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Produccion de gas in vitro y cinética de degradacion de harina de forraje
de morera (Morus alba) mezclada con maiz
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Carretera Mérida- Motul, Conkal, Yucatan, México
Correo electrénico: plara@prodigy.net.mx

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la adicidn de maiz al follaje de M. alba en la degradabilidad y cinética de produccién de gas
invitro. Se evalu6 la produccion de gas in vitro de diez mezclas de los componentes de morera con maiz molido, seguin un disefio completamente
al azar con arreglo factorial de tratamientos (3 x 3 + 1). El tipo de forraje y el nivel de maiz incluido fueron los factores evaluados. Se colocaron
250 + 10 mg de muestra en 40 viales de cristal (n=4), con capacidad de 100 mL y se utilizaron cuatro viales como blanco, incubadas a 39 °C.
Se registraron las lecturas de presion y volumen de gasa 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48, 60, y 72 h. La cinética de la produccion de gas
se evalu6 mediante el modelo Gompertz. El volumen maximo de gas (A) fue mas elevado para el maiz (P < 0.05) y mayor para la hoja que para
la planta completa y el tallo tierno (73.19, 57.73, 38.78 y 36.92, respectivamente). La adicion de maiz a los componentes de morera
incrementd A y en la mayoria de los sustratos ocasion6 un efecto aditivo. La produccion de gas a partir de la degradacion del maiz se
incrementd de las 12 h de incubacién en adelante. EI maximo se alcanz6 entre 16 y 20 h, mientras que en la hoja de morera se observaron dos
picos: uno en las primeras horas, y otro a las 20 h post-incubacion. La degradabilidad en todos los componentes de morera se increment¢ al

adicionar maiz a la mezcla. La inclusion de maiz mejora los parametros de degradacion in vitro de los componentes de morera.
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El bajo valor nutritivo de las gramineas forrajeras
en las regiones tropicales y subtropicales representa
una limitacién en la productividad de los rumiantes en
pastoreo, debido al elevado contenido de paredes
celulares (> 700 g/kg de MS) y a la baja concen-
tracion de proteina bruta (< 70 g/kg de MS). Estas
variables afectan la digestibilidad y el consumo
voluntario, ya que existe un desbalance en la materia
orgénica fermentable y el contenido de nitrégeno
disponible para los microorganismos ruminales
(Noceck y Russell 1988). Esto se debe a que la
sintesis de proteina microbiana depende del aporte
de cantidades adecuadas de proteina degradable como
del tipo de carbohidrato presente en la dieta (Hristov
y Ropp 2003). Se conoce que los carbohidratos
facilmente fermentables son efectivos para promover
el crecimiento microbiano de las paredes celulares
(Bach et al. 2005).

En estas condiciones, la produccion de carne en
rumiantes se ve afectada, por lo que se utilizan como
alternativa los suplementos basados en granos o plantas
con potencial forrajero. Por ejemplo, Pacheco et al.
(2002) al complementar la dieta de ovinos (2 % del peso
corporal) que consumian forraje de pasto Taiwén
(Pennisetum purpureum var. 144) con un concentrado
basado en granos con 18 % de PB informaron una
ganancia de 133 g/d, mientras que para los ovinos que
recibieron follaje de morera més pasto Taiwan (75 % de
la MS) ganancias fueron de 174 g/d, lo que demuestra el
potencial de la morera para mejorar la productividad de
los rumiantes en las regiones tropicales. Esto obedece a
la elevada digestibilidad in vitro (75 a 90 %) y al
excelente nivel de proteina (15 a 25 %) de sus hojas,
mientras que el tallo no lignificado (tallo tierno) contiene

entre 7y 14 % de PB y digestibilidad in vitro entre 56 y
70 % (Benavides 1996).

El uso de morera en la alimentacion de rumiantes
puede ser en forma fresca (Ojeda et al. 2003 y Rios
et al. 2005), ensilada (Gonzalez et al. 1996) o en
forma de harina (Mata et al. 2006), por lo que si se
incluyen en la dieta carbohidratos rapidamente
fermentables (T6thi 2003) posiblemente ocurra mejor
sincronia en los aportes de energia (ATP) y nitrégeno
(amoniaco) para los microorganismos ruminales. Esto
se debe a que la tasa de fermentacion de los
carbohidratos de las plantas con relacidon a la tasa de
degradacion de la proteina en el rumen es lo que
determina, principalmente, la produccién de proteina
microbiana (NRC 2007). El objetivo de este estudio
fue evaluar la cinética de produccidn de gas in vitro
del forraje de M. alba adicionado con diferentes
niveles de maiz.

Materiales y Métodos

El trabajo se desarrollé en los laboratorios del Instituto
Tecnoldgico de Conkal, Yucatan. Se utilizo follaje de
morera de 90 d de rebrote, cosechado en las parcelas
experimentales abonadas con residuales porcinos. Para
ello se utilizo el equivalente a 600 kg de N/ha al afio.
Una vez cosechada la morera, se separaron los
componentes en hoja, tallo tierno (tallo) y planta completa
(planta), los cuales se secaron en una estufa de aire
forzado a 60° C, al menos 48 h. Posteriormente, se
molieron utilizando una malla de 1 mm. Las muestras
secas y molidas se utilizaron para el analisis quimico e
incubacion in vitro. La composicién quimica de los
ingredientes utilizados, asi como las mezclas evaluadas
para medir la produccion de gas se presenta en la
tabla 1.
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Tabla 1. Composicién quimica de los ingredientes utilizados asi como las mezclas
evaluadas para medir la produccién de gas in vitro.

Proporcion de ingredientes (%)

Concentracién en g kg MS *

Maiz Planta Hoja Tallo MO PB FDN FDA EE CNF
100 0 0 0 987 96 85 30 53 753
66 4 0 0 893 95 503 156 43 252
33 67 0 0 868 96 529 276 39 204
0 100 0 0 844 102 563 415 33 146
66 0 34 0 875 124 123 74 45 583
33 0 67 0 833 158 136 126 36 503
0 0 100 0 791 194 227 189 30 340
66 0 0 34 903 84 527 204 63 229
33 0 0 67 888 69 576 397 44 199
0 0 0 100 874 60 775 573 27 12

Planta = Planta completa de morera; Hoja = Hoja de morera; Tallo = Tallo tierno de
morera CNF = Carbohidratos no fibrosos (1000-[cenizas+PB+FDN+EE])

Analisis quimico. Todos los ingredientes se analizaron
para determinar materia seca (MS), nitrégeno total (N),
cenizas (C), extracto etéreo (EE), fibra neutro detergente
(FND) y fibra acido detergente (FAD). La MS se
determiné mediante secado en una estufa a 105 °C
durante 16 h. El contenido de C se determin6 por
incineracion a 550 °C durante 6 h. EI N total se determind
mediante la técnica de micro Kjeldahl (AOAC 2000). El
EE se evalud con un aparato de Soxleth, mediante el
reflujo de éter de petréleo durante 4 h. La FDN y FDA
se determinaron de acuerdo con la técnica de van Soest
et al. (1991), usando un analizador de fibra Ankom
2000®.

Medicion de gas in vitro. Se evaluaron diez mezclas
de los componentes de morera con maiz molido para
determinar la cinética de la produccién de gas in vitro
de acuerdo con la técnica propuesta por Menke et al.
(1979). El medio de cultivo se prepard de acuerdo con
las indicaciones de Menke y Steingass (1988). Las
mezclas se distribuyeron segin disefio completamente
al azar, con arreglo factorial de tratamientos (3 x 3 + 1).
Los factores analizados fueron el componente (hoja,
tallo, planta completa), la proporcion de maiz molido en
la mezcla (0, 33 y 67 %), mas un control de 100 % de
maiz en grano molido. Se colocaron 250 + 10 mg de
muestra en 40 viales de cristal (n=4), con capacidad de
100 mL (Theodorou et al. 1993), sellados con un tapon
de hule. Se utilizaron ademaés, cuatro viales como blanco
(Gnicamente con liquido ruminal) para corregir la
produccidn de gas.

El inéculo procedié de una vaca con canula en el
rumen, la cual se mantuvo en pastoreo diurno en una
pradera de Cynodon nlemfuensis con 30 d de rebrote,
suplementada con 1.5 kg de una mezcla sorgo-soya (15 %
de PC). El fluido ruminal se recolect6 a las 08:30 h antes
del pastoreo, con una dieta previa de 14 h. El fluido
recolectado se mantuvo en un termo a 39 °C hasta que
se traslado al laboratorio donde se filtro a través de cuatro
capas de tela gasa, con la finalidad de obtener Unicamente
la fraccion liquida, la cual se satur6 con didxido de carbono

(CO,). Una vez preparados los viales, se introdujeron
dos agujas hipodérmicas a través del tapon. Una se utilizd
para introducir el fluido ruminal (6 mL) y la otra, para
permitir la salida del gas durante el proceso de llenado,
con 30 mL del medio de cultivo. Este consistio en 10 mL
de fluido ruminal y 20 mL de la solucion buffer (Menke
y Steingass 1988). Posteriormente, se retiraron las agujas,
se agitaron las mezclas y se consideré como tiempo cero.
Estas se incubaron en una estufa bacterioldgica a 39 °C
y se registraron las lecturas de presion y volumen de gas
a3,6,9,12, 16,20, 24, 30, 36,42,48,60y 72 h.

El volumen de gas generado (mL/g de MS y MO
incubada) se midié de acuerdo con el procedimiento
propuesto por Theodorou et al. (1993). Para medir los
cambios de presion se utiliz6 un transductor de presion
(DP1 701 555 in H,0/20 Psi g). La cinética de la
produccién de gas se evalu6 mediante el modelo
Gompertz (Beuvink y Kogut 1993):

Y=A exp {-exp[1 + be/A (LAG-1)]}

Donde:

Y = Produccion total de gas acumulada (mL)

A = Produccién tedrica maxima de gas (mL)

b = Méxima tasa de produccion de gas (mL/h), que
se presenta en el punto de inflexion de la curva

LAG = Tiempo lag (h), definido como el intercepto
del eje-tiempo de la linea de la tangente en el punto de
inflexion

t =tiempo

Los parametros A, b, y LAG se estimaron mediante
un analisis de regresion no lineal, para lo que se utilizo
el programa Origin 8. Estos pardmetros se usaron para
evaluar la cinética de la produccién de gas in
vitro.

Los efectos del tratamiento y tiempo de incubacion
en la produccion de gas fueron analizados mediante el
procedimiento para modelos mixtos de SAS (1985), de
acuerdo con el modelo:

PG, =M + Trat, + Tiempoj + (Trat x Tiempo)ij +ey

Donde:

PG, = volumen de gas observado
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| = media general

Trat, = efecto del tratamiento i

I= Tiempo . el efecto del tiempo de incubacion j;
(Trat x Tiempo)ij el efecto de la interaccion entre el
tratamiento i .

Los volumenes acumulados de gas producidos
después de 12, 24, 48 y 72 h fueron utilizados para
encontrar posibles efectos asociativos de los ingredientes.
Estos efectos se asumieron al ser significativos (P < 0.05),
cuando la produccion de gas calculada para la mezcla
de acuerdo con sus proporciones quedé fuera del 95 %
del intervalo de confianza para la produccién de gas.

La degradabilidad in vitro de la materia seca (%) y
materia organica (%) se estimé mediante la filtracion
del residuo en crisoles Gooch, el secado de las muestras
se efectud en una estufa de conveccion a 105 °C durante
24 h, y la incineracién en una mufla a 550 °C durante
6 h. Ladegradabilidad efectiva (DE) se estimd utilizando
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lasiguiente férmula DE = a + (b*c)/(c+k), considerando
una tasa de pasaje de solidos en el rumen (k) de 0.02,
0.04,0.06 y 0.08 h.

Los datos de degradabilidad se analizaron mediante
el PROC GLM del SAS (1985) para computadoras
personales y la separacion de medias se realiz6 mediante
la prueba de Tukey (Steel y Torrie 1988).

Resultados y Discusién

Caracteristicas de la composicién quimica y
produccion de gas de los ingredientes individuales.

Las curvas de produccion de gas del maiz, planta
completa, hoja y tallo tierno de morera obtenidas
mediante la funcion de Gompertz se presentan en la
figural.

Los parametros de la funcién de Gompertz se
presentan en la tabla 2.

Maiz A
Planta -
Hoja ®
Tallo A

Tiempo de incubacion (h)

Figura 1. Produccién de gas in vitro de los ingredientes individuales y la dinamica de

produccion descrita mediante la funcion de Gompertz.

Tabla 2. Valores medios de la produccion acumulada de gas producida a diferentes

tiempos de incubacion para los ingredientes individuales y los promedios de
la produccion de gas in vitro estimados con la funcion de Gompertz.

Producciéon acumulada de  Promedios de la funcion

Ingrediente gas (mL) a: de Gompertz modificada  R2? P>F
12h 24h 48h 72h A mL b, ml/h Lag h

Maiz 26.6% 54.4° 69.8% 75.4% 73.19% 0.101* 12.14°> 0.997 <0.0001

Planta 18.0° 28.5° 36.5° 41.2° 38.78° 0.088" 9.98° 0.985 <0.0001

Hoja 25.8° 42.4°> 54.6° 60.4° 57.73° 0.089° 10.18° 0.998 <0.0001

Tallo 11.8° 18.7¢ 30.5° 36.8° 36.92° 0.059° 15.24% 0.983 <0.0001

EE + 081 111 136 185 1.78 0.004 0.61

Planta = Planta completa de morera; Tallo = Tallo tierno de morera
Literales distintas en la misma columna indican diferencias (Tukey P<0.05)
EE = Error estandar de la media
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El volumen méximo de gas (A) fue mas elevado para
el maiz (P <0.05) y mayor para la hoja que para la planta
completay el tallo tierno. Del mismo modo, la maxima
tasa de produccion de gas (b) se observé en el maiz
(P < 0.05), seguida por la hoja de morera y planta
completa, siendo menor (P < 0.05) la del tallo tierno. El
tiempo lag fue mayor en el tallo tierno (P < 0.05) con
respecto al resto de los ingredientes evaluados.

La produccion de gas es una medida indirecta de la
degradacion de los sustratos, particularmente de los
carbohidratos. Ademas, es un buen estimador para la
produccion de acidos grasos de cadena corta (Blimmel et
al. 1999y Liu et al. 2002). De aqui que la medicién de la
produccion de gas in vitro pueda utilizarse para evaluar la
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tasa y extension de la digestion de los ingredientes (Stern
et al. 1997) y para predecir los valores de energia
metabolizable de los ingredientes o de la dieta (Menke y
Steingass 1988). No obstante, faltaria evaluar una ecuacion
para predecir la EM en mezclas de forraje con grano. A
pesar de que la concentracion de PB de la planta de morera
y el maiz fue similar (tabla 1), se observo una gran diferencia
en la produccion de gas (tabla 2). Sin embargo, al incluir
maiz en la mezcla y en consecuencia, incrementar la
cantidad de carbohidratos no fibrosos disponibles para
los microorganismos, estos influyeron directamente en
la produccidn de gas (tabla 3), mostrando mayor efecto
aditivo a las 24 h de incubacién, cuando se incluyd al
67 % (tabla 4), donde los valores positivos indican efectos

Tabla 3. Valores medios (n=4) de la produccién acumulada de gas producida a diferentes tiempos de
incubacién cuando los componentes de morera se mezclan con maiz y los promedios de la
produccion de gas in vito estimados con la funcion de Gompertz.

Promedios de la funcion de

Ingrediente Produccién acumulada de gas (mL) a: Gompertz modificada R? P>F
12 h 24 h 48 h 72h A, mL b, mb/h Lag h
Planta de morera
Maiz 100% 26.6° 54.4*% 69.8° 75.4%  73.19% 0.101* 12.14° 0.997 <0.0001
Maiz 67%  20.68% 48.23 60.11°° 65.41° 63.47°° 0.108° 12.31% 0.997 <0.0001
Maiz 33%  16.55° 32.78Y 46.05¢ 51.20° 50.43° 0.079° 13.44%® 0.998 <0.0001
Maiz 0% 18.00% 28.53° 36.55" 41.25° 38.78° 0.088™ 10.05¢ 0.985 <0.0001
Hoja de morera
Maiz 100% 26.63* 54.40° 69.83*  75.40° 73.19% 0.103* 12.10° 0.997 <0.0001
Maiz 67%  22.05™ 48.00° 66.01* 73.64® 71.81% 0.086™ 13.87% 0.996 <0.0001
Maiz 33%  24.95%® 46.75% 62.13° 69.20*° 67.03%® 0.086" 12.18" 0.994 <0.0001
Maiz 0% 25.83% 42.43c 54,58" 60.38° 57.73% 0.090™° 10.22¢ 0.998 <0.0001
Tallo tierno de morera
Maiz 100% 26.63* 54.40° 69.83%  75.40° 73.19% 0.103* 12.14°> 0.997 <0.0001
Maiz 67%  16.00° 41.65° 5853 64.18° 63.42°° 0.090®° 14.88* 0.995 <0.0001
Maiz 33%  14.63°" 32.25° 44.88° 50.65° 49.63° 0.082° 14.06%® 0.996 <0.0001
Maiz 0% 11.807 18.68° 30.48" 36.78° 36.92° 0.060° 15.24* 0.983 <0.0001
EE 081 1.11 1.36 1.85 1.75 0.004 0.52

Literales distintas en lamisma columna indican diferencias (Tukey P<0.05) EE=Errorestandar de lamedia

Tabla 4. Diferencias (%) entre la produccion de gas observada
en las diferentes mezclas de los componentes de la
morera con el maiz y la estimacién a partir de las
fermentacion por separado de los componentes.

Maiz y su Periodo de incubacion, h
proporcion , % 12 24 48 72
Planta de morera

Maiz 67 % -3.10 236 127 152
Maiz 33 % -430 -429 -148 1.13
Hoja de morera

Maiz 67 % -431 -245 122 3.20
Maiz 33 % -1.14 0.37 252 3.87
Tallo de morera

Maiz 67 % -5.73 -096 169 1.28
Maiz 33 % -2.07 179 141 -1.32

Diferencia (%) = [(Produccion de gas observada — produc-
cion de gas predicha) / produccion de gas predicha] x 100
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asociativos (Liu et al. 2002), mientras que los negativos
podrian indicar efectos antagdnicos o sustitutivos.

La produccion acumulada de gas a las 72 h en
los componentes de morera adicionados con
diferentes niveles de maiz mostré en la mayoria
de los sustratos un efecto aditivo (tabla 4). Este
fue mayor en la mezcla maiz - hoja, debido
posiblemente a la mayor concentracién de materia
organica facilmente degradable (Estévez et al.
2002), lo que promovié el crecimiento y la actividad
microbiana, y ocasion6 mayor produccién de gas
con relacion a las mezclas de maiz con la planta
completa o el tallo tierno.

Sileshi et al. (1996) encontraron que la
concentracion de FDN y N en la MS presentan una
elevada correlacién con la desaparicién in situ de la
MS y con los parametros de produccion de gas in
vitro. Esto se debe a que la produccion de gas
involucra tanto la fermentacion del almidon como de
los componentes fibrosos de los sustratos (Lanzas et
al. 2007). Cerrillo y Juérez (2004) encontraron una
correlacion negativa entre la produccién de gas in
vitro y la composicién quimica del follaje de arboles
nativos y cactus, PB (r=-0.78), FDN (r=-0.73), FDA
(r=-0.90) y lignina (r=-0.96), con lo que explicaron el
61, 53, 81 y 92 %, de variacidn de esta variable.
Finalmente, la adicion de carbohidratos no
estructurales de rapida degradacion derivados de papa
(Solanum tuberosum) en heno de pasto kikuyo, con
la consecuente reduccion de FDN en la mezcla,
incrementan la produccion de gas (Noguera et al.
2006), lo cual concuerda con lo observado en el
presente trabajo.

Cinética de produccién de gas. En la figura 2 se
muestra el volumen de gas producido por los
ingredientes en diferentes intervalos de tiempo. Para
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el maiz, hubo incremento en la produccién de gas a
partir de las 12 h, y la méxima produccion se produjo
entre las 16 y 20 h, mientras que para la hoja de
morera se observaron dos picos. El primero ocurrié
en las primeras horas de incubacion, probablemente
por la disponibilidad de los sustratos solubles presentes
en el contenido celular de la hoja. El segundo, a las
20 h, y podria estar relacionado con la degradabilidad
de la pared celular. El pico de produccion de gas para
el tallo tierno se present6 entre las 24 y 36 h de
incubacion. La combinacion de ingredientes mostro,
en la mayoria de los casos, efectos asociativos (tabla
4), lo que coincide con informes de Kiran y
Krishnamourthy (2007), quienes indican que las
limitaciones que presentan las caracteristicas de
fermentacion de los ingredientes individuales pueden
ser subsanadas con las mezclas de los mismos. La
mayoria de los datos de la cinética de degradacion de
los granos se derivan de estudios realizados in situ;
sin embargo, los pardmetros de digestion de la materia
seca y del almidon no pueden compararse
directamente con las tasas de produccion de gas, ya
que los estudios in situ miden la tasa de digestion
para la fraccion lentamente degradable, mientras que
las tasas de produccién de gas se derivan de la
degradacion de todas las fracciones (Lanzas et al.
2007).

Degradabilidad in vitro de la MS y MO a 72 h de
incubacion. La degradabilidad de la MS y MO se
presenta en la tabla 5, donde se observa que a medida
que se elevo la calidad del forraje de morera mejoré la
degradabilidad (P < 0.05), obteniéndose valores de 72.87,
82.96 y 96.32 % de DIVMO para tallo tierno, planta
completa y hojas, respectivamente. La degradabilidad
en todos los componentes de morera mejord al adicionar
maiz a la mezcla.
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Figura 2. Tasa de produccidn de gas in vitro de los ingredientes calculada a partir del intervalo de tiempo

entre mediciones
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Tabla 5. Efecto de la mezcla de ingredientes en la produccién de gas in vitro y la
degradabilidad de la materia seca y materia organica

Proporcion de ingredientes (%)

\Volumen de gas

DIVMS(%) DIVMO(%)

Maiz Planta Hoja Tallo (mLg™*MS) (mLg* MO)

100 00 00 00 304.0? 308.0% 95.85% 99.31®
66 340 00 00 263.0% 272.0%¢ 85.88° 97.76"
33 670 00 0.0 205.0% 217.0° 74.51° 92.68¢

0 1000 0.0 00 140.0¢ 151.0¢ 60.45¢ 82.96'
66 0.0 340 0.0 296.02 312.0° 93.972 99.36%
33 0.0 67.0 0.0 279.0° 306.0? 92.08? 99.59?

0 0.0 100.0 0.0 244.0°% 270.0%® 85.87° 96.32¢
66 00 0.0 340 258.0% 264.0%° 80.86° 96.95°
33 00 00 670 204.0% 211.0% 65.794 88.04¢

0 0.0 0.0 100.0 148.0% 155.0¢ 48.24° 72.87¢

Literales distintas en la misma columna indican diferencias (P<0.05, Tukey)
DIVMS = degradabilidad in vitro de la materia seca
DIVMO = degradabilidad in vitro de la materia organica

La degradabilidad del follaje de morera result6
elevada, tal y como lo demuestran los datos de Sanchez
(2000), con hojas de morera con valores entre 80.2 y
95 % de degradabilidad in vitro. También lo evidencian
los resultados de Jiménez et al. (1997), con 60.8 % en
planta completa, al igual que los informes de Benavides
(1996), con valores entre 56 y 70 % en tallo tierno. Al
respecto, Narvéez y Lascano (2004) mencionan que la
FDA fue el constituyente quimico que mas se asocid
con la disminucion de la DIVMS (r = -0.82) en diversas
especies de arboreas, ain cuando solo explicé 62 % de
lavariabilidad. De igual modo, la concentracion de lignina
se relaciona con una disminucién en la degradabilidad
(Dzowela et al. 1995) in vitro e in situ de la MS (Ramirez
et al. 2002).

Los resultados anteriores sugieren que la inclusion
de maiz en la degradacion in vitro de morera mejora
los patrones de fermentacidn al lograr un efecto aditivo
en la produccién acumulada de gas. Ademas,
incrementa la digestibilidad in vitro de la materia seca
y la materia organica. No obstante, se requiere
evaluar la morera con otras fuentes de carbohidratos
facilmente fermentables, con la finalidad de obtener
una mejor sincronia en la degradacién de los sustra-
tos.
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