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Resumen:

El objetivo del presente trabajo fue evaluar mediante estudios in vitro, el efecto de la mezcla de botón de oro (Tithonia diversifolia),
kikuyo (Cenchrus clandestinum) y alimento concentrado, con la adición de diferentes niveles de ácidos grasos polinsaturados
(AGPI), sobre la producción de metano (CH4 ml/g MSd), digestibilidad de la materia seca (%DIVMS) y producción de ácidos
grasos volátiles (AGV). La investigación se llevó a cabo en el laboratorio NUTRILAB (Medellín, Colombia) en septiembre del año
2015. Se utilizaron tres combinaciones de fuentes lipídicas ricas en AGPI con un nivel total máximo de inclusión correspondiente
al 3% de la materia seca incubada. Las combinaciones de fuentes lipídicas 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 utilizó 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
producción de metano in vitro disminuyó (p<0,05), mientras que la digestibilidad de la materia seca incrementó (p<0,05) a las
24 y 48 horas al incluir botón de oro y/o AGPI o ambos en las mezclas. En la proporción molar de AGV (%), el ácido acético fue
el que mayor presencia evidenció. La inclusión de forrajeras como el botón de oro y la suplementación con fuentes de AGPI en
bovinos, podría ser una estrategia para reducir emisiones de metano sin detrimento de la fermentación ruminal.
Palabras clave: ácidos grasos poliinsaturados, metanogénesis, sistema silvopastoril, digestibilidad in vitro.

Abstract:

e 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
(CH4 ml/g MSd), dry matter digestibility (%DIVMS) and production of volatile fatty acids (AGV). e research was conducted
in NUTRILAB laboratory (Medellin, Colombia) in September 2015. ree 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. e results were processed using pre-planned
test comparisons through the PROC MIXED-SAS.e methane production in vitro decreased (p<0.05), while the dry matter
digestibility increased (p<0.05) 24 and 48 hours aer wild sunflower was include and / or AGPI or both into the mixtures. In
the molar ratio of AGV (%), acetic acid showed an increased presence. e 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.
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Introducción

El cambio climático es una realidad, el planeta Tierra está sufriendo un aumento del efecto invernadero,
causado, entre otros, por el incremento de la concentración de diferentes gases que se acumulan y retienen
el calor en la atmósfera (Carmona et al., 2005; Soliva y Hess, 2007). La acumulación de los gases de
efecto invernadero (GEI) está conllevando a cambios repentinos en los patrones climáticos a nivel global
(IPCC, 2007). El metano (CH4) es el GEI que más ha aumentado sus concentraciones atmosféricas en el
último siglo, una proporción de este gas proviene de la actividad ganadera, sobre todo de la fermentación
entérica de los alimentos en los rumiantes (FAO, 2009; Marín, 2013). Durante la fermentación anaeróbica
de los carbohidratos de la dieta, se produce el CH4 por parte de microorganismos ruminales procariotas
del subgrupo Archea, los cuales viven en medios estrictamente anaerobios y obtienen la energía para su
proliferación mediante la síntesis de este gas (Kurihara et al., 1999; Deppenmeier y Müller, 2008). La
producción de CH4 es importante, ya que es una forma de disminuir la concentración de hidrógeno (H2) en
el rumen y así mantener estable su funcionamiento (Schink, 2006).

Existen otras vías de remoción del H2 ruminal, como lo es por ejemplo, el proceso de biohidrogenación de
los ácidos grasos insaturados o la formación de ácido propiónico (Van Soest, 1994). La disminución parcial de
la concentración de H2 en rumen, es importante debido a que los microorganismos metanogénicos utilizan
como sustrato el H2 en un 80% para sintetizar CH4 (Demeyer y Fievez, 2000). Desde el ámbito ambiental
cabe anotar que el CH4 es un gas con la capacidad de almacenar calor en la atmósfera, veintiún veces más que
el dióxido de carbono (CO2). Por lo anterior, se ha relacionado a los rumiantes como contribuyentes de la
emisión 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 energía bruta consumida por el animal (Wolin y Miller, 2006), lo cual afecta negativamente el desempeño
productivo. Las dietas basadas en forrajes de baja calidad, tienden a mantener un pH básico y están asociadas
a una alta producción de CH4 (Moss et al., 2000), mientras que dietas que garanticen contenidos medios a
altos de carbohidratos solubles tienden a disminuirlo.

La producción de CH4 a nivel ruminal, también está relacionado con el nivel de consumo de materia
seca (CMS), existiendo una correlación negativa entre la digestibilidad de las dietas y la producción de
este gas (Cambra et al., 2008). La búsqueda de alternativas que permitan reducir la emisión de CH4 por
parte de la ganadería en condiciones comerciales es un tema de gran importancia en la actualidad. El uso de
algunas especies forrajeras tropicales en la alimentación de rumiantes, ha demostrado disminuir la síntesis
de CH4, debido a la presencia de compuestos como los taninos y saponinas, los cuales al parecer tienen
cierto efecto antimetanogénico, mostrando así una importante disminución en la producción de CH4 por
unidad de forraje digerido (Navas, 2008; Angarita, 2013). Una especie forrajera que se viene evaluando como
recurso para la alimentación de rumiantes es la Tithonia diversifolia, debido, entre otros, a su buen valor
nutricional (balance proteína-carbohidratos solubles) (Medina et al., 2009) y al control de microorganismos
metanogénicos con la consecuente disminución de CH4 observado en pruebas in vitro (Galindo et al., 2011;
Mauricio et al., 2014).

La adición de ciertas fuentes de lípidos en las dietas para rumiantes, especialmente aquellos poliinsaturados,
podría 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 lípidos tienen un efecto
tóxico sobre microorganismos metanogénicos de tipo Archea y protozoarios, además, los lípidos insaturados
tienen la capacidad de captar ciertas cantidades de H2 durante el proceso de biohidrogenación ruminal (Jalc
et al., 2002). La disminución de metano cuando se utiliza la adición de lípidos, depende principalmente de la
concentración y la composición de los ácidos grasos de las dietas (Beauchemin et al., 2008). Además de dietas
que procuren disminuir la producción de CH4 entérico, es necesario potencializar la digestibilidad ruminal
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de los componentes de la dieta, ya que las estrategias con fines antimetanogénicas deben ir acompañadas de
aspectos que a la vez, mejoren el desempeño animal.

Las técnicas in vitro son metodologías rápidas y de gran reproducibilidad, que no provocan invasión en los
animales y permiten evaluar aspectos de la cinética y fermentación ruminal, para comparar así las diferencias
nutritivas entre diferentes materias primas o dietas destinadas para la alimentación animal (La O et al., 2012).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar mediante estudios in vitro, el efecto de la mezcla de botón de oro
(Tithonia diversifolia), kikuyo (Cenchrus clandestinum) y alimento concentrado, con la adición de diferentes
niveles de ácidos grasos poliinsaturados, sobre la producción de metano, la digestibilidad de la materia seca
y la producción de ácidos grasos volátiles.

Materiales y métodos

Localización
El experimento se desarrolló durante el segundo semestre del 2015 en el Laboratorio de Investigación y

Nutrición Animal (NUTRILAB), ubicado en la Sede de Investigación Universitaria (SIU) de la Universidad
de Antioquia, Medellín, Colombia, a 06º13'55”N y 75º34'05”O, 1540 msnm y presenta una temperatura
promedio anual de 24 ºC, humedad relativa del 68# y precipitación media anual de 1600 mm (IDEAM,
1999).

Sustratos experimentales
Se evaluaron once sustratos que estuvieron conformados por forrajes solos, la combinación entre ellos con

concentrado y la adición o no de tres combinaciones de fuentes de ácidos grasos poliinsaturados (AGPI). A los
testigos que no incluyeron AGPI, se les adicionó una grasa comercial saturada protegida (GSP) de la acción de
los microorganismos del inóculo ruminal, con el fin de garantizar que los sustratos que incluyeron la adición
de AGPI fueran isoenergéticos respecto a ellos (Cuadro 1). Los forrajes utilizados fueron botón de oro (BO)
(Tithonia diversifolia Hemsl. A Gray) de setenta días de edad y kikuyo (Cenchrus clandestinus Hochst. ex
Chiov) de 35 días de edad, provenientes de un sistema silvopastoril (SSP) de trópico de altura (2400 msnm-
temperatura promedio 15 ºC). Se empleó un alimento concentrado comercial para vacas holstein.

CUADRO 1
Descripción de los sustratos (base seca) evaluados in vitro, para la medición de
la producción de metano, la digestibilidad de la materia seca, y la producción

de ácidos grasos volátiles, en vacas holstein. Medellín, Colombia. 2016.
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Table 1. Description of substrates (dry basis) evaluated in vitro, for measuring methane production, the
dry matter digestibility, and volatile fatty acids production in Holstein cows. Medellin, Colombia. 2016.

La composición química del forraje y el alimento concentrado utilizado se presenta en el Cuadro 2 y se
desarrolló mediante técnicas analíticas convencionales de la AOAC (1999). La cuantificación de los taninos
condensados totales (unidad de medida: catequina) para las muestras de BO y el suplemento concentrado,
se realizó mediante el método de Chavan et al. (2001), en el Laboratorio Ciencia de los Alimentos de
la Universidad Nacional de Colombia sede Medellín, mientras que los análisis para saponinas (unidad de
medida: diosgenina) se realizaron por la metodología descrita por Hiai et al. (1976), en el Laboratorio
Nutrianálisis (Bogotá D.C, Colombia). Se consideró que la producción de metano puede variar de acuerdo
con el nivel de los componentes del alimento concentrado, por lo que se utilizó el mismo tipo y proporción
en las mezclas.

CUADRO 2
Composición química de los sustratos, empleados para medir la producción de metano,
la digestibilidad de la materia seca, y la producción de ácidos grasos volátiles, expresada
como porcentaje de la materia seca (MS), en vacas holstein. Medellín, 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.

La relación forraje:concentrado y BO:kikuyo fue obtenida del promedio estimado en una fase inicial de
caracterización de ambos sistemas (SSP y monocultivo). Este se llevó a cabo mediante una investigación
en el primer semestre del año 2015, donde se evaluó la produción, calidad de forraje, relación 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 trópico de altura, en la finca La Montaña 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 húmedo montano bajo (bh-Mb). Del BO se
cosechó la parte consumible por los bovinos, es decir, hojas y tallos tiernos, del pasto kikuyo también se
recolectó lo consumible por el animal según inspección visual (La O et al., 2012; Puerto, 2012; Santacoloma
y Granados, 2012; Ramírez et al., 2015a). Posteriormente, dichos forrajes fueron trasladados al Laboratorio
de Nutrición Animal, Pastos y Forrajes de la Universidad de Antioquia, ubicado en Medellín, Colombia,
donde se secaron en estufa de ventilación forzada a 65 °C por 72 h luego, tanto los forrajes como el alimento
concentrado, fueron molidos a 1 mm, con un molino estacionario omas-Wiley modelo 4. La preparación
de los once sustratos experimentales y los análisis bromatológicos de los forrajes y el suplemento concentrado
se realizaron en el laboratorio anteriormente citado.

Producción de metano y perfil de la fermentación in vitro
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La incubación se llevó a cabo en frascos de vidrio oscuros con capacidad de 100 ml cada uno. En cada
frasco se adicionó 0,5 g de sustrato seco y molido a 1 mm, de acuerdo con la participación porcentual de cada
sustrato en los tratamientos experimentales. Tres inóculos ruminales se obtuvieron de vacas holstein friesian
adultas, con peso vivo promedio de 650 kg ±25, provistas de cánula ruminal permanente, solo destinadas para
investigación y pertenecientes a la hacienda La Montaña. Los animales donadores del inóculo permanecieron
en condiciones de pastoreo permanente, en praderas de pasto kikuyo con edad promedio entre 35 a 45 días,
sal mineralizada y agua a voluntad en el potrero. Los inóculos se recolectaron en horas de la mañana (6:00 am)
con los animales en ayuno, y se transportaron en termos precalentados con agua a 40 ºC hasta el laboratorio
NUTRILAB. En el laboratorio, los inóculos se filtraron a través de un paño de algodón, se gasearon con CO2

y conservaron en baño maría durante el proceso de inoculación.
La solución buffer (saliva artificial) se preparó de acuerdo con las recomendaciones de McDougall (1948),

se utilizó una relación buffer/inóculo ruminal de 9/1 (45/5 ml/ml). Los frascos con la saliva artificial
permanecieron en estufa de ventilación forzada a 39 °C por 6 h, antes de la inoculación con fluido ruminal.
Los frascos de incubación con el sustrato y la solución buffer, al inocularse con el líquido ruminal se sellaron
con tapas de caucho. Los frascos dentro de la estufa de ventilación forzada (39 °C) se dispusieron en cajas de
icopor para ayudar a conservar la temperatura.

En total se inocularon 144 frascos, 132 contenían sustrato e inóculo (11 tratamientos * 3 repeticiones/
tratamiento (inóculos) * 2 horarios de lectura * 2 réplicas por horario) y 12 correspondientes a los blancos (2
horarios * 3 inóculos * 2 blancos por horario) contenían solución tampón e inóculo pero sin sustrato, cuya
función fue corregir la producción de gas generada por los microrganismos ruminales.

La presión generada por los gases producto de la fermentación, medida en libras por pulgada cuadrada
(PSI), fue cuantificada con un transductor digital a las 24 y 48 h de incubación, como lo descrito por
eodorou et al. (1994). Para transformar los datos de presión (PSI) (x) en volumen de gas (ml) (y), se utilizó
la ecuación Y= -0,1375+ (5,1385X+0,0777X2) obtenida por Posada et al. (2006), y la producción de gas
fue expresada por gramo de materia seca degradada (MSd). La concentración de metano de los tratamientos
experimentales se determinó en el gas acumulado entre los intervalos de lectura (0-24 y 0-48 h). La colecta
de gas se realizó utilizando una válvula de tres salidas. La primera salida se conectó a una aguja (0,6 mm), la
segunda al transductor de presión y la tercera a una jeringa plástica que sirvió para la extracción del volumen
de gas.

La aguja acoplada a la válvula se insertó a través de la tapa de caucho para la medición de la presión 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 presión registrada en el transductor alcanzó a ser cero. El gas colectado en la jeringa se
trasladó y almacenó en bolsas plásticas herméticamente cerradas, a partir de las cuales se tomaron muestras
de 100 µl, que se inyectaron en un cromatógrafo de gases adaptado con un detector de ionización de llama
(FID). Las condiciones cromatográficas se adaptaron de Apráez et al. (2012). Los datos de concentración de
metano se procesaron de acuerdo con la descripción dada por López y Newbold (2007), la producción de
este (ml) se obtuvo del producto entre el volumen total de gas (ml) y la concentración relativa de metano.

Digestibilidad de la materia seca
La digestibilidad de la materia seca (DMS), expresada en porcentaje (%), se determinó a las 24 y 48 h. Al

finalizar la incubación, el contenido de los frascos se filtró con crisoles de peso conocido; se utilizó una bomba
de vacío. El residuo resultante se secó en horno durante 48 h a 65 °C, luego se pesó y se usó para calcular
por gravimetría (diferencia entre el material incubado y el residuo después del secado) la digestibilidad de
la MS (García-González et al., 2008). Después de obtener los valores de producción de gas y la materia seca
digestible (MSD), se calculó el factor de partición (FP), correspondiente a los mg de materia seca digestible
(MSD) por cada ml de gas producido (MSD/volumen gas, mg/ml).

Determinación del perfil de la fermentación
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La concentración de ácidos grasos volátiles (AGV) (acético, propiónico y butírico) se determinó en el
líquido resultante de la filtración de los crisoles a las 24 y 48 h de incubación. Este líquido se preservó mediante
la adición de ácido sulfúrico (98% v/v) hasta alcanzar un pH de 2 aproximadamente, y luego se centrifugó
repetidas veces a 4000 rpm, hasta no observar presencia de precipitado (Ramírez et al., 2015a; Ramírez et al.,
2015b). Antes de la acidificación, se determinó el pH con pH-metro digital. Para la determinación de AGV,
muestras de 1 μl de líquido se inyectaron en un cromatógrafo de gases ermo Trace GC Ultra equipado con
un detector FID y una columna de 30 m, 0,32 mm y 0,25 μm.

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 aumentó 10 °C/min hasta alcanzar 140 °C (1 min),
y posteriormente 40 °C/min hasta alcanzar 200 °C (1 min). El modo de inyección fue split y como gas
de arrastre se utilizó helio (2,5 ml/min). La concentración de AGV (mmol/l) se calculó a partir de la
concentración (ppm) determinada por cromatografía y asumiendo una masa molar de 60,05, 74,08 y 88,11
g/mol para el ácido acético, propiónico y butírico, respectivamente.

Análisis estadístico de la información
Los datos se analizaron empleando un diseño completamente aleatorizado con arreglo factorial (11

tratamientos x 2 horarios de evaluación (24 y 48 h)). Este modelo consideró como efectos fijos el tratamiento
evaluado, el horario de medición y la interacción entre estos dos factores, y como efecto aleatorio el inóculo
ruminal. Dada la magnitud (cantidad) de los tratamientos y, por considerar de interés el efecto que pudieran
tener las mezclas de los sustratos que provenían de un sistema silvopastoril (con botón de oro) o en pastoreo
tradicional (solo kikuyo) y con la adición de grasas poliinsaturadas, sobre las variables evaluadas, se realizó
prueba de contrastes ortogonales, con el fin de aglomerar los tratamientos en grupos afines y así obtener mejor
explicación de los resultados.

A priori se plantearon comparaciones planeadas, para hacer el análisis de contrastes, tal como se indica más
adelante. Para las variables metano y DIVMS, por ser las variables de mayor interés en el análisis, además de
las comparaciones, se presentó la interacción entre los once tratamientos (sustratos) para ambos horarios de
evaluación. En el análisis de la información se empleó el procedimiento MIXED del paquete estadístico 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 comparación se simularon dos dietas de animales, una en

un SSP y la otra en un sistema tradicional de pastoreo en monocultivo de gramínea. En adelante esta
comparación se llamará SSP vs MONO.

- BO+K+C+GSP vs (BO+K+C+SAGPI1) + (BO+K+C+SAGPI2) + (BO+K+C+SAGPI3). Con esta
comparación se simularon las dietas que tendrían los animales en un SSP y en SSP con adición de grasas
poliinsaturadas. En adelante esta comparación se llamará SSP vs SSP+∑SAGPI.

- K+C+GSP vs (K+C+SAGPI1) + (K+C+SAGPI2) + (K+C+SAGPI3). Con esta comparación se
simularon las dietas que tendrían en un sistema tradicional de pastoreo en monocultivo de gramínea y la que
tendrían en este mismo sistema con la adición de grasas poliinsaturadas. En adelante esta comparación se
llamará MONO vs MONO+∑SAGPI.

- (BO+K+C+SAGPI1) + (BO+K+C+SAGPI2) + (BO+K+C+SAGPI3) vs (K+C+SAGPI1) + (K+C
+SAGPI2) + (K+C+SAGPI3). Esta comparación simuló las dietas que tendrían los animales en un SSP con
la adición de grasas poliinsaturadas y la que tendrían en un sistema tradicional de pastoreo en monocultivo
de gramínea con la adición de grasas poliinsaturadas. En adelante esta comparación se llamará SSP+∑SAGPI
vs MONO+∑SAGPI.

- K+C+GSP vs (BO+K+C+SAGPI1) + (BO+K+C+SAGPI2) + (BO+K+C+SAGPI3). Con esta
comparación se evaluó el efecto de la inclusión de BO y SAGPI. Se simuló la dieta que tendrían los animales
en un sistema tradicional de pastoreo en monocultivo de gramínea y se comparó la que tendrían los animales
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en un sistema silvopastoril (que incluye BO) con la adición de grasas poliinsaturadas. En adelante esta
comparación se llamará MONO vs SSP+∑SAGPI.

- Sustratos con BO vs sustratos sin BO. Con esta comparación 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 comparación se llamará Sust con BO vs Sust sin BO.

Resultados y discusión

Producción de metano, degradabilidad y AGV
Producción de metano
Hubo diferencia estadística significativa entre sustratos para la producción de metano en mililitros por

gramo de materia seca degradada (Pdn CH4 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 estadísticas significativas
(p<0,05) (Cuadro 4).

CUADRO 3
Interacción entre los once sustratos empleados para medir la tasa de producción de metano

(ml/g MSd) in vitro, en dos intervalos de tiempo, en vacas holstein. Medellín, 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.

CUADRO 4
Comparaciones utilizadas para contrastar la tasa de producción de metano (ml/g MSd) in vitro,

entre distintos grupos de sustratos con la inclusión de botón de oro (BO) y/o fuentes de ácidos grasos
poliinsaturados (AGPI), en dos intervalos de tiempo, en vacas holstein. Medellín, 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.

Efecto horario e interacción sustrato x horario
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Se encontró diferencia estadística significativa (p<0,05) en la producción de metano entre horarios, con
mayor producción promedio de metano a las 48 h. Sin embargo, hubo una interacción 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 producción de metano aumente con las horas
de incubación, y que todos los sustratos se comporten de manera diferente a través del tiempo, debido a la
naturaleza y composición química del sustrato (Cuadro 3).

Efecto sustrato
El BO (T1) tuvo una menor producción de metano respecto al kikuyo (T7) (p<0,05) (Cuadro 3).

Igualmente, al hacer la comparación de todos los sustratos que incluyeron BO, se encontró una menor
producción de metano en comparación de aquellos sustratos que no incluyeron la forrajera (p<0,05) (Cuadro
4). La comparación pre-planeada que incluyó todos los sustratos con BO vs los sustratos sin BO produjeron
24,8% y 27,4% menos metano (CH4 ml/g MSd) a las 24 y 48 h de incubación, respectivamente. Asimismo, al
comparar S3 (sustrato que representó la dieta en un SSP conformada por BO, kikuyo, alimento concentrado
y grasa saturada protegida) vs S8 (sustrato que representó la dieta en un monocultivo de pasto conformada
por kikuyo, alimento concentrado y grasa saturada protegida), cuya única diferencia fue la presencia o no de
BO, se encontró que al incluir BO se produjo una reducción de metano de 31,4% y 32,1% a las 24 y 48 h de
incubación, respectivamente (p<0,05).

La disminución en la producción 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 metanógenos y los protozoos, relacionados con la
formación de complejos con la pared celular, lo cual provoca cambios morfológicos (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 metanógenos ruminales vive en asociación con protozoos se espera que
una reducción en los últimos disminuya los primeros (Newbold et al., 1997). El efecto sobre la producción
de CH4 es muy variable y depende del tipo de metabolitos secundarios y su concentración en la planta. En
el presente trabajo se evidenció presencia de metabolitos secundarios (taninos y saponinas), obteniéndose
valores de taninos concentrados (TC) (se cuantificó 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 días 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/kg de MS, para
hojas maduras y jóvenes, 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 cuantificación, influyen en el valor del contenido de
metabolitos secundarios. En cuanto a los valores de saponinas, se encontró 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 disminución 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 contribuyó a la disminución de la cantidad de metano.
Vargas et al. (2012) sugieren que la producción de CH4 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 metanógenos y protozoarios es variable y depende del tipo de taninos,
su origen y los niveles de suplementación (Patra y Saxena, 2010; Galindo et al., 2014). Al mezclar BO con
una gramínea tropical (Brachiaria brizantha cv. Marandu) en condiciones in vitro, en proporciones de 0,
25, 50, 75 y 100%, se encontró una disminución significativa de metano cuando la proporción de BO en la
mezcla fue igual o mayor al 50% (Mauricio et al., 2014). Lo anterior se relaciona con lo reportado por Galindo
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et al. (2011), quienes encontraron una disminución en la población de microorganismos metanógenos 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
cuantificación de bacterias metanógenas totales, donde se incluyó 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 1,24x1010 UFC/ml (unidades formadoras de colonia) respecto a valores de 1,85 x 1010 UFC/ml en el
pasto solo (Delgado et al., 2012).

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 inclusión de BO de solo el 3% de la MS, se logró
una disminución en la producción de metano, lo que muestra un posible potencial de esta especie para la
mitigación de la emisión de metano en bovinos pastoreando en sistemas silvopastoriles de trópico de altura.
El efecto de la utilización de SAGPI en mezclas denominadas MONO, se evidenció al comparar la mezcla
de SAGPI, kikuyo y alimento concentrado (S9, S10, S11) con una mezcla que no incluyó SAGPI (kikuyo,
alimento concentrado y grasa saturada protegida, S8, mezcla denominada MONO).

Se encontró una reducción 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 producción 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 producción 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 producción 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 realizó la
comparación pre-planeada del MONO vs MONO+∑SAGPI (Cuadro 4), mostrando una disminución del
31% en la producción de metano del MONO+∑SAGPI vs MONO en ambos horarios de medición. 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 reducción SAGP3. Varios autores han
reportado que los ácidos grasos, en especial los insaturados, tienen la capacidad de capturar hidrógeno, sobre
todo mediante el proceso de biohidrogenación ruminal (Beauchemin et al., 2008), lo que podría ser una
alternativa en el control de la metanogénesis ruminal (Cieslak et al., 2012; Patra, 2013).

Aunque varios autores consideran que la cantidad de H2 utilizada en el proceso de biohidrogenación
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 lípidos, y podría ser una alternativa metabólica para la captación de H2 (Ramírez et al., 2014).
Además, se relaciona el potencial antimetanogénico de los lípidos con un efecto tóxico sobre los protozoos y
metanógenos en rumen (Janssen, 2010). La reducción de CH4 inducida por la adición de fuentes lipídicas a la
dieta en rumiantes puede alcanzar hasta un 50% (Machmüller et al., 1998). Se han encontrado reducciones de
5,6% de metano por cada unidad porcentual de lípidos adicionado a la ración 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 común. Los aceites de origen marino basados
en ácido n-3-eicosapentanoico (EPA) y ácido n-3-docosahexanoico (DHA), poseen una alta concentración
de ácidos 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 encontró que la utilización de DHA disminuyó la producción de CH4 hasta
en un 80% en dietas para vacas lecheras (Fievez et al., 2007). Cieslak et al. (2012) evaluaron la adición de 50
g/kg de materia seca (MS) de aceite de uva (69% ácido linoléico), y encontraron que la adición del aceite no
afectó la fermentación y presentó una disminución de 21% de metano a las 24 h de fermentación. Panyakaew
et al. (2013) en estudio in vitro evaluaron aceite de coco en dosis de 80 y 120 mg, con y sin adición de 20
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mg de una mezcla de aceite rica en ácidos grasos poliinsaturados (AGPI), y encontraron una reducción en la
producción de metano de 12,7 y 14,5% para las dosis de 80 y 120 mg sin adición de AGPI y en 31 y 28% para
las mismas dosis pero con adición de AGPI. La producción de CH4 es proporcional al grado de insaturación
de los ácidos grasos y a su nivel de inclusión (Giger-Reverdin et al., 2004); en el presente estudio, al parecer, la
fuente y el nivel de SAGPI utilizado fue suficiente para mostrar una depresión en la producción de metano.

El efecto de la utilización de SAGPI en mezclas denominadas SSP, se evidenció al comparar la mezcla
de SAGPI, BO, kikuyo y alimento concentrado (S4, S5, S6) con una mezcla que no incluía SAGPI
(BO, kikuyo, alimento concentrado y grasa saturada protegida, S3, mezcla denominada SSP). Se encontró
diferencia significativa (p<0,05) en la reducción de metano, dependiendo del tipo de SAGPI utilizado.
Así, la utilización de SAGP1 (S4) no mostró diferencia estadística en ninguno de los horarios evaluados,
mientras que SAGP2 (S5) y SAGP3 (S6) sí mostraron diferencias estadísticas significativas (p<0,05) en
ambos horarios, comparadas con S3 (Cuadro 3). S6 vs S3 redujo la producción 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 evidenció mediante la comparación de todos los sustratos
que incluyeron SAGPI en el SSP (SSP+∑SAGPI) vs el SSP que no lo incluyó, encontrándose una menor
producción de metano en SSP+∑SAGPI a las 24 y 48 h (Cuadro 4), 7,6% y 8,8% menos, respectivamente.
Este resultado sugiere efectividad en la reducción de metano al utilizar SAGP3 o SAGP2 en SSP.

El efecto de la utilización de SAGPI fue mejor en las mezclas que representaron dietas de sistemas
silvopastoriles, que aquellas que representaron los sistemas de monoculivo de pasto (SSP+∑SAGPI vs
MONO+∑SAGPI, Cuadro 4), encontrándose una reducción 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 inclusión de BO en las
dietas. Cuando se compararon sustratos que representaron sistemas silvopastoriles más adición de SAGPI
(S4, S5, S6), con el sustrato que representó una alimentación en un sistema de monocultivo de pasto kikuyo
(S8) se encontró una menor producción de metano en los SSP+∑SAGPI (p<0,05) (Cuadro 3).

El sustrato SSP+SAGPI1 (S4) vs MONO (S8) redujo la producción 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 comparación pre-planeada de SSP con ∑SAGPI vs MONO (Cuadro 4), también arrojó
diferencias estadísticas significativas a favor del primero (p<0,05); se encontró una disminución 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 acción de los metabolitos secundarios del BO y la de SAGPI, tema
hasta ahora muy poco explorado.

Degradabilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) y factor de partición (FP)
Hubo diferencia estadística 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 medición e
interacción significativa entre sustrato y horario de medición (p<0,05); asimismo, las comparaciones pre-
planeadas realizadas mostraron diferencias estadísticas significativas. En el FP se encontró efecto significativo
del sustrato y del horario de medición (p<0,05).
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CUADRO 5
Interacción entre los once sustratos empleados para estimar la degradabilidad in vitro de la materia

seca (% DIVMS) en dos intervalos de tiempo, en vacas holstein. Medellín, 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.

Efecto del sustrato
El botón de oro (T1) tuvo un mayor %DIVMS respecto al kikuyo (T7) (p<0,05) en ambos horarios de

medición (Cuadro 5); se encontró un 13,4% y un 7,7% más 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 incubación in vitro (Rosales, 1996). La comparación del sustrato que contenía BO+kikuyo+alimento
concentrado+grasa saturada protegida (S3) vs el mismo sustrato sin BO (S8), alcanzó un 5,18% más en el
%DIVMS a las 24 h y un 2,5% más a las 48 h, pero las diferencias no fueron estadísticamente 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 incubación respectivamente.

Sin embargo, al hacer la comparación de todos los sustratos que incluyeron BO, se encontró un mayor
%DIVMS a las 24 h de incubación (> 5,7%), en comparación con aquellos sustratos que no incluyeron la
forrajera (p<0,05), pero a las 48 h fueron estadísticamente iguales (P>0,05) (Cuadro 6). Al igual que en la
presente investigación, Rivera et al. (2013) encontraron que en dietas para bovinos que contenían BO, el
mayor %DIVMS se presentó hasta el horario de las 24 h , lo que posiblemente se deba a la rápida degradación
de la fracción proteica y de los carbohidratos solubles del BO en el líquido ruminal (Mahecha y Rosales, 2005).
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CUADRO 6
Comparaciones utilizadas para contrastar la digestibilidad de la materia seca (%DIVMS)
y la relación entre la materia seca digestible y el volumen de gas (MSD/VG mg/ml) entre

distintos grupos de sustratos, con la inclusión de botón de oro y/o fuentes de ácidos grasos
poliinsaturados (AGPI), en dos intervalos de tiempo, en vacas holstein. Medellín, 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.

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

Estos resultados a su vez podrían indicar que la inclusión de forrajeras como el BO capaces de aportar
buenas fuentes de proteína y carbohidratos solubles (sincronía nitrógeno-energía) a los microorganismos del
rumen, específicamente a los celulolíticos, podría favorecer la degradación de la fibra, alta fermentabilidad de
la materia seca y por lo tanto, una más rápida disponibilidad de los nutrientes productos de la fermentación
(Mahecha y Rosales, 2005; La O et al., 2012). Adicionalmente, Naranjo y Cuartas (2011) consideraron
que el BO presenta un buen balance entre proteína y compuestos fibrosos. Respecto al incremento de la
degradabilidad en mezclas de BO y gramíneas, Galindo et al. (2011) al incluir hasta el 20% de esta forrajera
en dietas con pasto estrella (Cynodon nlemfuensis), encontraron un aumento en la población de organismos
celulolíticos, según los autores, se demostró el beneficio del forraje para mejorar la fermentación microbiana
ruminal y a la vez, una notable reducción de bacterias metanogénicas, lo que sugiere que la combinación de
BO y gramíneas tropicales podría ser también una opción para disminuir la contaminación ambiental.

La utilización de fuentes de ácidos grasos poliinsaturados (SAGPI) en el MONO mejoró
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 incluía SAGPI (K+C+grasa saturada
protegida) (Cuadro 5). Igualmente, la comparación planeada que incluía la sumatoria de SAGPI en el
MONO también evidenció un aumento en el %DIVMS (Cuadro 6). El %DIVMS fue similar en el SSP
con o sin utilización de SAGPI tanto a las 24 como a las 48 h. Referente al tipo de grasa utilizada en la
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suplementación de rumiantes, varios autores argumentan que las fuentes de grasa protegidas tienen poco o
ningún 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 reducción 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 ración de 57,8 a 50,6%, pero no hubo
diferencias cuando se administró 1% de aceite de pescado combinado con 1% de aceite de colza, lo que los
autores atribuyen a un efecto positivo en la combinación de las fuentes de aceites. Se considera que la inclusión
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 están asociados con la inhibición de la actividad de los
microorganismos celulolíticos (Harfoot y Hazlewood, 1997; NRC, 2001; Arenas et al., 2010).

El efecto negativo de la inclusión de fuentes de ácidos 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% (Martínez et al., 2011). En concordancia con lo anterior, en el presente estudio la inclusión de SAGPI
en cada uno de los sustratos fue máximo el 3% de la MS, por lo que se esperaba que la degradabilidad de la
MS no se deprimiera. Adicionalmente, varios autores han relacionado los cambios en la degradabilidad de la
MS in vitro, con el perfil de microorganismos ruminales, el cual puede llegar a variar dependiendo la fuente y
nivel de inclusión de ácidos grasos poliinsaturados en la dieta (Kongmun et al., 2011; Liu et al., 2011; 2012).
Además, aceites como el de coco, girasol y pescado se han relacionado con la disminución del número 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 degradación 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 inclusión de ácidos grasos poliinsaturados > 20 carbonos (AGPI), sobre
microorganismos ruminales asociados a la digestión 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, aumentó el número de bacterias del tipo Anerovibrio lipolytica en un 5,38% en comparación con
la dieta sin adición de dichos aceites. La Anerovibrio lipolytica juega un papel fundamental en la hidrólisis
de los triglicéridos y algunos restos de azúcares de la dieta a nivel ruminal, originando ácidos grasos libres,
glicerol y monómeros de azúcar, los cuales podrían ser utilizados por el resto de poblaciones bacterianas a
nivel ruminal como fuente de energía (Harfoot y Hazlewood, 1997).

Al evaluar varios tratamientos que incluían heno de Tion 85 con adición de 80 g/kg MS de aceite de
soya y heno de Tion 85 con adición de 80 g/kg MS de aceite de linaza más la adición de 0 o 150 g/kg MS
de glicerol, se encontró un aumento significativo de 33 y 13% en la población 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 presentó disminución de bacterias
fibrolíticas totales, pero sí una tendencia al aumento de especies como Ruminococcus albus, Ruminococcus
flavefaciens y subgrupos de Butyrivrio, las cuales inciden positivamente en la degradación de la fibra a nivel
ruminal. En este trabajo el autor también reportó disminución en la producción de metano y en la proporción
de bacterias metanogénicas, atribuyendo la disminución de metano probablemente a la utilización del H2
como sustrato para la conversión de propionato a partir de glicerol y no de CH4, y al efecto tóxico de los
AGPI sobre la membrana de los microorganismos metanogénicos.

Varios estudios, al igual que en la presente investigación, 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/día de aceite de pescado vía oral en vacas lecheras, encontraron aumento
(p<0,01) de la degradabilidad de la fibra orgánica y del propionato a nivel ruminal; también relacionaron la
adición de fuentes de AGPI como el aceite de pescado, con una acción específica sobre el metabolismo y/o
naturaleza de los microorganismos involucrados en la digestión de la fibra, al aumentar aquellas poblaciones
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de microorganismos que producen propionato a partir de succinato como Selenomonas ruminantium o
Bacteroides succinogenes.

El incremento en la digestibilidad de la ración al incluir fuentes de ácidos grasos poliinsaturados, también
ha sido reportado por Amorocho et al. (2009), quienes al adicionar aceite de pescado en dietas basadas
en ensilaje de maíz 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 extraídas
de Sesbania pachycarpa, se aumentó la población de la especie Ruminococus y estabilidad de la fermentación
de la fibra con la subsecuente disminución de hasta 20% en la producción 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 más
SAGPI (S4=SSP+ SAGPI1, S5=SSP+SAGP2, S6= SSP+SAGP3) vs el MONO (S8=K+C+GSP) que
representó un sistema de monocultivo de pasto kikuyo, se presentó diferencia estadística (P<0,05) entre
ambos a favor de los sustratos SSP. Igualmente, en la comparación planeada que incluía la sumatoria de todos
los SAGPI (SSP+∑SAGPI vs MONO) se presentó aumento en el %DIVMS de 10,3 y 5,7% a las 24 y 48
h de incubación, respectivamente (Cuadro 6). Estos resultados sumados a los de producción de metano,
ratifican la combinación SSP + SAGPI como una estrategia para la disminución de la producción de metano
sin detrimento del %DIVMS.

Factor de partición (FP)
Generalmente, sustratos que registren mayor degradación de la MS por unidad de gas generado, se asocian

con mayores FP y formación de biomasa microbiana, pero con diminución en la producción de metano
(Posada y Noguera, 2005). Al igual que reporta Blümmelt et al. (1999), en este trabajo, el FP disminuyó
con el tiempo de incubación, de tal forma que la producción de gas o de ácidos grasos volátiles (AGV) y de
biomasa microbiana por unidad de sustrato realmente degradado, no es una constante y una relación inversa
podría existir entre ellos.

En la presente investigación los FP (Cuadro 6) fueron estadísticamente diferentes (p<0,05) entre todas
las comparaciones en ambos horarios, los grupos de tratamientos que incluyeron BO y/o la adición de AGPI
presentaron mayores FP. Así por ejemplo, al comparar los tratamientos que contenían BO vs los que no
contenían la forrajera, el primer grupo presentó un 27% y 13% más de FP en los horarios de las 24 y 48 h de
incubación. Los anteriores resultados coinciden con lo obtenido por Rivera et al. (2013), quienes al evaluar
varios forrajes y mezclas de forrajes más suplemento para bovinos lecheros de trópico alto, encontraron que
los FP fueron mayores (p<0,05) para el BO y las mezclas que incluyeron esta forrajera. Al contrastar la
comparación entre lo que equivale a un sistema de monocultivo con kikuyo MONO (K+C+GSP) y un SSP,
más la adición de SAGPI (SSP+SAGPI), el SSP presentó 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 utilización de SAGPI, le proporcionó
un importante valor agregado a estas dietas, ya que se ha reportado que las raciones que pretendan ser más
sustentables desde el punto de vista ambiental (menor producción de metano), deben mostrar mayores FP.
Lo anterior también impacta positivamente el consumo de materia seca, lo cual las hace más competitivas
nutricionalmente (Posada y Noguera, 2005).

Producción total y proporción molar de AGV
En el presente estudio en todos los grupos de sustratos se produjo mayor producción de AGV (mmol/l)

en el horario de las 48 h respecto al de 24 h (Cuadro 7); esto se debió probablemente a que en la técnica in
vitro de producción de gases no existe remoción de AGV vía absorción, por lo que, su concentración depende
de la tasa de fermentación y puede incrementarse gradualmente (Ramírez et al., 2015a; 2015b). Se presentó
diferencia estadística (p<0,05) en el total de AGV, al comparar los grupos de sustratos que incluían BO
vs los que no incluyeron BO a las 24 h de incubación; en este horario los sustratos con inclusión de BO
presentaron un 10,6% más de AGV totales; pero a las 48 h los sustratos sin BO produjeron un 5,4% más de
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AGV totales. La posible producción de mayor cantidad de AGV a las 24 h al incluir BO, pudo deberse a una
más rápida degradación del BO en el inóculo ruminal, ya que el aporte de nutrientes de rápida fermentación
como azúcares y proteínas solubles, podría conllevar a una formación más rápida de AGV (Gallego et al.,
2014).

CUADRO 7
Comparaciones utilizadas para contrastar la concentración total y proporción de ácidos

grasos volátiles (AGV) producto de la fermentación in vitro entre distintos grupos de
sustratos con la inclusión de botón de oro y/o fuentes de ácidos grasos poliinsaturados

(AGPI), en dos intervalos de tiempo, en vacas holstein. Medellín, 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.

Se ha reportado que en dietas donde haya un sustrato que aporte buena energía durante las primeras 24 h
de fermentación, generalmente se presenta un aumento en la proporción de AGV, el cual puede disminuir en
posteriores horas, debido a que es posible que los microorganismos degraden los AGV para obtener energía
(Wang et al., 1999). De manera general, en los resultados de este estudio, el porcentaje de AGV totales a las
24 h de incubación, aumentó con la adición de fuentes de ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) (3% MS). Al
contrastar el sistema SSP con SSP+SAGPI, este último aumentó 15,4% la producción de AGV respecto al
primero, y en el MONO vs MONO+SAGPI se incrementó 8% el total de AGV respecto a la no adición de la
fuente lipídica insaturada. Al comparar el tratamiento equivalente a un sistema tradicional de pastoreo con
kikuyo MONO (K+C+ GSP) vs el grupo de tratamientos que simuló un sistema silvopastoril más adición de
SSP+∑SAGPI, se encontró un aumento del 11,4% de AGV totales a las 24 h de medición en el SSP+∑SAGPI
(p>0,05) (Cuadro 7).

Al igual que en la presente investigación, Jacob et al. (2012) no encontraron disminución 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 disminución 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 ración totalmente mezclada, y tampoco encontraron disminución del total de AGV. El
nivel y la fuente de inclusión de lípidos determinan en gran medida los productos de la fermentación ruminal
entre ellos la proporción de AGV (Toral et al., 2009).

La proporción molar de AGV (% molar) en todos los grupos de sustratos evaluados en ambos periodos de
medición, fueron en su orden: acético (73% 24 h; 72,1% 48 h), propiónico (17,5% 24 h; 19,8% 48 h), butírico
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(9,4% 24 h; 8,5% 48 h). La mayor fermentación fue acética, debido probablemente a que la mayor proporción
en las mezclas fue de forraje (mínimo 57% kikuyo). En relación con lo anterior, Rodríguez et al. (2009),
reportaron que el perfil de AGV se modifica básicamente por el tipo de dieta, la relación forraje:alimento
concentrado, el nivel de consumo y el empleo de aditivos, entre otros; según los autores, el aumento de fuentes
fibrosas generalmente conlleva a fermentación acética.

La proporción molar de cada AGV (>acético>propiónico>butírico), coincidió con lo reportado por
Marín et al. (2014), quienes al evaluar in vitro la producción de AGV del pasto kikuyo encontraron la
misma proporción molar. Asimismo, coincidió con lo reportado por Marín (2013) al evaluar mezclas de
kikuyo:alimento concentrado en proporción 70:30, y Cieslak et al. (2013), que al evaluar dietas para bovinos
con proporciones de 60% forraje y 30% suplemento energético, más la adición de aceites de frutas como
fuente de AGPI, ricos en ácido linoléico, encontraron que las proporciones de acético fueron mayores, debido
a la mayor inclusión de forraje, seguidos por una fermentación propiónica y butírica, respectivamente.

Conclusiones

En estudios in vivo al incluir en la dieta base para bovinos, forrajeras tradicionales como el BO y la adición
de niveles moderados AGPI, se podría esperar un mantenimiento de la productividad animal, basados en
la eficiencia de la degradación ruminal de la MS y la disminución de emisiones de metano, tal como se ha
demostrado en pruebas in vitro.
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