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RESUMEN

El experimento se realizé en el Laboratorio de Nutricién Animal del Centro
Universitario UAEM Temascaltepec. El objetivo fue evaluar el efecto sobre
la degradabilidad y cinética de digestion in vitro de Moringa oleifera como
sustituto de la alfalfa en dietas para bovinos productores de leche. Se realizd
la técnica de produccion de gas in vitro. Se utilizaron dietas integrales iso-
proteicas e iso-energéticas con contenidos similares de fibra (TMR; proteina,
130 g kg' de MS; energia metabolizable, 2.51 Mcal kg’ de MS; fibra
detergente neutro, 430 g kg' de MS) para cumplir con los requerimientos
nutricionales de vacas lecheras en produccidén, en las cuales se incluyd
forraje de M. oleifera incluidos en niveles crecientes (0, 50, 100 y 150 g kg™
de MS). Los parametros de producciéon de gas, la DIVMS, la EM vy la
produccion de AGCC se analizé con un disefio completamente al azar con
cuatro repeticiones. Para los parametros que describen la cinética de
produccidén de gas in vitro, la asintota de PG (es decir, fraccién b), tasa de
producciéon de gas (es decir, ¢) mostraron una tendencia cuadratica
(P<0.01). Adicionalmente la inclusioén de M. oleifera en la dieta no tuvo efecto
sobre la fase lag (L). La inclusién de M. oleifera en la dieta mostré una
tendencia cuadratica (P<0.05) sobre la EM, AGCC y la DIVMO. El presente
trabajo muestra que la inclusion de Moringa oleifera, como sustituto de
Medicago sativa, modifica los pardmetros y la cinética de produccién de
gas, con valores mayores con el 5 % de inclusidn. No se observaron
diferencias con el 15 % de inclusion y la dieta control. La mayor produccidon
de gas se obtuvo con el 5 % de inclusién de Moringa oleifera.
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SUMMARY

The experiment was carried out at the Animal Nutrition Laboratory of the
UAEM Temascaltepec University Center. The objective was to evaluate the
effect on the degradability and kinetics of in vitro digestion of Moringa
oleifera as a substitute for alfalfa in diets for dairy cattle. The in vitro gas
production technigue was performed. Iso-protein and iso-energy integral
diets with similar fiber contents were used (TMR, protein, 130 g kg’ DM,
metabolizable energy, 2.51 Mcal kg’ DM, neutral detergent fiber, 430 g kg™
MS) to meet the nutritional requirements of dairy cows in production, which
included M. oleifera forage included in increasing levels (O, 50, 100 and 150
g kg’ DM). The gas production parameters, the DIVMS, the EM and the
production of AGCC were analyzed with a completely random design with
four repetitions. For the parameters that describe the kinetics of in vitro gas
production, the PG asymptote (ie, fraction b), gas production rate (ie, c)
showed a quadratic trend (P <0.01). Additionally, the inclusion of M. oleifera
in the diet had no effect on the lag phase (L). The inclusion of M. oleifera in
the diet showed a quadratic trend (P <0.05) on MS, SCFA and DIVMO. The
present work shows that the inclusion of Moringa oleifera, as a substitute
for Medicago sativa, modifies the parameters and the kinetics of gas
production, with higher values with 5 % inclusion. No differences were
observed with the 15 % inclusion and the control diet. The highest gas
production was obtained with a 5 % inclusion of Moringa oleifera.
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I. INTRODUCCION

Los prototipos predictivos, que determinan la disponibilidad de nutrientes
en los alimentos para los rumiantes, cada dia involucran métodos mas
complicados y complejos. Estos prototipos han mostrado la necesidad de
contar con caracteristicas fijas de la cinética y degradacién de las diferentes
fracciones del alimento como parte indispensable del proceso de evaluacion
nutricional de los alimentos (AFRC, 1993). Actualmente, para alimentar al
ganado se tiene la necesidad de buscar alternativas para que se mejore la
calidad y cantidad de los alimentos para los animales, entre otras
caracteristicas. Una alternativa importante es el follaje de arbustos y arboles
(La O et al.,, 2006). Segun Pedraza (2000) y La O (2000), citados por La O
et al. (2006), las prerrogativas de la utilizaciobn de leguminosas en la
alimentacion del rumiante se efectlan esencialmente, porque aporta
nitrégeno soluble a los microorganismos del rumen y ademas contribuyen
a la proteina que no es degradable.

Los arbustos y arboles forrajeros juegan un papel importante en la
alimentacion de los rumiantes en las zonas aridas y semiaridas,
especialmente durante la época de sequia, cuando el forraje de mala calidad
y los residuos de cosecha son comunes (Ahn et al., 1989; Kibon y @rskov,
1993). Durante estos periodos, los arboles siguen siendo forrajes verdes y
mantienen un nivel relativamente alto de proteina cruda, y son comunmente
utilizados como complemento proteico y energético (Balogun et al., 1998).
Ademas de que el valor alimenticio de estos recursos forrajeros es muy
variable, depende de la especie consumida por el animal, etapa fenoldgica
y las condiciones ambientales (Ventura et al., 2002).

Existe una gran diversidad de arbustos y arboles leguminosos con valor
potencial para la alimentacién animal, algunos géneros que han demostrado
ser prometedores incluyen Lucaena sp., Gliricidia sp., Erythrina sp., Acacia
sp., Calliandria sp., Prosopi sp., Sesbania sp. Sin embargo, la digestibilidad
de las hojas de arboles y arbustos es baja debido a la presencia de
compuestos secundarios, especialmente lignina y taninos. Una de las
especies que puede ser una opcioén es la Moringa spp., la cual contribuye a
mejorar la produccién animal (Reyes et al., 2006; Mendieta-Araica et al.,
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2011), por su elevado contenido de proteina y rendimiento de materia seca
(Reyes et al., 2006). De acuerdo con Moyo et al. (2013), Moringa oleifera
sirva como fuente buena y barata de proteinas y micronutrientes. Se han
reportado mejoras en la ingesta, digestibilidad y ganancia de peso cuando
se usaron hojas de arboles como complemento para pastos de baja calidad
(Manaye et al., 2009).

El uso de M. oleifera como fuente de proteina tiene varias ventajas, que
incluyen la capacidad de ser cosechada varias veces por temporada de
crecimiento, pequefa diferencia en la ingesta de hojas frescas o secas y la
capacidad de almacenar el forraje deshidratado por periodos prolongados
sin deterioro en el valor nutritivo (Mendieta-Araica et al., 2011).

Con base en lo anterior, se realizé un estudio in vitro para determinar la
digestibilidad y cinética de digestién de dietas con inclusion de diferentes
niveles de moringa en dietas balanceadas para bovinos lecheros en
produccion.

pég. 2



Il. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto sobre la degradabilidad y cinética de digestién in vitro de
Moringa oleifera como sustituto de la alfalfa en dietas para bovinos
productores de leche.

2.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el volumen de produccidén de gas in vitro y los parametros de
la cinética de produccidén de gas (b, ¢ y fase lag) de dietas para
bovinos productores de leche con diferente inclusion de Moringa
oleifera.

2. Determinar la degradabilidad in vitro de la materia seca, la materia
organica, la proteina y las fracciones de fibra (fibra detergente neutro,
fibra detergente acido) de dietas para bovinos productores de leche
con diferente inclusion de Moringa oleifera.

pag. &



lll. HIPOTESIS

La inclusidon de Moringa oleifera modificara la degradabilidad ruminal in vitro
y la cinética de digestion de dietas para bovinos productores de leche.
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IV. JUSTIFICACION

En Izonas con poca precipitacidon, se presentan restricciones a causa de la
deficiencia de agua, las cuales afectan el crecimiento de la biomasa y los
rebrotes en arboles y arbustos, lo cual se debe tener en cuenta, al
considerar que las plantas herbaceas pueden contabilizarse como mas del
50 % de la biomasa vegetal disponible en tierras de pastoreo (Bennison y
Paterson, 1993).

En América Central, del 45 % al 78 % de los productores agricolas, cuentan
con explotaciones de 3.5 a 10 ha, que representa del 0.4 y el 10.0 % de la
tierra cultivada (CATIE, 1985). Aunado a lo anterior, la produccién bovina es
limitada por restricciones de tierra, capital y la ubicacién. Por lo que la
energia presente apenas es suficiente para cubrir el requerimiento de
mantenimiento de los bovinos (McDowell y Bove, 1977 citado por Raun,
1982).

La produccién de rumiantes en las regiones tropicales y subtropicales es
limitada por la falta de alimentos de buena calidad, especialmente durante
los periodos prolongados de sequia. La escasez de recursos alimenticios a
menudo impone restricciones importantes en el desarrollo de la produccidon
animal.

Por lo anterior se realizard un experimento de degradabilidad y cinética de
la digestion de la materia seca y la proteina in vitro utilizando Moringa
oleifera como sustituto de alfalfa, con la finalidad de determinar su valor
proteico y su digestibilidad, para asi poder optar por la arbérea como una
alternativa de alimentacién del ganado lechero en la zona sur del estado de
México.
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V. MATERIAL Y METODO

5.1. Localizacion y zona de colecta de muestras

El experimento de fermentaciéon ruminal in vitro se desarrolld en el
Laboratorio de Nutricibn Animal del Centro Universitario UAEM
Temascaltepec de la Universidad Auténoma del Estado de México (Figura
1). Las muestras de forraje (M. oleifera) se colectaron de plantios ubicados
en el sur del estado de México. Se colectaron muestras (~2,5 kg de forraje
fresco) compuestos de hojas jobvenes y maduras.

Figura 1. Centro Universitario UAEM Temascaltepec. En circulo se indica la
ubicacion de los Laboratorios.

5.2. Tratamientos experimentales

Este estudio se realizd para evaluar la inclusion niveles crecientes de forrajes
de M. oleifera en la dieta de bovinos productores de leche. Se formularon
dietas integrales iso-proteicas e iso-energéticas con contenidos similares de
fibra (TMR; proteina, 130 g kg' de MS; energia metabolizable, 2.51 Mkal kg™
de MS; fibra detergente neutro, 430 g kg’ de MS) para cumplir con los
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requerimientos nutricionales de vacas lecheras en produccién. En el
balanceo de raciones se incluyeron ingredientes locales disponibles como:
grano de sorgo molido, harina de soya, Heno de alfalfa (picado), melaza de
cafa, premezcla minerial-vitaminica y forraje de M. oleifera incluidos en
niveles crecientes (0, 50, 100 y 150 g kg' de MS) (Figura 2).

Figura 2. Pesaje de muestras en el Laboratorio de Nutricién Animal del
Centro Universitario UAEM Temascaltepec.
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Las muestras de las dietas experimentales fueron deshidratadas (45 °C
durante 48 horas) (Figura 3) y posteriormente molidas a un tamafio de
particula de 1 mm y almacenadas en bolsas de plastico para posteriores
determinaciones de composicién guimica y fermentacién ruminal in vitro.

\\

Figura 3. Deshidratado de muestras estufa de secado.
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5.3. Composicion quimica y factores anti nutricionales
La muestra de M. oleifera y de las dietas experimentales fueron analizadas

para materia seca (MS, en estufa de aire forzado a 105 °C durante 24 horas),

materia organica (MO, por pérdida de peso tras la calcinacién a 150°C
durante 6 horas) (Figura 4) y nitrébgeno (N, procedimiento Kjeldahl) de
acuerdo con los procedimientos descritos por la AOAC (1999). El contenido
de proteina cruda (PC) serd calculado y sulfito de Na) y fibra detergente
acido (FDA, Van Soestet al,, 1991) se terminara utilizando bolsas filtro
ANKOM F-57 en un analizador de fibra ANKOM200. El contenido de
hemicelulosa fue calculado a partir de la diferencia entre FDN y FDA.

Figura 4. Calcinacién de muestras en mufla.
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Los compuestos secundarios: fenoles totales (FT), saponinas (SAP) y la
fraccion acuosa (FA) fueron determinados mediante la metodologia escrita
por Salem et al (2006). Diez gramos de forraje de M. oleifera seran extraidos
con 80 ml de una mezcla de solventes. La mezcla de solventes sera
preparada con 10 ml de metanol, 10 ml de etanol y 80 ml de agua destilada.
La mezcla forraje-solventes serd incubada a temperatura de laboratorio (25-

30 °C) durante 48 horas en frascos cerrados. Después del tiempo de

incubacion todos los frascos se mantendran en bafio de agua a 39 °C
durante una hora, e inmediatamente después seran filtrados a través de
cuatro capas de gasa, el material colectado sera almacenado a 4 °C hasta
su posterior analisis.

5.4. Fermentacién ruminal in vitro

La produccién de gas (PG) in vitro se realizé6 mediante la metodologia
propuesta por Theodorou et al. (1994) con las modificaciones de Mauricio
et al. (1999). Las dietas experimentales con diferentes niveles de inclusion
de forraje de M. oleifera fueron (g kg-1 de MS): testigo (O, sin M. oleifera-
MO), baja (50-M5), media (100-M10) y alta (150 mg-M15) Se pesaron por
triplicado 1+ 0.002 g-1 de MS de cada dieta (sustrato, de M0O-M15) y se
introdujeron dentro de las botellas de 160 ml de capacidad. Una vez
cumplida esta fase se adicionaron a cada botella 90 ml de solucidon buffer,
la cual incluye macro y micro elementos, un agente reductor y resazurina
como indicador de Anaerobiosis (Mauricio et al 1999). Posteriormente cada
botella se inoculd con 10 ml de liquido ruminal (Figura 5).
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Figura 5. Inoculacién de las muestras.

La PG acumulado (ml g-1 de MS) se registré con ayuda de un manémetro
(Figura 6) a las siguientes horas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 19, 24, 30, 36, 48,72y
96 horas después de la incubacidon de las botellas a 39°C en una incubadora
o baflo de agua. Al final de la incubacién (72 h) el contenido de MS residual
de cada una de las botellas fue filtrado usando crisoles de vidrio (Porosidad
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1, 100-160um tamafno de poro) con ayuda de una bomba de vacio los
residuos de la fermentacién se deshidrataron en una estufa de aire forzado
a 65°C durante 24 horas para determinar la degradabilidad in vitro de la MS
(DIVMS) y de la materia organica (DIVMO).

HOLD FUNC

K

REL

Figura 6. Lectura de gas acumulado.
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5.4.1. Colecta del in6culo ruminal

El inoculo ruminal fue colectado de 1 hembra bovina de la raza Holstein, con
edad de 7 aflos y un peso de 470 kg, la cual estaba provista con una canula
ruminal. La hembra bovina permanecié en semi-estabulacion, ya que estuvo
en pastoreo mafiana y tarde, dos horas respectivamente, en una pradera
conformada en el 100 de pasto nativo aparte esta misma fue suplementada
de 3000 gramos de una dieta balanceada con un contenido de Pc del 15 %
y 2.5 de Mcal/kg. El contenido ruminal se obtuvo antes de la alimentacidon
de los animales, se transportdé en garrafas térmicas (500-1000 ml de
capacidad) del lugar de colecta hasta el laboratorio. Posteriormente bajo
condiciones de laboratorio fue filtrado y mantenido a 39°C bajo una
corriente continua de CO2 hasta su uso. Se incluyd en la prueba botellas
con medio nutritivo, liquido ruminal con o sin enzima, pero sin sustrato para
la correccion de gas producido a partir de pequefas particulas presentes
en el liquido ruminal.

5.4.2. Preparaciéon del medio nutritivo

Para la preparacion de 900 ml de medio nutritivo se mezclaron 0.1 ml de
solucién micro-mineral, 200 ml de solucién buffer, 200 ml de solucidn
macromineral, 1 ml de solucién rezasurina y 500 ml de agua destilada.
Previamente se calculé la cantidad total necesaria de medio nutritivo a
utilizar en la prueba y fue mezclada bajo flujo constante de CO2 durante un
periodo de 2 a 3 h, en seguida se agregd una peqguefia cantidad de agente
reductor (2 ml por litro de solucién buffer) (Figura 7) y se continud con el
gaseo con CO; hasta que el medio nutritivo adquiridé una ligera coloracion
rosa (Figura 8), utilizando rezasurina como indicador.

5.4.2.1. Soluciones

Las soluciones utilizadas para la preparacidon del medio nutritivo se
describen a continuacion: solucién micro-mineral (13.2 g de CacCl, 2 H,0, 10.0
g de MnCl,; 4 H,0, 1.0 g de CoCl,; 6 H.O, 8.0 g de FeCl; 6 H,O, en 1000 ml de
agua destilada), solucion buffer (4.0 g de NH4sHCO3, 35.0 g de NaHCOs;, en
1000 ml de agua destilada), solucién macro-mineral (9.45 g Na,HPO, 12 H,0,
6.2 g de KH;PO4, 0.6 g de MgSO, 7 H,0, en 1000 ml de agua destilada),
solucién rezasurina (0.1 g/100 ml de agua destilada) y agente reductor (625
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mg de Cisteina-HCI 1 H,O, 95 ml de agua destilada, 4 ml de NaOH 1 N, 625
mg de sulfito de sodio).

Figura 7. Agregacion del agente reductor.
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Figura 8. Medio nutritivo para la incubacion in vitro.

5.5. Calculos de la cinética y valor energético

La estimacion de los parametros de la cinética de produccidn de gas (ml g™
de MS) se obtuvieron usando el procedimiento NLIN de SAS (2002) de
acuerdo con el modelo propuesto por France et al. (2000):

Pi=bx[1-e<tb]
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Dénde: PG: es el volumen de PG en el tiempo t, b es la PG asintética (ml g™
MS); c es la taza de PG (h') y L es la fase lag (h).

El valor de la energia metabolizable (EM, MJ kg' MS) se estimé de acuerdo
con Menke y Steingass (1988) como:

E=220+0.136P .+ 0.057P

Doénde: PGys €s el volumen de gas producido hasta las 24 h de incubaciéon
expresado en ml g 'y PC es el contenido de proteina cruda en la dieta (%
de MS).

La degradabilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) se determind a las 96
h, mediante la recuperaciéon de la fraccibn no degradada, después del
periodo de incubacién, por medio de la filtracion del residuo.

La energia metabolizable (EM, MJ kg-1 de MS) fue estimada de acuerdo con
la metodologia descrita por Menke y Steingass (1988), mediante la siguiente

formula:

EM (MJ kg’ de MS) = 2.20 + 0.1361VGP., (ml 0.5 g7 de MS) + 0.57PC (% de
MS)

Donde IVGP24 es el volumen de gas producido a las 24 h post-incubaciéon
(ml) y PC (% de MS) es el contenido de proteina en la dieta.

La concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC, mmol g' MS) se
calculd de acuerdo con la ecuaciéon propuesta por Getachew et al. (2002):

A =-0.00425+ 0.0222 P,

Doénde: PG4 es la produccion neta de gas a las 24 h (mL 200mg ' MS).
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5.6. Diseino experimental

Los parametros de produccién de gas, la DIVMS, la EM y la produccién de
AGCC se analizéd con un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones, mediante el siguiente modelo:

Yi=p+Ti+Ej

dénde:
Y representa la respuesta de la ij-ésima observacion de los parametros de
produccién de gas, DIVMS, EM y produccion de AGCC;

u representa la media general;

Ti representa el efecto de la i-ésima inclusiéon de Moringa oleifera;
Ej representa el error aleatorio.

Las medias de las variables significativas se compararon con la prueba de

Tukey al nivel de significancia a = 0.05 (Steel y Torrie, 1989).
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VI. RESULTADOS

En el Cuadro 1se muestran las estimaciones de los pardmetros de la cinética
de fermentacidén ruminal, la degradabilidad in vitro de la materia organica
(DIVMO), energia metabolizable (EM) y concentracion de acidos grasos de
cadena corta (AGCQ).

Para los pardmetros que describen la cinética de produccién de gas in vitro,
la asintota de PG (es decir, fraccidn b), tasa de produccidn de gas (es decir,
c) mostraron una tendencia cuadratica (P<0.01). Adicionalmente la inclusidn
de M. oleifera en la dieta no tuvo efecto sobre la fase lag (L). La inclusién de
M. oleifera en la dieta mostré una tendencia cuadratica (P<0.05) sobre la
EM, AGCC vy la DIVMO.

Cuadro 1. Cinética de produccion de gas, valor energético, degradabilidad
in vitro de la materia organica de dietas para vacas lecheras con diferente
inclusién de Moringa oleifera.

Dietas? b c L DIVMO EM AGCC
Testigo (T) 183.9 0.050 1.97 759° 1.3° 1.36°
MODO5 194.2 0.053 1.50 8142 12.12 1.49°
MOD10 188.1 0.050 1.81 777% 11.6°° 1.40%
MOD15 185.8 0.049 2.33 763° 1.3° 1.35°
EEM 2.98 0.00M 0.22 12.46 0.19 0.03
Contrastes (P<)

T vs MOD NS NS NS NS NS NS
Lineal NS NS NS NS NS NS
Cuadratico * NS * * * *

“Nivel de inclusion de harina de hojas de Moringa oleifera en la dieta totalmente mezclada
(MOD): 0% (Testigo), 5% (MOD-05), 10% (MOD-10) y 15% (MOD-15), respectivamente.

b: Asintota de producciéon de gas (ml g' de MS); c¢: tasa fraccional de produccidn de gas
(h"); L: fase lag (h); DIVMO: degradabilidad in vitro de la MO (mg g' de MS); EM: energia
metabolizable (MJ kg’ de MS); AGCC: 4cidos grasos de cadena corta (mmol).

bl as medias en la misma columna con diferente superindice son diferentes
significativamente (P<0.05).

EEM = Error estandar de la media.
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En el Cuadro 2 se muestran los valores medios y los errores estandar de la
PG en diferentes tiempos post-inoculacién (6 h-96 h).

Cuadro 2. Produccién de gas acumulada (ml g-1de MS) de la fermentaciéon
in vitro de dietas para vacas lecheras con diferentes niveles de Moringa
oleifera.

Dietas? PG6 PG12 PG24 PG48 PG72 PG96
Testigo (T) 33.8° 72.9° 123.1° 165.7 178.4 182.3
MOD-05 41.1° 82.5° 134.8° 177.4 189.4 192.9
MOD-10 35.5%° 75.2%° 126.2%*  169.5 182.5 186.4
MOD-15 32.2° 71.4° 122.2° 166.0 179.6 183.8
EEM 1.60 2.10 2.81 3.06 3.01 3.00
Contrastes (P<)

T vs MOD NS NS NS NS NS NS
Lineal NS NS NS NS NS NS
Cuadratico  ** o * * * *

“Nivel de inclusion de harina de hojas de Moringa oleifera en la dieta totalmente mezclada
(MOD): 0% (Testigo), 5% (MOD-05), 10% (MOD-10) y 15% (MOD-15), respectivamente.
Produccién de gas acumulada (PG; ml g' de MS) a distintos tiempos post-inoculacion
(PG6-PG96).

bl 3s medias en la misma columna con diferente superindice son diferentes
significativamente (P<0.05).

EEM = Error estandar de la media.

Las curvas de la produccién de gas (PG) acumulada ajustadas con el modelo

cinético de France et al. (2000) para cada uno de los tratamientos (testigo,
MODO5-MOD15) se muestran en la Figura 9.

pag. 19



250

200
n
=
o
E 150
é ——Testigo
3 ——MOD-05
je
S 100 —MOD-10
(]
3 MOD-15
0]
o
50
0
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo de incubacion (h)

Figura 9. Produccidon de gas acumulada (ml g' de MS) de fermentacién in
vitro de dietas vacas lecheras con diferentes niveles de Moringa oleifera.
Hojas de M. oleifera (g kg™ de MS) a: O, Testigo; 50, MOD-05; 100, MOD-10;
y 150, MOD-15.
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VIl. CONCLUSION

El presente trabajo muestra que la inclusiobn de Moringa oleifera, como
sustituto de Medicago sativa, modifica los parametros y la cinética de
produccién de gas, con valores mayores con el 5 % de inclusién. No se
observaron diferencias con el 15 % de inclusidn y la dieta control. La mayor
produccién de gas se obtuvo con el 5 % de inclusién de Moringa oleifera.
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Viil. RECOMENDACION

Por los resultados obtenidos en el presente trabajo se recomienda la
inclusién de Moringa oleifera en la dieta de bovinos productores de leche,
lo cual brinda una opcién mas en el uso de recursos arbdreos forrajeros
nativos, lo cual puede coadyuvar a la disminucién de costos de produccion,
o al empleo de fuentes alternativas de forraje en épocas de estiaje.
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