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ACIDOS GRASOS, FERMENTACION RUMINAL Y PRODUCCION DE
METANO, DE FORRAJES DE SILVOPASTURAS INTENSIVAS
CON LEUCAENA!

Esperanza Prieto-Manrique?, Julio Ernesto Vargas-Sdnchez®, Joaquin Angulo-Arizala®,
Liliana Mahecha-Ledesma®

RESUMEN

Acidos grasos, fermentacion ruminal y produccién
de metano, de forrajes de silvopasturas intensivas con
Leucaena. El objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de los forrajes sobre los dcidos grasos de cadena larga,
fermentacién ruminal y produccion de metano de un sistema
silvopastoril intensivo de Leucaena leucocephala. La
investigacion se desarrollé en el laboratorio NUTRILAB—
GRICA, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias, de
la Universidad de Antioquia, Medellin—-Colombia, en julio
del 2013. Se utiliz6 la técnica de produccién de gas in vitro,
utilizando como sustrato de fermentacion las gramineas (C.
plectostachyus ylo M. maximus cv. Tanzania) y leucaena
(L. leucocephala), solas o en sus combinaciones, con una
relacién forraje:concentrado 70:30 y graminea: leucaena
56:14, para un total de siete tratamientos. No se encontrd
efecto de los forrajes (p>0,05), sobre el contenido de 4cido
linoleico conjugado (ALC, C18:2 c9tll) o ruménico en
la digesta. La inclusién de 14% de leucaena aumentd el
contenido de 4cido linoleico (C18:2 ¢9, 12) y linolénico
(C18:3 ¢9, 12, 15) en el alimento y de transvaccénico (ATV,
C18:1 tl1), estedrico (C18:0), linoleico y linolénico en la
digesta (p<0,05), y no afecté la cinética de fermentacion,
digestibilidad de la materia seca (MS), pH, total y proporcién
de 4cidos grasos voldtiles, ni redujo la produccién de
metano. Las gramineas, C. plectostachyus y M. maximus,
se comportaron similar en las variables evaluadas (p>0,05).
Los sistemas silvopastoriles pueden ser una opcién para
aumentar los dcidos grasos benéficos en la leche.

Palabras clave: dcido linoleico conjugado, édcido
transvaccénico, Cynodon plectostachyus, Megathyrsus
maximus cv. Tanzania, sistema silvopastoril.

ABSTRACT

Fatty acids, ruminal fermentation, and methane
production, of forage in intensive silvopastures with
Leucaena. The aim of this study was to evaluate the
effect of forages on the long chain fatty acids, ruminal
fermentation, and methane production in an intensive
silvopastoral system of Leucaena leucocephala. This study
was developed in the laboratory NUTRILAB-GRICA, of the
Faculty of Agricultural Sciences, University of Antioquia,
Medellin-Colombia, in July 2013. The study was carried
out by the in vitro gas production technique using grasses
(C. plectostachyus and/or M. maximus cv. Tanzania) and
leucaena (L. leucocephala) as substrate of fermentation, alone
or with their combinations, with 70:30 forage:concentrate
ratio and 56:14 grass: leucaena ratio for a total of seven
treatments. No forage effect (p>0,05) on the conjugated
linoleic fatty acid content (CLA, C18:2 c9tl11) or rumenic
acid, in the digesta was found. The inclusion of 14% of
leucaena increased the content of linoleic (C18: 2 ¢9, 12) and
linolenic (C18: 3 ¢9, 12, 15) acids in food and transvaccenic
(TVA, C18: 1 t11), stearic (C18: 0), linoleic and linolenic
acids in the digesta (p <0.05), and did not affect the kinetics
of fermentation, digestibility of dry matter, pH, total and ratio
volatile fatty acids, nor reduced methane production. Grasses,
C. plectostachyus and M. maximus had a similar behavior in
the evaluated variables (p>0.05). Silvopastoral systems could
be an option to increase the beneficial fatty acids in milk.

Keywords: conjugated linoleic acid, transvaccenic acid,
Cynodon plectostachyus, Megathyrsus maximus cv. Tanzania,
silvopastoral system.
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INTRODUCCION

El 4cido linoleico conjugado C18:2 cis9-transl1
(ALC c9t11) o 4cido ruménico, el 4cido transvaccénico
(ATV) y algunos 4cidos grasos de cadena larga
(AGCL) n-3 de la leche bovina, se relacionan con
beneficios para la salud humana (Harris, 2008).
Asi, ALC y ATV, resultan del consumo de dacidos
grasos (AG) insaturados y de la extension de la
biohidrogenacién ruminal, mientras que (AGCL) n-3
provienen de la dieta y de su capacidad para escapar
a la biohidrogenacion. La magnitud de las cantidades
presentes en la leche estd determinada principalmente
por factores dietarios (Palmquist, 2007).

El contenido de ALC c9tllen la leche, es mads
elevado en animales que reciben raciones con una
mayor proporciéon de forraje, esto también puede
estar afectado por el tipo de forraje suministrado,
siendo mds alto en animales en pastoreo que cuando
reciben forrajes conservados (ensilados) (Weiss et
al., 2004a; b; Mele et al., 2006; Mohammed et al.,
2006). El efecto enriquecedor de las pasturas sobre
los niveles de ALC c9tl1 en leche, se explica por el
consumo de 4cido linolénico proveniente del pasto, su
posterior conversién en ATV (C18:1 transll) como
resultado de la biohidrogenacién a nivel de rumen y
la subsiguiente conversién a ALC c9tl1, por actividad
de la enzima mamaria delta-9 desaturasa (Griinari y
Bauman, 1999). Se estima, que mds del 74% de ALC
c9tl1 en la grasa de la leche es sintetizado a través de
la actividad de la enzima delta-9 desaturasa (Bichi et
al., 2012); por lo tanto, es necesario aumentar el flujo
de ATV desde el rumen para aumentar el contenido de
ALC cOtllen la leche.

Uno de los mayores contaminantes del medio
ambiente es el metano, gas de efecto invernadero que
tiene un potencial de calentamiento veintitin veces
mayor que el diéxido de carbono (IPCC, 2007). A la
produccién agricola se le atribuye 40% de la produccion
de metano originado en actividades humanas. La
produccién de metano entérica, principalmente de la
ganaderfa, constituye la mayor fuente individual y
alcanza de 15% a 20% de la produccién global de gases
efecto invernadero de origen antrépico (Lassey et al.,
1997; Moss et al., 2000; Sheehle y Kruger, 2006). La
produccién ruminal de metano constituye una pérdida
de eficiencia nutricional que alcanza de 6% a 8%
de la energia bruta consumida, pero puede incluso
llegar hasta 12% de la misma (Johnson y Johnson,
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1995). Razoén por la cual, la biusqueda de tecnologias
que permitan reducir la produccién de metano en
condiciones comerciales, es tema de estudio.

En Colombia, el 45% de la leche se produce en
lecheria especializada y el 55% bajo el sistema doble
propdsito (CONPES, 2010), que en su expresion
tradicional se manejan bajo pastoreo con una base
forrajera de solo gramineas. Sin embargo, otros
productores utilizan pastoreo en sistemas con una
base forrajera silvopastoril, que permite aumentar
la oferta de forraje, en particular durante el periodo
seco, mejorar la calidad de la dieta a lo largo del afio
y mejorar la conservacion y el reciclaje de nutrientes
(Murgueitio, 1999; Pagiola et al., 2005; 2007). Hay
evidencia de que metabolitos secundarios presentes
en plantas forrajeras no gramineas, pueden limitar la
biohidrogenacién ruminal (Khiaosa-Ard et al., 2009)
y la produccién de metano (Jayanegara et al., 2011;
Tan et al., 2011). Adicionalmente, existe variacion
en la composicion lipidica de los forrajes frescos
(Krebsky et al., 1996; Addis et al., 2005; Cabiddu
et al., 2009), que puede afectar la cantidad de ATV
producido en el rumen.

El desarrollo de estrategias en la ganaderia
colombiana que permitan aumentar los dcidos grasos
benéficos en la leche y disminuir la emisién de metano,
exige un previo conocimiento de las condiciones de
alimentacion especificas del pais; que varfan de acuerdo
al sistema de produccién y a los procesos de fermentacién
ruminal que se generan en cada uno de ellos.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
de los forrajes sobre los dcidos grasos de cadena larga,
fermentacién ruminal y produccién de metano, de un sis-
tema silvopastoril intensivo de Leucaena leucocephala.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion

Este trabajo fue desarrollado en el laboratorio
NUTRILAB —-GRICA, perteneciente a la Facultad de
Ciencias Agrarias, de la Universidad de Antioquia,
Medellin—Colombia, durante el mes de julio del 2013.

El estudio se realiz6 mediante la técnica de
produccién de gas in vitro (Menke y Steingass, 1988;
Theodorou et al., 1994); se utiliz6 como sustrato de
fermentacion, forrajes y sus combinaciones, mds la
adicién de concentrado, propios de la base alimenticia
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de ganaderias que pastorean en solo gramineas de
Estrella (C. plectostachyus) y/o Guinea (M. maximus
cv. Tanzania), y en sistemas silvopastoriles intensivos
(SSPi) con leucaena (L. leucocephala), con una
proporcién de graminea-leucaena 80:20 y de forraje-
concentrado 70:30.

Se aplicaron los siguientes tratamientos:
1. Pasto Estrella 70% + concentrado 30% (EC).
2. Pasto Guinea 70% + concentrado 30% (GC).
3. Pasto Estrella 35%+ Guinea 35% + concentrado
30% (EGC).

4. Pasto Estrella 56% + leucaena 14% + concentrado
30% (ELC).
5. Pasto Guinea 56% + leucaena 14% + concentrado
30% (GLC).
6. Pasto Estrella 28%+ Guinea 28% + leucaena 14% +
concentrado 30% (EGLC).
7. Leucaena 70% + concentrado 30% (LC).
La composicion nutricional y el perfil de dcidos grasos
de los tratamientos utilizados, se presenta en el Cuadro 1.
Las muestras de forraje y de concentrado
empleadas, provenian de una sola finca manejada

Cuadro 1. Composicion nutricional y perfil de acidos grasos de los forrajes de pasto Estrella (C. plectostachyus), Guinea (M.
maximus cv. Tanzania) y Leucaena (L. leucocephala) y sus combinaciones mas adicion de concentrado, utilizados en
la evaluacion in vitro, antes de la incubacion de las dietas por veinticuatro horas. Medellin, Colombia. Julio, 2013.

Table 1. Nutritional composition and fatty acid profile from forages of Estrella (C. plectostachyus), Guinea (M. maximus cv.
Tanzania), and Leucaena (L. leucocephala) grasses and their combinations plus concentrate addition, used in the in
vitro evaluation, before incubation of diets for twenty four hours. Medellin, Colombia. July, 2013.
Tratamientos

EC GC EGC ELC GLC EGLC LC

Variable n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Composicién quimica (%)
% Grasa 33 30 32 32 32 32 34
% Proteina 130 15,1 13,8 15,1 16,7 15,6 22.8
% FDN 62,7 55,1 579 56,8 50,5 53,7 34.8
% FDA 274 25,5 26,6 245 233 23,7 12,2
% Cenizas 9.2 12,2 10,6 94 12,7 10,0 75
Acidos grasos (AG) g de AG/100 g de AG totales

C12 1,13 1,25 1,10 0,88 0,98 1,06 0,86
C14 1,21 1,31 1,17 1,02 1,12 1,15 0,96
C16+c15:1c10 31,33 33,06 31,15 30,50 31,99 31,54 30,05
C18 6,71 6,32 6,81 7,05 6,87 7,04 7,71
C18:1t11 1,02 0,98 1,07 1,09 0,93 0,96 0,88
C18:1¢9 17,64 16,76 1741 17,64 16,95 17,38 15,20
C18:2¢9,12 21,89 21,93 22,03 22,78 2293 22,55 21,00
C18:3¢9,12,15 947 10,76 9,79 11,17 11,67 10,99 1691
Sumatorias
AG saturados 44,68 46,33 4430 43,66 4433 44,72 4293
AGMI 23,24 20,11 22,99 21,34 20,37 21,16 18,28
AGPI 32,52 33,69 32,84 35,00 35,53 34,59 39,03

EC: Estrella 70% + concentrado 30%; GC: Guinea 70% + concentrado 30%; EGC: Estrella 35% + Guinea 35% + concentrado 30%;
ELC: Estrella 56% + leucaena 14% + concentrado 30 %; GLC: Guinea 56% + leucaena 14% + concentrado 30%; EGLC: Estrella 28%
+ Guinea 28%+ leucaena 14% + concentrado 30%; LC: leucaena 70% + concentrado 30%; FDN: fibra insoluble en detergente neutro,
FDA: fibra insoluble en detergente acido, AGMI: acidos grasos monoinsaturados, AGPI: acidos grasos poli insaturados / EC: Estrella
70% + concentrate 30%; GC: Guinea 70% + concentrate 30%; EGC: Estrella 35% + Guinea 35% + concentrate 30%; ELC: Estrella
56% + leucaena 14% + concentrate 30%; GLC: Guinea 56% + leucaena 14% + concentrate 30%; EGLC: Estrella 28% + Guinea 28%
+ leucaenal4% + concentrate 30%; LC: leucaena 70% + concentrate 30%; FDN (NDF): neutral detergent fiber, FDA (ADF): acid
detergent fiber, AGMI (MUFA): monounsaturated fatty acids, AGPI (PUFA):polyunsaturated fatty acids.

Agron. Mesoam. 27(2):337-352. 2016 ISSN 2215-3608
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bajo sistema silvopastoril intensivo, representativa de
los sistemas evaluados. Los forrajes tenfan una edad
de rebrote de cuarenta dias y su cosecha se realizd
durante la época de lluvias. Los forrajes se colocaron
en estufa a 60 °C durante 48 horas y luego fueron
molidos, al igual que el concentrado, utilizando una
criba de 1 mm.

Se tomé una muestra de alimento de cada
tratamiento para determinar la composicién quimica y
el perfil de 4cidos grasos. La composicién quimica se
realizé mediante las técnicas analiticas convencionales
de la AOAC (1999) (materia seca método ID 934 .01,
cenizas método ID 942.05, proteina bruta método
ID 984.13, grasa y fibra detergente dcido método ID
973.18) y los descritos por Van Soest et al. (1991)
para los andlisis de fibra detergente neutro y fibra
detergente 4cido.

El perfil de 4cidos grasos se realiz6 mediante
el método de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas, siguiendo la metodologia
propuesta por Tequin-Ocampo (2014), tanto para
la extraccidn-derivatizaciéon como para el andlisis
cromatografico en si mismo; para esto, las muestras de
alimento fueron liofilizadas. Seguidamente se realizé
la derivatizacién de los &4cidos grasos siguiendo el
protocolo de esterificacion, que consiste en pesar 50
mg de alimento y depositarlos en viales de reaccion
dmbar de 4 ml con tapas de silica, adicionar 300 ppm
de estdndar interno C19 y 1 ml de met6xido de sodio
0,5 N en metanol, mezclar en vértex durante tres
minutos, calentar durante diez minutos a 50 °C, sacar
y mezclar, adicionar 1 ml de HCl 0,5 N en metanol
y mezclar en vértex durante tres minutos, calentar
durante diez minutos a 50 °C, sacar y mezclar, enfriar
a temperatura ambiente, adicionar 1 ml de hexano y
tapar, mezclar en vortex por dos minutos y finalmente,
transferir con pipeta Pasteur la capa superior a viales
de 1,5 ml para posterior andlisis cromatografico.
Se utiliz6 un cromatégrafo de gases acoplado a
espectrometro de masas, con automuestreador. Las
condiciones cromatograficas fueron las siguientes;
fase movil: gas transportador helio, flujo de columna
1 ml/min, velocidad lineal 26 cm/seg; inyector:
temperatura 220 °C, volumen 0,2 ul, modo Splitless;
columna: modelo CP — Sil — 88, longitud 100 m,
didmetro interno 0,25 mm, espesor de la pelicula
0,2 ul; rampa de temperatura: temperatura 150 °C,
tiempo de calentamiento tres minutos, rata 15 °C/min;
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detector: temperatura 250 °C, flujo de N2 10 ml/min.
Los 4cidos grasos fueron separados e identificados
por comparacién de los tiempos de retencidn con sus
respectivos estdndares; se cuantificaron utilizando la
curva de calibracion de los estdndares de ALC y sus
isémeros, de ATV y los demas acidos grasos. Se utilizé
como estandar interno acido nonadecanoico (C19:0).
El porcentaje de cada AG fue calculado a partir de su
concentraciéon (ppm), determinada por cromatografia
(Tequin-Ocampo, 2014).

La solucién tampon se preparé un dia antes del
inicio del ensayo, de acuerdo con las recomendaciones
de McDougall (1948): 9,8 g/l de NaHCO,, 4,65 g/l de
Na,HPO,.7H,0, 0,57 g/l de KCl, 0,47 g/l NaCl, 0,12
g/l de MgS0,.7H,0, 0,05 g/l de CaCl,. Estos reactivos
fueron disueltos totalmente en agua destilada y la
solucion fue saturada con CO, y almacenada a 39 °C.

En cada tratamiento se usaron tres indculos, proce-
dentes de tres novillos que consumian pastos Cynodon
plectostachyus, Panicum maximum, Brachiaria mutica
y Dichantium aristatum Benth. La colecta del liquido
ruminal se hizo inmediatamente después del sacrificio,
se filtré en pafios de algodén y se almacend en termos
pre-calentados con agua a 40 °C. En el laboratorio, el 1i-
quido ruminal de cada animal se filtr6 nuevamente y fue
transferido a tres erlenmeyer (uno por cada animal), los
cuales fueron saturados con CO, y mantenidos en estufa
a 39 °C, durante el tiempo que demoro la inoculacién.

Determinacion de la cinética de fermentacion y
degradacion in vitro

La cinética de fermentacion se determiné mediante
la técnica de produccién de gas in vitro (Menke y
Steingass, 1988; Theodorouet al., 1994) modificada
por Posada et al. (2006). Se utilizaron botellas de 100
ml de capacidad, en las que se colocé 0,5 g de sustrato
de fermentacién, 5 ml de liquido ruminal y 45 ml de
medio de cultivo, bajo un flujo de CO,. Las botellas se
cerraron con tapones de caucho y se pre-cintaron con
cépsulas de aluminio. Luego se agitaron y se colocaron
dentro de una estufa de cultivo que se mantuvo a 39 °C.

Adicionalmente, se utilizaron dos frascos/inoculo,
que contenian medio de cultivo e indculo, pero no
sustrato, los cuales fueron usados como blancos para
corregir la presion generada por la utilizacion de CO,,
y la presién producida por la fermentacién de los
microorganismos presentes en el liquido ruminal.

Agron. Mesoam. 27(2):337-352. 2016 ISSN 2215-3608
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Al cabo de 2, 4, 6, 8,10,12,15, 24, 30, 36, 48, 72
y 96 horas de incubacion, se midié la produccion de
gas a partir del aumento de presion en el espacio de la
cabeza de los viales, utilizando un transductor digital,
acoplado a una aguja que se introducia a través de la
tapa de caucho de los frascos. La presién se midi6 en
libras por pulgada cuadrada (PSI). Para transformar
los datos de presion (PSI) (X) en volumen de gas (ml)
(Y), se utilizé la ecuacion Y=-0,1375 + (5,1385*X) +
(0,0777*X2), propuesta por Posada et al. (2006).

Al finalizar la incubacién, el contenido de las
botellas se filtr6 usando crisoles (poro nimero 1) de
peso conocido; se utiliz6 una bomba de vacio. El
residuo recuperado se sec6 en horno (65°C por 48 h),
luego se pesé y se usé para calcular por gravimetria la
digestibilidad de la MS (Garcia-Gonzilez et al., 2008).

Para establecer la relacién entre la cantidad
de sustrato degradado (mg) y el volumen de gas
producido (ml) se calcul6 el factor de particién (FP),
que es considerado como un factor de eficiencia
microbiana (Duque et al., 2009).

Determinacién de metano, pH, acidos grasos volatiles
y perfil de acidos grasos (ALC, ATV y AGCL)

Para estas determinaciones se utilizaron botellas de
fermentacién similares a las descritas, preparadas de
manera simultdnea y de la misma forma; pero en este
caso, la fermentacion solo se adelanté por un periodo
total de veinticuatro horas. Al cabo de este tiempo,
se midi6 el volumen de gas acumulado en el espacio
de cabeza de la botella, utilizando un transductor
digital, y mediante una jeringa se tom¢é una muestra
de gas presente en la botella y se colocé dentro de un
tubo de ensayo (10 ml) con vacio. Posteriormente, en
esta muestra de gas, se determind la concentracién
de metano mediante cromatografia de gases; para
ello, se tomaron 200 ul de muestra, los cuales se
inyectaron manualmente, con una jeringa de 1 ml, en
un cromatdgrafo equipado con detector de ionizacién
de llama (FID) y una columna empacada, modelo
GS-AL/KCI, de 50 m de largo, 0,53 mm de didmetro,
con fase movil de nitrégeno al 99,995% de pureza,
flujo constante de 1 ml/min y programacién del horno
con isoterma a 80 °C, durante cinco minutos, seguido
de una temperatura post corrida de 100 °C durante
un minuto. El contenido de metano se determind
mediante la generacién de un curva de calibracion,

Agron. Mesoam. 27(2):337-352. 2016 ISSN 2215-3608

obtenida diluyendo un estindar de metano de alta
pureza (99,99%) con CO,, procedimiento que se realizo
siguiendo los lineamientos de Lopez y Newbold (2007).

La producciéon de metano (ml) fue calculada a
partir del volumen total de gas (ml) y la concentracién
de metano. Esta se expresé por gramo de materia
seca incubada (MSi). Del mismo modo, se hizo la
determinacién de la concentraciéon de metano a 48
horas, la muestra provenia de las botellas que se
incubaron por 96 horas; para esto, el gas que produjo
cada botella a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 24,30, 36 y
48 horas de incubacién, se colectd en la respectiva
medicién de produccién de gas, con una jeringa
conectada, junto con el transductor digital, a una
vélvula de tres salidas. La primera salida fue conectada
a una aguja que se insertaba en el interior de la botella
incubada, la segunda al trasductor de presién y la
tercera a la jeringa pldstica que colectaba el gas. El gas
colectado fue acumulado en una bolsa herméticamente
cerrada, utilizando una por cada botella, posteriormente
se tomé una muestra del gas presente en esta y se
coloc6 dentro de un tubo de ensayo (10 ml) con vacio.

Luego de abrir las botellas incubadas por
veinticuatro horas, se midié el pH con pH-metro
digital; se tom6 una muestra de liquido sobrenadante
de cada botella (0,8 ml), para hacer la determinacién
de 4cidos grasos voldtiles (AGV); esta muestra fue
congelada inmediatamente. Posteriormente, se prepard
para andlisis de cromatografia de gases, para esto la
muestra fue descongelada y agitada. Se tomaron 800
w1 de muestra y se colocaron en un tubo eppendorf, se
adicionaron 500 u1 de una solucién con 20 g/l de acido
metafosforico y 4 g/l de dcido croténico (usado como
estandar interno) en 4cido clorhidrico 0,5 N, se tapé y
dej6 por dos horas, al cabo de las cuales se centrifugd
a 13 000 rpm durante quince minutos. Seguidamente se
tom6 1 ml de sobrenadante y se colocé en viales de 1,5
ml, los cuales fueron colocados en el automuestreador
del cromatdgrafo. Se us6 un cromatégrafo equipado con
detector de ionizacién de 1lama, con una columna capilar
TR-FFAP de 30 m x 0,53 mm x 1 m. Las condiciones
de temperatura fueron 50 °C iniciales en la columna por
cinco minutos, 225 °C por diez minutos con un gradiente
de 5 °C por minuto. El gas portador fue nitrégeno, con
un flujo de 1 ml/minuto. El volumen de inyeccién de 0.4
w1 a una temperatura de 225 °C en modo split 1:50.

La concentracion de AGV (mmol/l) fue calculada
a partir de la concentraciéon (ppm) determinada por
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cromatografia, asumiendo una masa molar de 60,05 g/mol
para el acido acético, 74,08 g/mol para propidnico, 88,11
g/mol para 4cido butirico e isobutirico y 102,13 g/mol para
los 4cidos pentandico e isopentandico, seguidamente se
calcul6 la proporcién molar de cada AGV.

El liquido que qued¢ en las botellas, se usé para el
andlisis de AG, para esto, se almacend a -20 °C hasta el
momento de la extraccién de los lipidos y su andlisis
por cromatografia de gases, siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente para AG de los alimentos.

Estimacion de la biohidrogenacion

La biohidrogenaciéon (BH) se estimé como la
desaparicion de dcido oleico (C18: 1¢9),linoleico (C18:
2¢9,12) y linolénico (C18: 3¢9,12,15) contenidos en
las dietas incubadas y después de 24 h de incubacidn,
suponiendo que la desaparicién de estos dcidos grasos
se debi6 a la biohidrogenacion. Cada é4cido graso
se expresé como una proporcién del total de estos
AG CI18 (Amaro et al., 2012). El porcentaje de cada
AG después de la fermentacion fue corregido por su
blanco, para esto se le restd el respectivo porcentaje
de AG presente en el blanco y luego se establecid la
relacién, aplicando la siguiente férmula descrita por
Amaro et al. (2012):

Biohidrogenacién=1-(AG C18 individual contenido
en la fermentacion después de 24 h de incubacién/
total de AG C18 en la fermentacién después de 24 h de
incubacién)/(AG C18 individual contenido en la dieta/
total de AG C18 en la dieta).

Analisis estadistico

La cinética de produccién de gas fue ajustada al
modelo de France et al. (2000); correspondiente a G
= A[l —exp—c(t-L)], donde G (ml/g) es el volumen de
gas acumulado en el tiempo (t); A (ml/g) es el volumen
de gas correspondiente a la digestiéon completa del
sustrato (asintota); C (%/hora) es la tasa constante
de produccién de gas y L (horas) es el tiempo de
colonizacién. El ajuste de los datos al modelo y las
estimativas de los pardmetros se realizaron a través de
PROC NLIN de SAS (2004).

El perfil de acidos grasos (ALC, ATV, AGCL),
biohidrogenacion, pardmetros de produccién de gas,
FP, digestibilidad de la MS, produccién de metano,
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pH y los AGYV, se analizaron mediante ANOVA en un
disefio completamente al azar (CAA). El efecto fijo en
el modelo correspondi6 al tratamiento experimental y
el efecto aleatorio al inéculo ruminal. La diferencia
entre promedios se analizé mediante prueba de Tukey,
con nivel de significancia del 5%, utilizando PROC
GLM de SAS (2004).

Adicionalmente, para dilucidar el efecto
de la leucaena sobre la composicién de AG en la
fermentacion, se realizaron contrastes ortogonales
utilizando PROC GLM de SAS (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Acido linoleico conjugado, trasvaccénico y otros
acidos grasos de cadena larga después de la
fermentacion ruminal

La proporcién de dcidos grasos después de la
fermentacion ruminal, se presenta en el Cuadro 2.
No se presentd efecto significativo del tratamiento
(p>0,05) sobre el contenido de ALC c9tll (4cido
ruménico). Igualmente, la comparacién de los
tratamientos con leucaena vs sin leucaena (ELC,
GLC, EGLC vs EC,GC,EGC) (Cuadro 3) no fue
significativa (p>0,05), indicando que la inclusién de
leucaena no tuvo efecto sobre este AG. No obstante, si
hubo un efecto significativo del tratamiento (p<0,05)
sobre el contenido de ATV (C18:1 tl1), linoleico
(C18:2 ¢9,12), linolénico (C18:3 ¢9,12,15) y estedrico
(C18:0). El tratamiento que incluia solo leucaena
como forraje (LC) presentd la mayor proporcion
de ATV (C18:1 tll) respecto a los tratamientos
GC y EGC, de linoleico (C18:2 c9,12) respecto a
GC, de linolénico (C18:3 ¢9,12,15) respecto a EC,
GC, y de estedrico (C18:0) con respecto a EGC.
Asimismo, las comparaciones entre los tratamientos
que inclufan leucaena respecto a los que no la incluian
(ELC,GLC,EGLC) vs (EC,GC,EGC) (Cuadro 3),
mostraron que la inclusién de leucaena aument6 el
porcentaje de estos dcidos grasos y hubo una tendencia
(p=0,08) a incrementar acido linolénico. Al comparar
el comportamiento de las gramineas EC contra GC,
no se presentaron diferencias significativas entre ellas
(p>0,05), en el contenido de ATV, linoleico, linolénico
y estedrico, cuando se encontraban solas o en mezcla
con leucaena.
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Cuadro 2. Acidos grasos (g de AG/100 g de AG totales) obtenidos en la fermentacién ruminal in vitro de los forrajes
de silvopasturas intensivas con leucaena y sus combinaciones mds adicién de concentrado, después de la
incubacién por veinticuatro horas. Medellin, Colombia. Julio del 2013.

Table 2. Fatty acids (g of FA/100 g of total FA) obtained in the in vitro ruminal fermentation of forages in intensive
silvopastures with Leucaena and their combinations plus concentrate addition, after incubation for twenty four
hours. Medellin, Colombia. July 2013.

Acidos grasos (AG) Tratamientos

EC GC EGC ELC GLC EGLC LC Valor p
C6:0 1,22 1,06 1,07 1,28 1,13 1,32 141 0,1300
C8:0 022 0,21 0.21 023 023 025 0,26 0,7114
C10:0 0,11 0,11 0,11 0,11 0,12 0,12 0,12 0,3476
C11:0 0,10 0,11 0,11 0,12 0,13 0,13 0,12 0,4222
C12:0 0,63 0,64 0,64 0,64 0,70 0,68 0,64 0.3805
C13:0 0,15 0,14 0,15 0,17 0,16 0,19 0,17 05678
C14:0 2,36 235 235 241 2,60 2,51 227 0,4455
C15+C14:1¢9 292 2,88 285 3,00 3,16 3,12 2,68 0,1030
Cl16 2451 23.86 23,58 2531 26,50 25,63 25,62 0,1734
C16:1¢9 0.36 034 0,52 0.39 039 0.40 042 03447
C17:0 1,01 1,04 1,00 1,04 1,15 1,11 1,03 0,1113
C17:1c10 5,72 9,51 7,34 4,07 0,29 2,21 2,22 0,0611
C18:0 2629 ab 2562 ab 2436 b 2664 ab 27770 a 27,76 a 2782 a 00136
C18:1¢9 453 4,08 4,60 496 5,01 4,70 482 02285
Cl18:1t9 453 425 6,23 2,62 287 2,89 1,15 0,7687
C18:1t11 14,18 ab 1353 b 1371 b 1507 ab 1537 ab 1512 ab 16,65 a 00155
C18:2¢9,12 2,14 bc 18 ¢ 2,18 bc 228 abc 243 ab 2,23 bc 2,73 a 00013
C18:2¢9t11 0,79 0,71 0,77 0,95 0,96 092 0.89 0.8193
C18:2t9,12 0,26 0,26 028 033 029 0,34 033 0,4098
C18:2¢10t12 0,30 0,28 0,30 035 0,33 0,38 0,34 04239
C18:2t10c12 0,53 048 0,52 0,53 0,61 0,62 0,71 0,1210
C18:2MX 0,25 0,17 0,24 0,23 0,26 0,23 0,22 0,2706
C18:3¢6,9,12 0,32 033 029 035 038 032 0.35 0.8588
C18:3¢9,12,15 155 b 1,74 b 19 ab 1,78 ab 2,16 ab 182 ab 238 a 00076
C20:0 0,96 0,92 093 1,01 1,05 1,03 1,07 0,1989
C20:1cl1 0,30 0,27 0,30 0,31 0,30 031 0,31 0,9688
C21:0 0,26 0,21 025 0,26 0,6874
C22:0 0,74 0,68 0,71 0,76 0,77 0,79 0,75 0,1649
C23+C20:3c11,14,17 0,80 0,74 0,76 0,81 083 085 0,75 0,2181
C24:0 1,23 1,08 1,13 1,22 1,22 1,27 1,20 0,0188
C24:1c15 0,6 0,54 0,57 0,67 0.6 0,68 0,58 0,4955

EC: Estrella 70% + concentrado 30%; GC: Guinea 70% + concentrado 30%; EGC: Estrella 35%+ Guinea 35% + concentrado
30%; ELC: Estrella 56% + leucaena 14% + concentrado 30%; GLC: Guinea 56% + Leucaena 14% + concentrado 30%;
EGLC: Estrella 28% + Guinea 28% + leucaena 14% + concentrado 30%; LC: leucaena 70% + concentrado 30% / EC:
Estrella 70 % + concentrate 30%; GC: Guinea 70% + concentrate 30%; EGC: Estrella 35% + Guinea 35% + concentrate
30%; ELC: Estrella 56 % + Leucaena 14% + concentrate 30%; GLC: Guinea 56% + leucaena 14% + concentrate 30%;
EGLC: Estrella 28% + Guinea 28 % + leucaena 14% + concentrate 30%; LC: leucaena70% + concentrate 30%.

Valores con letras diferentes en la misma fila difieren significativamente entre tratamientos (p<0,05) / Values with different
letters in the same row differ significantly between treatments (p <0.05).

Por otra parte, la inclusion de 14% de leucaena en La biohidrogenacion del dcido oleico C18:1 c9 fue de
la mezcla con graminea no afectd la biohidrogenacién 76 a 92%, la del acido linoleico C18:2 ¢9,12 de 47 a
de los 4cidos oleico, linoleico y linolénico (p>0,05). 55% y la del acido linolénico C18:3 ¢9,12,15 de 18 a
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Cuadro 3. Acidos grasos (g de AG/100 g de AG Totales) obtenidos en la fermentacién
ruminal in vitro de los forrajes y sus combinaciones mds adicién de concentrado,
después de la incubacion por veinticuatro horas. Medellin, Colombia. Julio, 2013.

Table 3. Fatty acids (g of FA/100 g of total FA) obtained in the in vifro ruminal fermentation
of forages and their combinations plus concentrate addition, after incubation for
twenty four hours. Medellin, Colombia. July, 2013.

Contrastes
Acidos grasos (AG) EC, GC, EGC ELC, GLC, EGLC Valor P
C6:0 1,11 b 124 a 0,0504
C8:0 0,21 0,23 0,2534
C10:0 0,10 b 0,11 a 0,0539
C11:0 0,10 b 0,12 a 0,0287
C12:0 0,63 0,67 0,1063
C13:0 0,14 0,17 0,1178
C14:0 235 2,50 0,1124
C15+C14:1¢9 2,88 b 309 a 0,0360
Cl6 2398 b 2581 a 0,0130
C16:1¢9 0,40 0,39 0,7311
C17:0 101 b 1,10 a 0,0168
C17:1c10 752 a 2,18 b 0,0053
C18:0 2542 b 2733 a 0,0024
C18:1¢9 440 b 489 a 0,0326
C18:1t9 5,00 281 0,2479
C18:1t11 13,80 b 15,18 a 0,0078
C18:2¢9,12 207 b 231 a 0,0088
C18:2¢9t11 0,75 0,94 0,1356
C18:219,12 026 b 032 a 0,0564
C18:2¢10t12 029 b 035 a 0,0497
C18:2t10c12 0,50 0,58 0,0994
C18:2MX 0,22 0,23 0,3998
C18:3¢6,9,12 0,30 0,35 0,3489
C18:3¢9,12,15 1,72 1,91 0,0858
C20:0 093 b 102 a 0,0252
C20:1cl1 0,28 0,30 0,5602
C21:0 0,24 0,25 0,3762
C22:0 0,70 b 0,77 a 0,0110
C23+C20:3cl1,14,17 0,76 b 082 a 0,0378
C24:0 1,14 a 023 b 0,0420
C24:1cl5 0,57 0,04 0,0921

EC: Estrella 70% + Concentrado 30%; GC: Guinea 70 % + Concentrado 30%; EGC: Estrella
35%+ Guinea 35% + Concentrado 30%; ELC: Estrella 56% + Leucaena 14% + Concentrado
30%; GLC: Guinea 56% + Leucaena 14% + Concentrado 30%; EGLC: Estrella 28% + Guinea
28% + Leucaena 14% + Concentrado 30%; LC: Leucaena70% + Concentrado 30% / EC:
Estrella 70% + Concentrate 30%; GC: Guinea 70% + Concentrate 30%; EGC: Estrella 35%
+ Guinea 35% + Concentrate 30%; ELC: Estrella 56% + Leucaena 14% + Concentrate 30%;
GLC: Guinea 56% + Leucaena 14% + Concentrate 30%; EGLC: Estrella 28% + Guinea 28% +
Leucaena 14% + Concentrate 30%; LC: Leucaena70% + Concentrate 30%.

Valores con letras diferentes en la misma fila difieren significativamente entre tratamientos (p<0,05)
/ Values with different letters in the same row differ significantly between treatments (p <0.05).
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39% (Cuadro 4). El tratamiento LC que incluyé 70%
de leucaena como unico forraje, tampoco afectd la
biohidrogenacién de estos tres dcidos grasos (p>0,05).

La mayor proporciéon de ATV, linolénico y
linoleico en la digesta de tratamientos que incorporaban
leucaena (Cuadro 3), y el no efecto de la leucaena
sobre la biohidrogenacién del 4acido oleico, linoleico
y linolénico (Cuadro 4), sugieren que el aumento en
ATV cuando se incluy6 leucaena comparado a cuando
no se incluyd, se debié a un aumento en sus precursores
(linoleico y linolénico). Asi, en los alimentos, el
AG linoleico: aumentdé 0,52% en EGLC vs EGC,
0,89% en ELC vs EC y 1,0% en GLC vs GC; el AG
linolénico: aument6 0,91% en GLC vs GC, 1,19% en
EGLC vs EGCy 1,7% en ELC vs EC. Por lo tanto, los
microrganismos, al tener a disposicién mayor cantidad
de sustrato, incrementaron la producciéon de ATV,
producto de la biohidrogenacién incompleta de los
AG insaturados con potencial para ir a tejidos. Lo que
estd de acuerdo con lo encontrado por otros autores,
quienes han reportado que el mayor consumo de dcido
linolénico y linoleico, y su posterior conversién en

ATV a nivel de rumen, aumenta los niveles de ALC
c9tll en leche (Griinari y Bauman, 1999; Chilliard
et al., 2007).

A pesar de que se han reportado varios efectos
adversos de d4cidos grasos trans en la salud humana,
también se ha mencionado que el efecto de los bio-trans
(trans producidos en el rumen por microorganismos) no es
el mismo que el de los trans-industriales, por el contrario,
algunos de ellos, como el ALC c9t11, ha sido reportados
con gran potencial para la salud humana. Asimismo, ATV
(4cido graso trans importante en la grasa de rumiantes) ha
tomado gran importancia, debido a que se ha encontrado
que puede servir como un precursor para la sintesis de
ALC ¢9t11 endégeno en los tejidos humanos (Ryhénen
et al., 2005; Mosley et al., 2006).

El AG estedrico, también se aumenté en los
tratamientos con leucaena, indicando que la inclusién
de leucaena también aumentdé el producto de la
BH completa, esto debido a la mayor cantidad de
precursores para la formacion de 4cido estedrico.

Varios estudios han relacionado una disminucién
en la BH con la inclusién de leucaena, que podria

Cuadro 4. Biohidrogenacién obtenida en la fermentacion ruminal in vitro de los dcidos grasos insaturados
C18 de los forrajes de pasto Estrella (C. plectostachyus), Guinea (M. maximus cv. Tanzania) y
Leucaena (L. leucocephala) y sus combinaciones mas adicién de concentrado, después de la
incubacién por veinticuatro horas. Medellin, Colombia. Julio del 2013.

Table 4. In vitro ruminal biohydrogenation of unsaturated C18 fatty acids from forages of Estrella (C.
plectostachyus), Guinea (M. maximus cv. Tanzania) and Leucaena (L. leucocephala) grasses
and their combinations plus concentrate addition, after incubation for twenty four hours.
Medellin, Colombia. July 2013.

Acidos grasos (AG) Tratamiento Valor P
EC GC EGC ELC GLC EGLC LC

C18:1c9 0,84 0,88 0,76 091 0,81 085 0,92 0,5427

C18:2¢9,12 0,50 0,55 0,52 0,51 0,50 0,51 047 04435

C18:3¢9,12,15 0,38 0,24 0,18 0,39 0,19 0,30 0,38 0,1644

Biohidrogenacién=1-(AG C18 individual contenido en la fermentacion después de 24 h de incubacién/total
de AG C18 en la fermentacién después de 24 h de incubacién)/(AG C18 individual contenido en la dieta/
total de AG C18 en la dieta) / Biohydrogenation= 1-(individual content of C18 FA during fermentation after
24 h of incubation/total content of C18 FA during fermentation after 24 h of incubation)/( individual content
of C18 FA in the diet/total content of C18 FA in the diet).

EC: Estrella 70% + concentrado 30%; GC: Guinea 70% + concentrado 30%; EGC: Estrella 35%+ Guinea
35% + concentrado 30%; ELC: Estrella 56% + leucaena 14% + concentrado 30%; GLC: Guinea 56% +
leucaena 14% + concentrado 30%; EGLC: Estrella 28% + Guinea 28% + leucaena 14% + concentrado
30%; LC: leucaena 70% + concentrado 30% / EC: Estrella 70% + concentrate 30%; GC: Guinea 70% +
concentrate 30%; EGC: Estrella 35% + Guinea 35% + concentrate 30%; ELC: Estrella 56% + leucaena 14%
+ concentrate 30%; GLC: Guinea 56% + leucaena 14% + concentrate 30%; EGLC: Estrella 28% + Guinea
28% + leucaena 14% + concentrate 30%; LC: leucaena 70% + concentrate 30%.
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deberse a su contenido de taninos (3,0 a 4,9%) (Garcia
et al., 2008), los cuales son compuestos fendlicos que
interfieren con los procesos digestivos por la unién de
proteinas de la dieta y por la disminucién de la actividad
de algunos microoganismos ruminales (Makkar, 2003).
Minieri et al. (2014), encontraron que dietas ricas en
taninos redujeron la biohidrogenacién en estudios
in vitro. No obstante, otros reportes han sugerido
que suplementando con alimentos ricos en taninos
se puede alterar favorablemente la biohidrogenacién
ruminal de 4cidos grasos insaturados, mejorando la
acumulacién de ATV y por lo tanto, el contenido de
ALC ¢9t11 en leche o carne (Khiaosa-ard et al., 2009,
Vasta et al., 2009). Se encontré mayor proporcion de
ATV en estudios in vitro, evaluando diferentes dosis
de taninos (Carrefio et al., 2014); sin embargo, estos
resultados han sido logrados utilizando dosis que
han sido consideradas como excesivas en taninos e
impracticas en condiciones de campo.

La leucaena utilizada en el presente estudio
presentd 4,24% de taninos totales (porcentaje de
4cido tanico). De acuerdo con la determinacion de
taninos realizada por Sallam et al. (2010) y Soltan
et al. (2013), el 66% de taninos totales es TC; de
acuerdo con esto, se estimé que la leucaena utilizada
en el presente estudio contuvo 2,8% de TC, cantidad
inferior a la reportada por Garcia et al. (2008) de
3,66% y por Sallam et al. (2010) de 3,25%. Por lo
tanto, la inclusién de 14% de leucaena en las mezclas
en estudio, contenian 5,93 g de dcido tanico/kg de MS,
que representd el 0,59% de la dieta. En estudios in
vitro, Minieri et al. (2014) reportaron una disminucién
en la BH de los 4cidos linoleico y linolénico utilizando
223 g de 4cido tdnico’kg de MS de taninos de
Quebracho. Asimismo, Khiaosa-Ard et al. (2009),
reportaron una inhibicién del paso final de la BH del
acido linolénico, utilizando 7,9% de la MS de taninos
condensados, y Carrefio et al. (2014), utilizando 6 y
8% de la MS, cantidades superiores a la utilizada en el
presente estudio.

La BH estd fuertemente influenciada por
metabolitos secundarios presentes en las plantas,
que incluye polifenol oxidasa (PPO) y taninos (Lee
et al., 2007; Cabiddu et al., 2010). Aunque hay
poca informacién disponible sobre los efectos de los
compuestos polifendlicos sobre la actividad de la
linoleico isomerasa (LA-I) en el rumen (Cabiddu et
al., 2009; 2010). Vasta et al. (2009) indicaron que los

346

taninos no interfieren con LA-I, pero interfieren con la
proliferacién microbiana; asi, los taninos no inhiben la
actividad de las enzimas microbianas, pero si cambian
la composicién de la poblacién microbiana ruminal,
situacién que pudo no haberse presentado en este
estudio, debido al bajo nivel de taninos empleado, lo
que no afect6 la BH.

La utilizacion de leucaena en el presente trabajo,
se realiz6 incorporando la cantidad de forraje
representativo de dietas observadas en los animales
en condiciones de campo; por lo tanto, los resultados
encontrados in vitro, tienen gran potencial que
deberian ser profundizados con mads investigaciones,
que permitan evaluar su efecto directamente en el
animal. Estudios previos realizados por Mahecha et al.
(2008) resaltaron la bondad del sistema silvopastoril
leucaena-estrella-guinea para la produccién de ALC
c9tll en leche; sin embargo, los efectos no pudieron
ser atribuidos totalmente al sistema, porque el objetivo
de la evaluacion fue comparar diferentes dosis de grasa
sobrepasante en animales pastoreando en el sistema
silvopastoril y no se utilizé un testigo con solo pastura.
Se han reportado porcentajes importantes de dcidos
grasos poliinsaturados en el misculo de novillos
pastoreando en sistemas silvopastoriles compuestos
por L. leucocephala, P. maximum 'y C. plectostachyus
(Rodriguez-Echevarria et al., 2013). De igual manera,
se deberia tener en cuenta la disponibilidad de forraje
aportado por la leucaena en el sistema, que podria
ser dependiente de la época climatica, asi como del
manejo del pastoreo en el sistema, ya que esto podria
afectar su porcentaje de inclusion por los animales en
la dieta y por lo tanto, cambiar el efecto. Mahecha
et al. (2000) reportaron una relacién de hasta 71:29
(graminea:leucaena), para algunos meses, en un sistema
con aproximadamente cuatro afios de establecido.

Parametros de fermentacion y produccion de metano

La cinética de la fermentacion, al igual que el FP,
no se vieron afectados por el tratamiento (p>0,05).
El porcentaje de digestibilidad de la materia seca
presenté diferencias significativas (p<0,05), siendo
el tratamiento LC el que se comportd de manera
diferente, presentando la menor digestibilidad; no
obstante, la inclusion de la leucaena en la mezcla no
afectd la digestibilidad de la materia seca, lo cual se
considera benéfico (Cuadro 5).
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La investigacion con leguminosas forrajeras, ha
sugerido que los taninos condensados pueden ayudar
a reducir la produccién de gas ruminal (Monforte-
Briceio et al., 2005). Hess et al. (2003) informaron que
la inclusion de leguminosas arbéreas con altos niveles
de taninos como un suplemento de gramineas con
bajos niveles de proteina, disminuy¢ la digestibilidad
de la materia seca. Sin embargo, en el presente
estudio, un nivel de inclusién de 14% de leucaena
en la dieta, no afecté la produccion de gas, ni la

digestibilidad de la MS, solo se vio un efecto sobre la
digestibilidad de la MS cuando la leucaena se incluyd
como tnico forraje en un 70% de la dieta; aunque la
digestibilidad de este tratamiento fue menor que en
los otros (64,77% vs 70,31 a 73,84%), su valor estuvo
dentro del reportado (60-70%) por Barros-Rodriguez
et al. (2012). No obstante, en este tratamiento, no se
presentaron diferencias para la produccién de gas y
cinética de fermentacion, debido posiblemente a que
se incluy6 un 30% de concentrado en la dieta y a que

Cuadro 5. Cinética de fermentacion, producciéon de metano, concentracién y proporcion de dcidos grasos voldtiles (AGV) producto
de la fermentacion ruminal in vitro de los forrajes de pasto Estrella (C. plectostachyus), Guinea (M. maximus cv. Tanzania)
y Leucaena (L. leucocephala) y sus combinaciones mds adicion de concentrado. Medellin, Colombia. Julio del 2013.

Table 5. Kinetics of fermentation, methane production, concentration and ratio of volatile fatty acids (VFA) produced by in vitro
ruminal fermentation of forages from Estrella (C. plectostachyus), Guinea (M. maximus cv. Tanzania) and Leucaena (L.
leucocephala) grasses and their combinations plus concentrate addition. Medellin, Colombia. Julio del 2013.

Variables Tratamientos

EC GC EGC ELC GLC EGLC LC Valor P

A (ml/g de MS inc) 289,08 24501 261,64 27422 260,92 270,86 26645 0,4233

¢ (/h) 0,046 0,050 0,053 0,050 0,046 0,050 0,040 0,4948

L (h) 4,07 4,86 497 437 5,17 4,64 4,66 0,9266

Digestibilidad (%) 7384 a 7132 ab 7366 a 7248 ab 7031 b 71,12 ab 64,77 ¢ <0,0001

FP (mg MS Deg/ml 1,92 2,30 2,22 2,03 2,07 1,99 2,12 0,3984

de gas)

Metano (48 h ml/g) 100,21 74,53 86,56 86,97 80,79 93,52 68,01 0,8334

Ms Inc

Metano (24 h ml/g) 24 44 22.82 24,86 23,56 2347 24,09 22,02 0,9971

Ms Inc

pH 691 6,84 6,82 6,88 6,89 6,83 6,85 0,5677

Total AGV (mmol/l) 38,320 37,100 36,020 37410 38,820 38,580 32,600 0,7568

Proporcién molar (% molar)

Acético 65,19 b 6566 b 6565 b 6599 b 6635 b 6634 b 6793 a <0,0001

Propidnico 2392 a 2347 a 234 a 2329 ab 2301 ab 2298 ab 2153 b 00145

Isobutirico 100 ab 109 a 106 a 099 ab 104 ab 101 ab 093 b 00142

Butirico 7,54 7,37 749 741 7,25 7,33 7,38 0,9928

Isopentandico 1,28 1,37 1,34 1,29 1,35 1,30 1,27 04934

Pentandico 1,03 1,03 1,03 1,01 0,99 0,98 0,93 0,0708

acetato:propionato 2,72 b 279 b 2.8 b 2,83 b 288 b 2,88 b 3,15 a 0,015

EC: Estrella 70% + concentrado 30%; GC: Guinea 70% + concentrado 30%; EGC: Estrella 35%-+ Guinea 35% + concentrado 30%;
ELC: Estrella 56% + leucaena 14% + concentrado 30%; GLC: Guinea 56% + leucaena 14% + concentrado 30%; EGLC: Estrella 28%
+ Guinea 28% + leucaena 14% + concentrado 30%; LC: leucaena 70% + concentrado 30%; A (ml/g): volumen de gas correspondiente
a la digestion completa del sustrato (asintota); C (%/hora):tasa constante de produccion de gas; L (horas): tiempo de colonizacién / EC:
Estrella 70% + concentrate 30%; GC: Guinea 70% + concentrate 30%; EGC: Estrella 35% + Guinea 35% + concentrate 30%; ELC:
Estrella 56% + leucaena 14% + concentrate 30%; GLC: Guinea 56% + leucaena 14% + concentrate 30%; EGLC: Estrella 28% + Guinea
28% + leucaena 14% + concentrate 30%; LC: leucaena 70% + concentrate 30%; A (ml/g): gas volumen from the complete digestion of
the substrate (asymptote); C (%/hour): constant gas production rate; L (hours): time of colonization.

Valores con letras diferentes en la misma fila difieren significativamente entre tratamientos (p<0,05) / Values with different letters in the
same row differ significantly between treatments (p<0.05).
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la variedad de leucaena utilizada, L. leucocephala cv.
Cunningham, se caracteriza por un bajo contenido
de taninos condensados, mimosina y una elevada
degradabilidad ruminal de las fracciones nutritivas
(Garcia et al., 2008), que no afectaron la fermentacion
microbiana. Igualmente, el FP utilizado como factor
de eficiencia microbiana no se vio afectado. Se ha
demostrado que los rumiantes pueden tolerar hasta
30% de leucaena en la dieta sin tener un impacto
negativo en la produccién (Yami et al., 2000; Ghosh
et al., 2007); este efecto se ha atribuido, en parte, a la
capacidad de ciertas bacterias del rumen de degradar
mimosina y sus metabolitos (Klieve et al., 2002).

No se presentaron diferencias significativas
(p>0,05) en la produccién de metano entre tratamientos
(Cuadro 5). En los dltimos afios, a la utilizacién como
alimento para rumiantes de algunas leguminosas como
la leucaena, se le atribuye un efecto en la reduccién
de las emisiones de gases de efecto invernadero, esto
debido a su contenido de compuestos secundarios
como los taninos (Jayanegara et al., 2011). En
general, se acepta que los taninos pueden afectar la
metanogénesis debido a un efecto directo sobre las
bacterias metanogénicas ruminales y arqueas, y a un
efecto indirecto, sobre la digestion de la fibra para
disminuir la produccién de hidrégeno, que es un
sustrato para estos microorganismos (Tavendale et al.,
2005). Ademads, se ha sugerido que un efecto inhibidor
de los taninos en la metanogénesis del rumen, se debe
a protozoos asociados a la produccién de metano
(Hess et al., 2003). Sin embargo, Tiemann et al. (2008)
no encontraron cambios en el patrén de fermentacién
o el numero de protozoos cuando el metano se redujo
en animales alimentados con leguminosas ricas en
taninos condensados. El efecto de los taninos sobre
los protozoos, bacterias, hongos y metandgenos del
rumen, es variable y en su mayoria dependen del tipo
de taninos, su origen y los niveles de suplementacion
(Patray Saxena, 2011). Tan et al. (2011) mostraron una
reduccién en la produccién de metano por inclusién
de 10 mg de TC/500 mg de MS. Sin embargo,
la produccién de metano no disminuyé cuando se
incorporaron 02% y 1,8% de taninos condensados
en la dieta (Sliwinski et al., 2002; Beauchemin et
al., 2007). En el presente estudio la inclusién de
14% de leucaena en la dieta, representd 1,96 mg de
TC/500 mg de MS, correspondiente a 0,39% de TC
de la MS de la dieta. Es posible que el bajo nivel de
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taninos empleado en las dietas en evaluaciéon (ELC,
GLC, EGLC), no haya afectado protozoos, bacterias,
hongos y metandgenos del rumen, asi como tampoco
se vio afectada la degradacién de la MS. Makkar
(2003) inform6 que un nivel de taninos entre 2 y 4%
de la MS (limite establecido en rumiantes), no afectd
el buen funcionamiento ruminal.

El efecto de los taninos en la reduccion de gases
de efecto invernadero, se atribuye principalmente a
una reduccion en la digestién de los alimentos (efecto
indirecto) (Barros-Rodriguez et al., 2014); reduccion
que no se presentd con niveles de inclusion de 14%
de leucaena utilizados en este estudio. Resultados
similares fueron reportados por Molina et al. (2013),
evaluando in vitro forraje de Guinea y leucaena, solos
y sus mezclas (90:10, 80:20 y 70:30, teniendo mayor
participacién las gramineas), mediante la técnica de
produccién de gas, donde la degradacion de la materia
seca y la produccién de metano g/kg de MS incubada
o g/kg de MS degradada a las 48 h de incubacién, no
fueron disminuidas por el tratamiento.

No se observaron diferencias significativas (p>0,05)
para pH, ni para el total de AGV, y aunque el tratamiento
LC presenté una mayor proporcion de acético y mayor
relacién acético:propidnico con respecto a todos los
tratamientos, los tratamientos que inclufan leucaena
en la mezcla (ELC, GLC, EGLC), presentaron un
comportamiento similar con respecto a los que no la
inclufan (EC, GC y EGC). Por lo tanto, la inclusién de
leucaena en la mezcla no afect6 la proporcién de AGV.

La presencia de compuestos secundarios en la
leucaena, tales como taninos condensados, forman un
complejo protefna-tanino que inhibe la actividad de
los microorganismos del rumen y resulta en cambios
en la ecologia del rumen, estos efectos limitan la
degradacién de los nutrientes y pueden causar una
reduccion en la produccion de dcidos grasos voldtiles
(AGV) (Ramana et al., 2000; Salem et al., 20006;
Galindo et al., 2009). Sin embargo, en el presente
estudio un nivel de inclusién de 14% de leucaena en
la dieta, no afect6 el pH, ni el total de AGV, debido
posiblemente, al bajo nivel de taninos.

El tratamiento que incluia solo leucaena como
forraje presentd la mayor proporcién significativa de
acético y mayor relacion acético:propiénico. Cuando se
evalud un sistema silvopastoril intensivo con leucaena,
también encontraron un patrén de fermentacion
ruminal acético (72,17% molar) (Galindo et al., 2009).
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La proporcién molar de isobutirico fue menor
para el tratamiento LC vs EGC y GC, debido
posiblemente a una menor degradacién de la proteina,
con respecto a estas gramineas. La utilizacién de
fuentes proteicas propician mayor disponibilidad de
compuestos como amoniaco, aminodcidos y péptidos,
asi como dcidos grasos de cadena corta ramificados, los
cuales se producen como resultado de la degradacién
de las proteinas (Bach et al., 2005). Por lo tanto, al
presentarse menor degradacion de la proteina (complejo
tanino-proteina), se disminuyé la proporcién de acido
isobutirico en el tratamiento LC. Sin embargo, este
efecto no se presentd en los tratamientos que incluian
14% de leucaena en la mezcla.

Al comparar el comportamiento de las gramineas
EC contra GC, no se presentaron diferencias
significativas (p>0,05) en los pardmetros de
fermentacién y produccién de metano, cuando se
encontraban solas o en mezcla con leucaena.

La mezcla de leucaena en un 14% con graminea
y concentrado, tiene un gran potencial en la
ganaderia, porque no tiene efectos negativos sobre la
fermentacién ruminal; por el contrario, aumentaron a
los acidos grasos reportados como benéficos para la
salud humana tales como ATV, linoleico y linolénico,
de suma importancia, dado que el aumento de estos
acidos grasos a nivel ruminal se relaciona con el
aumento de ALC c9t11 y de 4cidos grasos insaturados,
que podria ocurrir en la leche.

Es de esperar que dentro del desarrollo de
estrategias que permitan aumentar los dcidos grasos
benéficos en la leche de ganaderias colombianas,
los sistemas silvopastoriles de leucaena con Estrella
y/o Guinea, ofrezcan una ventaja comparativa en
la produccién de leche con alto contenido de acido
linoleico conjugado c9t11 y mayor proporcién de
acidos grasos insaturados.
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