicional de pastoreo en monocultivo de graminea
con la adicién de grasas poliinsaturadas. En adelante esta comparacién se llamard SSP+Y>SAGPI vs
MONO+XSAGPI.

- K+C+GSP vs (BO+K+C+SAGPI) + (BO+K+C+SAGPI2) + (BO+K+C+SAGPI3). Con esta comparacion se
evalué el efecto de la inclusién de BO y SAGPI. Se simul6 la dieta que tendrian los animales en un sistema
tradicional de pastoreo en monocultivo de graminea y se comparé la que tendrian los animales en un sistema
silvopastoril (que incluye BO) con la adicién de grasas poliinsaturadas. En adelante esta comparacion se
Ilamara MONO vs SSP+Y SAGPI.

- Sustratos con BO vs sustratos sin BO. Con esta comparacién se contrastaron todos los sustratos que incluyeron
BO frente a los sustratos que no incluyeron BO, con el fin de evaluar el efecto del forraje en los sustratos
evaluados. En adelante esta comparacion se llamard Sust con BO vs Sust sin BO.

Resultados y discusion
Produccion de metano, degradabilidad y AGV
Produccion de metano

Hubo diferencia estadistica significativa entre sustratos para la produccién de metano en mililitros por gramo
de materia seca degradada (Pdn CH, ml/g MSd) en los intervalos 0-24 y 0-48 horas (p<0,05) (Cuadro 3). Asimismo,
las comparaciones pre-planeadas realizadas mostraron diferencias estadisticas significativas (p<0,05) (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Interaccién entre los once sustratos empleados para medir la tasa de produccién de metano (ml/g MSd) in vitro, en dos
intervalos de tiempo, en vacas holstein. Medellin, Colombia. 2016.

Table 3. Interaction between the eleven substrates used to measure methane production rate (ml /g MSd) in vitro, in two time
intervals, in Holstein cows. Medellin, Colombia. 2016.

Variable S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11
Horario 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
CH, 15,7 193 348 395 41,0 432 41,1 42,7 37,5 38,7 35,6 37,1 434 578 60,3 63,7 44,5 479 425 43,6 379 40,2
ml/g A U H qr Op Ni mir Ka jhq ijl h ghiq Fk e D ¢ Afn b afift fan hiqs smrt
MSd fir mi Pgs no

S1: BO; S2: BO+K; S3: BO+K+C+GSP (SSP) testigo; S4: BO+K+C+SAGPI1; S5: BO+K+C+SAGPI2; S6: BO+K+C+SAGPI3; S7: K.
S8: K+C+GSP (MONO) testigo; S9: K+C+SAGPI1; S10: K+C+SAGPI2; S11: K+C+SAGPI3; MSd: materia seca degradada; S: sustrato.
Medias con diferente letra en la fila presentan diferencia estadistica significativa (p<0,05) / Means with different letter in a row show a
statistically significant difference (p<0.05).

S1: BO; S2: BO + K; S3: BO + K + C + GSP (SSP) control; S4: BO + K + C + SAGPI1; S5: BO + K + C + SAGPI2; S6: BO + K +
C + SAGPI3; S7: K; S8: K + C + GSP (MONO) control; S9: K + C + SAGPII; S10: K + C + SAGPI2; S11: K + C + SAGPI3; MSd:
degraded dry matter; S: substrate.

Cuadro 4. Comparaciones utilizadas para contrastar la tasa de producciéon de metano (ml/g MSd) in vitro, entre distintos grupos de
sustratos con la inclusion de botéon de oro (BO) y/o fuentes de dcidos grasos poliinsaturados (AGPI), en dos intervalos de
tiempo, en vacas holstein. Medellin, Colombia. 2016

Table 4. Comparisons used to test the methane production rate (ml/g MSd) in vitro, between different groups of substrates
including wild sunflower (BO) and/or sources of polyunsatured fatty acids (AGPI), in two time intervals, in Holstein cows.
Medellin, Colombia. 2016.

SSP vs SSP + MONO vs SSP+Y SAGPI vs MONO vs Sust con BO vs
YSAGPI  MONO+3SAGPI  MONO+3SAGPI SSP+YSAGPI Sust sin BO
Intervalo SSP  SSP+ MONO MONO + SSP+ MONO+YAGPI MONO SSP+ Ttoscon Ttos sin
Variable  horas YAGPI YAGPI  YAGPI YAGPI  BO B.O
CH, ml 24 4la 38  604a 417b  38b 417a 604a  38b  345b  459a
/g MSd 48 4332 395b 638  44b 39.5b 440 6382 395b 368>  507a

SSP:BO+K+C+GSP (testigo); MONO:K+C+GSP (testigo); SSP+XSAGPI: B.O+K+C+(SAGPI 1, 2, 3); MONO+XSAGPI:
K+C+(SAGPI 1,2,3); MSd: materia seca degradada; Sust: sustrato / SSP: BO + K + C + GSP (control); MONO: GSP + K + C (control);
SSP + ZSAGPI: B.O + K + C + (SAGPI 1, 2,3); ZSAGPI MONO: K + C + (SAGPI 1,2,3); MSd: degraded dry matter; Sust: substrate.
Medias con diferente letra en la fila presentan diferencia estadistica significativa (p<0,05) / Means with different letter in a row show a
statistically significant difference (p<0.05).

Efecto horario e interaccion sustrato x horario

Se encontr¢ diferencia estadistica significativa (p<0,05) en la produccién de metano entre horarios, con mayor
produccién promedio de metano a las 48 h. Sin embargo, hubo una interaccién sustrato x horario significativa
(p<0,05), lo que indica que no todos los sustratos tuvieron el mismo comportamiento a las 24 y 48 h. Esto es
coherente, debido a que es de esperarse que la produccidon de metano aumente con las horas de incubacién, y que
todos los sustratos se comporten de manera diferente a través del tiempo, debido a la naturaleza y composicién
quimica del sustrato (Cuadro 3).
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Efecto sustrato

El BO (T1) tuvo una menor produccién de metano respecto al kikuyo (T7) (p<0,05) (Cuadro 3). [gualmente,
al hacer la comparacién de todos los sustratos que incluyeron BO, se encontré una menor produccién de metano
en comparacién de aquellos sustratos que no incluyeron la forrajera (p<0,05) (Cuadro 4). La comparacién pre-
planeada que incluyé todos los sustratos con BO vs los sustratos sin BO produjeron 24,8% y 27 4% menos metano
(CH, ml/g MSd) a las 24 y 48 h de incubacion, respectivamente. Asimismo, al comparar S3 (sustrato que representd
la dieta en un SSP conformada por BO, kikuyo, alimento concentrado y grasa saturada protegida) vs S8 (sustrato
que representd la dieta en un monocultivo de pasto conformada por kikuyo, alimento concentrado y grasa saturada
protegida), cuya tnica diferencia fue la presencia o no de BO, se encontré que al incluir BO se produjo una
reduccién de metano de 31,4% y 32,1% a las 24 y 48 h de incubacidn, respectivamente (p<0,05).

La disminucién en la produccién de metano in vitro al incluir forrajeras como el BO en dietas para rumiantes,
se ha relacionado con un mejor balance de nutrientes en la dieta y la presencia de metabolitos secundarios como
los taninos o saponinas (Carmona et al., 2005; Galindo et al., 2012). A los taninos y a las saponinas se les atribuye
un efecto directo sobre los metandgenos y los protozoos, relacionados con la formacidon de complejos con la
pared celular, lo cual provoca cambios morfolégicos (Smith et al., 2005; Zhou et al., 2011) e induce deficiencias
nutricionales, lisis y muerte de las células (Posada et al., 2005). Teniendo en cuenta que alrededor del 25% de los
metandgenos ruminales vive en asociacién con protozoos se espera que una reduccion en los dltimos disminuya
los primeros (Newbold et al., 1997). El efecto sobre la produccion de CH, es muy variable y depende del tipo
de metabolitos secundarios y su concentraciéon en la planta. En el presente trabajo se evidencid presencia de
metabolitos secundarios (taninos y saponinas), obteniéndose valores de taninos concentrados (TC) (se cuantificd
catequina (polifenol) como unidad de medida) para el BO de 1,4 g/kg MS y para el alimento concentrado de 0,5
g/kg MS. Verdecia et al. (2011) reportaron valores de 12,3 g/kg de MS de taninos TC totales en plantas de BO de
sesenta dias de edad, mediante el método descrito por Porter et al. (1986).

El nivel de taninos extractables totales en forraje de BO puede estar entre 29,2 y 37,7 g/lkg de MS, para hojas
maduras y jovenes, respectivamente (Makkar, 2003; Maina et al., 2012). Se debe tener en cuenta que la edad de
la planta, parte de la planta, época o método de cuantificacidn, influyen en el valor del contenido de metabolitos
secundarios. En cuanto a los valores de saponinas, se encontré para el BO 4,53 g/kg MS y para el alimento
concentrado 1,02 g/kg MS. Con métodos cualitativos se ha encontrado presencia moderada de saponinas en follaje
de BO (Santacoloma y Granados, 2012; Galindo et al., 2014). Los forrajes o suplementos que contienen metabolitos
secundarios han sido asociados con la disminucién de metano en pruebas in vitro (Patra y Saxena, 2010). En el
presente estudio hubo presencia de taninos condensados y saponinas en el BO y el suplemento concentrado, lo que
posiblemente contribuyé a la disminucién de la cantidad de metano. Vargas et al. (2012) sugieren que la produccién
de CH, en sistemas silvopastoriles puede ser mitigada a través de la presencia de taninos condensados, al incluir
leguminosas o forrajeras en la dieta.

El efecto de los taninos sobre los metandgenos y protozoarios es variable y depende del tipo de taninos,
su origen y los niveles de suplementacion (Patra y Saxena, 2010; Galindo et al., 2014). Al mezclar BO con una
graminea tropical (Brachiaria brizantha cv. Marandu) en condiciones in vitro, en proporciones de 0, 25, 50, 75 y
100%, se encontré una disminucion significativa de metano cuando la proporcién de BO en la mezcla fue igual o
mayor al 50% (Mauricio et al., 2014). Lo anterior se relaciona con lo reportado por Galindo et al. (2011), quienes
encontraron una disminucién en la poblacién de microorganismos metandgenos y protozoos en rumen al incluir 10
y 20% de forraje de BO en base seca. A su vez, en un estudio in vitro sobre cuantificacion de bacterias metandgenas
totales, donde se incluyé BO en una dieta para rumiantes basada en pasto Estrella (Cynodon nlemfluencis), al incluir
hasta el 70% de BO en la mezcla se encontraron valores de 1,24x10'© UFC/ml (unidades formadoras de colonia)
respecto a valores de 1,85 x 10" UFC/ml en el pasto solo (Delgado et al., 2012).

Agron. Mesoam. 28(2):405-426, ISSN 2215-3608, mayo-agosto, 2017 413
doi:10.15517/ma.v28i2.25697 http://www.revistas.ucr.ac.cr/index.php/agromeso



Cardona-Iglesias et al.: Produccién de metano con Tithonia diversifolia

Se han observado inclusiones hasta del 35% de BO en el consumo voluntario de bovinos en pastoreo (Mahecha
et al., 2007). En el presente trabajo, con una inclusién de BO de solo el 3% de la MS, se logré una disminucién
en la produccién de metano, lo que muestra un posible potencial de esta especie para la mitigacion de la emisidn
de metano en bovinos pastoreando en sistemas silvopastoriles de trépico de altura. El efecto de la utilizacion
de SAGPI en mezclas denominadas MONO, se evidencié al comparar la mezcla de SAGPI, kikuyo y alimento
concentrado (S9, S10, S11) con una mezcla que no incluyé SAGPI (kikuyo, alimento concentrado y grasa saturada
protegida, S8, mezcla denominada MONO).

Se encontré una reduccién significativa de metano en ambos horarios. SAGP3 (2,5% de aceite soya, 0,5%
aceite de pescado), kikuyo y suplemento concentrado (S11) tuvo la menor produccién de metano en ambos horarios
(p<0,05), seguida por la mezcla de SAGP2 (1% de aceite soya, 0,5% aceite de pescado y 1,5% de n3 sobrepasante),
kikuyo y alimento concentrado de S10, y por la mezcla de SAGP1 (0,5% de aceite soya, 0,5% aceite de pescado y
2% de n3 sobrepasante), kikuyo y suplemento concentrado (S9), respectivamente (Cuadro 3).

S11 vs S8 redujo la produccién de metano significativamente (p<0,05) en un 37,14% y 36,9% a las 24 y
48 h, respectivamente; también S10 vs S8 redujo significativamente en un 29,51% y 31,50% a las 24 y 48 h,
respectivamente, la produccion de este gas; al igual que S9 vs S8 lo redujo significativamente en un 26,2% y
24 8% a las 24 y 48 h, respectivamente. Estas diferencias fueron corroboradas cuando se realizé la comparacion
pre-planeada del MONO vs MONO+> SAGPI (Cuadro 4), mostrando una disminucién del 31% en la produccién
de metano del MONO+X SAGPI vs MONO en ambos horarios de medicion. Los anteriores resultados sugieren
una efectividad al adicionar cualquiera de las mezclas evaluadas de SAGPI en este tipo de sistemas (MONO),
teniendo un mayor potencial de reducciéon SAGP3. Varios autores han reportado que los 4cidos grasos, en especial
los insaturados, tienen la capacidad de capturar hidrégeno, sobre todo mediante el proceso de biohidrogenacién
ruminal (Beauchemin et al., 2008), lo que podria ser una alternativa en el control de la metanogénesis ruminal
(Cieslak et al., 2012; Patra, 2013).

Aunque varios autores consideran que la cantidad de H, utilizada en el proceso de biohidrogenacién ruminal
es muy baja y no excede el 1 a 2%, otros autores coinciden en que este valor puede variar dependiendo de la
fuente de lipidos, y podria ser una alternativa metabdlica para la captacién de H, (Ramirez et al., 2014). Ademas,
se relaciona el potencial antimetanogénico de los lipidos con un efecto téxico sobre los protozoos y metanégenos
en rumen (Janssen, 2010). La reduccién de CH, inducida por la adicién de fuentes lipidicas a la dieta en rumiantes
puede alcanzar hasta un 50% (Machmiiller et al., 1998). Se han encontrado reducciones de 5,6% de metano por
cada unidad porcentual de lipidos adicionado a la racién en bovinos (Beauchemin et al., 2008). El uso de aceites
vegetales, como el de soya, es frecuente en dietas para rumiantes, mientras que el uso de aceites ricos en n-3, tales
como el aceite de pescado, es poco comtn. Los aceites de origen marino basados en dcido n-3-eicosapentanoico
(EPA) y 4cido n-3-docosahexanoico (DHA), poseen una alta concentracién de dcidos grasos insaturados de cadena
larga, los cuales han demostrado tener potencial para disminuir la metanogénesis ruminal (Fievez et al., 2003).

En un experimento in vitro, se encontré que la utilizacién de DHA disminuy6 la produccién de CH, hasta en
un 80% en dietas para vacas lecheras (Fievez et al., 2007). Cieslak et al. (2012) evaluaron la adicién de 50 g/kg
de materia seca (MS) de aceite de uva (69% acido linoléico), y encontraron que la adicidn del aceite no afect6 la
fermentacion y presentd una disminucion de 21% de metano a las 24 h de fermentacion. Panyakaew et al. (2013)
en estudio in vitro evaluaron aceite de coco en dosis de 80 y 120 mg, con y sin adicién de 20 mg de una mezcla
de aceite rica en dcidos grasos poliinsaturados (AGPI), y encontraron una reduccién en la produccién de metano
de 12,7 y 14,5% para las dosis de 80 y 120 mg sin adicién de AGPI y en 31 y 28% para las mismas dosis pero con
adicion de AGPI. La produccién de CH, es proporcional al grado de insaturacion de los dcidos grasos y a su nivel
de inclusion (Giger-Reverdin et al., 2004); en el presente estudio, al parecer, la fuente y el nivel de SAGPI utilizado
fue suficiente para mostrar una depresion en la produccién de metano.
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El efecto de la utilizacién de SAGPI en mezclas denominadas SSP, se evidencié al comparar la mezcla de SAGPI,
BO, kikuyo y alimento concentrado (S4, S5, S6) con una mezcla que no incluia SAGPI (BO, kikuyo, alimento
concentrado y grasa saturada protegida, S3, mezcla denominada SSP). Se encontré diferencia significativa (p<0,05) enla
reduccién de metano, dependiendo del tipo de SAGPI utilizado. Asi, la utilizaciéon de SAGP1 (S4) no mostré diferencia
estadistica en ninguno de los horarios evaluados, mientras que SAGP2 (S5) y SAGP3 (S6) si mostraron diferencias
estadisticas significativas (p<0,05) en ambos horarios, comparadas con S3 (Cuadro 3). S6 vs S3 redujo la produccién
de metano significativamente en un 13,2% (p=0,0153) y 14,2% (p=0,0121) a las 24 y 48 h, respectivamente; S5 vs S3
también la redujo significativamente en un 8,53% (p=0,0165) y 10,40% (p=0,0369) a las 24 y 48 h, respectivamente. El
efecto del uso de SAGPI en el SSP también se evidencié mediante la comparacién de todos los sustratos que incluyeron
SAGPI en el SSP (SSP+XSAGPI) vs el SSP que no lo incluyd, encontrdndose una menor produccién de metano en
SSP+X>SAGPI a las 24 y 48 h (Cuadro 4), 7,6% y 8.8% menos, respectivamente. Este resultado sugiere efectividad en
la reduccién de metano al utilizar SAGP3 o SAGP2 en SSP.

El efecto de la utilizacion de SAGPI fue mejor en las mezclas que representaron dietas de sistemas
silvopastoriles, que aquellas que representaron los sistemas de monoculivo de pasto (SSP+XSAGPI vs
MONO+X SAGPI, Cuadro 4), encontrandose una reduccién de metano del 8,9% y 10,2% a las 24 y a las 48 h,
respectivamente. Estos resultados complementan los efectos ya mencionados de la inclusiéon de BO en las dietas.
Cuando se compararon sustratos que representaron sistemas silvopastoriles mds adiciéon de SAGPI (S4, S5, S6),
con el sustrato que representé una alimentacién en un sistema de monocultivo de pasto kikuyo (S8) se encontrd
una menor produccién de metano en los SSP+X SAGPI (p<0,05) (Cuadro 3).

El sustrato SSP+SAGPI1 (S4) vs MONO (S8) redujo la producciéon de metano en un 31,84% y 33,0% a las
24 y 48 h, respectivamente; SSP + SAGPI2 (S5) vs MONO (S8) lo redujo 37,81% y 39,24% a las 24 y 48 h,
respectivamente; y SSP + SAGPI3 (S6) vs MONO (S8) lo redujo 40,10% y 41,75% a las 24 y 48 h, respectivamente.
La comparacién pre-planeada de SSP con Y SAGPI vs MONO (Cuadro 4), también arrojé diferencias estadisticas
significativas a favor del primero (p<0,05); se encontré una disminucién de metano del 8, 9% y 12,2% a las 24 y 48 h,
respectivamente. Estos resultados evidencian un posible potencial para disminuir metano cuando se combina la accién
de los metabolitos secundarios del BO y la de SAGPI, tema hasta ahora muy poco explorado.

Degradabilidad ir vitro de la materia seca (DIVMS) y factor de particiéon (FP)

Hubo diferencia estadistica significativa entre sustratos para el % DIVMS en los intervalos 0-24 y 0-48 horas
(p<0,05) (Cuadro 5); también se encontraron diferencias significativas entre horarios de medicion e interaccién
significativa entre sustrato y horario de medicion (p<0,05); asimismo, las comparaciones pre-planeadas realizadas
mostraron diferencias estadisticas significativas. En el FP se encontré efecto significativo del sustrato y del horario
de medicion (p<0,05).

Efecto del sustrato

El botén de oro (T1) tuvo un mayor %DIVMS respecto al kikuyo (T7) (p<0,05) en ambos horarios de medicion
(Cuadro 5); se encontré un 13,4% y un 7,7% mas de %DIVMS con solo BO a las 24 y a las 48 h, respectivamente
(Cuadro 5). Los valores de %DIVMS encontrados en el presente trabajo para BO fueron similares a los reportados
por Mahecha y Rosales (2005) a las 48 h (63,3%) en una prueba de degradabilidad in sacco. Incluso se han
encontrado valores de %DIVMS de esta forrajera hasta del 83 y 90% a las 24 y 48 h de incubacion in vitro (Rosales,
1996). La comparacién del sustrato que contenia BO+kikuyo+alimento concentrado+grasa saturada protegida (S3)
vs el mismo sustrato sin BO (S8), alcanzé un 5,18% mads en el %DIVMS a las 24 h y un 2,5% mas a las 48 h, pero
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Cuadro 5. Interaccion entre los once sustratos empleados para estimar la degradabilidad in vitro de la materia seca (% DIVMS) en
dos intervalos de tiempo, en vacas holstein. Medellin, Colombia. 2016.

Table 5. Interaction between the eleven substrates used to estimate the in vitro degradability of dry matter (% IVDMD) in two time
intervals, in Holstein cows. Medellin, Colombia. 2016.

Variable S1 S2 S3 S4 Ss S6 S7 S8 S9 S10 S11
Horario 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
% 59,1 65,1 565 61,1 559 64,6 57,6 649 59,6 672 60,1 682 512 60,1 53 63 555 642 56,7 634 57,7 65,1
DIVMS

T S fpt no mi Ino Kmi Jlno iknii Hjl Gik fhos E Dagi Ce acjl bck ahjln rt gs prt ogs
qs pr qs prt qs prt  ogs npt knopt m nogs mifipr ogs

S1: BO; S2: BO+K; S3: BO+K+C+GSP (SSP) testigo; S4: BO+K+C+SAGPI1; S5: BO+K+C+SAGPI2; S6: BO+K+C+SAGPI3;
S7: K; S8: K+C+GSP (MONO) testigo; S9: K+C+SAGPI1; S10: K+C+SAGPI2; S11: K+C+SAGPI3; BO: botén de oro; DIVMS:
degradabilidad in vitro materia seca; S: sustrato / S1: BO; S2: BO + K; S3: BO + K + C + GSP (SSP) control; S4: BO + K + C +
SAGPI1; S5: BO + K + C + SAGPI2; S6: BO + K + C + SAGPI3; S7: K; S8: K + C + GSP (MONO) control; S9: K + C + SAGPII;
S10: K + C + SAGPI2; S11: K + C + SAGPI3; BO: wild sunflower; DIVMS: dry matter in vitro degradability; S: substrate.

Medias con diferente letra en la fila presentan diferencia estadistica significativa (p<0,05) / Means with different letter in a row show a
statistically significant difference (p<0.05).

las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p>0,05); estos resultados (Cuadro 5) fueron superiores a los
informados por Rivera et al. (2013), quienes encontraron un %DIVMS para la mezcla de BO, pasto y suplemento
para bovinos de 36,7 y 57,9% a las 24 y 48 h de incubacién respectivamente.

Sin embargo, al hacer la comparaciéon de todos los sustratos que incluyeron BO, se encontré un mayor
%DIVMS a las 24 h de incubacién (> 5,7%), en comparacién con aquellos sustratos que no incluyeron la forrajera
(p<0,05), pero a las 48 h fueron estadisticamente iguales (P>0,05) (Cuadro 6). Al igual que en la presente
investigacion, Rivera et al. (2013) encontraron que en dietas para bovinos que contenian BO, el mayor %DIVMS
se presento hasta el horario de las 24 h , lo que posiblemente se deba a la rdpida degradacién de la fraccién proteica
y de los carbohidratos solubles del BO en el liquido ruminal (Mahecha y Rosales, 2005).

El BO ha demostrado ser una forrajera con potencial en la alimentacién de rumiantes, debido a su alta
aceptabilidad y buen nivel de proteina (Gualberto et al., 2010). Segtin Ekeocha (2012), la harina de BO parece
adecuada para usarse como concentrado proteico en rumiantes, y podria ser un buen sustituto de materias primas
como el salvado de trigo, debido a sus aceptables niveles de fibra y extracto libre de nitrégeno (ELN), de donde
el animal podria obtener parte de la energia que requiere. En el presente experimento, el BO utilizado como
sustrato contenfa un 17,2% de PC y un 29,5% de ELN (Cuadro 1), estos valores sugieren un impacto positivo en
la nutricion de vacas lecheras, ya que probablemente los aminodcidos y péptidos liberados por la especie forrajera
a nivel ruminal, sumado al aporte energético, podrian mejorar la eficiencia microbiana en la sintesis proteica y la
digestibilidad en bovinos (Medina et al., 2009).

Estos resultados a su vez podrian indicar que la inclusion de forrajeras como el BO capaces de aportar buenas
fuentes de proteina y carbohidratos solubles (sincronia nitrégeno-energia) a los microorganismos del rumen,
especificamente a los celuloliticos, podria favorecer la degradacién de la fibra, alta fermentabilidad de la materia
seca y por lo tanto, una mds rdpida disponibilidad de los nutrientes productos de la fermentacién (Mahecha y
Rosales, 2005; La O et al., 2012). Adicionalmente, Naranjo y Cuartas (2011) consideraron que el BO presenta un
buen balance entre proteina y compuestos fibrosos. Respecto al incremento de la degradabilidad en mezclas de BO
y gramineas, Galindo et al. (2011) al incluir hasta el 20% de esta forrajera en dietas con pasto estrella (Cynodon
nlemfuensis), encontraron un aumento en la poblacién de organismos celuloliticos, segtin los autores, se demostré
el beneficio del forraje para mejorar la fermentacién microbiana ruminal y a la vez, una notable reduccién de
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Cuadro 6. Comparaciones utilizadas para contrastar la digestibilidad de la materia seca (%DIVMS) y la relacién entre la materia
seca digestible y el volumen de gas (MSD/VG mg/ml) entre distintos grupos de sustratos, con la inclusién de botén de oro
y/o fuentes de 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI), en dos intervalos de tiempo, en vacas holstein. Medellin, Colombia,
2016.

Table 6. Comparisons used to contrast the dry matter digestibility (%DIVMS) and the relationship between the dry matter
digestibility and the volume of gas (MSD/VG mg/ml) among different groups of substrates including wild sunflower and/
or polyunsatured fatty acids (AGPI) sources, in two time intervals, in Holstein cows. Medellin, Colombia, 2016.

SSP+YSAGPI vs SSP vs MONO vs MONO vs Sust con BO vs Sust
MONO +¥SAGPI SSP+YSAGPI MONO+YSAGPI SSP+Y SAGPI sin BO
Intervalo SSP SSP+ MONO MONO+ SSP+ MONO+ MONO SSP+ Sust con  Sust sin
Variable horas YAGPI YAGPI YAGPI YAGPI YAGPI BO BO
% DIVMS 24 55,8a 59,1a 53b 56,6a 59,1a 52,6b 53b 59,1a 58,1a 54,8b
48 64.,6a 66.8a 63b 64.,6a 66.8a 64,6b 63b 66.8a 65 4a 63 4a
MSD/VG 24 4.,6b S54a 3.2b 4.5a 54a 4.5b 32b 54a 59a 4.3b
mg/ml 48 43b 4.8a 2,9b 43a 4.8a 43b 2.9b 4.8a 4,5a 3.9

SSP: BO+K+C+GSP (testigo); MONO:K+C+GSP (testigo); SSP+XSAGPI: B.O+K+C+(SAGPI 1, 2, 3); MONO+XSAGPI:
K+C+(SAGPI 1, 2, 3); BO: botén de oro; DIVMS: degradabilidad in vitro materia seca; MSD: materia seca degradada; VG: volumen
de gas; Sust: sustrato / SSP: BO + K + C + GSP (control); MONO: GSP + K + C (control); SSP + XSAGPI: B.O + K + C + (SAGPI
1,2, 3); MONO + ZSAGPI: K + C + (SAGPI 1,2,3); BO: wild sunflower; DIVMS: dry matter in vitro degradability ; MSd: degraded
dry matter; VG: gas volume; Sust: substrate.

Medias con diferente letra en la fila presentan diferencia estadistica significativa (p<0,05) / Means with different letter in a row show
a statistically significant difference (p<0.05).

bacterias metanogénicas, lo que sugiere que la combinacién de BO y gramineas tropicales podria ser también una
opcidn para disminuir la contaminacién ambiental.

La utilizacién de fuentes de 4cidos grasos poliinsaturados (SAGPI) en el MONO mejoré significativamente
el %DIVMS a las 24 h; los sustratos S10 (K+C+SAGPI2) y S11 (K+C+SAGPI3) tuvieron un mayor %DIVMS
al compararlos con el sustrato S8 que no incluia SAGPI (K+C+grasa saturada protegida) (Cuadro 5). Igualmente,
la comparacién planeada que incluia la sumatoria de SAGPI en el MONO también evidencié un aumento en el
9%DIVMS (Cuadro 6). El %DIVMS fue similar en el SSP con o sin utilizacién de SAGPI tanto a las 24 como a las 48
h. Referente al tipo de grasa utilizada en la suplementacién de rumiantes, varios autores argumentan que las fuentes
de grasa protegidas tienen poco o ningin efecto sobre la degradabilidad de la dieta (Cruywagen et al, 2003; Hashem
y Harb, 2006; Gagliostro y Schroeder, 2007).

Niveles de AGPI hasta de 4,5% no han mostrado reduccién en cuanto a la digestibilidad ruminal de la fibra
(Avila et al., 2000; Montgomery et al., 2008). Vafa et al. (2009) incluyeron 2% de aceite de pescado en dietas para
rumiantes; la dieta redujo significativamente la digestibilidad de la racién de 57,8 a 50,6%, pero no hubo diferencias
cuando se administré 1% de aceite de pescado combinado con 1% de aceite de colza, lo que los autores atribuyen
a un efecto positivo en la combinacién de las fuentes de aceites. Se considera que la inclusion de niveles > 6 — 7%
de grasa total en la dieta de bovinos como porcentaje de la MS, tiene efectos negativos sobre la digestibilidad de
la fibra en rumen, los cuales estdn asociados con la inhibicién de la actividad de los microorganismos celuloliticos
(Harfoot y Hazlewood, 1997; NRC, 2001; Arenas et al., 2010).

El efecto negativo de la inclusién de fuentes de dcidos grasos insaturados no protegidos en la dieta para
rumiantes sobre la digestibilidad de la fibra, es improbable cuando el aporte de este tipo de grasa no supera el 4%
(Martinez et al., 2011). En concordancia con lo anterior, en el presente estudio la inclusiéon de SAGPI en cada uno
de los sustratos fue maximo el 3% de la MS, por lo que se esperaba que la degradabilidad de 1a MS no se deprimiera.
Adicionalmente, varios autores han relacionado los cambios en la degradabilidad de la MS in vitro, con el perfil

Agron. Mesoam. 28(2):405-426, ISSN 2215-3608, mayo-agosto, 2017 417
doi:10.15517/ma.v28i2.25697 http://www.revistas.ucr.ac.cr/index.php/agromeso



Cardona-Iglesias et al.: Produccién de metano con Tithonia diversifolia

de microorganismos ruminales, el cual puede llegar a variar dependiendo la fuente y nivel de inclusién de dcidos
grasos poliinsaturados en la dieta (Kongmun et al., 2011; Liu et al., 2011; 2012). Ademads, aceites como el de coco,
girasol y pescado se han relacionado con la disminucién del nimero de bacterias tipo gram negativas y estabilidad
en bacterias gram positivas como Ruminococcus ssp., R. albus y R. flavefaciens, relacionadas con el aumento en la
degradacion de la fibra en pruebas de digestibilidad y perfil de microorganismos ruminales (Kongmun et al., 2011;
Liu et al., 2011; 2012).

Al determinar los efectos de la inclusiéon de 4cidos grasos poliinsaturados > 20 carbonos (AGPI), sobre
microorganismos ruminales asociados a la digestion de la fibra, Liu et al. (2012) encontraron que en dietas para
bovinos (65:forraje, 35:alimento concentrado) al adicionar 2% aceite de girasol y 2% de aceite de pescado, aumentd
el nimero de bacterias del tipo Anerovibrio lipolytica en un 5,38% en comparacion con la dieta sin adicién de dichos
aceites. La Anerovibrio lipolytica juega un papel fundamental en la hidrdlisis de los triglicéridos y algunos restos
de azicares de la dieta a nivel ruminal, originando 4cidos grasos libres, glicerol y monémeros de azicar, los cuales
podrian ser utilizados por el resto de poblaciones bacterianas a nivel ruminal como fuente de energia (Harfoot y
Hazlewood, 1997).

Al evaluar varios tratamientos que incluian heno de Tifton 85 con adicién de 80 g/kg MS de aceite de soya y
heno de Tifton 85 con adicién de 80 g/kg MS de aceite de linaza més la adicién de 0 o 150 g/kg MS de glicerol, se
encontrd un aumento significativo de 33 y 13% en la poblacién de Anaerovibrio lipolityca al incluir en las dietas 150
g/kg MS de glicerol, sin afectarse la degradabilidad de la materia seca (Castagnino, 2014). El mantenimiento de la
degradabilidad fue asociado a que no se present6 disminucion de bacterias fibroliticas totales, pero si una tendencia
al aumento de especies como Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens y subgrupos de Butyrivrio, las
cuales inciden positivamente en la degradacion de la fibra a nivel ruminal. En este trabajo el autor también reportd
disminucion en la produccién de metano y en la proporcion de bacterias metanogénicas, atribuyendo la disminucion
de metano probablemente a la utilizacion del H, como sustrato para la conversién de propionato a partir de glicerol
y no de CH,, y al efecto téxico de los AGPI sobre la membrana de los microorganismos metanogénicos.

Varios estudios, al igual que en la presente investigacién, han encontrado aumento de la digestibilidad de
la fibra al incluir fuentes de AGPI en dietas para rumiantes, al respecto, Doreau y Chilliard (1997) al utilizar
cantidades de hasta 400 ml/dia de aceite de pescado via oral en vacas lecheras, encontraron aumento (p<0,01)
de la degradabilidad de la fibra orgdnica y del propionato a nivel ruminal; también relacionaron la adicién de
fuentes de AGPI como el aceite de pescado, con una accidn especifica sobre el metabolismo y/o naturaleza de los
microorganismos involucrados en la digestién de la fibra, al aumentar aquellas poblaciones de microorganismos
que producen propionato a partir de succinato como Selenomonas ruminantium o Bacteroides succinogenes.

El incremento en la digestibilidad de la racién al incluir fuentes de dcidos grasos poliinsaturados, también ha
sido reportado por Amorocho et al. (2009), quienes al adicionar aceite de pescado en dietas basadas en ensilaje de
maiz para vacas lecheras, encontraron aumento de la digestibilidad ruminal de la FDN. En investigaciones donde
se mezclaron fuentes de aceites poliinsaturados, como el de soya y saponinas extraidas de Sesbania pachycarpa,
se aumentd la poblacién de la especie Ruminococus y estabilidad de la fermentacién de la fibra con la subsecuente
disminucion de hasta 20% en la produccién de metano a nivel ruminal (Muetzel et al., 2003; Wina et al., 2005;
Zang et al., 2008).

Finalmente, cuando se contrastaron las comparaciones que representaron sistemas silvopastoriles mas SAGPI
(S4=SSP+ SAGPI1, S5=SSP+SAGP2, S6= SSP+SAGP3) vs el MONO (S8=K+C+GSP) que representd un sistema
de monocultivo de pasto kikuyo, se present6 diferencia estadistica (P<0,05) entre ambos a favor de los sustratos
SSP. Igualmente, en la comparacién planeada que inclufa la sumatoria de todos los SAGPI (SSP+XSAGPI vs
MONO) se presentdé aumento en el %DIVMS de 10,3 y 5,7% a las 24 y 48 h de incubacion, respectivamente
(Cuadro 6). Estos resultados sumados a los de produccién de metano, ratifican la combinacién SSP + SAGPI como
una estrategia para la disminucién de la produccién de metano sin detrimento del %DIVMS.
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Factor de particion (FP)

Generalmente, sustratos que registren mayor degradaciéon de la MS por unidad de gas generado, se asocian
con mayores FP y formacién de biomasa microbiana, pero con diminucién en la produccién de metano (Posada
y Noguera, 2005). Al igual que reporta Blimmelt et al. (1999), en este trabajo, el FP disminuyé con el tiempo de
incubacidn, de tal forma que la produccién de gas o de dcidos grasos voldtiles (AGV) y de biomasa microbiana por
unidad de sustrato realmente degradado, no es una constante y una relacién inversa podria existir entre ellos.

En la presente investigacién los FP (Cuadro 6) fueron estadisticamente diferentes (p<0,05) entre todas las
comparaciones en ambos horarios, los grupos de tratamientos que incluyeron BO y/o la adicién de AGPI presentaron
mayores FP. As{ por ejemplo, al comparar los tratamientos que contenian BO vs los que no contenian la forrajera,
el primer grupo presenté un 27% y 13% méas de FP en los horarios de las 24 y 48 h de incubacién. Los anteriores
resultados coinciden con lo obtenido por Rivera et al. (2013), quienes al evaluar varios forrajes y mezclas de forrajes
mds suplemento para bovinos lecheros de trépico alto, encontraron que los FP fueron mayores (p<0,05) para el
BO y las mezclas que incluyeron esta forrajera. Al contrastar la comparacién entre lo que equivale a un sistema de
monocultivo con kikuyo MONO (K+C+GSP) y un SSP, mds la adiciéon de SAGPI (SSP+SAGPI), el SSP presentd
un aumento (p<0,05) del 40,7% y del 39,6% en el FP a las 24 y 48 h, respectivamente, frente al MONO.

El aumento del FP en los tratamientos que incluyeron BO y/o utilizaciéon de SAGPI, le proporciondé un
importante valor agregado a estas dietas, ya que se ha reportado que las raciones que pretendan ser mas sustentables
desde el punto de vista ambiental (menor produccién de metano), deben mostrar mayores FP. Lo anterior también
impacta positivamente el consumo de materia seca, lo cual las hace mds competitivas nutricionalmente (Posada y
Noguera, 2005).

Produccion total y proporcion molar de AGV

En el presente estudio en todos los grupos de sustratos se produjo mayor producciéon de AGV (mmol/l) en
el horario de las 48 h respecto al de 24 h (Cuadro 7); esto se debié probablemente a que en la técnica in vitro de
produccion de gases no existe remocion de AGV via absorcidn, por lo que, su concentracion depende de la tasa de
fermentacion y puede incrementarse gradualmente (Ramirez et al., 2015a; 2015b). Se present6 diferencia estadistica
(p<0,05) en el total de AGV, al comparar los grupos de sustratos que incluian BO vs los que no incluyeron BO a las
24 h de incubacidn; en este horario los sustratos con inclusién de BO presentaron un 10,6% mads de AGV totales; pero
a las 48 h los sustratos sin BO produjeron un 5,4% mas de AGV totales. La posible produccién de mayor cantidad
de AGV a las 24 h al incluir BO, pudo deberse a una mds rdpida degradacién del BO en el indculo ruminal, ya que
el aporte de nutrientes de rdpida fermentaciéon como azucares y proteinas solubles, podria conllevar a una formacién
mas rdpida de AGV (Gallego et al., 2014).

Se ha reportado que en dietas donde haya un sustrato que aporte buena energia durante las primeras 24 h
de fermentacion, generalmente se presenta un aumento en la proporcion de AGYV, el cual puede disminuir en
posteriores horas, debido a que es posible que los microorganismos degraden los AGV para obtener energia (Wang
et al., 1999). De manera general, en los resultados de este estudio, el porcentaje de AGV totales a las 24 h de
incubacion, aument6 con la adicién de fuentes de dcidos grasos poliinsaturados (AGPI) (3% MS). Al contrastar
el sistema SSP con SSP+SAGPI, este ultimo aument6 15,4% la produccién de AGV respecto al primero, y en
el MONO vs MONO+SAGPI se incrementd 8% el total de AGV respecto a la no adicién de la fuente lipidica
insaturada. Al comparar el tratamiento equivalente a un sistema tradicional de pastoreo con kikuyo MONO (K+C+
GSP) vs el grupo de tratamientos que simuld un sistema silvopastoril mas adicién de SSP+Y SAGPI, se encontrd
un aumento del 11,4% de AGV totales a las 24 h de medicién en el SSP+X SAGPI (p>0,05) (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Comparaciones utilizadas para contrastar la concentracion total y proporcion de acidos grasos volatiles (AGV) producto
de la fermentacion in vitro entre distintos grupos de sustratos con la inclusién de botén de oro y/o fuentes de dcidos grasos
poliinsaturados (AGPI), en dos intervalos de tiempo, en vacas holstein. Medellin, Colombia. 2016.

Table 7. Comparisons used to contrast the total concentration and ratio of volatile fatty acids (VFA) product of in vitro fermentation
between different groups of substrates, including wild sunflower and/or sources of polyunsatured fatty acids (AGPI), in
two time intervals, in Holstein cows. Medellin, Colombia. 2016.

SSP vs MONO SSP vs MONO vs SSP+Y AGPI vs MONO vs Sust con B.O vs
SSP+YAGPI MONO+YAGPI  MONO+YAGPI SSP+Y AGPI Sust sin B.O

Intervalo SSP MONO SSP SSP+ MONO MONO+ SSP MONO+ MONO SSP+ Sustcon Sust sin

Variable horas YAGPI YAGPI YAGPI YAGPI YAGPI B.O B.O
Total AGV 24 1458 1527 1458b 1723a 1527b  166° 1723a  166b  1527b 1723a 1778 1588b
(mmol/l) 48 2818 3021 2818 274 302,01 2818 274 281 3021 274  2556b 27024a

Proporcién molar AGV (% molar)

% acético 24 736 732 736 703 73,2 74 70,3b T4a 732 70,3 72,7 74,7

48 74 70 74 728 70 716 128 716 70 728 728 716
%butiico 24 78> 1la 78> 106a 116a 85b  106a  85b 11 106 9.1 8.8
48 69 85 69 10a 85 8,7 10 8,7 85 10 87 83
% 24 185 152 185 19 152 174 19 175 152b 192 18,1 165
propidnico ;¢ 19 214 19 198 214 198 198 198 19 198 185 20

SSP: B.O+K+C+GSP (testigo); MONO:K+C+GSP (testigo); SSP+YSAGPI: B.O+K+C+(SAGPI 1, 2, 3); MONO+XSAGPI:
K+C+(SAGPI 1,2,3); B.O: botén de oro; AGV: 4cidos grasos voldtiles; Sust: sustrato / SSP: BO + K + C + GSP (control); MONO: K +
C + GSP (control); SSP + ZSAGPI: B.O + K + C + (SAGPI 1, 2, 3); MONO + ZSAGPI: K + C + (SAGPI 1,2,3); BO: wild sunflower;
AGV: volatile fatty acids; Sust: substrate.

Medias con diferente letra en la fila presentan diferencia estadistica significativa (p<0,05) / Means with different letter in a row show a
statistically significant difference (p<0.05).

Al igual que en la presente investigacion, Jacob et al. (2012) no encontraron disminucién en el total de AGV
al adicionar aceite de soya en proporciones de 4,5% de la MS en dietas para bovinos, pero si encontraron una
disminucion significativa sobre los AGV, al aumentar la dosis de aceite a niveles del 6% de la MS. Asimismo,
Benchaar et al. (2012) suplementaron con una fuente de AGPI (aceite de lino) en niveles de hasta 4% de la MS,
en una racion totalmente mezclada, y tampoco encontraron disminucién del total de AGV. El nivel y la fuente de
inclusién de lipidos determinan en gran medida los productos de la fermentacién ruminal entre ellos la proporcién
de AGV (Toral et al., 2009).

La proporcién molar de AGV (% molar) en todos los grupos de sustratos evaluados en ambos periodos de
medicién, fueron en su orden: acético (73% 24 h; 72,1% 48 h), propiénico (17,5% 24 h; 19,8% 48 h), butirico
(9.4% 24 h; 8,5% 48 h). La mayor fermentacién fue acética, debido probablemente a que la mayor proporcién en
las mezclas fue de forraje (minimo 57% kikuyo). En relacién con lo anterior, Rodriguez et al. (2009), reportaron
que el perfil de AGV se modifica basicamente por el tipo de dieta, la relacion forraje:alimento concentrado, el nivel
de consumo y el empleo de aditivos, entre otros; segtin los autores, el aumento de fuentes fibrosas generalmente
conlleva a fermentacidn acética.

La proporciéon molar de cada AGV (>acético>propidénico>butirico), coincidié con lo reportado por Marin et
al. (2014), quienes al evaluar in vitro la producciéon de AGV del pasto kikuyo encontraron la misma proporcién
molar. Asimismo, coincidi6 con lo reportado por Marin (2013) al evaluar mezclas de kikuyo:alimento concentrado
en proporcién 70:30, y Cieslak et al. (2013), que al evaluar dietas para bovinos con proporciones de 60% forraje
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y 30% suplemento energético, més la adicién de aceites de frutas como fuente de AGPI, ricos en 4cido linoléico,
encontraron que las proporciones de acético fueron mayores, debido a la mayor inclusién de forraje, seguidos por
una fermentacién propidnica y butirica, respectivamente.

Conclusiones

En estudios in vivo al incluir en la dieta base para bovinos, forrajeras tradicionales como el BO y la adicién de
niveles moderados AGPI, se podria esperar un mantenimiento de la productividad animal, basados en la eficiencia
de la degradacién ruminal de la MS y la disminucién de emisiones de metano, tal como se ha demostrado en

pruebas in vitro.
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