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SINTESIS

Con el objetivo de caracterizar la dinamica de fermentacion, la composicion quimica y el
valor nutritivo in vitro de ensilajes de planta entera de sorgo con niveles de inclusién de
pulpa de citrico fresca se realizaron dos experimentos. En el primero se evalué pH,
temperatura, contenido de N-NHs, acidos grasos de cadena corta y las caracteristicas
organolépticas como indicadores de calidad fermentativa de los ensilajes, ademas, se
determind la composicion bromatolégica. Se empled un disefio factorial con distribucion al
azar y cuatro tratamientos con las proporciones sorgo:pulpa, 100, 75:25, 50:50 y 25:75 %,
cuatro momentos (14, 28, 42 y 56 dias) y seis repeticiones para cada momento. En el
segundo experimento se determind el valor nutritivo mediante la técnica de produccién de
gas in vitro para determinar la cinética de produccion de gas, asi como indicadores quimicos
y gravimétricos. Se utilizé un disefio en bloques al azar. Los valores de pH en los ensilajes
evaluados oscilaron entre 3,29 y 4,32 y los de N-NHs entre 0,21 y 4,92 %N-NH3/NT
(P<0,0001), incrementandose con el transcurso de la evaluacion. Los ensilajes evaluados
presentaron indicadores de calidad fermentativa dentro de los pardmetros establecidos. El
contenido de MS se comporto entre 21,57 y 36,52 % y disminuy6 con el incremento del nivel
de pulpa de citrico en los ensilajes. El contenido de FDN presenté diferencias significativas
entre los tratamientos (P<0,0001) y se incrementd durante toda la evaluacién al disminuir el
porcentaje de inclusion de pulpa de citrico. Los contenidos de Ca, Mg y P presentaron
niveles adecuados para los requerimientos de rumiantes en pastoreo. En cuanto a la
produccion acumulada de gas, los tratamientos 75:25 y 25:75 % de sorgo y pulpa de citrico,
presentaron los mayores perfiles, mientras que la mayor DAIVMS y DAIVMO correspondio
a las proporciones 50:50 y 25:75 % de sorgo y pulpa de citrico. La evaluacion de la dinamica
de fermentacion, la composicion quimica y el valor nutritivo in vitro de las formulaciones de
ensilajes de sorgo y pulpa de citrico indican que presentaron buena calidad y que las
proporciones 50:50 y 25:75 mostraron las mejores caracteristicas como alimento promisorio

en la suplementacion de rumiantes.

Palabras claves: Ensilajes, sorgo, pulpa de citricos, fermentacion, niveles de inclusion



ABSTRACT

In order to characterize the fermentation dynamics, chemical composition and in vitro
nutritional value of whole sorghum plant silages with inclusion levels of fresh citrus fruit pulp,
two trials were conducted. In the first one, pH, temperature, content of N-NHs, short-chain
fatty acids and organoleptic characteristics, were evaluated as indicators of fermentative
quality of the silages; in addition, the bromatological composition was determined. A factorial
design was used with random distribution and four treatments with the sorghum:pulp ratios,
100, 75:25, 50:50 and 25:75 %, four moments (14, 28, 42 and 56 days) and six repetitions
for each moment. In the second trial, the nutritional value was determined through the in vitro
gas production technique to determine the gas production kinetics, as well as chemical and
gravimetric indicators. A randomized block design was used. The pH values in the evaluated
silages oscillated between 3,29 and 4,32, and the N-NHs values varied between 0,21 and
4,92 %N-NHs/NT (P<0,0001), increasing with the course of the evaluation. The evaluated
silages showed fermentative quality indicators within the established parameters. The DM
content was between 21,57 and 36,52 % and decreased with the increase of the citrus fruit
pulp level in the silages. The NDF content showed significant differences among the
treatments (P<0,0001) and increased throughout the evaluation when decreasing the citrus
fruit pulp inclusion percentage. The Ca, Mg and P contents showed adequate levels for the
requirements of grazing ruminants. Regarding the cumulative gas production, the treatments
75:25 and 25:75 % of sorghum and citrus fruit pulp showed the highest profiles; while the
highest IVDMD and IVOMD corresponded to the proportions 50:50 and 25:75 % of sorghum
and citrus fruit pulp. The evaluation of the fermentation dynamics, chemical composition and
in vitro nutritional value of the formulations of sorghum and citrus fruit pulp silages indicate
that they showed good quality and that the proportions 50:50 and 25:75 had the best

characteristics as promising feedstuff in ruminant supplementation.



ABREVIATURAS

" segundos

%: porciento

%N-NH3/NT: porcentaje de nitrdgeno amoniacal respecto al nitrégeno total
" minutos

+: Mas menos

°: grados

°C: grado centigrado

AGCC: acidos grasos de cadena corta

ANOVA: andlisis de varianza

AOAC: asociacion oficial de andlisis quimicos

BPAL: bacterias productoras de &cido lactico

C2H402: &cido acético

C3HeO,: &cido propidnico

C4HsO2: &cido butirico

Ca: calcio

CHas: metano

cm: centimetro

CNF: carbohidratos no fibrosos

COz2: diéxido de carbono

cv.: cultivar

DAIVMO: digestibilidad aparente in vitro de la materia organica
DAIVMS: digestibilidad aparente in vitro de la materia seca

DMO: digestibilidad de la materia organica



EE+: error estandar

EEPFIH: Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey
FB: fibra bruta

FDA.: fibra detergente &cido
FDN: fibra detergente neutro

g: gramo

h: hora

H20: agua

ha: héctarea

ICA: Instituto de Ciencia Animal
kg: kilogramo

KOH: hidréxido de potasio

L: litro

LN: latitud norte

LO: longitud oeste

m: metro

Mg: magnesio

mg: miligramo

mL: mililitro

mm: milimetro

mmol: milimol

MO: materia organica

MOinc: materia organica incubada

MS: materia seca



msnm: metros sobre el nivel del mar

N: normal

NHs: amoniaco

N-NHs: nitrgeno amoniacal

NT: nitrégeno total

Oz2: oxigeno

P: fosforo

PB: proteina bruta

PG: produccion de gas

pH: grado de acidez

PLL: periodo lluvioso

PPLL: periodo poco lluvioso

ppm: partes por millén

SSP: sistema (s) silvopastoril (es)

T1: 100 % sorgo

T2: 75:25 % de sorgo y pulpa de citrico
T3: 50:50 % de sorgo y pulpa de citrico
T4: 25:75 % de sorgo y pulpa de citrico
TPGIV: técnica de produccion de gas in vitro
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Introduccion

Introduccién

Los forrajes son una parte esencial de las raciones en las dietas de los rumiantes para
mantener la funcion ruminal y el desarrollo de los microorganismos del rumen (Xue, 2020).
Por tanto, conocer su valor como alimento y su forma de conservacion mas apropiada es de
gran importancia para los sistemas de produccién, tanto en la region tropical, como en la
region templada donde existe una evidente estacionalidad en la produccion de forrajes (Li
et al., 2019). Este forraje bien conservado es necesario para la produccion animal durante
los periodos de escasez de alimento.

En el tropico los rumiantes basan su alimentacion en el consumo de pastos y forrajes. Sin
embargo, el crecimiento y la productividad de las pasturas depende de las condiciones
climaticas existentes en la regién, principalmente la distribucién anual de las lluvias, la cual
determina una elevada disponibilidad de forraje en el periodo lluvioso (PLL), en contraste
con una escasa o nula disponibilidad de alimento en el periodo poco lluvioso (PPLL). En
conjunto con otros factores del ambiente, el manejo del rebafio y del recurso pastizal,
repercuten en que los pastos no logren su potencial productivo y nutricional, asi como una
adecuada persistencia en el tiempo. Esto conlleva a que la produccion animal enfrente
situaciones de marcado déficit alimenticio, tanto en calidad como en cantidad de nutrientes,
fundamentalmente en el PPLL (Ku Vera, 2010; Canesin, 2014). Como resultado de la
escasez de forrajes, el ganado sufre graves pérdidas de peso, lo cual afecta la
productividad, la salud y la reproduccion del rebafio (Asaolu et al., 2015).

Por esta razén se impone la busqueda de alternativas tecnologicas para alimentar el
ganado, gue no compitan con la alimentacion humana, que sean econdémicamente factibles,
amigables con el medioambiente, que contribuyan a reducir los costos y no compliquen el
sistema de manejo en las explotaciones ganaderas a la vez que mejoren su eficiencia
(Campos-Granados y Arce-Vega, 2016); como la utilizacion de fuentes alimenticias a base
de ensilaje, henolaje y subproductos agroindustriales conservados, que permiten subsanar
la deficiencia nutricional del rebafio a bajo costo (Asar et al., 2010), obtener productos en
mayores cantidades y con alto valor biologico durante la conservacion (Fernandez-Herrero
et al., 2013) y a su vez, reducir la pérdida de nutrientes por rapido deterioro y compensar

los costos de produccién (Ali et al., 2014).



Introduccion

Entre las iniciativas mas ventajosas se encuentra la confeccion de ensilajes, que garantiza
sin ocasionar grandes transformaciones en la calidad nutricional del alimento, conservar el
exceso de forraje producido durante el PLL para su utilizacion en el periodo de menor
disponibilidad (Morales et al., 2016). Por otra parte, los ensilajes son una contribucién
importante para optimizar el funcionamiento de los sistemas de produccion animal en zonas

tropicales y subtropicales (Alonso et al., 2013).

En ese sentido, el uso de la planta entera de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) y de
residuos agroindustriales, como el bagazo o pulpa de citrico, pueden constituir alternativas
de fuentes vegetales a utilizar en la confeccion de ensilajes para suplir el déficit de alimento

de los rumiantes durante el PPLL.

Problema de investigacion

¢, Cudl es la mejor combinacién de planta entera de sorgo mezclada con pulpa de citrico
fresca para lograr un buen proceso de ensilado y un alimento de adecuado valor nutritivo

para la alimentacion de rumiantes?
Hipotesis de trabajo

La caracterizacion de la calidad del proceso fermentativo, la composicién quimica y la
estimacion del valor nutritivo in vitro de formulaciones de ensilaje en base a planta entera
de sorgo y pulpa de citrico fresca, permitira determinar las mejores combinaciones a evaluar
como suplemento en el periodo seco, en rumiantes alimentados en pastoreo de gramineas

mejoradas y leucaena.
Objetivo general

Evaluar la dinamica del proceso fermentativo, la composicion quimica y el valor nutritivo in

vitro de formulaciones de ensilaje en base a planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca.

Objetivos especificos



Introduccion

Caracterizar la dinamica del proceso fermentativo y la composicidbn quimica de
formulaciones de ensilaje en base a planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca.
Determinar el valor nutritivo in vitro de formulaciones de ensilaje en base a planta

entera de sorgo y pulpa de citrico fresca.



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA



Revision bibliografica

I. Capitulo I. Revision bibliogréafica
[.1 Rumiantes

Segun Elghandour et al. (2015), los rumiantes son mamiferos que se han especializado en
consumir material vegetal fibroso como celulosa, hemicelulosa y pectina, muy poco
digestibles para las especies de estbmago simple (monogastricas). Basada en esta
diferencia fundamental, la fisiologia digestiva de este grupo animal adquiere caracteristicas
particulares, que los convierte en uno de los grupos mas especializados y desarrollados
dentro de los mamiferos (Valadares-Filho y Pina, 2006). Las principales caracteristicas se
observan en la porcién anterior del tubo digestivo, ya que los érganos responsables del
proceso de degradacién de los alimentos ubicados anteriores al abomaso (estbmago
glandular o verdadero) son denominados preestomagos. Ademas, estos animales
presentan una gran capacidad géastrica, la cual es necesaria para mantener los alimentos el

tiempo suficiente para ser digeridos (Ehrlich et al., 2019).

La degradacion del alimento se realiza generalmente por digestion fermentativa y no por
accion de enzimas digestivas, y los procesos fermentativos los realizan diferentes grupos
de microorganismos que se alojan en los diverticulos estomacales del rumiante (Castillo-
Gonzalez et al., 2014; Diaz, 2017).

Por estarazon, se debe tener presente que, al alimentar a los rumiantes, primero se alimenta
a los microorganismos ruminales (Rodriguez, 2003), y, que, segun Albores-Moreno et al.
(2017) para el buen desarrollo de esta microbiota, tiene que haber un medio ruminal
favorable. De esta forma hay una simbiosis entre los microorganismos y el animal

hospedador.

[.1.1 El rumen y sus particularidades

El rumen es un ecosistema anaerobico que presenta caracteristicas muy particulares de
acidez (pH) y temperatura y, se encuentra habitado por una de las mas complejas, variadas,
densas y activas poblaciones microbianas conocidas en la naturaleza, representada por
bacterias, hongos, protozoos, arqueas (Uyeno et al., 2015; Patra et al., 2017) y, en menor
medida, bacteriéfagos (Galindo et al., 2017).
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Este 6rgano no produce enzimas capaces de hidrolizar las uniones (3-1,4 y B-1,6
glucosidicas presentes en la celulosa y otros componentes que constituyen las paredes
celulares de los vegetales. Sin embargo, contiene el mayor complejo enzimatico que se
conoce, sitio principal de degradacion de la celulosa, hemicelulosa y lignina presentes en

los materiales fibrosos (Gonzalez et al., 2011).

En el ecosistema ruminal los microorganismos endosimbiontes transforman los hidratos de
carbono ingeridos por el rumiante en acidos grasos de cadena corta (AGCC) Diaz (2017),
estos le proporcionan al animal la mayor parte de la energia que requiere para sus procesos
metabdlicos (Galindo et al., 2017). Por otro lado, el amonio constituye la principal fuente
para la sintesis de proteina microbiana, entre un 50 y 70 % del total (Castillo-Lopez y
Dominguez-Ordoéfiez, 2019), incrementdndose el crecimiento bacteriano al incorporar

péptidos y amino&cidos en la dieta.

La comunidad microbiana que habita el rumen se caracteriza por su alta densidad de
poblacién, y amplia diversidad y complejidad de interacciones. Contiene un gran nimero de
bacterias, mas de 10! células/mL, que comprenden aproximadamente 200 especies (Petri
et al., 2012) protozoos ciliados (10%-108 células/mL), distribuidos en 25 géneros, hongos
anaerobios del rumen (103-10° zoosporas/mL), divididos en 6 géneros y, bacteriéfagos, 107-
10° particulas/mL (Kumar et al., 2009).

Las bacterias constituyen la mayor y mas diversa comunidad microbiana presente en el
rumen, donde realizan varias funciones importantes para el desarrollo del rumiante. De
acuerdo a la utilizacion de sustratos y productos finales que producen, se clasifican en
celuloliticas, hemiceluloliticas (Koike y Kobayashi, 2001), amiloliticas, proteoliticas,
fermentadoras de azucares, bacterias que utilizan los acidos, metanogénicas (Cheng et al.,
2009), lipoliticas, pectinoliticas, bacterias sintetizadoras de vitaminas y de aminoacidos
como fuente de energia (Edwards et al., 2004; Stevenson y Weimer 2007). También se
presentan en cantidades diferentes, segun la especie animal y la dieta que consumen (Yang
et al., 2010; Malmuthuge y Guan, 2017).

Los protozoos son microorganismos que presentan un tamano relativamente grande (entre
15 y 200 micras). Son anaerobios estrictos y por lo general se dividen en dos grupos:

holotricos y entodiniomorfos. Los holotricos tienen la superficie del cuerpo cubierta de cilios
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y su forma es ovalada o redonda, son maéviles y utilizan carbohidratos no fibrosos (CNF),
fundamentalmente solubles. Los entodiniomorfos son mas complejos en cuanto a su
morfologia, y mas especificos en sus requerimientos nutritivos (Salas y Echeverry, 2010).
Existen otros criterios para clasificar a los protozoos ruminales, por ejemplo, Diaz (2017) los
clasifica en ciliados y flagelados. Segun Galindo et al. (2017) estos microorganismos
mejoran la digestibilidad del alimento y estabilizan el pH del rumen en los animales que

consumen dietas ricas en almidon.

Por otra parte, los hongos son generalmente anaerobios y se encuentran en forma de
zoosporas y esporangios (Bedoya-Mazo et al., 2016). Estos microorganismos tienen gran
habilidad para colonizar paredes celulares lignificadas y debilitar los tejidos fibrosos de las
plantas (Diaz, 2017). Poseen una potente bateria enzimética (celulasas, xilanasas y
esterasas), que les permiten la degradacién de los componentes estructurales de la pared
celular de las plantas y la fermentacion de los monosacaridos resultantes (Castillo-Gonzalez
et al., 2014).

[.2 Alimentacién de rumiantes en el trépico

En los sistemas ganaderos, la alimentacion del rebafio es la principal fuente de gastos,
sobre todo al emplear concentrados a base de maiz o soya, los cuales tienen precios
elevados, debido a su demanda para la alimentacion humana y los animales monogastricos
(Campos-Granados y Arce-Vega, 2016; Hernandez-Montiel et al., 2017). Por tanto, se hace
imprescindible la busqueda de nuevas alternativas, de menor costo y amplia disponibilidad,

para la alimentacion del rebafio en las explotaciones productivas (Lazo-Salas et al., 2018).

En los sistemas ganaderos tropicales la alimentacién de los animales es a base de pastos
y forrajes. Estos son la fuente principal de nutrientes y la mas econémica para los rumiantes
en el tropico, ya que le aportan al animal entre el 40 y el 90 % de sus requerimientos
nutricionales (Uvidia et al., 2015) y su digestibilidad in vitro fluctia en funcién de la especie
utilizada, la época del afio, el estado de madurez de la planta, asi como el manejo que esta
reciba. Barros et al. (2012) informan valores de digestibilidad in vitro de la materia seca de
68,3 % para Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, mientras que Megathyrsus maximus
(Jacq.) B.K. Simon & Jacobs y Cynodon nlemfuensis Vanderyst presentaron 59,7 y 58,4 %,

respectivamente. Estudios realizados por Gonzalez et al. (2012) encontraron que la
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digestibilidad in vitro de la materia organica de varias especies de gramineas y leguminosas

tropicales oscilo entre 29,6 y 66,7 %, encontrandose valores mayores en las leguminosas.

Sin embargo, la produccion de pastos y forrajes varia durante el afio, ya que el PPLL se
caracteriza por una menor disponibilidad de biomasa, mientras que en el PLL se producen
excedentes de biomasa forrajera que se pierden si no se conservan de manera eficiente
(Paytan et al., 2017). Por lo que, es fundamental en los sistemas ganaderos disponer de
forraje de calidad durante el PPLL, donde los pastizales y las pasturas tropicales
practicamente no crecen y lo que esté en pie es de baja calidad.

Una de las alternativas de alimentacion para rumiantes en el tropico, es la introduccion de
sistemas silvopastoriles (SSP), entre ellos la siembra de arboles en los potreros, el uso de
cercas vivas, cortinas rompevientos y bancos forrajeros. Los SSP, al tiempo que mejoran la
calidad nutricional de la dieta, también ayudan a liberar areas degradadas para permitir en
ellas la regeneracion natural, convertirse en sumideros de carbono y habitat de diversos
organismos o corredores biolégicos que permiten la conectividad entre ecosistemas

(Villanueva-Naranjo, 2018; del Pozo, 2019; Ballesteros-Correa et al., 2019).

Segun Murgueitio et al. (2015), L. leucocephala (Lam.) de Wit, llamada leucaena, acacia
forrajera o carbonero blanco, es una leguminosa perenne, con un amplio potencial para la
alimentacion de los rumiantes y capaz de crecer con gramineas acompafiantes en
condiciones tropicales y subtropicales, caracteristicas que le han propiciado ser una de las
plantas arboreas mas utilizadas en la implementacion de los SSP por su contribucion para

generar sistemas mas productivos y sostenibles en las condiciones del trépico.

Barros et al. (2012) y Cardona et al. (2015) mencionaron que el follaje de leucaena contiene
29 % de proteina bruta (PB), es altamente digestible (63 %; in vitro) y su produccion de
biomasa permanece constante a lo largo del afio. Otros estudios realizados por Cristobal et
al. (2019) plantean que la incorporacion de esta leguminosa en los SSP representa una
alternativa para incrementar la produccion de carne y leche de rumiantes, ya que provee de
forraje rico en nutrientes indispensables, como el nitrégeno, para el crecimientoy la

productividad de los animales.

Por otra parte, una manera de lograr disminuir el déficit de alimentacion que sufre el ganado

durante el PPLL es conservar o transferir una porcion del forraje producido en el periodo de
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mayor produccion hacia el momento en el que escasea el pasto. De esta manera, se puede
mantener estable la oferta de alimento durante todo el afio. El forraje se puede conservar
en silos (conservacion en forma humeda, fermentacion sin Oz2) o como heno (forraje seco)
y en forma de harina de hierba, variantes que permiten conservar el exceso de forraje
producido durante el PLL, para ser suministrado en el PPLL (Morales et al., 2016; Mapato y
Wanapat, 2018). En ese sentido, la produccion de ensilajes mixtos permite aprovechar los
excedentes de forrajes que se producen en determinadas épocas del afio, facilitar la
inclusion de subproductos agroindustriales en la alimentacién de bovinos, incrementar la

carga animal y mejorar el balance de la dieta (Zu Ermgassen, 2018).
[.3 Ensilaje como método de conservaciéon de alimentos

El ensilaje es un método de conservacion de forrajes en estado humedo mediante
fermentacién que conduce a la acidificacién, en el que se inhibe el crecimiento de
microorganismos que degradan la materia organica (MO). El material a ensilar puede ser
preservado con acidos, sean estos agregados o producidos en el proceso de fermentacion,
y es llevado a un depésito de dimensiones y forma variable denominado silo, al abrigo del
aire, la luz y la humedad exterior, en el que se dispone el alimento en capas uniformes se

elimina el aire mediante compresidn y se cubre finalmente (Mogodiniyai, 2016).

El forraje que se ensila, segun Sanchez (2018), experimenta una serie de transformaciones
fisicas y quimicas que definen su calidad como consecuencia de la accion de las enzimas
de la planta y la microbiota epifita de los forrajes, en particular las bacterias productoras de
acido lactico (BPAL) o las que se puedan incorporar de manera voluntaria (aditivos) y/o

accidental (contaminacion con suelo o similar).

Con el uso adecuado de esta técnica de conservacion, los forrajes se almacenan con un
minimo de pérdidas de materia seca (MS) y de nutrientes, ademas, mantienen una buena
palatabilidad por el ganado. El propdsito es conseguir un valor nutricional y un estado fisico-
qguimico similar al del forraje en el momento de la cosecha (Caraballo, 2012). La utilizacion
de ensilajes para la alimentacion animal es favorable, debido al bajo costo y elevado
rendimiento biolégico del producto final que se obtiene (Latsch y Sauter, 2013). Ademas,
estudios realizados por Oliviera et al. (2015) plantean que el ensilaje permite aumentar el

namero de animales por hectarea, la sustitucién o complementacion de los concentrados, a
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la vez que favorece manejar el ganado en forma intensiva, semi-intensiva o estabulada. Por
consiguiente, permite reducir los riesgos de contaminacion, aminorar los niveles de
metabolitos secundarios o factores anti-nutricionales que puedan estar presentes en el
follaje de algunas plantas y garantizar un suministro permanente a los animales (Estrada et
al., 2013).

La calidad final del ensilado depende, tanto de las materias primas, como de la
implementacion adecuada de la técnica. Entre los factores relativos a la materia prima
destacan la edad de corte, el nivel de humedad, el tamafio de las particulas, la porosidad
de la masa forrajera y la resistencia a la compactacion (Latsch y Sauter, 2013); mientras
que la calidad fermentativa estd determinada por la concentracion de &cidos organicos,

nitrégeno amoniacal (N-NH3) y pH (Santana, 2004; Mapato y Wanapat, 2018).

El proceso del ensilaje se puede dividir en cuatro etapas, segun Wilkinson y Davies (2013),
una vez que el material fresco ha sido almacenado, compactado y cubierto para excluirlo

del aire.
1.3.1 Primera etapa: Fase Aerdbica o Enzimética

Esta fase dura pocas horas. El Oz presente en la masa vegetal disminuye rapidamente
debido a la respiracion de las células vegetales y los microorganismos aerobios y aerobios
facultativos, como las levaduras y enterobacterias. Ademas, hay actividad de varias enzimas
vegetales, como las proteasas y las carbohidrasas, siempre que el pH se mantenga en el
rango normal para el jugo del forraje fresco pH 6,0 a 6,5 (Rodriguez et al., 2017).

La presencia en el ensilaje de las levaduras es indeseable porgue bajo condiciones
anaerobias fermentan los azlUcares y producen etanol y CO2 como productos finales
(Beretervide, 2015). La produccion de etanol disminuye el aztcar disponible para producir
acido lactico y produce un mal gusto en la leche al emplear estos ensilajes para alimentar
vacas lecheras (Randby et al., 1999). En condiciones aerobias muchas especies de
levaduras degradan el acido lactico en COz y H20, lo que eleva el valor del pH del ensilaje

y permite el desarrollo de otros microorganismos indeseables (McDonald et al., 1991).

Gallardo (2013) y Rodriguez et al. (2017) mencionan que la mayoria de las enterobacterias
gue se encuentran en el ensilaje no son patdégenas, su desarrollo en el ensilaje es perjudicial
porque compiten con las BPAL por los azlcares disponibles y porque degradan las
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proteinas, esta degradacion proteica causa una reduccion del valor nutritivo del ensilaje y

genera compuestos toxicos como aminas biogénicas y acidos grasos de cadena multiple.
[.3.2 Segunda etapa: Fase de Fermentacion o Anaerobia

Se inicia al producirse un ambiente anaerobio, esta puede extenderse de 7 a 14 dias, en
funcién de las caracteristicas del material ensilado y de las condiciones ambientales en el
momento del ensilaje (Alpizar, 2010). Segun Ojeda et al. (1991) y Beretervide (2015), si la
fermentacion se desarrolla con éxito, la actividad de las BPAL proliferara, convirtiéndose en
la poblacion predominante y, debido a la produccion de AGCC, el pH bajara a valores entre
3,8 a 5,0. Los AGCC mas frecuentes en el ensilaje son: acético, butirico y lactico, y la
relacion entre ellos determina la calidad de conservacion y la aceptabilidad posterior del

ensilado por parte de los animales (Acosta, 2002).

Las BPAL pertenecen a la microbiota epifitica de los vegetales y, las mas comunes que se
asocian con el proceso de ensilaje, pertenecen a los géneros Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus y Streptococcus. Todos los miembros de las
BPAL son aerbbicos facultativos, pero muestran cierta preferencia por la condicion
anaerobia (Hammes et al., 1992). La acidez generada por estos microorganismos evita el
crecimiento de bacterias del género Clostridium (Gallardo, 2013; Rodriguez et al., 2017) que

producen fermentaciones indeseables, como la butirica.
1.3.3 Tercera etapa: Fase Estable

En esta etapa, la mayoria de los microorganismos de la fase de fermentacion lentamente
reducen su presencia, algunos acidofilos sobreviven este periodo en estado inactivo; otros,
como clostridios y bacilos, sobreviven como esporas, y soOlo algunas proteasas y
carbohidrasas y microorganismos especializados como Lactobacillus buchneri, que toleran
ambientes acidos, continian activos, pero a menor ritmo (Beretervide, 2015). Si el ambiente
se mantiene sin aire, ocurren pocos cambios, algunas bacterias indeseables en esta fase

estable son las bacterias acidofilas, 4cido tolerantes y aerobias.
I.3.4Cuarta etapa: Fase de Deterioro Aerobio

Ocurre en todos los ensilajes, al ser abiertos y expuestos al aire para su empleo en la

alimentacion animal, pero puede ocurrir antes, por dafio de la cobertura del silo provocado
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por un accidente o la accidén de aves o roedores. El periodo de deterioro se puede dividir en
dos etapas, la primera se debe al inicio de la degradacion de los acidos organicos que
conservan el ensilaje, por accion de levaduras y, ocasionalmente, por bacterias que
producen &cido acético (Kung, 2000). Por lo cual aumenta el valor del pH, lo que garantiza
el inicio de la segunda etapa de deterioro, donde se constata un aumento de la temperatura
y la actividad de microorganismos que deterioran el ensilaje. También incluye la actividad
de otros microorganismos aerobios, igualmente facultativos, como mohos y enterobacterias

(Contreras-Govea et al., 2011).
I.4 Valor nutritivo de ensilados para rumiantes

Los avances alcanzados en el campo de la nutricion de rumiantes hacen necesario un
conocimiento cada vez mas preciso del valor alimenticio de los forrajes, tanto frescos, como
conservados, los cuales constituyen, en el trépico la mayor y mas econdmica fuente para la
alimentacion de los animales, por lo que, es sumamente importante conocer el valor
alimenticio de los diferentes forrajes verdes o conservados que pueden formar parte de la
racion y que permitan exteriorizar el maximo potencial productivo de los animales (Caceres
y Gonzélez, 2000). En el tropico, los ensilajes se encuentran entre los ingredientes dietéticos
mas comunes utilizados en los sistemas de produccién de carne y leche bovina (Queiroz et
al., 2018), de ahi la importante para los productores de conocer su calidad como alimento

para determinar su nivel de inclusién en una racion (Royon, 2017).

El conocimiento de la composicion quimica de un alimento permite predecir su valor
nutritivo, el cual viene dado por su contenido de principios alimenticios y la digestibilidad de
los mismos. En consecuencia, el valor nutritivo de un forraje debe reflejar su capacidad de
satisfacer los requerimientos nutricionales de un animal para un objetivo de produccion
particular y, la mejor manera de expresarlo, es a través de la respuesta o produccion animal
obtenidas (Trujillo y Urriarte, 2015). Segun Pifieiro-Vazquez et al. (2013), la calidad nutritiva
de un alimento estd en funcién de la proporcién, el nivel de consumo, la digestibilidad, el
contenido de nutrientes y la eficiencia en que estos pueden ser metabolizados y utilizados

por los animales.

Sin embargo, el analisis quimico no es suficiente para conocer el valor nutritivo de los

alimentos, también es importante considerar los procesos asociados con su digestion,
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absorcion y metabolismo (Posada et al., 2012). Las pruebas de digestibilidad permiten
estimar la proporcién de nutrientes presentes en una racion que puedan ser absorbidos por
el aparato digestivo del animal y que, por tanto, no se eliminan con las heces (Pond et al.,
2002).

En los ensilajes, el valor nutritivo esta determinado, principalmente, por la composicion del
forraje al momento de la cosecha (fibra, materias nitrogenadas, minerales, hidratos de
carbono, etc.) y por las modificaciones quimicas que tienen lugar durante el proceso de
ensilado, que viene definida por los productos finales de las fermentaciones que tienen lugar
en el mismo. Este valor nutritivo es siempre menor en relacién al material de origen y la
magnitud de estos cambios es dependiente de las medidas que se adopten para conducir
el proceso de conservacion técnicamente en la forma mas adecuada, al considerar el valor
nutritivo como una funcién del consumo voluntario, digestibilidad y eficiencia de utilizacion
de los nutrientes digeridos (Mier Quiroz, 2009). No obstante, factores como la especie y el
estado de madurez de los forrajes a la hora de ensilar pueden afectar su valor nutritivo
(Méndez et al., 2018).

En este sentido, Khan et al. (2015) al evaluar el nivel 6ptimo de inclusion de ensilaje de maiz
en la racién de vacas lecheras en produccion y en la composicion de la leche, encontraron
que el valor nutritivo de los ensilajes de maiz es muy variable y que la mayor parte de esta
variacion es causada por grandes diferencias en la madurez en la cosecha; por ejemplo, los
ensilajes de maiz en una etapa muy temprana (MS<25 %) fueron particularmente bajos en
el contenido de almidén y en la relacion almidon/fibra detergente neutro (FDN), y por tanto,
resultaron en una menor ingesta de MS, rendimiento de leche y contenido de proteina de la

leche.

De igual manera, da Silva et al. (2018) al evaluar el valor nutritivo y la calidad de
fermentacion de ensilajes mixtos de pasto empalizado (Brachiaria brizantha cv. Xaraes) y
stylo (Stylosanthes capitata x S. macrocephala cv. Campo Grande) reportaron que con el
aumento de la proporcion de stylo en ensilajes mixtos, la MS, PB, la fibra detergente acido

(FDA) y el contenido de lignina aumentaron en los ensilajes.
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I.5 Residuos agroindustriales y subproductos agricolas en la alimentacion de

rumiantes

El interés por la utilizaciébn de subproductos agricolas y residuos agroindustriales en la
alimentacion de rumiantes ha crecido en el &mbito mundial en los ultimos afios, a medida
que la disponibilidad de granos se reduce (Garcia et al., 2015). El notable desarrollo de la
agricultura ha generado un amplio abanico de alimentos alternativos, que permiten explorar
opciones de menor costo, mayor eficiencia y mejora de la rentabilidad de los sistemas
ganaderos. Segun Gallardo (2018) estos alimentos poseen alto valor nutricional, debido a
gue en los procesos de extraccion industrial se concentran en ellos uno 0 mas compuestos
qguimicos, tales como proteinas, lipidos y carbohidratos fibrosos. Incluso, muchos pueden
constituir fuentes alternativas de energia para reemplazar una parte del clasico grano de

maiz, insumo basico de las dietas concentradas de los bovinos.

Por lo tanto, disponer de estos recursos que, per se, constituyen actualmente un peligro
ambiental, son de caracter enddgeno y de gran potencial en alimentaciéon de rumiantes
(Nufez-Torres, 2017), es de gran importancia porque permite utilizar la capacidad digestiva
de estos animales (Almarcha, 2016), prolongar la curva de lactacion, aumentar la
produccion, reemplazar, total o parcialmente, los concentrados de la racion y disminuir el
costo de produccién (Ben Salem y Smith, 2008). Ademas, su uso favorece la sostenibilidad
ambiental (Vargas y Pérez, 2018) y, segun Philippidis et al. (2014), no compite con la
alimentacion humana y transforma el residuo en entrada de otros procesos productivos, de

acuerdo con el concepto de economia circular y bioeconomia.

Existen una gran variedad de residuos de cosecha como la paja de maiz, productos del
procesamiento de alimentos y de subproductos de molineria, tubérculos, raices, frutas y
subproductos de agroindustrias, que son aprovechados como suplementos forrajeros en la
alimentacion de rumiantes. A estos se los clasifica generalmente en suplementos proteicos
y suplementos energéticos. Dentro de los proteicos estan los subproductos de la industria
aceitera como la harina de soja, semillas de girasol y harina de palma (palmiste). También
se cuenta con subproductos de la industria cervecera como hez de malta; subproductos de
origen animal de la industria frigorifica, como harinas de sangre, carne y hueso; de la

industria avicola como cama de pollo (pollinaza); de la industria pesquera como la harina de
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pescado. Dentro de los suplementos energéticos estan los subproductos de la industria
molinera, entre ellos los afrechillos de trigo y arroz; subproductos de la industria fruticola, el
rechazo de banano, pulpa de citricos, orujo de uva; subproductos de la industria azucarera,
melaza, bagazo y subproductos de la industria lechera como el suero (Ferndndez-Mayer,
2014; Campos-Granados y Arce-Vega, 2016; Grandez-Pisco, 2018).

Sin embargo, el uso de la mayor parte de estos residuos es, en muchas ocasiones
inapropiado, debido a su produccion estacional, una composicion variable, elevada
humedad que favorece su rapido deterioro en condiciones tropicales, y la falta de
conocimiento en cuanto a su valor nutritivo, su conservacion, su implementacion en la dieta
y las pautas de uso (Gonzalez, 2013). Los subproductos en el trépico tienen generalmente
un alto contenido acuoso y el ensilaje puede constituir una técnica adecuada de
conservacion (Candido et al., 2007).

Pero en una primera etapa, para un adecuado aprovechamiento de los residuos
agroindustriales y subproductos agricolas en fresco o como ensilaje, de modo
independiente, 0 en combinacion con forrajes, es necesario caracterizar la produccion y
composicién cuantitativa y cualitativa de dichos residuos y subproductos, su valor nutritivo
en fresco, su aptitud para el ensilaje, la estabilidad del producto aerdbica y anaerdébica, asi
como, la composicién quimica y el valor nutritivo de los alimentos obtenidos (Gallardo,
2018). Este conocimiento permitira establecer el valor relativo de los mismos en las raciones
para la alimentacion de los animales y garantizard una inclusién apropiada en la formulacién

de dietas.

Rego et al. (2010) plantean que cada afio se producen millones de toneladas de residuos y
subproductos por diferentes actividades agricolas. Muchos de estos residuos han sido
ampliamente estudiados para su uso en la alimentacion animal, con el fin de reducir los
costos de los sistemas de produccion ganadera y reducir al minimo la contaminacion del
medio ambiente; por ejemplo, la inclusién de subproductos en la dieta de rumiantes puede
disminuir la producciéon de metano (Romero-Huelva et al., 2012; Romero-Huelva y Molina-
Alcaide, 2013), la excrecion de nitrogeno en orina (Romero-Huelva y Molina-Alcaide, 2013)
y aumentar la produccion de leche (Santi et al., 2015; Chacha, 2016). Sin embargo, a pesar

de lo expuesto, todavia existen grandes lagunas en su conocimiento, desde la forma de
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preparar y conservar el subproducto para su utilizacién comercial, hasta el nivel de inclusion,

segun sea el estado fisiolégico y productivo de los animales.
[.6 El sorgo en la alimentacién de rumiantes

Sorghum bicolor (L.) Moench, conocido como sorgo, es una especie vegetal originaria de
Africa, especificamente de Sudan y Etiopia (Kimber et al., 2013). Es una graminea tropical
de metabolismo tipo C4, que a través del mejoramiento genético se ha difundido a las
regiones templadas del mundo, estableciéendose como un cultivo de gran adaptacion
ambiental (Von Pinho et al., 2014). Segun Kimber et al. (2013), se trata de un cereal
reconocido como altamente productivo, resistente a la sequia, que provee a la humanidad

alimento, forraje, fibra y energia, particularmente en las regiones semiaridas del mundo.

Fernandez et al. (2013) plantean que el sorgo se adapta bien a los ambientes con limitacion
de lluvias, altas temperaturas y baja fertilidad del suelo, usa el H20 de forma mas eficiente
gue el maiz, tiene mayor produccion de biomasa y manifiesta un adecuado rendimiento para
la produccion de ensilaje. Todo lo anterior expuesto le confiere mayor estabilidad de

rendimiento que el maiz en situaciones productivas de menor potencialidad.

Todos los sorgos cultivados pertenecen a S. bicolor (L.) Moench (Uzun et al., 2009), sin
embargo, solo las subespecies bicolor y sudanense (S. bicolor (L.) Moench, y S. x
sudanense (Piper) Stapf), respectivamente, son importantes en la actividad agropecuaria
(Awad et al., 2013).

Entre sus alternativas de uso se encuentra el grano seco o humedo (Giorda y Ortiz, 2012),
la panicula (earlage) (Cisint et al., 2014) o ensilaje picado de planta entera (Giorda y Ortiz,
2012). Todas ellas estan basadas en la potencialidad de obtener productos de una sola
cosecha, debido a que el sorgo segun Hall (2008) no presenta una alta capacidad de rebrote

para utilizarse bajo pastoreo en verde.

Por todo lo anterior, el sorgo es un importante recurso energeético en la alimentacion de
rumiantes, lo cual se favorece por sus caracteristicas nutricionales, al presentar adecuados
niveles de carbohidratos solubles, relativa baja capacidad tampon, un contenido de proteina
entre 5y 19,3 %, con un promedio de 10,7 %, en funcidn del cultivar y factores como el
suelo, el clima y el manejo empleado en el cultivo, el contenido de MS es superior al 20 %
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y el contenido de fibra es bajo, por lo que aumenta su digestibilidad (Cabral-Filho et al.,
2013).

Desde el punto de vista nutricional, los ensilajes de sorgo se caracterizan por su aporte
importante de energia y fibra en las dietas, lo que permite ganancias de peso diario de 700
a 1000 g (Pordomingo, 2013), sin embargo, su aporte en PB muchas veces no cubre las
dietas para rumiantes (Bressani et al., 2014). Por lo que, su potencial alimenticio, una vez
cubiertos los requerimientos proteicos, ha demostrado satisfacer nutricionalmente la
demanda de rumiantes en produccion. Guevara et al. (2016) encontraron que la
suplementacién con ensilajes de maiz o sorgo aumento la produccién de leche y mejoré la
ganancia de peso de las vacas. Por otra parte, Khosravi et al. (2018) observaron que el
reemplazo total de ensilajes de maiz por ensilajes de sorgo forrajero no afecto la ingesta de
MS, la produccion de leche, la eficiencia alimenticia y las concentraciones de grasa,
proteina, lactosa y solidos no grasos de la leche. Estos autores demostraron que la
utilizacién de forraje de sorgo puede ser una excelente opcion para granjas lecheras en

areas donde el cultivo de maiz es dificil debido a la escasez de H20.

Resultados similares fueron reportados por Yang et al. (2019) al evaluar el efecto de la
suplementacién enzimatica con xilanasa en el rendimiento de la produccion, la digestibilidad
de nutrientes y el perfil de acidos grasos de la leche en vacas lecheras de alta produccion
que consumen dietas basadas en ensilaje de maiz o ensilaje de sorgo. Este tipo de
suplementacion no afectd la ingesta de MS, el rendimiento de leche, el porcentaje y el
rendimiento de grasa de la leche, el porcentaje y el rendimiento de proteina, el porcentaje y
el rendimiento de lactosa. Estos autores mostraron que, en la alimentacion de vacas
lecheras, el tipo de ensilaje, no afecta las proteinas de la leche y las concentraciones de
lactosa, ademas, que el rendimiento de la produccion puede mantenerse al alimentar el

rebafio con ensilaje de sorgo en reemplazo del ensilaje de maiz.
I.7 La pulpa de citrico en la alimentacién de rumiantes

La pulpa de citrico es un residuo de la industria del procesamiento de estas frutas para la
alimentacion humana, la cual ha sido utilizada como alimento rico en energia en la dieta de
bovinos debido a su valor nutricional. La cascara (fresca, ensilada o seca) se usa para

reemplazar parcialmente componentes de la dieta convencional, como los cereales (Zema
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et al., 2018). El porcentaje de sustitucion que se introducira en la dieta animal depende de

la raza del ganado y su estado fisioldgico.

Como alimento animal, posee un contenido de nutrientes digeribles totales de
aproximadamente el 80 %, debido a su alto contenido de carbohidratos y fibra (Lashkari y
Taghizadeh, 2015). Es una buena fuente de calcio y antioxidantes naturales, aunque su
contenido de proteinas, fésforo y carotenos es limitado (Bampidis y Robinson, 2006). Segun
Marino et al. (2013), Lashkari y Taghizadeh (2013) se caracteriza por un alto potencial
nutritivo, debido a la gran cantidad de pectinas que aporta y al bajo contenido de lignina,

elementos que favorece la digestibilidad de los alimentos.

Se ha observado que la pulpa de naranja dulce es una fuente de calorias y proteinas
comparables con el maiz (Oluremi et al., 2006). Sin embargo, Caparra et al. (2007) plantean
que el contenido de proteina de la cascara de los citricos tiene una baja digestibilidad y, por
lo tanto, en el caso de las dietas de animales basadas principalmente en céscara, es
necesario suplementar proteinas, asi como vitaminas y minerales. Para estos autores, por
sus propiedades peculiares, este residuo se utiliza mejor como alimento para rumiantes
criados para la produccion de carne y leche, ya que puede reemplazar parcial o totalmente
la porcion de cereal. Por otra parte, Cevolani (2016) reporta que el sabor amargo, debido a
la presencia de aceites esenciales, le da a la fruta entera de naranja y mandarina baja
palatabilidad para los animales, ademas del problema del aceite esencial, el uso de residuos
de limén es mas dificil debido a la alta acidez de su pulpa; por lo que, la alimentacion del
ganado con gran cantidad de pulpa seca no afecta la palatabilidad de los alimentos y la

produccion de leche.

Se han llevado a cabo muchas experiencias de alimentacion de animales con pulpa de
citricos, principalmente en areas mediterraneas (Zema et al., 2018). Por ejemplo, la cascara
de citricos se suministro en dietas para corderos de engorde, lo que resulté en un buen color
y calidad de la carne, a la vez que mejora la digestién de los rumiantes, al aumentar la
secrecion de solucion acida en el estbmago (Marino et al., 2013). Afzalani et al. (2015)
mostraron que la suplementacion de la dieta basal a una dosis de 400 ppm de aceite

esencial extraido de la cascara de naranja es un aditivo alimenticio adecuado para
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manipular la fermentacién microbiana del rumen y mejorar los metabolitos sanguineos en el

engorde del ganado.

Por su parte, Dominguez (2015) comprobd que la incorporacion de pulpa de citrico en la
dieta de cabras lecheras aumenté significativamente el contenido en grasa (4,7 vs. 5,1 %) y
extracto seco de la leche (13,6 vs. 14,1 %) para las dietas control y pulpa de citrico,
respectivamente, pero no afecto la produccion, los contenidos de proteina y lactosa, el

recuento de células sométicas y al rendimiento quesero.

También, Bermudez et al. (2015) al evaluar la inclusion de ensilaje de frutos enteros de
naranja en 26 hembras bovinas F1 (Cebu x Holstein) encontraron efectos positivos en la
produccion, porcentaje de sdlidos totales, PB, grasa total, pH, acidez de la leche y pH
ruminal, por lo que los resultados de este estudio indican que el ensilaje de naranjas enteras
es una alternativa viable para la alimentacion de bovinos. Lenehan et al. (2017) demostraron
gue el tipo de suplemento no afecto la ingesta de ensilaje de hierba, el aumento de peso
vivo, el peso vivo final y la composicion corporal al evaluar los efectos de reemplazar la
cebada enrollada (alta en almidén) con pulpa de citricos (alta en fibra digestible). Estos
autrores encontraron que la pulpa de citricos puede reemplazar la cebada en suplementos

concentrados para el ganado en crecimiento sin afectar negativamente el rendimiento.

Otros estudios han utilizado residuos de la industria citricola para el control parasitario de
los rumiantes, por ejemplo, Callaway et al. (2011a) emplearon con éxito la cascara de
citricos y la pulpa de naranja seca como aditivos en la dieta de las ovejas para afectar la
poblacién de Escherichia coli in vivo. Ademas, Callaway et al. (2011b) demostraron que la
inclusion de productos de cascara de naranja en las dietas redujo las poblaciones de

Salmonella typhimurium en el intestino de ovejas inoculadas experimentalmente.
[.8 Métodos para estimar el valor nutritivo de alimentos para rumiantes

La evaluacion de un alimento debe definir las caracteristicas que determinan la produccion
animal, por ejemplo, la ganancia de peso, la produccién de leche, el crecimiento de la lana,
la prediccion del consumo, etc. (Blummel et al., 1997). Esta evaluacién les suministra a los
nutricionistas la informacion necesaria para formular una dieta desde el punto de vista

fisiologico y economico, con vistas a optimizar la productividad del animal.
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La estimacion del valor nutricional de un alimento para rumiantes se puede realizar por
meétodos in vivo, in situ e in vitro (Gutiérrez et al., 2018; Iraola et al., 2019). Estos métodos
presentan ventajas tales como la prediccion del consumo, la determinacion de la calidad del
alimento, el estudio de los constituyentes de los alimentos (Secombe y Lester, 2012), la
prediccion de la digestibilidad, el estudio de la cinética de fermentacion, el nivel de
aprovechamiento y su efecto en el desempefio productivo y en la salud del animal, entre
otros (Vargas et al., 2015; Gutiérrez et al., 2018).

Segun Bayona et al. (2013) los estudios in vivo del valor nutritivo son procesos laboriosos
gue consumen mucho tiempo, requieren un namero importante de animales, cuidado para
los animales, grandes cantidades de material vegetal, mano de obra y son, por tanto,
econémicamente costosos y dificiles de estandarizar.

Por otro lado, la técnica in situ de bolsa de nylon, para evaluar la degradabilidad de los
alimentos, permite determinar la cinética de degradacién de estos en el rumen directamente
(Orskov et al., 1980). Es una metodologia no recomendable para alimentos solubles, con
gran cantidad de particulas finas y altas proporciones de almidén vy lipidos, ya que su
condicion los haria desaparecer de los sacos de nylon sin ser degradados. Ademas, para
poder realizar esta técnica son necesarios animales con canulas ruminales donde se
colocan los sacos directamente en el rumen. Ademas, la técnica in situ de la bolsa de nylon
esta afectada por numerosos factores, destacandose el tipo de alimento, el nivel y
frecuencia de ingestion, la especie animal, su estado fisiologico, tamafio de particula del
forraje, tamafio de la bolsa de nylon y el diametro de poro, entre otros (Lopez, 2005), por lo
gue se han propuesto algunas técnicas in vitro, como alternativas para la estimacion del
valor nutritivo de alimentos para rumiantes, como solucion al alto costo y la limitacion en el
namero de muestras a evaluar, asociados a las técnicas in vivo e in situ (Aguirre-Valverde
et al., 2017).

[.8.1Técnica de produccion de gas in vitro

Segun Bruni y Chilibroste (2001), la mayoria de los procedimientos in vitro desarrollados
miden la desaparicion del sustrato en un punto final de medida. Con el objetivo de obtener
sistemas reproducibles y repetibles, se han propuesto sistemas estéticos y estandarizados.
Estas técnicas in vitro empleadas en estudios de cinética de digestion, basadas en andlisis

de residuos no digeridos o fermentados, a diferentes tiempos de incubacion, presentan
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como desventajas que no es posible determinar el rol de los componentes solubles del
forraje y es muy dificil el estudio de las fases tempranas de fermentacion (Pell y Schofield,
1993).

Segun Rodriguez et al. (2014); Rodriguez et al. (2019) y Zhou et al. (2020) de manera
alternativa a la desaparicion de substrato, se ha propuesto la medicidon de la produccion
acumulada de gas, como indicador del metabolismo del carbono, como una herramienta
valiosa que describe la capacidad fermentativa de los alimentos para rumiantes, a la vez
que se presta especial atencién en la acumulacién de los productos finales de la
fermentacion: CO2, CHs y AGCC.

La Técnica de Produccién de Gas in vitro (TPGIV) se ha utilizado ampliamente para evaluar
la interaccion entre diferentes alimentos, el efecto de la inclusion de suplementos
energéticos y proteicos (alimentos concentrados, forrajes de arboles y arbustos) en las
caracteristicas de degradacion de la dieta basica de los rumiantes (Cardona et al., 2015;
Crosby-Galvan y Ramirez-Mella, 2018; Marrero et al., 2020).

Esta técnica es una valiosa herramienta que describe la capacidad fermentativa de los
alimentos para rumiantes, a la vez que permite la determinacion de la cinética de
fermentacién de los mismos (Theodorou et al., 1994). Ademas, presenta la ventaja de que
el producto final que se mide (gas) es resultado directo del metabolismo microbiano, en lugar
de registrar la desaparicion del sustrato. Una segunda ventaja es que la formacion de
productos finales de la fermentacién, pueden ser monitoreados a intervalos cortos de tiempo
y, por lo tanto, la cinética de fermentacién puede ser descripta con precision (Theodorou et
al., 1994; Bruni y Chilibroste, 2001).

Otras de las ventajas que presenta la TPGIV es que permite realizar estimaciones de
degradacion de proteinas, fibras, MS y MO, asi como cuantificar el contenido de AGCC, la
sintesis de proteinas microbianas y estimar la energia neta y metabolizable (Keim et al.,
2017; Pelagalli et al., 2020).

Unido a lo anterior, la cinética de la TPGIV y la produccion de gas a las 24 h se han utilizado
para clasificar los alimentos y, también para estimar el valor de la energia de los alimentos
para rumiantes (Menke y Steingass, 1988), la efectividad de diferentes aditivos para mejorar

el valor nutritivo de alimentos para rumiantes (Rodriguez et al., 2019) y el potencial
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metanogénico de diferentes alimentos (Pirondini et al., 2015; Togtokhbayar et al., 2015; Fant
et al., 2020).

La popularidad de la TPGIV proviene principalmente de la capacidad para ejercer un mayor
control experimental sobre la incubacion, la posibilidad de analizar de forma no destructiva
una gran cantidad de sustratos, asi como sus combinaciones, la informacion cinética
obtenida, y el relativo bajo costo de la técnica (Dijkstra et al., 2005). Por lo tanto, segun
Getachew et al. (2005) la TPGIV ofrece una herramienta Unica para que los investigadores

aborden una amplia gama de problemas nutricionales en rumiantes.
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Materiales y métodos

II. Capitulo Il. Materiales y métodos
.1 Ubicacién geografica

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Nutricidén de la Estacion Experimental de Pastos
y Forrajes Indio Hatuey (EEPFIH), ubicada entre los 22°48'7” LNy 81° 2’ LO, a 19,01 msnm;
y en el Departamento de Ciencias Biofisioldgicas del Instituto de Ciencia Animal (ICA),
situado entre el 22° 58’ LN y los 82° 02 LO, a 80 msnm.

1.2 Material vegetal

Se trabaj6 con la planta entera de sorgo blanco (S. bicolor (L.) Moench cv. UGD-110) y pulpa
de citrico fresca. El sorgo se sembré a chorrillo, en areas experimentales de la EEPFIH,
establecidas sobre suelo ferralitico rojo de buen drenaje superficial e interno y perfil uniforme
(Hernandez et al., 2015); a una distancia de 1,0 m entre surcos (dosis de 20 kg ha') y se
fertiliz6 con MO. El forraje se cosecho en estado seroso, aproximadamente entre 65-70 dias

de sembrado.

Los residuos de frutas de citrico (pulpa obtenida después de la extraccion de los jugos a
frutas en estado de maduracién comercial) se acopiaron en la Empresa Citricola de Jagtiey
Grande, provincia Matanzas. Las muestras se sometieron a un proceso de limpieza manual
para eliminar cualquier tipo de suciedad. Ademas, se retiraron las partes dafiadas o

alteradas.

[I.3 Experimento |I. Dindmica del proceso fermentativo de ensilajes de planta entera

de sorgo con pulpa de citrico fresca
[1.3.1 Preparacion de las muestras

Para la confeccion de los ensilajes se utilizo pulpa de citrico fresca y planta entera de sorgo
en estado seroso después de pre-marchitada a la sombra durante 48 h, hasta lograr
disminuir la humedad y alcanzar un valor de MS superior a 30 %. Las plantas de sorgo se
trocearon en un molino para saccharina (Modelo B-625, ancho interior de 100 mm, cantidad
de martillos 6 p¢ y cuchillas 02 pg) hasta alcanzar un tamafio de particula de 4-5 mm
aproximadamente. La pulpa de citrico y el sorgo se combinaron, en pequefios microsilos de
bolsas de polietileno, en cuatro proporciones distintas (tabla 1), las que constituyeron los

tratamientos experimentales.
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Tabla 1. Proporcion de planta entera de sorgo y
pulpa de citrico fresca (%) para la confeccion

de microsilos.

Tratamientos  Sorgo (%) Pulpa de citrico (%)

T1 100 0

T2 75 25
T3 50 50
T4 25 75

Cada microsilo (bolsas de polietileno de 12 cm de ancho por 24 cm de largo) tuvo un peso
total de 500 g. Las proporciones descritas en la tabla 1 se mezclaron de forma homogénea
y se compacto bien el material en el interior de la bolsa, sin perforarla. Al finalizar, se sellaron
herméticamente con la ayuda de cinta adhesiva, para crear condiciones de anaerobiosis.

Se produjeron 20 microsilos por tratamiento.
[1.3.2 Analisis de calidad

El ensilaje se monitoreé los dias 14, 28, 42 y 56 después de su elaboracién hasta la apertura
(56 dias), para determinar la dinAmica de los principales componentes quimicos de los
materiales a conservar y los indicadores de la fermentacion, obteniéndose asi un mayor
control sobre la dindmica fermentativa. Para esto Ultimo se utilizé6 una escala de ensilajes
de laboratorio propuesta por Ojeda et al. (1991), que muestra que un ensilaje tiene una
excelente calidad al alcanzar un pH < 4, contenido de lactatos mayores a 14 mg g* de
materia fresca, N-NHs menor a 2,5 g 100 g nitrégeno total (NT), acetato en los acidos
totales de la fermentacion mayor a 0,10 y menor de 0,30; asi como, concentraciones
despreciables de butirato y alcohol. Ademas, se evaluaron las caracteristicas
organolépticas, color, olor, textura y humedad (Tabla 2) segun los indicadores propuestos

por Betancourt et al. (2005).
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Tabla 2. Caracteristicas organolépticas para la evaluacion de la calidad fermentativa

de los ensilajes.

Indicador | Excelente Buena Regular Mala
Color Verde Verde Verde oscuro Marrén oscuro,
aceituna o amarillento. casi negro o
amarillo Tallos con negro
oscuro tonalidad  mas
palida que las
hojas
Olor A miel Agradable con | Fuerte olor a | Desagradable, a
azucarado de |ligero olor a |vinagre mantequilla
fruta madura | vinagre rancia
Textura Conserva sus | Conserva sus | Se separan las | No se observa
contornos contornos hojas facilmente | diferencia entre
continuos continuos de los tallos, | hojasy tallos. Es
tienden a ser | mas amorfa y
transparentes y | jabonosa. Al
los vasos | tacto es himeda
venosos  muy |y brillante
amarillos
Humedad | No humedece | No humedece las | Presenta goteo | EI material se
las manos al | manos al ser|al ser | moldea con
ser comprimido y se | comprimido vy | facilidad y
comprimido y | mantiene suelto | forma una masa | genera
se mantiene |al retirar la | compacta efluentes al ser
suelto al | presion comprimido
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retirar la

presion

La calidad fermentativa de los ensilajes se determiné a partir del pH sobre muestra fresca;
para lo cual se utilizé un potenciometro sobre un extracto acuoso formado por una fraccion
de 25 g de ensilado y 250 mL de H20 destilada, tras 1 hora de reposo (Cherney y Cherney,
2003). También, se evalué la temperatura la cual se estudio segun la metodologia propuesta
por O'Kiely et al. (2001).

Para la determinacion del N-NHsz se utilizd el procedimiento colorimétrico descrito por
Chaney y Marbach (1962). La produccién de AGCC, acético (C2H402), propidnico (CzHgO-)
y butirico (C4HsO2) se cuantific6 por cromatografia gaseosa, segun Cottyn y Boucqué
(1968). Para estos ensayos, se conservaron 5 mL de muestra diluidas en 5 mL de acido
clorhidrico 0,1 N en el caso del N-NHs y en 3 gotas de &cido orto-fosforico para los AGCC,

posteriormente se guardaron a —20 °C para su posterior analisis.
[1.3.3 Anélisis quimicos

Para evaluar la composicién quimica de los ensilajes obtenidos y las materias primas
originales, los materiales se secaron hasta peso constante en estufas de aire forzado a 55
°C. Luego se les determind MS, MO, PB, los minerales Ca, Mg, P y la digestibilidad de la
materia organica (DMO), segun las técnicas de la AOAC (2016). El contenido de FDN y FDA

se analiz6 de acuerdo con el procedimiento propuesto por Van Soest et al. (1991).
11.3.4 Disefio Experimental

Se empled un disefio factorial con distribucion al azar, cuatro tratamientos (T1, T2, T3y T4),
cuatro momentos (14, 28, 42 y 56 dias) y seis repeticiones para cada momento. Se

consider6 el microsilo como la unidad experimental.
[1.3.5 Anélisis estadistico

Se verifico la normalidad de la distribucion de los datos en todas las variables por la prueba
modificada de Shapiro Wilk, y la homogeneidad de varianza por la prueba de Levene. Para

27



Materiales y métodos

el andlisis de los datos de dinamica del proceso fermentativo se usé un modelo lineal en el
gque se tomaron como efectos los tratamientos, los tiempos y las interacciones

tratamientos*tiempos. La expresion del modelo lineal fue:
Yijk= p + ai + Bj + aBij + eijk
Donde:
M: media comun a todos los tratamientos
ai: efecto del i-ésimo tratamiento (i=1..., 4)
Bj: efecto del j-ésimo tiempo (j= 14, 28, 42, y 56)
apij: efecto del i-ésimo tratamiento en interaccién con el j-ésimo tiempo (ij= 1..., 16)
eijk: error comun a todas las observaciones.

Cuando se detectaron diferencias (p<0,05), las medias de los tratamientos se compararon
mediante la décima de rangos multiples de Duncan (1955). Se empleé el paquete estadistico
InfoStat (Di Rienzo et al., 2012).

1.4 Experimento Il. Evaluacién del valor nutritivo in vitro de ensilajes de planta entera

de sorgo con pulpa de citrico fresca

Para determinar el valor nutritivo in vitro de formulaciones de ensilaje en base a planta entera
de sorgo y pulpa de citrico fresca, se realizaron dos estudios in vitro, mediante la técnica de
produccion de gas (Theodorou et al., 1994), asi como determinaciones quimicas y

gravimétricas.
[1.4.1 Preparacion de las muestras

El ensilado, posterior a la apertura de los microsilos, se deshidraté en una estufa de
ventilacion forzada a 55 °C, durante 72 h, para estimar el contenido de MS. Posteriormente,
se molié en un molino estacionario de cuchillas, con criba de 1 mm de diametro en sus
orificios, se envaso 50 g de muestra en bolsas de nailon, y finalmente estas se sellaron y se

trasladaron al Departamento de Ciencias Biofisioldgicas del ICA donde fueron analizadas.
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[1.4.2 Cinéticade produccién de gas in vitro

Se utilizo la TPGIV descrita por Theodorou et al. (1994). Para lo cual fue incubado 1,0 g de
MS de cada tratamiento en botellas de vidrio de 100 mL, en medio de cultivo (Menke y
Steingass 1988) y un inoculo de microorganismos ruminales, en proporcion de 0,20 del

volumen total de incubacién (80 mL).

Como in6culo se empled el contenido ruminal de dos bovinos adultos, canulados en el saco
dorsal del rumen, alimentados ad libitum con forraje de gramineas y con libre acceso al H20
y a las sales minerales. El contenido ruminal de cada animal se recolect6é antes de ofrecer
el alimento de la mafiana y se conservo en termos cerrados hasta llegar al laboratorio, donde
se filtr6 a través de varias capas de gasa. Durante el proceso, se mantuvo la temperatura
de los in6culos a 39 + 1 °C, y las condiciones de anaerobiosis mediante flujo continuo de
CO:s2. Las botellas se sellaron y se incubaron en bafio a temperatura controlada (39 °C). Se

tomo6 ese momento como la hora cero de la incubacion.

La produccion de gas se midié a las 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 48, 72y 96 h, por medio
de un manémetro HD8804, acoplado a un calibrador de presién TP804 (DELTA OHM, Italia).
Después de cada medicion, se liberd el gas hasta igualar las presiones externa e interna de
las botellas. El volumen de gas, a partir de los datos de presion, se estimdé mediante una

ecuacion de regresion lineal pre-establecida (Rodriguez et al., 2013):
Gas (mL)= (presion [102 Pa]+4,95) /2,5858), n= 132; r’>= 0,991)

El volumen de gas se expreso por gramo de MO incubada (Moinc). Para estimar la cinética

de produccién de gas, se utilizé el modelo de Krishnamoorthy et al. (1991):
Y= D* {1-e e L]}

Donde:

Y: produccion de gas al tiempo t (mL g Moinc)

D: potencial de produccién de gas (asintota cuando t= «; mL g* Moinc)

C: tasa fraccional de produccion de gas (h?)

t: tiempo de incubacién (h)

L: fase de retardo en el inicio de la fermentacion (Lag Time, h).
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11.4.3 Produccion de gas e indicadores quimicos y gravimétricos en incubaciones de
24 horas

El segundo ensayo in vitro tuvo 24 h de duracion y se llevé a cabo para estimar indicadores
quimicos y, por gravimetria, determinar la degradabilidad in vitro de la MS y MO. El
procedimiento que se siguid fue similar al descrito en el ensayo anterior. La produccién de
gas se midi6é a las 3, 6, 9, 12, 16, 20 y 24 h. A las 24 h, se filtraron los residuos de los
sustratos y del filtrado se tomaron muestras y se preservaron para determinar los productos
finales de la fermentacién. Los andlisis quimicos de N-NHs se realizaron segin Chaney y
Marbach (1962) y los AGCC por cromatografia gaseosa segun Cottyn y Boucqué (1968).

I1.4.4 Disefo Experimental

En ambos estudios in vitro, se empled un disefio experimental de bloques al azar. Se
consideraron las incubaciones realizadas como réplicas (4) y las botellas de un mismo

tratamiento, en cada réplica, como repeticiones.
[1.4.5 Analisis estadistico

Los resultados de produccién de gas, al ser medidas repetidas en la misma unidad
experimental, se analizaron mediante Modelos Lineales Mixtos. Se consideraron como
efectos fijos los tratamientos y los horarios de muestreo. La interacciéon de ambos efectos y
el error fueron los efectos aleatorios, respectivamente. Para la estimacion del modelo se
utilizé el método de Laplace que es el adecuado para el analisis de disefios con medidas
repetidas en el tiempo. La expresion general del modelo para ambos casos fue:

yijk = u + ai + bj + (ab) ij + eijk
Donde:
yijk: variable respuesta esperada en estudio
M: media comun a todas las observaciones
ai: efecto fijo del i-ésimo tratamiento (i=1, ..., 4)
bj: efecto fijo del j-ésimo horario de muestreo (j= 3, 6, 9, 12, 16, 20 y 24)

(ab) ij: efecto aleatorio del i-ésimo tratamiento en interaccién con el efecto aleatorio del j-

ésimo horario de muestreo (ij=1, ...,96)
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eijk: error aleatorio asociado a todas las observaciones.

El resto de las variables se analizaron segun ANOVA. En todos los analisis se utilizé el
paquete estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2012). Al encontrar diferencias (p<0,05), las
medias de los tratamientos se compararon mediante la décima de rangos mudltiples de
Duncan (1955).
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[ll. Capitulo Ill. Resultados y discusion

1.1 Composicion guimica de las materias primas empleadas en la confeccion de

ensilajes de planta entera de sorgo con pulpa de citrico fresca
En la tabla 3 se muestra la composicion quimica y la DMO de las materias primas empleadas

en la confeccion de los ensilajes evaluados.

Tabla 3. Composicion quimica'y DMO (%) del sorgo planta entera y la pulpa de citrico fresca

empleados en la elaboracion de los ensilajes.

MS MO Ca Mg P PB FB FDN FDA DMO

Materiaprima o0y () (gkg (oka (gka (%) (%) (%) (%) (%)

MS) MS) MS)

PF 159 936 4,6 23 051 79 6,4 33,1 34,1 348
SF 26,8 93,6 4,5 22 047 111 156 683 34,0 61,2
SP 41,7 935 41 21 034 8,0 9,4 644 259 76,6

PF: pulpa de citrico fresca; SF: sorgo fresco; SP: sorgo presecado; MS: materia seca; MO: materia organica; Ca: calcio;
Mg: magnesio; P: fésforo; PB: proteina bruta; FB: fibra bruta; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente acido;

DMO: digestibilidad de la materia organica.

En la pulpa de citrico se observéd un contenido de MS (15,9 %) y fibra bruta (FB) de 6,4 %,
que difieren con lo reportado por Ojeda et al. (2003) donde la MS alcanzo6 el valor de 14,8
% y la FB de 14,3 %. Por otra parte, el valor de PB (7,9 %) fue similar al obtenido por Ojeda
et al. (2003); Ojeda et al. (2010) y Lashkari y Taghizadeh (2013) quienes alcanzaron valores
entre 7,6 y 7,7 % de PB en la pulpa de citrico. Por su parte, Villanueva et al. (2013),
informaron valores de MS, PB, FB, FDN y FDA diferentes a los encontrados en este estudio,
cuando evaluaron niveles de sustitucion del grano de sorgo por residuo fresco de naranja,

en la dieta de corderos Dorper.

Tanto el sorgo fresco como presecado mostraron mayores valores de FB y DMO que la
pulpa de citrico fresca; por otro lado, la DMO fue mayor en la planta de sorgo presecada.
Los valores de MS, PB, FDA y FDN encontrados en el presente estudio no difieren de los

33



Resultados y discusion

reportados por Padilla-Montes (2018) para ensilajes de sorgo forrajero con niveles de
inclusion de pulpa de jicaro (Crescentia alata Kunth), donde alcanzaron valores de 25,99;
12,15; 34,25 y 66,53 %, respectivamente. Estudios realizados por Mejia-Kerguelén et al.
(2019) donde evaluaron la productividad y calidad del forraje verde de S. bicolor (L.) Moench
cv. Corpoica JJT-18 en siembras en monocultivo e intercalado con maiz y frijol, reportaron
valores de MS de 16 %, PB de 6,7 %, FDN de 58 % y FDA de 36 %, para S. bicolor en
monocultivo, lo cual defiere de lo reportado en el presente estudio en la planta fresca y
presecada, posiblemente porque no evaluaron la misma variedad y las condiciones de

manejo de las plantaciones fueron diferentes.

Tanto el sorgo fresco o presecado como la pulpa de citrico fresca mostraron contenidos
similares de MO, Ca y Mg (tabla 3). La pulpa de citrico fue mas rica en P que el sorgo. En
cuanto a los valores de PB el sorgo fresco present6 el mayor porcentaje con 11,1 %. Por
todas las caracteristicas antes expuestas la evaluacion de la composicion quimica del sorgo
y la pulpa de citrico fresca demostroé que constituyen recursos importantes a considerar en

la alimentacion de rumiantes en pastoreo, ya sea como forrajes o ensilados.

[11.2 Andlisis de la calidad fermentativa de ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa

de citrico fresca
[11.2.1 Caracteristicas organolépticas
[11.2.1.1 Color de los ensilados

La evaluacion del color se realizé en funcion de la materia prima ensilada, ya que de esta
depende en cierta medida el color final de los ensilajes obtenidos. En cuanto a esta variable,
durante el periodo de evaluacion, los tratamientos T1y T2 presentaron una coloracion verde
aceituna a diferencia de T3y T4 que su color fue verde amarillento (tabla 4). Esta diferencia
en los colores de los ensilajes evaluados pudo deberse por la inclusion de pulpa de citrico,
de modo que, a medida que aumentaba la proporcion de esta, el color amarillento se
acentuaba mas. Asi el material obtenido en los ensilajes T1 y T2 se calificaron de excelente
calidad, mientras que T3y T4 presentaron buena calidad, segun los indicadores propuestos

por Betancourt et al. (2005).
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Tabla 4. Caracteristicas organolépticas de ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de

citrico fresca.

) Calidad
Tratamientos Color Olor Textura Humedad .
Final
Verde Ligero Contornos No humedece al
T1 _ . _ o Excelente
aceitunat acético? continuos!  ser comprimido?
Verde Fruta Contornos No humedece al
T2 ' . o Excelente
aceitunal madural  continuos!  ser comprimido?
Verde Fruta Contornos  Humedece al ser
T3 . . o Buena
amarillento?  madural  continuos?! comprimido?®
Verde Fruta Contornos  Humedece al ser
T4 _ _ o Buena
amarillento> madura®  continuos?! comprimido®

1Excelente; 2Buena; *Regular; T1: 100 % sorgo; T2: 75 % sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de
citrico; T4: 25 % sorgo + 75 % pulpa de citrico.

Maza et al. (2011) en su estudio de evaluacion de la composicidon quimica y caracteristicas
organolépticas del ensilado de maralfalfa (Pennisetum sp.) con diferentes proporciones de
yuca fresca (Manihot esculenta Crantz) encontraron en los tratamientos experimentales una
calificacion excelente (tonalidad verde aceituna), mejor que la del tratamiento testigo

(tonalidad verde amarillento).
[11.2.1.2 Olor de los ensilados

En la determinacion del olor se distinguieron dos olores, ligero a vinagre y a fruta madura.
Los ensilajes bien fermentados no deben tener un olor fuerte, debido al acido lactico, ya que
el principal acido organico de la fermentacion es casi inodoro. Sin embargo, la mayoria de
los ensilajes tienden a tener un ligero olor a vinagre (acido acético), porque este acido se
produce en la segunda concentracion mas alta, después del acido lactico y es muy volatil
(Kung et al., 2018).

35



Resultados y discusion

En las determinaciones realizadas, solo el tratamiento T1 presentd olor ligero a vinagre,
mientras que el resto tuvo olor a fruta madura (tabla 4) haciéndose mas acentuado a medida
que aumentaba el nivel de inclusion de pulpa de citrico en los ensilajes. Este resultado
caracteriza a los ensilajes T2, T3y T4 de excelente calidad, mientras que el tratamiento T1
presento una calidad buena de acuerdo con lo reportado por Betancourt et al. (2005). Estos
resultados no son similares a los obtenidos por Villalba et al. (2011) quienes al evaluar la
calidad bromatoldgica y organoléptica de ensilajes de residuos organicos del sistema de
produccion café-musaceas encontraron olores desde ligero y fuerte a vinagre hasta fruta
madura. Por otra parte, Maza et al. (2011) clasificaron de excelente y bueno en cuanto al

olor a ensilajes de maralfalfa y yuca, al igual que en el presente estudio.
[11.2.1.3 Textura de los ensilados

Segun lo sefialado por Betancourt et al. (2005), los materiales evaluados se caracterizan
por presentar una calidad excelente al mostrar todos sus contornos bien definidos, lo que
garantiza una textura firme durante todo el periodo de evaluacion (tabla 4), esto se evidencié
en todos los tratamientos experimentales de esta investigacion. Resultados que no se
corroboran con los encontrados por Villalba et al. (2011) donde la textura de los ensilajes
evaluados fue regular al utilizar materiales fibrosos que presentan un poco mas de

resistencia a la presion por el pufio.
[11.2.1.4 Humedad de los ensilados

Debido al tipo de microsilo utilizado (bolsas de nylon) no hubo pérdidas por efluentes, lo que
provocoé una retencion de la humedad durante el proceso de fermentacién, que, al momento
de abrir las bolsas y homogenizar, se combiné con todo el material presente. Debido a esto,
los tratamientos T1 y T2 al ser comprimidos no presentaron pérdidas por efluentes ni
humedecimiento de las manos (tabla 4) mientras que las proporciones T3 y T4 al ser
comprimidas presentaron cierto tenor de humedad, encontrandose ligeramente mayor en el
ensilaje con mayor proporcién de pulpa de citrico, por lo que segun los indicadores
reportados por Betancourt et al. (2005), los ensilajes evaluados mostraron una calidad de
excelente (T1y T2) a regular (T3 y T4). No obstante, esta calificacion de regular no los
descarta como ensilajes bien fermentados (tabla 4) donde el resto de las variables

organolépticas evaluadas tienen un comportamiento adecuado que los incluye dentro de
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ensilajes de buena calidad. Resultados similares reportan Villalba et al. (2011) al utilizar la

técnica de microsilos en su estudio.

En sentido general, al abrir los ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca,
se constatd que las caracteristicas organolépticas evaluadas tuvieron una calidad de buena
a excelente (ver tabla 4), independiente de la materia prima y las combinaciones entre ellas,
lo que confirmé que el proceso de ensilaje se llevo a cabo de manera adecuada al clasificar
a los tratamientos en estudio, segun Bertoia (2007), como ensilajes bien fermentados, los
cuales se caracterizan por ser de color amarillo verdoso, olor agradable, avinagrado y

picante; ademas tener la textura firme, y un valor nutritivo similar al del forraje verde.

[1.2.2 Temperatura

Entre los factores que favorecen un adecuado proceso de ensilaje se encuentra la
temperatura. En la figura 1 se muestran los valores de esta variable en los ensilajes durante
los dias de evaluacion.

ET1 mT2 @T3 OT4
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- 25.0 -
20.0 -
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10.0 -
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Figura 1. Valores de la temperatura de ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de citrico

fresca durante el proceso de fermentacion.

Se puede observar que este indicador oscilo entre los 25 y 29 °C, con un ligero aumento
durante la dinAmica de fermentacion. Villalba et al. (2011) reportan un comportamiento
contrario al encontrado en el presente estudio.
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A los 14 dias se encontraron diferencias entre los tratamientos T1, T2 y T4 (p<0,05), sin que
se mostraran diferencias entre los tratamientos con inclusion de la pulpa de citrico. La
temperatura a los 14 dias oscil6 entre los 25y 26 °C (figura 1). Se conoce que en la primera
fase del ensilaje se genera, a causa de la respiracion, el aumento de la temperatura en un
rango de 4 a 6 °C por encima de la temperatura ambiental (Ferrari y Alarcon, 2015). A los
28 dias solo el tratamiento T2 mostr6 menor temperatura que el resto (27,7 °C), mientras
que, a los 42 dias, las proporciones T2 y T4 tuvieron las menores temperaturas (27,7 'y 27,9
°C, respectivamente) con diferencias con el resto de los tratamientos (p<0,01). Sin embargo,
a los 56 dias no se apreciaron diferencias entre tratamientos, lo que pude estar asociado a
gue todos los ensilajes se encontraban en su fase estable al presentar temperaturas entre
29y 29,3 °C, lo cual, segun Caicedo et al. (2016) puede atribuirse a que hubo una buena
colonizacion de BPAL.

Varios estudios sefialan que la variacion de la temperatura al comienzo del proceso de
fermentacion estd asociada con las células de las plantas que contindan respirando hasta
que consumen todo el Oz presente en la materia prima vegetal. Simultaneamente, durante
este proceso respiratorio se produce calor, H2O y CO2 (McDonald et al., 1991; Blanco-
Valdes et al., 2016). De igual manera, en la superficie de los vegetales se encuentran grupos
de microorganismos pertenecientes a la microbiota epifitica (bacterias, hongos y levaduras)
que generan una actividad microbiolégica y enzimética importantes, al producir calor
(Zahiroddini et al., 2004).

No obstante, no se aprecié un calentamiento importante de la superficie de los microsilos
en los primeros 14 dias de fermentacion y en los subsiguientes dias de evaluacién, la
temperatura tuvo solo pequefas variaciones, entre 3,4 y 3,9 °C. La poca variacion en la
temperatura puede atribuirse a que no hubo actividad de microorganismos patdégenos
probablemente por la exclusion competitiva de las BPAL desarrolladas en el medio (Caicedo
et al., 2017). Por otra parte, si la temperatura en los silos cambia drasticamente se afecta la
viabilidad y la actividad de acidificacion de las BPAL y se inhibe la sintesis proteica (Song
et al., 2014), y segun Elferink et al. (2001) estas, en su mayoria, son bacterias mesoéfilas
gue poseen mayor velocidad de crecimiento a temperaturas entre 5y 50 °C, con un ¢ptimo
entre 25 y 40 °C; por lo que las temperaturas observadas en todos los tratamientos

estuvieron en el rango 6ptimo de crecimiento de BPAL. Ademas, segun Wang et al. (2017)
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este rango de temperatura ayuda a mantener el pH idéneo con valores de 3,9 a 4,3 para

producir un ensilaje de buena calidad.

1.2.3 pH

En la tabla 5 se muestran las variaciones del pH de los ensilajes evaluados durante la

dindmica de fermentacion, los valores oscilaron entre 3,29 y 4,32.

Tabla 5. Valores del pH durante el proceso de
fermentacién en ensilajes elaborados con planta

entera de sorgo y pulpa de citrico fresca.

Tratamientos Momentos, dias
14 28 42 56
T1 4,24°¢ 4,32°¢ 4,07 4,18¢
T2 3,86" 3,82P 3,90 3,78
T3 3,622 3,582 3,64 3,472
T4 3,582 3,422 3,49 3,292
EE (3) 0,025 0,058 0,122 0,065

p-valor <0,0001 <0,0002 <0,0547 <0,0003

a, b, c: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias (p<0,05). T1: 100 %
sorgo; T2: 75 % sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4:
25 % sorgo + 75 % pulpa de citrico.

Se observo la disminucion de esta variable con el incremento de pulpa de citrico. Durante

los dias de evaluacion 14, 28 y 56 se encontraron diferencias entre los ensilajes T1y T2

(p<0,05), no se encontraron diferencias entre las proporciones T3 y T4. A los 42 dias los

tratamientos evaluados no presentaron diferencias estadisticas, ademas se observa un

ligero aumento del pH en todos los tratamientos excepto en el ensilaje T1; aumento que fue
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corregido a los 56 dias excepto en dicho tratamiento que aumentd, con respecto a la
evaluacion realizada en el dia 42. No obstante, este aumento del pH, los ensilajes se

mantienen dentro de un rango permisible, que los clasifica como ensilajes bien fermentados.

Estos resultados difieren de los reportados por Padilla-Montes (2018) quien informé valores
de pH ente 4,3 y 5,8. Por otra parte, para que un ensilaje sea considerado de bueno es
necesario que preserve al maximo posible las caracteristicas nutricionales del material
original. Esto ocurre al lograr reducciones en la respiracion del tejido de la planta, en la
actividad proteolitica y en el desarrollo de clostridios, lo que garantiza una estabilizacién del
producto (Martinez et al., 1998 y Fulgueira et al., 2007), lo que segun McDonald et al. (1991)

se obtiene con el rapido descenso del pH luego del ensilaje.

Este indicador es uno de los mejores parametros para definir la calidad fermentativa del
ensilaje. La fase fermentativa dura, desde varios dias, hasta varias semanas, en
dependencia de las caracteristicas del material ensilado y de las condiciones en el momento
del ensilaje. Si la fermentacion se desarrolla con éxito y la actividad de las BPAL prolifera'y
se convierten en la poblacidon predominante, a causa de la produccion de &cido lactico y
otros acidos, el pH bajara a valores entre 3,8 y 5,0; en funcion de la especie y caracteristicas

del forraje (Garcés Molina et al., 2004).

Existen varios criterios para determinar la calidad fermentativa de un ensilaje por sus valores
de pH. Segun Paiva (1976), un ensilaje muy bueno presenta valores de pH entre 3,6 y 3,8;
un ensilaje bueno entre 3,8y 4,2; un ensilaje medio de 4,2 a 4,6; y uno malo valores de pH
mayores que 4,6. En un ensilaje con alto contenido de MS (por encima de 35 %), el pH es
un criterio menos util para medir calidad, desde que la falta de H20 y una alta presion
osmotica pueden restringir la fermentacion y la produccion de acido, por tanto, aun con pH
alto, estos ensilajes pueden ser considerados de buena calidad (Leibensperger y Pitt, 1987).
Por su parte, Ojeda et al. (1991) sefialan que un buen ensilaje posee un pH entre 3,7y 4,2;
lo cual coincide con lo planteado por Hiriart (2008), quien plantea que la caida del pH debe
ser lo mas rapido posible con valores menores a 4,2; aunque se prefiere que sea menor de
4,0; para producir un ensilaje estable en corto tiempo. Por otra parte, McDonald et al. (1991)
y Sanchez (2018) plantean que el pH recomendado para obtener ensilados de buena calidad

es 4,0. Segun Moura et al. (2017) un pH de esta magnitud indica que los forrajes ensilados
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presentaron cantidades suficientes de carbohidratos solubles, y que su fermentacion
garantizé una adecuada conservacion del material vegetal a través de la produccion de
acido lactico. Sin embargo, Ososanya y Olorunnisomo (2015) consideran que un pH de 4,5
también permite obtener un producto de buena calidad.

En todos los tratamientos con pulpa se obtuvieron pH inferiores a 4,0 (tabla 5) y solo en el
tratamiento A fue que se aprecio un pH superior a ese valor (maximo 4,32); al no presentar
pulpa de citrico, esto puede deberse a que los frutos de citrico presentan niveles de acidez
que oscilan entre 1,01y 4,11 para el limoén y la naranja, respectivamente (Yfran-Elvira et al.,
2019).

l1.2.4 Acidos grasos de cadena corta
111.2.4.1 Acido acético

En la figura 2 se muestra la dinAmica de produccion de C2H4O2 de los ensilajes evaluados.
Las concentraciones de este acido oscilaron entre 1,7 y 17,2 mmol L1. Los menores valores
lo presentaron los tratamientos T1 y T4 y el mayor, la proporcion T3. A los 14 dias de la
fermentacién no se encontraron diferencias en la presencia de C2H4O:2 entre los tratamientos
evaluados (p<0,05), mientras que a los 28 dias la concentracion de C2H4O2 en los
tratamientos T1 y T2 fue de 2,6 y 3,6 mmol L respectivamente, sin diferencias entre si, la
concentracion de la proporcion T3 (5,7 mmol L) tampoco presentd diferencias con el

tratamiento T4.
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Figura 2. DinAmica de produccién de acido acético (mmol L) en ensilajes de planta entera

de sorgo y pulpa de citrico fresca.

En el dia 42, la proporcion T3 tuvo mayor concentracion que el resto de los tratamientos
(p<0,05) con diferencias significativas respecto a los mismos (figura 2). A los 56 dias, se
mantuvo la misma proporcion T3 como la que mas C2H4O:2 produjo, seguido del tratamiento

T2, 14,4y 8,2 mmol L, respectivamente (p<0,05).

El C2H402 es un constituyente normal del ensilaje, que procede de las fermentaciones
producidas por las bacterias coliformes, butiricas y lacticas heterofermentativas; este acido
organico, en altas cantidades en los ensilajes, afecta la palatabilidad (Castro, 2011). Segun
Jalc et al. (2010) y Kung et al. (2018) se le considera mayor inhibidor de levaduras y mejor
estabilizante aerdbico que el acido lactico, los ensilajes con concentraciones muy bajas de
C2H402 pueden ser inestables al exponerlos al aire, esto se debe principalmente a las
caracteristicas antifungicas de este acido. Por otra parte, Kung et al. (2018) plantean que el
C2H402 de un ensilaje, consumido por un rumiante, puede ser absorbido en el rumen y
utilizado para obtener energia o ser incorporado a la grasa en la leche. No obstante, los
valores de C2H4O2 encontrados en el presente estudio se consideran adecuados para

ensilajes bien preservados.
11.2.4.2 Acido propiénico

La produccién de C3HesO:2 es indicador de la degradacién que han sufrido los compuestos
nitrogenados en un proceso de fermentacién, donde, a altas concentraciones, provoca que
el ensilaje sea de mala calidad (Kaiser et al., 2004). En los ensilajes evaluados la presencia
de C3HsOz2 no difirid hasta los 42 dias de fermentacion (figura 3), en que los tratamientos T3
y T4 produjeron mas de este compuesto (0,21 y 0,25 mmol L) que los tratamientos T1 y
T2 (p<0,001).
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Figura 3. Dinamica de produccién de acido propiénico (mmol L) en ensilajes de planta

entera de sorgo y pulpa de citrico fresca.

Sin embargo, a los 56 dias, se observé que la proporciéon T3 superd al resto de los
tratamientos con 0,33 mmol L1, al ser este el valor mas alto de C3HsO2 encontrado durante
la dinamica de fermentacion de los ensilajes en estudio, no obstante, se considera una
concentracion dentro del rango permisible para catalogar los ensilajes como bien
fermentados. Segun Kung et al. (2018) el C3HesO2 suele ser indetectable (especialmente en
ensilajes secos) o en concentraciones muy bajas (<0,1%) en buenos ensilajes; altas
concentraciones de este acido (>0,3 — 0,5%) se encuentran mas comunmente en las
fermentaciones clostridiales, probablemente un resultado de Clostridium propionicum. Por
otra parte, ese mismo autor plantea que el CsHsO2 consumido es absorbido en el rumen 'y

convertido en glucosa por el higado del rumiante.
111.2.4.3 Acido butirico

En la figura 4 se muestra la dinAmica de produccién de C4HgO2 de los ensilajes de planta
entera de sorgo y pulpa de citrico fresca evaluados. Los valores de este AGCC oscilaron
entre 0,004 y 0,056 mmol L%, lo que, segin Ojeda et al. (1991) son cantidades despreciables
en ensilajes de buena calidad.
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Figura 4. Dinamica de produccién de acido butirico (mmol L) en ensilajes de planta entera

de sorgo y pulpa de citrico fresca.

Hasta el dia 28 de la fermentacién se aprecié un aumento de CsHsO2 en la medida que
aumenta la proporcion de pulpa de citrico en la mezcla ensilada (figura 4). A los 42 dias de
fermentacién se encontraron diferencias (p<0,001), entre la proporcién T3 y el resto de las
formulaciones evaluadas. Estas diferencias no se observaron a los 56 dias, donde el

tratamiento T1 present6 el valor mas elevado de CsHgO2 0,056 mmol L.

El C4HsO2 puede ser producido bajo condiciones de anaerobiosis, debido a una variedad de
factores, entre los que se incluyen: la alta contaminacion con suelo, la baja tasa de
fermentacién y el bajo contenido de MS (Castro, 2011). Es producido por bacterias butiricas
e indica actividad metabdlica de organismos clostridiales, que conduce a grandes pérdidas
de MS y mala recuperacion de energia. En ensilajes bien fermentados no debe ser
detectable, la presencia de este acido, por lo que es un buen indicador del producto
conservado (Pahlow et al., 2003). Ademas, segun Kung et al. (2018), paradéjicamente,
ensilajes con C4HsO:2 tienden a ser estables al exponerse al aire porque este acido tiene

fuertes caracteristicas antifungicas.

Segun Nogueira (1995) ensilajes con cantidades de C2H4O2 y C4HsO: inferiores a 2,5y 0,1
%, respectivamente, pueden ser considerados de muy buena calidad. Al respecto, Noguera

et al. (2014), al evaluar el efecto de diferentes aditivos en la calidad nutricional y el perfil de
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la fermentacion de ensilajes en base a cascara y semillas de maracuya (Passiflora edulis
Sims.) reportaron valores de C2H402 entre 3,9y 5,7 %; 3C de 0,19y 0,28 % y C4HsO2 entre
0,52y 0,77 % los cuales no coinciden con los encontrados en este estudio.

De manera general, los AGCC son el producto de otras fermentaciones distintas a la lactica
en condiciones de anaerobiosis (Van Soest et al., 1991; Rodriguez-Muela et al., 2017) y que
contribuyen al deterioro e instabilidad del ensilado, ademas, al presentarse en altas
cantidades son indicadores de una pobre fermentacién (Martinez et al., 1998). Segun
Sanchez (2018) los mas importantes son el C2H4O2, C3HesO2 y CsHsO2. En un ensilado
excelente, los dos primer deben de estar presente en pequefias cantidades, y el butirico
ausente o en cantidades despreciables lo cual se pone de manifiesto en los ensilajes de

planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca evaluados en este estudio.
[11.2.5 Nitrégeno amoniacal

En la tabla 6 se muestra que el contenido de N-NH3 respecto al nitrégeno total (%N-NH3/NT)
de las mezclas ensiladas fue afectado de manera significativa por el nivel de inclusion de
pulpa de citrico en los tratamientos (p<0,05). De esta manera, conforme aumenté el
contenido de pulpa en la mezcla, disminuyo el nivel de N-NHs encontrdndose valores entre
0,21y 4,92 %.

Tabla 6. Contenido de amoniaco (%N-NHs/NT) en
ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de

citrico fresca.

Tratamientos Momentos, dias
14 28 42 56
T1 4,434 3,39¢ 4,374 4,924
T2 2,21° 1,75 2,69¢ 3,76°
T3 1,49P 1,47 1,96 2,48P
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T4 0,212 0,572 1,022 1,312
EE (¥) 0,11 0,27 0,13 0,17

p-valor <0,0001 <0,0005 <0,0001 <0,0001

a, b, c, d: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias (p<0,05). T1: 100 %

sorgo; T2: 75 % sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4:

25 % sorgo + 75 % pulpa de citrico.
Segun Hiriart (2008) y Kung et al. (2018) la presencia de N-NHs en los ensilajes esta
condicionada al contenido de los aminoacidos libres, los nitratos presentes en el forraje y, a
la degradacion de las proteinas, debida al metabolismo de las bacterias durante la
fermentacién. Su concentracion da una idea de la proporcion de las proteinas que se han
desdoblado durante el ensilaje, cuando este se expresa como porcentaje del NT. Esta
cantidad de proteinas desdobladas, puede ser alta 0 baja de acuerdo a la calidad del

proceso fermentativo en el silo.

De acuerdo con varios autores (Kleinschmit y Kung, 2006; Borges et al., 2011), el N-NH3
puede ser afectado por el nivel de pH dentro del silo, si el pH es acido, el contenido de N-
NH3/NT es menor, mientras que si el pH es menos acido los valores de N-NH3/NT son
mayores. En este sentido, en los ensilajes evaluados a pesar de que se puede apreciar
cierto incremento del N-NHs desde el dia 14 hasta el dia 56 (tabla 6), este incremento se
debid probablemente al NHs generado por los procesos de proteolisis que pudieron estar
presentes durante las primeras fases de la produccion del ensilaje, no obstante, no fue en
tal magnitud como para que influyera en la calidad del ensilado, dado que se aprecié un
descenso importante del pH.

El contenido de N-NHs de las formulaciones analizadas fue menor que los resultados
encontrados por Padilla-Montes (2018). Mientras que Royo (2018) al evaluar el efecto de
enzimas exdgenas sobre la fermentacion y calidad nutricional de ensilaje de sorgo, present6

resultados similares al presente estudio con valores de N-NHs/NT entre 4,83 y 4,99 %.

Los valores de N-NHs para un ensilado de buena calidad varian segun el tipo de forraje. En
todos los tratamientos evaluados, el N-NHz fue menor a los valores descritos por Ojeda et

al. (1991), Betancourt et al. (2005) e Hiriart (2008) quienes indican que concentraciones
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menores al 11 % de N-NHs/NT se califican como ensilajes aceptables, mientras que
ensilajes de mala calidad se relacionan a valores superiores al 15 % de N-NHs/NT, por otra

parte, valores menores del 7 % se consideran ensilajes bien conservados.

[11.3 Composicién quimica de ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de citrico

fresca
111.3.1 Materia seca

En la tabla 7 se muestran los resultados de MS de los ensilajes evaluados. En todos los
dias muestreados, a medida que aumento el nivel de pulpa de citrico, disminuyé el contenido
de MS de los ensilados obtenidos, con valores que oscilaron entre 21,57 y 36,52 %,

observandose diferencias a los 28, 42 y 56 dias de evaluacion (p<0,001).

Tabla 7. Contenido de MS (%) en ensilajes de planta entera
de sorgo y pulpa de citrico fresca.

Tratamientos Momentos, dias
14 28 42 56
T1 34,37°¢ 36,454 36,524 36,02¢
T2 31,89¢ 32,27¢ 33,89¢ 32,08¢
T3 27,01° 26,18° 27,43° 25,66°
T4 22,342 21,572 22,462 21,642
EE (2) 0,939 0,460 0,693 0,320

p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

a, b, ¢, d: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias (p<0,05). T1: 100 % sorgo;
T2: 75 % sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4: 25 % sorgo

+ 75 % pulpa de citrico.
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Sin embargo, el dia 14 no se encontraron diferencias entre los tratamientos T1 y T2. Estos
resultados superan a los obtenidos por Padilla-Montes (2018). Solo en la proporcion T3 se
encontraron semejanzas con los resultados informados por este autor (27,2 %) en

comparacién con el rango observado en este estudio que oscil6 entre 25,66 y 27,43 %.

Un factor importante que determina el tipo de fermentacion en el proceso de ensilaje es el
tenor de MS de la planta. Estudios realizados por Pinho et al. (2015) y Martinez (2017),
encontraron que en las distintas variedades de sorgo el contenido de MS varia con la edad
de corte y con la naturaleza del tallo de la planta. En este sentido, a los contenidos de MS
observados en el presente estudio contribuyé el presecado de la planta entera de sorgo
durante 48 h, ya que se conoce que dicho proceso incrementa el valor de ese componente
(Sanchez, 2018). El presecado fue necesario para reducir en lo posible la humedad durante
la fermentacion, pues es conocido que altos niveles de humedad en los forrajes a ensilar
pueden provocar pérdidas por efluentes y favorecer fermentaciones indeseables (Sanchez,
2018). Ademas, segun McDonald et al. (1991), estos efluentes contienen la mayoria de los
componentes solubles del forraje, como azlcares, acidos organicos, proteinas y otros

compuestos nitrogenados.

En este sentido, Michelena y Molina (1990) sugirieron que, para obtener ensilados de buena
calidad y disminuir las pérdidas por efluentes, el contenido de MS debe ser como minimo
de 30 %. Por su parte, Ojeda et al. (2006) sefialaron que, si un ensilaje presenta entre 25y
30 % de MS y su pH es inferior a 4,3 se puede considerar que el proceso se desarroll6 de
manera satisfactoria. Sin embargo, otros autores sefialan que ensilajes de buena calidad
deben tener entre 30 y 35 % de MS (Flores, 2015), aunque Sanchez (2018) plantea que se

puede lograr un adecuado proceso de fermentacion con al menos 25 %.

En base a lo propuesto por estos autores, los tratamientos T1, T2 y T3 alcanzaron desde el
25 hasta el 36 % de MS (tabla 7), por lo que se considera que las pérdidas por efluentes en
estos ensilajes deberian ser minimas; considerandolos de ese modo como ensilajes de
buena calidad; no comportandose asi el ensilaje con mayor contenido de pulpa de citrico
(T4) donde los valores de MS alcanzados oscilaron entre 21y 22 %. No obstante, este ultimo
también fue considerado un ensilaje de buena calidad, independientemente de su contenido

de MS, ya que su proceso fermentativo ocurri6 de manera eficiente y asi lo corroboran los

48



Resultados y discusion

valores de pH (3,29-3,58); el contenido despreciable de propionato (CsHsO2) y butirato
(C4HsO2) (ver figuras 3 y 4, respectivamente); y los valores de N-NH3/NT (0,21-1,31 %).

111.3.2 Proteina bruta

La tabla 8 muestra los valores de proteina alcanzados durante la fermentacion de los
ensilajes. Los resultados oscilan entre 6,70 y 9,88 % vy, varian de acuerdo a los contenidos

de PB de las materias primas antes de ensilar (ver tabla 3).

Tabla 8. Contenido de PB (%) en ensilajes de planta entera

de sorgo y pulpa de citrico fresca.

Tratamientos Momentos, dias
14 28 42 56
T1 8,94P 9,70 8,692 9,04b
T2 9,42 9,10 9,57° 7,352
T3 8,63° 8,19 9,88 8,61°
T4 6,702 8,27 7,962 8,34
EE (2) 0,221 0,508 0,497 0,317

p-valor <0,0001 0,0503 <0,0064 <0,0387

a, b: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias (p<0,05). T1: 100 % sorgo;
T2: 75 % sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4: 25 %

sorgo + 75 % pulpa de citrico.
Al dia 14 el tratamiento T4 mostrg diferencias significativas (p<0,05) con el resto de los
ensilajes evaluados, con el menor valor de esta variable durante todo el proceso de
evaluacion (6,70 %). Mientras que al dia 28, no hubo diferencias entre las proporciones

evaluadas. En el dia 42 las diferencias se presentaron entre los tratamientos T2 y T3 en
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relacion al T4 (p<0,0064). A los 56 dias el tratamiento T2 mostro diferencias con el T1y la
proporcion T3 (p<0,0387).

En sentido general, la proteina se vio influenciada posiblemente por el estado de madurez
del material ensilado. Por otro lado, los dias de conservacion influyeron en el contenido de
proteina de los ensilajes, este contenido fue mayor a los 28 y 42 dias con valores de 9,70 y
9,88 % en los tratamientos T1 y T4, respectivamente, mientras que los dias 14 y 56 los

ensilajes con las proporciones T4 (6,70 %) y T2 (7,35 %) obtuvieron los valores mas bajos.

De Ledn et al. (2011), al determinar la aptitud productiva y cualitativa de dos genotipos de
sorgo, conservados como ensilajes de planta entera, en comparacién con maiz, encontraron
valores de proteina entre 6,48 y 7,30 %, inferiores a los obtenidos en este estudio, los cuales
oscilaron entre 8,69y 9,70 % en el tratamiento A, posiblemente porque utilizaron variedades
diferentes a la empleada en el presente estudio. Sin embargo, Padilla-Montes (2018)
informo valores de PB superiores a los alcanzados en este estudio, cuando utiliz6 como
material fresco sorgo y pulpa integral de jicaro, con contenidos de proteina mayores que el
sorgo y la pulpa de citrico analizadas (12,15 %; 16,50 % vs. 8,0 %; 7,9 %, respectivamente),
por lo que sus mezclas alcanzaron valores entre 12,1y 17,4 %, por encima de los resultados

gue se alcanzaron en esta investigacion (6,70-9,88 %).
[11.3.3 Materia organica

Respecto a la composicion de la MO, en la figura 5 no se aprecian diferencias entre los
ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca en ninguno de los dias
muestreados. En todos los tratamientos se apreciaron valores de MO superiores al 90%,

con variaciones entre 91,43 y 96,08 %.

En el dia 14 la proporcion T3 mostré el mayor porcentaje de MO con 96,08 %, mientras que
el tratamiento T2 presentd el menor valor 92,5 %. Durante la evaluacion del dia 28 se
observé una ligera tendencia al aumento de la MO a medida que aumentaba el nivel de
inclusion de la pulpa de citrico, aunque siempre el tratamiento T4 mostré valores ligeramente

por debajo la proporcién T3.
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Figura 5. DinAmica de la composicién de la MO en ensilajes de planta entera de sorgo y
pulpa de citrico fresca.

El dia 42 el tratamiento T1 alcanzo el menor valor de MO con 93,15 %, el resto de los
tratamientos oscilaron en el orden de los 94-95 %. Mientras que, a los 56 dias las
proporciones T2 y T3 presentaron el mayor y el menor porcentaje de MO con 93,39 y 90,76

%, respectivamente, el resto de los tratamientos mostraron resultados similares.
[11.3.4 Fibra detergente neutro

En la tabla 9 se muestran los cambios en el contenido de FDN de los tratamientos durante
la dindmica de fermentacion de los ensilajes en estudio. Se observa en todos los momentos
de evaluacion, un incremento en el contenido de FDN al disminuir el porcentaje de inclusion
de pulpa con diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,0001). De igual forma, se
aprecia un aumento del contenido de este componente en el tiempo (tabla 9). Al respecto,
Rodriguez et al. (2016) plantean que este incremento indica desaparicion de una parte del
material soluble durante la fermentacién, lo que incrementa el porcentaje de la proporcién
del material fibroso.

Tabla 9. Contenido de FDN (%) en ensilajes de planta
entera de sorgo y pulpa de citrico fresca.
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Tratamientos Momentos, dias
14 28 42 56
T1 63,444 68,624 69,411 70,094
T2 56,86° 59,43¢ 62,91°¢ 64,22°¢
T3 54,47° 54,90° 55,95  57,29b
T4 46,982 51,532 49,112 52,102
EE (2) 0,432 0,577 0,648 0,947

p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

a, b, c, d: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias (p<0,05). T1: 100 %

sorgo; T2: 75 % sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4:

25 % sorgo + 75 % pulpa de citrico.
Desde el punto de vista de la fisiologia de la nutricion, la fibra es la porcién del alimento que
limita la digestién, requiere ser masticada para la reduccion del tamafio de particula y ocupa
espacio en el rumen (Grant, 1996). De esta forma, la fraccion FDN brinda una estimacion
de la fibra presente en el alimento, fundamentalmente celulosa, hemicelulosa y lignina v,
estd intimamente relacionada al consumo de MS. A medida que el valor de FDN se
incrementa, el consumo animal disminuye, por lo que proveer dietas con altos contenidos
de FDN limita el consumo del forraje, debido a una sensacion de llenado en el rumen. Segun
Garcia (2003) se estima que los rumiantes pueden llegar a consumir un maximo de FDN

cercano al 1-2 % del peso vivo.

Resultados similares reportaron Nava-Berumen et al. (2017) al evaluar el rendimiento y la
calidad forrajera de tres variedades de sorgo. Estos autores encontraron niveles de FDN
dentro del rango observado para el tratamiento 100 % de sorgo, que oscilo entre 63,44 y
70,09 %. Por otra parte, Van Saun (2006) asever6 que los forrajes de gramineas de alta
calidad deben presentar valores de FDN menores a 50%, lo cual no se corresponde con los

resultados alcanzados en este estudio, salvo en el tratamiento T4 donde la proporcién de
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pulpa es la mas alta entre todos los ensilajes evaluados, por lo que se lograron valores entre
46,98 y 52,10 %. Por otra parte, la proporcion T3 no presento resultados elevados (54,47 y
57,29 % de FDN, tabla 9), por lo que se estima que los tratamientos T3 y T4 ostentan valores
deseables de FDN para suplementar rumiantes en pastoreo.

[11.3.5 Fibra detergente acido

En la tabla 10 se aprecia el contenido de FDA de las diferentes combinaciones de ensilajes
en estudio. Solo se observaron diferencias significativas entre los tratamientos los dias 14 y
42 (p<0,05).

Tabla 10. Contenido de FDA (%) en ensilajes de planta entera de

sorgo y pulpa de citrico fresca.

Momentos, dias
Tratamientos

14 28 42 56
T1 34,96 38,37 38,16 34,61
T2 31,412 36,35 36,79 35,35
T3 31,122 35,13 34,002 34,59
T4 34,08 3532 37,00 35,62

EE (2) 0,680 0,855 0,561 0,891

p-valor 0,016 0,116 0,001 0,795

a, b: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias (p<0,05). T1: 100 % sorgo; T2: 75

% sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4: 25 % sorgo + 75 %

pulpa de citrico.
A los 14 dias, se obtuvieron valores superiores en los tratamientos T1 y T4 con respecto a
los restantes; 34,96 y 34,08 %, respectivamente. A los 42 dias, la proporcion T3 fue menor

que el resto (34,0%), mientras que, al finalizar el proceso de conservacion (56 dias), se
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obtuvieron contenidos de FDA que variaron en el estrecho rango de 34,6 a 35,6 %. Nava-
Berumen et al. (2017) encontraron valores de 41,1 % de FDA, los cuales no coinciden con
los obtenidos en el presente estudio, los que variaron entre 34,61 y 38,37 % para el
tratamiento T1, estos resultados alcanzados en este estudio pudieran deberse a factores
como el clima, la edad de corte y la variedad del sorgo utilizado. Van Saun (2006) también
ratifico que un forraje de alta calidad de gramineas debe ostentar valores de FDA menores
a 35 %, por lo que los resultados anteriores ratifican a los tratamientos T3 y T4 como los

mas promisorios para suplementar rumiantes en pastoreo.
[11.3.6 Digestibilidad de la materia organica

En la tabla 11 se muestran los valores de digestibilidad de la materia organica (DMO)
alcanzados por los ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca evaluados

en el presente estudio.

Tabla 11. Valores de DMO (%), obtenida por KOH, en ensilajes

de planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca.

Tratamientos Momentos, dias
14 28 42 56
T1 67,70° 25,59 30,372 27,54°
T2 66,37° 27,31 30,582 26,74
T3 60,9430 25,28 32,272 24,342
T4 52,032 25,47 36,48° 25,402
EE (¢) 2,934 0,756 0,978 0,763
P-valor 0,0322  0,2427 0,0016 0,0436

a, b: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias (p<0,05). T1: 100 % sorgo; T2: 75
% sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4: 25 % sorgo + 75 %

pulpa de citrico.
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Los resultados oscilaron entre 24,34 y 67,70 %. A los 14 dias, los tratamientos mostraron
una alta degradabilidad, superior al 50%, que aumenté en la medida que se redujo la
proporcién de pulpa de citrico en la mezcla a ensilar, aunque el tratamiento T4 difirié del T1
y el T2 (p<0,05). Sin embargo, a los 28 dias las diferencias desaparecieron (p<0,05) y, al
dia 42 el comportamiento observado en el primer muestreo se invirtio, disminuyendo la DMO
con la reduccion del nivel de pulpa, aunque solo se apreciaron diferencias entre el
tratamiento T4 y el resto (tabla 11). Finalmente, a los 56 dias solo se encontraron diferencias
entre las proporciones T1y T3.

Un elemento importante respecto a los resultados de DMO lo constituye que entre el dia 14
y el dia 56 hay una importante reduccion de la degradabilidad en todos los tratamientos,
probablemente producto de la fermentacion de los compuestos solubles y mas fermentables
de los materiales a conservar, lo que pudo incidir en el valor nutritivo de los productos
obtenidos. Al respecto, se conoce que el ensilaje se basa en la fermentacién de los
carbohidratos solubles de las plantas en condiciones anaerobias, por medio de bacterias
acido lacticas, lo que provoca una disminucién del pH y evita la proliferacion de
microorganismos que realizan fermentaciones indeseables (Sdnchez, 2018). Ademas, esto
se puede asociar a las elevadas proporciones de fibra observadas, otro indicador que
evidencio que una parte del material soluble desaparecié durante la fermentacién, lo que
incrementd la proporcién de los carbohidratos estructurales (ver tabla 9 y 10). Al respecto,
Cruz y Sanchez (2000) y Detmann et al. (2005) plantean que el valor de la fibra esta
negativamente relacionado a la digestibilidad, es decir, cuanto mayor sea el contenido de
fibra, menor la digestibilidad del ensilaje y, por tanto, también es menor el contenido de

energia que aporta al animal.
[11.3.7 Composiciéon de los minerales calcio, magnesio y fosforo
[11.3.7.1 Contenido de Ca de los ensilados

En la figura 6 se muestra el contenido de Ca de los ensilados evaluados en los diferentes
momentos. Los valores oscilaron entre 3,39 y 4,52 g/kg MS. A los 14 dias el tratamiento T1
mostro menor contenido de Ca que el resto (p<0,05). Sin embargo, a los 28 dias, las
proporciones T3y T4 no difirieron entre si y tuvieron menor contenido de este mineral (3,39

y 3,49 g/kg MS, respectivamente), que el resto de los tratamientos.
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Figura 6. Dinamica del contenido de Ca en ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de

citrico fresca.

A los 42 dias no se apreciaron diferencias entre tratamientos (p>0,05) y, finalmente, a los
56 dias, el tratamiento T4 presentdé menos Ca que el resto.

Respecto a los sustratos originales, se aprecié una disminucién del contenido de Ca en los
ensilajes obtenidos (ver tabla 3). Sin embargo, los valores de Ca de los ensilados evaluados
estuvieron en el rango observado en forrajes por Martinez-Séez et al. (2018) y en el de los
requerimientos para rumiantes en pastoreo (McDowell y Arthington 2005). Por otra parte,
los valores obtenidos en este estudio estan en correspondencia con los reportados por Sales

(2017) para la dieta de bovinos de carne, quien informa como promedio 3,4 g/kg MS.
[11.3.7.2 Contenido de Mg de los ensilados

La figura 7 muestra el contenido de Mg de los ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa
de citrico fresca evaluados. Se observan diferencias a los 28 y 56 dias de evaluacion. El dia
28 de conservacion la proporciéon T3 mostré menor contenido del mineral (1,98 g/kg MS)
gue el resto de los tratamientos (p<0,05).

56



Resultados y discusion

ET1 mT2 @T3 OT4

3 .
2.5 -
bb_b
) a
s 2 ]
(@]
< 15 -
(@]
g 1
0.5 -
O 1 T T T 1
28 42
Tiempo, dias

Figura 7. Dinamica del contenido de Mg en ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de

citrico fresca.

A los 56 dias el mayor contenido de Mg lo mostro el tratamiento T1 (2,14 g/kg MS), aunque
no difirié del tratamiento T2 (p<0,05).

En relacion a los sustratos originales sin ensilar no se observé mucha variaciéon, solo se
aprecié cambios en el contenido de Mg en el tratamiento T4. Sin embargo, en todas las
formulaciones evaluadas, los valores de Mg estuvieron en el rango observado en forrajes
por Martinez-Séez et al. (2018) y en el de los requerimientos de rumiantes en pastoreo,
descrito por McDowell y Arthington (2005). Por su parte, Sales (2017) reporta valores de 1,4
g/kg MS de Mg en la dieta de bovinos para la produccién de carne, mientras que los ensilajes
de planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca evaluados presentaron un rango entre
1,98y 2,32 g/kg MS de este mineral, lo que los hace adecuados para la suplementacién de

rumiantes.
[11.3.7.3 Contenido de P de los ensilados

En la figura 8 se muestran el contenido de P determinado en los ensilajes de planta entera
de sorgo y pulpa de citrico fresca evaluados a los diferentes dias de muestreo. Los valores
oscilaron entre 0,32 y 0,96 g/kg MS.
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Figura 8. Dinamica del contenido de P en ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de

citrico fresca.

A los 14 dias de conservacion los menores valores de este mineral se encontraron en los
tratamientos T1y T4 (p<0,05). Sin embargo, T1 no difirié de la proporcion T3. A los 28 dias,
se observo el aumento de este mineral con el mayor porcentaje de inclusion de pulpa de
citrico en los ensilajes, posiblemente porque al alcanzar los ensilajes la anaerobiosis total
aumento la solubilidad de este elemento. El dia 28 el menor contenido de P con 0,41 g/kg
MS, lo mostré el tratamiento T1 (figura 8).

A partir de los 42 hasta los 56 dias no hubo diferencias entre las proporciones evaluadas
(p>0,05), al presentar una ligera disminucién del contenido de P en los tratamientos respecto
a los 28 dias, probablemente por la utilizacion de este mineral en sus reacciones

enzimaticas por los microorganismos que participan en la fermentacion del ensilaje.

En relacion con los materiales sin ensilar, no se apreciaon cambios en el contenido de P en
los ensilajes obtenidos. Como en los demas minerales analizados anteriormente, los valores
de P de los ensilados evaluados estuvieron en el rango observado en forrajes por Martinez-
Saez et al. (2018) y en el de los requerimientos para rumiantes en pastoreo, descrito por
McDowell y Arthington (2005). No obstante, Sales (2017) plantea la utilizacion de 3,1 g/kg

MS de P en la dieta de bovinos de carne, valores no alcanzados en el presente estudio.
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De manera general, segun Gadberry (2011) los animales requieren de una cantidad de
nutrientes para cada proposito especifico; estos requerimientos de minerales para los
rumiantes dependen de la especie, el peso del animal, la edad, la raza, el sexo, la etapa de
produccion, la gestacion, la lactacion, la actividad fisica, el nivel y forma quimica del
elemento, la interrelacion con otros minerales, el medio ambiente y, por ultimo, la adaptacion

del animal a un suplemento en patrticular.

[1l.4 Evaluacion in vitro del valor nutritivo de ensilajes de planta entera de sorgo y

pulpa de citrico fresca
[11.4.1 Cinética de produccion de gas in vitro

Al analizar la produccion de gas (PG) in vitro (mL de gas/g MOinc) de los ensilajes de planta
entera de sorgo y pulpa de citrico fresca representada en la figura 9, no se apreciaron
diferencias entre los tratamientos en ninguno de los horarios evaluados, entre las 3 y las 96
h (p>0,05).
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Figura 9. Dinamica de produccion de gas in vitro de ensilajes de planta entera de sorgo y

pulpa de citrico fresca.

En las curvas de PG, se observa que, durante las primeras 9 h post incubacion la PG
acumulada es similar entre los tratamientos (figura 9), posiblemente porque el sustrato

primero debe ser hidratado, para que luego los microorganismos del rumen lo puedan
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colonizar y comiencen a degradar los componentes mas solubles del alimento, esto explica

que, al inicio de procesos de incubacion con liquido ruminal, la PG inicia de forma lenta.

Entre las 9 y las primeras 24 h los perfiles de acumulacion de gas aumentaron rapidamente,
al mostrar que las tasas de generacion que se obtuvieron en los tratamientos T2 y T4 (figura
9) presentaron valores superiores, sin embargo, la proporcion T3 presenté una ligera
disminucién; mientras que el tratamiento T1 mostro valores de PG acumulada cercanos a la
proporcion T3. A partir de las 24, hasta las 48 h, el incremento en la PG acumulada fue
proporcionalmente menor en los cuatro tratamientos evaluados, con respecto a los horarios
anteriores, manteniéndose los perfiles de PG con el mismo comportamiento entre las 9 y las
primeras 24 h. Esta vez el tratamiento T1 presentd valores intermedios entre los
tratamientos T2 y T4 y la proporcion T3 (figura 9). Asi mismo, desde las 48 y, hasta las 96
h, hubo una ligera disminucion de la PG acumulada en todos los tratamientos evaluados,
manteniéndose la misma tendencia en los tratamientos en cuanto a la acumulacién de gas.
En esos horarios de evaluacion el tratamiento T1 se acercé mas a la PG acumulada de las

proporciones T2y T4.

Elincremento en la PG de los tratamientos T2 y T4, durante todo el proceso de fermentacién
in vitro, indica que estos pudieran tener una mayor concentracion y disponibilidad de energia
y una digestibilidad superior, posiblemente porque la cantidad de CNF fue mayor que en el
resto de los tratamientos, ya que, segun Getachew et al. (2004) y Van Dung et al. (2014) la
cantidad de gas que se produce mediante la incubacion in vitro de un sustrato esti
relacionada con su digestibilidad y, por tanto, con su valor energético, ya que los CNF liberan
mayor cantidad de energia en menor tiempo. Por otra parte, Bakhashwain et al., 2010 y
Arce-Ramirez et al., 2020 plantean que la PG se ve afectada negativamente por altas
concentraciones de FDN y FDA, lo cual no coincide con lo obtenido en este estudio (ver
tablas 9 y 10 ), donde los tratamientos con un incremento en la PG presentaron valores
relativamente altos de estos compuestos estructurales, sin embargo, se debe tener en
consideracion gue la relacion existente entre el contenido de FDN y FDA y la amplitud de
este efecto varia entre especies y, en gramineas, como el sorgo, la influencia es mucho
mayor que en otras especias de plantas (Getachew et al., 2004), lo cual es consistente con

lo encontrado en este estudio.
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En este sentido, Blummel et al. (1999) y Liu et al. (2002) plantean que la PG es una medida
indirecta de la degradacién de los sustratos, particularmente de los carbohidratos. Asi
mismo, la velocidad y grado de fermentacion de estos en el rumen varia segun el tipo y
estructura de los mismos (lvan et al., 2005) y, segun la poblacion microbiana predominante
(Dehority, 2003). De aqui que la medicidén de la PG in vitro pueda utilizarse para evaluar la
tasa y extension de la digestion de los ingredientes de un alimento en particular (Keim et al.,
2017 y Pelagalli et al., 2020) y para predecir los valores de energia de los ingredientes del
mismo, o de una dieta en general (Menke y Steingass 1988 y Mena et al., 2020). Ademas,
la interpretacién de la curva de PG brinda elementos para la evaluacion de alimentos para
rumiantes, dada la simulacion de las condiciones ruminales, los alimentos con acumulacion
de mayores voliumenes de gas en tiempo reducido pueden correlacionarse con el aumento
en el consumo de MS, tasa de pasaje y mayor aporte energético, lo que se traduce en una

mejora productiva.
[11.4.2 Parametros cinéticos

Los pardmetros cinéticos de la produccién acumulada de gas de los ensilajes de planta
entera de sorgo y pulpa de citrico estimados a partir del modelo exponencial de

Krishnamoorthy et al. (1991) se muestran en la tabla 12.

El potencial de produccion de gas (parametro D) de los ensilajes no vari6 mucho con el nivel
de inclusion de pulpa de citrico, encontrandose diferencias inferiores a 25 mL entre el mayor
y el menor valor de potencial (14%) correspondientes a los tratamientos Tl y T3,

respectivamente.

Tabla 12. Parametros cinéticos de la incubacion in vitro de ensilajes de planta entera de

sorgo y pulpa de citrico fresca.

D (mLg*MOQinc) C (hY) L (h) EEcurva R2
Tratamientos

(+EE) (+EE)  (*EE)
T1 174,2 0,026 6,0 26,11 0,816
(£20,15) (+0,006) (+1,45)
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T2 170,6 0,033 5,4 14,80 0,936
(+8,65) (£0,004)  (£0,72)

T3 150,4 0,027 6,1 20,63 0,844
(+15,62) (+0,006)  (+1,30)

T4 167,7 0,034 5,2 18,83 0,899
(+10,49) (+0,005)  (+0,91)

D: el potencial de produccién de gas (asintota cuando t= «; mL g* MOinc); C: la tasa fraccional de produccion de

gas (hY); L: la fase de retardo en el inicio de la fermentacion (Lag Time, h); T1: 100 % sorgo; T2: 75 % sorgo + 25

% pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4: 25 % sorgo + 75 % pulpa de citrico.
Los mayores valores del potencial de produccién de gas de los tratamientos T1, T2 y T4
pudieran estar relacionados con una mayor disponibilidad de nutrientes, condiciones que
favorecen el crecimiento de los microorganismos ruminales y, en consecuencia, el aumento
de la PG. Este comportamiento, segun Solis et al. (2020) tiene que ver con el contenido de
carbohidratos solubles disponibles, asi como con la cantidad y calidad de la fibra de las

dietas con ensilado.

De igual forma, la tasa fraccional (parametro C) oscil6 entre 0,026 y 0,034 h! (tabla 12), sin
que se apreciara una tendencia respecto al nivel de inclusién de pulpa de citrico. Finalmente,
la fase de retardo en el inicio de la fermentacion o fase Lag (parametro L) fue mayor en los
ensilajes T3 y T1, donde se reportaron valores de 6,1 y 6,0 h; respectivamente, este
resultado pudiera relacionarse con bajas producciones de gas, lo cual implica un retardo en
la colonizacion del sustrato por los microorganismos del rumen, sin embargo, en el presente
estudio el tratamiento T1 obtuvo los mayores valores del pardmetro D. Por otra parte, con
los menores valores observados (5,2 y 5,4 h) en |la fase Lag se encuentran los tratamientos
T4 y T2 donde se puede observar, desde los primeros horarios de la fermentacion in vitro,
una alta PG (ver figura 9), lo cual pudiera estar relacionado con una rapida y facil utilizacion
de los carbohidratos y la fibra solubles presente en la pulpa de citrico los cuales pueden
ser utilizados por los microorganismos del rumen como fuente de energia fermentable
(Lashkari y Taghizadeh, 2015).
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[11.4.3 Indicadores quimicos y gravimétricos en incubaciones de 24 horas
[11.4.3.1 Proporciones molares de C2H402, C3HeO2 y C4HsO2

Las proporciones molares de los AGCC C2H402, C3HsO2 y C4aHsO2 se observan en la tabla
13. Se aprecian diferencias significativas (p<0,01) entre los tratamientos en la incubacion in

vitro de 24 h de los ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de citrico.

Tabla 13. Proporciones molares (%) de los AGCC C2H402, C3Hs02 y C4HsO2
alas 24 horas en la incubacion in vitro de ensilajes de planta entera

de sorgo y pulpa de citrico fresca.

Tratamientos  Ac. Acético Ac. Propionico Ac. Butirico
T1 71,02 23,5°¢ 1,42
T2 69,92 23,3b¢ 1,7¢
T3 72,3bc 22,32 1,6°
T4 72,6° 22,83 1,42
EE (2) 0,43 0,19 0,05
p-valor 0,0051 0,0051 0,0013

a, b, c: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias (p<0,01). T1: 100 % sorgo; T2: 75 %
sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50 % sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4: 25 % sorgo + 75 % pulpa de

citrico.

Las mayores proporciones para el C2H402 (72,6 y 72,3 %) correspondieron a los ensilajes
T4 y T3, respectivamente, entre los cuales no se hallaron diferencias (p<0,01). Esto pudo
deberse a que la pulpa de citrico tiene en su composicién una elevada concentracion de
pectinas (aproximadamente 250 g/kg MS), que son altamente digestibles (Arthington et al.,
2002). Ademas, como la pectina se considera una fibra soluble, su fermentacion produce

mas acetato (C2H40z2) (Liu et al., 2014) y, por tanto, menos propionato (CsHeOz2) que dietas
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ricas en almidon. El menor contenido del C2H4O2 se encontré en el tratamiento T2, que no

difirié del T1 con valores de 69,9 y 71,0 %; respectivamente.

En el caso de la proporcion molar del CsHeO2, los mayores valores se reportaron en los
ensilajes T1 (23,5 %) y T2 (23,3 %) sin diferencias entre ellos (p<0,01). Este resultado se
debid, posiblemente, por el aumento del almidén en los tratamientos donde el nivel de sorgo
fue mayor que el de pulpa de citrico. Las menores proporciones (22,3 y 22,8 %) las

presentaron los tratamientos T3 y T4, respectivamente.

Finalmente, las proporciones molares del C4HsO2 fueron inferiores al 2% para todos los
tratamientos, con los mayores valores obtenidos en el orden de 1,7 y 1,6 % en los
tratamientos T2 y T3, respectivamente (p<0,01), con diferencias entre si, mientras que con

1,4 %, los tratamientos T1 y T4 presentaron el menor contenido de C4HsOo.

Segun Van Soest (1994), la fermentacion microbiana en el rumen da lugar a la aparicién de
muchos AGCC distintos, como resultado del metabolismo de los microorganismos vy, la
produccion de estos depende de la composicion de la racion, la actividad microbiana, el pH
del medio, la frecuencia de ingestion de alimentos, la relacién forraje-concentrado y el
empleo de aditivos.

En el caso de los acidos C2H402, C3HsO2 y C4HsO2 se producen en cantidades tales que no
pueden ser completamente utilizados en los procesos de sintesis y degradacion de los
microorganismos y estos quedan disponibles para el rumiante. En ese sentido Ros Berruezo
et al. (2011) y Galindo et al. (2017) plantean que los indices de produccién microbiana y de
absorcion son tan altos que los AGCC son la mayor fuente de energia (70-80 %) en
mamiferos como los rumiantes. Ademas de su papel energético, van a intervenir en diversos
procesos como el transporte de H20 y electrolitos en el colon, debido a su caracter
hidrofilico; también contribuyen al mantenimiento de las funciones del intestino grueso, a
prevenir patologias en la luz intestinal, sobre la musculatura y vasos del colon a través
de su metabolismo por los colonocitos. Por otra parte, segun Manrique-Vergara y
Gonzélez-Sanchez (2017) parece ser, que el C4sHgO2 en particular, juega un papel

importante en el mantenimiento de la poblacion de colonocitos sanos.

Normalmente, las proporciones de los acidos C2H402, C3HsO2 y C4HsO2 oscilan entre 60-

75, 15-25 y 10-15 %, respectivamente (Rivarola, 2015). Estas proporciones varian con la
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calidad, cantidad y la textura de los componentes de la racion alimenticia, principalmente
sustratos fermentables, por lo que, la presencia predominante de estos en la racion tiene
una influencia marcada sobre la produccion final de AGCC y su relacion con la produccién
de CHay el COg, productos finales de la fermentacion. Por ejemplo, segun Van Soest (1994)
la sintesis del C3sHsO2 es favorecida por la fermentacion del almidon por las bacterias
amiloliticas del rumen, por lo que una dieta rica en este componente favorece la sintesis de
AGCC hacia el aumento de propionato, disminuyendo asi, de forma mas eficaz, la pérdida
de energia en forma de CHs4 y CO2. Esta afirmacion se pone de manifiesto en los
tratamientos T1 y T2 donde las proporciones de inclusion de sorgo fue mayor en los

ensilajes, y por consiguiente la cantidad de almidon.

No obstante, en los tratamientos evaluados en este estudio, se observdé que las
incubaciones de diferentes proporciones de sorgo y pulpa de citrico mantuvieron un patron
similar al reportado por Rivarola (2015) en las cantidades de los acidos C2H4O2 y C3HesOz2,
no asi en el C4HsO2, donde se reportaron valores por debajo del 2 % (ver tabla 13). En las
formulaciones de ensilajes de sorgo y pulpa de citrico estudiadas la produccion de AGCC
esta favorecida hacia la sintesis de acetato, lo que demuestra el bajo contenido de las
formulaciones en carbohidratos facilmente fermentables y, el alto contenido en fibra de los
tratamientos, a pesar de incluir la pulpa de citrico (ver tabla 9 y 10), donde se evidencia que
el tratamiento T1 present6 mayor produccion total de AGCC, probablemente por la mayor
cantidad de celulosa y hemicelulosa presente en la pared celular de este material, mientras

gue en el resto de los tratamientos evaluados la produccion total de AGCC fue menor.
[11.4.3.2 Nitrégeno amoniacal (N-NHz3)

La concentracion de N-NHs a las 24 h, en las incubaciones in vitro de los ensilajes de planta
entera de sorgo y pulpa de citrico se muestra en la figura 10. Se puede observar que hubo
diferencias (p<0,0001) entre los tratamientos T2 y T4, mientras que el T1 y el T3 no
presentaron diferencias entre si. Las mayores concentraciones se observaron en los
ensilajes T1 y T3, con valores de 88,0 y 83,7 mg L, respectivamente. Mientras que el
tratamiento T2 tuvo un comportamiento intermedio entre los de mayor concentracion (figura

10). Por su parte, la proporcién T4 con 55,1 mg L presenté el menor valor de N-NHs.
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Figura 10. Concentracion de N-NHs a las 24 horas en la incubacion in vitro de ensilajes de

planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca.

La concentracién de N-NHs en el rumen es un balance que resulta entre la produccion y el
uso del mismo. Este uso se explica por su utilizacion, debida a los microorganismos
ruminales, o por la absorcion llevada a cabo en las paredes del rumen. De acuerdo con
Cheeke (2004), la concentracion adecuada de N-NHs en el rumen, para una fermentacion
ruminal mas eficiente, varia de 5 a 25 mg/100 ml de liquido ruminal, la cual no coincide con
la obtenida en la evaluacion in vitro de los ensilajes del presente estudio, en la que se
informan valores superiores, asociados, posiblemente, al aumento de la actividad
proteolitica, lo que provocaria una mayor degradabilidad de la proteina a nivel ruminal. No
obstante, estos valores elevados de N-NHs son el sustrato necesario en la sintesis de
proteina microbiana, por ejemplo, Russell et al. (1992) y Carro et al. (1999) informan que las
bacterias celuloliticas utilizan como Unica fuente nitrogenada el N-NHs. Este elemento es
importante, al considerar que es necesario un optimo crecimiento microbiano para lograr
una tasa eficiente de fermentacion ruminal. Asi mismo, es probable que una mayor cantidad
de nitrogeno disponible en el rumen mejore la eficiencia con la que se utiliza la energia al
estimular el crecimiento de la poblacién bacteriana. Esto indica que, si la energia obtenida
de los carbohidratos para el crecimiento microbiano no es limitante, los péptidos y
aminoacidos resultantes son utilizados de manera mas eficiente para la sintesis de proteinas

microbianas (Castillo-Lopez y Dominguez-Ordofiez, 2019).
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[11.4.3.3 Digestibilidad aparente in vito de la MS y digestibilidad aparente in vitro de la

MO

Los resultados de DAIVMS y DAIVMO a las 24 h de incubacion in vitro de los ensilajes de

sorgo y pulpa de citrico evaluados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Digestibilidad aparente in vitro de la MS (%) y

digestibilidad aparente in vitro de la MO (%) de

ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de citrico

fresca.

Tratamientos

DAIVMS (%)

DAIVMO (%)

T1
T2
T3
T4

EE ()

P-valor

35,52
41,22
55,0P
53,7°

4,30

0,0270

35,22
41,12
55,0P
53,8P

4,30

0,0243

a, b: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias (p<0,05). DAIVMS:

Digestibilidad aparente in vitro de la matreria seca, DAIVMO: Digestibilida aparente in vitro

de la materia organica, T1: 100 % sorgo; T2: 75 % sorgo + 25 % pulpa de citrico; T3: 50

% sorgo + 50 % pulpa de citrico; T4: 25 % sorgo + 75 % pulpa de citrico.

Se puede observar que la DAIVMS obtuvo los valores mas altos en las proporciones T3y

T4, con 55,0 y 53,7 % de degradabilidad, respectivamente, sin que se observaran

diferencias significativas (p<0,05). Mientras que, los tratamientos T1 y T2 con resultados de

menos degradabilidad, 35,5y 41,2 % respectivamente, tampoco mostraron diferencias entre

si.

67



Resultados y discusion

De igual modo, los tratamientos T3 y T4 presentaron los valores mas altos en la DAIVMO
(tabla 14) con resultados de 53,8 y 55,0 % sin diferencias entre ellos ni con la proporcién T2

(p<0,05) que no difiere del tratamiento T1.

Esta alta degradabilidad de la MS y la MO en los ensilajes con mayor porcentaje de inclusion
de pulpa de citrico pudiera deberse a que, en esta, aproximadamente el 80 % de la MS esta
constituida por carbohidratos que son altamente digestibles (Lashkari y Taghizadeh, 2015).
Por otra parte, Lashkari y Taghizadeh (2013) plantean que su rapida degradacion en el
rumen esta justificada por su elevado potencial de degradacion ruminal y una alta
digestibilidad aparente. Ademas, mas del 36 % de la MS es fibra soluble, la que se puede
utilizar por los microorganismos simbiontes del rumen como una fuente de energia

fermentable.

Los resultados alcanzados en la DAIVMS y DAIVMO a las 24 h de incubacién in vitro de los
ensilajes de sorgo y pulpa de citrico evaluados en el presente estudio demuestran que
constituyen alternativas importantes a considerar en la alimentaciéon de rumiantes en

pastoreo.
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Conclusiones

IV. Conclusiones

La planta entera de sorgo y la pulpa de citrico fresca, por sus caracteristicas y
composicion quimica, constituyen recursos alimenticios valiosos para la elaboracion
de ensilajes mixtos, cuyo valor nutricional es adecuado para la suplementacion de

rumiantes en pastoreo de gramineas mejoradas y Leucaena leucocephala.

La evaluacion de la dinamica de fermentacién y la composicién quimica de los
ensilajes de planta entera de sorgo y pulpa de citrico demostraron que presentaron

una buena dindmica de fermentacion y una adecuada composicion quimica.

Las caracteristicas fermentativas, la composicion quimica y el valor nutritivo in vitro
de las formulaciones de ensilajes mixtos, posibilitd seleccionar que las proporciones
50:50 y 25:75 % de sorgo y pulpa de citrico presentaron las mejores caracteristicas
como alimento promisorio en la suplementacion de rumiantes en pastoreo de

gramineas mejoradas y Leucaena leucocephala.
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Recomendaciones

V. Recomendaciones.

Realizar evaluaciones con animales en pastoreo suplementados con las mejores
variantes de ensilajes mixtos de planta entera de sorgo y pulpa de citrico fresca para
determinar indicadores relacionados con el consumo, la digestibilidad in vivo, y el

desemperio productivo.

Determinar la estabilidad aerobica de ensilajes mixtos de planta entera de sorgo y
pulpa de citrico fresca con la finalidad de extender su tecnologia a pequefia o gran

escala.

Evaluar el desarrollo de los principales grupos de microorganismos presentes en el
material conservado, asi como su relacion con la actividad bioguimica de ensilajes

de planta entera de sorgo y pulpa de citrico.

Valorar la contribucion de ensilajes mixtos de planta entera de sorgo y pulpa de citrico
fresca en la produccion de metano y la sintesis de proteina microbiana, asi como la
inclusion de aditivos para mejorar el valor nutritivo, la composicién quimica y la

fermentacion ruminal.
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