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RESUMEN

Los bloques nutricionales (BN) son una estrategia de suplemen-
to para rumiantes y en su elaboracion se incluyen ingredientes
alimenticios regionales como el mango (Mangifera indica L.). La
pulpa de mango (PM) por sus azicares rdpidamente fermenta-
bles puede sustituir la melaza de cafa en la elaboracién de BN.
El objetivo de este experimento fue evaluar la cinética de produc-
cién de gas in vitro y las caracteristicas fermentativas de la sustitu-
cién parcial de melaza de cana de aztcar (Saccharum officinarum
L.) por PM para elaborar BN. El disefio experimental fue com-
pletamente al azar y los tratamientos fueron PM0, PM10, PM20
y PM30 que fue el nivel de sustitucién de melaza por PM. En
la muestra de cada tratamiento se determiné materia seca (MS),
proteina cruda, cenizas, fibra detergente neutro (FDN) y fibra
detergente 4cido (FDA). Los biodigestores con 0.5 g de muestra
de cada tratamiento y 50 mL de medio de cultivo se mantuvieron
a 39 °C por 72 h. En los biodigestores se calcularon volumen
mdximo de gas (V,), tasa de produccién de gas (S), tiempo lag
(), produccién de gases totales y metano (CH,), dcidos grasos
voldtiles (AGV), degradacién de MS (DEGMS) y degradacién
de FDN (DEGFDN) a las 72 h. El PMO produjo V,, de gases
totales y mayor DEGMS (p=<0.05). PMO y PM10 presentaron
mayor S y menor 4 (p=<0.05). No hubo diferencias entre tra-
tamientos (p>0.05) para DEGFDN, CH,, AGV. La sustitu-
cién parcial de pulpa de mango por melaza de cafa de aztcar

en bloques nutricionales disminuyé el volumen mdximo de gas
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ABSTRACT

Nutritional blocks (NB) are a supplement strategy for ruminants,
and regional food ingredients such as mango (Mangifera indica L.)
are included in their preparation. Due to its rapidly fermentable
sugars, mango pulp (MP) may be used to substitute sugar cane
molasses in the elaboration of NB. The objective of the present
experiment was to evaluate the kinetic of gas production in vitro
and the fermentative characteristics of the partial substitution
of sugar cane molasses (Saccharum officinarum L.) with MP in
the elaboration of NB. The experimental design was completely
randomized and the treatments were MP0, MP10, MP20 and
MP30, which was the level of substitution of molasses with
MP. The variables determined in the sample of each treatment
were: dry matter (DM), crude protein, ash, neutral detergent
fiber (NDF) and acid detergent fiber (ADF). The biodigesters
with 0.5 g of sample from each treatment and 50 mL of culture
medium were maintained at 39 °C for 72 h. The variables
calculated in the biodigesters were: maximum gas volume (V,),
gas production rate (S), time lag (1), production of total gases
and methane (CH,), volatile fatty acids (VFA), degradation of
dry matter (DEGDM) and of NDF (DEGNDF) at 72 h. The
MPO produced V,, of total gases and higher DEGDM and
degradation of NDF (DEGNDF) at 72 h. The MPO produced
V,, of total gases and highest DEGDM (p=<0.05). MP0 and
MP10 presented higher S and lower 4 (p=<0.05). There were
no differences among treatments (p>0.05) for DEGNDE CH,
and VFA. The partial substitution of mango pulp for sugar cane
molasses in nutritional blocks decreased the maximum volume
of gas produced, degradation of dry matter, total gases and

increased colonization time.
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producido, la degradacién de la materia seca, los gases totales y

aument? el tiempo de colonizacién.

Palabras clave: fermentacién, carbohidratos disponibles, degra-

dacién, melaza, Mangifera indica L.

INTRODUCCION

| uso de bloques nutricionales (BN) es una
Eestrategia para dar suplementos a los rumian-

tes (Birbe e al., 2006). El BN es sélido y
compacto, el consumo por los rumiantes se regula
debido a sus ingredientes (Tobia e al., 2003) y sus
caracteristicas fisicas facilitan su manejo (Herndndez
et al., 2014). En la elaboracién de los bloques nutri-
cionales se usan ingredientes energéticos, proteicos,
minerales, aglutinantes y fibrosos que proporcionan
nutrientes para complementar la calidad nutritiva de
los forrajes, promover el crecimiento microbiano ru-
minal, aumentar la digestibilidad, reducir el tiempo
de pasaje del forraje en el sistema digestivo (Dean ez
al., 2003) e incrementar su consumo (Birbe et al.,
2006). Las materias primas para elaborarlos son me-
laza, sales minerales, cal, esquilmos agricolas (Tobia
et al., 2003; Dean et al., 2003; Salamanca, 2010),
maiz molido (Dean ez al., 2003) y nitrégeno no pro-
teico (Macedo et al., 2006; Pinto ez al., 2014).

La melaza es un ingrediente que proporciona
carbohidratos fermentables y da consistencia al BN
(Tobia et al., 2003; Dean et al., 2003). Pero el uso de
melaza en el trépico es costoso y escaso porque es un
subproducto agroindustrial que no se produce en el
estado de Guerrero, México, lo cual limita su uso en
la elaboracién de BN (Pinto et al., 2014). No obstan-
te, se pueden usar ingredientes con potencial alimen-
ticio para rumiantes como el heno de leguminosas
(Osuna ez al., 1996; Vizquez-Mendoza ez al., 2012)
carnarina, salazén (Araque y Cortes, 1998), pulidura
de arroz (Herrera ez al., 2001), afrecho de trigo (Tobia
et al., 2003), polietilenglicol 4000 (Gasmi-Boubaker,
20006), salvado de trigo, ortofosfato (Macedo ez al.,
20006), vegetacién marina (Castellanos ez /., 2010) y
mucilago de café (Pinto ez al., 2014).

En el 2015, México produjo 1.8 millones t de
mango (Mangifera indica L.) y el estado de Guerrero
produjo 20.1% del total nacional, seguido por Sina-
loa (17.0%), Nayarit (14.0%) y Chiapas (12.1%)
(SIAP, 2017). Las principales variedades de mango
producidas en México son ataulfo, haden, keitt, kent,
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INTRODUCTION

he use of nutritional blocks (NB) is a strategy
I for giving supplements to ruminants (Birbe
et al., 2006). The NB is solid and compact,
its consumption by the ruminants is regulated due
to its ingredients (Tobia ez al., 2003) and its physical
characteristics facilitate its management (Herndndez
et al., 2014). Ingredients for NB are energy, protein,
mineral, agglutinant and fiber, which provide
nutrients to complement the nutritional quality of
the pasture, promote ruminal microbial growth,
increase digestibility, reduce the pasture passage
time in the digestive system (Dean ez al, 2003)
and increment its consumption (Birbe ez a/., 2000).
The raw materials for its elaboration are molasses,
mineral salts, lime, agricultural residue (Tobia ez 4/,
2003; Dean et al., 2003; Salamanca, 2010), ground
maize (Dean ez al., 2003) and non-protein nitrogen
(Macedo et al., 2006; Pinto et al., 2014). Molasses is
an ingredient that provides fermentable carbohydrates
and gives consistency to the NB (Tobia ez /., 2003;
Dean et al., 2003). But, molasses are costly and
scarce because it is an agro-industrial byproduct not
produced in the state of Guerrero, Mexico, which
limits its use for NB (Pinto ez /., 2014). However,
ingredients with nutritional potential for ruminants
can be used, such as legume hay (Osuna ez al., 1996;
Vizquez-Mendoza et al., 2012), bone meal, salt
(Araque and Cortes, 1998), rice bran (Herrera ez al.,
2001), wheat bran (Tobfa et al., 2003), polyethylene
glycol 4000 (Gasmi-Boubaker, 2006), wheat germ,
orthophosphate (Macedo ez al, 2006), seaweed
(Castellanos e al., 2010) and coffee mucilage (Pinto
et al., 2014).

In 2015, Mexico produced 1.8 million t of
mango (Mangifera indica L.) and the state of
Guerrero produced 20.1% of the national total,
followed by Sinaloa (17.0%), Nayarit (14.0%)
and Chiapas (12.1%) (SIAD 2017). The principal
varieties of mango produced in Mexico are Ataulfo,
Haden, Keitt, Kent, Manila and Tommy Atkins
(SAGARPA, 2009). In the state of Guerrero there is
overproduction of mango due to its seasonality, which
generates waste that contaminates the environment,
but its nutritional characteristics permit its use



CINETICA DEPRODUCCION DEGASY CARACTERISTICAS FERMENTATIVAS /i2vitro DELASUSTITUCION DEMELAZA DE CANA POR PULPADEMANGO

manila y tommy atkins (SAGARPA, 2009). En el es-
tado de Guerrero hay sobreproduccién de mango por
la estacionalidad, lo cual genera desechos que conta-
minan el ambiente, pero sus caracteristicas nutricio-
nales permiten su uso en la alimentacién de rumian-
tes (Vinent, 2003). La pulpa de mango (PM) (sin
semilla y cdscara) contiene: 74 a 87% de humedad,
0.40 a 0.80% de proteinas, 0.03 a 1.0% de lipidos y
15 a 23% de carbohidratos simples, principalmente
fructosa, lo que aporta 102 kcal 100 g=' MS (Wall-
Medrano et al., 2015). Ademds, contiene vitaminas
A, Cy E, polifenoles, carotenos, potasio, magnesio,
hierro, fésforo, calcio, pectinas, dcido citrico, dcido
milico y taninos (Sumaya-Martinez ez al., 2012).

En Meéxico hay antecedentes de la utilizacién de
residuos de mango en la elaboracién de microsilos
(Guzmadn et al., 2010; Guzmadn et al., 2012), pero no
del uso de la PM en la alimentacién de rumiantes.
La técnica 7z vitro permite estimar la degradacién de
nutrientes como la fibra detergente neutro (FDN)
que sirve como un indicador de consumo de la MS
digestible y por medio de variables estimar su valor
nutritivo (Blummel ez /., 2005). Por lo tanto, el ob-
jetivo de este experimento fue evaluar la cinética de
produccién de gas y las caracteristicas fermentativas
in vitro de la sustitucién parcial de melaza de cana de
aztcar por PM en la elaboracién de BN, porque la
PM por sus azucares rapidamente fermentables pue-
de sustituir la melaza de cafa en la elaboracién de

BN.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién del estudio

El estudio se realizé en el laboratorio de Nutricién Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 de la
Universidad Auténoma de Guerrero, ubicado en Cuajinicuilapa,

Estado de Guerrero (16° 08” Ny 98° 23” O).
Tratamientos

El mango de la variedad ataulfo se obtuvo de productores del
Municipio de Cuajinicuilapa, y se recolectd a los 100 d después
de la floracién. La pulpa se separd de la cdscara y el hueso y se
licu6 en una licuadora (OSTER’, EUA). Los tratamientos se ela-
boraron con sustitucién parcial la melaza de cana de azdcar por
PM (Cuadro 1) para obtener PM0, PM10, PM20 y PM30. Los

ingredientes se mezclaron, homogeneizaron y se colocaron en un

in the feeding of ruminants (Vinent, 2003). MP
(without seed and peel) contains the following: 74
to 87% moisture, 0.40 to 0.80% proteins, 0.03 to
1.0% lipids and 15 to 23% simple carbohydrates,
principally fructose, which supplies 102 kcal 100
g~' DM (Wall-Medrano ez al., 2015). Furthermore,
it contains vitamins A, C and E, polyphenols,
carotenes, potassium, magnesium, iron, phosphorus,
calcium, pectin, citric acid, malic acid and tannins
(Sumaya-Martinez ez al., 2012).

In Mexico there are antecedents in the utilization
of mango residue in the elaboration of microsilages
(Guzmdn ezt al, 2010; Guzmidn et al, 2012), but
not in the use of MP in the feeding of ruminants.
The in vitro technique permits the estimation of the

Cuadro 1. Composicién y bromatologia de los bloques
nutricionales sustituyendo melaza de cafa por
pulpa de mango (Mangifera indica L.).
Table 1. Composition and bromatology of the nutritional blocks
substituting sugar cane molasses with mango pulp
(Mangifera indica L.).

Ingrediente PMO PM10 PM20 PM30

Composicion de los bloques nutricionales (%)

Urea 10 10 10 10
Sal 5 5 5 5
Mezcla mineral 3 3 3 3
Cemento 10 10 10 10
Heno de pasto 5 5 5 5
pangola
Pata de coco 20 20 20 20
Ma/zorca fie 17 17 17 17
maiz molida
Melaza de caha 30 20 10 0
Pulpa de mango 0 10 20 30
Anélisis bromatolégico de los bloques nutricionales (%)
MS 92.74 91.70 91.85 91.89
PC 31.51 35.89 35.19 36.16
Ce 26.33 27.52 26.00 28.79
FDN 21.23 22.27 24.16 26.58
FDA 10.64 10.94 12.50 13.32

PMO: Testigo, 0 % pulpa de mango y 30 % melaza; PM10:
10 % pulpa de mango y 20 % melaza; PM20: 20 % pulpa de
mango y 10 % melaza; PM30: 30 % pulpa de mango y 0 %
melaza; MS: materia seca; PC: proteina cruda; CE: ceniza; FDN:
fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente dcido. ¢ MPO:
Control, 0% mango pulp and 30% molasses; MP10: 10 %
mango pulp and 20 % molasses; MP20: 20 % mango pulp and
10 % molasses; MP30: 30 % mango pulp and o % molasses;
DM: dry matter; CP: crude protein; CE: ash; NDF: neutral
detergent fiber; ADF: acid detergent fiber.
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molde de pldstico circular (19 cm didmetro y 10 cm de profun-
didad) para compactarlo. Los BN se secaron 8 d al sol antes de

tomar una muestra para su andlisis.
Andlisis bromatolégico

En muestras de los tratamientos (Cuadro 1) se analizé el
contenido de materia seca (MS; método 930.15), proteina cru-
da (PC; método 945.18) y cenizas (Ce; método 942.05), segiin
AOAC (2005). Ademds, FDN y FDA con la metodologia de
ANKOM Technology Method (Van Soest ez al., 1991).

Medio de cultivo

El medio de cultivo se compuso de dos tercios de solucién
amortiguador-mineral reducida y un tercio de fluido ruminal
fresco. La solucién amortiguador-mineral reducida contenia:
150 mL de solucién mineral I [6 g K HPO, (Sigma) en 1000
mL de H,O destilada], 150 mL de solucién mineral II [6 g KH-
,PO, (Sigma) + 6 g (NH,),SO, (Merck) + 12 g NaCl (Sig-
ma-Aldrich) + 2.45 g MgSO, (Sigma) + 1.6 g CaCl—2H,0
(Sigma) en 1000 mL de H,O destilada], 100 mL de solucién al
8% de Na,CO, (Merck), 100 mL de solucién reductora [0.1 g
L-cisteina (Sigma) + 0.1 g Na,§-9H,O (Meyer) + 2 mL NaOH
(2N; Meyer) en 100 mL de H,O destilada] y 2 mL de resazurina
a 0.1% (Sigma-Aldrich), segtin Sinchez-Santillin ez /. (2015),
Herndndez-Morales ez al. (2018) y Torres-Salado ez al. (2018). El
fluido ruminal fresco se obtuvo de un bovino con cdnula ruminal
que pastore$ en praderas con pasto pangola (Digitaria decum-
bens) y se filtré con una manta de cielo para eliminar las macro-
particulas de materia orgdnica. El bovino se manejé de acuerdo
con el reglamento interno de bioética y bienestar animal de la
UAGro con fundamento en las normas oficiales NOM-062-
Z00-1999 y NOM-051-ZO0O-1995.

Biodigestores

En un vial serolégico (120 mL) se agregaron 0.5 g de muestra
de cada tratamiento a peso constante y 50 mL de medio de cul-
tivo, bajo flujo continuo de CO,, para mantener condiciones de
anaerobiosis. Los biodigestores se mantuvieron a 39 °C por 72 h.
La produccién de gas de los biodigestores (cinco muestras inde-
pendientes) se midié mediante el desplazamiento del émbolo de
una jeringa de vidrio (50 mL; BD Yale', Brasil) a las 0, 2, 4, 6,
9, 12, 24, 36, 48 y 72 h. El volumen de gas producidos (mL) se
usé para calcular los pardmetros de la cinética de produccién de

gas con la ecuacién:

V=V, x {l+exp(2+4@A—1))}™
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degradation of nutrients such as neutral detergent
fiber (NDF), which serves as an indicator of
consumption of the digestible DM and by means of
variables to estimate their nutritive value (Blummel
et al., 2005). Therefore, the objective of the present
experiment was to evaluate the kinetic of gas
production and the fermentative characteristics iz
vitro of the partial substitution of sugarcane molasses
with MP in the elaboration of NB, because due to its
rapidly fermentable sugars, MP can substitute cane
molasses in the elaboration of NB.

MATERIALS AND METHODS

Location of the study

The study was carried out in the Animal Nutrition laboratory
of the Department of Veterinary Medicine and Animal Science
No. 2 of the Universidad Auténoma de Guerrero, located in
Cuajimicuilapa, state of Guerrero (16° 08” N and 98° 23” W.

Treatments

Mango of the Ataulfo variety was obtained from producers
of the municipality of Cuajinicuilapa, and was collected 100 d
after flowering. The pulp was separated from the peel and the
seed and was liquified in a blender (OSTER,, U.S.A.). The
treatments were made with partial substitution of the sugar cane
molasses with MP (Table 1) to obtain MP0, MP10, MP20 and
MP30. The ingredients were mixed, homogenized and placed in
a circular plastic mold (19 ¢cm diameter and 10 cm depth) to be
compacted. The NB were dried 8 d in the sun prior to taking a

sample for analysis.
Bromatological analysis

In samples of the treatments (Table 1) the content of dry
matter was analyzed (DM; method 930.15), along with crude
protein (CP; method 945.18) and ash (Ce; method 942.05),
according to AOAC (2005). In addition, NDF and ADF were
analyzed using the methodology of ANKOM Technology
Method (Van Soest ez al., 1991).

Culture medium

The culture medium was comprised of two thirds of reduced
mineral buffer solution and a third of fresh ruminal fluid. The
reduced mineral-buffer solution contained the following: 150 mL
mineral solution I [6 g K,;HPO, (Sigma) in 1000 mL of distilled
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donde V es el volumen de gas en el tiempo t, V,es el volumen
mdaximo en t=, S es una constante de velocidad llamada tasa
especifica (S=velocidad maxima/volumen mdximo), y 4 es una
constante de integracién equivalente a un plazo de retraso (Scho-

field y Pell, 1995).
Produccién de gases totales

El volumen de gas producido (mL) i vitro se utiliz6 para cal-
cular los moles de los gases totales generados a las 72 h mediante

la ecuacién de gases ideales:
PV=nRT

donde P=presién en atmdsferas (atm), R=constante molar de un
gas=0.0821 L*atm/(K*mol), V=Volumen (L), T=Temperatura
(K), y n=moles de gas, Posada y Noguera (2005).

Gas metano (CH))

La produccién de CH, (cinco muestras independientes) se
midi6 a las 72 h. Una manguera Taygon' (2.38 mm @ interno
y 45 cm de longitud) con agujas hipodérmicas (20 GX32 mm)
en los extremos se usé para acoplar un biodigestor con un vial
trampa lleno de solucién NaOH (2N) [80 g de NaOH (Merck)
en 1000 mL de H,O destilada] modificado de la metodologfa de
Stolaroff er al. (2008). La produccién de CH, se tomé como el
volumen desplazado (mL) de la solucién NaOH (2N), ya que el
CO, reacciona con el NaOH formando Na,CO, (Prada-Matiz y
Cortés-Castillo 2011). Los moles de CH, se calcularon mediante
la ecuacién de gases ideales PV=nRT, segtin Posada y Noguera

(2005).
Acidos grasos voldtiles (AGV)

A las 72 h de incubacidn, se tomé 1 mL del medio contenido
en el biodigestor (tres muestras independientes) y se mezclé con
4dcido metafosférico (Meyer) al 25% (4:1) en un tubo (2 mL)
para microcentrifuga (Neptune, México). Los tubos se centrifu-
garon 18,800 x ¢ por 10 min y el sobrenadante se coloc en viales
para cromatografia (1.5 mL, Perkin Elmer’, EUA). La concentra-
cién de AGV se determiné en un cromatdgrafo de gases (Perkin
Elmer’, modelo Claurus 580, EE.UU.) equipado con detector de
ionizacién de flama y columna capilar (Elite FFAP, Agilent) de
30 m X 0.25 mm, se us6 helio como gas acarreador a una presién
constante de 10 psi, H, y aire para generar flama con flujo de 40 y
400 mL min~'. Las temperaturas del horno, inyector y columna
fueron 80, 240 y 250 °C y se inyecté 1 uL de muestra. Asi, se
obtuvieron tres picos en un tiempo de retencién de 3.7, 4.4y 5.2

min para los dcidos acético, propidnico y butirico.

H,0], 150 mL of mineral solution II [6 g KH,PO, (Sigma) +
6 g (NH,),SO, (Merck) + 12 g NaCl (Sigma-Aldrich) + 2.45
g MgSO, (Sigma) + 1.6 g CaCl-2H,O (Sigma) in 1000 mL
of distilled H,O], 100 mL of 8% solution of Na,CO, (Merck),
100 mL of reducing solution [0.1 g L-cysteine (Sigma) + 0.1 g
Na,S-9H,0 (Meyer) + 2 mL NaOH (2N; Meyer) in 100 mL of
distilled H,O] and 2 mL of resazurin at 0.1% (Sigma-Aldrich),
according to Sdnchez-Santilln ez a/. (2015), Herndndez-Morales
et al. (2018) and Torres-Salado ez 2/ (2018). The fresh ruminal
fluid was obtained from a bovine with a ruminal cannula which
had grazed in pastures with pangola grass (Digitaria decumbrens)
and was filtered with gauze to eliminate the macroparticles of
organic matter. The bovine was managed according to the
internal rules of bioethics and animal welfare of the UAGro
based on the official norms NOM-062-ZO0-1999 and NOM-
051-Z00-1995.

Biodigesters

In a serological vial (120 mL), 0.5 g of sample of each
treatment were added at constant weight and 50 mL of culture
medium, under continuous flow of CO,, in order to maintain
conditions of anaerobiosis. The biodigesters were maintained at
39 oC for 72 h.

Gas production of the biodigesters (five independent samples)
was measured by means of the displacement of the plunger of
a glass syringe (50 mL; BD Yale, Brasil) at 0, 2, 4, 6, 9, 12, 24,
36, 48 and 72 h). The gas volume produced (mL) was used to
calculate the parameters of the kinetic of gas production with the

following equation:
V=V, x {l+exp(2+4A—1))}™

where V is the volume of gas in time t, V, is the maximum
volume in t=0, S is a constant of velocity known as specific rate
(S=maximum velocity / maximum volume), and A is a constant of

integration equivalent to a delay period (Schofield and Pell, 1995).
Production of total gases

The volume of gas produced (mL) 7z vitro was used to
calculate the moles of the total gases generated at 72 h using the
equation of ideal gases:
PV=nRT
where P=pressure in atmospheres (atm), R=molar constant of a
gas=0.0821 L*atm/(K*mol), V=Volume (L), T=Temperature

(K), and n=moles of gas, according to the methodology of
Posadas y Noguera (2005).

SANCHEZ-SANTILLAN ez al. 961
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Degradacién de la materia seca y FDN

El contenido del biodigestor se filtré en bolsas ANKOM'
(F57 filter bags) a peso constante (5 muestras independientes)
cuando concluyé el periodo de incubacién. Las bolsas ANKOM®
con el material residual se secaron a 60 °C por 24 h en una estufa
(RIOSSA" HCF-41, México). La capacidad de degradacién in vi-
tro de la MS (DEGMS) se calculé con la férmula % DEGMS=(g
muestra inicial-g muestra final/g muestra inicial)*100 Posada y
Noguera (2005). Las bolsas ANKOM® se sellaron por calor y
se determiné FDN con la metodologia de ANKOM Technolo-
gy Method' segin Van Soest ez al. (1991). La degradacién de la
FDN (DEGFDN) se calcul6 con la férmula % DEGFDN=(g
FDN inicial-g FDN final/g FDN inicial)*100, de acuerdo con
Herndndez-Morales ez a/l. (2018).

Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con cin-
co repeticiones por tratamiento. Los datos de la cinética de pro-
duccién de gas y metano, degradacién de la MS, degradacién
de FDN, asi como los AGV, se analizaron con el procedimiento
GLM de SAS’ (SAS Institute Inc., 2011). Los valores promedio

se compararon con la prueba de Tukey (p=0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El tratamiento PMO mostré 81.24 mL g~' MS de
\£ de gas (p=0.05; Cuadro 2); en contraste, PM30
produjo el menor V, (57.88 mL g=' MS), y ambos
tratamientos son diferentes a los demds (p=<0.05).
La S oscilé entre 0.02383 y 0.02667, por lo que los
tratamientos PMO, PM10 y PM30 no presentaron
diferencias (p>0.05). La S presentada por todos los
bloques nutricionales indica que la liberacién de nu-
trientes para su fermentacion es relativamente lenta.
El tiempo Lag (4), o fase de colonizacién de los mi-
croorganismos a los bloques nutricionales, fue me-
nor en PMO y PM10 con 5.63 y 5.80 h. Ademds, la
tendencia en A fue aumentar (p=<0.05) conforme se
incorporé PM a los tratamientos.

Los valores de V, S y 4 describen la cinética de
produccién de gas (Schofield y Pell, 1995) con base
en el tipo de carbohidratos presentes en los produc-
tos a fermentar (Sdnchez-Santilldn ez «/., 2015), lo
que permite inferir de manera indirecta la digestibi-
lidad de los alimentos (Andrés et al., 2005; Lara et
al., 2009), asi como los componentes insolubles de
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Methane gas (CH,)

The production of CH, (five independent samples) was
measured at 72 h. A Taygon® hose (2.38 mm internal @ and 45
cm length) with hypodermic needles (20 GX32 mm) at the ends
was used to couple a biodigester with a trap vial filled with NaOH
(2N) solution [80g of NaOH (Merck) in 1000 mL of distilled
H,0] modified from the methodology of Stolaroft ez a/. (2008).
‘The production of CH, was taken as the displaced volume (mL)
of the NaOH (2N) solution, given that the CO, reacts with
the NaOH forming NaZCO3 (Prada-Matiz and Cortés-Castillo,
2011). The moles of CH, were calculated through the equation
of ideal gases PV =nRT, according to Posadas y Noguera (2005).

Volatile fatty acids (VFA)

At 72 h of incubation, 1 mL of the medium contained in
the biodigester was taken (three independent samples) and was
mixed with metaphosphoric acid (Meyer) at 25% (4:1) in a
tube (2 mL) for microcentrifuge (Neptune, Mexico). The tubes
were centrifuged 18,800 X g for 10 min and the supernatant
was placed in vials for chromatography (1.5 mL, Perkin Elmer,
USA). The concentration of VFA was determined in a gas
chromatograph (Perkin Elmer®, model Claurus 580, U.S.A.)
equipped with a flame ionization detector and capillary column
(Elite FFAD, Agilent®) of 30 m X 0.25 mm. Helium was used as
gas carrier at a constant pressure of 10 psi, H, and air to generate
flame with flow of 40 and 400 mL min™. The temperatures of
the oven, injector and columns were 80, 240 and 250 °C and 1
pL of sample was injected. Thus, three peaks were obtained in a
retention time of 3.7, 4.4 and 5.2 min for acetic, propionic and

butyric acids.
Degradation of the dry matter and NDF

The content of the biodigester was filtered in ANKOM®
(F57 filter bags) bags to constant weight (5 independent samples)
when the incubation period was concluded. The ANKOM® bags
with the residual material were dried at 60 °C for 24 h in an
oven (RIOSSA® HCF-41, Mexico). The in vizro degradation
capacity of the DM (DEGDM) was calculated with the
formula % DEGDM=(g initial sample—g final sample/g initial
sample)*100. The ANKOM' bags were heat sealed and NDF
was determined with the methodology of ANKOM Technology
Method® according to Van Soest ez al. (1991). The degradation
of the NDF (DEGNDF) was calculated with the formula %
DEGNDF=(g initial NDF-g final NDF/g initial NDF)*100,
according to Hernandez-Morales ¢z a/. (2018).
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Cuadro 2. Cinética de produccién de gas y caracteristicas fermentativas de bloques nutricionales sustituyendo melaza de cafa por pulpa
de mango (Mangifera indica L.).
Table 2. Kinetic of gas production and fermentative characteristics of nutritional blocks substituting sugar cane molasses with mango

pulp (Mangifera indica L.).

Tratamiento PMO PM10 PM20 PM30 EEM P
Vf (mL g’1 MS) 81.24° 74.10° 69.83P 57.88¢ 1.84 <0.0001
St 0.02383° 0.02417° 0.026672 0.02550® 0.00032 0.0013
A (h) 5.63¢ 5.80¢ 10.90° 15.89* 0.92 <0.0001
DEGMS (%) 55.89° 50.02° 48.26" 46.47° 0.93 <0.0001
DEGFDN (%) 32.71 31.97 25.1 24.74 1.32 0.2900
Gases (mM) 2.64° 2.31° 2.12¢ 1.504 0.09 <0.0001
Metano (mM) 0.92 0.91 1.10 0.97 0.05 0.5374

®edMedias con distinta letra en una hilera son diferentes. (p=<0.05).  ““Means with different letter in a row are different (p=<0.05).
PMO: Testigo, 0% pulpa de mango y 30 % melaza; PM10: 10 % pulpa de mango y 20% melaza; PM20: 20% pulpa de mango y
10% melaza; PM30: 30% pulpa de mango y 0% melaza; vV, volumen méximo; S, tasa de produccién de gas; A, tiempo lag; DEGMS,
Degradacién de materia seca a las 72 h de incubacién; DEGFDN, degradacién de FDN a las 72 h de incubacién; Gases, gases totales
medidos a las 72 h de incubacién; Metano, produccién a las 72 h de incubacién; EEM, error esténdar de la media. ¢ MPO: Control,
0% mango pulp and 30% molasses; MP10: 10% mango pulp and 20% molasses; MP20: 20% mango pulp and 10% molasses; MP30:
30% mango pulp and 0 % molasses; V,, maximum volume; S, gas production rate; 4, time lags DEGDM, degradation of dry matter at
72 h of incubation; DEGNDFE, degradation of NDF at 72 h of incubation; Gases, total gases measured at 72 h of incubation; Methane,
production at 72 h of incubation; SEM, standard error of the mean.

la pared celular y del contenido celular (Schofield y
Pell, 1995). El tratamiento PMO produjo mayor V,
que los demds tratamientos (Cuadro 2) porque te-
nia mds concentracién de carbohidratos fermentables
(Rivera et al., 2015) ya que la PM contiene de 14.2
a 18.64 °Brix (Gil er al., 1998; Siller-Cepeda ez al.,
2009; Medina ez al., 2010) y la melaza de cana de
azucar tiene 79.3 °Brix (Vega-Baudrit ez al., 2007;
Vega-Baudrit 2008). Los grados Brix son una medida
indirecta de calidad y cantidad de solidos totales que
contiene un alimento (Santiago ez /., 1998).

Hay evaluaciones in vivo e in situ de BN (Ro-
driguez ez al., 2010; Zarah ez al., 2014), pero pocos
andlisis i vitro segin Gasmi-Boubaker ez 2/. (2000),
quienes evaluaron 7z vitro BN elaborados con salvado
de trigo, melaza y polietilenglicol, y reportaron 62.5
mL de gas g' MO con una tasa de fermentacién
de 0.22 h™', resultados superiores a los del presente
estudio. Lo anterior se debe al tipo de carbohidra-
tos fermentables (Sdnchez-Santilldn ez al., 2015) que
contenfan los BN evaluados por cada autor.

La sustitucién de melaza de cana por PM en los
bloques nutricionales (PM10, PM20 y PM30) re-
dujo entre 7.14 y 23.36% (p=<0.05; Cuadro 2) la
degradaciéon DEGMS, comparados con PMO. La
degradacién de la FDN en los bloques nutricionales
evaluados oscilé de 24.74 a 32.71%, sin diferencias
entre tratamientos (p>0.05).

Statistical analysis

The experimental design was completely randomized with
five replications per treatment. The data of the kinetic of gas
and methane production, degradation of the DM, degradation
of NDE as well as the VFA, were analyzed with the GLM
procedure of SAS® (SAS Institute Inc., 2011). The average values
were compared with the Tukey test (p=<0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

The treatment MPO showed 81.24 mL g~' DM
of V, of gas (p=0.05); Table 2). In contrast, MP30
produced the lowest V, (57.88 mL g~' DM), and
both treatments are different from the rest (p=<0.05).
The S oscillated between 0.02383 and 0.02667,
thus the treatments MP0O, MP10 and MP30 did
not present differences (p>0.05). The S presented
by all of the nutritional blocks indicates that the
release of nutrients for their fermentation is relatively
slow. The time Lag (1), or colonization phase of
the microorganisms to the nutritional blocks,
was lower in MPO and MP10 with 5.63 and 5.80
h. Furthermore, the tendency in A was to increase
(p=<0.05) as MP was incorporated to the treatments.

The values of V, S and 4 describe the kinetic of
gas production (Schofield and Pell, 1995) based on
the type of carbohydrates present in the products to
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Los tratamientos evaluados no mostraron diferen-
cias (p>0.05; Cuadro2) en el contenido y degrada-
cién de la FDN. Sin embargo, la DEGMS fue su-
perior en el PMO respecto a los otros tratamientos,
por lo cual el BN con 30% melaza de caha (PMO)
tendria mejor degradabilidad que aquellos donde se
incorporé pulpa de mango (PM10, PM20 y PM30).
Lo anterior se deduce porque la degradacién i vitro
predice la digestibilidad de la MS (Blummel ez 4L,
2005; Véradyova ez al., 2005) y el grado de degrada-
cién dependen del tipo y cantidad de FDN (Delgado
et al., 2007; Nordheim-Viken y Volden 2009) usada
en la elaboracién de los bloques nutricionales.

La produccién de CH, no cambié6 (p>0.05) en-
tre tratamientos. PM30 produjo 1.50 mM de gases
totales (p=<0.05) y la proporcién de fue CH, 64.7%.
En contraste, PMO generé 2.64 mM de gas total,
pero el CH, representé sélo 34.8%. La produccién
de gas total disminuyé (p=<0.05) conforme aumentd
la PM en los bloques nutricionales, mientras que la
fraccién de CH, aument respecto a los gases totales
producidos (Cuadro 2).

El comportamiento de gases totales y CH, de
todos los tratamientos son consecuencia de dos fac-
tores durante la fermentacién: 1) contenido de car-
bohidratos solubles disponibles (Siller-Cepeda ez 4.,
2008; Vega-Baudrit 2008; Medina ez al., 2010) que
se fermentan en AGV, CO,eH,; 2) fermentacién de
carbohidratos estructurales que generan dcido acéti-
co, CO, e H, (Johnson ez al., 2000). El CO, eH, son
sustratos utilizados con mayor eficiencia por archeas
metanogénicas (Carmona et al., 2005) para meta-
bolizar energfa y CH, que las bacterias acetogénicas,
seguin la estequiometria de la glucosa en rumen (Car-
mona et al., 2005; Rodriguez ez al., 2010; Rodriguez
y Fondevila 2011).

La produccién de AGV totales no cambié
(p>0.05) entre tratamientos (Cuadro 3). En pro-
medio, los tratamientos tuvieron una produccién de
16.8, 4.6 y 2.4 mM L' de 4dcido acético, propiénico
y butirico, por lo que la produccién de AGV totales
fue en promedio 23.7 mM L™

Los bloques nutricionales presentaron una fer-
mentacién heterofermentativa (Sdnchez-Santilldn y
Cobos-Peralta, 2016), sin diferencias en la produc-
cién y tipo de AGV. El tipo y cantidad de AGV pro-
ducidos fueron consecuencia de la composicién de
los bloques nutricionales y su importancia radica en
la aportacién de energfa para los rumiantes (Anrique,

2010).
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be fermented (Sdnchez-Santillin et 4/., 2015), which
makes it possible to infer indirectly the digestibility
of the foods (Andrés et al., 2005; Lara et al., 2009),
along with the insoluble components of the cell wall
and of the cell content (Schofield and Pell, 1995).
The treatment MPO produced higher V, than the
other treatments (Table 2) because it had a higher
concentration of fermentable carbohydrates (Rivera
et al., 2015), given that the MP contains from 14.2
to 18.64 °Brix (Gil er 4l,1998; Siller-Cepeda ez
al.,2009; Medina et al., 2010) and the sugar cane
molasses has 79.3 °Brix (Vega-Baudrit ez a/., 2007;
Vega-Baudrit 2008). The degrees Brix are an indirect
measurement of quality and quantity of total solids
contained in a food (Santiago ez al., 1998).

There are evaluations iz vivo and in situ of NB
(Rodriguez et al., 2010; Zarah ez al., 2014), but few
analyses in vitro according to Gasmi-Boubaker ez al.
(2006), who evaluated iz vitro NB elaborated with
wheat bran, molasses and polyethylene glycol, and
reported 62.5 mL of gas g~' MO with a fermentation
rate of 0.22 h™', which is higher than the results of
the present study. The above is due to the type of
fermentable carbohydrates (Sinchez-Santilldn ez 4/,
2015) contained by the NB evaluated by each author.
The substitution of molasses by MP in the nutritional
blocks (MP10, MP20 and MP30) reduced between
7.14 and 23.36% (p=<0.05; Table 2) the degradation
DEGDM, compared with MPO. The degradation
of the NDF in the nutritional blocks evaluated
oscillated from 24.74 to 32.71%, without differences
among treatments (p>0.05).

The treatments evaluated did not present
differences (p>0.05; Table 2) in the content and
degradation of the NDE However, the DEGDM
was higher in the MPO with respect to the other
treatments, thus the NB with 30% sugar cane
molasses (MP0) would have higher degradability than
those where mango pulp was incorporated (MP10,
MP20 and MP30). The above is deduced because
the degradation iz vitro predicts the digestibility of
the DM (Blummel ez 4/, 2005; Viradyova ez al.,
2005) and the degree of degradation depends on the
type and quantity of NDF (Delgado ez al., 2007;
Nordheim-Viken and Volden, 2009) used in the
elaboration of the nutritional blocks.

The production of CH, did not change (p>0.05)
among treatments. MP30 produced 1.50 mM of
total gases (p=<0.05) and the proportion was CH,
64.7%. In contrast, MPO generated 2.64 mM of
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Cuadro 3. Produccion in vitro de dcidos grasos voldtiles (mM L") en bloques nutricionales sustituyendo melaza de cafa por pulpa de

mango (Mangifera indica L.).

Table 3. Production in vitro of volatile fatty acids (Mm L") in nutritional blocks substituting sugar cane molasses with mango pulp

(Mangifera indica L.).

Tratamiento PMO PM10 PM20 PM30 EEM P
Acido acético 16.24 14.43 17.85 18.57 0.87 0.3766
Acido propiénico 4.48 3.95 4.81 5.20 0.23 0.3123
Acido butirico 2.40 2.04 2.60 2.64 0.13 0.4097
AGV 23.12 20.14 25.25 26.41 1.23 0.3685

Medias con distinta letra en una hilera son diferentes (p=<0.05). # Means with different letter in a row are different (p=<0.05).

PMO: Testigo, 0% pulpa de mango y 30% melaza; PM10: 10% pulpa de mango y 20% melaza; PM20: 20% pulpa de mango y 10%
melaza; PM30: 30% pulpa de mango y 0% melaza; AGV, a 72 h de incubacién; EEM, error estdndar de la media. ¢ MPO: Control,
0% mango pulp and 30 % molasses; MP10: 10% mango pulp and 20% molasses; MP20: 20% mango pulp and 10% molasses; MP30:
30% mango pulp and 0% molasses; VFA, at 72 h of incubation; SEM, standard error of the mean.

CONCLUSIONES

La sustitucién parcial de pulpa de mango por
melaza de cafa de azicar en bloques nutricionales
disminuyé el volumen méximo de gas, la degrada-
cién de la materia seca, los gases totales y aumentd
el tiempo de colonizacién. Ademds, no hubo dife-
rencias en la degradacién de la fibra detergente neu-
tro, produccién de metano y 4cidos grasos volatiles.
Estos resultados no permiten concluir si es factible
la sustitucién de melaza por la pulpa de mango en la
elaboracién de bloques nutricionales.
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CONCLUSIONS

The partial substitution of mango pulp for
sugar cane molasses in nutritional blocks decreased
the maximum volume of gas, the degradation of
dry matter, total gases and increased colonization
time. Furthermore, there were no differences in
degradation of neutral detergent fiber, production
of methane and volatile fatty acids. These results
do not make it possible to conclude whether it is
feasible to substitute molasses with mango pulp in
the elaboration of nutritional blocks.
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