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RESUMEN

El trabajo consistio en tres experimentos (Ex):Ex1, para evaluar el efecto del
hipoclorito de sodio (NaClO) sobre la presencia de hongos durante el proceso de
germinado del grano de sorgo se elaboraron microgerminados en un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 3 concentraciones de NaCIO (0, 0.6 y
0.84 %) x 3 tiempos de exposicion (TE: 0, 8, 24 horas) al NaClO, sobre los
porcentajes de germinacion (%G) y contaminacion de hongos (%H), con 4
repeticiones por tratamiento (tx). Ex2, para determinar el efecto del tiempo de
germinacion (G) y ensilaje (E) sobre las fracciones del almidon: soluble (AS) e
insoluble (Al), la digestibilidad ruminal in vitro del almidén (DRIV) y caracteristicas
de fermentacion: pH y % &cido lactico (LAC); se elaboraron microsilos en botes
de polietileno con capacidad de 1 kg, para evaluar G (0, 1, 3y 5 dias) y E (21, 42
y 63 dias). Los microsilos se asignaron a un disefio completamente al azar, con 4
repeticiones por tx: Tl= Sorgo entero (E), T2= dias de germinacion - ensilaje
(0G21E); T3=1G21E, T4=3G21E, T5=5G21E, T6=0G42E, T7=1G42E, T8=3G42E,
T9=5G42E, T10=0G63E, T11=1G63E, T12=3G63E y T13=5G63E. Ex3, para
evaluar la digestion de nutrientes y fermentacion ruminal, se utilizaron 5 ovinos
machos pelibuey (38 +2.84 kg PV ), con canulas en rumen y duodeno proximal,
los cuales se asignaron a un cuadrado latino 5 x 5, para evaluar los tratamientos
de sorgo: T1: entero (E, control ); y los ensilados de sorgo T2: germinado cero
dias(GO0); T3: germinado 1 dia (G1); T4: germinado 3 dias (G3);: T5: germinado 5
dias (G5). El grano germinado y ensilado fue reconstituido a 30% de humedad,
germinados por 0, 1, 3, 5 d y ensilados por 42d. En el Expl, se observo
interaccion (P < 0.0001) entre el tiempo de exposicion y concentracion de NaClO
sobre el % H, a mayor concentracibn de NaClO y tiempo de exposicién se
observé menor crecimiento de hongos, pero afecta el %G. Por lo que se decidio
utilizar 0.6 % de hipoclorito de sodio durante 24 hrs (48 %G y 3.7 % H). En el Exp
2, se observé que el pH del ensilado disminuy6 (efecto cubico P < 0.01) para el
dia 42. La DRIV fue menor para el testigo (E) en 14.13%, 11.90 %, 10.65 % y
10.24 % (P< 0.01) en comparacion con 3G42E, 0G42E, 3G2lE y 5G21E
respectivamente. En el Exp 3, los tratamientos G1, G3 y G5 presentaron mayor
digestion ruminal de la materia organica, DRMO (P < 0.01, 25.6 %, efecto

cuadratico de germinado para G3), digestién ruminal del almidén, DRALM (P <



0.01, 25.6%) vy fibra detergente neutro DRFDN (P = 0.17, 4.31%) pero menor
eficiencia proteica, EP (P < 0.05, 18.65%) y digestion posruminal de la materia
organica, DPRMO (P < 0.05, 9.88%) respecto a E. GO presenté mayor DRMO (P
< 0.05, 20 %), DRALM (P < 0.01, 26.14%), pero menor eficiencia microbiana, (P <
0.05, 13.20%) y DPRMO (P < 0.05, 9.88%) respecto a E. El GO presenté mayor
DRALM (efecto cubico, P < 0.05) y EP (efecto cuadratico, P < 0.05). G1, G3 y G5
presentaron mayor DRFND (P < 0.05, 14.63%), pero menor DRALM (P < 0.10,
5.20%) y eficiencia proteica, EP (P < 0.05, 18.04%), respecto a SGOE. La
digestion posruminal del almidon, DPRALM fue mayor para G1 (p < 0.05, 9.91%)
con respecto a G5. Los tratamientos G1, G3 y G5 mostraron mayor digestion total
de la materia organica, DTMO (P < 0.05, 3.42%), digestion total del almidén,
DTALM (P = 0.18, 2.12%) y digestion total del nitrégeno, DTN (P < 0.10, 3.65%)
respecto a SE, y éste mayor DTMO (P = 0.11, 2.61%), digestién total de fibra
detergente neutro, DTFDN (P < 0.10, 24.79%) respecto a GO. La DTALM (P =
0.13, 2.9%) fue mayor para GO y menor DTFDN (P < 0.05, 27.62%) respecto a E.
Se observa un efecto lineal para germinado en DTALM (P < 0.05) en donde al
aumentar los dias de germinado disminuye el % DTALM. La energia digestible ED
(Mcal kg™) fue mayor para G1, G3 y G5 (P < 0.05, 4.39%) respecto a E. Los
valores de ED (Mcal kg™) de los granos tratados, con la técnica de reemplazo
fueron 3.79, 3.81, 4.01, 3.96 y 3.96 para E, GO, G1, G3 y G5 respectivamente. El
pH ruminal fue mayor (P < 0.05, 5.78%) para G1, G3 y G5 respecto a E. En donde
G1 present6 el mayor valor de pH (efecto cuadratico de germinado, P < 0.05). Al
incrementarse los dias de germinacion aumenta la proporcion molar de acetato
(efecto lineal, p < 0.01) y disminuye propionato (efecto lineal, P < 0.01). La menor
concentracién de metano se observa en GO (P < 0.01, 19.36%) respecto a G1, G3
y G5, ya que al incrementarse los dias de germinado se incrementa la produccion
de metano (efecto lineal, P < 0.05). Por lo que se concluye que el proceso de
germinacion y ensilaje incrementa la digestiéon del almidén in vitro del grano de
sorgo debido a una mayor disponibilidad de su fraccion insoluble. Los
tratamientos con sorgo germinado y ensilado presentaron mayor digestion total de
MO, almidén, N, ED y pH ruminal respecto a sorgo entero, debido principalmente

a un incremento de la digestion ruminal. Al aumentar los dias de germinado



disminuye la digestién del almidén, por lo que el mejor tratamiento en términos de

mayor digestion de almiddn, pH ruminal y valor energético fue para G1.
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ABSTRACT
Three trials were conducted to evaluate the effect of germinated sorghum on in
vitro starch digestion and site and extent digestién of nutrients in sheep. Trial 1, to
evaluate the effect of the sodium hypochlorite (NaClO) on the presence of
mushrooms during the germination process of sorghum grain, 28 micro-
germinators was elaborated and randomly assigned to a factorial arrangement, 3
concentrations of NaCIO (0, 0.6 and 0.84%) x 3 times of expose (ET: O, 8, 24
hours) of the grain to NaClO, on the germination percentages (GP) and
contamination of mushrooms (MC), with 4 repetitions for treatment. Trial 2, to
determine the effect of time of germination (GT) and silage (ST) on the fractions of
starch: soluble (SS) and insoluble (IS), the in vitro ruminal starch digestion
(IVRSD) and characteristic of fermentation: pH and % lactic acid(LAC); micro-silos
was elaborated with polyethylene boats (1 kg), to evaluate the GT (0, 1, 3 and 5
days) and ST (21, 42 and 63 days). The micro-silos was assigned to a random
design, with 4 repetitions for treatment: T1 = dry whole sorghum (DWS), T2 = days
of germination-ensiled (0G21E); T3=1G21E , T4=3G21E, T5=5G21E, T6=0G42E,
T7=1G42E, T8=3G42E, T9=5G42E, T10=0G63E, T11=1G63E, T12=3G63E and
T13=5G63E.. Trial 3, to evaluate the digestion of nutritients and ruminal
fermentation, 5 pelibuey lambs (38 + 2.84 kg BW) with cannulas in the rumen and
proximal duodenum were used, in a latin square 5 x 5. Treatments were: T1:dry
whole sorghum (DWS); T2: zero days germinated sorghum and ensiled (G0); T3:
1 day germinated and ensiled (G1); T4: 2 days germinated sorghum and ensiled
(G3);: T5: 5 days germinated sorghum and ensiled (G5), with 5 repetitions for
treatment. The grain was reconstituted to 30% of humidity, germinated by 0, 1, 3,
5 d and ensiled for 42d. In triall, interaction was observed (P <0.0001) between
the time of expose and concentration of NaClO on the MC, to increase
concentration of NaClO and time of expose reduced growth of mushrooms, but the
GP also decreased. For that reason we decided to use 0.6% of sodium
hypochlorite during 24 hrs (48 GP and 3.7 MC). In trial 2, pH of the silage
decreased (cubic effect P <0.01) for the day 42. The IVRSD was smaller for DWS
14.13%, 11.90%, 10.65% and 10.24% (P <0.01) compared with 3G42E, 0G42E,
3G21E and 5G21E (days germination-ensiled) respectively. In trial 3,G1, G3 and
G5 showed bigger ruminal organic matter digestion of, ROMD (P <0.01, 25.6%,

VI



guadratic effect for G3), ruminal starch digestiéon, RSD (P <0.01, 25.6%) and
ruminal neuter detergent fiber digestion, RNDFD (P = 0.17, 4.31%) but smaller
protein efficiency, PE (P <0.05, 18.65%) and posruminal organic matter
digestion,PROMD (P <0.05, 9.88%) compared to DWS. GO presented higher
ROMD (P <0.05, 20%), RSD (P <0.01, 26.14%), but lower microbial efficiency, ME
(P <0.05, 13.20%) and PROMD (P <0.05, 9.88%) compared to DWS. The GO
showed bigger RSD (cubic effect, P <0.05) and PE (quadratic effect, P <0.05). G1,
G3 and G5 had higher RNDFD (P <0.05, 14.63%), but smaller RSD (P <0.10,
5.20%) and PE (P <0.05, 18.04%), compared to SGOE. The posruminal starch
digestion, PRSD was higher for SG1E (p <0.05, 9.91%) compared to G5. The
treatments G1, G3 and G5 showed bigger total digestion of the organic
matter, TOMD (P <0.05, 3.42%), total starch digestion, TSD (P=0.18, 2.12%) and
total nitrogen digestion,TND (P <0.10, 3.65%) compared to DWS and this higher
TOMD (P=0.11, 2.61%), total neuter detergent fiber digestion, TNDFD (P <0.10,
24.79%) regarding SGOE. The TSD (P = 0.13, 2.9%) was higher for GO and
TNDFD was lower (P <0.05, 27.62%) compared to DWS. The increasing of
germinated days, decrease (lineal effect, P <0.05) TSD. The digestible energy DE
(Mcalkg™) values were higher for G1, G3 and G5 (P <0.05, 4.39%) compared to
DWS. The ED (Mcalkg™) values for treated grains, with the substitution technique
were 3.79, 3.81, 4.01, 3.96 and 3.96 for GO, G1, G3 and G5 respectively. The
ruminal pH was bigger (P <0.05, 5.78%) for G1, G3 and G5 compared to DWS.
Where G1 presented the biggest pH value (quadratic effect germinated, P <0.05).
The increase of germination days increased (lineal effect, p <0.01) the molar
proportion of acetate and reduced propionato (lineal effect, P <0.01). The smallest
methane concentration was observed in GO (P <0.01, 19.36%) compared to G1,
G3 and G5, the increase of germination days ncreased (lineal effect, P <0.05)
methane production. It was concludes that the germination process and ensiling
increase the in vitro starch digestion of sorghum grain due to a bigger readiness of
its insoluble fraction. The treatments with germinated sorghum and ensiled
presented bigger total digestion of MO, starch, N, ED and ruminal pH compared to
whole sorghum grain, due mainly to an increment of the ruminal digestion. When
increasing the days of germination decrease the starch digestion. The best

treatment in terms of digestion of starch, ruminal pH and energy value was G1.
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1. INTRODUCCION

El almidén es la principal fuente de energia utilizada en la alimentacion de
rumiantes en sistemas intensivos de produccién. Se ha visto que la utilizacion
optima del almidon mejora la eficiencia productiva del animal. Las principales
fuentes de almidon en la dieta son los granos, los mas comunmente utilizados son
el trigo, maiz y sorgo (Theurer, 1986). En México, el principal grano para la
ganaderia es el sorgo, que cubre un 68% del total del consumo de cereales,

mientras que, el maiz cubre solo el 27% (Ramirez et al., 2000).

El grado de digestion del almidon es el principal factor que influye en el
comportamiento productivo de los rumiantes alimentados con dietas altas en
granos; y varia dependiendo del grano de cereal. Ademas es modificado por el
tipo y grado de procesamiento del grano, tamafio del grano, humedad,
temperatura y condiciones de vapor (Rubio et al., 2001; Blas et al., 1995; Xiong et
al., 1990). Como ya se conoce, el sorgo debe procesarse para que el almidén
pueda ser aprovechado eficientemente por los animales (Brent, 1986). El
procesamiento del sorgo aumenta la velocidad y el grado de digestién de los

almidones, lo que mejora su valor alimenticio (Stock et al., 1987D).

Los granos procesados han sido utilizados ampliamente en bovinos, pero no en
ovinos. Brent (1986) menciona que esta especie presenta mayor capacidad para
utilizar eficientemente los granos enteros. Sin embargo, Bowen et al. (2007)
reportan concentraciones de almidon en heces de ovinos alimentados con sorgo
entero de 192 g kg™ MS, y al ofrecer sorgo expandido disminuy6 (P < 0.05) a 76 g
kg™® MS. Estos resultados indican que en ovinos hay diferencias en la utilizacién
del almidén debidas al tipo de procesamiento de los granos. La mayor parte de los
tratamientos utilizados en los cereales modifican la velocidad de degradacion del
almidon en el rumen y con ello la proporcion digerida en éste 6rgano y en otros
sitios posteriores del tracto digestivo. Esto, puede tener una incidencia importante
en la eficiencia de utilizacion de la dieta y en la respuesta productiva del animal,
ya que existe influencia del lugar de digestion sobre el tipo de nutrientes

absorbidos (Thomas y Rook, 1981). Los métodos mas comunes para el



tratamiento del sorgo son el molido y quebrado. Sin embargo, estos métodos no
son suficientes para desdoblar la matriz proteica que envuelve los granulos de
almidon (Stock et al., 1991). El proceso de hojueleado al vapor, mejora la
eficiencia de utilizacién del almidén. Sin embargo, existe variacion debido al
tamafo del grano. Una alternativa de tratamiento es la reconstitucién y ensilaje
del grano, que mejora la digestibilidad y eficiencia de utilizaciéon del almidén
contenido en el grano de sorgo (Tonroy et al.,, 1974; Walker y Lichtenwalner,
1977). Por otro lado, durante el proceso de germinacion, el grano sintetiza
enzimas para hidrolizar a los carbohidratos y proteinas contenidas en el
endospermo con la finalidad de brindar moléculas méas simples que seran
utilizadas para el crecimiento de la plantula. Este proceso puede mejorar el valor
nutritivo de la semilla, incrementando la disponibilidad de nutrientes y mejorando

su digestibilidad para los animales (Balogun et al., 2000).

Rooney y Pflugfelder, (1986) reportan que la germinacién de sorgo incrementé la
hidrolisis de la proteina del endospermo (cuerpos de proteina y matriz proteica) y
carbohidratos (almidén) por enzimas enddgenas. En tanto, la reconstitucion sélo
promovié un incremento en la solubilidad de proteina y carbohidratos. Sin
embargo, Simpson et al., (1985) observaron que la reconstitucién sola, fue tan
efectiva como el tratamiento aerdébico o anaerdbico para mejorar la digestibilidad
del sorgo y el comportamiento productivo de novillos. Diferentes trabajos
demuestran que el proceso de germinacibn mejora la solubilidad de
carbohidratos, nitrégeno e incrementa la digestibilidad del grano de sorgo in situ
(Balogun et al., 2005; Balogun et al., 2006; Wedad et al., 2008).

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas generales del grano de sorgo

Un gran nimero de plantas estan incluidas en el género Sorghum de la familia de
las gramineas, tienen como caracteristicas comunes, su resistencia al calor y a la
falta de humedad. Esto, ha hecho que fueran conocidos y cultivados desde antes

de la era cristiana, principalmente en las zonas secas de Europa.



Su resistencia a la sequia se debe a que sus raices alcanzan una longitud de
hasta 2 m y estdn sumamente ramificadas, por lo que logran extraer agua de

zonas profundas (Compton, 1990).

Los sorgos por su utilizacion pueden clasificarse en cuatro grandes grupos:

1. Sorgo de grano = Sorghum bicolor

2. Sorgo de jarabe = Sorghum saccharalum

3. Sorgo de escobas = Sorghum saccharalum, var. technicum

4. Sorgos de forraje = Sorgo del Sudan (S. sudanense) Sorgo de Tufiez (S.

virgatum); Sorgo de Alepo (S. halepense) y Sorgo negro (S. alimum).

El sorgo es originario de paises célidos, desarrolla bien con temperaturas altas; la
temperatura media 6ptima, durante todo su ciclo es de 26C. Las plantas a
temperaturas inferiores a 15.5C no se desarrollan bien, llegando a cesar
completamente su crecimiento a 0 €, a temperaturas superiores a 35 C
disminuyen su rendimiento. Para una buena germinacién de la semilla, la
temperatura debe ser superior a 16, sin embargo, germinan en algunos casos,
a temperaturas inferiores a 10C e incluso a 7C, e s mas corto el periodo
germinativo cuanta més alta sea la temperatura. Asi, a 14C, las semillas tardan
catorce dias en germinar. En cambio, si la temperatura es de 21<C solo tardan

seis dias.

2.1.1 Estructura y composicion quimica del grano de sorgo.

Los componentes estructurales mas importantes del grano de sorgo son: el
pericarpio, el embrion o germen y el tejido de almacenamiento o endospermo
(Figura 1).

El pericarpio es la capa que cubre toda la semilla, representa alrededor del 8 %
del peso del grano (Hubbard et al., 1950), y esta compuesto por varias capas
llamadas epicarpio, mesocarpio y endocarpio. El epicarpio es la capa mas externa
y contiene de 2 a 4 capas de células densas que contienen pigmentos y le

confieren color al grano de sorgo. Adyacente al pericarpio se encuentra la capa



llamada testa. En ella se encuentran compuestos fendélicos conocidos como
taninos, los cuales le confieren un sabor amargo al grano.

PERICARPIO

,Cuticula

Epidermis

% Pericarpio
Cﬁ"; ==~ Mesocarpio
M% - Cubierta de
( )( 1§ L Células cruzadas la semilla

| Ceélulas tubulares

Testa

N Capa de la aleurona

™~ Endospermo periférico

Figura 1. Pericarpio del grano de sorgo (Rooney, 1971)

Enseguida se encuentra el endospermo que constituye aproximadamente el 82 %
del peso del grano de sorgo (Figura 2), y est& constituido por dos porciones bien
definidas: la cérnea o vitrea y la harinosa; las que a su vez estan recubiertas por
una zona periférica o sub-aleurona, a la cual se le denomina endospermo
periférico (cubierto por una capa llamada aleurona). En ésta parte del grano,
estan contenidas la mayor cantidad de cuerpos proteicos (prolaminas 6 también
llamadas kafirinas) y granulos de almidén mas pequefios que los del endospermo
corneo. A esta estructuracién se debe que el almidon del grano de sorgo no sea
disponible a la degradacion enzimética (Streeter et al., 1990a). El procesamiento
del grano puede modificar esta estructura (Wall, 1970) y por lo tanto incrementar

la digestion de los nutrientes (Pieroni, 2000).

Los granulos del almidén del endospermo periférico y cérneo se encuentran

embebidos en una densa y continua matriz proteica. El endospermo harinoso del



centro del grano posee granulos del almidén mas grandes y en mayor cantidad
(Figura 3), que son rodeadores por una matriz proteica discontinua y con menor
cantidad de cuerpos proteicos (Rooney y Plugfelder, 1986; Kotarski et al., 1992)
por lo que los granulos de almidén contenidos en esta zona son mas susceptibles
al ataque enzimatico y al procesamiento del grano (Huntington, 1997). Finalmente
se encuentra el embrion o germen, el cual constituye aproximadamente el 10 %
del peso del grano. En el embribn se encuentra gran cantidad de proteina,
cenizas y grasa. Ademas, presenta 2 estructuras: radicula y plumula. La radicula

es la primera que emerge en un proceso de germinacién y da origen a la raiz.

Endospermo
cdrneo

Endospermao
harinoso

LN R
Pericarpio |
Hilio

Figura 2 . Estructura del grano de sorgo (Rooney 1971)

En cuanto a composicion quimica, el grano de sorgo esta compuesto
principalmente por:

v Carbohidratos. Se pueden identificar 3 clases de carbohidratos. Los
almidones, gque son el componente quimico mas abundante y constituye de un 70
— 80% de la materia seca (MS) representa de ¥z a % del peso del grano (Hubbard
et al., 1950). Ademas, se identifican azuUcares solubles y carbohidratos

estructurales como celulosa, hemicelulosa y pentosanos.



Figura 3. Fotografia electronica del de grano de sorgo. Seccién transversal tefiida
con yodo. B. Endospermo cérneo, C. Endospermo harinoso. SG = Granulo de
almidoén, PB = Cuerpo proteico, M = Matriz proteica (Wong et al., 2009)

v Proteina. El pericarpio, el germen y el endospermo del grano de sorgo
contienen 3, 16 y 80 % de proteina respectivamente (Taylor y Schussler, 1986).
Estas proteinas corresponden a: kafirinas, glutelinas, albuminas y globulinas. Las
glutelinas se encuentran en la matriz proteica y cuerpos proteicos del endospermo
del grano de sorgo. En tanto, el germen es rico en albimina y globulina. Las tres
proteinas, glutelinas, albuminas y globulinas son ricas en lisina y otros
aminodcidos esenciales. Pero representan un pequefio porcentaje de la
composicién proteica del grano de sorgo, el cual tiene un mayor contenido de
kafirinas presentes en su mayoria en los cuerpos proteicos. Las kafirinas tienen
poca cantidad de lisina, treonina vy triptéfano lo que disminuye la calidad nutricia

del grano de sorgo.



v El contenido de lipidos en el grano de sorgo oscila entre 2.1 a 5.0%, el 90%
son lipidos no polares, 6% glicolipidos y 4% fosfolipidos. Generalmente, el 75 %
de material lipidico se encuentra en el escutelo del germen y el resto esta en el
endospermo y pericarpio (Selahattin, 2004).

Las vitaminas se encuentran principalmente en la capa de aleurona y en el
germen. El sorgo es rico en vitaminas del complejo B. Sin embargo, no es una
buena fuente de vitamina B12 y de vitamina C. Es buena fuente de vitamina E. En
cuanto a los minerales, la cariopside tiene una buena cantidad de potasio, una
cantidad moderada de hierro, magnesio, zinc y cobre. Pero es pobre en sodio y
calcio. Los minerales se localizan en el germen, la capa de aleurona y pericarpio
(Hubbard et al., 1950). El cuadro 1 muestra la composicion de los granos de sorgo

y maiz.

Cuadro 1. Composicién quimica (%) y valor energétic o (kcalkg ™) de los
granos de sorgo y maiz*

ltem Sorgo Maiz
Proteina 12.7 9.8

Extracto etéreo 3.7 4.6

Fibra cruda 2.8 2.3

Extracto no nitrogenado 78.6 82.0
Energia digestible (kcal kg™) 3450 3600
*|bar, 1984

2.1.2 Propiedades fisicas y quimicas del almidén

El almidon se presenta en dos configuraciones moleculares de polimeros de
glucosa: la amilosa y la amilopectina las cuales se unen por puentes de hidrégeno
(Rooney y Pflugfelder, 1986). Ambos polimeros se encuentran como cadenas de
glucosa unidas por enlace alfa 1,4 glucosidico. La amilosa es un polimero lineal
con un promedio de 1500 unidades (Selahattin, 2004) de glucosa con un peso
molecular de 150,000 a 1 millén de dalton. Dada por la naturaleza de las uniones
glucosidicas, los extremos del polimero son distintos: un extremo no reductor (la
glucosa del extremo tiene un grupo hidroxilo libre en C4) y un extremo reductor (la
glucosa del extremo tiene un centro de carbono anomérico que esta en equilibrio
con una cadena abierta de aldehido). La amilopectina es un polimero lineal. Sin
embargo, posee dos caracteristicas estructurales importantes: (1) un esqueleto

principal que estd compuesto de unidades de glucosa unidas por enlaces alfa 1,4



al igual que en la amilosa y (2) aproximadamente 3,000 ramas conectadas al
esqueleto mediante enlaces alfa 1,6 glucosidicos. Los puntos de ramificacién se
encuentran en promedio cada 15 a 25 residuos de glucosa y su peso molecular es
de 10 a 100 millones de dalton (Selahattin, 2004; Mckee y Mckee, 2003). La
proporcién entre amilosa y amilopectina varia en los cereales y otros alimentos
ricos en almidon (Blas, 1995). En el grano de sorgo, la relacién de amilosa y
amilopectina es de 75 y 25 % respectivamente. La amilosa se disuelve con cierta
dificultan en agua, mientras que la amilopectina es la fraccion del almidén mas
soluble en agua (Cura y Krisman, 1990). Por lo que la digestibilidad del almidon
es inversamente proporcional al contenido de amilosa, y el sorgo con mayor

contenido de amilosa sera menos digestible (Rooney y Pfulgfelder, 1986).

2.2 El grano de sorgo en la alimentacion de los rum  iantes.

En algunos sitios, se ha sustituido la alimentacién a base de forraje por el sistema
de estabulacion y alimentacién a base de raciones altas en energia, con éstas
practicas se consigue el desarrollo de los animales en un periodo de tiempo mas
corto y mejores caracteristicas de la canal. Por otro lado, debido al actual costo de
los cereales, es importante hacer mas eficiente su utilizacion. Por esta razon el
estudio de la utilizacion del almidon es de gran importancia, ya que como se
menciond antes, es el principal componente energético en las dietas de animales
en engorda. Para mejorar la utilizacion de los cereales, es necesario someterlos a

algun tratamiento para incrementar su digestibilidad y palatabilidad (Ibar, 1984).

2.3 Métodos de procesamiento de granos

Uno de los objetivos de procesar cereales es aumentar la exposicion de los
granulos de almidon y aumentar su susceptibilidad a la degradacion enzimética.
Muy pocas materias primas son suministradas en mezclas de concentrados sin
ser procesadas previamente. Hay una gran variedad de métodos de
procesamiento. En el cuadro 2 se presentan los tipos de procesamiento a los que
se someten los granos (Hale y Theurer, 1972).

En los tratamientos en frio se logra aumentar la superficie de exposicion del grano
a la accién enzimética de los microorganismos ruminales, bien por reduccion del

tamafo de particula en la molturacion o el aplastado (tratamientos secos), o bien



por destrucciéon de la matriz proteica del endospermo o del pericarpio

(tratamientos humedos con calor).

Cadro 2. Procesos tecnolégicos para los granos

Temperatura de Procesamiento Procesamiento
procesamiento seco humedo
Molido Maceracion
EN FRIO Aplastado Reconstitucion y
Quebrado en seco ensilaje
Micronizacion Coccibn a presion
CALIENTE Torrefaccion Trituracion al vapor
Expandido en Hojueleado al
seco vapor
Extrusion Granulado
(copos)

Fuente: (Hale y Theurer,1972)

En los tratamientos en frio se logra aumentar la superficie de exposicion del grano
a la accion enzimatica de los microorganismos ruminales, por la reduccion del
tamafo de particula en la molturacién o el aplastado (tratamientos secos), o por la
destruccion de la matriz proteica del endospermo o del pericarpio (tratamientos

hamedos; Figura 4).

La denominacion triturado o molido refleja el grado de molturacion, y el aplastado,
también conocido como laminado, es similar al triturado pero utilizando molino de

rodillos en lugar de martillos.

En los tratamientos en caliente, se consigue un cierto grado de gelatinizacién de
los granulos de almidén. Para ello, es necesaria la aplicacion de calor a
temperaturas de 140 a 180°C, ya sea por aire seco (expandido), radiacion
infraroja (micronizado) o flameado (torrefactado), o bien por efecto de la presion y
friccibn que se consigue al forzar el paso del grano molido a través de una matriz
(granulado) o del grano entero a través de un cilindro con superficie rugosa,
mediante un tornillo en espiral (extrusion) lo que provoca su molturacién y

calentamiento. Con frecuencia, tanto el efecto del aplastado como el de la presion



se refuerzan con la aplicacion de calor humedo, mediante el tratamiento previo
con vapor, con lo que se consigue un mayor grado de gelatinizacion del almidon.
La coccion previa con vapor a presion es una variante que origina un producto
algo mas esponjoso y de mayor dificultad para el laminado. El tratamiento previo
con vapor es también usual en la granulacion y la extrusion, lograndose en este
ultimo caso una expansiéon del grano al detener repentinamente la presion durante

la expulsion del material (Rojo, 2001).

A
e
etata it

Figura 4. Modificacion del endospermo en el grano de sorgo después de 6 h de
reconstitucién. A = capa de la aleurona, P = pericarpio, EC = edospermo corneo,
EH = endospermo harinoso, E = escutelo, EM = embrion (Glennie, 1983)

2.4 Digestibilidad

La digestibilidad es la desaparicion del alimento del aparato digestivo. La
informacion sobre digestibilidad se utiliza en nutricion animal para evaluar la
utilizacion de nutrientes.

Es importante resaltar que la digestibilidad es variable, ya que depende de
diversos factores como:

- Caracteristicas propias del alimento dado al animal

- Nivel de consumo del alimento

- Trastornos digestivos
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- Frecuencia de alimentacion

- Efectos interactivos y asociativos entre alimentos

- Diferencias inherentes entre especies animales.

- Procesado de alimentos

El termino digestion parcial implica que la digestion total en el tracto digestivo
puede subdividirse en fracciones que se digieren en las diferentes porciones del
tracto digestivo. La informacion existente sobre ovinos y bovinos indica que
alrededor de dos tercios de la materia organica y la energia son digeridas en el
reticulo-rumen y omaso, el resto se digiere en el intestino. Las porciones mas
fibrosas asi como los carbohidratos facilmente fermentables son digeridos en

mayor grado (65 - 90 % de la digestion total) en el rumen (Pond et al., 2004).

2.4.1 Pruebas de digestion
Las pruebas de digestion se emplean para determinar la proporcion de los
nutrientes de una dieta o un alimento que son absorbidos en el tracto

gastrointestinal.

a) Métodos usuales (Coleccion total de heces). Los animales se alimentan con

una dieta de composicion conocida por un periodo de 10 — 15 dias, durante los
cuales se recolectan todas las heces producidas por los animales en
experimentacion y se analizan después en busca de los componentes de interés.

b) Métodos con marcadores (Coleccion parcial de heces)

Cuando no es posible medir la ingestion total o recoleccion total de heces, se
utiliza un segundo método en donde se emplean marcadores, los cuales pueden
ser externos (adicionados) o internos (componente de los alimentos) para medir la
digestibilidad. Las caracteristicas deseables de un marcador es que debe ser

indigestible, no absorbible, no toxico y de fécil deteccidn en el excremento.

v Marcadores externos. Se ha utilizado cominmente: 6xido de hierro, 6xido
de cromo y elementos de tierras raras (lantano, cerio, samario, iterbio o disprosio)
gue se suministran en cantidad conocida y se mezclan con el alimento o en forma

directa utilizando capsulas o papel impregnado del producto.
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v Marcadores internos. Son aquellos presentes en el alimento y que son
digeridos en menor grado o no lo son. La lignina es un ejemplo de este tipo de
marcadores. La utilizacion de lignina presenta varios problemas como una
recuperaciéon incompleta y un andlisis dificil. También se ha utilizado el silice, sin
embargo su recuperacion es dificil y el mayor problema que presenta, es que
contamina el suelo (Castellanos et al., 1990).

2.5 Degradacion del almidén en el rumen

La degradacion de los carbohidratos por los microorganismo del rumen determina
la produccién de &cidos grasos volatiles (AGV) que, a su vez, proporcionan del 70
al 80 % de las necesidades caldricas totales del animal hospedador (Church,
1993). En el rumen se fermenta la mayor parte de la fraccion digestible del grano
(60 al 85%) y la mayor proporcion del almidén (mas del 90%) si ha sido procesado
y expuesto (Guada, 1993).

La mayoria de los carbohidratos consumidos por los rumiantes son polimeros de
glucosa, que aparecen en forma de celulosa o almidén. Este dltimo es hidrolizado
a glucosa en el rumen por la accién de amilasas y otras carbohidrasas
extracelulares o asociadas a la superficie de las bacterias. Un gran ndmero de
bacterias ruminales son capaces de fermentar el almidén y los azlcares. Los
géneros mas importantes son: Bacteroides amylophilus, Streptococus bovis,
Succinomonas amylolytica, Selenomonas ruminantum, Succinivibrio
dextrinosolvens y diferentes especies de Lactobacilos. La rapidez con que es
hidrolizado el almidon por estas bacterias hasta formar maltosa y algo de glucosa
es afectada por la fuente de almidén y el tipo de tratamiento al que haya sido
sometido el alimento (Church, 1993). Los protozoarios también juegan un papel
importante en el catabolismo de los carbohidratos de reserva, ya que fagocitan los
granulos de almidén y los digieren intracelularmente, por lo que reducen su

disponibilidad para otras especies microbianas (Bavera, 2001).
El piruvato es el compuesto intermedio de la fermentacion de todos los

carbohidratos antes de ser transformados en AGV, CO, y CH,. La proporcion de

cada producto final, depende del tipo de carbohidrato fermentado, de las especies
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bacterianas que intervienen y del ambiente ruminal durante la fermentacion. Por
ejemplo, los microorganismos amiloliticos dan lugar a una proporcion mas
elevada de acido propiénico (35 a 45 mol 100" mol AGV) en el rumen que los
fermentadores de celulosa o hemicelulosas (15 a 25 mol 100" mol AGV) (Bavera,
2001).

La formacion de &cido propionico a partir de piruvato, puede realizarse a través de
dos vias metabdlicas: via succinato o via lactato (piruvato-formato liasa, piruvato
ferredoxina oxidorreductasa). La primera de ellas es la mas importante en
condiciones normales de alimentacion. En tanto, la segunda es un 50% menos
eficaz desde un punto de vista energético, solo predomina cuando los animales
consumen dietas con altos niveles de concentrados. En estas condiciones, el
acido lactico se acumula en el rumen como consecuencia de un desequilibrio
entre las bacterias que producen y las que utilizan el &cido lactico (por ejemplo: S.
ruminantium o Megasphera elsdenii, menos tolerantes a la acidez ruminal). La
acumulacion de lactato hace que disminuya el pH del medio ruminal y favorece el

crecimiento de las bacterias acido tolerantes.

La acidosis del contenido ruminal (pH < 5.5), implica efectos significativos sobre la
digestidon que incluyen: i) reduccién de la extension y velocidad de digestion de la
celulosa, ii) descenso del consumo de materia seca y iii) disminucion de la

relacion (acético+butirico)/propionico (Blas et al., 1995).

La digestion del almidon, es diferente segun el tipo de cereal, en cuanto a la
proporcién de almiddn soluble (hidrolizado muy rédpidamente), la fermentada en el
rumen, y la digerida en tramos posteriores del aparato digestivo; asi como por el

método de procesamiento del alimento (Blas et al., 1995; Hale, 1972).

2.5.1 Efecto del tipo de cereal sobre la degradaci6  n del almidén en el rumen

El factor que parece explicar las diferencias de digestion entre los diferentes
granos de cereales, es la matriz proteica que envuelve los granulos de almidon.
La velocidad de degradacién ruminal de la proteina de la matriz determina la

velocidad de hidrdlisis del almidon, ya que la superficie del almidén en contacto
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con las amilasas aumenta a medida que la proteina es degradada. La naturaleza
vitrea del sorgo y del maiz esta relacionada con su contenido de proteina y la
continuidad de la matriz proteica. Asi, el maiz y el sorgo tienen una menor
proporcion de proteinas solubles (albuminas y globulinas) y una mayor proporcion
de proteinas de reserva (prolaminas y glutelinas). Estas Ultimas se caracterizan
por una menor solubilidad y una velocidad de hidrélisis mas lenta. En
consecuencia, la degradabilidad media de las proteinas del trigo o de la cebada

es superior a la del maiz o la del sorgo, 70-80 vs. 40-45% (Spicer et al., 1986).

Las bacterias tienden inicialmente a colonizar las regiones situadas entre granulos
de almidon, aprovechando los puntos de ruptura de la matriz proteica. Por lo que,
la degradacion microbiana del almidon se ve favorecida cuanto mayor es la
proporcion de endospermo harinoso en el grano de cereal. Por lo tanto, la menor
degradabilidad del maiz y el sorgo en comparacién con otros granos de cereales
es en gran parte debida a la resistencia del endospermo cérneo a la colonizacién

bacteriana y a su posterior digestion (Blas et al., 1995).

2.6 Digestion post-ruminal del almidén

El almidén que no es fermentado en el rumen por los microorganismos y los
polisacéridos bacterianos llegan al intestino delgado, donde pueden hidrolizarse a
glucosa por las amilasas pancreéticas. Posteriormente pasan al ciego e intestino
grueso donde pueden ser fermentados por la flora microbiana residente. La
digestibilidad intestinal del almidén es inversamente proporcional a la
degradabilidad ruminal. Asi, la digestibilidad total del almidon de los cereales es
generalmente superior al 90%. En el caso del almidén de los granos céreos (maiz
y sorgo), el procesamiento tiende a incrementar su digestibilidad total. De acuerdo
con Theurer (1986), la digestibilidad total en ganado vacuno es de un 90% como
media para los granos enteros, hasta 93% en los granos molidos o aplastados, y
98.5% en los procesados por vapor. Los principales limites a la digestion intestinal
del almidon parecen ser el tiempo de digestion y la estructura de las particulas
(Blas et al., 1995; Owens et al., 1986).
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2.7 Proceso de germinacion

Existen diversos cambios metabdlicos y gran actividad amilolitica durante el
proceso de germinacién en las semillas de grano de sorgo, los cuales exponen al
almidon y los hacen mas susceptible a la degradacién microbiana y ataque

enzimético (Glennie, 1982).

La semilla consta esencialmente de un embrién, una provisién de reservas
nutritivas, que pueden almacenarse en un tejido especializado (albumen o
endospermo) o en el propio embridn y una cubierta seminal que recubre y protege
a ambos. El embrién vegetal una vez formado, puede quedar inactivo si las
condiciones ambientales no son propicias para que germine y puede permanecer
en dicho estado por un largo tiempo. Si las condiciones del medio son favorables,
el embrion reinicia la vida activa y entra en el siguiente estado del desarrollo al
germinar la semilla (Rojas, 1993).

Para que tenga lugar la recuperacion de la actividad biologica de la semilla o
germinacion, es necesario que se den las condiciones ambientales favorables
como: un sustrato humedo, suficiente disponibilidad de oxigeno y una temperatura
adecuada. Cuando la semilla germina, las células del embrion empiezan a
multiplicarse, para luego diferenciarse. De este modo, el embrién se transforma
poco a poco en una plantula (Garcia, 2003). En el proceso de germinacion se
distinguen tres fases:

1. Fase de hidratacion

La absorcion de agua es el primer paso para la germinacion, sin el cual el proceso
no puede darse. Durante esta fase se produce una intensa absorciéon de agua por
parte de los distintos tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va
acompafiado de un aumento proporcional en la actividad respiratoria, la sintesis
proteica (hidrolisis de las proteinas) y la movilizacion de las reservas (hidrolisis de
los carbohidratos presentes en el endospermo), (Hibberd et al., 1985; Rooney y
Pflugfelder, 1986; Balogun et al., 2005).
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2. Fase de germinacion

Representa el verdadero proceso de germinacion, es cuando se producen las
transformaciones metabdlicas necesarias para el correcto desarrollo de la plantula
y se reduce considerablemente la absorcibn de agua, llegando incluso a

detenerse.

Metabolismo de la germinacién

Durante el proceso de germinacion en las semillas de grano de sorgo existen
diversos cambios metabdlicos y gran actividad amilolitica méas del 90% (Koehler,
1981), lo que expone al almidén y lo hace mas susceptible a la degradacion
microbiana y ataque enzimatico (Glennie et al., 1982). Los procesos metabdlicos

relacionados con la germinacion son:

1) Respiracién. La semilla seca muestra una escasa actividad respiratoria,

aumentando el consumo de O, después de iniciada la imbibicion (Azcén y Talon,
1993).
2) Movilizacion de sustancias de reserva. Las semillas contienen cantidades

importantes de reservas alimenticias, que permiten su crecimiento y desarrollo.
Estas se encuentran en su mayor parte formando cuerpos intracelulares que
contienen lipidos, proteinas, carbohidratos y compuestos inorganicos. Los
compuestos de reserva pueden estar almacenados en el embrién o en tejidos
extra-embrionarios, principalmente endospermo. Cuando las células estan
suficientemente hidratadas inicia la germinacion, se liberan giberelinas, que por
difusion llegan al endospermo y capa de la aleurona, en donde inducen la
produccion de enzimas hidroliticas las cuales promueven la movilizacién de las

sustancias de reserva (Barcel6 et al., 2000).

Sustancias de reserva en la germinacion

v Carbohidratos. El carbohidrato mas extendido en las semillas, como
principal reserva energética, es el almidon. Sus componentes (amilosa y

amilopectina) son hidrolizados por la alfa-amilasa y la beta-amilasa para dar

glucosa, que es utilizada por el embrion como fuente de energia (ATP). La
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degradacion del almidon se incrementa progresivamente durante el proceso de

germinacion, hasta el agotamiento del mismo (Garcia, 2003).

v Lipidos. Los lipidos de reserva predominantes en las semillas son los
triglicéridos. La degradacion y metabolismo de los lipidos se produce en varias
fases:

a) Lipdlisis de los triglicéridos para producir acidos grasos y glicerol. Producida en
los cuerpos lipidicos por accion de las lipasas que rompen los enlaces éster.

b) Oxidacion de los acidos grasos a acetil CoA y posterior formacion de succinato.
c¢) Conversion de succinato a oxalacetato en las mitocondrias.

d) Formacion de sacarosa a partir de oxalacetato en el citoplasma (Azcén y Talon,
1993).

v Proteinas. La hidrolisis de las proteinas de reserva esta catalizada por
proteasas. A medida que progresa la germinacion, las fracciones proteinicas de
reserva se transforman en otras de menor peso molecular, especialmente
pequefios péptidos y aminoacidos. Los aminoacidos liberados pueden ser
utilizados en la sintesis de nuevas proteinas en la plantula en desarrollo o para
proporcionar energia mediante la oxidacion de su esqueleto carbonado. En los
cereales, las proteinas se almacenan en la capa de aleurona (Barcel6 et al.,
2000). Glennie et al., (1982) observaron mediante microscopia electrénica los
cambios que sufria el grano de sorgo reconstituido durante 6 h y germinado por 4
y 12 dias, notando el cambio en el endospermo, modificacion en la capa de la
aleurona y digestion de la matriz proteica (Figura 5) liberando asi los granulos de
almiddn, asi como la formacion de cavidades dentro del mismo (Figura 6) que los

hacen més susceptibles a la degradacion enzimatica.

3) Fase de crecimiento. Esta Ultima fase se asocia con la emergencia de la

radicula (cambio morfoldgico visible) y se caracteriza porque la absorcion de agua
vuelve a aumentar, asi como la actividad respiratoria (Garcia, 2003).
En ésta ultima etapa, el embrion ya dispone de las moléculas estructurales y de la

energia necesaria para iniciar la sintesis de sus propias moléculas. Finalmente, el
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embrion, después de diferenciarse y crecer, se convertird en una plantula joven

(Garcia, 2003).

Figura 5. Endospermo harinoso de grano de sorgo después de 4 dias de
germinacion. Muestra las cavidades que se forman en el almidén. S = granulo
de almidén, CW = pared celular (Glennie et al., 1982).

Figura 6 . Endospermo periférico de grano de sorgo después de 4 dias de
germinacion. Muestra cambios en los cuerpos proteicos y las ramas de la
matriz proteica. PB = cuerpo proteico, S = granulo de almidén, P = cavidad
en el granulo de almidon (Glennie et al., 1982). Bar = 10 um
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2.8 Proceso de ensilaje
El ensilaje es una técnica de conservacion de forraje y grano humedo que se
logra por medio de una fermentacion lactica espontanea bajo condiciones de

anaerobiosis (Stefanie et al., 1999).

El alimento prensado en el interior del silo experimenta una serie de
transformaciones bioquimicas que permiten su conservacion en el tiempo, siendo
necesarias dos condiciones para lograr un ensilado de alta calidad:

1. Conseguir y mantener en el silo condiciones de anaerobiosis, con el fin de
limitar las pérdidas por respiracion y evitar el desarrollo de los microorganismos
aerobios putrefactivos del alimento ensilado.

2. Impedir el desarrollo de la flora butirica, en particular bacterias del género
clostridium, las cuales son anaerobicas, forman endoesporas, y degradan
aminoacidos, anhidro carbonico y &cidos grasos volétiles en ciertos compuestos
nitrogenados como las aminas, que pueden ser toxicas. Esta flora es
particularmente sensible a la acidez y ausencia de humedad. Un "ensilaje
clostridial" tipico muestra un alto contenido de &cido butirico (mas de 5 g kg™ de
MS), un pH alto (>5 en ensilajes con bajo contenido de MS), y alto contenido de
amoniaco y aminas (Vos, 1966; McPherson y Violante, 1966). Las técnicas de
ensilaje que permiten una caida rapida y significativa del pH evitaran el problema,
puesto que tanto el desarrollo de enterobacterias como de clostridios se inhibe
con valores bajos de pH (Kleter et al., 1982, 1984; Huchet et al., 1995).

Proceso quimico biolégico del ensilaje

Fase | (aerébica). Accion de las enzimas vegetales

En el caso de los ensilados, la accion enzimatica tiene lugar sobre los procesos
respiratorios y sobre la descomposicién de los glucidos y proteinas. El alimento en
el silo continua respirando, absorbiendo oxigeno y eliminando anhidro carbénico,
con desprendimiento de calor. En esta fase el nivel de pH es de 6.5 a 6.0. Esta
respiracion ocasiona una pérdida de materia seca digestible y sobre todo reduce
el contenido de azucares de la planta, lo que perjudica el desarrollo ulterior de la

flora benéfica del ensilado, es decir, la flora lactica. Por ello, es conveniente limitar

19



la respiracion, por lo tanto, llenar y cerrar lo mas rapidamente posible el silo

(Cafeque y Sancha, 1998).

Fase Il (fermentacién). Accién de los microorganismos

En esta fase, se requiere un medio con ausencia de oxigeno, con azlcares
solubles, humedad, y una poblacion adecuada de microorganismos que
produzcan el maximo de acido lactico posible (Stefanie et al., 1999).

Tras la accién de las enzimas de la planta, se produce una rapida multiplicacion
de los microorganismos presentes en la superficie del alimento a ensilar. Esta
microflora se desarrolla en el silo empleando como sustancia nutritiva el jugo
liberado por las células vegetales cuando estas mueren por falta de oxigeno. La
flora bacteriana comprende diversos géneros como: Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus y Streptococcus. La mayoria de ellos
pueden crecer en un rango de temperaturas que oscila entre 5°y 50C, con un
optimo entre 25°y 40C. Son capaces de disminuir e | pH del ensilaje a valores
entre 4 y 5, dependiendo del género y del tipo de alimento (Cafieque y Sancha,
1998; Stefanie et al., 1999).

Fase Il (estable). Reduccién de la actividad microbiana.

En ella, ocurren pocos cambios, mientras se mantiene un ambiente sin aire. En
esta fase la mayoria de los microorganismos reducen lentamente su presencia y

algunos se mantienen inactivos.

Fase |V (deterioro aerdbico).

Comienza con la apertura del silo y la exposicion al aire. Si bien es inevitable,
puede presentarse antes de iniciar el suministro, por dafio de la cobertura del silo.
El proceso de deterioro puede dividirse en dos etapas. En la primera, ocurre una
degradacion de los acidos organicos que conservan el ensilaje, por la accion de
levaduras y ocasionalmente de bacterias que producen acido acético. Esto induce
un aumento en el valor del pH, lo que permite el inicio de la segunda etapa de
deterioro; donde se constata un aumento de temperatura y la actividad de

microorganismos que deterioran el ensilaje.
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La dltima etapa también incluye la actividad de microorganismos aerébicos. El
deterioro aerdbico ocurre en la mayoria de los ensilados al ser abiertos. La tasa
de deterioro depende de la concentracion, actividad y concentracion de los

microorganismos que estén presentes en ese momento (Stefanie et al., 1999).
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3. JUSTIFICACION

El principal efecto del procesamiento de los granos es cambiar el sitio de digestion
del almidén, pasandolo desde el rumen al intestino con el consecuente

incremento en la cantidad de almidon digerido en ambos sitios (Theurer, 1986).

El procesamiento modifica los granos de diferente manera, lo que esta en relacion
con el tipo de grano. De este modo, cualquier mejora en la digestion ruminal del
grano por efecto del procesamiento del mismo mejoraria la eficiencia de

utilizacion por parte de los animales (Rooney y Pfulgfelder, 1986).

Un grano entero con el pericarpio intacto es resistente a la degradacion por las
bacterias ruminales, debido a que es dificil la adhesion bacteriana (McAllister et
al., 1994; Nordin y Camping, 1976). La ruptura de la barrera fisica que recubre los
granos por efecto del procesamiento incrementa la superficie de contacto
disponible para la unién de los microorganismos y para el ataque enzimatico
(McAllister et al., 1994). Los procesamientos estandares a los que es sometido el
grano de sorgo utilizan calor, y una gran cantidad de investigaciones se enfoca a
estos tratamientos térmicos. Sin embargo Balogun et al., (2005) observaron que la
germinacion y ensilaje es una buena alternativa de procesamiento del grano de
sorgo ya que existe una degradacion de la matriz proteica, cuerpos proteicos
(Glennie et al., 1982) y una exposicion de los granulos de almidén (Sullins et al.,
1974; Hale, 1973).

Por lo anterior, y debido a que existe escasa informacién acerca del efecto de la
germinacion y del tiempo de ensilaje sobre las caracteristicas de fermentacion de
los nutrimentos del grano de sorgo. Esto aplica también para el efecto de la
germinacion del grano de sorgo y su posterior ensilaje sobre la digestion in vitro e
in vivo del almidon del sorgo en ovinos. Para subsanar esta falta de informacion

se realiz6 el siguiente trabajo.
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4. HIPOTESIS
1) Al incrementar la concentracion y tiempo de exposicién del grano de sorgo
al hipoclorito de sodio (NaClO), se reducira la contaminacién por hongos

durante el periodo de germinacion.

2) La digestibilidad ruminal in vitro del almidén de grano de sorgo se

incrementara por el tiempo de ensilaje y tiempo de germinacion.

3) La degradacion ruminal, digestibilidad posruminal y total in vivo del grano

de sorgo se incrementard con el proceso de germinacion y ensilaje.
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5. OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

Determinar las condiciones optimas de tiempo de exposicion (0, 8 y 24
horas) y concentracion (0, 0.6 y 0.84 %) del grano de sorgo al hipoclorito
de sodio (NaClO) para evitar el crecimiento de hongos durante el proceso

de germinacion.

Evaluar el efecto de tiempo de exposicion (0, 8 y 24 horas) y concentracion
(0, 0.6 y 0.84 %) al NaClO sobre el porcentaje de germinacion del grano de

sorgo.

Estudiar los efectos del tiempo de germinacion (0, 1, 3 y 5 dias) y del
tiempo de ensilaje (21, 42 y 63 dias) sobre las caracteristicas de
fermentacion de los ensilados (pH, contenido de &cido lactico y reactividad
enzimatica del almidon) y sobre la digestibilidad ruminal in vitro del almidén
(DRIV).

Determinar el sitio y grado de digestién del grano de sorgo germinado (0O, 1,

3 y 5 dias) y ensilado, utilizado como ingrediente principal en dietas de

ovinos.
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6. MATERIAL Y METODOS

Experimento 1. Prueba con hipoclorito de sodio

Debido a que las condiciones sanitarias pueden modificar la actividad y
composicién bioquimica de la semilla de sorgo, es importante desinfectarla, ya
que puede estar contaminada hasta por 40 géneros de hongos (Cisneros, 2007).
Por ello, se decidié utilizar una solucién NaClO y se realiz6 un experimento
preliminar en el Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Para esto se depositaron en
envases de vidrio con capacidad de 10 mL, 100 semillas de grano de sorgo (36
envases). Estos fueron asignados a los siguientes tratamientos por inmersion del
grano: 3 concentraciones (0, 0.6 y 0.84 %) y 3 tiempos de exposicion (0, 8 y 24
horas). Cada tratamiento tuvo 4 repeticiones. Terminado el tiempo de tratamiento
se enjuagaron con abundante agua de la llave. Posteriormente, con el objetivo de
efectuar el proceso de germinacion, los granos que fueron expuestos a los
tratamientos anteriormente indicados se sembraron en charolas de plastico (36
contenedores) de diametro inferior de 4 cm y 8 cm de didmetro superior, en donde
se utilizé algodén como sustrato. Al quinto dia por cada 100 granos sembrados en
las charolas se conté el numero de granos germinados (%G) y el nUmero de

granos contaminados por hongos en cada tratamiento (%H).

Andlisis estadistico:

Los resultados de este experimento se analizaron de acuerdo a un disefo
completamente al azar con arreglo factorial 3 (concentraciéon de NaClO, %: 0, 0.6
y 0.84) x 3 (tiempo de exposicion, h: 8, 16 y 24) con el siguiente modelo:

Yik= W+ Ai+ B+ (AB)j + Eik

Donde:

Yij = valor de la variable de respuesta observado en el i-€sima concentracion de
cloro, j-ésimo tiempo de exposicion y k-ésima repeticion.

J = efecto de la media general

A = efecto de la i-ésima concentracion de cloro

B; = efecto del j-ésimo tiempo de exposicion al cloro
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(AB);= efecto de la interaccion de la i-eésima concentracion y el j-ésimo tiempo de
exposicion al cloro
eijk = efecto del error experimental de la i-ésima concentracion, j-€simo tiempo

de exposicion al cloro y k-ésima repeticion.

Los resultados fueron analizados utilizando el ANOVA con el procedimiento GLM,
SAS, para la comparacion de medias de tratamiento se utilizé la prueba de Tukey
(SAS, 2002).

Experimento 2. Digestion enzimética  in vitro del almidon

Para evaluar el efecto del tiempo de germinacion y proceso de ensilaje sobre la
digestibilidad in vitro del almidén del sorgo se utiliz6 la técnica enzimatica de
Rodriguez et al. (2001).

a) Proceso de germinacion del grano de sorgo

De acuerdo con los resultados obtenidos en el experimento 1, se decidié utilizar el
tratamiento con NaClO al 0.6 % durante 24 h. Se trataron con NaClO 1.5 kg de
grano de sorgo, después se enjuag6é con agua de la llave. Posteriormente, se
sembraron los granos en 24 charolas de aluminio de 26 x 34 cm (884 cm?), éstas
fueron recubiertas con polietiieno negro para llevar a cabo la siembra y
germinacion de las semillas durante O, 1, 3y 5 dias. Las semillas fueron cubiertas
con franelas humedas para evitar su deshidratacion. Cada charola fue regada

diariamente con 65 mL de agua de la llave.

b) Elaboracién de los microsilos

Los microsilos se elaboraron en el Departamento de Nutricibon Animal y
Bioquimica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Para
ello, se emplearon botes de polietileno con una altura de 15 cm y un ancho de
boca de 9 cm con capacidad de 1 kg aproximadamente. En los botes se
depositaron capas de grano previamente germinado (0, 1, 3 y 5 dias) por cada 5
cm de espesor aproximadamente, se compactaba el grano con un utensilio casero
de madera (mango 15 cm de largo, con un extremo redondo de 7 cm de largo por

6 cm de didmetro). Los botes se cerraron con un tapon de rosca y se sellaron con
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silicdn para evitar la entrada de aire. El aire que quedoé en el bote fue extraido con
una bomba de vacio a través de una valvula colocada en las tapas de cada bote
(Figura 7).

Los granos fueron ensilados a diferentes tiempos: 21 dias, 42 dias y 63 dias con 4
repeticiones por tratamiento.

Figura 7 . Microsilos elaborados con grano de sorgo germinado

Los microsilos de grano de sorgo germinado (G) se organizaron en los siguientes

tratamientos:

T1, Entero (control) = E

T2, Germinado 0 dias, Ensilado 21 dias = 0G21En
T3, Germinado 1 dia, Ensilado 21 dias = 1G21En
T4, Germinado 3 dias, Ensilado 21 dias = 3G21En
T5, Germinado 5 dias, Ensilado 21 dias = 5G21En
T6, Germinado O dias, Ensilado 42 dias = 0G42En
T7, Germinado 1 dia, Ensilado 42 dias = 1G42En
T8, Germinado 3 dias, Ensilado 42 dias = 3G42En
T9, Germinado 5 dias, Ensilado 42 dias = 5G42En
T10, Germinado 0 dias, Ensilado 63 dias = 0G63En
T11, Germinado 1 dia, Ensilado 63 dias = 1G63En
T12, Germinado 3 dias, Ensilado 63 dias = 3G63En
T13, Germinado 5 dias, Ensilado 63 dias = 5G63En
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Finalizado el tiempo de ensilaje se destaparon los microsilos, se eliminé la capa
superficial del material ensilado (5 cm aproximadamente), se tomaron muestras
para medir el pH (Tejada, 1992), y se cuantificd la materia seca (% MS), (AOAC,
1990), acido lactico (% LAC), almiddn total (% AT; Zinn, 1991) almidén soluble 4 h
(% AS), almidon insoluble 6 hrs (% Al) y digestibilidad ruminal in vitro (% DRIV;
Rodriguez et al. (2001). Anexo 2.

Andlisis estadistico:
Los resultados de laboratorio se analizaron de acuerdo a un disefio
completamente al azar mediante el procedimiento GLM de SAS (2002) de

acuerdo al siguiente modelo:

Yij=p + Ti + ejj

Donde:

Yij = valor de la variable de respuesta observada en el i-ésimo tratamiento, j-
ésima repeticion. i =1, 2,.....,13; sorgo tratado, j = 1, 2, 3, 4, repeticiones

u = efecto de la media general

Ti = efecto del i-ésimo tratamiento

eij = efecto del error experimental en el i-ésimo tratamiento, j-ésima repeticion.

Los resultados fueron analizados utilizando el ANOVA de acuerdo al
procedimiento GLM, para la comparacién de medias de tratamiento se utilizo la
prueba de Tukey (SAS 2002). Los dias de germinado y ensilaje se analizaron por
polinomios ortogonales, para lo cual se calcularon los coeficientes para dias de
germinado mediante el procedimiento IML (interactive matrix language) de SAS
(2002).

Experimento 3: Prueba de digestibilidad  in vivo
Con base en los resultados obtenidos en el experimento 2, (utilizando el sorgo
germinado a 0, 1, 3 y 5 dias, y 42 dias de tiempo de ensilaje que presentd los

mejores resultados de digestibilidad ruminal in vitro del almidén, se realiz6 una
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prueba de digestibilidad en ovinos en el Centro de Ensefianza Préctica, e
Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA, FMVZ-UNAM), El centro
se encuentra en Av. Cruz Blanca No. 486, pueblo San Miguel Topilejo, delegacion
Tlalpan, C.P. 14500 México, D.F., en el kilometro 28.5 de la carretera federal
México — Cuernavaca, a 19°latitud norte y 99°long itud oeste con una altitud de
2760 m, el clima de la regién es ¢ (w) b (ij) semifrio semihumedo con lluvias en
verano, con una precipitacion pluvial de 800 a 1200 mm anuales y una

temperatura promedio de 19C.

Elaboracion de ensilados para la prueba  in vivo

Se utilizaron 320 kg de sorgo, los cuales fueron remojados durante 24 hrs con
NaClO al 0.6% para evitar la proliferacion de hongos durante el proceso de
germinacion. Posteriormente se enjuagaron con abundante agua y se pusieron a
germinar en un area destinada para ello. Se utilizaron 80 kg de grano por cada
tratamiento: germinado O dias y ensilado (G0), germinado 1 dia y ensilado (G1),
germinado 3 dias y ensilado (G3) y germinado 5 dias y ensilado (G5).

Se colocarén para germinar 40 kg de grano de sorgo en un area de 6 m?, con una
profundidad de grano de 6 cm teniendo asi un densidad de siembra de 6.67 kg/m?

0 111.11 kg/m? (peso/volumen) (Figura 8).

Figura 8. Germinacién del grano de sorgo.
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La siembra se realiz6 en el mes de noviembre, la temperatura promedio dentro
del area donde se llevéd a cabo la germinacion que duré 5 dias fue de 23 <C, con
una variacion de 10 a 32TC, entre mafiana — tarde. E| porcentaje de humedad
relativa promedio fue de 43 %, la variacion entre mafiana y tarde fue de 75 a 22
%. Finalizado el tiempo de germinacion correspondiente a cada tratamiento, el
grano germinado se ensilé en tambos de plastico con capacidad de 200 litros
dentro de los cuales se colocaron bolsas negras de pléstico, para posteriormente
colocar el grano de sorgo por cada tratamiento (GO, G1, G3 y G5). Con la
finalidad de evitar la entrada de aire, y conseguir un buen ensilado, cada 20 kg
introducido en la bolsa era compactado con un pisén de mano de 5 kg (proceso
similar al mencionado en la prueba con microsilos). Una vez introducido un total
de 80 kg por tratamiento se cerraron las bolsas con un nudo y se colocaron
costales de grano de sorgo seco encima de ellas. Teniendo asi un total de 4

tambos éstos fueron sellados y se dejaron ensilar 42 dias (Figura 9).

Figura 9. Ensilado de grano de sorgo

Animales y adaptacién a la dieta

Para esta prueba se utilizaron cinco ovinos machos pelibuey (38 + 2.84 kg), a los
cuales se les colocaron canulas ruminales y de tipo “T” en el duodeno proximal
(Anexo 1). Los animales fueron asignados a un arreglo de cuadrado latino 5 x 5,

para recibir los tratamientos experimentales: E, control, GO, G1, G3 y G5.

Cada ovino fue alojado en jaulas metabdlicas con un espacio vital de 1 m?
aproximadamente, con comedero y bebedero individual. Se les alimento con base
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al 2.2 % de su peso vivo. Fueron adaptados paulatinamente a la dieta alta en
granos (Cuadro 3) asi como al horario de comida, el cual fue 2 veces por dia cada
12 hrs (8:00 y 20:00 h). La adaptacién a la dieta se inici6 proporcionando 25 %
grano de sorgo y 75 % ensilado de maiz; en el siguiente periodo la dieta fue de 50
% grano y 50 % ensilado de maiz. Finalmente la Ultima etapa de adaptacion
consistié en 75 % grano y 25 % ensilado de maiz. Cada periodo de adaptacion
dur6 7 dias. Concluida la adaptacion al grano, se inici6 el periodo para adaptar a
los animales a los diferentes tratamientos. Dicho periodo tuvo una duracion de 10

dias.

Cuadro 3. Ingredientes y composicion de la dieta ex  perimental

Ingredientes % BS
Dieta base
Gano de sorgo (tratamientos) 72.00

Complemento

Heno de alfalfa 6.00
Heno de avena 12.00
Melaza de cafa 6.00
Urea 1.00
Bicarbonato de Sodio 0.50
Fosfato dicalcico 0.20
Sal comun 0.50
Oxido de magnesio 0.20
Carbonato de calcio 1.15
Oxido de cromo? 0.40
Premezcla mineral 0.05

Composicion de la dieta 2

% PC 10.87
% FND 25.04
EM Mcal kg™ 2.63
ENm Mcal kg™ 1.60
Eng Mcal kg™ 1.04
%Ca 0.61
%P 0.29

!Se utilizd como marcador de la digesta
>Composicién de la dieta en base a NRC, 1985
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Toma de muestras

Para estimar la digestibilidad ruminal con 6xido de cromo (Anexo 2), finalizando
los diez dias de adaptacion a los tratamientos de grano de sorgo se tomaron
directamente del ano muestras de heces (100 g de heces frescas) y contenido
duodenal (100 mL/muestreo) dos veces al dia, por cuatro dias consecutivos a
intervalos de 12 h en los siguientes horarios: dia 1 - 6:00y 18:00 h; dia2 - 7:00 y
19:00 h; dia 3 - 8:00 y 20:00 h, dia 4 - 9:00 y 21:00 h. El dltimo dia de muestreo
de cada periodo (5 periodos) se tomaron muestras de contenido ruminal 4 hrs
post consumo. Las muestras de heces se depositaron en una bolsa de plastico de
1 kg y fueron conservadas en congelacion para posteriormente, tener una
muestra compuesta de los 4 dias de muestreo por periodo/animal. Las muestras
individuales de contenido duodenal se colectaron en frascos de polietilieno con
capacidad de 100 mL. Con el propdsito de formar muestras compuestas se
depositaron los 100 mL colectados en frascos de plastico de 1 L de capacidad los

cuales se mantuvieron en congelacion.

Para la extracciéon de liquido ruminal se utilizé una bomba de vacio (Cole Parmer
Instrument, Vernon Hill, IL.). La muestra obtenida se filtro a través de 3 capas
dobles de gasa y se le midi6 el pH (Orion 261S, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA.).
Se tomaron 40 mL de contenido ruminal filtrado y se depositd en una bolsa de
plastico en donde fue mezclado con 10 mL de &cido metafosforico al 25 %
(peso/volumen) con la finalidad de preservar los AGV’s, las muestras se

conservaron en congelacion.

En cada periodo se colect6 una muestra de la dieta para cada tratamiento (E, GO,
G1, G3, G5) y de complemento. Asi, se colectaron 25 muestras de alimento, 25
muestras de contenido duodenal, 25 muestras de heces, 15 muestras de
contenido ruminal y 5 muestras del complemento el cual incluia éxido de cromo
como marcador, dando asi un total de 80 muestras. El dltimo dia del ultimo
periodo experimental, se colectaron muestras de contenido ruminal de todos los
ovinos. Estas se mezclaron y del resultante se obtuvo una alicuota para
aislamiento de bacterias ruminales por centrifugacion diferencial (Bergen et al.,
1968; Anexo 2).
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Andlisis de laboratorio

Las muestras de alimento, complemento, contenido duodenal y heces fueron
deshidratadas en estufa de aire forzado a 50 °C (R ios Rocha mod. HS_62), una
vez deshidratadas se molieron en un molino (Willey, 1 mm tamafio de criba)
fueron depositadas en frascos de plastico para posteriormente realizar los

siguientes analisis:

a) Grano de sorgo (E, GO, G1, G3, G5): determinacion del tamafio de particula,
(adaptada de Baker y Hermann, 2002). Se utiliz6 un agitador W.S. TYLER 8570
(Mod. RX-812) con cribas de numero 4 (4.76 mm), 5 (4.00 mm), 6 (3.36 mm), 7
(2.83 mm), 8 (2.38mm) y 10 (2.00 mm). El tiempo de agitacién fue de 10 min por
muestra (Ensor, 1970).

b) Grano de sorgo, complemento, contenido duodenal y heces: materia seca
(deshidratado en estufa a 50°C), cenizas, nitrdgeno total Kjeldahl (AOAC, 1990),
almidon (Zinn, 1990); fibra detergente neutro (corregida por cenizas; Chai y Uden,
1988).

c) Complemento, contenido duodenal y heces: cuantificacion de de cromo (Hill y
Anderson, 1958).

d) Grano de sorgo, complemento y heces: energia bruta (EB) (utilizando una
bomba calorimétrica adiabatica PARR®, Gallenkamp, Automatic Adiabatic Bomb).

e) Contenido duodenal: purinas (Zinn, 1986) y N- amoniacal (Galyean, 1997).

Célculos de pardmetros

v La Materia Orgénica Microbiana (MOM) y el Nitrégeno Microbiano (NM)
que salen del abomaso fueron estimados utilizando las purinas como marcador
microbiano (Zinn, 1986).

v La Materia Organica Fermentada (MOF) en el rumen fue considerada igual
a la ingestion de MO menos la diferencia entre la cantidad de MO y MOM que
llegé a duodeno. El Nitrégeno (N) alimenticio de sobrepaso al intestino delgado se
estimo6 igual al N total que sale del abomaso menos el N-amoniacal y N-

Microbiano incluyendo cualquier contribucion enddgena.
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v El valor comparativo de la energia digestible (ED, Mcal kg®) de los
tratamientos experimentales se estimé mediante la técnica de remplazo (Corona y
Zinn, 2005). Las dietas fueron idénticas en composicion salvo el sorgo tratado que
reemplaza al sorgo entero en una proporcién igual, por lo que se consideré al
sorgo entero (E) con 3.79 Mcal kg™ de ED de acuerdo al NRC (1985).

Las diferencias observadas en el contenido de la ED de las dietas son un
resultado directo de las diferencias del contenido de la ED de los tratamientos que
remplazan al E. El valor de ED de los tratamientos probados se calcul6 de la
siguiente manera: ED, Mcal kg™ del cereal prueba = [(ED observada para cada
una de los tratamientos [(GO, G1, G3 y G5) — ED observada para la dieta con
E)/0.72] + 3.79.

v Las caracteristicas de fermentacion (AGV’s y produccién de metano fueron
estimadas de acuerdo a las formulas de Wolin (1960).

v La determinacion de tamafio de particula fue calculada de acuerdo con
Baker y Hermann (2002) (Anexo 2.10).

Andlisis estadistico:
Para los resultados de la prueba in vivo, se analizaron de acuerdo a un disefio de
cuadrado latino 5 (tratamientos) x 5 (repeticiones) y se utilizo el siguiente modelo

estadistico:

Yij(k)= p +Ai+Pj+Tk+Eijk
Donde:

M = media general.

Ai = efecto del i-ésimo animal
Pj = efecto del j-ésimo periodo

Tk = efecto del k-ésimo tratamiento

Eijk = error aleatorio del i-ésimo animal, j-ésimo periodo y k-ésimo tratamiento
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Las diferencias entre medias se analizaron mediante los siguientes contrastes: E
vs GO; Evs G1, G3y G5; GO vs G1, G3y G5; G1 vs G5. Los dias de germinado
se evaluaron por polinomios ortogonales, para lo cual se calcularon los

coeficientes mediante el procedimiento IML de SAS (2002).

7. RESULTADOS

Experimento 1: Prueba con hipoclorito de sodio

a) Inhibicion del crecimiento de hongos

Se encontr6 una interaccion (P < 0.0001) entre el tiempo de exposicion y
concentracion de hipoclorito de sodio sobre el porcentaje de hongos (% H)
presentes en la semilla. En cuanto a tiempo de exposicion hubo menor
crecimiento de hongos conforme fue aumentando el tiempo de exposicion al
tratamiento. Sin embargo, esta relacion (tiempo de exposicidn x concentracién) no
afectd de la misma manera al porcentaje de germinacion en la semilla (Cuadro 5)
ya que este proceso no se vio afectado por la concentracion de cloro, debido a
gue se observd un porcentaje de germinacion similar en las distintas
concentraciones de NaClO. Como se observa en el cuadro 6, existio diferencia en
cuanto al porcentaje de germinacion (%G) y hongos si la semilla es tratada con
NaClO, ya que la germinacion de la semilla se vi6 afectada, la concentracién cero
presentd6 mejor cantidad de semillas germinadas con respecto a las que
estuvieron expuestas a 0.84 % de NaClO donde las semillas germinaron en
menor cantidad. De manera contraria, se vio afectado el crecimiento de hongos,
en donde en la concentracion cero obtuvo mayor crecimiento de hongos,
comparado con el tratamiento de 0.84 % de NaClO, el cual presenté menor
crecimiento de hongos. Debido a que se consider6 a 48 % como un buen
porcentaje de germinacion y 3.7 % de crecimiento de hongos como bajo, se
decidio utilizar el tratamiento con 0.6 % de hipoclorito de sodio durante 24 h, para

la realizacion del experimento 2.
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Cuadro 4. Andlisis de la varianza para y tiempo de  exposicion al NaClO
sobre la presencia de Hy G en grano de sorgo

Fuente de GL cM F P
variacion
Modelo 8 45.10 5.63 0.0001
% G 2 19.99 23.95 0.0001
% H 2 12.47 14.94 0.0001
%G*%H 4 12.63 3.15 0.0003
Error del CM 27 11.27 0.41
Total 35 56.37

Cuadro 5. Efecto de la concentracién y tiempo de ex  posicion al NaClO sobre
la presencia de hongos (H) y germinacién (G) engra  no de sorgo

CONCENTRACION DE NacClO (%)

0 0.6 0.84 EEM*

TIEMPO (h) TIEMPO (h) TIEMPO (h)

CONCEPTO 8 16 24 8 16 24 8 16 24
%G? 43.5% 39.25% 255 47.5% 52.75% 48*  54.25% 40.5® 19.25° 0.06
%H? 17*  85® 57° 9.2® g87* 37° 85® 0.5° 05° 003

abe | jterales distintas entre hileras indican diferencias significativas (P < 0.05)
"EEM = error estandar de la media
%Interaccién concentracién de NaClO x tiempo de exposicion (P < 0.0001)

Cuadro 6. Efectos principales de la concentracion y tiempo de exposicion al
NaClO sobre la presencia de hongos (H) y germinacié6 n (G) en grano de

sorgo
% NaClO TIEMPO (h) EEM’
CONCEPTO 0 0.6 0.84 0 16 24
%G 48.42°  44.17° 30.92° 36.08° 49.42° 38° 0.12
%H 11.58*  5.92° 3.33° 10.42° 7.25° 3.17° 0.03

abe | jterales distintas entre hileras indican diferencias significativas (P < 0.05)

*EEM = error estandar de la media
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Experimento 2: Digestién enzimética  in vitro del almidon

En el Cuadro 8 se puede observar que el pH disminuy6 (efecto lineal, P < 0.01) al
incrementarse los dias de ensilaje y germinado. No se encontré diferencia (P >
0.05) entre tratamientos para %AT y %AS. Respecto a la concentraciéon de LAC,
se encontré6 que para 21 y 42 d de ensilaje, al incrementarse los dias de
germinacion, incrementd6 (P < 0.05) su concentracion, por el contrario al
incrementarse los dias de ensilaje, disminuy6 la cantidad de LAC (efecto lineal P
< 0.05). Como se observa en el cuadro 9, el valor del %Al para E fue menor (35%,
P < 0.05), excepto para 42-1 y 63-1 que tuvieron 41%. La DRIV fue menor (P <
0.05) para el testigo (sorgo entero) en 14.13%, 11.90 %, 10.65 % y 10.24 % (P<
0.01) respecto a 3G42En, 0G42En, 3G21En y 5G21En, respectivamente.

Cuadro 7. Andlisis de la varianza para el efecto de | tiempo de germinacion y
ensilaje del grano de sorgo sobre Materia seca (MS) , Almidén Total (AT),
soluble (AS) e insoluble (Al), &cido lactico (AL) y digestibilidad ruminal in

vitro del almidén (DRIV).

Fuente de

. GL CM F P
variacion
pH 16.05 1.33 141.45 0.0001
%MS 27.75 2.31 383.86 0.0001
%AT 3.20 0.26 1.57 0.1427
%AS 0.26 0.02 1.72 0.0987
%Al 4.06 0.33 3.84 0.0007
%LAC 5.84 0.48 92.11 0.0001
%DRIV 2.20 0.18 3.32 0.0022
Error del CM 39
Total 51

37



Cuadro 8. Medias de tratamientos para dias de ensil
germinacion del grano de sorgo.

ado y dias de

Tratamientos’

Concepto’ Tiempo de ensilaje (dias) Tiempo de germinacion (dias) EEM®
E 21En  42En  63En E 0G 1G 3G 5G
pH *° 6.12 4.29 411 4.9 6.12 436 430 417 3.96 0.004
%MS™® 95.00 67.62 68.18 68.93 95.00 70.00 68.66 68.33 65.91 0.001
%AT 70.00 71.00 68.68 72.62 70.00 68.41 71.33 71.83 71.50 0.023
%AS 725 7.87 787 731 725 725 716 808 825 0.001
%AI*® 35.00 4450 43.37 43.18 35.00 43.00 42.08 46.00 43.66 0.010
% LAC* 0.00 1.23 0.87 0.85 0.00 081 0.96 1.04 1.13 0.102
%DRIV*®  61.00 66.87 67.06 65.25 61.00 66.91 6491 67.5 66.25 0.007

'E = sorgo entero, 0G = sorgo germinado O dias y ensilado (En), 1G = sorgo germinado 1 dia y
ensilado, 3G = Sorgo germinado 3 dias y ensilado, 5G = sorgo germinado 5 dias y ensilado
2MS = materia seca, AT = almiddn total, AS = almidén soluble, Al = almidén insoluble, LAC = &cido
lactico, DRIV= Digestibilidad ruminal in vitro
3 EEM = Error estandar de la media
*Efecto lineal tiempo de ensilaje (P < 0.01)

°Efecto lineal tiempo de germinacion (P < 0.01)
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Cuadro 9. Efecto del tiempo de germinacion y ensila  je del grano de sorgo sobre Materia seca (MS)
Almidén: Total (AT), soluble (AS) e insoluble (Al ), acido lactico (LAC) y digestibilidad ruminal in

vitro del almidén (DRIV) .

ENSIL 21 42 63
(dias)
EEM*
a'faZ')\" E 0 13 5 0o 1 3 5 o 1 3 5
pH  6.12® 4.30° 4.70° 4.30° 3.84° 4.39° 4.01% 4.03® 4.01% 4.39° 4.19" 4.17°° 4.04*0.001

%MS 95.00° 69.00°68.00°%°67.75% 65.75°¢ 71.00"68.25°°68.50°®® 65.00° 70.25°"'69.75°"68.75>%67.00°'0.008

%AT 70.00 69.00 70.50
%AS 7.25 7.00 7.25

%Al  35.00% 43.00° 43.00°
%LAC 0.00° 1.01™ 1.16™

73.75
8.00
47.50°
1.28%

%DRIV 61.00° 66.50%°66.25% 67.50°

70.75 65.50 71.25 66.75 71.25 70.75 72.25 75.00 72.50 0.024
925 750 750 9.00 7.50 725 6.75 7.25 8.00 0.001
44.00° 43.25°41.25% 4550° 43.50° 42.75° 41.50* 45.00° 43.50°0.012
1.46° 0.65" 0.84 0.97° 1.01™ 0.76" 0.87°9 0.87® 0.91% 0.000
67.25" 68.25"64.25* 69.75" 66.00%* 66.00%"64.25 65.25% 65.50%°0.007

*EEM= Error estandar de la media

abedefgh | etras distintas en una hilera indican diferencia (p<0.05)

39



Experimento 3: Prueba de digestibilidad  in vivo
Para el tamafio de particula se obtuvieron los valores del cuadro 10 para los
diferentes tratamientos, en donde no se encontré diferencia (P > 0.05) entre

tratamientos.

Cuadro 10. Caracteristicas quimicas y fisicas de lo s tratamientos

Tratamientos !

Nutriente SE SGOE  SGIE SG3E SG5E EEM?
% AT 71.21 72.86 68.12 71.10 71.60
%N* 1.33 1.35 1.34 1.33 1.31
%FND® 7.06 5.61 5.34 5.54 5.12
% H° 0 0 0 0 0
% G’ 0 35 38 42 54
Tamaro de
particula
(mm)
4.76 0 0 0 0 0 0.00
4.00 0.01 0 0 0 0 0.00
3.36 21.06 32.81 26.49 26.94 34.55 0.13
2.83 76.35 64.96 71.15 70.64 63.79 0.12
2.38 1.36 1.11 1.21 1.27 0.87 0.00
2.00 0.93 0.78 0.84 0.65 0.57 0.00
MGTP, pm® 3160 3225 3295 3196 3243 37.0
DEG® 1.15 1.17 1.15 1.62 1.16 0.00
Particulas/g 27.4 26.31 26.19 26.63 25.41 0.81
SA cm?/g™° 17.18 17.04 16.88 17.04 16.80 0.08

'E = Sorgo entero, GO = Sorgo germinado O dias y ensilado, G1 = Sorgo germinado 1 dia y ensilado, G3
= Sorgo germinado 3 dias y ensilado, G5 = Sorgo germinado 5 dias y ensilado
> EEM = error estandar de la media

® AT=AImidén total

* N=Nitrégeno

®> END=Fibra neutro detergente

® H= Hongos

" G=Germinacién

& Media geométrica del tamario de particula.

° Desviacion estandar geométrica.

1% Area de superficie.
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Cuadro 11. Efecto del so rgo germinado y ensilado sobre las caracteristicas de
digestion en ovinos
Tratamientos’
E GO G1 G3 G5 EEM?

Consumo g dia ™
MS 818 818 818 818 818
MO 779 778 778 779 779
ALM 451 455 437.8 456.2 453
N 13.9 14.1 14.1 14.0 13.9
FND 124.6 115.4 114.2 115.2 112.4
EB 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
*Flujo duodenal g dia ™
MO** 448.8 382 379.8 327 383 91.2
ALM 3287 148.4 71.6 109.8 86.0 106.6 4.1
N 8910 15.1 15.0 13.0 11.8 12.6 1.3
FND 53.5 51.8 40.9 425 44.0 25.7
NM 8.8 9.1 8.2 7.7 8.0 1.2
MOFR** 419.2 488.0 481.2 529.6 476.6 69.4
Excrecion fecal g dia ™
MO® 168.6 163.4 143.7 153.3 12.7
ALM™ 16.1 4.7 4.2 6.7 13.2 5.8
N 5.7 55 5.4 4.9 4.9 0.1
FND® 64.8 73.3 62.9 66.3 63.4 4.1
EB® 1.028 1.034 0.896 0.958 0.958 0.004
Digestion ruminal %
MO** 42.42 50.94 51.04 57.78 51.06 1.42
ALM32611 66.86 84.34 74.58 80.94 76.74 1.88
FND® 59.98 54.58 63.46 62.98 61.26 2.12
Eficiencia microbiana®*? 21.05 18.81 17.47 14.77 16.74 7.63
gp8o1314.15 1.02 1.01 0.86 0.78 0.85 0.008
Digestion posruminal, %
MO*816 67.78 61.08 64.72 60.56 65.18 6.47
ALM™Y 90.27 93.33 96.06 91.89 86.54 2.89
N 60.09 62.28 57.86 53.37 60.92 2.52
Digestion total, %
MO® 78.18 78.82 81.52 80.69 80.37 2.44
ALM™ 96.15 98.96 99.02 98.42 97.15 3.48
N 58.56 60.70 61.23 60.92 64.49 7.16
FND *° 48.18 34.87 44.43 42.56 43.56 2.89
ED, Mcalkg™ ®° 3.02 3.034 3.182 3.14 3.136 0.003
ED, % ° 74.52 74.37 78.00 76.59 76.66 2.93

'E = sorgo entero, GO = Sorgo germinado O dias y
ensilado, G1 = Sorgo germinado 1 diay ensilado, G3
= Sorgo germinado 3 dias y ensilado, G5 = Sorgo
germinado 5 dias y ensilado.

2 EEM = Error estandar de la media.

3Evs G1, G3, G5 (P < 0.01).

“E vs GO (P < 0.05).

5E vs GO (P <0.01).

© GO0 vs G1, G3, G5 (P < 0.10).

" Efecto cubco germinado (P < 0.10).

8 E vs G1, G3, G5 (P < 0.05).

° G0 vs G1, G3, G5 (P < 0.05).
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10 Efecto lineal germinado (P < 0.05).

" Efecto clbico germinado (P< 0.05).

2 EM = g N microbiano kg™ de MO fermentada en
rumen

BEvs G1, G3, G5 (P <0.1).

14 Efecto cuadratico germinado (P<0.05).
*® flujo de N no amoniacal al intestino
delgado/Consumo de N.

16 Efecto clibico germinado (P < 0.1).

7 Efecto cuadratico (P < 0.10).

* (Galyean, 1997).



El efecto de los tratamientos sobre las caracteristicas de digestion se muestran el
cuadro 11 en donde se observa que: los tratamientos G1, G3 y G5 presentaron
mayor digestion ruminal de la materia organica, DRMO [P < 0.01, 25.6 %; efecto
cuadratico (P < 0.01) de germinado para G3], digestiéon ruminal del almidon,
DRALM (P < 0.01, 25.6%; efecto cuadrético (P = 0.10) germinado para G3) y fibra
detergente neutro DRFDN (P = 0.17, 4.31%) pero menor eficiencia proteica (P <
0.05, 18.65%) y digestion posruminal de la materia organica DPRMO (P < 0.05,
9.88%) respecto a E.

El tratamiento GO presentd mayor DRMO (P < 0.05, 20 %), DRALM (P < 0.01,
26.14%), pero menor EM (P < 0.05, 13.20%) y DPRMO (P < 0.05, 9.88%)
respecto a E. El proceso de germinado, disminuy6 la DRALM y EP, GO presento
el mayor valor de DRALM (efecto cubico, P < 0.05) y EP (efecto cuadrético, P <
0.05). G1, G3 y G5 presentaron mayor DRFND (P < 0.05, 14.63%), pero menor
DRALM (P < 0.10, 5.20%) y eficiencia proteica EP (P < 0.05, 18.04%), respecto a
GO.

La DPRALM fue mayor para G1 (P < 0.05, 9.91%) con respecto a G5. Los
tratamientos G1, G3 y G5 mostraron mayor digestion total de la materia organica
DTMO (P < 0.05, 3.42%), digestion total del almidén DTALM (P = 0.18, 2.12%) y
digestion total del nitrégeno DTN (P < 0.10, 3.65%) respecto a E, y éste mayor
DTMO (P = 0.11, 2.61%), DTFDN (P < 0.10, 24.79%) respecto a SGOE. La
DTALM fue mayor (P = 0.13, 2.9%) para GO y menor para DTFDN (P < 0.05,
27.62%) respecto a E. Se observa un efecto lineal para germinado en DTALM (P
< 0.05) en donde al aumentar los dias de germinado, disminuyé el porcentaje
DTALM. La energia digestible ED (Mcal kg™) fue mayor para G1, G3 'y G5 (P <
0.05, 4.39%) respecto a E. Los valores de ED (Mcal kg™) de los granos tratados,
con la técnica de reemplazo fueron 3.79, 3.81, 4.01, 3.96 y 3.96 para E, GO, G1,

G3y G5 respectivamente.
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Cuadro 12. Influencia del grano de sorgo germinado y ensilad o sobre el
pH ruminal, concentracién de AGV'’s y produccion de metano.

Tratamientos!

E GO Gl G3 G3 EEM?
pH Ruminal®*® 5.88 5.98 6.4 6.26 6 0.03
AGYV totales mM 63 58.06 62.1 62.78 68.52 8.55
mol/100mol
Acetato®’® 63.78 57.42 63.84 66.94 64.84 3.69
Propionato®*° 2096 284 23.04 19.16 20.02 1.45
Butirato 15.24 14.18 13.16 13.92 15.16 0.09
Actetato/propionato’  3.094 2.106 2.842 3.806 3.382 0.42
Produccién
metano!t12 1314 0.60 0.51 0.58 0.63 0.60 0.01

'E = Sorgo entero, GOE = Sorgo germinado 0 dias y ensilado , G1E = Sorgo germinado 1 dia y
ensilado, G3E = Sorgo germinado 3 dias y ensilado, G5E = Sorgo germinado 5 dias y ensilado
>EEM = Error estandar de la media

°E vs G1 G3 G5 P< 0.05

‘G1vs G5 P <0.05

SEfecto cuadrético germinado, P < 0.05

°E vs GO P < 0.05

G0 vs G1 G3 G5 P< 0.05

8Efecto lineal germinado P < 0.01

Evs GOP <0.1

Efecto lineal germinado P < 0.1

"'E vs GO P< 0.05

GO vs G1 G3 G5 P < 0.01

'3 Efecto lineal germinado P < 0.05

* Metano, mol mol™* de equivalente de glucosa fermentada en rumen

En el cuadro 12 se observan las caracteristicas de fermentacion ruminal de las
dietas con sorgo germinado y ensilado. El pH ruminal fue mayor (P < 0.05, 5.78%)
para G1, G3 y G5 respecto a E. En donde G1 presentdé el mayor valor de pH
(efecto cuadrético de germinado, P < 0.05). Al incrementarse los dias de
germinacion aumenta la proporcion molar de acetato (efecto lineal, P < 0.01) y
disminuye propionato (efecto lineal, P < 0.01). La menor concentracion de metano
se observa en GO (P < 0.01, 19.36%) respecto a G1, G3 y G5, ya que al
incrementarse los dias de germinado se incrementa la estimacién de la

produccion de metano (efecto lineal, P < 0.05)



8. DISCUSION

Experimento 1: Prueba con hipoclorito de sodio

El crecimiento fungal en los alimentos destinados a la alimentacién animal es un
problema de las empresas pecuarias con un gran numero de animales. Por ello,
es importante tener un control sobre los alimentos, especialmente en los que
tienen alto porcentaje de humedad (Milner, 1951) como el utilizado en este
trabajo, o en alimentos hidropdnicos. De acuerdo con Williams y Rao (1981);
Compton (1990), la semilla de sorgo llega a ser infectada hasta por 40 géneros de
hongos, que incluyen a los que inciden desde la floracion hasta los desarrollados
después de la madurez. En un proceso de germinacion se puede reducir en
buena medida la contaminacion por hongos, si la semilla es tratada con un
inhibidor fungal efectivo, que no afecte su germinacion, crecimiento vy

principalmente, que no sea toxico para los animales.

Una buena practica para la desinfeccion en alimentos como cereales, vegetales y
frutas, es la aplicaciéon de hipoclorito de sodio (Andrews, 1986; Frisvad et al.,
1986; Sauer y Burroughs, 1986; Christensen, 1991; Pitt et al., 1992). Pitt et al.,
(1992) reportan que concentraciones de 1-2 % NaClO por 1 a 2 minutos es un
tiempo de exposicion inadecuado para lograr una buena desinfeccién de la
superficie del alimento. En contraposicién, Adrews (1986), demostrd en grano de
sorgo que con 2 minutos de exposicion al cloro al 0.35 % era suficiente para
lograr una buena desinfeccion, pero no lo recomienda para semillas con gran
contaminacion fangica cuyo genero principal es Aspergillus sp. Por lo que es
importante evaluar dependiendo de las condiciones que se tengan, el tiempo de
exposicion de semillas con alta carga fungal. En el presente estudio se observé
que al incrementar la concentracion de NaHCIO de 0.6 a 0.84% disminuyo la
germinacion de las semillas. Existen otros factores que afectan la germinacion
como la temperatura y humedad tanto del sustrato como la ambiental (Helms et
al., 1997), la calidad fisiolégica, sanitaria (contaminacion fungal) y genética de la
semilla (Finch-Savage, 1995), La semilla de sorgo puede germinar entre 4.5y
16.5 °C, segun su origen genético y la disponibilidad de humedad (Stickler et al.,
1962; Payne et al., 2003), no obstante, la temperatura 6ptima para este proceso

varia entre 26.5 y 37.7 T (Brar, 1994). Sin embarg o, en este trabajo se registro



un rango que fue de 10 a 32 C, lo cual concuerda c on los autores citados. Pese a
gue se obtuvo una temperatura 6ptima no se obtuvieron grandes porcentajes de
germinacion, lo que pudo ser influenciado por los factores anteriormente
mencionados. Otro factor que se ha observado es que el tamafio de la semilla
influye en la germinacioén y vigor de la plantula de algunos genotipos (Maranville y
Clegg, 1977; Mortlock y Manderlip, 1989). Otro factor de controversia, es la
frecuente ausencia de correlacion entre los resultados de germinacion y vigor
obtenidos en laboratorio con aquellos de campo (Wanjari et al., 1992). Segun
Moreira y Naka (1988), la disminucion de vigor afecta la capacidad de
germinacion de una semilla en dos formas: reduce la velocidad de germinacion y
aumenta el porcentaje de plantulas anormales. Cabe mencionar que las semillas
del presente estudio no fueron seleccionadas por sus caracteristicas de vigor,

sino por su disponibilidad para la alimentacion animal.

Experimento 2: Digestién enzimética in vitro del almidon

La digestibilidad ruminal in vitro, asi como la determinacién de la concentracion de
almidon total contenido en los cereales pueden ser usados como indicadores para
la seleccion de granos empleados en la alimentacién animal de acuerdo con
Wester, et al., (1992), quienes determinaron el porcentaje de almiddn total de
varios hibridos de sorgo y estimaron un rango que va de 64.3 a 70.3 % (P < 0.01).
Hibberd et al., (1979a) demostraron que el almidén contenido en diferentes
genotipos de sorgo fluctia entre 66.6 y 79.5% (P < 0.01), lo cual coincide con
nuestro trabajo en donde el rango fue de 65 a 75 % (P > 0.05) por lo que es
posible aseverar que los tratamientos a los que fue sometido el grano de sorgo en
este estudio no afectaron el contenido de almidén total en el grano, pero es
posible que se vea afectado por el tipo de hibrido y genética del grano (Hibberd
et al., 1979a).

Rodriguez et al.,, (2001) emplearon la técnica utilizada en este trabajo para
determinar el almidén soluble (4 h) e insoluble (6 h). Sin embargo Salinas et al.,
(1999) emplearon sorgo rolado y Zinn, (1991) empled sorgo hojueleado al vapor,
en donde encontraron un porcentaje de AS de 9.1 para sorgo rolado, 17.5y 28.3

en sorgo hojueleado al vapor y el porcentaje de Al fue de 64.7 para sorgo rolado,
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59.6 para y 53.7 en hojueleado al vapor. El promedio obtenido en este estudio fue
de 7.64 % para AS, por lo que es probable que el proceso de germinado y
ensilado no impactara en esta fraccién del almidén (P > 0.05). Sin embargo, el
proceso de germinado y ensilado modificé la fraccion Al ya que el E, tuvo un 35 %
vs 43.3% que fue el promedio registrado de todos los tratamientos de sorgo
germinado y ensilado (P < 0.05)

En cuanto a la prediccion de la digestibilidad ruminal in vitro, los trabajos
realizados por Zinn, (1991) y Salinas et al., (1999) reportan valores de 72.1 % con
sorgo rolado y un 78.5 y 87.3% para sorgo hojueleado al vapor. Dichos valores
son mayores con respecto a los obtenidos para los tratamientos empleados en
este experimento, dado que para E se obtuvo 61 % de DRIV y el mayor valor de
69 % para G4 con 42 dias de ensilaje. Por lo que la DRIV de E fue menor 18 %,
respecto a los tratamientos 21-3, 21-5, 42-0, y 42-1 dias de ensilaje-germinado
respectivamente. Las diferencia en los valores de digestibilidad, con lo valores
reportados, puede ser explicada por: 1) la existencia de diversas variedades de
grano sorgo que pueden afectar las propiedades y valor alimenticio de éste
cuando es procesado. Esta variacidn considerable se ha visto en diferentes
métodos de procesamiento del grano como por ejemplo, micronizado, hojueleado
al vapor y reventado (Rooney et al., 1980; Rusnak et al., 1980). 2) las condiciones
ambientales prevalecientes durante la maduracion del sorgo determina la
digestibilidad del mismo (Rooney y Plugfelder, 1986). Y 3) el reportado por Osman
et al., (1970) quienes demostraron que la interaccion de calor, presion y humedad

hacen més susceptible al almidon del grano a la degradacion enzimética in vitro .

Hernandez et al. (2007) midieron la DRIV con la misma técnica empleada en este
estudio y obtuvieron en sorgo reconstituido y ensilado a 0, 21 y 42 dias en
promedio un % de DRIV de 64.36, 62.45 y 67.11, respectivamente. Para el sorgo
quebrado y ensilado con los mismos dias un porcentaje de DRIV promedio de
61.00, 67.46 y 66.43 respectivamente. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en esta investigacién en donde el promedio de DRIV a los 21 dias de
ensilaje fue de 66.5 %, 42 dias de ensilaje fue de 66.75 % y a los 63 dias de
ensilaje fue de 65.25 %.
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Experimento 3: Prueba de digestibilidad  in vivo

Los valores de media geométrica del tamafio de particula (MGTP), desviacidon
estandar geométrica (DEG), particulas por gramo (PG) y area de superficie (SA)
encontrados coinciden con lo reportado por Villarreal (2007) donde el promedio de
MGTP fue de 3,179 um, para nueve variedades de sorgo. Por lo que el proceso

de germinado no afect6 el tamafio de particula.

Esta bien documentado, que los resultados de pruebas de digestibilidad del
almiddn con diferentes granos procesados (maiz, trigo y sorgo) realizadas en su
mayoria en bovinos, resulta dificil compararlos. Esto se debe a que existen
diferentes factores que modifican la digestion del almidén, entre ellos la
composicion y las caracteristicas fisicas del almidon, la interaccion proteina -
almidon, los factores antinutricionales (Ronney y Pflugfelder 1986), fuente de
almidon, tipo y grado de procesamiento (Thorne et al., 1983); tipo y nivel de
forraje, nivel de consumo, edad del animal (Mendoza y Ricalde, 1993a), y especie
animal (Aerts et al., 1984; Owens, et al., 1997). En este sentido Jordan y Staples
(1951) mencionan que los bovinos tienden a digerir mejor los alimentos groseros
como el forraje mientras que los ovinos digieren mejor los alimentos
concentrados. Se ha sugerido, que esto se debe al menor tamafio del orificio
reticulo-omasal del ganado ovino que permite una retencion mas eficiente del
grano en el rumen, hasta ser reducido durante la rumia a un tamafo suficiente
para abandonar el rumen, atravesando el mencionado orificio. En tanto el vacuno,
dado el mayor didmetro del orificio reticulo-omasal que permite la salida del grano
integro. Esta caracteristica se ha utilizado para incluir el grano entero (en este
caso utilizando maiz) en la alimentacién del ganado ovino, sin detrimento de su
digestion, esta aseveracion es apoyada por Beretta et al., 2004 que sugieren que
la digestibilidad del almidén de cereales (principalmente sorgo y maiz) en ovinos
se acerca al 100%, por lo que es limitada la posibilidad de mejora en la digestion
por procesamiento de los granos de acuerdo con @rskov y Fraser (1975) quienes
emplearon cebada. Sin embargo, lo anterior se contrapone a lo indicado por
Bowen et al. (2007) quienes encontraron concentraciones de almidén en heces de

ovinos alimentados ad libitum, con dietas basadas en sorgo entero de 240 a 310 g
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kg MS y al ofrecer sorgo expandido se redujo (P < 0.05) la concentracién de
almidon fecal a 76 g kg™ MS. Estos resultados indican que si hay diferencias en la

utilizacién del almidon debida al tipo de procesamiento en dietas para ovinos.

En el presente estudio se obtuvo una excrecion fecal de almidén de 19.70 g kg'1
MS para E, mientras que para GO0 5.83 g kg™ MS, SG1E 5.20 g kg* MS, G3 8.26 g
kg' MSy G5 16.20 g kg™ MS. Orozco et al., (2010) encontraron en una prueba de
comportamiento con ovinos en donde el consumo fue ad libitum, una
concentracién de almidén fecal de 114 y 178 g kg! MS para sorgo quebrado y
sorgo entero respectivamente, por lo que el nivel de consumo es un factor
determinante en la digestion del almidon. Mendoza et al., (1999) reportan valores
de digestion del almidon de grano de sorgo de 99 % en ovinos con consumo
restringido. Por lo anterior, es probable que cuando el ovino tiene un consumo

restringido, aproveche mejor el almidon del grano entero.

La retencion del grano de sorgo en el rumen (Zinn, 1993; 1994) hasta su
fragmentacion es especialmente importante, por la elevada resistencia del
pericarpio a la degradacion ruminal (Guada, 1993). También se ha observado que
hay diferencias en la intensidad y la velocidad de la degradacién ruminal del
almidon, tanto dentro, como entre granos y se han registrado ventajas del
procesamiento de aquellos granos con menor degradacion, como son el sorgo y

el maiz.

Entre los procesos mas estudiados para controlar la tasa y grado de la utilizacion
en el rumen del almidén estan: el manejo del consumo de alimento,
procesamiento de los granos y més recientemente el uso de aditivos alimenticios.
A continuacion se presenta un cuadro comparativo de valores de digestibilidad
ruminal y en el tracto total del almidén de grano de sorgo en diferentes estudios

realizados en ovinos:
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Cuadro 13 . Resumen de digestibilidad total y ruminal del almid on en ovinos

Referencia % de
digestibilidad
Tratamiento del % grano Consumo  Tracto Ruminal
grano de sorgo enla total
dieta
Buchanan- Grano molido 78.26 ad libitum 92.8
Smith et al. Reconstituido 78.26 93.0
(1968) Hojueleado al vapor 78.26 93.7
Holmes et al. Rolado al vapor 80 ad libitum 97.0 89.0
(21970) Presién con vapor y 80 96.0 84.0
rolado
Rangél et al. Entero 70 94.8
(2006)
Mendoza et al. Rolado en seco 100 restringido  98.2 51.3
(1999)
67 99.0 70.2
Rojo et al. Entero 70 restringido  95.0 62.1
(2005) 93.8 83.0
Mora et al. Entero 50 ad libitun 98.2 75.1
(2002)
Garcia (2010) Entero 72 restringido 96.1 67.0
presente GO 98.9 84.0
estudio Gl 99.0 74.5
G3 98.4 80.94
G5 97.0 76.7

En cuanto a la digestién ruminal y del tracto total de la MO, Mora et al. (2002)
alimentando ovinos con una dieta con 50 % de sorgo molido, obtuvieron una
digestion de la MO de 51.81 % y 76.02 % en rumen y el tracto total
respectivamente. Por su parte Rojo et al, (2005) reportan, con una dieta con 70 %
de sorgo molido, una digestion ruminal de MO 43.6 % y 70.7 % en la digestion
total. Lo cual concuerda con lo encontrado en el presente estudio (42.42 y 57.78
%, para sorgo entero y G3 respectivamente). El promedio de digestion de MO
para los sorgos germinados (G1, G2 y G3) fue de 53.29 y 80.86% para digestion
ruminal y del tracto total respectivamente. Lo cuales fueron superiores en 25.6 y

3.5 % respecto a E, lo cual indica que el proceso de germinado y ensilado mejoré
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la digestion de MO. Buchanan et al., (1968) reportan una digestibilidad total de la
MO en sorgo reconstituido y rolado de 83 %, para grano molido 82 % y en
hojueleado al vapor 83 %, los cuales son similares a los encontrados en este
trabajo, donde se registré 78 % para E y GO, mientras que para G1, G3 y G5 la
digestibilidad total de la MO fue en promedio de 80.9 %. Esta mayor digestion
total de MO para los granos germinados, se debidé a un incremento de la digestion
ruminal. La mayor digestion ruminal del almidén, para el grano reconstituido y
para los granos germinados respecto a sorgo entero, se debe a que el tiempo de
germinado influye en la actividad de las enzimas proteoliticas enddgenas
(Balogun et al., 2006), lo que permite que el almidén y los péptidos resultantes de
la protedlisis estén disponibles para las bacterias en el rumen. Sin embargo al
aumentar los dias de germinado disminuye (efecto lineal de germinado, P < 0.05)
la digestién de almiddn, debido a una disminucion de la digestién posruminal del
almidén (efecto lineal de germinado, P < 0.05). Esto se puede deber a que
durante el proceso de germinacion las fracciones de las proteinas de reserva se
transforman en pequefios péptidos y aminoacidos (principalmente), estos pueden
ser utilizados en la sintesis de nuevas proteinas o para proporcionar energia, y la
utilizacién de almidén para el crecimiento de la plantula (Barcelé et al., 2000).
Holmes et al., (1970) han reportado que cuando el grano de sorgo es tratado con
vapor presenta una DRALM de 89 %, mientras que en sorgo entero se ha
reportado un maximo de 75 %. En el presente estudio se obtuvo para E 67% y 84
% para GO. La DRALM para sorgo entero concuerda con lo reportado con Rangél
et al., (2006) y Rojo et al., (2005).

En cuanto a DTALM los valores obtenidos en este trabajo (rango de 96 a 99 %),
concuerdan con Mendoza et al.,, (1999) y con Mora et al., (2002) quienes
trabajaron con ovinos con consumo restringido obteniendo valores de 99 y 98.24
%, respectivamente. Sin embargo, estas cifras son superiores a lo reportado por
Buchanan-Smith et al., (1968) con sorgo reconstituido, 93.0 %, y con Rojo et al.,
(2005) 94.8 %, quienes alimentaron ovinos ad libitum. Asi, el nivel de consumo es
uno de los principales factores que influyen en la digestion del almidén en ovinos.

En la digestion total de FND, Mora et al., (2002) reportaron 48.09 % para sorgo

molido, lo cual concuerda con el valor para sorgo entero en el presente estudio
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(48.18 %), sin embargo los valores para sorgo reconstituido y germinado (rango
de 34.87 a 44.43%) son menores respecto a sorgo entero, lo cual puede deberse
a la presencia de almiddén soluble y esto disminuye la digestion de la fibra (Owens
y Zinn, 2005).

Al incrementarse los dias de germinado (efecto lineal, P < 0.10), se incremento la
digestion posruminal de N, debido al desdoblamiento de la matriz proteica del
grano y permiti6 mayor disponibilidad de N a ese nivel. Los valores de digestion
total de N para E es de 59 %, y en los tratamientos un maximo de 65 % para G5y
un minimo de 61 % para GO, G1 y G3. Los cuales estdn por debajo de lo
reportado por Buchanan et. al., (1968), quienes observaron una digestibilidad total
del N de 73.2 % con sorgo reconstituido y rolado, 72 % con grano molido y 69 %
con hojueleado al vapor. Los valores de eficiencia microbiana (g N microbiano kg
de MO fermentada en rumen) que estuvieron en un rango de 14.8 a 21,
concuerdan con los valores reportados por Abreu et al., (2004) de 10.9 a 17.6 en
ovinos de pelo y son superiores a los reportados por Salisbury et al., (2004) de
10.2 a 11.7 con dietas basadas en forraje. Los tratamientos con sorgo germinado
y ensilado presentaron menor eficiencia microbiana respecto a sorgo entero, lo
cual no concuerda con la mayor digestion de MO y almidén en los germinados.
Desafortunadamente se tuvo problemas con la estimacion de la digestion de N en
rumen (datos no presentados), para saber si la disponibilidad de N fue una
limitante, debido a que el crecimiento microbiano depende en gran medida en la

cantidad de almidon y nitrogeno fermentados a nivel ruminal (Rusell, 1981).

Buchanan et. al., (1968) encontraron una digestibilidad total de la ED de 81 % con
sorgo reconstituido y rolado, 80 % para grano molido y rolado al vapor, los cuales
son similares a los encontrados en este trabajo, donde el porcentaje de ED fue de
74 paraEy GOy 77 para G1, G3y G5. Respecto a los valores de ED (Mcal kg™)
obtenidos por la técnica de reemplazo, G1 obtuvo el mayor valor (4.01) el cual fue
superior en 5.8 % a E (3.79), 5.2% a GO (3.81), 1.3% a G3 (3.96) y G5 (3.96). El
mayor valor energético para G1 concuerda con el tratamiento que presenté la

mayor digestion de MO, almidon y N.
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El promedio de pH ruminal de 6.1, encontrado en el presente estudio, concuerda
con lo reportado por Mendoza et al. (1999) de 6.2 en ovinos con una dieta con 75
% de sorgo rolado en seco y con Rojo et al, (2005) de 6.15 utilizando en ovinos
una dieta a base de 75 % de grano de sorgo molido. EI mayor valor de pH
encontrado en los tratamientos germinados (6.22), se pudo deber al mayor
contenido de fibra como lo sefiala Chung et al. (1989), quien encontré que el
contenido de fibra se incrementa en cebada germinada de 3.75 a 6 % en 5 dias
de germinado. En la concentracion total de AGV’'s, la concentracion total
observada en el presente trabajo (62.9 mM) concuerda con Rojo et al. (2005)
(59.91 - 68.71). Sin embargo, se encuentran por debajo de lo reportado por
Mendoza et al., (1999), Mora et al. (2002), y Rangel et al. (2006) de 102.3, 94.74
y 83, respectivamente). Sin embargo, los tratamientos de sorgo no modificaron la
concentraciéon total de AGV’'s. lo que esta en desacuerdo con lo reportado por
Balogun et al., (2005) quienes encontraron en una prueba in vitro, que la
germinacion de grano de sorgo por 5 dias aumenté la produccion total de AGV's,
comparados con sorgo rolado seco y sorgo remojado por 24 horas en 98.5y 168

% respectivamente.

Respecto a la proporcion molar de acetato, propionato y butirato, los cuales
fueron en promedio de 63, 22 y 14, los valores de acetato se encuentran
ligeramente por arriba de lo reportado por Rangel et al., (2006) de 58 y por debajo
de lo reportado por Mendoza et al., (2009) de 53. En cuanto a propionato, su valor
estuvo por abajo a lo reportado por Mendoza et al., (1999), Rojo et al., (2005) y
Mora et al., (2002) que en promedio reportan 30 % y la concentracion de butirato
concuerda con Rojo et al. (2005) de 12 — 16% y con Mora et al., (2002) de 13 % y
es mayor a lo reportado por Mendoza et al., (1999) de 11 % y Rangél et al.,
(2006) de 9 %. En el tratamiento GO, se increment6 la proporcion molar de
propionato y disminuy0 la de acetato, respecto a entero y los germinados. Lo cual
concuerda con la mayor digestién de almidén ruminal para este tratamiento. Por lo
gue es posible, que el proceso de germinacion incrementd la proporcion de

acetato, a expensas de propionato.
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En cuanto a la produccién estimada de metano, el tratamiento GO fue menor 18
%, respecto a E y germinados, lo cual se debi6 a la mayor produccion de
propionato. Al incrementarse los dias de germinado, se incrementa la produccion
de metano (efecto lineal, P < 0.05). Sin embargo, los valores son similares a sorgo

entero.
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9. CONCLUSIONES

Experimentol

Al incrementarse la concentracién de hipoclorito de sodio (0.6 y 8.84 %) y
el tiempo de exposicion (16 y 24 hrs) se reduce la contaminacion fungal,
pero también se reduce el porcentaje de germinacion de la semilla (excepto
16 hrs).

El tratamiento mas conveniente en cuanto a germinacién y presencia de
hongos utilizado en el estudio, fue 0.6% de hipoclorito de sodio por 24 h,

con 48 % de germinacion y 3.7 % de hongos

Experimento 2

El proceso de germinacion y ensilaje, increment6 la digestion in vitro del
almidon del grano de sorgo, debido a una mayor disponibilidad de su

fraccion insoluble.

Experimento 3

El proceso de germinacion y ensilaje incrementd la digestion total de

materia orgénica, almidén y valor energético respecto a sorgo entero.

El proceso de germinacion y ensilaje, incrementd pH ruminal y la
proporcién molar de acetato a expensas de propionato respecto al grano

de sorgo entero, debido a un incremento de la digestion ruminal.
La produccién estimada de metano fue menor para el tratamiento SGOE.
Al aumentar los dias de germinado, disminuye la digestion del almidén y

energia digestible, por lo que el mejor tratamiento en términos de mayor

digestién de almiddén, pH ruminal y valor energético fue para G1.
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ANEXOS 1
1. COLOCACION DE CANULAS

1.1 Manejo de animales

1.1.2 Manejo preoperatorio

Entre los principios basicos de la cirugia, el periodo preoperatorio desempefia un
papel importante, mas aun cuando se trabaja con los 6rganos del tubo
gastrointestinal y en ese caso el intestino delgado.

Una de las medidas més importantes que se tomaron durante el periodo
preoperatorio fue el ayuno de 24 horas.

El cual permite prevenir que se produzcan vOmitos que traigan como
consecuencia la asfixia o la neumonia por la bronco aspiraciéon. También evita
gue ocurran rupturas de visceras durante el derribo del animal. Ademas, se facilita
la localizacion y maniobras quirdrgicas sobre los diversos 6rganos de la cavidad
abdominal y también se disminuye el riesgo de contaminacion en las

intervenciones de las vias digestivas.

1.1.3 Induccion preanestésica

Los animales se prepararon en las primeras horas del dia. Se lavo perfectamente
con agua y jabon de barra el area en donde se realizaria la cirugia, asi mismo se
rasurd la zona quirdrgica con el objetivo de eliminar el pelo alrededor del area
para asi evitar infecciones secundarias durante el proceso quirdrgico.

Para la induccién preanestésica se utilizé xilacina (10 mg kg-'PV). La via de
administracion fue intramuscular y el efecto tranquilizante y de relajacion se

manifestd en el animal después de 10 minutos.

1.1.4 Intervencion quirdrgica

Después de la sedacion se trasladé al animal hacia la mesa de operacion, se
coloc6 en decubito lateral y se sujetaron las cuatro extremidades a la mesa en
donde se realizo la cirugia. Después se desinfecto con yodo, el area rasurada y
previamente lavada, enseguida se indujo a la anestesia disociativa con ketamina

(3 mg kg*PV) la cual fue administrada via intravenosa (yugular).
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1.1.5 Momento quirdrgico
Antes de comenzar la intervencion quirdrgica se desinfecto el area de incision con
jabén quirdrgico y yodo y se colocaron campos quirdrgicos.

La cirugia se realizé de la siguiente manera:

1.2 Colocacion de canula ruminal

Se realiz6 una incisién de 10 cm paralela al borde posterior de la ultima costilla y
a 3 cm de la misma, se incide piel, tejido celular y musculo cutaneo.

Una vez que quedo expuesto el musculo oblicuo externo, se procedié a incidirlo,
lo mismo se hizo con el oblicuo interno. La incision se extiende por las fascias del
musculo transverso abdominal y el peritoneo para poder exponer el saco dorsal
del rumen. Se toma la pared ruminal con gasas, colocandolas en cada extremo de
las comisuras de la herida con el objetivo de que no caigan liquidos dentro de la
cavidad peritoneal al momento de incidir el rumen. Una vez incidido el rumen se
coloc6é una céanula de Tygon y se sujetdé con una jareta en la mucosa ruminal.

Finalmente se fij6 a la piel (Figura 10).

Figura 10. Ovino con canula ruminal

1.3 Colocacion de céanula simple en el duodeno proxi  mal
La fistulacion duodenal o duodenostomia es la comunicacion del duodeno con el
exterior a través de un orificio que se ocluye con una canula apropiada. Esta

técnica ha sido utilizada con la finalidad de recolecctar contenido duodenal.
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La técnica operatoria consistié en la insercién duodenal de una canula tipo T de
Tygon aproximadamente 10 cm después de la desembocadura de los conductos
pancreatico y biliar. La ubicacién de la fistula fue en la regibn abdominal a unos 5
cm de las costillas flotantes y paralelamente a ellas. Los periodos pre-operatorio y
post-operatorio tuvieron una duracion aproximada de 24 horas y siete dias

respectivamente.

La primera capa que se incidié con el bisturi fue la piel. Después, con la tijera, se
fue abriendo el campo operatorio y se expusieron las fascias y capas musculares,
que fueron rasgadas con los dedos para facilitar una mejor cicatrizacion. Cuando
se observo el peritoneo, se introdujeron los separadores del campo operatorio y

consecutivamente se tomaron con cuidado las asas intestinales.

En la cavidad abdominal se busc6 con cuidado las asas del intestino delgado de
la regiébn duodenal, y después de encontradas, se buscO minuciosamente la
region proximal al estbmago (duodeno) teniendo como punto de referencia el
pancreas. Al encontrar el lugar se retrocede unos 10 cm de la desembocadura del
conducto pancreatico y se fija el intestino con una pinza coprostatica recta.

Con el intestino ya fijado por la pinza se incidi6 el asa intestinal para hacer la
fistula y la insercién de la canula. El corte del intestino se realizé con el bisturi. La
longitud de la incision fue de aproximadamente 3 a 4 cm.

Realizado lo anteriormente mencionado se realizé una jareta alrededor de la
incisién en el asa intestinal con sutura de catgut. Terminada la sutura se introdujo
la canula en el interior del asa intestinal y finalmente fue fijada.

Posteriormente se fij6 la canula en la region abdominal a unos 4 cm de la Ultima
costilla flotante y paralelamente a ellas se realiz6 el orificio de salida de la fistula.
La perforacion de la zona fue ejecutada con mucho cuidado de no dafar el
peritoneo de la region. Concluida la abertura del orificio se introdujo en el mismo
una pinza Cosh curva con la que se fij6 la canula y se exteriorizd, después se le
coloc6 un aro fijador, y tapén de plastico.

La etapa siguiente de la operacion fue el cierre de la herida y se comienza con el
peritoneo, donde se utiliza sutura de catgut. Antes de terminar la sutura de esta

capa, en la cavidad se introdujo una solucién con antibiético (oxitetraciclina) para
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neutralizar el desarrollo de agentes patdgenos que pudieron penetrar durante el

transcurso de la operacion

1.4 Manejo postoperatorio

Terminada la intervencion quirdrgica se trasladd al ovino a una jaula metabdlica
individual (1m?), durante siete dias postoperacién se le suministré 5 mL de
antibiotico (penicilina con enrofloxacina) y por tres dias 1.5 mL de analgésico
desinflamatorio (flumixin de meglumine) ambos por via intramuscular. Enseguida
de terminada la cirugia se les ofrecio forraje y agua a los animales para su pronta
recuperacion. Lograda la recuperacion total, el animal se prepardé para la

adaptacion a la dieta y muestreo.
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ANEXO 2

2. TECNICAS EMPLEADAS EN EL LABORATORIO
2.1 Cuantificacion de &cido lactico por cromatograf ia de gases.
Determinacién de &cido lactico en ensilados de gran 0 de sorgo
1.- Pesar 50 g de ensilado y mezclar en 100 ml de agua destilada. Refrigerar a
4C por 24 hrs.
2.- Colocar 2 capas de gasa Y fibra de vidrio (pyrex) y filtrar la muestra refrigerada.
3.- Centrifugar en tubos de ensayo de 10mL a 3000 g por 30 minutos. Tomar 5 mL
del sobrenadante.
4.- Adicionar 1ml de una solucién de &cido metafosforico : acido férmico al 25%
en una proporcion 3:1. Filtrar a través de un microporo con retencién de 20 ym.
5. En un tubo vacutainer con tapén depositar 1 mL de filtrado y adicionar 2 mL de
metanol y 0.4 mL de acido sulfurico al 50 %.
6. Cerrar el tubo perfectamente e incubar en bafio maria a 55 °C por 30 min.
7. Adicionar 1 mL de agua y 0.5 mL de cloroformo, cerrar el tubo y mezclar
evitando formar una emulsion.
8. Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos con la finalidad de obtener 2 capas de
liquido.
9. Con una jeringa (Hamilton) de 10 pyL extraer 1 pyL de liquido no acuoso e
inyectar al cromatografo (Varian 3700).
10. Curva estandar. Preparar con una solucion de é&cido lactico al 1 % y se trata
de la misma manera que la muestra a partir del punto 5. Se inyectan al
cromatégrafo 1, 2, 3, 4 y 5 uL para obtener una curva estandar.
11. Condiciones de cromatoégrafo:
- temperatura columna 100C
- temperatura del detector de ionizacion de flama 200C
- temperatura del inyector 100C
- columna 90 °C temperatura inicial 5 minutos, pos teriormente incrementa 27 °C
por minuto hasta 120 °C
- Flujos N2 30mL/min, H, 30mL/min, aire 300mL/min.
- Columna acero inoxidable 6'x 118" chromosorb WDMCS 60/80 + 2% acido
fosforico.

12. Cuantificar mediante regresion lineal.
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2.2 Cuantificacion de &cidos grasos volatiles por ¢~ romatografia de gases

Este procedimiento es utilizado para cuantificar el contenido de &cidos grasos

volatiles (AGV’s) en liquido ruminal.

Reactivos:

1.- Solucién de &cido metafosférico (NaHPO3) al 25 %: *pesar 25 g de NaHPO3y
diluir en 1 L de agua destilada.

2.- Estandar: Se utilizo el estandar de Supelco TM WSFA-2 Mix (Calatlogo No.
47056), con 1. Acido Acético (C2:0), 2. Acido Propiénico (C3:0), 3. Acido
Isobutirico (C4:0, 4. Acido Butirico (C4:0), Acido Isovalerico (C5:0) y 6. Acido
Valérico (C5:0).

Procedimiento:

1.- Al final de cada periodo experimental, 4 h post consumo, colectar
aproximadamente 100 mL de liquido ruminal mediante una bomba de vacio (Cole
Parmer Instrument, Vernon Hill, IL.).

2.- Filtrar a través de 4 capas de gasa 40 mL de la muestra obtenida, adicionar 10
mL de NaHPOj3; al 25 %. Depositarlo en bolsas de plastico, cerrar la bolsa, agitar
rigurosamente y almacenar en congelacion para su posterior centrifugacion.

3.- Descongelar la muestra, tomar 25mL y centrifugar a 17000 g por 20 minutos.
4.- Filtrar 5 mL del sobrenadante a través de un microporo con retencién de 20 um
y depositarlos en tubos de ensaye de 10 mL.

5.- Adicionar 15 pL del marcador interno 3-ethyl-n-Valeric Acid (95% Sigma M-
9252) a los 5 ml de liquido ruminal filtrado y mantener en refrigeracion para su
inyeccion en el cromatégrafo.

6.- Inyectar 2 uL del estandar y de la muestra al cromatografo de gases.

7.- Condiciones del cromatdgrafo de gases (Perkin Elmer auto system XL):

- temperatura del detector de ionizacion de flama 250C

- temperatura del inyector 190C

- columna 80 °C temperatura inicial 1 min, posteri ormente incrementa 15 °C por
minuto hasta 200 °C
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- Columna (Perkin Elmer elite wax), 30 m de longitud, 32 mm de didmetro interno,
5 um grosor de la fase estacionaria (df).

- Flujos N2 30mL/min, H, 30mL/min, aire 300mL/min
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2.3 Determinacion de nitrégeno amoniacal en conteni  do duodenal

Procedimiento:

1.- Moler las muestras de contenido duodenal a un tamafio de criba de 1mm de
diametro.

2.- Pesar 2 g de muestra, colocarlos en matraces de destilacion.

3.- Adicionar 2 g de 6xido de magnesio junto con la muestra en los tubos Tecator
mas 75 mL de agua.

4.- En matraces Erlenmeyer de 250mL, 100 mL de acido bérico al 2.9%

5.- Destilar la muestra a 150 mL y recuperar el nitrbgeno amoniacal en el acido
bérico 2.9%.

6.- Titular con é&cido clorhidrico al 0.1N.

7.- La cuantificacion se realiza de acuerdo a Galyean (1997).
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2.4 Cuantificacion de Almidon total

Digestibilidad in vitro del almidon mediante la técnica descrita por
Rodriguez et al., 2001

Reactivos:

1. Solucion de sulfato de zinc al 15% (ZnSO4 15%). Pesar en una balanza de
precision 150 g ZnSOa4, disolver en 1 litro de agua destilada.

2. Solucion buffer: acetato de sodio anhidro 9.91g (16.44 si es la forma trihidrada)
disolver en 7.27 ml de acido acético glacial llevar a 1000 ml en agua destilada.

3. Solucién enzimética: preparar diario. Pesar en una balanza analitica (Explorer
Ohaus EO2140) 0.55 mg de enzima amiloglucosidasa, de Aspergillus niger,
(SIGMA A7420-100MG), por tubo/muestra y mezclar con 10 mL de solucion buffer
por tubo/muestra.

4.- Glucotall: Pesar en una balanza analitica (Explorer Ohaus EO2140) 5 g de
tiourea y colocarla en un matraz de fondo plano, adicionar 940 mL de &cido
acético glacial y 60 mL O-toluidine al 98%, homogeneizar y colocar la mezcla en

un frasco color ambar.

Procedimiento:

1.- Moler las muestras deshidratadas de: grano, complemento, contenido
duodenal y heces a un tamafo de criba de 1mm de didmetro.

2.-Pesar en una balanza analitica 0.15 g de muestra en caso de grano y 0.5 g en
caso de contenido duodenal, heces y complemento.

3.- Colocar las muestras ya pesadas en tubos con capacidad de 25mL.

4.- Determinar 1 tubo blanco (sin muestra), asi como 4 tubos estandar en los
cuales se pesa (balanza analitica) en cada uno 0.09 y 0.135 g de almidoén, papa
soluble (polvo J.T. Baker) asi como 0.09 y 0.135 g de dextrosa, anhidra (Polvo
J.T. Baker). Estos seran procesados de la misma manera de las muestras.

5.- Adicionar 10 mL de agua destilada a cada tubo/muestra. Tapar el frasco y

agitar en el vortex durante aproximadamente 1 minuto por tubo/muestra.
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6.- Incubar las muestras en bafio maria a 100° C por 3 horas. Homogeneizar cada
tubo/muestra con ayuda del vortex durante 10 minutos, la primera media hora,
después cada 30 min hasta cumplir las 3 h. Sacar los tubos del bafio maria y
dejarlos enfriar 24 h.

7.- Adicionar 10 mL de solucion buffer-enzimética a cada tubo/muestra mas una
gota de tolueno. Homogenizar la muestra.

8.- Incubar las muestras en bafio maria a 50°C (mé&ximo 55°C) por 3 horas. Agitar
con el vortex cada 20 minutos a cada tubo/muestra.

9.- Sacar las muestras del bafio maria y adicionar 2 ml de ZnSOa4 al 15%. Agitar
con el vortex e introducir las muestras en agua con hielo durante 10 minutos, para
detener la reaccion de gelatinizacion.

10.- Filtrar aproximadamente 0.3 mL de la solucion del tubo/muestra usando papel
Whatman # 4.

11.- Enumerar los tubos de ensayo para glucosa y colocar 4 mL de glucotall en
cada tubo.

12.- Con una pipeta automatica, adicionar 50 uL del filtrado de muestra. Agitar con
el vortex y tapar los tubos con canicas e incubar en bafio maria a 100°C por 10
min.

13.- Encender el espectrofotometro UV/Vis y poner la longitud de onda a 630 nm
30 min antes de comenzar la lectura.

14.- Retirar los tubos del bafio maria y colocarlos en agua con hielo durante 5
minutos. Agitar usando el vortex.

15.- Poner en cero el espectrofotometro y realizar la lectura el blanco, después
con el almidén papa, posteriormente la dextrosa y finalmente las muestras.

16.- Analizar en un programa computacional los célculos y obtener el % de

almidoén de las muestras.
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2.5 Reactividad de la amiloglucosidasa (parte solub  le del almidon)

Reactivos:

1.- Solucién de sulfato de zinc al 15% (ZnSO4 15%). Pesar en una balanza de
precision (Explorer Ohaus EIB120)150g ZnSOs, disolver en 1 litro de agua
destilada.

2.- Solucién buffer: acetato de sodio anhidro 9.91g (16.44 si es la forma trihidrada)
disolver en 7.27 ml de acido acético glacial llevar a 1000 ml en agua destilada.

3.- Solucion enzimatica: preparar diario. Pesar en una balanza analitica (Explorer
Ohaus EO2140) 0.55 mg de enzima amiloglucosidasa, de Aspergillus niger,
(SIGMA A7420-100MG), por tubo/muestra y mezclar con 10 mL de solucion buffer
por tubo/muestra.

4.- Glucotall: Pesar en una balanza analitica 5 g de tiourea y colocarla en un
matraz de fondo plano, adicionar 940 mL de &cido acético glacial y 60 mL O-

toluidine al 98%, homogeneizar y colocar la mezcla en un frasco a&mbar.

Procedimiento:

1.- Moler las muestras de grano seco a un tamafio de criba de 1mm de diametro.
2.- Pesar en una balanza analitica 0.5 g de muestra.

3.- Colocar las muestras ya pesadas en tubos con tapa de rosca con capacidad
de 25mL.

4.- Determinar 1 tubo blanco (sin muestra), asi como 4 tubos estandar en los
cuales se pesa (balanza analitica) en cada uno 0.09 y 0.135 g de almidén, papa
soluble (polvo J.T. Baker) asi como 0.09 y 0.135 g de dextrosa, anhidra (Polvo
J.T. Baker). Estos seran procesados de la misma manera de las muestras.

5.- Adicionar 10 mL de agua destilada, 10 mL de solucién enzimatica y una gota
de tolueno a cada tubo/muestra. Tapar el frasco y agitar en el vortex durante
aproximadamente 1 minuto.

6.- Incubar las muestras en bafio maria a 39° C (maximo 45 °C) durante 4 horas.

Homogeneizar cada tubo/muestra cada 20 min hasta cumplir las 4 h.
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7.- Sacar las muestras del bafio maria y adicionar 2 ml de ZnSOas al 15%. Agitar
con el vértex e introducir las muestras en agua con hielo durante 10 minutos.

8.- Filtrar aproximadamente 0.3 mL de la solucion del tubo/muestra usando papel
Whatman # 4.

9.- Enumerar los tubos de ensayo para glucosa, colocar 4 mL de glucotall en cada
tubo.

10.- Con una pipeta automatica, adicionar 100 pl del filtrado de muestra. Agitar
con el vortex, tapar los tubos con canicas e incubar en bafio maria a 100°C por 10
min.

11.- Encender el espectrofotometro UV/Vis y poner la longitud de onda a 630 nm
30 min antes de comenzar la lectura.

12.- Retirar los tubos del bafio maria y colocarlos en agua con hielo durante 5
minutos. Agitar usando el vértex.

13.- Poner en cero el espectrofotometro y realizar la lectura el blanco, después
con el almidon papa, posteriormente la dextrosa y finalmente las muestras.

14.- Analizar en un programa computacional los calculos y obtener el % de

reactividad de la amiloglucosidasa de la parte soluble del almidon.
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2.6 Reactividad de la amiloglucosidasa (parte insol  uble del almiddn)

Reactivos:

1.- Solucién de sulfato de zinc al 15% (ZnSO4 15%). Pesar en una balanza de
precision (Explorer Ohaus EIB120) 150g ZnSOas, disolver en 1 litro de agua
destilada.

2.- Solucion buffer: Pesar en una balanza analitica (Explorer Ohaus E02140)
8.719g de fosfato de potasio y adicionar 1 litro de agua desionizadade. Ajusar a pH
de 6 con 3 con gotas de acido clorhidrico RA.

3.- Solucion enzimética: preparar diario. Por cada tubo/muestra pesar en una
balanza analitica (Explorer Ohaus EO2140) 0.035 g carbonato de calcio, 0.55 mg
de enzima amiloglucosidasa de Aspergillus niger, (SIGMA A7420-100MG), 8 mg
de a-amylasa de pancreas de cerdo (Fluka 57 U/mg), 8 mg de pancreatin de
pancreas porcino (SIGMA P-1625), 2 mg acromopeptidasa de Achromobacter
lyticus (SIGMA A3547-500KU) y 2 mg de proteasa de pancreas bovino (SIGMA P-
4630) y mezclar con 20 mL de solucion buffer de fosfato de potasio por
tubo/muestra.

4.- Glucotall: Pesar en una balanza analitica (Explorer Ohaus EO2140) 5 g de
tiourea y colocarla en un matraz de fondo plano, adicionar 940 mL de &cido
acético glacial y 60 mL O-toluidine al 98%, homogeneizar y colocar la mezcla en

un frasco de vidrio obscuro.

Procedimiento:

1.- Moler las muestras de grano seco a un tamafio de criba de 1mm de diametro.
2.- Pesar en una balanza analitica (Explorer Ohaus EO2140), 0.15 g de muestra.
3.- Colocar las muestras ya pesadas en tubos con tapa de rosca con capacidad
de 25 mL.

4.- Determinar 1 tubo blanco (sin muestra), asi como 4 tubos estdndar en los
cuales se pesa (balanza analitica) en cada uno 0.09 y 0.135 g de almidoén, papa
soluble (polvo J.T. Baker) asi como 0.09 y 0.135 g de dextrosa, anhidra (Polvo

J.T. Baker). Estos seran procesados de la misma manera de las muestras.
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5.- Adicionar 20 mL de solucion enzimatica y una gota de tolueno a cada
tubo/muestra. Tapar el frasco y agitar en el vértex durante aproximadamente 1
minuto.

6.- Incubar las muestras en bafio maria a 39° C durante 6 horas. Homogeneizar
cada tubo/muestra cada 30 min hasta cumplir las 4 h.

7.- Sacar las muestras del bafio maria y adicionar 2 ml de ZnSOas al 15%. Agitar
con el vortex e introducir las muestras en agua con hielo durante 10 minutos.

8.- Filtrar aproximadamente 0.3 mL de la solucion del tubo/muestra usando papel
Whatman # 4.

9.- Enumerar los tubos de ensayo para glucosa, colocar 4 mL de glucotall en cada
tubo.

10.- Con una pipeta automatica, adicionar 50 pl del filtrado de muestra. Agitar con
el vortex, tapar los tubos con canicas e incubar en bafio maria a 100°C por 10
min.

11.- Encender el espectrofotometro UV/Vis y poner la longitud de onda a 630 nm
30 min antes de comenzar la lectura.

12.- Retirar los tubos del bafio maria y colocarlos en agua con hielo durante 5
minutos. Agitar usando el vértex.

13.- Poner en cero el espectrofotometro y realizar la lectura el blanco, después
con el almidon papa, posteriormente la dextrosa y finalmente las muestras.

14.- Analizar en un programa computacional los célculos y obtener el % de
reactividad de la amiloglucosidasa de la parte insoluble del almidon, con los

siguientes calculos se estimara la digestibilidad ruminal in vitro del almidon.
Célculos:

% IRS = (IR-AGR)/6

Donde:

IRS = Almidon Reactivo insoluble

AGR = Reactividad de la amiloglucosidasa

6 = NUmero de horas de incubacion in vitro

%ISD = (100-AGR)* ((IRS/(IRS+0.05))
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Donde :
ISD = Almidon insoluble digestible
0.05 = Tiempo estimado de la tasa de pasaje (fraccion por h) del grano en el

rumen
% PRSD = 1.32 (AGR) + 0.39 (ISD)

Donde:
PRSD = Prediccién de la digestion ruminal del almidén
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2.7 Determinacion de Purinas (acidos nucleicos)

Propésito: Este procedimiento sera utilizado para analizar la concentracion de

acido nucleico en muestras para calcular cantidad de proteina microbiana.

Reactivos:

1.- NH4H,PO4 al 0.2 M (molar): 23.006g de NH4H2PO4 en 1 litro de agua
destilada

2.- NH4H,PO,4 al 0.0285 M: 143 mL de la solucion 1 en 1 litro de agua destilada

3.- AgNOsal 0.4 M: 6.79 g de AgQNO3 en 100 mL de agua destilada

4.- H,SO,4 a pH 2: 0.6 mL (concentracion 96 - 98%) de H,SO, en 2 litros de agua
destilada

5.- Mezcla de la solucién 3 con solucion 4: 0.6 mL de soluciéon 4 mas 25 mL de

solucion 3 en 2 litros de agua destilada.

Procedimiento:

1.- Moler las muestras de contenido duodenal deshidratado a un tamafio de criba
de 1mm de diametro.

2.- Pesar en una balanza analitica 0.5 g de muestra y depositarlos en un tubo de
ensayo con tapon de rosca de 25 mL de capacidad.

3.- Estandares: en 3 tubos de ensayo con tapon de rosca de 25 mL de capacidad,
pesar y agregar 0.1 g, 0.2 g y 0.3 g respectivamente de aislado bacteriano,
adicionar 0.5 g de RNA estandar por cada uno.

4.- Adicionar 2.5 mL de HCLO, (60%) al cada de ensaye (muestras y estandares).
5.- Homogeneizar mediante vortex cada tubo de ensayo.

6.- Colocar en bafio maria a 90 — 95 C por 1h. Desp ués de 2 o 3 minutos agitar
con vortex para evitar la formacion de un pellet, agitar nuevamente a los 5y 10
minutos después.

7.- Sacar la muestra del bafio y colocarlo en agua fria por 5 minutos.

8.- Agregar 17.5 mL de 0.0285 M de buffer amonio fosfato. Esperar 15 minutos,

después homogeneizar con vortex.
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9.- En caso de que se halla formado un pellet, es necesario romperlo utilizando
una barra de cristal.

10.- Poner en bafio maria a 90 — 95 T por 15 minuto s. Transcurrido este tiempo
agitar mediante el uso del vértex.

11.- Colocar en bafio vibrador ultrasonico por 15 minutos (asegurarse de poner
agua caliente en el vibrador).

12.- Filtrar aproximadamente 3 mL en el tubo utilizando papel filtro Whatman #2.
13.- Pipetear 0.5 mL del filtrado en un tubo de centrifugacion de con capacidad de
12 mL.

14.- Agregar 0.5 mL de AgNOs al 0.4 M en el tubo.

15.- Agregar 9 mL de NH4H,PO4al 0.2 M en el tubo.

16.- Cubrir los tubos de centrifuga con canicas y dejarlo toda la noche.

17.- Centrifugar a 6000 rpm, a 4 C por 10 minutos.

18.- Decantar el liquido cuidadosamente (ser cuidadoso para no alterar la pelicula
gue cubre al pellet.

19.- Agregar 10 ml de H,SO4 a pH 2 con AgNOs.

20.- Centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos.

21.- Decantar cuidadosamente el liquido (puede verterse directamente de manera
lenta).

22.- Agregar 10 mL de HCl a 0.5 N (normal) y agitar con el vortex hasta romper el
pellet.

23.- Encender el espectrofotometro y poner el sistema a 260 nm (UV).

24.- Poner el tubo en bafio maria a 90 — 95 C duran te 30 minutos.

25.- Aspirar el sobrenadante del tubo.

27. Leer el blanco (HCI al 0.5 N) y enseguida las muestras, (si fuera necesario,
diluir el estandar de RNA. Esto es hace combinando 0.5 mL del estandar con 9.5
mL de HCI 0.5 N.

28.- Célculos de acuerdo a Zinn y Owens (1986).
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2.8 Aislamiento de bacterias ruminales por centrifu gacion diferencial

Procedimiento:

1.- El dltimo dia de coleccion de muestras de todos los periodos obtener 4 h post
consumo, aproximadamente 1 L de liquido ruminal mediante una bomba de vacio
(Cole Parmer Instrument, Vernon Hill, IL.).

2.- El liquido obtenido sera depositado en un matraz Erlenmeyer de capacidad de
2.5 L, al cual estara con CO, constante.

3.- Se transfiere a un frasco &mbar el liquido ruminal obtenido filtrdndolo a través
de 4 capas de gasa.

4.- Cuando se halla colectado 1 litro en total de liquido ruminal filtrado se adiciona
en la misma proporcion 1 L de NaCl al 0.6 N, (mantener el frasco a 40 ° C
utilizando un termo)

5.- Depositar la mezcla de liquido ruminal con NaCl en tubos para centrifuga con
capacidad de 25 mL.

6.- Centrifugar a 2750 rpm durante 10 minutos, hasta terminar con el total
obtenido.

7.- Extraer el sobrenadante y centrifugar nuevamente a 6000 rpm durante 20
minutos.

8.- Finalizada la centrifugacién se formara un pellet de bacterias (aislado
bacteriano), el cual seré transferido a una caja de Petri.

9.- Colocar la caja de Petri con el aislado bacteriano en una estufa de desecacion
a 60 °C.
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2.9 Cuantificacion de cromo.

En este procedimiento se utilizan cenizas de aquellas muestras que contienen

cromo como marcador (complemento - alimento, contenido duodenal y heces).

Reactivos:

1.- Preparacion de la solucion de molibdato de sodio: Es necesario prepararla en
una tina con agua fria. *Pesar 0.40 g de Molibdato de sodio 2H,O (grado
reactivo), adicionar 600 mL de agua desionizada, cuidadosamente adicionar 600
mL de &cido sulftrico H,SO, 96-98 % en 6 tiempos, finalmente adicionar 800 mL
de &cido perclérico HCLO4 al 70 %

Procedimiento:

1.- De las muestras compuestas de heces y contenido duodenal, asi como
complemento, pesar en una balanza analitica 1.5 g de muestra y depositarla en
vasos de precipitados previamente identificados.

2.-Introducir en la mufla (LINDBERG, modelo 51894) a 600 T durante 4 hrs para
su calcinacion y asi obtener las cenizas de la muestra.

3.- Dejar enfriar las muestras, adicionar 15 mL de la solucion de molibdato de
amonio (éstas adquieren un color verde) y cubrirlas con un vidrio de relo;.

4.- Colocarse guantes y lentes de proteccion.

5.- Clocarlos en una parrilla a 400°C hasta su ebu llicién (para su re suspension y
oxidacién) bajo una campana de extraccion de gases.

6.- Conforme trascurre el tiempo sobre la parrilla, se notaran cambios de color de
las muestras (de verde a naranja).

7. Cuando las muestras se tornen naranja se dejan 5 minutos mas en ebulliciéon y
se retiran de la parrilla con unas pinzas para objetos calientes y se dejan enfriar.
8.- Transferir la muestra con un embudo de vidrio a matraces y aforar con agua
desionizada a 100 mL. Tapar los matraces y agita rigurosamente para

homogeneizar
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10.- Filtrar la muestra con papel Whatman a botes de plastico con capacidad de
60 mL, el resto se deposita en contenedores de residuos quimicos previamente
identificados.

11.- Mantener en resguardo a temperatura ambiente las muestras hasta su lectura
en el espectofotometro.

12.- Preparacion de la curva estandar: Para la preparacion de la curva estandar
se prepar6 un estandar de cromo con una concentracion de 1000 ppm.

Pesar en una balanza analitica 1.0 g de 6xido de cromo y repetir los pasos 2 al 8
que se siguieron en las muestras. Diluir el estandar a: 2.5, 5.0, 7.5y 25 pg/mL y
depositarlos en frascos de plastico para su lectura.

13.- Encender el espectrofotdbmetro y ajustarlo a una longitud de onda de 430 nm,
dejarlo en esas condiciones durante 30 min.

14.- Comenzar la lectura en el espectrofotometro iniciando con el estandar,
enseguida las muestras y finalmente de nueva cuenta el estandar.

15.- Con las lecturas obtenidas realizar los calculos de la digestibilidad de los

nutrientes y flujo de éstos al duodeno (Galyean, 1980).
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2.10 Determinacion de tamafio de particula
Adaptada de Baker y Hermann (2002)

Procedimiento:

1.- Pesar en una balanza de precision 100 g de grano entero previamente
deshidratado.

2.- Seleccionar 6 cribas de diferente tamafio y pesarlas en una balanza de
precision: las cribas utilizadas en este estudio fueron, USBS # 4 (4.76 mm), USBS
#5 (4.00 mm), USBS # 6 (3.36 mm), USBS # 7 (2.83 mm), USBS # 8 (2.38 mm) y
USBS # 10 (2.00 mm).

3.- Colocar una criba sobre otra, de mayor a menor abertura, debajo de ésta
Ultima criba colocar un recipiente (base) para contener las particulas que pudieran
atravesar todas las cribas.

4.- Introducir los 100 g de muestra sobre las cribas y colocarlas junto con el
contenedor en un agitador de cribas (W.S. Tyler, modelo RX-812).

5.- Encender el agitador y mantener la agitacion de las cribas durante 10 minutos.
6.- Retirar las cribas del agitador y pesar por separado cada una ellas incluyendo
el agitador.

7.- Mediante sustraccion obtener el peso de la muestra contenida en cada criba.
8.- Retirar la muestra contenida en cada criba y limpiar con aire a presion para
volver a utilizarlas.

9.- Célculos:

El tamafio de particula promedio del material retenido en una criba se calcula
como el promedio geométrico del didmetro de abertura de dos cribas adyacentes
mediante la férmula:

di = (dy * do)

Donde:

di = diametro de la iésima criba

du = didmetro de la abertura de la criba a través de la cual pasan los granos

do = diametro de la abertura de la criba a través de la cual no pasan los granos
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El tamafio de particula (TP) promedio se calcula con base en el peso de la

muestra mediante la siguiente férmula:

dgw = Iog'l[ZMi log di)]
W

Donde:
dgw = diametro de la media geométrica (TP)

W, = peso de la muestra contenida en la iésima criba

Sqw = log™ [ ZWi (log d; — log dgy) 2 %
W

Donde:
Sgw = desviacion estandar geométrica

El nimero de particulas por gramo (P/g) y la superficie de area (SA) fueron
calculados a partir de dgw (TP) y la desviacion estandar geométrica (Sgw).

Para estos céalculos se consider6 que los factores para una forma cubica son:
Bs=6ypv=1

Se utilizé el valor de densidad (8) de 0.132 g/cm?® que es un valor constante en los
cereales. Debido a que la densidad estd expresada en g/cm® es necesario
convertir el dgw en centimetros, multiplicando el valor de dgw por 0.0001. el
célculo de SA y P/g se realizé con la siguiente formula:
P/g = 8% exp (4.5 (In Sgw))z) - 3 (In dgw))

%

SA (cm®) = Bs exp (0.05 (In (Sgw?) ) - In dgw)
0 Bv
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