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Resumen:

La presente investigacion se llevo a cabo para determinar el grado de incorporacion de
Tithonia diversifolia (TD) y la posibilidad de mezclarla con Pennisetum purpureum (PP) para
obtener el maximo beneficio para la ensilabilidad y para la nutricion animal. Las mezclas de
ensilado de girasol silvestre (TD) y pasto elefante (PP) se evaluaron en funcion de la
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composicion quimica, la cuantificacion de la produccion de gas, la liberacion de metano y
los parametros de fermentacion. Las mezclas de ensilado se organizaron en cuatro
proporciones de T. diversifolia / P. purpureum, a saber: 100/0; 67/33; 33/67; y 0/100 (peso
fresco). Los ensilados con mayores proporciones de T. diversifolia aumentaron el contenido
de proteina cruda, la digestibilidad in vitro al tiempo que disminuyeron las fracciones de
FDN y FDA (P<0.05). Las altas cantidades de T. diversifolia mostraron los valores de
produccién de gas mas bajos (160.2 ml), mientras que los tratamientos con mayor
incorporacion de pasto produjeron una mayor cantidad de gas, hasta 194.5 ml. La produccion
de metano fue mayor al aumentar la proporcion de P. purpureum en las mezclas de ensilado.
El indculo del ensilado no tuvo ningln impacto en la produccion de gas in vitro (P<0.05).
Ademas, las proporciones mas altas de T. diversifolia redujeron el proceso de acidificacion,
mientras que la inclusion de P. purpureum facilit valores de pH mas bajos. El indculo de
bacterias acido-lacticas tendié a disminuir el pH de los ensilados, pero no se observaron
efectos claros sobre la temperatura del ensilado. Los ensilados con proporciones altas de T.
diversifolia (67 % de incorporacion) serian mas apetecibles para los animales y también
podrian traducirse en un mayor rendimiento animal debido a un mayor suministro de
proteinas y una mejor digestibilidad que los ensilados con mayor proporcién de P. purpureum
(67 y 100 % de incorporacion).

Palabras clave: Produccion de gas, Indculo, Fermentacion Ruminal, Girasol mexicano,
Forraje tropical.
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Introduccion

La creciente competencia actual entre la produccion de alimentos humanos y los recursos de
alimentos para animales exige nuevas alternativas de alimentos para animales que no
comprometan el suministro de alimentos para humanos. Existe un interés especial en la
investigacion sobre especies forrajeras no convencionales que se pueden ofrecer como heno
o0 ensilado durante todo el afio, particularmente en momentos de escasez de alimento como
en caso de sequia o inundaciones®™>%. Tithonia diversifolia (TD) es una especie no
leguminosa que se distribuye ampliamente en zonas humedas y subhimedas de América,
Africa, Asia y en regiones cercanas a los cinturones tropicales y subtropicales®®. Se ha
descrito como un arbusto polivalente con un considerable potencial para la produccion
animal debido a su valiosa fuente de proteinas y alta palatabilidad®". Asimismo, los forrajes
tropicales de baja calidad constituyen algunos de los principales factores que limitan el
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desarrollo de los sistemas de produccion ganadera debido al bajo rendimiento animal. Esta
es la razon por la cual el forraje excesivo de alta calidad producido durante la temporada de
lluvias debe conservarse como ensilado®®). Teniendo en cuenta que la TD muestra una alta
distribucion natural en paises tropicales, esta planta subutilizada puede contribuir a la
produccion ganadera si su follaje se conserva como ensilado®10),

Entre los forrajes tropicales, algunas legumbres y herbaceas no leguminosas como la TD
muestran mejores valores nutricionales que las gramineas, por lo que incluir TD en las dietas
animales favorece el contenido de proteina cruda, reduce los valores de fibra y mejora la
digestibilidad de los alimentos”. A pesar de que el alto contenido de proteinas de TD oscila
entre el 10.3 y el 25.6 %, solo se han realizado unos pocos estudios de produccion de
ensilado para investigar el potencial de ensilabilidad de TD. Por lo tanto, es necesario
determinar el grado de incorporacion de TD y la posibilidad de mezclarlo con pasto para
obtener el maximo beneficio para la nutricion animal y para los hogares de los agricultores.

El procedimiento apropiado de ensilado significa que la fermentacion del acido lactico se
produce en ausencia de oxigeno. Una acidificacion rapida normalmente ocurre cuando una
cantidad suficiente de &cido lactico es producida por bacterias acido-lacticas (BAL) presentes
en las superficies de la planta®V. En este sentido, es importante mejorar la acidificacion
lactica para lograr un proceso de fermentacion exitoso. Este efecto puede facilitarse
inoculando BAL®213), Las bacterias acido-lacticas homofermentativas seleccionadas se han
desarrollado tradicionalmente en paises templados para favorecer la acidificacion lactica y
disminuir el pH de los ensilados®®Y. Sin embargo, la mayoria de las cepas disponibles
comercialmente a la fecha tienen un rendimiento deficiente cuando se inoculan en ensilados
tropicales?. Por lo tanto, las bacterias epifitas seleccionadas parecen ser una buena
alternativa para mejorar los parametros fermentativos de los forrajes tropicales durante el
proceso de ensilado. Los trabajos de investigacion han estudiado cepas BAL epifitas aisladas
de especies de forraje tropical como candidatas prometedoras que podrian usarse como
aditivos de ensilado para superar las limitaciones de los inoculantes comerciales y minimizar
las pérdidas de valor nutricional del ensilado®*214, Sin embargo, los estudios de emisiones
de metano que tratan de los ensilados y aditivos de BAL también son escasos®®).

Por otro lado, uno de los métodos comunmente aceptados para determinar la calidad de la
alimentacion animal es la técnica de produccion de gas. La metodologia de produccién de
gas in vitro determina el grado y la cinética de la degradacion del alimento en funcion del
volumen de gas liberado, tanto directamente como producto de fermentacion, como
indirectamente de la neutralizacion del fluido ruminal®1"® En este sentido, se ha
establecido que la produccion entérica acumulada de CH4 en rumiantes aumenta con el
tiempo de fermentacion, pero también disminuye la eficiencia de utilizacion de la energia y
contribuye al efecto global de los gases de efecto invernadero®®2%, El metano es producido
en condiciones anaerGbicas por microorganismos ruminales llamados arqueas
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metanogénicas, que ganan energia al reducir el CO2 con H, para formar CHs®%%), La
produccion de metano depende principalmente de la cantidad y calidad de los forrajes
consumidos por los animales22324, Asi, la mitigacion de la produccion de metano de los
rumiantes podria lograrse modificando su dieta®>?®., Estudios previos han sugerido que el
aumento de la calidad del forraje disminuye la proporcién de CHa en el gas emitido, lo que
significa una reduccion de las emisiones por unidad de aumento de peso o por unidad de
producto animal producido como leche o carne debido a la mejora de la productividad
animal®22627)_por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de cuatro niveles
diferentes de incorporacion de T. diversifolia (100, 67, 33 y cero %) en mezcla con P.
purpureum, asi como el enriquecimiento o no con una cepa de BAL epifita o comercial. Se
evalud la calidad nutricional (MS, PC, FDN, FDA, DMSIV vy cenizas), la liberacion de
metano y la ensilabilidad de los parametros de los ensilados.

Material y métodos

Material vegetal

Se cosecharon muestras de forraje TD (biomasa de 40 cm sobre el suelo, incluidas hojas y
tallos) en la etapa de prefloracion en febrero de 2014 y a los 60 d de edad. La materia seca
de TD en la cosecha fue del 17.6 %. Los cultivares se ubicaron en la finca experimental de
la Universidad Nacional de Colombia en Palmira, a 1,000 msnm, 24 °C, precipitacion anual
de 1,020 mm, y humedad relativa de 72 %. Complementariamente, P. purpureum (PP) se
cosechd en etapa vegetativa, 10 cm sobre el nivel del suelo y 75 d de edad, al mismo tiempo
y lugar. La materia seca de PP a esa edad promedi6 18.7 %. La biomasa vegetal de TD y PP
se recolectd a mano y se trasladé al laboratorio para elaborar cuarenta y ocho mezclas de
microsilos de un kilogramo cada una. Después de eso, las muestras de vegetacion se cortaron
mecéanicamente en secciones de un tamafio de particula que oscilaba entre dos y tres cm
utilizando un picador de hierba eléctrico (7.5 hp, 1400 rpm; Gaitan).

Preparacion del ensilado

El material forrajero de TD y PP se marchit6 al 30 % y al 35 % de materia seca antes del
ensilado. Las diferentes mezclas de ensilado se hicieron de la siguiente manera: TD y PP se
organizaron en cuatro proporciones diferentes. Proporcién 1: 100/0; Proporcion 2: 67/33;
Proporcion 3: 33/67; y Proporcion 4: 0/100, base MF. Posteriormente, cada proporcion fue
inoculada o no: 1) muestra de testigo (sin indculo); 2) cepa T735 de bacterias acido-lacticas
(BAL) epifitas; y 3) SIL-ALL®*4, resultando en 12 tratamientos en total. La T-735 es una
cepa de BAL epifita (Lactobacilus paracasei) aislada de la superficie del tejido de TD y ha
sido probada en estudios previos como inoculante de ensilado®!9), SIL-ALL®** es una
mezcla comercial de in6culo de Streptococcus faecium; L. plantarum; Pediococcus
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acidilactici y L. salivarius. El in6culo bacteriano se diluyo para aplicar 1 ml por kg de forraje
fresco. Cada inoculante se cultivo previamente de la siguiente manera: 0.1 ml de un in6culo
4x109 UFC ml? cultivado en caldo MRS de 10 ml a 37 °C durante 24 h. Las mezclas de
forraje de 1,000 g cada una se envasaron en bolsas de plastico envasadas al vacio (18.5 cm x
29 cm; bolsas selladoras al vacio de microcanales Quart, modelo No. 30-0101-W, 0.9 L,
China), segln las pautas de Rostock Model Silages®?®®?%, las mezclas de forraje TD y PP se
comprimieron a mano. Mas tarde, se evacuod el aire de los microsilos y fueron termosellados
para asegurar la hermeticidad. Se utiliz6 un sellador al vacio (acero inoxidable Westonbrand
PRO 2300, Vista, CA, EE. UU.) para proporcionar las condiciones anaerdbicas para facilitar
la fermentacion lactica y la acidificacion del ensilado. Los microsilos se envolvieron con
cinta adhesiva para evitar deformaciones de los microsilos debido a la hinchazon.
Posteriormente, se perforaron las bolsas de polietileno con aguja de inyeccion desinfectada.
Cada bolsa envuelta se colocé inmediatamente en una segunda bolsa (26 cm x 39 cm; bolsas
selladoras al vacio de microcanal, modelo No. 30-0102-W, China) a la que se le evacud el
aire en las mismas condiciones. Dos réplicas adicionales de las muestras (~ 250 g) se llenaron
en bolsas mas pequefias para abrirlas después de tres dias de ensilado a una temperatura de
almacenamiento de 25 ° C para la determinacion de MS. Mas tarde, los microsilos se
almacenaron en la oscuridad durante 90 dias a temperatura ambiente de aproximadamente
25 °C. A los 90 dias se abrieron las bolsas y se midio el pH y la temperatura. EI pH se midié
utilizando un medidor de pH (Mettler Toledo, o SevenGo, con electrodo de pH InLab@
41356/2mat), desinfectando el electrodo con etanol al 70 % antes de cada registro. La
temperatura se midio utilizando un termometro digital de minimo y maximo para interior y
exterior. Se introdujo un sensor en el material del ensilado, mientras que un segundo se utilizo
para registrar la temperatura ambiente simultaneamente. Ademas, las muestras se liofilizaron
y se molieron en un rotor de molino de laboratorio Thomas Wiley modelo 4 provisto de una
malla de 1.0 mm para realizar el gas de prueba. Asi, se analizaron 12 tratamientos en total,
con cuatro réplicas, resultando en 48 microsilos como un agujero.

Valor nutricional

Se analiz6 un conjunto de muestras de ensilado en el Laboratorio de Calidad de Forrajes del
CIAT. El contenido de materia seca (MS) se determind utilizando un horno de aire forzado
a 65 °C hasta un peso constante durante 72 h. También se realizaron las siguientes
determinaciones: i) proteina cruda (PC) por el método Micro-Kjeldahl; ii) fibra insoluble en
detergente neutro y acido (FDN y FDA) siguiendo la secuencia descrita por Van Soest et
al®?; jii) y extracto etéreo (EE) por extraccion soxhlet descrita por Palmquist y JenkinsGb,
La metodologia de Tilley y Terry™® modificada por Moore®? se utilizd para determinar la
digestibilidad. El contenido de cenizas se determind mediante incineracion directa del
material seco en un horno de mufla a 500 °C segun el método oficial de la AOAC®?. El
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analisis se realiz6 en los 12 tratamientos (con las cuatro repeticiones correspondientes) por
triplicado.

Produccion de gas in vitro

El forraje fresco se sometid a un proceso de secado en un horno convencional a una
temperatura de 65 °C durante 72 h. Luego se proceso en un molino de laboratorio Thomas
Wiley modelo 4 con un tamiz de malla de 1.0 mm. El fluido ruminal se obtuvo de dos toros
Brahman jovenes canulados pastando Cynodon plestotachyus (pasto estrella) y sal
mineralizada suplementada ad libitum. Los toros canulados no tuvieron acceso a alimentos
durante una hora antes de comenzar la recoleccion de liquido ruminal. La recoleccién de
muestras ruminales se realiz6 a mano. Luego, se exprimid a través de un trozo de gasa para
extraer los contenidos sdlidos del rumen, se almaceno en termo de 2.0 L, y se conservo en
agua caliente a 39 °C durante aproximadamente 10 min, para ser enviado al laboratorio.
Luego, el liquido ruminal se licu6 durante 20 seg y se volvid a filtrar antes de ser transferido
a los matraces de Erlenmeyer. El licor ruminal se saturé entonces con COx.

Siguiendo a Theodorou et al®, se prepar6 un medio de digestion con algunas
modificaciones. La incubacion se realiz6 en matraces con una capacidad de 160 ml cada uno.
Para ello, se peso6 un gramo de muestra seca y molida, y se afiadieron 85 ml del medio de
digestion gaseado con CO». Posteriormente, se afiadieron cuatro ml de agente reductor
(preparado en el momento de su uso, mezclando cisteina-HCI (625 mg), 1M NaOH (4 ml) y
NazS « 9H>0 (625 mg) en 100 ml de agua destilada); las tapas de goma se colocaron y se
aseguraron con sellos metalicos. Por altimo, las botellas se enfriaron en el refrigerador a 4
°C durante 24 h. Una vez transcurrido este periodo, las botellas se retiraron del refrigerador
y se colocaron en un bafio de agua a 39 °C. Cuando el sistema de incubacion estaba en
equilibrio de temperatura, la inoculacion en cada botella se realiz6 utilizando 10 ml de licor
ruminal. Junto con las muestras, se inocularon seis botellas que contenian solo el “medio de
digestion”. Estos se consideraron “blancos”, los cuales fueron utilizados para corregir la
produccion de gas causada por la fermentacion del indculo y el medio. Para ello, se utilizé
un transductor de presion (Sper Scientific®, EE. UU.) conectado a un lector digital y una
valvula de tres vias. La primera via se conect6 a una aguja 22G (25 mm x 0.7 mm); la segunda
al transductor y la tercera a una jeringa de 60 ml. Esto ultimo hizo posible medir el volumen.

Antes de comenzar el proceso de incubacion y fermentacion, todas las botellas se
restablecieron a cero psi, eliminando cualquier volumen producido en la seccion superior de
cada botella. Las mediciones de volumen y presion se realizaron a las 3, 6, 9, 12, 24, 33, 48,
60, 72, 96, 120 y 144 h. Despues de cada lectura, las botellas se agitaron e incubaron de
nuevo en un bafio de agua a 39 °C. Al finalizar el periodo de incubacién, el contenido de
cada matraz se filtr6 (papel de filtro; tamafio de poro de 5 pm) utilizando una bomba de vacio
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y se secd en un horno a 104 °C durante la noche. La materia seca degradada se calculé como
la diferencia entre el peso de la muestra al comienzo de la incubacion y el peso del residuo
en el crisol al final de la incubacidn. Las muestras se realizaron en cuadruplicado.

Liberacion de metano

La concentracion de CH4 en el gas producido se determino en el Laboratorio de Gases de
Efecto Invernadero del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) utilizando un
cromatografo de gases Shimadzu GC-2014 (Shimadzu®, Japon) con un detector de ionizacion
de llama (DIL) a una temperatura de 250 °C y un detector de captura de electrones a 325 °C
bajo las siguientes condiciones: horno a 80 °C y columnas Shimadzu 4mH-D 80/100.07m S-
Q y 1.5 P-N. El inyector directo funcionaba a temperatura ambiente. El gas portador fue
nitrogeno y la tasa de flujo de la columna fue de 30.83 ml/min. El volumen de inyeccion fue
manejado por un bucle con una capacidad de 2 ml. Las muestras se realizaron en
cuadruplicado.

Modelo de regresion

Se probaron diferentes modelos no lineales y el modelo de Gomperztz fue el que presentd la
mejor bondad de ajuste determinada por las estadisticas del criterio de informacién bayesiana
(BIC) y el criterio de informacion de Akaike (AIC). Asi, se utilizd una ecuacion de
Gompertz®4353®) para modelar la acumulacion de gas de las diferentes mezclas utilizadas en
los ensilados, donde los pardmetros o, B y v se estimaron mediante analisis de regresion no
lineal utilizando el software Infostat. Se empled la siguiente ecuacion (Eq. 1): Y = a*exp(-
B*exp(-*y)); Donde: Y es igual a la produccion acumulada de gas en el momento x, o> 0 es
la produccion maxima de gas; el parametro > 0 es la diferencia entre el gas inicial y el gas
en el momento X, y el parametro y> 0 describe la tasa especifica de acumulacién de gas. La
aplicacion practica de este modelo requiere traducir los parametros o, B, vy a su relevancia
biol6gica. Para los fines de este estudio, los pardmetros son: tiempo hasta el punto de
inflexion (HPI, horas), punto de inflexion del gas (PIG ml), tasa maxima de produccién de
gas (TMPG, ml/h) y fase de latencia (FL o acomodacion microbiana h). Para estimar los
parametros bioldgicos, se utilizaron las siguientes formulas, Eq. 2: HPI = a/y; Eq. 3: PIG =
a/e; Eq. 4: TMPG = (a*y)/e; y Eq. 5: FL = ((B/y) - (1/y)); donde e es el numero de Euler, que
es aproximadamente 2.718281828459.

Analisis estadistico
Los valores de produccion de gas fueron analizados con el programa InfoStat, utilizando la

subrutina “Estimacion de Modelos Lineales Generales y Mixtos”, asumiendo varianzas
heterogéneas®”. Para el modelo general aplicado a los factores estudiados, la proporcion de
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T. diversifolia / P. purpureum - (TD/PP) en la dieta y el inoculo fueron las variables
predictoras (factores). Se utiliz6 un disefio experimental de dos factores, donde el primer
factor fue el nivel de incorporacion de TD en los ensilados, y el segundo el tipo de inoculante
utilizado: Yij=p+ PTDi + Ij + PTDjjx I + ¢ ; donde Y= es la variable objetivo; p es la media
general; PTD= proporcion de TD en el ensilado (100, 67, 33 y cero %); I= inoculante
(control; T735; SIL-ALL®**) y &= el error experimental aleatorio. En el presente
experimento, se evaluaron doce tratamientos en total. Para realizar el analisis estadistico, el
valor n empleado fue de 156, mientras que se utilizaron doce iteraciones. A su vez, se
realizaron diferentes analisis de la varianza correspondiente a cada hora de muestreo para
mostrar las diferencias estadisticas entre tratamientos, y se detectaron diferencias estadisticas
mediante comparaciones de medias de Duncan (.<0.05).

Resultados

Los resultados mostraron que a medida que aumentaba el nivel de inclusion de PP en las
mezclas de ensilado, se obtenian niveles mas bajos de proteina (P<0.05) (Cuadro 1). Este
efecto fue opuesto para TD; es decir, una mayor inclusiéon de TD produjo mayores contenidos
de PC en las mezclas de ensilado. En el 100 y 67 % de inclusion de T. diversifolia, la PC fue
superior en los ensilados sin indculo (18.1y 15.1 %) que en ambos ensilados inoculados. Sin
embargo, no se observaron efectos del in6culo sobre los ensilados con mayor inclusion de
PP. Los valores de PC en promedio para 100, 67, 33 y cero % de inclusion de TD fueron
16.9, 13.4, 8.7 y 5.2 %, respectivamente. Mostrando una tendencia negativa a medida que la
inclusion de TD disminuia. En contraste, las fibras (FDN y FDA) tienen una respuesta
opuesta. Cuando TD se ensil6 solo; los valores fueron mas bajos: 36.1 y 25.2 % para FDN y
FDA, respectivamente. Sin embargo, cuando la TD se ensilé en 67 % (41.9 y 29.0), en 33 %
(44.7 y 33.9) y en cero % (58.0 y 38.5) de inclusidn, los valores tanto de FDN como de FDA
aumentaron. Ademas, los datos muestran que la inclusion de TD mejora significativamente
el DMSIV en comparacién con el ensilado con PP al 100 %; por ejemplo, la TD ensilada sola
(67.2 %) fue mas digerible que la PP ensilada sola (63.6 %).

Las tasas mas altas de gas fraccionado (ml/h) de las mezclas ensiladas ocurrieron entre 9 h'y
12 h. La mayor parte del gas fue producido por la mezcla ensilada 67:33 TD/PP a las 12 h
(Figura 1A). Aunque no hubo diferencias significativas con respecto a los ensilados
preparados exclusivamente de TD (100:00 TD/PP) y de los ensilados preparados con alta
proporcion de pasto (33:67 TD/PP), si hubo diferencias (P<0.05) con respecto a los ensilados
preparados exclusivamente de PP (00:100 TD/PP). La produccién de gas despues de 12 h
disminuy6 significativamente del pico anterior con una produccion de gas entre 3.2 ml/h y
3.9 ml/h, lo que significa una caida del 50 %. El mayor efecto de la interaccion entre
tratamientos e indculos sobre la produccién de gas (ml) por hora se observd durante las
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primeras horas de fermentacion (Figura 1B). No se observaron grandes diferencias después
de 32 h de observacion para la produccion de gas fraccionado.

Figura 1: Tasa fraccional de gas de mezclas de ensilado de Tithonia diversifolia /
Pennisetum purpureum, enriquecida o no enriquecida con cepas de bacterias acido-lacticas
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A= efecto del tratamiento. B= efecto del in6culo. TD/PP= proporciones de Tithonia diversifolia/Pennisetum
purpureum [Base de materia fresca (MF)]. NI=sin indculo; SA= Sil-all es una mezcla comercial de in6culos
de bacterias acido-lacticas. T-735= es una cepa de bacterias acido-lacticas epifitas.

Los resultados mostraron una menor produccion acumulada de gas a las 144 h en ensilados
preparados exclusivamente de TD (160 ml) en comparacion con los otros tratamientos
(Figura 2A). Se encontr6 un aumento en la produccion de gas en los ensilados preparados
exclusivamente de pasto (194 ml). Los resultados de la interaccion entre la mezcla (TD/PP)
y el in6culo indican que, independientemente de la inoculacién de BAL, los ensilados
preparados con una mayor inclusion de TD produjeron una menor cantidad de gas, lo que
significa que una mayor tasa de inclusion de PP en el proceso de ensilado aumenta la
produccion de gas. Los resultados de la ecuacion de Gompertz indican que las tasas de
produccion de gas mas altas fueron las siguientes: ensilados preparados exclusivamente de
pasto+Silall; los ensilados preparados exclusivamente de pasto+T735; y los ensilados
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preparados exclusivamente de pasto sin inoculo, respectivamente (Cuadro 2). Por el
contrario, se reportaron valores mas bajos para los tratamientos con mayores proporciones
de TD [TD/PP: 100/0 y 67/33 % de inclusion, respectivamente]. Un andlisis del gas
acumulativo reveld que el parametro o, que representa la tasa maxima de produccion de gas,
fue mayor en los ensilados preparados con alta proporcion de pasto y los ensilados preparados
exclusivamente de pasto (194.5 y 189.7 ml) donde la proporcion de pasto fue la mas alta. Las
mezclas ensiladas mostraron aumentos en la produccion acumulada de gas por gramo de
materia seca a lo largo del tiempo. Lo mismo ocurrié con el parametro PIG, donde los
ensilados preparados con alta proporcion de pasto y los ensilados preparados exclusivamente
de pasto (67 y 100 de inclusién de PP) mostraron valores méas altos que los ensilados
preparados exclusivamente de TD (TD/PP: 100/0) y bajas proporciones de pasto (TD/PP:
67/33) (P<0.05). Los ensilados preparados exclusivamente de pasto tuvieron el mayor tiempo
hasta el punto de inflexion (HPI) cercano a las 64 h y la misma tendencia para el tiempo de

colonizacion microbiana (FL; 44.8) con un retraso estadisticamente significativo frente al
resto de los tratamientos.

Figura 2: Produccion acumulativa de gas de mezclas de ensilado de Tithonia
diversifolia/Pennisetum purpureum, enriquecido o no enriquecido con cepas de bacterias
acido-lacticas
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A= efecto del tratamiento. B= efecto del in6culo. MSD: Materia seca degradada. TD/PP= proporciones de
Tithonia diversifolia/Pennisetum purpureum [Base de materia fresca (MF)]. NI=sin indculo; SA= Sil-all es
una mezcla comercial de inéculos de bacterias acido-lacticas. T-735= es una cepa de bacterias acido-lacticas
epifitas.
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Cuadro 2: Parametros del modelo de Gompertz para la produccién de gas observados en
mezclas de ensilados con diferentes niveles de inclusion de Tithonia diversifolia (TD) y
Pennisetum purpureum (PP), enriquecidas o no enriquecidas con cepas de bacterias acido-

lacticas
HPI PIG TMPG
Inclusion « B Y (h) (mL) (mL/h) FL (h)
TD/PP:
100/0 160.2+1.62c 3.09+0.17c 0.08+0.0a 39.08c 58.93c  4.67a 26.43c
TD/PP:
67/33 170.11+1.75b 3.03+0.15¢c 0.07+0.0b 42.35c 62.58b  4.48a 28.36¢
TD/PP:
33/67 189.65+1.19a 3.20+0.09b 0.06+0.0c 51.36b 69.77a  4.36a 35.29b
TD/PP:
0/100 194.45+1.33a 3.34+0.10a 0.05+0.0d 63.96a 71.53a  3.76b 44.79a

TD/PP = proporciones de Tithonia diversifolia/Pennisetum purpureum [Base de materia fresca (MF)]. o= es
el volumen maximo de produccion de gas; = es la diferencia entre el gas inicial y el gas en el momento x; y=
describe la tasa de acumulacion de gas especifica. HPI= tiempo hasta el punto de inflexién; PIG= punto de
inflexion del gas; TMPG= tasa maxima de produccion de gas. FL= fase de latencia (FL o acomodacion
microbiana).

Se realizaron andlisis de la produccion neta de CH4 a partir del gas generado a las 72 h de
incubacion de 1 g de ensilado (Figura 3). La degradacion de la MS oscil6 entre el 63.7 % y
el 64.4 %. Cabe sefialar que a las 60 h después del inicio de la incubacién y cerca del punto
de inflexion (HPI), se obtuvo aproximadamente del 80 al 88 % del gas total producido
durante el experimento. Se produjo una menor cantidad de metano en los ensilados
preparados exclusivamente de TD (TD/PP: 100/0) en relacion con los ensilados preparados
con alta proporcion de pasto y los ensilados preparados exclusivamente de pasto (67 y 100
de inclusién de PP), pero no fue significativamente diferente de los ensilados preparados con
bajas proporciones de pasto (TD/PP: 67/33). Se observo una mayor liberacion de metano a
medida que aumentaba la proporcion de PP en la mezcla, mientras que la produccién de
metano mas baja se encontr6 en los ensilados que contenian la mayor proporcion de TD
(100/0 de TD/PP).
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Figura 3: Produccion de metano por gramo de ensilado de materia seca (a 70 h) incubado a
diferentes niveles de inclusion de Tithonia diversifolia/Pennisetum purpureum
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TD/PP= proporciones de Tithonia diversifolia/Pennisetum purpureum. [Base de materia fresca (MF)]. MSD:
Materia seca degradada. Diferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.05).

Ademas, los hallazgos del experimento indican que el pH tendié a disminuir a medida que
aumentaba la proporcion de PP en las mezclas, pero no se observaron diferencias estadisticas
(Figura 4). De alguna manera, la adicion de BAL disminuyd la acidificacion de los ensilados.
Aunque el grado de acidificacion fue maximo con la adicion de la cepa T735 seguida de
Silall y el tratamiento de control, no se obtuvieron diferencias estadisticas. Se observo una
tendencia opuesta en el parametro de temperatura, que aumenté a medida que se
incrementaba la proporcidn de PP en las mezclas, a excepcion de los ensilados preparados
exclusivamente de TD (TD/PP: 100/0). Ademas, no se observo un efecto claro del in6culo
sobre la temperatura del ensilado, sin embargo, T735 y Silall fueron mas efectivos a medida
que la proporcion de PP aumentaba en las mezclas de ensilado (Figura 5; P<0.05).

Figura 4: pH en la apertura de los ensilados de Tithonia diversifolia/Pennisetum

purpureum enriquecidos o no enriquecidos con cepas de bacterias acido-lacticas
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TD/PP= proporciones de Tithonia diversifolia/Pennisetum purpureum [Base de materia fresca (MF)]. NI= sin
indculo; SA= Sil-all es una mezcla comercial de indculos de bacterias acido-lacticas. T-735= es una cepa de
bacterias acido-I4cticas epifitas.
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Figura 5: Temperatura en la apertura de los ensilados de Tithonia diversifolia/Pennisetum
purpureum enriguecidos o no enriquecidos con cepas de bacterias acido-lacticas
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NI=sin inéculo; SA= Sil-all es una mezcla comercial de indculos de bacterias acido-lacticas. T-735= es una
cepa de bacterias acido-lacticas epifitas.

Discusion

Se probaron distintas proporciones de Tithonia diversifolia (TD) y Pennisetum purpureum
(PP) para obtener el méximo beneficio para la elaboracion de ensilados y para la nutricion
animal. Ademas, como las diferentes proporciones de forrajes en las mezclas de ensilado
determinan el contenido de fibra detergente neutra (FDN) y proteina cruda (PC), lo que
cambia aln mas los pardmetros de liberacion de metano. En el presente estudio, el aumento
de la proporcion de PP en las mezclas de ensilado disminuy6 la PC y el DMSIV, al tiempo
que aumento los valores de FDN y FDA. Estos resultados estan en linea con otros estudios
donde los forrajes gramineos son una fuente de energia facilmente disponible como
carbohidratos fermentativos pero con menores contenidos de proteina que vande 5a 11 g/100
g©3®, Como las caracteristicas de FDN y FDA estan estrechamente relacionados con la
ingesta de forraje y la digestibilidad del forraje, estos hallazgos podrian tener implicaciones
adicionales en el rendimiento del animal; es decir, los ensilados con altas proporciones de
TD serian mas apetecibles para los animales y también podrian traducirse en un mayor
rendimiento animal debido a un mayor suministro de proteinas y una mejor digestibilidad
que los ensilados con una mayor proporcion de PP. Por lo tanto, deberia ser prudente
corroborar estos hallazgos en modelos in vivo.

Ademas, durante el proceso de fermentacion ruminal, el material vegetal es colonizado por
microorganismos ruminales causando diferentes tasas de degradacién dependiendo de la
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concentracion de carbohidratos estructurales. Se recomienda que, al inicio del proceso de
ensilado, no debe haber una limitacion de carbohidratos para iniciar el proceso de
fermentacion; como en el caso de los ensilados con alta proporcién de PP. Cuando se produce
la acidificacion, se produce un agotamiento de los sustratos para el metabolismo de BAL y
se inicia la fase de estabilizacion del ensilado®. A pesar de ello, una rapida acidificacion de
los ensilados es altamente deseable y se promueve mediante el uso de altas proporciones de
gramineas en las mezclas de ensilado. EI contenido de proteina es otro parametro que merece
especial atencién porque la mayoria de los materiales conservados para la alimentacion
animal muestran valores bajos de este componente®. Aqui, este problema se supera
claramente con el uso de TD en las mezclas. Los efectos mas significativos se observaron
cuando se incluy6 TD en proporciones mayores (TD/PP: 100/0 y 67/33), ya que este forraje
es una fuente de proteina cruda en los ensilados evaluados. Sin embargo, este efecto es
insignificante en tratamientos con mayor proporcion de pasto en las mezclas de ensilado
(TD/PP: 33/67 y 0/100). Este hallazgo podria ser Gtil para discriminar el uso de BAL para la
acidificacion del ensilado. La alta proporcion de PP en las mezclas de ensilado podria no
requerir la adicién de BAL para crear condiciones favorables para facilitar la fermentacion
del &cido lactico y preservar un contenido moderado de proteina cruda. Por el contrario, para
las mezclas de forraje, que necesitan preservar un contenido considerable de proteina cruda,
debe ser muy deseable utilizar BAL para prevenir la protedlisis.

Durante la fermentacion, los microorganismos ruminales y sus enzimas atacan primero a los
carbohidratos facilmente fermentables. Por lo tanto, la produccién de gas después de las
primeras 12 h se redujo significativamente en relacion con las primeras horas después del
ensilado. Es evidente que en las primeras horas de la fermentacion una porcion del sustrato
que contiene azucares solubles se fermenta inmediatamente; sin embargo, los azlcares
solubles generalmente representan solo una pequefia porcion de materiales potencialmente
digeribles®. Después de eso, con la colonizacion de la fibra por bacterias celuloliticas y su
degradacidn, se logra un aumento en la produccién de gas. En la derivacion de las ecuaciones
de Gompertz del presente trabajo, se observo un aumento en la produccion de gas a lo largo
del tiempo. El comportamiento de la produccion acumulada de gas se caracterizd por un
aumento en el tiempo de exposicion del material vegetal desde los ensilados hasta el ataque
de microorganismos. Bezabih et al®® sugieren que este aumento puede interpretarse como
un aumento en la actividad microbiana por unidad de alimento, pero no implica ninguna
suposicién sobre la constancia del rendimiento del crecimiento microbiano. La reduccién de
la tasa de degradacion del sustrato posiblemente esta relacionada con la mayor cantidad de
pared celular en el ensilado después del punto de inflexion (HPI), disminuyendo aun mas la
tasa de crecimiento fraccional y, en consecuencia, reduciendo el rendimiento microbiano. En
el parametro de la tasa méxima de produccion de gas no se observaron diferencias
significativas entre los ensilados preparados exclusivamente de TD (TD/PP: 100/0), los
ensilados preparados con bajas proporciones de pasto (TD/PP: 67/33) y los ensilados
preparados con alta proporcion de pasto (TD/PP: 0/100). Sin embargo, las diferencias fueron
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significativas en comparacion con los ensilados preparados exclusivamente de pasto, lo que
presumiblemente esta relacionado con la mayor digestibilidad del material proteinico®®
representado en TD. Ademaés, la menor produccién de gas estd relacionada con la
fermentacion propionica como en el caso del ensilado preparado exclusivamente de TD. Para
construir una molécula de acido propidnico es necesario Hz. En comparacion con el &cido
propionico, la produccion de acetato y &cido butirico libera H.1®). Por lo tanto, una mayor
proporcion de PP en las mezclas de ensilado conduciria a la fermentacion butirica y acética
que se asocia a una mayor produccion de CO2 y metano. Esto tendria una implicacion directa
en el rendimiento animal, ya que la fermentacion propionica promoveria un mejor
rendimiento animal debido a una mejor eficiencia en la utilizacion de la energia de los
alimentos.

Es muy recomendable vincular los hallazgos in vitro de las emisiones de metano de este
estudio para apuntar a una alta productividad animal al tiempo que se mitiga la produccion
de metano. En contraste con la proporcion de TD y PP en las mezclas que modificaron los
indicadores de liberacion y fermentacién de metano, los aditivos de BAL no modificaron
estos parametros. Una razén para esta observacion es que BAL tiene el mayor impacto al
comienzo del proceso de fermentacién con un impacto importante en los carbohidratos
facilmente digeribles para facilitar la acidificacion del ensilado, pero este efecto se detuvo
durante la fase de estabilizacion del ensilado sin mas efectos sobre otros componentes
quimicos como FDN o FDA,; por lo tanto, se observd un impacto nulo en la liberacion de
metano®. Este hallazgo estd en linea con los resultados de Bureenok et al?, quienes
informaron que no hubo reduccidén del contenido de FDN en los ensilados de PP tratados con
aditivos de BAL con respecto a los ensilados no tratados. Ademas, dichos autores indicaron
que la adicion de una fuente rica en carbohidratos facilmente fermentables modifico el
contenido de FDN por un efecto de dilucion y por la mejora de la fermentacion lactica?.

Es importante tener en cuenta que el rendimiento del crecimiento microbiano varia con
factores como la poblacion microbiana, el pH y la disponibilidad de sustratos de N3, Esta
claro que estos factores pueden cambiar durante el periodo de incubacion. Los hallazgos de
la presente investigacion indican que en el ensilado solo de pasto, la produccion de metano
es alta, pero puede disminuir a medida que aumenta la inclusion de TD. Esto es consistente
con los datos reportados por La O et al®), quienes, en mezclas de forraje fresco TD/PP,
encontraron una disminucion de la produccién de metano (166.5, 150.3 y 84.2 ml/g) al
agregar TD en las mezclas (15, 30 y 100 %, respectivamente). Claramente, los valores
obtenidos en este estudio fueron superiores (hasta 204 ml/g) que los obtenidos por los autores
anteriores. Los forrajes con un alto contenido de pared celular representan alimentos de baja
calidad, por lo que, dependiendo de la calidad y la composicion de la dieta, aproximadamente
del 2 al 12 % de la energia bruta (EB) del alimento podria emitirse en forma de CH,162V, El
uso de forrajes gramineos como PP parece aumentar la liberacion de metano. Por lo tanto,
los beneficios para la produccion animal de TD parecen ser el contenido de nitrégeno y un
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mayor grado de digestibilidad. Sin embargo, esto debe equilibrarse debido a la capacidad
buffer, ya que la acidificacion es menor en los ensilados con mayor proporcion de gramineas
que comprometerian la ensilabilidad de los forrajes®®?. Por lo tanto, el uso de altas
proporciones de TD en las mezclas de ensilado aumentaria la capacidad buffer?, Este efecto
se maximizaria si se observa un alto contenido de proteinas y se activa la capacidad buffer
de los grupos amino. Un factor asociado que se debe tener en cuenta es que la capacidad
buffer se mejora con altas cantidades de amoniaco (NH3) debido a la desaminacion de la
proteina. Ademas, el alto contenido de fibra de los forrajes también se ha relacionado con
una alta capacidad buffer, ya que la capacidad de los componentes de fibra para intercambiar
cationes durante el proceso de ensilado puede afectar la capacidad buffer del forraje. Ademas,
la alta temperatura de los ensilados en la apertura estd relacionada con la actividad
microbiana. Este efecto fue mas evidente en los ensilados con proporciones superiores de PP
en las mezclas de ensilado. El aumento de la temperatura podria afectar ain mas la estabilidad
aerobica de los ensilados después de la exposicion del material conservado al oxigeno durante
la apertura del silo®9),

Conclusiones e implicaciones

Los ensilados con mayores proporciones de Tithonia diversifolia aumentaron el contenido de
proteina cruda, la digestibilidad in vitro al tiempo que disminuyeron las fracciones de FDN
y FDA. Las bajas cantidades de TD mostraron los valores de produccion de gas mas bajos,
mientras que los tratamientos con mayor inclusion de pasto produjeron una mayor cantidad
de gas. La produccion de metano fue mayor al aumentar la proporcién de Pennisetum
purpureum en las mezclas de ensilado. El in6culo del ensilado no tuvo ningan impacto en la
produccion de gas in vitro. Las proporciones mas altas de TD disminuyeron el proceso de
acidificacion, mientras que la inclusion de PP facilitd valores de pH maés bajos. El in6culo de
las bacterias acido-lacticas tendié a disminuir el pH de los ensilados, pero no se observaron
efectos claros sobre la temperatura. Los ensilados con proporciones altas de T. diversifolia
(67 % de inclusion) serian mas apetecibles para los animales y también podrian traducirse en
un mayor rendimiento animal debido a un mayor suministro de proteinas y una mejor
digestibilidad que los ensilados con mayor proporcién de P. purpureum (67 y 100 % de
inclusion). Por lo tanto, deberia ser prudente corroborar estos hallazgos en modelos in vivo.
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Cuadro 1: Valor nutritivo de las mezclas de ensilado de Tithonia diversifolia (TD) y Pennisetum purpureum (PP) enriquecidas 0 no

enriquecidas con cepas de bacterias acido-lacticas

MSA PC FDN FDA DMSIV CENIZA

Tratamientos In6culo (%=EE) (%+EE) (%zEE) (%=EE) (%+EE) (%+EE)
TD/PP: 100/0 T-735 88.0+0.3¢ 16.8+0.4°  34.9+0.7f 23.1+0.7¢ 68.9+0.6 2 13.2+0.2%
Silall 88.3+0.3% 15.9+0.4°  34.7+0.7f 24.4+0.7° 68.8+0.6 2 13.3+0.20cde

Control 88.9+0.3° 18.1+0.4%  38.6+0.7° 28.1+0.7¢ 63.9+0.6 ¢ 14.1+0.22

Promedio 88.4+0.2° 16.9+0.3%  36.1+0.42 25.24+0.7%  67.2+0.3" 13.5+0.1%

TD/PP: 67/33 T-735 87.9+0.3¢% 12.7+0.4%  40.8+0.7¢ 28.3+0.7  68.3+0.6%° 13.2+0.200
Silall 87.2+0.3° 12.3+0.4%  41.740.7%%  28.7+0.7%  66.6+0.6° 12.9+0.2°

Control 87.8+0.3% 15.140.4¢  43.3+0.7¢ 30.0+0.7¢ 66.7+0.6 ¢ 13.6+0.230¢d

Promedio 87.6+0.22 13.4+0.3°  41.9+0.4° 29.0+0.4° 67.2+0.3" 13.2+1.22

TD/PP: 33/67 T-735 88.5+0.3% 8.6£0.4°  49.1+0.7° 33.4+0.7° 65.8+0.6° 13.9+0.22
Silall 89.1+0.3% 9.0£0.4°  41.7+0.7%  34.0+0.7° 67.1+0.6 12.9+0.2¢

Control 88.4+0.3% 8.4+0.4°  43.3+0.7° 34.4+0.7° 67.4+0.6%° 13.620.2 2bcd

Promedio 88.7+0.2° 8.740.3°  44.7+0.4° 33.9+0.4° 66.8+0.3° 13.5+0.1%

TD/PP: 0/100 T-735 89.9+0.3% 5.3+0.4f  57.3+0.7° 38.1+0.72 64.0+0.6¢ 13.7+0.22°
Silall 89.8+0.3% 5.1+0.4f  57.9+0.7° 38.3+0.72 63.0+0.6¢ 14.0+0.22

Control 90.6+0.3? 5.1+0.4f  58.9+0.72 39.1+0.72 63.8+0.6¢ 13.7+0.22¢

Promedio 90.1+0.2¢ 5.2+40.3*  58.0+0.4¢ 38.5+0.4¢ 63.6+0.3? 13.8+0.1°

TD/PP= proporciones de Tithonia diversifolia/Pennisetum purpureum [Base de materia fresca (MF)]. MSA= materia seca analitica; PC= proteina cruda; FDN= fibra
detergente neutra; FDA= fibra detergente acida; DMSIV; Digestibilidad de la materia seca in vitro. T-735= es una cepa de bacterias &cido-lacticas epifitas. Silall es una

mezcla comercial de indculo de bacterias acido-lacticas.
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