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RESUMEN

En este trabajo, se ha evaluado la evolucién del nivel de fenoles totales y taninos
condensados en el haba forrajera desde el forraje fresco hasta su integraciéon como
ensilado en raciones completas mezcladas y estudiado el efecto del contenido de estos
compuestos secundarios sobre la ingestion voluntaria de raciones de vacuno lechero y

sobre la produccién y composicion de la leche.

Para ello, se tomaron muestras de los forrajes de Raigrds italiano en monocultivo (RI),
del intercultivo Haba+Raigras (HR) y del Haba forrajera en monocultivo (HB) en corte
directo, prehenificadas 24 horas tras la cosecha, sus correspondientes ensilados tras un
periodo de fermentaciéon de 170 dias y de las correspondientes raciones completas
mezcladas (TMR) del ensayo de alimentacién. Estas muestras se liofilizaron, se
molieron en molino criogénico y fueron procesadas mediante una extraccidon sélido-
liquido y los componentes secundarios separados en posteriores extracciones liquido-
liquido. Se utiliz6 el ensayo de Folin-Ciocalteu, mediante el uso del dcido gélico como
patrén, para determinar el contenido en fenoles totales de los forrajes (mg EAG/g MS)
y el ensayo de Vainillina, que utiliz6 la (+)- catequina como patrén, para valorar el

contenido en taninos condensados (ug EC/g MS).

Los resultados obtenidos de fenoles totales y taninos condensados mostraron que el
contenido en estos compuestos de la leguminosa en monocultivo (HB) y de su
intercultivo con raigrds (HR) es superior (P<0,05) al del raigrés italiano (RI). Estos
compuestos disminuyen durante los procesos de prehenificado y ensilado.
Posteriomente cuando se elaboraron las correspondientes raciones completas mezcladas,
la concentracién de fenoles totales y taninos condensados se diluyen ain més al intregar
el resto de componentes de la racidon hasta no mostrar diferencias entre dietas (P>0,05)
alcanzando en todos los casos concentraciones inferiores a las consideradas como

limitantes para deprimir la ingestion.

Los resultados del andlisis del valor nutritivo de los forrajes muestran que el contenido
de proteina bruta del haba forrajera es superior al raigrds italiano tanto en el forraje
verde como prehenificado y ensilado (P<0,05). Sin embargo, para los rendimientos en

energia metabolizable y materia organica digestible, el monocultivo del haba forrajera o



su intercultivo con el raigrds italiano no pueden competir con el raigrds italiano en

monocultivo.

Con los ensilados de estos forrajes se elaboraron dietas mezcladas (TMR) con el fin de
comparar el efecto de la inclusiéon de leguminosa sobre la ingestién voluntaria de las
raciones del vacuno lechero. Se realizé un ensayo de alimentacién en la finca del
SERIDA de Villaviciosa, utilizando un disefio experimental en cuadrado latino 3x3, con
tres dietas con diferente nivel de inclusion de ensilado de haba forrajera en tres periodos
y en tres grupos de tres vacas cada uno. Se utilizaron nueve vacas frisonas en el segundo
tercio de lactacién en un manejo de producciéon semi-extensivo. El consumo de materia
seca de cada una de las raciones completas mezcladas se determind mediante un sistema
computarizado de control de ingestién, mientras que la ingestion de pasto se estimé a

partir de los requerimientos de energia de los animales en ensayo.

Los valores de ingestion de materia seca de raciones completas mezcladas no
presentaron diferencias significativas entre las dietas (10,78 kg MS/d para el raigras,
10,24 kg MS/d para el ensilado del intercultivo haba y raigras y 10,29 kg MS/d para el
ensilado de haba, P>0,05).

Se observaron diferencias significativas en la produccién de leche entre dietas
(P<0,001) en beneficio de las vacas alimentadas con raciones a base del ensilado de
raigras italiano en comparacion con las alimentadas con el ensilado del haba forrajera,
mientras que la presencia de la leguminosa en la racién mejoré significativamente la

composicion en grasa y proteina de la leche, aunque indujo un mayor contenido en urea.



SUMMARY

In this work, the evolution of the level of total phenols and condensed tannins in faba
bean from the fresh forage until its integration as silage in total mixed rations was
evaluated. The effect of the content of these secondary compounds on voluntary intake

of dairy cow’s rations and on production and composition of milk was studied too.

For this purpose, samples of the italian ryegrass forage (RI), the faba bean + ryegrass
interculture (HR) and faba bean in monoculture (HB) were taken after harvest, after 24
hours of wilting, after a fermentation period of 170 days to silage and the corresponding
total mixed rations (TMR) of the feeding trial. These samples were freeze-dried, ground
in a cryogenic mill and processed by a solid-liquid extraction. Finally, the secondary
components were separated in subsequent liquid-liquid extractions. It was used the
Folin-Ciocalteu assay, using gallic acid as standard, to determine the content of total
phenolic compounds of forage (mg EAG/g MS) and the Vanillin assay, which used (+) -

catechin as standard, to determine the content of condensed tannins (ug EC/g MS).

The results of total phenols and condensed tannins showed that the content of these
compounds of the legume in monoculture (HB) and its association with ryegrass (HR)
was higher (P<0,05) than that of italian ryegrass (IR). These compounds decrease
during wilting and silage processes. Later, when the corresponding total mixed rations
were made, the concentration of total phenols and condensed tannins were further
diluted when the rest of the ration components were integrated until there was no
difference among diets (P>0,05), reaching in all cases concentrations lower than those

considered as limiting for depressing intake.

The results of the analysis of the nutritive value of forages show that the crude protein
content of the faba bean is higher than the italian ryegrass in both fresh, wilted and
ensiled forages (P <0,05). However, the metabolizable energy and digestible organic
matter of faba bean in monoculture or associated with italian ryegrass can not compete

with the italian ryegrass in monoculture.

With the silages of these forages, total mixed rations (TMR) were elaborated in order to
compare the effect of legume inclusion on the voluntary intake by dairy cows. A

feeding trial was carried out at the SERIDA farm in Villaviciosa, using a 3x3 latin
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square experimental design, with three diets with different levels of inclusion of faba
bean silage in three periods with three groups of three cows each. Nine Friesian cows in
the second third of lactation, in a semi-extensive system production were used. The dry
matter intake of each of the total mixed rations was determined by a computerized
system of intake control, while grass intake was estimated from the energy requirements

of animals in the feeding trial.

The values of dry matter intake of complete mixed rations showed not significant
differences between the diets (10.78 kg MS/d for ryegrass, 10.24 kg DM/d for the
association faba bean and ryegrass silage and 10.29 kg MS/d for faba bean silage, P>
0,05).

Significant differences in milk yield between diets (P <0,001) were observed in favour
of cows fedding rations based on italian reygrass silage compared to those fedding faba
bean silage, while the presence of legume in the ration improved significantly the

proportion of fat and protein in milk, although it induced a higher urea content.
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RESUME

Dans ce travail, il a été evalué 1'évolution du niveau des composés phénoliques totaux et
des tanins condensés dans la féverole dés le fourrage frais jusqu’a leur intégration
comme ensilage dans les rations totalement mélangées et il a été étudié l'effet de la
teneur de ces composés secondaires sur 1’ingestion volontaire dans les rations de bovin

laitier et sur la producion et la composition du lait.

Pour cela, des échantillons des fourrages de ray-grass italien en monoculture (RI), de
féverolle associée au ray-grass italien (HR) et la féverole en monoculture (HB) ont été
prélevés apres la récolte, fanés 24 heures apres la récolte, leurs ensilages apres une
période de fermentation de 170 jours et leurs rations totalement mélangées
correspondantes (TMR) de I’essai d'alimentation. Ces échantillons ont été lyophilisés,
broyés dans un broyeur cryogénique et ont été traités par une extraction solide-liquide et
les composés secondaires ont été séparés par des ultérieurs extractions liquide-liquide. Il
a été utilisé 1’essai de Folin-Ciocalteu, a 1’aide de l'acide gallique comme modele
standard, pour déterminer la teneur en composés phénoliques totaux des fourrages (mg
EAG/g MS) et I’essai de la vanilline, qui a utilisé la (+) - catéchine en tant que modele

standard, pour évaluer la teneur en tanins condensés (mg CE/g MS).

Les résultats obtenus de polyphénols totaux et des tannins condensés ont montré que la
teneur de ces composés dans la Iégumineuse en monoculture (HB) et de leur association
avec le ray-grass (HR) est supérieure (P<0,05) a celle de ray-grass italien (RI). Ces
composés diminuent au cours des processus de fanage et d'ensilage. Par la suite lorsque
les rations totalement mélangées correspondantes ont été élaborées, la concentration en
composés phénoliques totaux et en tanins condensés est diluée suite a I'intregration du
reste des composants de la ration jusqu’a montrer aucune différence entre les rations
(P>0,05) atteignant dans tous les cas des concentrations inférieurs a celles considérées

comme limitantes de la diminution de l'ingestion.

Les résultats de 1’analyse de la valeur nutritive des fourrages montrent que la teneur en
protéines brutes de féverole est supérieure a celle de ray-grass italien vert, fané et ensilé

(P <0,05). Cependant, pour les rendements de I'énergie métabolisable et de matiere
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organique digestible, la féverole en monoculture ou associée avec le ray-grass italien ne

peuvent pas rivaliser le ray-grass italien en monoculture.

Avec les ensilages de ces fourrages, des rations totalement mélangées ont été elaborées
afin de comparer l'effet de l'inclusion de légumineuse sur 1’ingestion volontaire des
rations de vaches laitieres. Il a été réalisé un essai d'alimentation, qui a été menée a la
ferme de SERIDA de Villaviciosa en utilisant un modele expérimental carré latin 3x3,
avec trois rations avec différent niveau d'inclusion de I’ensilage de féverole durant trois
périodes et dans trois groupes de trois vaches chacun. Il a été utilis€é neuf vaches
frisones dans le deuxieme tiers de lactation et qui suivent un systéme de production
semi-extensif. La consommation de matiere seche de chacune des rations totalement
mélangées a été déterminée par un systeme informatisé de contrdle d’ingestion, tandis
que I'ingestion de paturage a été estimée a partir des exigences de I’energie des animaux

dans I’essai.

Les valeurs de I’ingestion de matiere seéche de rations totalement mélangées ont montré
aucune différence significative entre les rations (10,78 kg MS/j de ray-grass 10,24 kg
MS/j pour l'ensilage de féverole associée au ray-grass et 10,29 kg MS/j pour I’ensilage
de féverole, P> 0,05).

IIs ont été observés des différences significatives dans la production laitiere entre les
rations (P <0,001) en faveur des vaches alimentées des rations a base d'ensilage de ray-
grass italien par rapport a celles alimentées de 1’ensilage de féverole, tandis que la
présence de la lIégumineuse dans la ration a amélioré significativement la composition

de graisse et de protéine du lait, bien qu’elle a induit une teneur en urée élévée.
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INTRODUCCION






1. Introduccion

En la actualidad, cuando hablamos de nutricién animal, no hay que considerar
unicamente la repercusion de la alimentacion sobre el rendimiento productivo de los
animales, sino que hay que tener en cuenta otros factores como el coste de produccion,
la calidad del producto final, la sanidad animal y el medio ambiente. Por ello, encontrar
cultivos destinados a la alimentacién animal que puedan satisfacer estos requisitos se

convierte en un desafio para los ganaderos.

En los ultimos afios, con el fin de superar varios problemas que amenazan la
biodiversidad, la Politica Agraria Comun de la Unién Europea para el periodo 2015-
2020 (Real Decreto 1075/2014), estd animando a la agricultura a revalorizar los pastos y
los cultivos forrajeros mediante ayudas directas procedentes del llamado pago verde o
greening. Esto implica realizar practicas agricolas beneficiosas para el clima y el medio
ambiente, como la diversificacion de cultivos, el mantenimiento de los pastos permanentes
existentes y contar con superficies de interés ecoldgico. Para ello, es necesario incorporar
en las tierras de cultivo nuevas especies y variedades, como por ejemplo cultivos fijadores
de nitrogeno, que garanticen la sostenibilidad del medio ambiente aumentando
sustancialmente la produccién de proteinas vegetales (Otero y Lopez, 2015) e investigar
sobre estos cultivos para encontrar un manejo adecuado en condiciones edafoldgicas
bien definidas y mejorar el rendimiento del animal reduciendo los gastos de

explotacion.

La mejora de la rentabilidad del sector lechero requiere un cambio en los sistemas de
alimentacion hacia la utilizacion de los recursos forrajeros propios (Baizén et al., 2015).
En este sentido, el desafio de las explotaciones lecheras de la Cornisa Cantdbrica se
orienta a modificar el manejo tradicional de la rotacion raigrds italiano-maiz forrajero,
introduciendo nuevas especies y variedades que puedan ser alternativas viables al
raigras italiano como cultivo invernal de la rotacién, ya que la sustitucion del maiz
como segundo cultivo de la rotacion es dificil a causa de su elevada produccion y
contenido en energia en un periodo de cultivo relativamente corto en condiciones de

secado humedo (Resch et al., 2013).

La incorporacién de leguminosas fijadoras de nitrégeno (haba forrajera, guisante
forrajero, altramuz, alfalfa, esparceta, etc.) que hasta el momento no son habituales en la

Cornisa Cantdbrica, pueden resultar alternativas de cultivo muy interesantes. Diversos



trabajos de investigacion han puesto de manifiesto que las leguminosas forrajeras tienen
muchos beneficios sobre la gestion econémica de la explotacion, ya que representan una
fuente barata de proteinas (Borreani et al., 2009), permiten mejorar la produccién de
leche y la salud humana mediante una mejora de la calidad de leche, al reducir los
acidos grasos (AG) saturados y aumentar los poliinsaturados (en particular de Q3) vy,
por lo tanto, reduciendo la proporcion Q6/Q3 (Dewhurst et al., 2006). Ademas,
permiten reducir los residuos animales ya que aumentan la exrecién del nitrégeno fecal

en comparacion del nitrégeno urinario (Copani et al., 2016).

Otra caracteristica de las leguminosas forrajeras y especialmente del cultivo en cuestion
en este trabajo, el haba forrajera, es su contenido en moléculas bioactivas. Dentro de
este grupo de componentes secundarios, los mds habituales son los taninos
condensados, compuestos polifendlicos presentes en las plantas que desempeiian un
papel de defensa contra herbivoros y patdgenos. Se consideran generalmente como
factores antinutricionales, aunque también pueden tener efectos beneficiosos en la
alimentacion de los rumiantes. Estas moléculas pueden actuar sobre el rendimiento del
animal y la calidad de los productos, inhibiendo la biohidrogenaciéon ruminal,
modificando el metabolismo de las proteinas y de los lipidos en el tracto digestivo
(Martin-Pedrosa et al., 2016) y pueden aumentar la eficiencia de la conversién de
proteinas en los rumiantes. Ademads, pueden afectar positivamente a la sanidad de los
rumiantes como alternativas antiparasitarias (Baumont et al., 2016; Lombardi et al.,
2015). También es conocido que actian reduciendo el impacto negativo de residuos
animales (nitrégeno y metano) en el medio ambiente (Baumont et al., 2016). Ahora
bien, una concentracién elevada de taninos condensados en la dieta disminuye su
consumo debido a un efecto astringente en la saliva, que reduce la aceptacion de estos
compuestos por el animal y en consecuencia disminuyen la ingestion voluntaria (Aerts
et al., 1999). Aufrere et al. (2013) indican que una concentracion de taninos
condensados entre 50-60 g/kg MS no efecta negativamente ni a la ingestion ni a la
digestion. Ahora bien, Aerts et al. (1999) demostraron que una cantidad comprendida
entre 60-120 g/kg MS reduce la ingestion voluntaria, la eficiencia digestiva y la

productividad del animal.

El haba forrajera (Vicia faba L.) es una leguminosa fijadora del nitrégeno que mejora la
composicion del suelo y es un cultivo anual muy adecuado para la rotacién corta de

cultivos cuando se usa como ensilado (Borreani et al., 2009). Tanto en monocultivo



como asociada con raigrds italiano, representa una buena alternativa al monocultivo de
raigrds italiano como cultivo de invierno para rotar con maiz, ya que mejora la
produccién en proteina y energia, afectando positivamente la calidad de leche y
reduciendo los costes de producciéon (Baizan et al., 2015). El haba forrajera, contiene
taninos que hacen complejos con las proteinas en la dieta. Esta asociacién reduce la
degradabilidad de la proteina dietética en el rumen y reduce la excrecion urinaria de
nitrégeno, aumentando la fecal, lo que conlleva un menor efecto negativo para el
ambiente, aumentando la eficacia alimentaria (Min et al., 2003). También su unién con
enzimas cambia el contenido de la microbiota ruminal, especialmente el contenido en
protozoos responsables de la metanogénesis, disminuyendo consecuentemente la

produccién de métano (Fraser et al., 2001).

Por todo lo anteriormente expuesto, con el fin de mejorar la gestion de produccién
forrajera para alcanzar la sostenibilidad econdmica y ambiental de las explotaciones de
leche en la Cornisa Cantdbrica se estdn investigando nuevos cultivos forrajeros de
invierno como alternativas viables al raigrés italiano para rotar con el maiz el forrajero.
Estos cultivos serdn integrados en sistemas de alimentacién adaptados a las condiciones
edafocliméticas de la regién con el propdsito de obtener una buena calidad de leche de

vacuno que cumpla todos los requisitos nutricionales actuales.
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2. Objetivos

Para avanzar en este propdsito, el objetivo general de este trabajo ha sido:

Evaluar la influencia de la inclusién de ensilado de haba forrajera en raciones completas
mezcladas o unifeed sobre la ingestion voluntaria en vacas lecheras en funcién del

contenido en compuestos secundarios.

La estrategia experimental a seguir para lograr este objetivo fue dividida en dos

€nsayos:

1. Ensayo in vitro andlitico de moleculas bioactivas: Procesado, extraccion,
valoracién y cuantificacion del contenido de fenoles totales y taninos
condensados presentes en los forrajes objeto de estudio en diferentes etapas
desde la cosecha hasta su incorporaciéon en la racion: forrajes verdes,

prehenificados, ensilados e incorporados a las mezclas completas.

2. Ensayo in vivo de alimentacion de vacuno lechero:

e Comparacion de la ingestion de vacas en produccién alimentadas con tres
dietas diferentes en funcion del porcentaje de inclusiéon de ensilado de
haba forrajera.

e Efecto de la proporcion de ensilado de haba forrajera en la racion sobre la

produccién y composicion de leche de vaca.
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3. Revision bibliografica
3.1. Interés de la inclusion de las leguminosas forrajeras en las raciones de

rumiantes

Los sistemas de alimentacién basados principalmente en la utilizacién de forrajes son
econdmicamente mds competitivos, con un mayor rendimiento de los rumiantes, en

comparacion a los basados en alimentos concentrados (Girard et al., 2016).

Hoy en dia, las leguminosas forrajeras tienen un gran interés agronémico y ganadero,
con gran importancia en las raciones para rumiantes y especialmente para vacuno de
leche. Son capaces de fijar simbidticamente hasta 463 kg de N atmosférico por hectirea
y ailo. Debido a sus elevados niveles de ingestion (10 a 15 % mads que las gramineas) y
de nitrégeno, permiten mejorar el rendimiento animal, reduciendo la compra de
alimentos concentrados (Baumont et al., 2016). Son ricas en proteina, pero tienen bajo
contenido en carbohidratos y en fibra neutro detergente, y presentan un valor energético
equivalente o ligeramente inferior a las gramineas (Baumont et al., 2007). Borreani et
al. (2009) mencionaron que los ensilados de cultivos anuales de leguminosas forrajeras
mejoran los sistemas de produccidn, ya que representan una fuente barata de proteina y
almidén. Su alto contenido de sustancias nitrogenadas, se utiliza para corregir el
desequilibrio entre PDIN y PDIE, o para cubrir la baja densidad de energia en las
raciones (Baumont et al., 2016). Sus ensilados son una buena combinacién con el de
maiz, consiguiendo un equilibrio en proteina y energia y reduciendo el coste de
alimentacion (Peyraud et al., 2015). Baumont et al. (2016) anadieron que el rendimiento
de animales alimentados con raciones a base de concentrado y ensilado de maiz es
equivalente al obtenido con dietas a base de leguminosas forrajeras, lo que mejora el
aspecto econdmico. Sin embargo, otros estudios mostraron que estos cultivos pueden
tener efectos negativos sobre la ingestion segin sus niveles de inclusion en la dieta
porque pueden modificar el metabolismo de las proteinas y los lipidos en el tracto

digestivo (MacAdam y Villalba, 2015; Martin Pedrosa et al., 2016).

La incorporacién de ensilados de leguminosas forrajeras en la dieta de rumiantes puede
inferir propiedades saludables al producto, ya que, contienen 10-30 g/kg MS de AG
totales incluyendo 35 a 70 % de acido linoleico (C18:3) (Dewhurst et al., 2006). Su
inclusién en la raciéon modifica positivamente la calidad de leche y de la carne

influyendo sobre su perfil en dcidos grasos mediante la reduccion de los dcidos grasos
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saturados (AGS) y aumentando los dcidos grasos poliinsaturados (AGPI; Q3), y por lo
tanto su consumo mejora la salud humana (Molares-Almaraz et al., 2010; He et al.,
2012). Este efecto sobre la insaturacion de la grasa puede ser especialmente conseguido
con una administracion de suplementos de esparceta para la produccién de leche
inhibiendo la biohidrogenacién ruminal (Toral et al., 2016) y carne (Girard et al., 2016).
Baumont et al. (2016) afirmaron que el uso del trébol rojo en las dietas de vacuno de
engorde (raza Limousin) aumenta el Q3 en la carne un 83% en comparacién con la

alfalfa que aumenta solamente el Q3 un 16%.

Las leguminosas forrajeras también pueden ser utilizadas como alternativas
antiparasitarias para rumiantes (Lombardi et al., 2015). Ademds, las leguminosas
forrajeras tienen un efecto sobre el medio ambiente, reduciendo el impacto negativo de
los residuos animales: menores residuos de N debido a su fijaciéon bioldgica de

nitrégeno en el suelo (Baumont et al., 2016; Copani et al., 2016; Hatew et al., 2015).

Por otra parte, las leguminosas también tienen fitoestrégenos como compuestos
secundarios que afectan negativamente a la reproduccién de rumiantes, reduciendo el
rendimiento reproductivo de las vacas y las ovejas ya que causan cambios genitales,
trastornos ovdricos y abortos. Estos compuestos pueden ser secretados en la leche en
forma equol (isoflavandiol metabolizado a partir de la daidzeina por la flora intestinal
bacteriana) que juega un papel importante en la salud humana, sobre todo en las mujeres
que consumen esta leche, ya que reduce los sintomas asociados con la menopausia y

previenen la osteoporosis (Adler et al., 2014).

En los dltimos afios ha habido un interés creciente en las zonas productoras de leche de
la Cornisa Cantdbrica por incluir leguminosas en las rotaciones, destacando algunos
trabajos en Navarra, Pais Vasco, Asturias y Galicia que incluyeron cereales como
avena, centeno y triticale asociados con leguminosas como veza comun, haba y guisante
(Pifieiro et al., 2004; Sudrez et al., 2004) y que apuntan al buen comportamiento

productivo de algunas de ellas.

Basado en una revisién de Baumont et al. (2016), en la tabla 1 se muestran los efectos
de la inclusion de diferentes leguminosas en la dieta de rumiantes sobre algunos
aspectos relacionados con la alimentacion, como por ejemplo el valor alimenticio de la
racion, la calidad de la conservacién del ensilado, el rendimiento animal y la calidad de

los productos, la sanidad animal y las emisiones de gases de efecto invernadero.
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Tabla 1. Efectos de la presencia de algunas leguminosas en la dieta sobre diferentes

aspectos relacionados con la alimentaciéon de rumiantes

Alfalfa Trébol rojo Esparceta  Trébol blanco
(Medicago (Trifolium (Onobrychis (Trifolium
sativa) pratense) vicifolia) repens)
Energia =0- =0- =0- +
Valor Ingestién + + + ++
alimentario
Valor de + + + +
NITOZENO  (oxceso PDIN)  (exceso PDIN) (exceso PDIN)
Calidad de Heno =o- =o- =o- NR
conservacion Ensilado =0- =0+ =0+ NR
Produccion = = =0- ++
Rendimientos de leche
del animal crecimiento / = = =0- ++
engorde
Riesgo de St St No Si
meteorismo
Sanidad Parasitismo = = + =
Reproduccién ? ? NR ?
Perfil de AG =0+ =0 ++ =0+ =0+
Calidad de la = = NR NR
Calidad de canal
productos
Calidad = 0 — (corderos) = NR =0-—
sensorial de
(corderos)
carne
Nitrégeno - =0- =04 -
Emisiones
Metano =0+ =0+ =0+ =0+

(Fuente: Baumont et al., 2016).

(++, +, =y - indican, respectivamente, respuestas muy positivos, positivos, neutras o negativos o en
comparacion con los cereales forrajeros o hierba; NR = no especificada; ?= no se sabe)
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3.2. Inclusion del haba forrajera (Vicia faba L.) en las dietas de vacas lecheras

3.2.1. Caracteristicas agronémicas del haba forrajera

Segtin Muehlbauer y Tullu (1997), el haba forrajera de la especie Vicia faba L. es una
leguminosa forrajera anual de porte erecto con uno o mads tallos huecos, que puede
crecer hasta una altura de 1,5-2 m, con flores grandes, de color blanco con manchas de
color purpura oscuro. Un grupo de flores puede producir hasta cuatro vainas verdes y
grandes (de 18 a 20 cm de largo y de 1 a 2 cm de ancho) que se vuelven oscuras, de
marrén a negro, en la madurez. Cada vaina contiene de tres a cuatro semillas (Louw,

2009).

Posee una fuerte raiz principal pivotante y muchas raices laterales fibrosas que exploran
hasta una profundidad de 90 cm desde la superficie del suelo, que le permite aprovechar
los minerales del suelo y que puede enriquecer el suelo en humus y en nutrientes
mejorando su capacidad de intercambio catidnico gracias a su sistema radicular que

bombea nutrientes y agua hacia la superficie de manera eficaz.
En las fotografias 1 a 4, se muestran diferentes detalles de la planta del haba forrajera.

El haba forrajera se cultiva en suelos oscuros de textura ligera y responde muy bien al
riego (McVicar et al.,, 2013). Se siembra a mediados o finales de otofio y crece
lentamente durante principios del invierno (Matthews y Marcellos, 2003). Segin estos
autores, se puede aplicar fosfato con la semilla en el momento de la siembra, a tasas de
15-20 kg/ha de fosfato. La fertilizacién con zinc a la siembra se recomienda con un
minimo de 5 kg/ha en los suelos arcillosos, también es recomendable aplicar 150 g/ha

de molibdato de sodio si no se aplicé el molibdeno previamente en la rotacion.

Durante el desarrollo del cultivo requiere una atencidn especial, ya que es sensible a
muchas plagas y enfermedades, como la pudricién de la raiz, nematodos de tallo y

también a la presencia de malas hierbas (Muehlbauer y Tullu, 1997).

Si hay precipitaciones razonables, el cultivo puede no necesitar riego hasta principios de
la primavera. Hay que comprobar los niveles de humedad del suelo a partir de
principios de agosto (previo a la siembra en otofio) y aplicar el primer riego tan pronto

como sea necesario (Matthews and Marcellos, 2003).
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Fotografia 1. Monocultivo de haba forrajera en fase de desarrollo (Foto SERIDA)

Fotografia 2. Detalle de las flores de una Fotografia 3. Detalle de la raiz de una planta
planta de haba forrajera de haba forrajera en la que se aprecian los
nodulos de Rhizobium
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Fotografia 4. Envergadura del cultivo de habas forrajeras en el momento de la

cosecha

El haba forrajera es una leguminosa muy productiva (5-8 t MS de forraje/ha/afio). No
requiere fertilizacién nitrogenada, ya que fija el N simbidticamente gracias a su
asociacion con las bacterias del género Rhizobium presentes en el suelo (Fotografia 3).
Fija de 150 a 320 kg de nitrégeno/afio que, posteriormente, libera durante su
crecimiento. Actia ayudando a tomar elementos minerales del suelo, mejora las
propiedades fisicas del mismo, enriqueciéndolo en humus y en nutrientes y mejorando
su capacidad de intercambio catidénico (Mijangos et al., 2015). En trabajos, realizados en
el SERIDA, Martinez-Ferndndez et al. (2005) y Baizdn et al (2015), observaron
rendimientos similares en la produccién de forraje entre el corte Unico de haba forrajera

en monocultivo y la produccién acumulada de dos cortes de raigrés italiano.

Se considera una leguminosa adecuada para rotar con cereales del invierno (McVicar et
al., 2013), debido a su capacidad para fijar nitrégeno de manera bioldgica (que afecta

positivamente el valor nutritivo de cultivos), al aumento de la masa radicular en el suelo
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influenciado por los nutrientes del suelo, y a su capacidad de reducir las malas hierbas y

enfermedades en el siguiente cultivo (Louw, 2009).

Segiin Matthews y Marcellos (2003), en una rotacién con trigo en Australia, esta
leguminosa aport6 270 kg de N/ha al suelo, lo que aumenté el rendimiento de la
cosecha del trigo entre 1,0 y 1,5 t/ha con un incremento del contenido en proteina entre

0,7y 1%.

También es viable en cultivo mixto con cereales, ya que la asociacién de habas con un
cereal tiene un efecto positivo en la calidad nutritiva global de los cultivos. En estas
asociaciones los cereales aportan materia seca y azucares solubles, mejorando el
coeficiente de fermentabilidad con vistas a la conservacion mediante ensilado del forraje
cosechado, mientras que la leguminosa aporte nitrégeno a la mezcla. Los principales
beneficios de estas asociaciones radican en una mayor productividad del conjunto de la
rotacion de cultivos como consecuencia del incremento de fertilidad del suelo a largo plazo
y del aumento de la biodiversidad (de la Roza et al., 2004; Martinez-Fernandez et al.,

2005; 2010; 2013b; 2014).

Segin Métivier (2014), el contenido de proteina de la asociacion de haba con un cereal
es superior a las mezclas de cereales con guisantes. Cuando se cultiva asociada con
maiz, éste presenta una longitud de la raiz, una biomasa aérea y un contenido de fésforo
mayores, ya que las habas tienen una mayor exudacién de citrato y fosfatasa dcida, lo
que sugiere una mayor capacidad para movilizar el fosforo en la rizosfera y facilitan la
disponibilidad de este elemento en el suelo beneficiando el crecimiento del maiz en la

mezcla de grano de maiz/haba (Zhang et al., 2016).

Otra alternativa es su cultivo en asociaciéon con abonos verdes, que se caracterizan por
poseer la funcién de recuperacion y reequilibrio mineral en los cultivos, asi como por
promover una mayor eficiencia en el reciclaje de nutrientes mediante su movilizacién y
solubilizacién. Su introduccién puede ser efectiva para desinfectar los suelos, controlar
insectos, hongos, nematodos y especies arvenses, mantener la fertilidad del suelo y
prevenir la erosion (Baizén et al., 2015). En este sentido, Martinez Fernandez et al. (2013)
compararon los rendimientos productivos de un cultivo asociado de habas y colza con
los dos aprovechamientos sucesivos en primavera de raigrds italiano, obteniendo 9,82
vs. 7,88 t MS/ha para las habas asociadas con colza y el raigrés italiano en monocultivo

respectivamente.

19



Cuando el cultivo estd destinado a semilla seca, se cosecha completamente maduro. En
este caso el sistema de recoleccion puede ser tirar y trillar la cosecha a mano o de modo
mecanizado. Los granos pueden estar maduros entre 90-220 dias después de la siembra
dependiendo de la localizacién (Muehlbauer, 1997). El control de gorgojos es necesario

para obtener un buen almacenamiento (UNIP, 2014).

Cuédndo se consume como forraje, se cosecha en verde en primavera. Una vez
cosechada, y en el momento de realizar los ensilados, hay que poner mucha atencién a
su manejo, la temperatura del silo debe ser monitorizada cuidadosamente ya que la
semilla puede llegar a 35 °C, lo que puede conllevar crecimiento de hongos y problemas

en la fermentacion.

3.2.2. Valor nutritivo del haba forrajera en verde y conservada como ensilado

El haba forrajera que se utiliza principalmente para la alimentacion del ganado produce
semillas pequeiias, del orden de 250-350 g/1000 semillas, y constituye un ensilado de
buena calidad (McVicar et al., 2013). Ademads de los ensilados de la planta entera, las
semillas del haba forrajera son una buena fuente de alimentacién para el ganado
(Feedipedia, 2016). Es recomendada en las raciones como una fuente protéica
alternativa a la soja en Europa (Smith et al., 2013) pudiendo sustituir al heno de avena

en dietas de las vacas lecheras en lactacion (Louw, 2009).

de la Roza et al. (2004) destacaron sus grandes nédulos de Rizhobium, porte erguido,
aporte de proteina y alta digestibilidad. Como forraje verde tiene una calidad
relativamente buena, con un contenido de proteina (PB) que oscila desde 14% a mas del
20% sobre materia seca (MS). El mayor contenido de proteina se produce en la etapa de
floracién plena y disminuye después. Su paja tiene un contenido de proteina mucho mas
bajo, de 5% hasta 11% sobre MS, con altas concentraciones de lignina y cenizas (Alibes
et al., 1990). A diferencia de la mayoria de las leguminosas, su baja capacidad tampo6n y
alto contenido en azicares solubles les confiere una ensilabilidad aceptable (de la Roza
et al., 2004; Martinez-Fernandez et al., 2010). Baizan et al. (2015) también corroboraron
estos resultados, destacando que, en comparacion con el raigrds italiano cabe destacar su
aporte protéico, con rendimientos en proteina por ha para las habas forrajeras en

monocultivo o en asociacién con raigrds italiano de 890 y 1011 kg PB/ha kg
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respectivamente, claramente superiores a los 703 kg PB/ha obtenidos con los dos cortes
acumulados de raigras italiano en monocultivo. Esto puede suponer una mejora en la
eficiencia de los sistemas de producciéon en las explotaciones lecheras, al reducir la
necesidad de concentrados y supone un descenso en los costes de produccién derivado
de la mayor cantidad y calidad del forraje al incrementar significativamente el contenido

protéico de la dieta forrajera (Martinez-Fernandez et al., 2016).

Tienen un contenido adecuado de fésforo, pero es bajo en calcio, manganeso y hierro
(Tabla 2). Cuando se comparan con cereales, su contenido de lisina es mayor y el
contenido de los aminodcidos que contienen azufre, cisteina y metionina, son bajos

(Crep6n et al., 2010).

Tabla 2. Valores medios de minerales y aminoacidos del haba

Minerales Unidad Media
Calcio o/kg MS 15
Fésforo g/kg MS 5,5
Potasio g/kg MS 11,5
Sodio g/kg MS 0,1
Magnesio g/kg MS 1,8
Manganeso mg/kg MS 10
Zinc mg/kg MS 34
Cobre mg/kg MS 13
Hierro mg/kg MS 75
Aminoacidos
Cistina g/kg protein 12
Lisina g/kg protein 62
Metionina g/kg protein 8

(Fuente: Feedipedia, 2016).

Segtn (Louw, 2009), la proporcién de fibra neutro detergente (FND) se incrementa con
el aumento de la edad de la planta, mientras que la proporcion de fibra dcido detergente

(FAD) se mantiene constante o disminuye ligeramente con el aumento de madurez de la
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planta. Su valor energético es equivalente a los granos de cereales, especialmente a la

cebada, lo que confirma su eficacia como fuente de energia (Sauvant et al., 2004).

McKnight y MacLeod, (1977) afirman que, en vacas Holstein lactantes alimentadas con
ensilado de haba o ensilado de gramineas, la digestibilidad aparente de la materia seca,
proteina y energia, y las proporciones de 4acidos grasos voldtiles del rumen son
similares. Brunschwig y Lamy (2003) reportaron que una suplementacion de haba en la
dieta de vacuno lechero permite un incremento en la ingestion de materia seca de 1,2 kg

/dia.

En la tabla 3 se muestran los valores de digestibilidad, energia y degradabilidad del

haba forrajera destinada a la alimentacién de rumiantes.

Tabla 3. Valor nutritivo del haba forrajera para rumiantes

Media Intervalo DE N

Digestibilidad de MO (%) 91,1* 87,2-96,3 2,6 14
Digestibilidad de la energia (%) 89,8*  83,0-92,9 3,0 14
Energia metabolizable (MJ/kg MS) 13,3*  12,5-14,5 0,6 12
Digestibilidad del N (%) 78,9

Fraccion soluble a (%) 53,8 30,0 -79,0 21,5 5

Fraccion lentamente degradable b (%) 384  14,1-70,0 25,8 5

Tasa de degradacion c (h™) 0,092 0,70-0,110 0,015 5
Degradabilidad del N (K= 4; %) 80,0+  64,0—92,0 11 5
Degradabilidad del N (K= 6; %) 77,0%  72,0-93,0 7 17

(Fuente: Adaptada de Feedipedia, 2016).

El asterisco * indica que el valor medio se obtuvo mediante una ecuacién; DE: desviacion estandar; N:
nimero de muestras.

Cuando se compara con otra leguminosa habitualmente utilizada como el guisante
forrajero (ver tabla 4), los resultados analiticos muestran un valor nutritivo superior para
los guisantes, con mayor contenido en proteina (23,4% vs. 18,1%, P<0,01), menor

cantidad de fibra neutro detergente (41,3% vs. 47,7%, p<0,05) y mayor digestibilidad de
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la materia orgdnica (77,9% vs. 53,6%, p<0,001), lo que se traduce también en un aporte
energético superior (11,1 vs. 7,9 MJ/kg MS, P<0,001). Con respecto a la ensilabilidad, a
igualdad de capacidad tampdn en ambos forrajes (250 y 242 meq/kg de MS, P>0,05),
las habas presentan mayor contenido en azticares solubles que los guisantes (12,88% vs.
9,45%, P<0,05), lo que significa que disponen de mayor cantidad de sustrato para que
los microorganismos presentes en el forraje lleven a cabo la fermentacion lactica y, por
tanto, tendrdn mayor facilidad para ensilar correctamente. Tras un periodo de
fermentacion, en los ensilados resultantes se mantienen las diferencias entre forrajes
(ver tabla 5). Asi, el ensilado de guisante mantiene mayores contenidos en proteina,
digestibilidad y aporte energético que el ensilado de haba (Martinez-Fernandez et al.,
2016). Segun Fraser et al. (2001), aunque la ingestion voluntaria es similar en los dos
tipos de leguminosas forrajeras la digestibilidad de guisantes es superior en

comparacion con el haba, asi como la retencion de nitrégeno.

Tabla 4. Valor nutritivo, digestibilidad, aporte energético y caracteristicas de

ensilabilidad de habas y guisantes forrajeros en el momento de la cosecha

Forraje PB FND  Dvivo EM AzSol CT

90sms %0sms %o MJ/kgMS Y%sms meqNaOH/kgMS
Haba forrajera 18,1 47,7 53,6 7.9 12,9 242
Guisante forrajero 234 41,3 77,9 11,1 9,5 250
P *% * *xk *oxk * ns

(Fuente: Martinez-Fernandez et al., 2016).

PB: Proteina bruta; FND: Fibra neutro detergente; Dvivo: Digestibilidad in vivo predicha; EM: Energia
metabolizable; AzSol: Azicares solubles; CT: Capacidad tamp6n. P: significacion estadistica; ***: P<0,001;
*%: P<0,01; *: P<0,05; ns: P>0,05.
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Tabla 5. Produccion de efluente, caracteristicas nutritivas y fermentativas,

digestibilidad y aporte energético estimado de los ensilados de habas y guisantes,

ambos en monocultivo

Forraje (F) Haba (H) Guisante (G) P

Efluente (I/t de forraje) 14,17 21,97 ns
pH del jugo 3,89 4,37 *k

Materia seca (%) 21,66 25,55 ns
Cenizas (%sms) 8,58 10,31 Hakk
Proteina bruta (%sms) 16,60 22,29 Hk
Fibra bruta (%sms) 32,59 26,46 Hakk
Fibra neutro detergente (%sms) 54,18 38,23 HokE
Fibra acido detergente (%sms) 41,98 35,18 Hk
Materia organica digestible (%) 67,76 53,65 oo
Digestibilidad in vivo de la MO (%) 69,46 81,76 otk
Energia metabolizable (MJ kg/MS) 10,16 11,74 oo
NH; (% sobre N total) 13,53 12,37 ns

Acido lictico (%sms) 10,83 8,46 ns

Acido acético (%sms) 1,63 1,92 ns

(Fuente: Martinez-Fernandez et al., 2016).

MO: Materia orgénica; %sms: datos referidos a materia seca residual;
P: significacidn estadistica: ***: P<0,001; **: P<0,01; ns: P>0,05.

3.2.3. Contenido de moléculas bioactivas de las leguminosas

Una caracteristica de las leguminosas forrajeras es su contenido en moléculas
bioactivas. Dentro de este grupo de componentes secundarios, los mds comunes son los
taninos condensados (TC). En la tabla 6, se muestra el contenido de taninos

condensados en diferentes especies forrajeras segin diferentes autores siguiendo el

método de extraccion de Butanol-HCI.

24



Tabla 6. Contenido en taninos condensados de algunas leguminosas segiin

diferentes autores

Taninos
Leguminosa condensados Referencia
(g/kg MS)
Lotus grande (Lotus pedunculatus) 50-77 Terril et al. (1992)
Terril et al. (1992)
Zulla (Hedysarium coronarium) 30-45
Barry y McNabb (1999)
47 Terril et al. (1992)
Trébol pata de pajaro (Lotus corniculatus) _
11,6 Broderick et al. (2017)
Alfalfa (Medicago Sativa) 0,5 Barry y McNabb (1999)
4.8 Feedipedia (2016)
Haba forrajera (Vicia faba L) 0,8-24 (semillas) Zitari (2008)
56,4 (semillas) Molina Acaide (2016)
13,6 Theodoridou (2010)
Esparceta (Onobrychys viciifolia) .
35,6 Copani (2015)
Trébol rojo (Trifolium Pratense) 2 Copani (2015)

En un estudio realizado por Copani (2015) sobre la esparceta, este autor no encontrd
diferencias significativas entre las concentraciones de taninos condensados al pasar del
forraje verde, a prehenificado y posteriormente al ensilado (35,6 vs. 25,6 vs. 29,6 g/kg
MS). Sin embargo, es esperable que el contenido de taninos condensados del forraje
verde sea mayor que el prehenificado y el ensilado, ya que como resultado de la
exposicion al sol durante el prehenificado, se produce una pérdida de hojas y por lo
tanto la tasa de taninos deberia disminuir. Por otra parte, durante el proceso de ensilado,
a consecuencia de la ruptura de las paredes celulares, se produce la liberacion de taninos

disminuyendo su contenido.

Ademas, segtin Copani (2015), el contenido de TC en el ensilado de esparceta es mayor
que el de trébol rojo (2,4 g’lkg MS) y también que el de la mezcla de ambas leguminosas

(14,9 g/kg MS).
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En las habas, los TC se aumulan en los tegumentos de las semillas y se suelen
considerar como factores anti-nutricionales. Sin embargo, la presencia de estos
compuestos permite la proteccion de las proteinas contra la degradacion en el rumen vy,
por lo tanto, promueve la digestién post ruminal. Ademas, los TC tienen otros efectos
beneficiosos sobre la sanidad del animal, el suelo y el medio ambiente en general

(Martinez et al., 2004).

El contenido de compuestos secundarios en la haba forrajera es diferente segun la
variedad utilizada. Asi, hay algunas variedades libres de taninos y otras que contienen
TC en un nivel que oscila entre 0,5 y 1% sobre MS (Tabla 7). Para diferenciar entre
variedades libres o con presencia de TC, se considera que los cultivos ricos en taninos

en Europa tienen un gran punto negro en los pétalos (Crépon et al., 2010).

Tabla 7. Composicion en compuestos secundarios (g/kg MS) del haba forrajera

Compuestos secundarios Varieded Medio Intervalo DE N
Taninos 2 0,0-6,5 2,5 15
(equivalente en 4cido tdnico) Con poco

Taninos condensados taninos 0,1 0,0-02 0,1 7
(equivalente en catequina)

Taninos 6,5 09-124 23 141
(equivalente en acido tdnico) Todas las

Taninos condensados variedades 4.8 0,1-11,3 3,6 20

(equivalente en catequina)

(Fuente : Feedipedia, 2016).

DE: Deviacién estandar, N: nimero de muestras.

3.3. Compuestos secundarios (moléculas bioactivas)

Los compuestos secundarios son metabolitos orgénicos sintetizados por determinadas
especies vegetales que no tienen un papel directo sobre su crecimiento o reproduccion.
A diferencia de los compuestos primarios, su ausencia no le impide la supervivencia, si
bien se verd afectada, incluso gravemente, porque desempeiian funciones en el
desarrollo de la planta, su ecologia o de proteccion frente predadores.

Los compuestos secundarios se sintetizan por las plantas en pequefias cantidades. Su
contenido depende de la familia, el género y la especies vegetal (Avalos Garcia y Pérez-

Urria Carril, 2009)
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Se agrupan en cuatro clases principales:
¢ Compuestos fendlicos: Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos
e Terpenos: Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales
® Glicosidos: Saponinas, glicésidos cardiacos, glicdsidos cianogénicos y

glucosinolatos

® Alcaloides: cocaina, morfina, atropina, colchicina, quinina.

En este trabajo nos centraremos en los compuestos fendlicos, principalmente fenoles

totales y taninos.

3.3.1. Compuestos fenoélicos (fenoles totales)

Los compuestos fendlicos incluyen una amplia gama de compuestos quimicos que
comprende al menos un anillo aromético al cual se unen uno o méas grupos hidroxilo. Se
encuentran presentes en todas las plantas y tienen un papel importante en el crecimiento
y en la defensa contra los predadores e insectos patégenos (Bulter, 1992). Constituyen
un grupo heterogéneo debido a su biosintesis en diferentes rutas. Los dos rutas bésicas
son la del acido siquimico, que es responsable de la biosintesis de la mayoria de los
polifenoles, y la del 4cido maldnico, que es fuente importante de fenoles en bacterias y
hongos (Taiz y Zeiger, 2006).

Existen en torno a 8000 compuestos fendlicos que varian desde moléculas simples, tales
como &cidos fendlicos o benzoquinonas a compuestos altamente polimerizados tales
como taninos y flavonoides (Ucero et al., 2007). El tipo principal de polifenoles que
estd presente en las leguminosas y los cereales son los flavonoides y los taninos (Ucero
et al., 2007).

Los compuestos fendlicos se valoran mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu ya que los
fenoles se oxidan en este reactivo. La reaccion es de 6xido-reduccion en la cual el ion
fenolato es oxidado bajo condiciones alcalinas, mientras que el complejo
fosfomolibdico-fosfotingstico en el que el reactivo de Folin se reduce, produce una

solucién coloreada de azul (Singleton et al, 1991).
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3.3.2. Taninos

Los taninos son grupos muy complejos de compuestos secundarios de las plantas que

pueden ser consumidas por los rumiantes (Hervas, 2001).

Los taninos son polimeros polifendlicos de grupo de los flavonoles, derivados de los
flavonoides, solubles en agua, de peso molecular relativamente elevado y una
complejidad variable (Makkar, 2003). Se situan en las vacuolas de las células vegetales

y estan presentes en algunas leguminosas (Aufrere et al., 2013).

Estos compuestos forman complejos con proteinas principalmente y, en menor medida,
con hidratos de carbono debido a la presencia de un gran nimero de grupos hidroxilo

fendlicos (Patra y Saxeana, 2011).

Segin Hervés (2001) hay dos tipos de taninos (Figuras 1, 2)
Taninos condensados Procianidinas
Prodelfinidas

Galotaninos

Taninos hidrolizables L
Elagitaninos
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Figura 1. Clasificacion de taninos
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(Fuente: Patra y Saxeana, 2011).
Figura 2. Unidades monoméricas de taninos condensados (catequina y

galocatequina) e hidrolizables (acido galico y aido elagico)
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Los taninos condensados estdn mas distribuidos en la naturaleza que los taninos
hidrolizables y se encuentran en las hojas de arboles, arbustos y leguminosas.

Las proantocianidas (oligomeros y polimeros) son compuestos polifenélicos conocidas
por el nombre comin de taninos condensados. Las proantocianidas se componen de
flavonoles conectados a través de un carbono interflavdnicos y son resistentes a la
hidrolisis. Las unidades de flavonoles se dividen en dos grupos segin el nimero de

grupos de hidroxilo en el anillo B (Mueller- Harvey y McAllam, 1992).

Se les llama procianidinas (PC) cuando estdn formadas a partir de oligdmeros de
catequina y epicatequina y los dos grupos hidroxilo estan presentes en el anillo terminal,
mientras que se llaman prodelfinidinas (PD) cuando se forman a partir de galocatequina
o epigalocatequina y cuando tres grupos hidroxilo estdn presentes. Se clasifican en
formas isoméricas cis y trans: la forma cis estd relacionado con los grupos de
sustitucién en la misma direccion, mientras que la forma trans se relaciona con los

grupos de sustitucion en la direccion opuesta (Mueller-Harvey, 2006).

Los taninos hidrolizables son raros en la naturaleza o existen en cantidades limitadas.
Se encuentren mds en hojas, frutas, y vainas de las plantas (Min et al., 2003). Se
componen de un nicleo compuesto por un glicido, produciendo una esterificacién de

grupos hidroxilo con acidos fendlicos como el dcido galico y eldgico (Hervéas, 2001).

La toxicidad de los taninos depende del tipo y la dosis. El peso molecular de los taninos
varfa de 500 a 3000. Los taninos hidrolizables son mds t6xicos a causa de su bajo peso
molecular en comparacién con taninos condensados que son menos absorbentes a causa

de su elevado peso molecular (Reed, 1995).

La solubilidad de los taninos en agua depende de su peso molecular y su grado de
polimerizaciéon. También son solubles en acetona y alcoholes, Por lo tanto, el
rendimiento 6ptimo de la extraccion se obtiene generalmente por soluciones de acetona-

agua o metanol-agua.
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3.3.2.1. Métodos analiticos de medida de taninos

Existen diferentes metodologias para la cuantificacion del contenido en taninos presente
en una especie vegetal que incluyen métodos colorimétricos, comatrograficos, quimicos

y bioldgicos y que se detallan a continuacidn:
¢ Ensayo del acido butanol (HCI-butanol)

Makkar y Beever (2013) mencionaron que Bate-Smith fue la primera persona que
desaroll6 este método, en 1954, con el objetivo de detectar los taninos en los tejidos de
plantas. Posteriormente Porter et al. (1986), desarollaron un método que se basa en la
despolimerizacién oxidativa del 4cido clorhidrico catalizador (HCl) de los taninos
condensados. Se considera como el método mas utilizado y conocido para cuantificar
los taninos condensados. De hecho, su principio consiste en una extraccion acetona-
agua y una despolimerizacién oxidativa del 4dcido clorhidrico catalizador (HCl) de los
taninos condensados, produciendo un color rojo (antocianinas) medido por
espectrofotometria (Terrill et al., 1992). Este método puede medir el contenido de los

TC totales de los alimentos fescos o conservados.

Copani (2015), menciond algunas limitaciones de este método: en primer lugar, el
rendimiento del color puede verse afectado por la estructura de los TC, en segundo
lugar es dificil tener extractos puros para un gran numero de especies. Adémas, la
temperatura, la extraccion, el tipo y el porcentaje del solvente pueden afectar los
resultados, y es un método analitico largo que necesita 3 horas de incubacién. Con el fin
de mejorar el color rojo de las antocianimas, Grabber et al. (2013) modificaron el
método de HCl-butanol sustituyendo el HCI por 50% (v/v) acetona/agua con la adicién

del hierro en el medio de extraccion.
¢ Ensayo de vainillina

Como los TC tienen la capacidad de unirse con numerosos compuestos, este ensayo esté
basado en su reacciéon con la vainillina formando complejos coloreados. Este
procedimiento de la vainillina-HCI es inadecuado para determinar los taninos unidos a
la fraccion fibrosa ya que no hay desarrollo de color con esta fraccion (Terrill et al.,

1992).
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Sun et al. (1998), con el propdsito de optimizar el ensayo de vainillina, afirmaron que
hay varios pardmetros importantes que pueden interferir en la reaccién vainillina-HCI,
como la naturaleza y la concentracién del 4cido, la temperatura, la concentracién de la
vainillina, el contenido de agua y el tiempo de reaccién. Otra cosa a tener en cuenta es
la reaccion de la vainillina con las catequinas y con proantocianidinas ya que la cinética
de las reacciones es marcadamente diferente. Por ello, para estimar con precision las
catequinas y proantocianidinas que existen simultineamente en tejidos de la planta, es

necesario separarlas unas de otras.
e Reaccion de Tiolisis

Esta reaccion estd basada en la rotura del enlace interflavonal TC por accién del
mercaptano de bencilo que divide las moléculas de los TC en flavonoles monoméricos.
Una vez que la degradacion tiolitica se termina, los extractos obtenidos son analizados
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccion mediante
espectrometria de masas (HPLC MS) para obtener la informacién estructural (Copani,

2015).

Engostrom et al. (2014) desarrollaron un método de ultra—rendimineto por
cromatografia de espectrometria de masas en tandem (HPLC MS) con el fin de analizar
los taninos cualitativa y cuantitativamente de una manera rapida. Este método requiere
una pequeiia cantidad de material vegetal para el ensayo y un tiempo menor de andlisis
ya que el tiempo necesario para un andlisis completo de TC precisa tan sélo de 10

minutos.
» Ensayo de la precipitacion de la proteina o de difusion radial

Hagerman (1987) desaroll6 un método sensible y especifico para cuantificar los taninos
que se basa en la difusién de taninos en una proteina contenida en un gel, de manera que
se desarrolla una precipitacién visible en forma de disco. En este método, se pone el
extracto vegetal con el gel en un pocillo formando un complejo entre los taninos y la
albimina de suero bovino embebido en una solucién de dgar. Los taninos del extracto
de la planta se difunden en el gel y se unen con la proteina. Como resultado de esta
unién se forma un circulo opaco cuyo didmetro serd proporcional a la cantidad de
taninos en el extracto. Este método analitico es sencillo, ademds ningtino de los dos

complejos ni reactivos requieren equipamiento instrumental.
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» Meétodo del polietilenglicol

Este método consiste en la incubacién con un agente tanino-complejante como es el
polietilenglicol (PEG). En este método, el polietilenglicol, en un sistema de
fermentacion ruminal in vitro, tiene la capacidad de unirse a los taninos y romper los
complejos tanino-proteina. Tras la ruptura, la diferencia entre la liberacién de gases y la
produccion de la masa microbiana en ausencia y presencia de PEG permite medir la

actividad de taninos dependiendo de los efectos sobre la fermentacion del rumen

(FAO/TAEA, 2000).

3.4. Efectos de los taninos en la dieta del vacuno

3.4.1. Efecto sobre la ingestion y la digestion

Copani (2015) mencioné que los taninos tienen un efecto positivo en la calidad del
ensilado, ya que limitan la degradabilidad de la proteina en el silo mejorando la
fermentacion lactica y, posteriormente, mejorando eficazmente el valor de nitrégeno del

ensilado.

Segun Lombardi et al. (2015), la ingestion voluntaria de algunos cultivos forrajeros
bioactivos (trébol y achicoria) es mayor cuando se ofrecen en forma conservada en

comparacion con el forraje fresco.

En la cavidad oral, la masticacién conduce a la ruptura de las células de los tejidos de la
planta, entonces los TC pueden unirse a las proteinas salivales, lo que reduce la
palatabilidad y el consumo debido a la sensacién seca y amarga causada por la
contraccion de los conductos salivales. Adémas, pueden formar complejos con los
carbohidratos de la pared celular no degradables por los microbios del rumen,
reduciendo la velocidad de la digestién del rumen y la ingestién voluntaria (Reed,

1995).

El contenido en TC también puede afectar el proceso fermentativo en el rumen. Asi por
ejemplo, en el estudio de Min et al. (2003), se mostré que el cambio de una dieta de
raigrds (pobre en TC) a otra de Lotus corniculatus (rica en TC) provocé una

disminucién de la poblacién proteolitica del rumen.
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Waterman (1999) mostr6 la existencia de una correlacidén negativa entre la solubilidad
de TC y su asociacién con las proteinas; es decir, que la baja solubilidad permite una
fuerte unién. Esta uniéon TC-proteinas, reduce la degradabilidad de las proteinas en el
rumen y en consecuencia permite que su contenido en el intestino sea mayor (Min et al.,
2003; Makkar, 2003). Esta proteccion de las proteinas en su paso a través del rumen
aumenta la eficiencia de produccion de las vacas. La interaccion de los taninos con las
proteinas en el tracto digestivo segtin Mueller-Harvey and McAllan, (1992), se debe a
que las proteinas tienen la capacidad de formar enlaces de hidrégeno que son estables en
el rumen a valores entre pH 3,5 y 8 y se disocian cuando el pH cae por debajo 3,5
(como en el abomaso, pH 2,5 a 3) o es mayor de 8 (por ejemplo, en el duodeno, pH 8).
La proteina liberada de este complejo proporciona los aminodcidos para la digestion y

su absorcidn en el intestino delgado a un pH de 8 a 9 (Mangan ,1988).

En este sentido, Frutos et al. (2000) trataron harina de soja con diferentes dosis (0, 1, 4,
7,9, 13 y 20%) de 4cido ténico o extracto de TC del quebracho comercial, lo que redujo
significativamente la extension de la degradacion de proteina bruta en el rumen incluso
a la dosis mds baja. Con respecto a la digestibilidad intestinal de la proteina no
degradadable, no observaron efectos negativos hasta que se alcanzé la dosis de 13% con
acido tanico. Posteriormente, Frutos et al. (2004) encontraron que la adicién de TC
(taninos de quebracho) reducen la concentracién de améniaco, con un 19% menos en el
heno de alfalfa debido a la inhibicién de la degradacion ruminal de proteinas resultando
de la alta afinidad entre los radicales hidroxilos de los grupos fendlicos y el carbonilo
grupos de proteinas. Ademads, observaron una reduccién de la produccién de los AGV

del 9%.

Cuando las ovejas se dosificaron intraruminalmente con diferentes cantidades de TC de
extracto de quebracho (0, 0,5, 1,5 y 3,0 g/kg de peso vivo por dia, equivalentes a 0, 28,
83 y 166 g/kg MS en la dieta), se encontré que todos los animales consumieron todo lo
que se ofrecid, a excepcion de aquellos que habian recibidos la dosis més alta (166 g/kg
MS). Sin embargo, el consumo voluntario era pricticamente nulo después de 5 o 6 dias

(Hervas et al., 2003).

También hay una interaccion negativa entre los TC y los carbohidratos. Una
concentracion elevada de TC reduce la digestion de los carbohidratos estructurales

facilmente fermentables, esto se puede explicar por la inactivacién de las enzimas
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microbianas extracelulares y las enzimas digestivas debido a la formacién de complejos
TC-enzimas. Adicionalmente, los TC pueden interferir con el proceso de adhesion de
las bacterias ruminales en la pared celular del forraje y por lo tanto causa una depresién

en la digestion de los carbohidratos estructurales (Bae et al., 1993).

Los TC inhiben la accién de las enzimas del fluido ruminal especialmente las pectinasas
y celulasas, sobre las leguminosas forrajeras (McSweeney et al., 2001). Con un
contenido de 400ug/ml se reduce el crecimiento de las cepas de las bacterias del rumen

(Molan et al., 2001).

La unién de los taninos con proteinas e hidratos de carbono impide la disponibilidad de
estos nutrientes a los microorganismos (Theodoridou, 2010) y también hacen enlaces
con las enzimas inhibiendo sus actividades, ademds los taninos son agentes quelantes
que pueden reducir la disponibilidad de ciertos iones metélicos (Frutos et al., 2004)
necesarios para el metabolismo de los microorganismos del rumen (Mueller-Harvey and
McAllan, 1992). Liao et al. (2004) indican que la solubilidad en agua de los TC puede

reducir su papel agente quelante de estos iones.

Diversos autores han evaluado el efectos de la presencia de TC en la dieta sobre la

ingestion voluntaria, obteniendo resultados contradictorios. Asi por ejemplo:

e Aerts et al. (1999), mostraron que los forrajes que tienen concentraciones de TC del
orden de 20-40 g/kg MS afectan postivamente el metabolismo del nitrégeno, pero
concentraciones de 60-120 g/kg MS reducen la ingestién voluntaria, la eficiencia

digestiva y la productividad del animal.

e Barry y McNabb (1999), indican que la ingesta de un forraje que contiene TC entre
20-50 g/kg MS mejora la eficiencia y la productividad de las vacas ya que aumenta
la digestibilidad de la proteina, pero una concentracion mayor a este valor reduce la

digestibilidad de la proteina dietética.

¢ Alonso-Diaz et al. (2009), afirmaron que el consumo de taninos no afecta a la

ingestion pero aumenta la seleccion de alimentos.

e Otero e Hidalgo (2004), encontraron que los taninos condensados pueden reducir la
ingestion voluntaria cuando su concentracion en los forrajes llega hasta el 6-10% de

MS.
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e Frutos et al. (2004), afirmaron que una concentracién elevada de taninos

condensados reduce la palatabilidad y la ingestién voluntaria de los alimentos.

e Aufrere et al. (2013), indican que cuando el contenido de los TC estd entre 50-60

g/kg MS no hay efecto negativo sobre la ingestion y la digestion.

Si nos centramos en los efectos sobre la ingestion y la digestién de dietas que contienen
haba forrajera, encontramos resultados prometedores, ya que la asociaciéon de la haba
forrajera con raigras italiano constituye una alternativa viable como cultivo de invierno
para rotar con el maiz, y presenta en monocultivo un mayor rendimiento de proteinas,
energia y MOD comparables a los de raigras italiano en monocultivo (Baizéan et al.,

2015).

Segin Brunschwig et al., (2004), en dietas isoprotéicas y isoenegéticas, la sustitucion de
la harina de colza por habas forrajeras no afecta ni a la ingestion total voluntaria ni a la
produccion ni la composicién de leche. Borreani et al. (2009) también mostraron que,
con los ensilados de haba forrajera, después un périodo de prehenificacion en buenas
condiciones metereoldgicas y con la adicién de un inoculante, hay una mejora en la
utilizacién de la proteina en el intestino delgado limitando su degradacién en el rumen.
Ahora bien, la tasa de inclusion maxima recomendada es del 30% de ensilado de haba

en la racion (Becker et al., 2012).

En vacas de alto rendimiento (25-30 kg de leche/dia) alimentadas con un concentrado
que contiene un 20% de habas, los factores antinutricionales no afectaron a la ingestion,
ni a la digestiéon ruminal o el metabolismo mineral (Melicharova et al., 2009). Estos
autores afiadieron que cuando la racidén con haba represent6 el 50% del suministro de
proteinas, la sustitucion de 4 kg de semillas crudas con 4 kg de semillas extrusionadas
no tuvo ningun efecto sobre la fermentacién ruminal, absorcién en el duodeno, el ileon

o la excrecion fecal, ni a la digestibilidad in vivo de la materia orgdnica (MO).
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3.4.2. Efecto sobre la produccion y la calidad de leche

Una concentracion moderada de taninos condensados (20-45 g/kg MS) permite de

aumentar la produccion lechera de las vacas (Min et al., 2003).

Respecto a la calidad de la misma, Buccioni et al. (2010) y Toral et al. (2016) afirman
que los taninos tienen el poder de inhibir el ultimo paso de la biohidrogenacién ruminal
de los AGPI y por lo tanto favorecer una concentracion elevada de CLA (cis 9 trans 11
18:1) en leche sin afectar la digestion de la dieta. Cuando la dosis de taninos es 6 a 8 %
de la MS, hay una acumulaciéon de CLA y cuando la dosis es del orden de 2-4-6 8 % de

la MS, la concentration de los AGPI totales aumenta en la leche (Carreiio et al., 2015).

Arrigo y Dohme (2009) demostraron que la produccion de leche y de grasa en vacas que
han ingerido alfalfa y esparceta, con un mayor contenido de taninos, es menor en
comparacion con las que consumieron semillas de sorgo. Cuando vacas lecheras se
dosificaron diariamente con 163-326 g de Acacia mearnsii, su produccion total de leche
y también de grasa y proteina se redujo (Grainger et al., 2009). Sin embargo, Benchaar
y Chouinardt (2009) confirmaron que la inclusién de 150 g/dia de TC procedentes de
arboles de quebracho, en dietas de vacuno lechero, no altera el perfil de dcidos grasos de

la leche.

Con respecto a la utilizaciéon de haba forrajera, McKnight y MacLeod, (1977) indican
que las vacas alimentadas con ensilado de haba forrajera producen la misma cantidad de
leche y contenidos de proteina y sélidos totales similares a las alimentadas con
ensilados de gramineas, pero con un contenido mds alto de grasa. Sin embargo
Melicharova et al. (2009), no encontraron efectos significativos al afiadir haba a la

mezcla de dietas sobre la produccion de leche y sus componentes individuales.

La tabla 8 muestra que el haba forrajera tiene una concentracion de acido linoléico
superior al raigrds italiano, a la vez que presenta menores contenidos en &4cido
linolénico, lo que supone una ventaja para lograr productos lacteos saludables ya que el
primer derivado de la biohidrogenacién del 4cido linoléico en el rumen es el CLA y la
ingesta por las vacas de forrajes ricos en 4cido linoleico causa un incremento lineal de la

produccion de CLA en la leche (Morales-Almaraz et al., 2010).
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Tabla 8. Perfil de acidos linoléicos y linolénicos (g/100 g acidos grasos) del haba
forrajera (monocultivo y en asociacion) en comparacion con el monocultivo de

raigras italiano

Acidos grasos Raigras italiano Raigras italiano+ Haba forrajera
Haba forrajera

Acido linoléico 11,07 18,74 25,93
Acido linolénico 65,85 53,07 35,04

(Fuente: adaptada de Baizan et al., 2015).

3.4.3. Efecto sobre el rendimiento y la calidad de carne

Baumont et al. (2016) confirmaron que los TC juegan también un papel importante en la
alimentacién de vacuno de carne. El engrasamiento de las canales (grasa intramuscular
e intermuscular) de carne de vacuno suplementados con leguminosas bioactivas son
mayores y estdn mds coloreadas en comparacién con los animales suplementados con
soja. Los TC permite un mejor perfil de AG de carne, promoviendo el contenido de
CLA, ya que tienen el poder de inhibir la biohidrogenacién ruminal con mayor

contenido de AGPI en detrimento de los AGS (Baumont et al., 2016).

3.4.4. Efecto sobre la sanidad animal

Un consumo elevado de TC se considera como una solucién para los animales que
sufren de una intoxicacion grave (Hervas et al., 2003). Sin embargo, un consumo
elevado de estos compuestos puede influir negativamente en otras funciones del
organismo y especialmente la ingestion y la digestion, por eso se debe elegir una

cantidad razonable.

El meteorismo es un riesgo para la sanidad animal que se produce en el caso de ausencia
de TC (Baumont et al., 2016) y se puede frenar con el uso de leguminosas (baja en fibra
y alta en proteinas). Esta patologia es el resultado de la interaccién entre los microbios
del rumen y las particulas finas del forraje, especialmente en el pastoreo de pastos ricos
en leguminosas, formando una espuma que permite la acumulaciéon de gas. La

agregacion de los TC con la proteina permite la proteccién contra el meteorismo,
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usando un contenido del orden de 1 a 5 g/lkg MS (Waghorn y McNab, 2003; Mueller-
Harvey, 2006).

Otro efecto positivo de los TC es su accion sobre el control de parasitos intestinales
(nematodos gastrointestinales). Es un efecto indirecto debido a la estimulacién de la
respuesta inmune mediante el aumento de la proporcién de proteina en el intestino
(Provenza y Villalba, 2010). Hoste et al. (2006) demostraron que los TC forman enlaces
con las proteinas y ademds se unen a las macromoléculas de la cuticula o funda de las
larvas, inhibiendo su desarrollo y también a las enzimas secretadas por los gusanos,

bloqueando asi su actividad.

Algunas leguminosas forrajeras como Lespedeza cuneata, que tiene una concentracion
de 50 g TC/kgMS, permiten reducir el nimero total de huevos depositados con las heces

hasta eliminarlos totalmente (Min y Hart, 2003).

La suplementacion de dietas de cabras, en pastoreo continuo en zonas de montaia del
norte de Espafia, con brezo, que contiene un 6,4 % de taninos, influye positivamente en
la sanidad de estos animales, reduciendo el nimero de huevos de nematodos en heces
(Figura 3). Ademads, permite disminuir la tasa de mortalidad del ganado (Frutos et al.,

2008)
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N°de huevosde
Altura de Pasto nematodos enheces

12 e 3000

o No suplementada con brezo

* Suplementada con breze LY

b S0

Mayo Junio Julio Agosto Septiembre

(Fuente: adaptada de Frutos et al., 2008).

Figura 3. Relacion entre la cantidad de huevos de nematodos intestinales en heces
(FEC; huevos/g; linea sélida) y la altura de pasto (cm; linea discontinua) en cabras

de pastoreo cuyas dietas suplementadas o no con brezo (64 g TC/kgMS)

3.4.5. Efecto sobre los residuos animales

Copani (2015) confirmé que los ensilados de leguminosas, que contienen compuestos
secundarios (taninos), mejoran la fermentacion, la calidad del ensilado, reduciendo la
degradacion de las proteinas en el silo con menos perdidas de nitrégeno hacia el medio

ambiente.

Existen numerosos estudios que han demostrado que los taninos reducen las emisiones
de CHy4. Los TC pueden modificar el perfil de los AGV, reduciendo el nimero de
protozoos en el rumen. El hidrégeno disponible que sirve como un sustrato para las
arqueas metanogénicas se reducird, y, por lo tanto la cantidad de métano producida
disminuye (Bhatta et al., 2009). Baumont et al. (2016) indicaron que los TC presentes
en algunas leguminosas (concretamente en la esparceta si su concentracion es del orden
de 2 % de MS), tienen un efecto contra la metanogénesis. En este sentido, un estudio in
vitro en el que se utilizé esparceta (Theodoridou et al., 2010) y otro in vivo utilizando
algunas leguminosas (Waghorn, 2008) confirmaron el papel de los taninos reduciendo

la metanogénesis indirectamente a causa de su poder como agente quelante con los
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protozoos del rumen y por lo tanto la formacién de metano que disminuye

significativamente.

Los TC tienen también un efecto postivo sobre el medio ambiente debido a su
capacidad de reducir la excrecién del nitrégeno urinario y aumentar el fecal, que se
considera menos contaminante, con menos emisiones gaseosas (NH3;, NO) y menos
contaminacion del suelo y del agua subterrdnea por los residuos de nitrégeno urinario
que son demasiado contaminantes (Baumont, 2016). Sin embargo, Fraser et al. (2001)
encontaron que debido a la elevada solublidad y degradablidad de la proteina bruta de
los ensilados de haba forrajera, las cantidades de la excrecién del nitrégeno son

superiores en la orina (15 g/dia) en comparacién con aquellos en las heces (10 g/dia).
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4. Materiales y métodos
4.1. Evolucion de moléculas bioactivas en el forraje segiin su procesado

4.1.1. Material vegetal

El ensayo analitico se realizé sobre tres forrajes diferentes: raigrds italiano (Lolium
multiflorum, Lam.; RI), haba forrajera (Vicia faba, L.; HB) e intercultivo de haba
forrajera (60%) y raigrés italiano (40 %); (RI+HB) cultivados en la finca experimental
del SERIDA de Villaviciosa (Ver fotografia 5). Los forrajes obtenidos tras la cosecha,
fueron analizados tras el corte directo, tras un periodo de prehenificacién de 24 horas
para eliminar el exceso de humedad antes de la elaboracién de los correspondientes
ensilados y tras un periodo de fermentacion de 170 dias. Asi mismo se llevé a cabo el

andlisis de las raciones unifeed derivadas de cada tipo de ensilado.

Raigras italiano Intercultivo de Haba forrajera
en monocultivo Raigras italiano en monocultivo
+ haba

Fotografia 5. Esquema de localizacion de los cultivos forrajeros objetos del

estudio en la finca experimental del SERIDA en Villaviciosa
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4.1.2. Toma de muestras

Para cada tipo de cultivo, el forraje se muestre6 en 3 zonas diferentes de cada parcela:
baja, media y alta, lo suficientemente separadas entre si como para considerarse
repeticiones independientes. En el momento de la cosecha (primavera de 2016) se
tomaron muestras de los forrajes tanto en corte directo como prehenificados durante 24
h. En la parcela con raigras italiano se lanzd, en cada zona de muestreo, al azar y cinco
veces una vara de aluminio de 2 m de largo. La hierba fue segada a la altura del suelo
con una segadora manual con un frente de corte de 10 cm, obteniéndose de este modo
una muestra de 1 m” en cada zona de muestreo. Las habas y el intercultivo de
haba+raigrds se muestred delimitando en cada una de las tres zonas un cuadrado de 1 m’
en el que se segd mediante segadora manual todo el forraje de su interior.
Posteriormente en el momento del ensayo de alimentacién y en cada periodo, que se
tomaron muestras de los ensilados y de las raciones unifeed correspondientes para el
andlisis de moléculas bioactivas. Todas las muestras fueron conservadas a -20°C hasta

que fueron procesadas para su andlisis.

En la tabla 9 se presenta el nimero de muestras tomadas y repeticiones consideradas en
cada una para el andlisis de moléculas bioactivas (contenido en fenoles totales y
taninos condensados). El andlisis se llevo a cabo en el laboratorio del Centro
Tecnolégico Forestal y de la Madera (CETEMAS) en Carbayin (Siero), donde se

analizaron las 45 muestras resultantes de manera duplicada.

Tabla 9. Numero de muestras consideradas para el analisis de moléculas bioactivas

Forraje verde Forraje Ensilados Mezclas

en corte directo prehenificado Unifeed
Muestras 3 3 3 6
Repeticiones 3 3 3 3
Total 9 9 9 18
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4.1.3. Procesado de muestras

Todas las muestras previamente congeladas a —20°C fueron liolifizadas para eliminar su
contenido en agua por sublimacion. Posterirmente, las muestras ya desecadas, fueron
molidas en un molino criogénico que requiere el uso de nitrégeno liquido para trabajar a
baja temperatura. Este proceso se realizd en la finca experimental del SERIDA de
Grado. Para proceder a la molienda, la muestra se pic6 con tijeras y se introdujo en el
molino. Tras la molienda se pesaron aproximadamente 10 g que se introdujeron en un
contenedor y se almacenaron en el congelador a -80°C para su traslado al laboratorio de

analisis hasta el momento de realizar la extraccion fendlica.

Todos los pasos de la metodologia empleada para la extracciéon de moleculas bioactivas
se resumen en la figura 4. Este método de extraccién permite separar las moléculas de
fenoles totales, fenoles de bajo peso molecular, taninos condensados y tanidos
hidrolizables. Para el objeto de este trabajo de Master s6lo se analizaron los fenoles

totales y los taninos condensados.
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Material vegetal

Raigras italiano (RI) Habas (HB) Haba+raigras (HR)
v v v v
Forraje verde en corte directo Forraje prehenificado Ensilados Mezclas completas mezcladas

W \

/

Liofilizacion

v

/

Molienda (molino criogénico)

v

1 g de muestra liofilizada y molida

v

100 mL MeOH/H,0 (1

1, viv)

v

Agitacién invertida (24 h, T* ambiente, oscuridad)

v

Filtracion mediante microfibra de vidrio GF/B 37 mm, Whatman 1821-037

v

Evaporacién de MeOH mediante un rotavapor a 35 °C

FENOLES

A

Extracto acuoso 3 mL

v

Fraccionamiento orgdnico

— FENOLES

TOTALES

Dietil éter (3x 20 mL)

v

;

BAJOPM |

LC/MS

Fraccién orgédnica
(dietil éter) Na,SO, anhidro

seca (rotavapor /concentrador centrifugo a 35 °C)

Fraccion acuosa

Acetato de etilo (3x

v

Fraccién orgénica
(acetato de etilo) Na,SO, anhidro

seca (rotavapor /concentrador centrifugo a 35 °C)

A 4

TANINOS CONDENSADOS
VAINILLINA

Fraccién acuosa

v

Liofilazion

v

METANOLISIS 4cida +HPLC (LC/MS)

TANINOS Hidrolizables

Figura 4. Esquema del procesado, la extraccion fendlica y el analisis de fenoles y
taninos condensados
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4.1.4. Extraccion fenolica

La extraccion fendlica se realiz6 seguin el protocolo de referencia descrito por Sanz et
al. (2010). Para ello, se pesé 1,0 g de cada muestra liofilizada y molida, se afiadieron
100 mL de metanol y agua 1/1 (v/v), fueron sometidas a una agitacién invertida a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 24 h utilizando un agitador REAX 2 de
Heidolph Instruments (Schwabach, Alemania). A continuacién, las muestras fueron
filtradas utilizando un disco de microfibra de vidrio GF/B de 37 mm de didmetro
(Whatman 1821-037). El metanol se evaporé mediante un rotavapor a 35 °C. Una vez
eliminado el metanol, se tomaron 3 mL del extracto acuoso (50 mL) que se conservaron
a - 20 °C para el andlisis de fenoles totales (Ver pasos de la extraccion en la fotografia

6).

Fotografia 6. Pasos de la extraccion fenélica
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El resto del extracto acuoso se dividi6 en dos alicuotas para realizar el fraccionamiento
orgénico. Sobre la primera alicuota se realizaron tres extracciones con 20 mL de dietil
éter para separar la fase orgdnica (que contiene los fenoles de bajo peso molecular) de la
fase acuosa. En la segunda alicuota se hicieron tres extracciones con 20 mL de acetato
de etilo para separar la fase organica (que contiene los taninos condensados) de la fase

acuosa (ver detalles del fraccionamiento orgénico en la fotografia 7).

A continuacidn, se eliminaron en ambas alicuotas los restos de agua de las fracciones
organicas con adicién de N,SO, anhidro para evaporaciéon del solvente organico
mediante el rotavapor a 35°C y concentrador centrifugo a 35 °C. Finalmente, se
conservaron los residuos secos en vacio a -80 °C hasta su cuantificacion mediante el

ensayo de vainillina.

Fotofrafia 7. Fraccionamiento organico con dietil éter y acetato de etilo

4.1.5. Cuantificacion del contenido de fenoles totales

Para la cuantificacion del contenido fendélico mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu, se
utilizaron las alicuotas acuosas del fraccionamiento y conservadas a -20 °C. Se utilizé
dcido gélico como patrén de referencia con el fin de expresar el contenido fendlico total
como miligramos equivalentes de 4cido gélico por gramo de materia seca (mg EAG/g

MS).
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Las concentraciones de dcido galico disuelto en agua miliQ para la curva de calibracién
fueron: 0,0125; 0,05; 0,1; 0,2 y 0,6 mg 4cido galico/mL. El orden y la proporcién de
muestra o patréon y de reactivos empleados en el ensayo de Folin-Ciocalteu fue la

seguiente:

Muestra (o patrén): H,O: Reactivo de Folin-Ciocalteu: Na,CO3; 20 % (m/v) acuoso 4,8:
59,5: 7,1: 28,6 (%, v/v/v/v). Esta proporcion es resultado de la adaptacion del ensayo a
microplaca de 96 pocillos, siendo los volimenes a adicionar en cada pocillo: 10 ul de
blanco (H,0), muestra o patrén (4cido gélico) + 125ul de HO + 15 ul de reactivo de
Folin-Ciocalteu + 60 ul de Na,CO3 20 % (m/v) acuosa.

Una vez afiadidos todos los reactivos, se llevé la microplaca al espectrofotémetro (lector
de microplacas Synergy HT de BIOTEK Instruments, Winoosk, EEUU) que incuba en
agitacion durante 30 min a 25 °C y realiza la lectura espectrofotometrica de la densidad
optica (DO) a 750 nm. Las medidas espectrofotometricas se realizaron por triplicado en
la microplaca de 96 pocillos. Cada placa contenia una curva patron ademads de las

pertinentes muestras y blancos.

4.1.6. Cuantificacion del contenido en taninos condensados

La cuantificacién de taninos condensados se realizé segin el método de Sun et al.
(1998). Los taninos condensados se analizaron en los residuos sdlidos procedentes de la
evaporacion del acetato de etilo de la fraccidon orgdnica, mediante el ensayo de
vainillina, empleando la (+)- catequina hidratada como patrén para la curva de
calibraciéon. La cuantificaciéon de los taninos condensados se expresd como ug

equivalentes de (+)- catequina por g de materia seca (ug EC/g MS).

Las concentraciones de (+)- catequina usadas para la curva de calibracién fueron: 0,015;
0,03; 0,07; 0,125; 0,25; 0,35 y 0,5 mg/mL. Las redisoluciones de las muestras,

disolucioén y diluciones de la (+)- catequina se realizaron con MeOH.

El orden y los volimenes afiadidos por cada pocillo de la microplaca de 96 pocillos
empleada en este ensayo de la vainillina fueron los siguientes: 50 uL. de MeOH
(blanco), muestra o (+)- catequina (patrén), 125 puL de vainillina 1 % (m/v, en MeOH) y
125 pL de H,SO4 25 % (v/v, en MeOH). Una vez afiadidos todos los reactivos, en el
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espectrofotometro (lector de microplacas Synergy HT de BIOTEK Instruments,
Winoosk, EEUU), la microplaca se agité durante 30 s, se dejé en reposo 15 min a 30
°C, transcrurridos los cuales se realiz6 la lectura espectrofotémetrica de la densidad

optica a 500 nm. Las medidas espectrofotémetricas se realizaron por triplicado.

4.1.7. Valoracion del contenido en taninos hidrolizables

Los taninos hidrolizables (galotaninos y elagitaninos) se analizaron en el residuo sélido
seco procedente del extracto acuoso final liolifilizado. 20 mg de este residuo se pesaron
en tubos de vidrio de 1,5 cm de didmetro y 10 cm de altura (14 mL) con tapon de rosca
resistente a alta temperatura, y se sometieron a una reaccién de metanolisis 4cida
mediante la adicién de 2 mL de metanol y 0,2 mL de 4cido sulftrico, en atmosfera de
N», a 85 °C, en bafio de aceite de agitacion en las muestras con varilla de agitacion
magnética de 1 mm x 3 mm a 500 rpm durante 3 h. Una vez atemperada a temperatura
ambiente las muestras metanolizadas se filtraron a través de filtros de PVDF Millex-HV
de 0,45 um de tamaio de poro y 13 mm de didmetro, y se guardaron a 4 °C hasta su
andlisis por HPLC. Tras la metandlisis, la mayoria de los taninos hidrolizables son
degradados a sus unidades constitutivas bdsicas, dcido gélico (procedente de los
galotaninos), que se transforma en galato de metilo por reaccién con el metanol en
medio 4cido caliente, y dcido eldgico (procedente de lod elagitaninos). Estos dos
compuestos, galato de metilo y dcido eldgico, son los que se cuantifican por HPLC para
expresar el contenido en taninos hidrolizables como miligramos de galato de metilo por
gramo de peso seco (mg GM/g PS), para los elagitaninos, y miligramos de dcido eldgico
por gramo de peso seco (mg AE/g PS), para los elagitaninos. El 4dcido gédlico también se
considerd, ya que tras la metandlisis no debe aparecer debido a su transformacién
integra en galato de metilo, pero para asegurar el 100 % de esa transformacion se

confirmo su ausencia en los cromatogramas de las muestras.

Por falta de tiempo para analizar todos los fraccionamientos realizados, en el presente
trabajo se consideran Unicamente los contenidos en fenoles totales y taninos

condensados.
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4.2. Ensayo de alimentacion de vacuno lechero
Para evaluar el efecto sobre la ingestion voluntaria del contenido en fenoles totales
y taninos condensados del ensilado de haba forrajera integrado en raciones unifeed

para vacuno lechero, se realiz6 el siguiente ensayo de alimentacidn.

4.2.1. Animales

Se utilizaron 9 vacas frisonas en el segundo tercio de lactacion manejadas en un sistema
de produccién semi-extensivo con 18 horas de pastoreo y 6 horas de estabulacién con
acceso a mezclas unifeed balanceadas. Durante el primer periodo de ensayo una de las
vacas hubo que ser retirada por un proceso patoldgico, por lo que sus datos no fueron

considerados.

4.2.2. Lugar experimental

El ensayo se llevé a cabo en la finca del SERIDA de Villaviciosa (Asturias). Las vacas
se alojaron en una cuadra con estabulacion libre, dotada de comederos individuales y
monitorizados con el fin de controlar el consumo individual de alimento y provista asi
mismo de un robot de ordefio con registro automdtico de produccién de leche y

muestreo de la misma, asi como de un dispensador de pienso suplementario.

Fotografia 8. Vacas alojadas en zona de control de alimentacién
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4.2.3. Diseiio experimental y alimentacion

El trabajo con animales se desarroll6 bajo las condiciones del Real Decreto 53/2013 de
1 de febrero, por el que se establecen las normas bdsicas aplicables para la proteccion de

los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos.

El ensayo de alimentacion se realiz6 siguiendo un disefio en cuadrado latino de 3x3 con
tres dietas con diferente nivel de inclusion de ensilado de haba forrajera que fueron
ofertadas a 3 grupos de vacas en tres periodos consecutivos de alimentacién de 21 dias,

con 14 dias de adaptacion y 7 dias de muestreo.

Los 3 grupos de animales se rotaron de manera que al final de los 3 periodos de ensayo

todos los animales recibieron las tres diferentes raciones como se muestra la tabla 10.

Tabla 10. Esquema de distribucion de raciones unifeed a los tres grupos de

animales durante los tres periodos de ensayo

Animales Periodo

| 11 111
Grupo 1 R1 R3 R2
Grupo 2 R2 R1 R3
Grupo 3 R3 R2 R1

R1: Racién 1 con ensilado de Raigrds italiano; R2: Racién 2 con ensilado de Haba forrajera; R3:
Racioén 3 con ensilado de Raigrds italiano + Haba forrajera.

Las vacas recibieron una dieta completa mezclada (TMR o unifeed) constituida por
ensilado, paja de cebada, y un pienso mezcla en las cantidades que se muestran en la
tabla 11. El célculo de la racién de los animales se realiz6 en funcién de los andlisis de
laboratorio de los diferentes componentes. Se formularon dietas isoenergéticas e
isoprotéicas segin los requerimientos del NRC (2001) que fueron consumidas en tres

periodos sucesivos por cada uno de los tres grupos de animales preestablecidos.

Ademads, los animales recibieron un pienso suplementario (no incluido en la mezcla), en
el momento del ordefio. De forma complementaria, los animales tuvieron acceso al
pasto durante 18 horas diarias en praderas polifitas. Las vacas tenian libre acceso a agua

fresca tanto en las parcelas de pastoreo como en la estabulacidn.
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Tabla 11. Cantidades de ingredientes de las diferentes raciones

(kg de MS /vaca/dia)

Ingredientes Racion 1 Racion 2 Racién 3
Ensilado de raigras italiano 5,14 -- --
Ensilado de haba -- 9,26 --
Ensilado de haba+ raigras italiano -- -- 7,41
Paja de cebada 0,64 0,64 0,64
Pienso mezcla 5,48 5,48 5,83
Pienso suplementario 3,06 3,06 3,06

*: El pienso suplementario no estd incluido en la mezcla unifeed.
Racién 1: con ensilado de Raigrds italiano; Racién 2: con ensilado de Haba forrajera; Racion 3:
con ensilado de Raigras italiano + Haba forrajera.
4.2.4. Determinaciones y controles
4.2.4.1. Control de ingestion
» Ingestion de TMR
El consumo de las TMR fue registrado mediante un sistema de monitorizaciéon de la
ingestion voluntaria basado en el descrito por Bach et al. (2004). Se compone de 9
balanzas (Mettler Toledo IND 425-CC300), de 300 kg de capacidad de pesada con una
resolucion de £ 100 g, instaladas frente a cada puesto de alimentacion. Encima de cada
balanza se coloc6 un cajon de fibra vidrio de 150 L de capacidad, que se llenaba con la
oferta diaria de TMR. La entrada a cada comedero estd dotada de un lector de presencia
(CP-15 de Circontrol) en la parte superior derecha. Dicho lector detecta el paso de un
transponder, colocado en la oreja derecha de cada vaca, cada vez que ésta entra o sale al
comedero. Registrando el tiempo de entrada y de salida, el lector permite determinar el
tiempo utilizado para comer de cada animal. Simultdneamente, el sistema se registra el
peso del alimento a la entrada del animal y a su salida, lo que permite, por diferencia de
pesos, determinar el consumo de alimento. Los datos fueron procesados usando un
programa informético desarrollado por Asturlan de Comunicaciones, S.L. (Gijon,

Asturias).

Durante la semana de muestreo, se tomaron diariamente muestras de cada racién TMR.
Las muestras se secaron en la estufa de aire forzado a 103°C durante 24 horas con el fin
de determinar el contenido de la materia seca. Desptes, estas muestras se molieron en
un molino Fritsch Pulverisette 25 a través de una criba de 0, 75 mm de luz para

posteriores andlisis al laboratorio de Nutricién Animal del SERIDA.
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» Ingestion de piensos
El consumo del pienso suplementario por los animales se registré automaticamente por

el dispensador de pienso instalado en el robot de ordefio.

Al inicio de cada periodo del ensayo, se tom6 una muestra del concentrado
suplementario. Las muestras fueron molidas en un molino Fritsch Pulverisette 14 a 1

mm de didmetro para su andlisis.

» Ingestion de forraje verde
Se realiz6 el control de produccién de pasto el primer y el dlimo dia del periodo de
muestreo, mediante el lanzamiento 5 veces al azar de una barra de 2 metros de largo
midiendo la altura de la hierba en 5 puntos a lo largo de esos 2 metros y segando la
hierba con una segadora de 10 cm de ancho a lo largo de la misma. Las muestras
obtenidas de los cinco lanzamientos fueron acumuladas hasta obtener la produccion
equivalente a 1 m* y posteriormente fueron pesadas. Se secaron a 60 °C durante 24 h
para determinar su contenido de MS (de la Roza et al., 2002), se molieron en un molino
Fritsch Pulverisette 25 provisto de un tamiz de 0,75 mm de didmetro y se almacenaron

en bolsas de plastico de cierre hermético para su posterior andlisis.

La ingestion de forraje fresco de los animales en pastoreo se estimé mediante el método
de estimacion del consumo segun los requerimientos y la respuesta productiva de los
animales (energia neta) y el valor energético de todos los alimentos ofertados (TMR,
pienso y hierba), descrito por Macoon et al. (2003). De este modo la ingestién de hierba
en pastoreo (kg MS/vaca) se estimé dividiendo la diferencia entre el total de las
necesidades del animal en energia y el aporte de la energia aportada por los alimentos
en la estabulacién, por la concentracion de energia de la hierba segin la siguiente

ecuacion:

MSI yigrea= (ENpL-ENpienso-ENTMR) / ENHiERBA

Los requerimientos de energia neta de los animales fueron estimados a partir de la
aplicacion de las ecuaciones de prediccion del NRC (2001). Para ello se aplicé el
siguiente procedimiento de ecuaciones donde los requerimientos de energia neta total
del ganado lechero (ENp) corresponde al sumatorio de las necesidades de energia

resultantes de las estimaciones siguientes:

EN, = EN, + EN, + EN,, + EN,, + EN, + EN,
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. Gestacion (EN,): segin los dias de gestacion y peso del ternero al nacimiento.

e EN,=[(0,00318 * D - 0,0352)*(PTN/45)] / 0,218
Donde:

D = dias en gestacion entre 190 y 279 dias
PTN = Peso de ternero al nacimiento en kg

. Lactacion (EN)): segun la produccién y el porcentaje de grasa en leche.

e EN;=kgde leche por dia * [0,3512 + (0,0962 * % grasa en leche)]

. Mantenimiento (EN,,): se calculé en funcién del peso metabdlico del animal
(PV*?) y el nimero de partos:

a) Vacas primiparas: ENy, = 1,2% (0,080 * PV %)

b) Vacas de segundo parto: EN, = 1,1%(0,080 * PV"")

¢) Vacas de tercer parto o mas = EN,, = 0,080 * pv®7»
Donde:

PV = peso vivo

Cambio de peso corporal (EN,,): De acuerdo con el cambio de PV se
calcularon demandas en términos de necesidades energéticas para los animales
segiin NRC (2001). Por cada kg de PV ganado fue asignado el requerimiento de
5,12 Mcal de ENp, mientras que en el caso contrario, se restaron de las

necesidades totales 4,92 Mcal de ENy, por cada kg de PV perdido.

. Actividad de Pastoreo (EN,): calculada segin la ecuaciéon sugerida por
Rochinotti (1998):
EN, = 1,2 kcal * tiempo de pastoreo (h) * PV 0.5

. Actividad de desplazamiento (ENy): los animales tuvieron que caminar una

distancia diaria promedio de 800 metros. De acuerdo con el AFRC (1993), la
estimacion de la energia neta de esta actividad puede ser calculada usando la
ecuacion:

ENg4 = 0,62 cal/ (kg PV * distancia en metros)
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La diferencia entre los requerimientos totales de ENy y la EN aportada por el consumo
del TMR vy los concentrados en la estabulacion representa la EN aportada por el forraje
consumido en pastoreo (ENpgrpa). El contenido en EN de cada alimento (TMR,

concentrados y forraje) fue calculado de la siguiente manera:

> Forraje fresco:

La energia neta del forraje fresco fue determinada aplicando la ecuacién de prediccién

de NRC (1988):

EN = (0,1569 * EM) - 0,07
Donde:
EM = Energia Metabolizable (MJ/kg MS)

El valor de la EM fue estimado segtiin el modelo de MAFF (1984) expresando el
coeficiente de digestibilidad de la materia orgdnica (Do) como porcentaje de materia

organica digestible sobre materia seca (MOD):
EM =K * MOD

Donde:
K =0,16 (para forrajes frescos y ensilados en vacas lecheras)

MOD = Materia Orgénica Digestible (%), calculada con la formula:

MOD = % MO * (Do/100)

Donde:
MO = Materia orgédnica (% MS)
Do = Digestibilidad in vivo de la materia orgédnica (%) que fue estimada por el método

de fibra neutro detergente celulasa (Riveros y Argamenteria, 1987) segin la ecuacion:

Do =5,76 + (0,57 * De) + (0,36 * FND) + (0,5 * PB)

Donde:

De = Digestibilidad enzimatica de la materia organica (%)
FND = Fibra Neutro Detergente (% MS)

PB = Proteina Bruta (% MS)
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» TMR y Concentrados :
Se utiliz6 la misma ecuacién que en el forraje verde para calcular la energia neta de

lactacion de las mezclas unifeed y los concentrados:
EN =0,1569 * EM - 0,07

Donde la EM (energia metabolizable en MJ/kg de MS) fue determinada tomando el
valor promedio de la energia metabolizable calculada segin dos ecuaciones diferentes:

MAFF (1984) y ADAS (1985)
EMmarr = 10 * (0,012 * PB + 0,031 * EE + 0,005 * FB + 0,014 * MELN)
EMapas = 11,78+(0,0654*PB)+(0,0665*EE*)-(0,0414*EE*FB) - (0,018 * CEN)
Donde:

EMmarr = Energia Metabolizable determinada segin el MAFF (1984)

EMpas = Energia Metabolizable determinada segin el ADAS (1985)

PB = Proteina Bruta (%MS)

EE = Extracto Etéreo (%MS)

FB = Fibra Bruta (%MS)

CEN = Cenizas (% sobre MS)

MELN = Materiales extractivos libres de nitrogeno (%), calculados a partir de la

férmula:

MELN = 100 - CEN - PB - EE - FB

4.2.4.2. Control de produccion de leche
La leche de ambos ordefios (mafiana y tarde) fue muestreada en dos dias alternos
durante el periodo de muestreo. Para ello se utiliz6 un muestreador automatico acoplado
al robot de ordefio. Las muestras fueron recogidas en botes de polipropileno con azidol
como conservante y enviados refrigeradas a 4 °C para su andlisis de macrocomponentes

al Laboratorio Interprofesional Lechero de Asturias (LILA, Llanera, Asturias).
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4.2.4.3. Analisis de laboratorio
> Alimentos

Las muestras de diferentes alimentos (TMR, piensos y forrajes) fueron analizadas en el
laboratorio de Nutricion Animal del SERIDA, acreditado por la Entidad Nacional de
Acreditacion (ENAC), conforme a los criterios recogidos en la norma UNE-EN-
ISO/IEC 17025 (N° de expediente LE 930) para determinar sus contenidos en principios
nutritivos mediante NIRS: materia seca (MS), cenizas (CEN), proteina bruta (PB)
(AOAC, 1984), fibra neutro detergente (FND) y fibra 4dcido detergente (FAD) (Van
Soest et al., 1991). En el pienso y la mezcla unifeed se determiné también la fibra bruta
(FB), extracto etéreo (EE) (AOAC, 1984) y el almidon (Soldado et al., 2003). La
estimacion del contenido de la energia metabolizable (EM) en todos los alimentos se
hiz6 segin ARC (1980). En todos los forrajes (frescos, prehenificados y ensilados) se

realiz6 una estimacion de la digestibilidad in vivo de la materia orgédnica.
> Leche

Las muestras de leche fueron analizadas en el Laboratorio Interprofesional Lechero de
Asturias (LILA, Llanera, Asturias) donde se realiz6 el anélisis del contenido de la leche
en macronutrientes: proteina, grasa, lactosa, extracto seco magro y urea y de células
somaticas mediante equipos de reflectancia de infrarrojo medio FTIR (infrarrojo por

transformada de Fourier) acreditados por ENAC (N° de expediente 246/LLE476).

La cantidad de leche individual producida diariamente ha sido corregida por el 4% de

grasa (Gaines, 1928) y por energia (Tyrrell y Reid, 1965):

> Leche corregida por 4 % de grasa: LCG:

LCG = (0,4*kg leche) + (15*kg grasa)

» Leche corregida en energia: LCE: 4% de grasa y 3,3% de proteina:

LCE (kg) = (0,25*kg leche) + (12,5*kg grasa) + (7,7*kg proteina)
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4.3. Analisis estadistico
El andlisis estadistico se divide en tres ejes:

» Andlisis de la calidad nutritiva de forrajes: para comparar el valor nutritivo de
los forrajes utilizados en el estudio (Raigras italiano, Haba forrajera + Raigras
italiano y Haba forrajera) segun el tipo de conservacion (Forraje verde en corte
directo, prehenificado, ensilados y raciones completas mezcladas), se realiz6 un
andlisis de varianza utilizando el tipo de forraje y el método de conservacion

como factores principales.

Y= u+ Fi + Cj + (FXC)ij+ €ijk

Donde:

Y = variable dependiente: proteina bruta, materia organica digestible y energia

u = media global

F; = efecto tipo de forraje: raigrds italiano, haba forrajera o intercultivo de haba +
raigras

C; = efecto tipo de conservacion: forraje verde, prehenificado, ensilado o racion
completa mezclada

(FxC);j = interaccioén tipo de forraje x tipo de conservacion

eijx = error estandar

» Andlisis del contenido en fenoles totales y taninos condensados de los
forrajes: con fin de valorar estos dos compuestos secunadarios en los forrajes ya
citados y valorar su evolucion segun el tipo de conservacion, los resultados de
concentraciones de fenoles totales y taninos condensados fueron contrastadas
mediante un andlisis de varianza considerando el tipo de forraje y de

conservacion como factores principales segun la formula siguiente:

Y= u+ Fi + Cj + (FXC)ij+ €ijk

Donde:

Y = variable dependiente: contenido en fenoles totales o taninos condensados

u = media global
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F; = efecto tipo de forraje: raigrds italiano, haba forrajera o intercultivo de haba +
raigras

C; = efecto tipo de conservacion: forraje verde, prehenificado, ensilado o racion
completa mezclada

(FxC);j = interaccion tipo de forraje x tipo de conservacion

eijx = error estandar

» Andlisis de la ingestion voluntaria y produccion de leche del vacuno lechero:
Para comparar la ingestiéon voluntaria en raciones del vacuno lechero y la
produccion y composicion de leche en funcién del porcentaje de inclusion del
ensilado del haba forrajera, los resultados de ingestiéon fueron contrastadas
mediante un andlisis de varianza considerando tipo de forraje y periodo como

efectos fijos y vaca como efecto aleatorio.

Y= n+ Di + Pj + (DXP)ij + Vk+ €ijki

Donde:

Y = variable dependiente: ingestion voluntaria, produccién de leche, composicioén de
leche

u = media global

D; = efecto tipo de dieta: dieta con ensilado de raigrés italiano, dieta con ensilado de
haba forrajera o dieta con ensilado del intercultivo de haba + raigrds

P; = periodo de alimentacion: 1-3

(DxP);; = interaccién dieta x periodo

Vi = efecto vaca: 1-9

eijx| = error estandar

Todos los resultados fueron analizados mediante el paquete estadistico R (R Core team,
2016).

62



RESULTADOS






5. Resultados
5.1. Valor nutritivo de los forrajes segun el tipo de conservacién
» Forraje verde

La caracterizaciéon de la composicion quimica de los forrajes verdes se presenta en la
tabla 12. En el momento de la cosecha, el contenido en materia seca (MS) fue similar
para los tres forrajes (18,28 %: raigrds italiano; 17,82 %: haba forrajera; 17,50 %:
haba+raigras). La leguminosa (haba forrajera) tal como cabia esperar, superé al raigras
italiano en contenido en proteina, tanto en monocultivo como asociada con el raigras
italiano en una proporcion (60%-40% haba-raigrés). El haba forrajera, al ser una planta
de porte erguido presenta un contenido en fibras superior al raigras. Por ello, el raigras
italiano presentd un contenido mas elevado en materia orgénica digestible (MOD) y por
lo tanto en energia metabolizable (EM) que el haba forrajera pura y su intercultivo con

el raigrés.

Tabla 12. Composicion quimica de los forrajes verdes en el momento de la cosecha

Raigrés Italiano' ~ Haba+Raigras® Haba forrajera
MS (%) 18,28 17,50 17,82
PB (% MS) 8,50 10,83 11,99
FND (% MS) 41,80 46,61 51,59
FAD (% MS) 17,47 22,59 32,66
Dvivo (%) 81,18 72,65 53,70
MO (% MS) 93,03 92,35 92,70
MOD (%) 75,52 67,10 49,80
EM (MJ/kgMS) 12,08 10,74 7,97

' Raigrds italiano de primer corte.

% Intercultivo haba+raigrds en proporcion (60%-40%).

MS: materia seca, PB: proteina bruta, FAD: fibra 4cido detergente, FND: fibra neutro detergente,
Dvivo: digestibilidad estimada in vivo de la materia orgdnica, MO: materia orgdnica, MOD:
materia orgdnica digestible, EM: energia metabolizable.
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> Prehenificado

La composicion quimica de los forrajes tras 24 horas de prehenificacion se muestra en
la tabla 13. Se observa que el intercultivo del raigras+haba tiene un contenido mayor de
MS (22,77 % vs 18,99 %: haba y 19,95 %: raigras italiano). El haba forrajera mantiene
el contenido mayor de PB. Tras la prehenificacion los contenidos en fibra (FND y FAD)
se mantienen en comparacion con los valores del forraje verde con altas concentraciones
en el cultivo de haba forrajera (fibra neutro detergente (FND): 55,65 % MS vy fibra 4cido
detergente (FAD): 33,13 % MS). No aparecen grandes diferencias con respecto al
contenido en MOD y EM en los forrajes ensayados con respecto a los observados en el

forraje verde en el momento de la cosecha.

Tabla 13. Composicion quimica de los forrajes prehenificados

Raigrés Italiano' Haba+Raigrds® Haba forrajera

MS (%) 18,95 22,777 18,99
PB (% MS) 8,53 10,02 12,58
FND (% MS) 45,49 46,11 55,65
FAD (% MS) 19,15 22,56 33,13
Dvivo (%) 77,18 71,27 50,49
MO (% MS) 92,07 90,82 91,44
MOD (%) 71,08 64,76 46,16
EM (MJ/kgMS) 11,37 10,36 7,39

' Raigrds italiano de primer corte.

*: Intercultivo haba+raigrds en proporcién (60%-40%).

MS: materia seca, PB: proteina bruta, FAD: fibra dcido detergente, FND: fibra neutro detergente,
Dvivo: digestibilidad estimada in vivo de la materia orgdnica, MO: materia orgdnica, MOD:
materia organica digestible, EM: energia metabolizable.

> Ensilados

En la tabla 14 se muestra el andlisis quimico de los diferentes ensilados. Segun el

forraje de partida se observa una diferencia entre los diferentes tipos de ensilados en
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términos de MS. El ensilado del haba forrajera tiene un contenido més elevado que su

intercultivo con el raigrds italiano y el raigrds italiano en monocultivo.

En concordancia con los resultados observados para los forrajes verdes en corte directo
y los prehenificados durante 24 h, el ensilado del haba forrajera sigue manteniendo los
mayores contenidos en proteina y carbohidratos estructurales (FND y FAD) y los

menores aportes de MOD y energia metabolizable.

Tabla 14. Composicion quimica de los ensilados de los forrajes ensayados

Raigrés Italiano' ~ Haba+Raigras® Haba forrajera
pH 3,73 4,53 4,70
MS (%) 15,49 17,04 26,10
PB (% MS) 11,24 12,34 13,41
FND (% MS) 49,46 61,02 62,31
FAD (% MS) 30,06 43,80 48,77
Dvivo (%) 82,38 62,27 59,91
MO (% MS) 88,94 89,24 90,80
MOD (%) 73,29 55,55 54,39
EM (MJ/kgMS) 11,73 8,89 8,70

' Raigrds italiano de primer corte.

% Intercultivo haba+raigrds en proporcion (60%-40%).

MS: materia seca, PB: proteina bruta, FAD: fibra 4cido detergente, FND: fibra neutro detergente,
Dvivo: digestibilidad estimada in vivo de la materia orgdnica, MO: materia orgdnica, MOD:
materia orgdnica digestible, EM: energia metabolizable.

» Raciones completas mezcladas (TMR)

En la tabla 15 se presentan los valores nutritivos de las raciones completas mezcladas
(TMR) segtn los diferentes ensilados de forrajes utilizados en su elaboracién. Se
observa que cualquiera que sea el tipo del forraje integrado en la dieta, las raciones no
muestran diferencias al nivel proteina bruta (14,75 % MS: raigras italiano; 15,39 % MS:
haba+raigras; 14,62 % MS: haba) ya que se formularon para ser isoprotéicas. Se

observa también que el contenido protéico aumenta con el proceso de elaboracion de la
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mezcla como respuesta a la inclusion del resto de ingredientes (pienso mezcla y paja de

cebada) especialmente en la TMR basada en ensilado de raigras italiano.

Las cantidades de los diferentes ingredientes también se calcularon para obtener
mezclas isoenergéticas (ver tabla 11), por lo que las diferencias en la fraccién fibrosa
con la incorporaciéon del resto de ingredientes de la racién se han atenuado con el
proposito de obtener un contenido energético similar en las 3 fracciones. Ahora bien, la
mayor proporcion de concentrado utilizada para elaborar la TMR con ensilado de
raigrds italiano que, con un contenido inferior de PB que los otros ensilados, ha
ocasionado un valor energético ligeramente mas elevado con esta racién (10,03 vs. 9,33

MlJ/kg MS por TMR con raigras y con haba respectivamente).

Tabla 15. Composicion quimica de las raciones completas mezcladas (TMR) segin

el ensilado de forraje incorporado en su elaboracion

Raigrés Italiano' Haba+Raigras® Haba forrajera’

MS (%) 29,87 30,61 35,07
PB (% MS) 14,75 15,40 14,63
FND (% MS) 41,81 47,55 48,94
FAD (% MS) 23,87 27,72 28,91
MO (% MS) 87,84 88,97 89,38
EE (% MS) 4,55 4,08 3,52
ALM (% MS) 13,44 12,60 10,63
EM (MJ/kgMS) 10,03 9,33 9,32

' Raci6n elaborada con ensilado de raigras italiano de primer corte

%: Racién elaborada con intercultivo haba+raigras en proporcion (60%-40%).

?: Raci6n elaborada con ensilado de haba forrajera

MS: materia seca, PB: proteina bruta, FAD: fibra 4cido detergente, FND: fibra neutro detergente,
MO: materia orgénica, EE: extracto etéreo, ALM: almidén, EM: energia metabolizable.
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5.2. Valores de proteina bruta, materia organica digestible y energia de los

diferentes forrajes utilizados en el ensayo

> Proteina bruta

La tabla 16 presenta los resultados del contenido en proteina bruta (PB) de los forrajes
verdes en corte directo, henificados durante un periodo de 24 horas, ensilados y de las
correspondientes raciones completas mezcladas (TMR). Como se ha indicado
anteriormente, el contenido en PB del monocultivo del haba es superior (P<0,05) al del
monocultivo de raigrés italiano (Raigrds) y al del intercultivo (Haba+Raigras). Tras la
prehenificacion, esta diferencia se mantiene (P<0,01). En los ensilados, el contenido en
PB del haba sigue siendo mds elevado en comparacién con los otros. Ademds, se
observa claramente un aumento del contenido en PB del ensilado de los tres forrajes con
respecto al forraje verde en corte directo y el prehenificado. Se trata de un aumento
pasivo como consecuencia de la concentracion de nutrientes que se ocasiona por de la
pérdida de efluentes y gases durante el proceso fermentativo. Tras la elaboracion de las
raciones completas mezcladas isoprotéicas, el contenido en PB de las tres dietas se
igual6é significativamente independientemente del ensilado integrado en la racion

(P>0,05).
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Tabla 16. Contenido en proteina bruta (% MS) en el forraje verde en corte directo,
prehenificado, ensilado y en las raciones completas mezcladas con raigras italiano,

haba forrajera e intercultivo de raigras italiano y haba forrajera

Raigrés italiano' ~ Haba+Raigrds® Haba der’ P

. 8,504 10,834 11,99°4 1,135 *
Forraje verde
Prehenificado 8,534 10,024 12,58°48B 1,008
Ensilado 11,2434 12,343 AB 13,41°48 0561 **
Raciones completas 14,75° 15,40° 14,63° 0946 NS
mezcladas
der’ 0,855 0,8939 1,039
P4 Seskosk Sesksk %

': Raigrés italiano de primer corte.

2 Intercultivo haba+raigrés en proporcién (60%-40%).

3 desviacién estandar residual. *: Significacién estadistica NS: P> 0,05; * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001.

Letras mintisculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tipo de forraje.
Letras mayusculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tipo de
conservacion.

» Materia oganica digestible

En la tabla 17 se comparan los contenidos en materia orgdnica digestible (MOD) de los
forrajes verdes en corte directo, henificados durante un periodo de 24 horas y los
ensilados. El contenido en MOD del monocultivo de raigrds en corte directo,
prehenificado y su ensilado fue superior (P<0,05) al monocultivo del haba o asociada al

raigras.

Considerando el tipo de conservacion, para el monocultivo de raigrds y el monocultivo
del haba no hubo diferencias significativas durante la transicién del forraje verde en
corte directo al ensilado (P>0,05). Para el intercultivo del haba+raigras el forraje verde
en corte directo y el prehenificado tuvieron un mayor contenido de MOD en

comparacion con el ensilado.
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Tabla 17. Contenido en materia organica digestible (% MO) en el forraje verde en
corte directo, prehenificado y en el ensilado del raigras italiano, haba forrajera e
intercultivo de raigras italiano y haba forrajera

Raigrés italiano' Haba+Raigrés2 Haba der’ p
Forraje verde 75,52 67,10°® 49,80° 1,741 ok
Prehenificado 71,08" 64,76"® 46,16 2,938
Ensilado 73,29 55,554 54,39° 3,338 e
der.’ 1,967 2,685 3,425
p NS ok NS

': Raigrés italiano de primer corte.

% Intercultivo haba+raigrés en proporcién (60%-40%).

% desviacién estdndar residual. *: Significacién estadistica NS: P> 0,05; * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001.

Letras mintsculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tipo de forraje.
Letras mayusculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tipo de
conservacion.

> Energia

En la tabla 18, se muestran los resultados del contenido en energia metabolizable (EM)
de los forrajes verdes en corte directo, henificados durante un periodo de 24 horas,
ensilados y de las correspondientes raciones completas mezcladas, asi como la energia
neta de lactacion (ENp) de estas ultimas. Considerando el tipo de forraje, hay
diferencias significativas entre los tres forrajes (raigrds, haba+raigrds, haba) en todos los
tipos de conservacion. El monocultivo de raigrds en corte directo presentd el contenido
maés elevado en EM (12,08 MJ/kgMS) seguido por el interculivo de raigrds con haba
(10,7 MJ/kgMS), que es a su vez seguido por el monocultivo haba forrajera (7,39
MIJ/kgMS).

En el haba forrajera en monocultivo y su intercultivo con raigrds, se observan
diferencias significativas en el contenido de EM entre los forrajes verdes y

prehenificados con sus correspondientes ensilados (P<0,05).

Segtin el tipo de conservacion, el contenido en EM del raigrds en monocultivo
disminuy6 significativamente (P<0,05) desde el forraje verde en corte directo hasta la

elaboracién de raciones completas mezcladas.
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Considerando la energia metabolizable, la racién completa mezclada del raigrds tiene

0,97 MJ/kg MS maés que el haba en monocultivo o asociada al raigras (P<0,01). Asi, la

energia neta de lactacion del raigrds en monocultivo es superior de 0,12 Mcal/kg MS al

haba forrajera en monocultivo o asociada al raigrds italiano. Sin embargo, esta

diferencia de energia nutricionalmente no tiene influencia en este tipo de animales.

Tabla 18. Contenido en energia metabolizable (MJ/kgMS) en el forraje verde en
corte directo, prehenificado, ensilado y en las raciones completas mezcladas y en
energia neta de lactacion de las raciones completas mezcladas (Mcal/kgMS) segiin

tipo de forraje

Raigrés italiano' ~ Haba+Raigras® Haba der’ P
Forraje verde 12,08°¢ 10,7°4 7,394 0,464  #kx
Prehenificado 11,37°8 10,36°* 7,394 0,471 ***
Ensilado 11,737 "¢ 8,89*" 8,70*" 0,532  #kx
i";czic‘iggsa:((’gﬁl)ems 10,03°* 9,33"® 932'% 0,176 **
Raciones completas 151 1.39° 1.39° 0028
mezcladas (ENp) ’ ’ ’ ’
der’ 0,261 0,362 0,493 0,059
P4 skokk skokok skskk

I Dode it -
: Raigrés italiano de primer corte.

% Intercultivo haba+raigras en proporcion (60%-40%).

3 desviacién estandar residual. *: Significacién estadistica NS: P> 0,05; * P<0,05; ** P<0,01; ***

P<0,001.

Letras mintisculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tipo de forraje.
Letras maytsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tipo de

conservacion.

EM: energia metabolizable; ENj : energia neta de lactacién.
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5.3. Contenido en fenoles totales de los forrajes y raciones completas mezcladas

En la Tabla 19 se presentan los resultados del contenido en fenoles totales de los
forrajes verdes en corte directo, henificados durante un periodo de 24 horas, ensilados y
de las correspondientes raciones completas mezcladas. El contenido en fenoles de la
leguminosa tanto en monocultivo como en cultivo asociado con raigrés italiano es
superior (P<0,001) al del raigras italiano. Tras la prehenificacion y el ensilado de los
forrajes, la concentracion de fenoles totales disminuy6 significativamente respecto a los
contenidos observados en los forrajes en corte directo. Aun asi, las diferencias entre el
ensilado de raigrds italiano y los ensilados con leguminosa en monocultivo y
leguminosa con raigrds se mantienen (P<0,01). Ahora bien, cuando se elaboran las
correspondientes raciones completas mezcladas, la concentracion de fenoles se diluyen
hasta no mostrar diferencias entre dietas en funcién del tipo de ensilado utilizado en la

elaboracion de la racion (P>0,05).

Tabla 19. Contenido en fenoles totales (mg EAG/g MS) en el forraje verde en
corte directo, prehenificado, ensilado y en las raciones completas mezcladas
elaboradas con los ensilados de los diferentes forrajes

Raigris italiano' Haba+Raigrés2 Haba der’ P!
Forraje verde 13,05 B 33,44°€ 40,72°¢ 3,263 ek
Prehenificado 7,994 17,45°® 22,258 1,048
Ensilado 10,24* AP 17,74*® 18,75°B 1,844
Raciones completas 6,87A 8,05A 9’73A 1235 NS
mezcladas
der’ 1,473 1,989 2,103
p* foksk fokok fokok

' Raigris italiano de primer corte.

% Intercultivo haba+ raigrds en proporcion (60%-40%).

Fenoles totales en mg EAG/g MS: mg equivalentes de dcido galico por gramo de materia seca.

3 desviacién estandar residual. *: Significacién estadistica NS: P> 0,05; * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001.

Letras minusculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tipo de forraje.
Letras maytsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tipo de
conservacion.
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5.4. Contenido en taninos condensados de los forrajes y de las raciones

completas mezcladas

En la Tabla 20 se presentan los resultados del contenido en taninos condensados de los
mismos forrajes. El contenido de taninos condensados del haba en monocultivo tanto en
corte directo como prehenificado es superior (P<0,05) al del raigras italiano. Tras el
proceso fermentativo del ensilado, el contenido de taninos de los tres forrajes se iguala
(P>0,05), debido a un descenso significativo de la concentraciéon de taninos
concentrados en el haba. No se observaron diferencias significativas en las raciones
completas mezcladas (P>0,05) en cuanto a la concentracién de taninos condensados. En
dichas raciones completas mezcladas los contenidos en taninos condensados
disminuyeron respecto a las cantidades presentes en los ensilados como consecuencia

del efecto dilucién con el resto de componentes que constituyen la racion.

Tabla 20. Contenido en taninos condensados (mg EC/g MS) en el forraje verde en
corte directo, prehenificado, ensilado y en las raciones completas mezcladas
elaboradas con los ensilados de los diferentes forrajes

Raigrés italiano' Haba+Raigrds® Haba der’ P*
Forraje verde 0,67°" 0,86 " 1,01°P 0,106 *
Prehenificado 0,42° A8 0,41*4 0,82°" 0,055 sk
Ensilado 0,44"" 0,450" 0,39* 0,184 NS
Raciones completas 0’24A 0,26A 0,29A 0.035 NS
mezcladas
der’ 0,122 0,103 0,071
p* *k $eskok $skok

' Raigris italiano de primer corte.

% Intercultivo haba+raigras en proporcion (60%-40%).

Taninos condensados en mg EC/g MS: mg de equivalentes de catequina por gramo de materia seca.

3 desviacién estandar residual. *: Significacién NS: P> 0,05; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001.

Letras mintsculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tipo de forraje.
Letras maytsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tipo de
conservacion.
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5.5. Efecto de componentes secundarios sobre la ingestion voluntaria

Segtn la tabla 21 no se observaron diferencias significativas entre las diferentes dietas
en el peso vivo inicial, final ni en la variacion del peso vivo diario de las vacas

(p>0,05).

El consumo de MS de pienso supementario y de hierba fueron similares (P>0,05). Los
valores de ingestion de materia seca de raciones completas mezcladas tampoco
presentaron diferencia significativa entre las dietas (10,78 kg MS/d para el raigras
italiano, 10,24 kg MS/d para el ensilado del intercultivo haba y raigrds y 10,29 kg MS/d
para el ensilado de haba, P>0,05). Como consecuencia, la ingestion total diaria de
materia seca de las vacas, incluyendo el consumo de las raciones completas mezcladas,
el pienso suplementario y el pasto fue similar entre tratamientos (26,67 kg MS/d para el
raigrds italiano, 24,92 kg MS/d para el intercultivo raigras+haba y 28,65 kg MS/d para
el haba forrajera, P>0,05).

El consumo de fenoles totales provenientes de la TMR fue diferente entre las diferentes
dietas (P<0,001), con un consumo mayor en la dieta elaborada con ensilado de haba:
98,93 g fenoles/dia frente a los 73,45 g/d consumidos con la racion de raigrés italiano,
mientras que la dieta con el ensilado de intercultivo presenté una ingesta de fenoles
intermedia. Sin embargo, el consumo de taninos condensados fue similar entre dietas

(P>0,05) con valores que oscilaron entre 2,56 - 2,88 g taninos condensados/dia.
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Tabla 21. Peso vivo corporal, consumo total de materia seca y consumo de fenoles
y taninos provenientes de la TMR de las vacas durante el ensayo de alimentacion
segun tipo de ensilado incluido en la formulacion de la racion

Raigrés italiano' Haba+Raigrés2 Haba der’ P!
PV; (kg) 656 650 652 7,718 NS
PV (kg) 658 655 660 8,965 NS
Var PV (kg/dia) 0,38 0,88 1,25 0,858 NS
TMR (kg MS/dia/vaca) 10,78 10,24 10,29 0,972 NS
Pienso (kg MS/dia/vaca) 4,29 4,14 4,10 0,264 NS
Hierba (kg MS/dia/vaca) 11,60 10,54 14,26 3,763 NS
Total (kg MS/dia/vaca) 26,67 24,92 28,65 3,624 NS
Fenoles (g/dfa) 73,45 82,16" 98,83 8,131 ¥
Taninos (g/dia) 2,56 2,61 2,88 0,249 NS

' Raigris italiano de primer corte.

*: Intercultivo haba+raigras en proporcion (60%-40%).

3 desviacién estandar residual. *: Significacién estadistico NS: P> 0,05; * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001.

Letras mintisculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tipo de forraje.

PVi: peso vivo inicial; PVf: peso vivo final; Var PV: variacién de peso vivo; MSI: materia seca ingerida.

5.6. Efecto de componentes secundarios sobre las producciones

La tabla 22 presenta los resultados de produccién y composiciéon de la leche. La
produccién de leche de las vacas difirid entre los tratamientos (34,42 kg/dia para la
racion de raigrds, 32,81 kg/dia para la racion de haba+raigrds y 32,11 kg/dia para la
racién de haba, (P<0,001). En cuanto a la composicion de la leche, no hubo diferencias
significativas (P>0,05) entre tratamientos, para los contenidos en lactosa, extracto seco
magro y tampoco para los recuentos de células somdticas. Sin embargo, el efecto
tratamiento influyd sobre el contenido de grasa y proteina de la leche (P<0,001),
obteniéndose las mayores concentraciones en el tratamiento de haba con un valor de

32,9 g/kg para la proteina y 37,1 g/kg para la grasa. El contenido de urea también fue
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diferente significativamente (P<0,001) entre dietas (212,57 mg/L para el raigras, 271,12
mg/L para el haba+raigras y 348,38 mg/L para el haba).

Tras el célculo de produccién de leche corregida al 4 % de grasa y la produccién de
leche corregida por energia no hubo diferencias significativas entre tratamientos
(P>0,05). Como el raigrds produce mas volumen de leche y el haba induce a mayores
contenidos en proteina y grasa, la produccion de grasa total del raigrds (1187 g/dia) es
similar a la del haba forrajera (1191 g/dia) y ocurre lo mismo para la proteina (1053
g/dia para el raigrds y 1056 g/dia para el haba). El contenido de grasa y proteina del
intercultivo de haba-+raigras fue menor en comparacién con ambos monocultivos (1151

g/dia para la grasa y 987 para la proteina).

Tabla 22. Produccion y composicion de la leche de las vacas del ensayo de
alimentacion

Raigrés italiano' Haba+Raigrds® Haba  d.er.”® P*

Produccion de leche (kg/dia) 34,42° 32,81° 32,11% 1,720 ek
LCG (kg/dia) 31,63 30,61 30,67 2,041 NS
LCE (kg/dia) 31,60 30,38 30,71 2,002 NS
Grasa (g/kg) 34,50° 35,10° 37,10 3,128 ek
Proteina (g/kg) 30,60° 30,10" 32,90 1,645 ek
Lactosa (g/kg) 47,40 4,76 47,20 1,794 NS
ESM (g/kg) 85,20 84,60 85,80 2,862 NS
Células (célulasx1000/mL) 73,36 82,30 96,27 52,12 NS
Urea (mg/L) 212,57* 271,12° 348,38° 10,259 #**

' Raigris italiano de primer corte.

*: Intercultivo haba+raigras en proporcion (60%-40%).

3. desviacién estdndar residual. *: Significacién estadistica NS: P> 0,05; * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001.

Letras mintsculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tipo de forraje.

LCG: leche corregida por grasa; LCE: leche corregida por energia; ESM: extracto seco magro.

77






DISCUSION






6. Discusion

6.1. Valor nutritivo de los forrajes

En términos de calidad nutritiva, no hubo diferencias significativas entre los contenidos
en MS del haba forrajera y el raigras italiano en corte directo cosechados ambos en el
estado fenoldgico considerado como Optimo para obtener la mejor combinacién entre
rendimiento (kg MS/ha) y calidad nutritiva, lo cual es coherente con los resultados de
Martinez-Ferndndez et al. (2005). El haba se coseché en el estado fenolégido de vainas

con grano y el raigrds al principio del espigado.

El haba forrajera en monocultivo o asociada al raigrds italiano presentdé mayor aporte
protéico en comparacion con el raigrds italiano en monocultivo en todos los estados de
conservacion (P<0,05). Estos resultados son coherentes con lo esperado ya que las
leguminosas se caracterizan por ser una fuente de proteina vegetal y corroboran los
resultados obtenidos por Baizan et al. (2015) en la misma zona geografica y con los
mismos cultivos invernales. También estdn en concordancia con los resultados de
Copani (2015) y Baumont et al. (2016) que afirman, en sus respectivos trabajos, que las
leguminosas tienen mayor contenido en proteina que las gramineas. Caba destacar que
el contenido en proteina bruta del haba forrajera en monocultivo obtenido en este
trabajo fue menor que el encontrado por Borreani et al. (2009) tanto en corte directo (12
% vs. 19,7 % PB sobre MS) como prehenificado (12,6 % vs. 21,0 % PB sobre MS). Sin
embargo, el contenido en PB del haba en este estudio fue similar al encontrado por de la

Roza et al. (2004) en la misma zona de influencia climatoldgica.

Con respecto a la fibra, el haba forrajera present6 contenidos en FND y FAD elevados
en comparacion con los valores obtenidos por Borreani et al. (2009). Las diferencias en
este caso pueden estar relacionadas con el estado fenoldgico en el momento de la
cosecha. En nuestro caso, para obtener buenos rendimientos en kg MS/ha, las habas se
cosecharon cuando la vaina ya estaba formada con grano semimaduro. Para ello, el
cultivo tuvo que alcanzar gran envergadura, con alturas préximas al 1,5 m, lo que
significa que para mantenerse erguido necesita un elevado contenido en carbohidratos

estructurales.

En cuanto a los aportes de materia organica digestible y energia con los resultados

obtenidos en este estudio, solamente el intercultivo de haba y raigrds puede plantearse

81



como alternativa viable al monocultivo de raigras (P<0,05), lo que estd en concordancia

con los resultados obtenidos por Baizdn et al. (2015).

En general la calidad nutritiva del ensilado de haba forrajera fue similar a lo encontrada
por Martinez-Fernandez et al. (2016) con este mismo cultivo, pero inferior a la del
ensilado de otras leguminosas como el guisante (Pisum sativum L., Martinez-Fernandez

et al., 2016) o el trébol pata de pdjaro (Lotus corniculatus L., Broderick et al., 2017).

6.2. Contenido en compuestos secundarios

El contenido en fenoles totales y taninos condensados del haba forrajera en corte directo
en monocultivo o asociada con raigrds fue superior al del monocultivo del raigras
italiano (P<0,05). Tras la prehenificacion, este contenido disminuyé hasta la mitad
probablemente como consecuencia de la perdida de las hojas durante el prehenificado.
Las hojas son el lugar de la planta donde se concentra la mayor proporcién de
componentes secundarios (Aufrere et al. 2013). La disminucién en el contenido en
taninos condensados durante el prehenificado fue mayor en el haba forrajera que en el
raigras italiano (P<0,05).

En el ensilado del haba forrajera en monocultivo o asociada con el raigrés italiano, el
contenido en estos compuestos secundarios disminuyé probablemente como
consecuencia de una liberacion parcial de estos compuestos al romperse las paredes
vegetales durante el proceso de fermentacion. Aun asi siguié siendo mas elevado que el
de raigras italiano.

Estos resultados son diferentes a los encontrados por Copani (2015), cuando analiz6 el
contenido en compuestos secundarios en la esparceta y no encontré diferencias
significativas entre contenidos en taninos condensados del forraje verde, prehenificado
y ensilado.

A pesar de las diferencias encontradas entre los diferentes forrajes, la incorporacion de
los nuevos ingredientes en la elaboracién de las mezclas unifeed, diluy6 las diferencias
hasta el punto de no encontrar diferencias significativas entre las tres raciones con
respecto al contenido de fenoles totales ni de taninos condensados (P>0,05).

Si nos fijamos en los contenidos de taninos condensados obtenidos en la leguminosa
ensayada en este trabajo (1,01 g/lkg MS), cabe destacar que el haba forrajera presentd un

menor contenido de estos compuestos en comparacion con lo referenciado en la
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Feedipedia (2016). En esta enciclopedia on-line para la alimentacién animal creada
conjuntamente por el Insitituto Nacional de Investigacion francés (INRA), el Centro
francés de investigacion agrondmica para el desarrollo (CIRAD), la Asociacién francesa
de zootecnia (AFZ) y el Sistema de informacion de recursos para alimentacién animal
de la FAO, indican que el contenido de taninos condensados para el mismo cultivo esta
en el orden de 4,8 g/kg MS.

Comparando con otras leguminosas, el haba forrajera en corte directo presentd un
contenido menor en taninos condensados (1,01 g/kg MS) que la esparceta verde
(Onobrychis viciifolia Scop.) en el estudio de Copani (2015) (35 g/kg MS), el lotus
grande (Lotus grandiflorus Benth.) en el estudio de Terril et al. (1992) (50-77 g/kg MS)
y el trébol pata de pdjaro en el estudio de Broderick et al. (2017) (11,6 g/kg MS).

6.3. Ingestion voluntaria de las vacas

La ingestién diaria de materia seca de las raciones completas mezcladas fue similar
entre las diferentes dietas (raigrds, haba+raigrds, haba) que presentaban similares
contenidos en fenoles totales y en taninos condensados. Por lo tanto, el consumo de
materia seca de las vacas no se vio afectado por la inclusién del ensilado del haba
forrajera en las raciones completas mezcladas, ya que a pesar de partir de contenidos
maés elevados en compuestos secundarios en el momento de la cosecha, el contenido en
taninos condensados en la racion se diluy6 hasta encontrarse muy por debajo del valor

limitante de ingestién indicado por Aufrere et al. (2013).

Estos resultados de ingestién son similares a los encontrados por Baizan et al. (2017)
con dietas y animales similares. Sin embargo, Jiménez-Calderén et al. (2014) y
Jiménez-Calder6n (2017) comparando raciones formuladas con ensilado de raigras
italiano frente de un cultivo asociado de haba y colza, obtuvieron ingestiones
significativamente menores con la raciéon que incluia la leguminosa. Esto nos induce a
pensar que el efecto depresivo sobre la ingestion pudo ser debido a los glucosinolatos de
la colza que, segin Pailau y Singhal (2007), pueden afectar la palatabilidad de la dieta y

reducir el consumo en vez ser debido a la presencia del haba forrajera en la racion.

La ingestion total de MS, incluyendo TMR, pienso suplementario y hierba, no present6

diferencias significativas entre tratamientos, lo cual concuerda con los resultados
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encontrados por Baizén et al. (2017) con los mismos cultivos y condiciones semejantes
del presente ensayo. Esto nos induce a pensar que la presencia del haba forrajera en la
racion no altera el consumo negativamente y puede considerarse como una alternativa
viable al cultivo invernal de raigrds italiano para ser utilizada en la alimentacion del

vacuno lechero.

Abhora bien, los resultados obtenidos con otras leguminosas no van en el mismo sentido.
Por ejemplo, Broderick et al. (2017) encontraron que la ingestion de las vacas
alimentadas con raciones completas mezcladas en las que se integré el ensilado de
trébol pata de pdjaro con un contenido en taninos condensados muy superior a lo
encontrado en el haba (11,6 g/kg MS), aument6 entre 1,3 y 2,8 kg MS/dia en
comparacion con dietas a base del ensilado de alfalfa que, segun Barry y McNabb
(1999), tiene menor contenidos en taninos condensados que el trébol pata de pdjaro (0,5

g/kg MS).

6.4. Produccion y composicion de leche

La produccién de leche fue menor en el tratamiento que incluia ensilado de haba
forrajera, con una concentracion de taninos condensados en el forraje verde superior a la
del raigras italiano (1,01 g/kg MS vs. 0,67 g/kg MS para el haba y el raigras
respectivamente). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Broderick et al.
(2017) cuando compararon el efecto de dos leguminosas con diferente contenido en
taninos condensados, encontrando que a mayor contenido en taninos condensados la
produccién de leche era menor (1,57 kg de leche/kg MSI vs. 1,65 kg de leche/kg MSI
para las dietas a base de ensilado de trébol pata de péjaro y alfalfa respectivamente). Sin
embargo, Brunschwig et al. (2004), no encontraron ningun efecto depresivo sobre la
produccién de leche al sustituir la harina de colza de la raciéon por haba forrajera en
dietas isoenergéticas e isoproteicas. Por el contrario, en el estudio de Min et al. (2003),
las vacas alimentadas con leguminosas con contenidos moderados en taninos
condensados (20-45 g/kg MS), como la zulla (Hedysarum coronarium L.) y trébol pata
de pdjaro, aumentaron su produccion lactea. Estos efectos, aparentemente
contadictorios, han sido observados por otros autores cuando a ovejas en lactacion les
han incluido un 2 % (Toral et al., 2013) y un 5,3 % (Buccioni et al., 2015) de quebracho

(Schinopsis balansae Engl.) en la racion. Ello podria ser dependeinte de la semana de
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lactacion. Asi, Wang et al. (1996) observaron que la inclusion de trébol pata de pajaro
en la dieta de ovejas inducia a un descenso en la produccion de leche hasta la quinta
semana de lactacion pero aumento entre las semanas sexta y undécima.

Sin embargo, la produccién de proteina y grasa en leche fue mayor en el tratamiento con
leguminosa (P<0,001). Estos resultados de grasa son parecidos al estudio de McKnight
y Macleod (1977) con el ensilado de haba forrajera (4,09 %) frente al ensilado de
hierba (3,77 %). Sin embargo, Melicharovd et al. (2009) no encontraron efectos
significativos sobre la produccién de leche ni sobre sus componentes individuales al
afadir haba a la mezcla de dietas.

La dieta a base del ensilado de haba forrajera indujo un mayor contenido en urea en
comparacion con las dietas con ensilado de raigrds y ensilado de haba-+raigras, aunque
todos los valores encontraron se sitian siempre dentro del rango 6ptimo (210-320 mg
urea/L) establecido por Salcedo-Diaz y Villar-Bonet (2015). Los resultados son
concordantes con los obtenidos por Baizdn et al. (2017) para las mismas raciones.
Jiménez-Calder6n (2017) también observé mayor excreciéon de urea en leche en
raciones elaboradas con un intercultivo de haba+colza. El nivel de urea en leche es un
reflejo del consumo de proteina dietética (Wittwer et al., 1999), y puede ser atribuido a
un exceso de proteina en la dieta o a una ineficiente utilizacion de la misma (Vicente,
2002) aun cuando en contenido en proteina en leche fue superior con la racién con haba
forrajera. Factores como la relacion proteina/energia de la dieta o la relacién proteina no
degradable/degradable en el rumen pueden afectar al contenido de urea en leche (Baker
et al., 1995). Si el aporte de energia con la dieta con haba forrajera fue el adecuado, lo
que se refleja en su mayor concentracion de proteina en la leche, también se esperaria
una excrecion de urea menor. Por ello, la mayor excreciéon de urea con dicha dieta
puede estar relacionado con el mayor contenido en N amoniacal en el ensilado de haba
forrajera en monocultivo que en el ensilado de raigrds italiano en monocultivo o
asociado con otras especies o incluso mayor que el observado en el ensilado de otras
leguminosas como los guisantes (Martinez Fernandez et al., 2016). Esto incrementaria

la sintesis de urea en el higado y finalmente la excrecién de urea en leche.

85






CONCLUSIONES Y SINTESIS FINAL






7. Conclusiones y sintesis final

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo en el que se evalud el efecto
sobre la ingestion voluntaria del contenido en componentes secundarios (fenoles totales
y taninos condensados) del ensilado del haba forrajera integrado en raciones completas

mezcladas destinadas a la alimentacion de vacuno lechero se puede concluir que:

1. Los contenidos en fenoles totales y taninos condensados en el monocultivo del
haba forrajera en corte directo o asociado con raigras son superiores al de raigras
italiano en monocultivo. Sin embargo, estos compuestos secundarios
disminuyen significativamente durante los procesos de prehenificado y ensilado
hasta igualar su concentracién con el ensilado de raigrds italiano, por lo que el
ensilado de haba forrajera puede ser una alternativa viable al ensilado de raigras

italiano con respecto a los componentes secundarios.

2. La inclusion del ensilado del haba forrajera en las dietas del vacuno lechero no
afecta negativamente a la ingestion voluntaria debido tanto al descenso
observado en componentes secundarios durante el proceso de ensilado como al
efecto de dilucién que se produce en el contenido final de componentes al

intregar otros componentes en la racion.

3. La inclusién del ensilado de haba forrajera en raciones de vacuno lechero
disminuyo la produccién diaria de leche, pero mejoré su composicién en grasa y
proteina en comparacion con la produccion de las vacas alimentadas de raciones
a base del ensilado de raigrés italiano igualando la excrecion diaria por vaca de

grasa y proteina.

4. El haba forrajera es una buena alternativa al raigrds italiano para rotar con el
maiz forrajero en un sistema de rotacion de dos cultivos anuales destinados a la
alimentacion del vacuno lechero, ya que disminuye el coste de la racién al
requerir una menor proporciéon de concentrado en la racién, sin deprimir la

ingestion ni la produccion diaria de grasa y proteina en leche.
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Sintesis final

La integracion del ensilado de haba forrajera en las raciones completas mezcladas
destinadas a la alimentacion de vacuno lechero no afect6 negativamente la ingestion
voluntaria de materia seca por las vacas, ya que su contenido en componentes
secundarios disminuyo por debajo de las cantidades consideradas como limitantes
durante el proceso de prehenificacion y ensilado y posteriormente sufrio un efecto

dilucion al intregar otros componentes en la racion.

En cuanto a la produccién y la calidad de leche, las vacas alimentadas con raciones a
base del ensilado del haba forrajera disminuyeron su produccién pero mejoraron su
composicidén en grasa y proteina en comparacién con las alimentadas con raciones de
raigrds italiano. Seria interesante ver si ademds de incrementar el porcentaje de grasa en
leche la inclusién de esta leguminosa afecta también la composicion de esta grasa como

consecuencia de la modificacion del metabolismo lipidico en el rumen.

Por otra parte parece conveniente ampliar el presente estudio a otras leguminosas aptas
para su cultivo en las condiciones de suelo y clima de la Cornisa Cantébrica, que pueden
ser alternativas viables al raigrds italiano pero mads sostenibles que éste, tanto desde el
punto de vista econdmica (mayor suficiencia protéica) como ambiental (menor
necesidad de fertilizacién) y que, ademds, no alteren la ingestén voluntaria, con una
mejora de la produccién y la composicion de leche, estudiando, asimismo, el efecto de
las moléculas bioactivas sobre la insaturacion de la grasa de leche a través su perfil en

acidos grasos.
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