UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

Uso de heces de bovino como indéculo en la

prueba de digestibilidad in vitro

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
PRESENTA:
FRANCISCO VICTORIA LIRA

ASESORA:

DRA. DENEB CAMACHO MORFIN

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO 2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR

S DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES
VNIVT'- NACJONAL racfﬁ: 'B; 'Esh;ilm
“Ti”&‘;éo“ | ASUN.TO: vcﬁfﬁ‘llﬂ)klo

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ

DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: LA. LAURA MARGARITA COR ;" _:\“_
Jefa del Departamento de Exdmenes ¥
4 AARFHRRG Dhutitlin.
EIAMENES PROFESIONANEY
Con pase en el Reglamento General de Exémenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos el: Trabajo de Tesis

Uso de heces de bovino como indculo en la prueba de digestibilidad in vitro

Que presenta el pasante: FRANCISCO VICTORIA LIRA
Con nimero de cuenta; 30629693-8 para obtener el Titulo de la camrera: Medicina Veterinaria y Zootecnia

Considerando que dicho trabajo retne los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO. °

ATENTAMENTE )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 08 de septiembre de 2017.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE
PRESIDENTE Q.B. Lilian Morfin Loyden
VOCAL Dra. Deneb Camacho Morfin
SECRETARIO Dr. Jesus Alberto Guevara Gonzilez

ler. SUPLENTE Dra. Ma de los Angeles Ortiz Rubio

2do. SUPLENTE M.V.Z. Marcos Pérez Alvarado

NOTA: los sinodales suplentes estdn obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 127).

LMCF/ntm*



Agradecimientos:

A José por apoyarme y motivarme a no rendirme y culminar mi formacion profesional, asi
como servir de ejemplo de dedicacion, responsabilidad y fortaleza. Por esto y mas, muchas
gracias.

A mi madre porque con amor, sacrificios y esfuerzo hiciste esto posible, por apoyarme en los
momentos dificiles y hacer de mi un profesionista, gracias.

A mi padre por el esfuerzo hecho para que yo estudiara y por darme la fortaleza de salir
adelante, gracias.

A la Doctora Deneb por creer en mi y ayudarme a construir este proyecto, por sus consejos y
amistad, gracias.

A Julidn y Chel por ser una parte importante en mi crecimiento, por apoyarme y
aconsejarme, gracias.

A Ivonne, Fer, Meli, For y Josué por su amistad y apoyo muchas gracias.



Indice

Resumen

1. Marco de referencia

2. Marco Teérico

2.1  Digestion
2.1.1  Fermentacion
2.1.2  Digestibilidad
2.2  Determinacion de la digestibilidad
2.3 Determinacion de la DIV con el uso de heces como indculo.
3. Justificacion
4.  Objetivos
4.1  Objetivo general
4.2  Objetivos particulares
5. Materiales y Métodos
5.1  Areade estudio
5.2  Alimento
5.3  Animales donadores
5.4  Obtencidn de indculos
54.1 Liquido ruminal
54.2 Heces
5.5  Etapauno: Uso del inéculo de heces
55.1  Uso del indculo
55.2  Tratamientos
5.6  Etapados: Aumento de la cantidad de heces en el indculo
5.6.1 Relacion heces-saliva
5.7  Etapatres: Incubacion del indculo de heces-saliva
5.7.1  Incubacién previa de las soluciones de heces
5.8  Etapa cuatro: Aumento de la cantidad de in6culo.

5.8.1 Tratamientos
5.8.2 Alicuotas de heces

Pagina

© © ©O© 00 O W W wWw W w N -

N e e e e e e T e T T O e e S T S
N N o o o o g~ W W NN PR P O o o



5.9  Analisis estadistico

Resultados

6.1  Forma de uso del indculo y relacion heces-saliva
6.2  Aumento de la concentracion de heces en saliva
6.3  Incubacidn del indculo de heces

6.4  Relaciones indculo de heces-saliva

Discusion

Conclusiones

Bibliografia

18
19
19
20
21
23
24
26
27



Resumen

La técnica de digestibilidad in vitro requiere liquido ruminal como inéculo, esto plantea
problemas practicos, econdmicos y éticos debido a que los animales al ser canulados
pueden presentar sufrimiento innecesario, por lo cual el uso de las heces como fuente de
in6culo microbiano eliminaria la necesidad de utlizar animales sometidos a estos
procedimientos. El objetivo del presente estudio fue determinar condiciones de manejo de
heces bovinas con el fin de sustituir el liquido ruminal como in6culo en la técnica de
determinacién de la digestibilidad in vitro por el método de Tilley y Terry.

El trabajo se realiz6 en cuatro etapas secuenciales. En la primera etapa se evalué la forma
de uso del in6culo de heces comparando su uso directo e indirecto asi como se determino la
relacion heces—saliva, la cual tuviera el potencial de equivalencia con el liquido ruminal como
in6culo, asi mismo en la segunda etapa se aumenté la cantidad de heces en las soluciones
utilizadas como in6culo. En la tercera etapa se evalud la incubacién previa del in6culo de
heces y por dltimo; en la cuarta etapa se aument6 la cantidad de in6culo de heces en
relacion a la saliva agregada al sustrato. En la etapa uno se encontré que el uso indirecto de
heces es el mas adecuado ya que el uso directo no permite la filtracion asi como se encontrd
gue la solucion de heces en una proporcion de 0.45:1 y 0.50:1 tienen los mayores valores de
fermentacion pero sin embargo no equiparan al obtenido por el liquido ruminal. En la prueba
dos se encontrd0 que existe una mayor fermentacién en la proporcion 1:1 sin embargo
conforme se aumento la proporcion de heces la fermentacion disminuy6. En la prueba tres se
encontrd que la incubacién previa del in6culo de heces, si tiene un efecto en la fermentacion
final, encontrando que en la fermentacion con tiempo de 25 minutos, la fermentacion final se
vio aumentada. En la cuarta etapa el aumento de la proporcion de inoculo de heces en
relacion a la saliva en el tubo se determind que no es adecuado ya que no filtra. El uso de
heces bovinas como inoculo tiene un potencial para reemplazar al liquido ruminal sin

embargo es necesario estudiar las condiciones en las cuales debe ser manejado.



1 Marco de referencia

Los alimentos consumidos por los rumiantes estan formados principalmente por polisacaridos
con enlaces B-glucosidicos, como la celulosa, que no pueden ser escindidos por las enzimas
digestivas de los mamiferos. Por consiguiente, los rumiantes han desarrollado un sistema
digestivo especial que supone la fermentacion microbiana de los alimentos, antes de quedar
expuestos a sus propias enzimas digestivas (McDonald et al., 2013).

El reticulo-rumen (RR) proporciona un sistema de cultivo continuo para bacterias anaerobias,
protozoos y hongos. Los alimentos llegan al RR donde son parcialmente fermentados, dando
lugar principalmente a acidos volatiles, células microbianas, gases metano y dioxido de
carbono. Una parte de las células microbianas pasan al abomaso e intestino delgado,
acompafando a los componentes de los alimentos no degradados; alli, son digeridos por las
enzimas segregadas por el animal hospedador, absorbiéndose los productos de la digestion.
En el intestino grueso existe una segunda fase de digestibn microbiana; las paredes del
intestino grueso son capaces de sostener una significativa poblacion microbial en colon y
ciego, y asi la digestion microbial en el intestino grueso es similar a la que ocurre en el RR
(Ramirez, 2009; McDonald et al., 2013). Los &cidos grasos volatiles producidos en el
intestino grueso también se absorben, pero las células microbianas se excretan en las heces
(McDonald et al., 2013).



2 Marco Teorico
2.1 Digestion

La mayoria de los componentes organicos de los alimentos se encuentran en forma de
grandes moléculas insolubles, que han de degradarse hasta compuestos mas sencillos, para
poder atravesar la membrana mucosa del tracto digestivo y llegar a la sangre y la linfa. El
proceso de degradacion, recibe el nombre de “digestion” (McDonald et al., 2013).

Los procesos esenciales de la digestion pueden agruparse en mecanicos, quimicos y
microbianos. La actividad mecanica corresponde a la masticacion y las contracciones
musculares del tracto digestivo. Las principales acciones quimicas se realizan mediante las
enzimas segregadas por los diferentes jugos digestivos, si bien, las enzimas vegetales
existen en los alimentos naturales, tienen escasa trascendencia en la digestion de los
mismos. La digestiébn microbiana de los alimentos, también enzimatica, se lleva a cabo por
bacterias y protozoos, microorganismos de especial importancia en la degradacion ruminal
(McDonald et al., 2013).

2.1.1 Fermentacion

La fermentacion es el proceso de descomposicion y utilizacidon de alimentos en el tracto

gastrointestinal, catalizado por enzimas producidas por microorganismos (Lépez et al., 2004).

2.1.2 Digestibilidad

La digestibilidad de los alimentos puede definirse, con cierto grado de exactitud, como la
cantidad que no se excreta en las heces y que, por tanto, se considera absorbida por el
animal (McDonald et al., 2013).

2.2 Determinacion de la digestibilidad

El desempefio productivo de los rumiantes esta en funcion del valor nutricional de la dieta
gue consumen. Las caracteristicas de fermentacion de los alimentos en el rumen pueden ser

estudiadas por métodos in vivo (a), in situ (b) e in vitro (c). Debido a que en los estudios in



vivo los alimentos solo pueden ser evaluados en raciones totales y al hecho de que tales
estudios requieren considerables recursos y son dificiles de estandarizar, en los Gltimos afios
varias técnicas in situ e in vitro han sido desarrolladas. Dentro de las técnicas in vitro, la de
uso mas frecuente es la descrita por Tilley y Terry (1963), para estimar la digestibilidad
verdadera de la materia seca (MS). Otra técnica in vitro consiste en la utilizacion de enzimas
en lugar de microorganismos, cuya principal ventaja es que no requiere animales como
donadores de inoculo. Las dos técnicas anteriores son usadas como procedimientos para
estimar la digestibilidad final del sustrato y no proveen informacién sobre la cinética de
digestion. La técnica de la bolsa de nylon (in situ) supera esta limitante al proporcionar
estimativas de la tasa y la dindmica de la degradacién de los constituyentes del alimento; sin
embargo es una aproximacion laboriosa, costosa e invasiva, en la que solamente un
pequefio numero de muestras pueden ser evaluadas al tiempo. La técnica de produccion de
gases es otro método in vitro que permite determinar la extension y la cinética de
degradacion del alimento a través del volumen de gas producido durante el proceso
fermentativo. Una de las ventajas de este procedimiento es que el curso de la fermentacion y
el papel de los componentes solubles del sustrato puede ser cuantificado (Posada y
Noguera, 2005).

a) Invivo

Esta técnica usualmente es estandar para comparar a otras técnicas. Debido al tiempo y a la
laboriosidad que se requiere para obtener resultados precisos, asi como las grandes
cantidades de alimento, animales y mano de obra que se requiere lo hace costosa, por lo
cual se han desarrollado pruebas alternativas de digestibilidad (Omed et al., 1989; Ramirez,
2009; Ruiz, 2011).

b) In situ

Esta técnica se basa en la interpretacion de la desaparicion de material colocado en una
bolsa de nylon que es introducida en el rumen de animales fistulados y canulados. La
desaparicion se mide en intervalos periddicos, hasta un tiempo aproximado de 96 horas

dependiendo del nutriente a evaluar (Barradas et al., 1990).



c) Invitro

Otro enfoque es reproducir en el laboratorio las reacciones que tienen lugar en el tracto
digestivo del animal, registrando mediciones que pueden ser utilizadas como indicadores de
digestibilidad in vivo. Estos son llamados in vitro y la prediccion de la digestibilidad ha sido
principalmente a partir de métodos finales de medicion de desaparicion del sustrato, se le
conoce como procedimiento gravimétrico o de produccion final de la fermentacion (gases,

formacion de acidos grasos volatiles) (France y Kebreab, 2008).

Los sistemas de digestibilidad in vitro se basan en su primera etapa en una digestion
anaerobica con microorganismos ruminales obtenidos del liquido ruminal, produciendo una
fermentacién en un sistema cerrado, es decir los productos de la fermentacibn no son
removidos (El-Share et al., 1987; Barradas et al., 1990; France y Kebreab, 2008; Ruiz, 2011).
En esta primera etapa se adiciona una solucion amortiguadora con el fin de mantener el pH
en alrededor de 6.9, siendo estas las condiciones éptimas (rango 6.7 a 7.0) para que actien

las bacterias ruminales (Barradas et al., 1990).

En la segunda etapa de la técnica se lleva a cabo una digestion con pepsina en medio acido,
afladiendo HCI. El principal objetivo de esta etapa es eliminar la proteina microbiana
existente dejando Unicamente la materia seca no digerida. Esta etapa es comparativa con lo

gue sucede en el abomaso (Barradas et al., 1990).

El empleo de las técnicas in vitro permite, en un tiempo relativamente corto, obtener un alto
namero de repeticiones o de muestras segun el interés. Asi mismo, en vista del mayor
control de las condiciones, se espera que estas técnicas tengan una menor variabilidad
(Ruiz, 2011).

Este método es fiable y preciso para la prediccion de la digestibilidad in vivo de una amplia
gama de forrajes. Sin embargo, su aplicacion tiene la desventaja de que los animales tienen
gue ser modificados quirdrgicamente o manipulados de manera extrema para obtener liquido
ruminal (Omed et al., 1989).

Existen actualmente restricciones que manejan las comisiones de ética de los organismos
internacionales y nacionales de investigacion para el uso de animales canulados y este es

otro punto a tener en cuenta (Ruiz, 2011).



2.3 Determinacion de la digestibilidad in vitro (DIV) con el uso de heces como indculo.

En las dltimas décadas se ha propuesto el uso de heces para determinar la digestibilidad in
vitro, la cual se basa en el uso de los microorganismos contenidos en las heces. Esta técnica
es simple, barata y no necesita animales modificados quirargicamente (Omed et al., 1989;
Akhter y Hossain 1998; Hughes et al., 2012).

En el intestino grueso se fermentan cantidades sustanciales de celulosa y hemicelulosa, en
donde muchas de las especies bacterianas del rumen estan representadas en el intestino
grueso, que los residuos bacterianos pasan posteriormente a las heces y que los organismos
celuloliticos se encuentran firmemente asociados con los desechos vegetales. Por lo tanto,
se considera que una suspension de heces seria capaz de actuar como un inéculo para la

fermentacion de forrajes, en lugar del liquido ruminal (El-Share et al., 1987).

El uso de heces como in6culo para la determinacion de la digestibilidad in vitro se basa en
gue la microbiota ruminal consiste en su mayoria en bacterias y protozoarios, los cuales son
exclusivos del tubo digestivo, principalmente del RR y ya que las mismas especies estan
presentes en el intestino grueso, aunque en proporciones diferentes (Shimada, 2009) y
debido a que la digestion microbiana de los alimentos, se lleva a cabo por bacterias y
protozoos (McDonald, 2013) es por ello que se ha mostrado una correlacion positiva entre los
valores de la digestibilidad in vitro e in vivo determinada, utilizando liquido ruminal y
disoluciones de heces frescas (El-Meadaway et al., 1998) lo anterior explica por qué puede

ser posible sustituir el liquido ruminal por excretas de bovino.

La microbiota ruminal consiste en su mayoria en bacterias y protozoarios que tienen muchas
caracteristicas funcionales comunes, asi como algunas diferencias notables (Shimada,
2009).

En el caso de las bacterias, su poblacion es variable, se sabe que es de 5,000 a 20,000
millones por gramo de contenido ruminal. Su tamafo es de cuatro micras en promedio. Son
exclusivas del tubo digestivo, principalmente del RR (las mismas especies estan presentes
en el intestino grueso, aunque en concentraciones de sélo 10 a 1,000 millones por gramo de
digesta, y en proporciones diferentes), tienen especificidad segun el huésped (Shimada,
2009).



Varios estudios han demostrado que las heces tienen un alto potencial de equivalencia con el
liquido ruminal para la técnica de digestibilidad in vitro por el método de Tilley y Terry
(Varadyova et al., 2005; Laudadio et al.,, 2009). EI-Meadawayet al., (1998) encontré que
existe correlacion positiva entre los valores de la digestibilidad in vitro e in vivo determinada,

cuando se utiliza liquido ruminal y disoluciones de heces frescas.

Pese a que en diferentes trabajos se describen relaciones heces-saliva y su forma de
preparacion, no se describe si la forma de uso del inéculo, es directamente de la solucion
que se prepard o bien, si a partir de esta solucién se debe tomar una alicuota (10 ml.) y
mezclarla con saliva de McDougall (40 ml.) a semejanza de cdmo se utiliza el liquido ruminal

establecido por la técnica de Tilley y Terry (1963).



3 Justificacion

La técnica de digestibilidad in vitro requiere liquido ruminal como in6culo (Cutrignelli et al.,
2005), aunque el liquido ruminal se puede recoger, ya sea de animales con canula ruminal o
en sacrificio, esto plantea una serie de problemas précticos, econdmicos y éticos debido a
gue se dice que los animales al ser canulados pueden presentar sufrimiento innecesario, o
bien, los lugares en donde se sacrifican los animales estan lejanos de donde se va a utilizar
el liquido ruminal (Mauricio et al., 1998; Cutrignelli et al., 2005; Bovera et al., 2006), por lo
gue se han buscado diferentes fuentes de indculos, entre los que se encuentran las heces de
rumiantes (Cutrignelli et al., 2005; Bovera et al., 2006).

Una propuesta es el uso de las heces como fuente de in6culo microbiano este eliminaria la

necesidad de utilizar animales sometidos a procedimientos quirurgicos (Hughes et al.,2012).

La ventaja que presenta el uso de las heces como in6culo es que no se afecta el bienestar
animal, ademas éstas contienen los microorganismos presentes en el rumen y se considera
econdémico (Dehority, 2003; Boveraet al., 2006; Hobson y Stewart, 2012; Hughes et al.,
2012).

Pese a que en diferentes trabajos se describen relaciones heces-saliva y su forma de
preparacion, (El-Share et al., 1987; Omed et al., 1989; Akhter y Hossain, 1998; El-Meadaway
et al., 1998; Akhter et al., 1999; Kalan,et al., 2006; Guzméan, 2011; Utomo, et al., 2011;
Hughes et al., 2012) pero no se describe la forma de uso del in6culo y no hay acuerdo en

cuanto la proporcion heces-saliva que se debe utilizar.



4 Objetivos

4.1 Objetivo general
Determinar condiciones de manejo de las heces bovinas, con el fin de sustituir el liquido
ruminal como inéculo en la técnica de determinacion de la digestibilidad in vitro de la materia

seca (MS) por el método de Tilley y Terry.

4.2 Objetivos particulares

- Establecer la forma de uso de la solucion de heces como inéculo, directo o indirecto.

- Determinar la concentracion de heces-saliva que tenga el potencial de equivalencia al
liquido ruminal como in6culo para fermentar un alimento en la técnica de determinacion de la

digestibilidad in vitro de la MS por el método de Tilley y Terry.

- Determinar si la incubacion previa de la disolucibn de heces afecta su potencial de

fermentacion equivalente al liquido ruminal.

- Estudiar las relaciones indculo-saliva en cuanto a su potencial para reemplazar el liquido

ruminal.



5. Materiales y Métodos

El trabajo se realiz6 en 4 etapas secuenciales:

En la primera etapa se determind si la solucion de heces como in6culo deberia ser utilizada
en forma directa o indirecta, independientemente de la concentracion de heces ocupada para
hacer la disolucion. La segunda etapa se aumenté la cantidad de heces en las soluciones
utilizadas como in6culo. Para la tercera etapa, las soluciones de heces fueron incubadas a
diferentes tiempos antes de ser agregadas al sustrato. En la cuarta etapa, se aumenté la
cantidad de inéculo de heces en relacion a la saliva agregada al sustrato. Todas las etapas
se evaluaron con la cuantificacion del residuo resultante de la incubacion anaerobia del heno
de avena por 48 horas, lo cual corresponde con la primera fase de la digestibilidad in vitro por

el método de Tilley y Terry (Morfin, 2016).

5.1 Area de estudio

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Bromatologia, de la Licenciatura de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC),
de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM); la cual esta localizada a 19° 41' de
latitud norte, 99° 11' de longitud oeste y 2450 m.s.n.m. El tipo de clima predominante es clima
templado subhumedo con lluvias en verano, precipitacion promedio anual de 1141.7 mm y
una temperatura media de15.5°C (CONAGUA, 2015).

5.2 Alimento

Se trabaj6 con heno de avena cortada en octubre de 2016 procedente de Santo Tomas
Ajusco. Ciudad de México, con las caracteristicas quimicas que se muestran en el cuadro
5.1. El heno de avena fue secado a 60°C, durante 24 horas y posteriormente molido en un
molino de Wiley a un tamafio de particula de 1 mm. Esta muestra se utilizé para las pruebas

guimicas y como sustrato para la determinacién de la digestibilidad in vitro.
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Cuadro 5.1 Caracteristicas quimicas del heno de avena cortado y secado en octubre de
2016.

Fraccion Tal como recolectado Base seca
Materia seca 88,89 100
Humedad total 11,11 0
Extracto etéreo 9,31 10,47
Cenizas 5,53 6,22
Proteina cruda 6,85 7,71
Fibra cruda 33,07 37,20
Extracto libre de nitrégeno 34,14 38,40
FDN 67,10 75,48
FDA 36,24 40,76
Hemicelulosa 30,86 34,72

FDN: fibra detergente neutro, FDA: fibra detergente &cido.

5.3 Animales donadores

Se utilizaron como donadores, tanto de liquido ruminal como de heces, dos bovinos machos
de raza Holstein entre los 12 y 15 meses de edad, procedentes del Centro de Ensefanza
Agropecuaria (CEA) Facultad de Estudios Superiores (FES) Cuautitlan, los cuales estaban
en ayuno de 12 horas. La dieta base de los animales fue heno de avena (60%), forraje verde
(20%) y ensilado de maiz (20%).

5.4 Obtencion de in6culos
Los indculos utilizados fueron liquido ruminal y heces de bovinos de los cuales se describen

los procesos de obtencién en los apartados siguientes.
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5.4.1 Ligquido ruminal

Para cada uno de los experimentos se obtuvo el liquido ruminal mediante el siguiente

proceso:

Se extrajo aproximadamente 500 ml. de liquido ruminal de los bovinos, mediante el uso de
sonda oro-ruminal. El liquido se recolectdé en una botella &mbar la cual se coloc6 en agua

caliente a 39°C e inmediatamente se transport6 al Laboratorio de Bromatologia, de la FESC.

Una vez en el laboratorio, el liquido ruminal se filtré en cuatro capas de manta de cielo bajo
un flujo constante de CO, (Morfin, 2016).

Cabe mencionar que el indculo de liquido ruminal se utiliz6 como el grupo control para los

experimentos del dos al cuatro.

5.4.2 Heces
Las heces para cada uno de los experimentos se recolectaron mediante el siguiente proceso:

Se extrajeron 1 Kg de heces bovinas directamente del recto del animal con el uso de guantes
de palpacion, los guantes con las heces se colocaron dentro de bolsas obscuras y se
trasladaron en una hielera, en la que se introdujo botellas con agua caliente a una

temperatura de 39°C.

Se cuid6 que el tiempo transcurrido entre la recoleccion de heces, al proceso de la primera

dilucién no fuera mas de 25 minutos.

Para cada uno de los experimentos se realiz6 el siguiente proceso de preparacion del inéculo

de heces:

» Se peso las cantidades de heces requeridas para cada solucion.

» Se mezclaron las heces pesadas en 400 ml. de saliva de McDougall preparada de
acuerdo con lo consignado por Morfin (2016), enseguida se mezclé continuamente
con una varilla de vidrio, en un vaso de precipitados de 1 |. de capacidad

» Finalmente se filtré en cuatro capas de manta de cielo.

Todo este proceso se realiz6 manteniendo un flujo constante de CO,.
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5.5 Etapa uno: Uso del in6culo de heces

Los microorganismos son los que actian en la degradacion de los alimentos en el rumen, a
mayor nimero de microorganismos la degradacion de los alimentos seria mayor. Las heces
tienen menor cantidad de microorganismos que el liquido ruminal (Shimada, 2009); por lo
anterior, se esperaria que al aumentar la concentracion de heces aumentaria el potencial de
equivalencia de las heces con el liquido ruminal; entendiendo como potencial de equivalencia
a la capacidad de los microorganismos contenidos en las heces para degradar los alimentos
en forma similar a la lograda por los microorganismos del liquido ruminal.

Por lo anterior, se propusieron dos formas de emplear el in6culo de heces: directo, es decir
de la solucién formada de heces-saliva, se toma directamente y se adiciona a la muestra.
Indirecto, el cual Implica tomar una alicuota de 10 ml del in6culo de heces-saliva, a
semejanza como se utiliza el liquido ruminal, conforme a lo consignado por Morfin (2016) y

adicionarlo a la muestra.

5.5.1 Uso del in6culo
Se uso el indculo de la siguiente forma:

a) Directo. A la cantidad de heces planeada se la adicioné saliva de McDougall; las
cantidades de heces se muestran en el cuadro 5.2. Debido a que las heces estdn mezcladas
con la saliva, se consideré que esa solucion se deberia de utilizar para la incubacion del
sustrato tal cual. Por lo que, se tomaron 50 ml de la solucion para cada tubo; lo anterior,
conforme la técnica de Tilley y Terry consignado por Morfin (2016), en la cual se utilizan 10

ml. de inéculo y 40 ml. de saliva.

b) Indirecto (Alicuota). En cada tratamiento se tomoO una alicuota de 10 ml de heces
preparadas conforme el cuadro 5.2, y se mezcldé con 40 ml. de saliva de McDougall, para

adicionarlas en cada tubo (Morfin, 2016).

c¢) Liquido ruminal. Se tom6 una alicuota de 10 ml del liquido ruminal filtrado y se mezcl6 con

40 ml. de saliva de McDougall, para adicionarla en cada tubo (Morfin, 2016).

Se pesé 0.5 g. de heno de avena en cada tubo, para cada tratamiento e indculo,

Independientemente del tipo de in6culo, cada tratamiento se realizd por triplicado, con su
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correspondiente blanco, también por triplicado. Se entiende como blanco a los tubos que solo

tienen las soluciones pero no muestra.

Para todos los tratamientos, del método de Tilley y Terry para determinar la digestibilidad in
vitro (Morfin, 2016) solo se trabajo la primera fase: incubacion anaerobia por 48 horas,
omitiendo la segunda fase que trabaja un proceso quimico de degradacion, debido a que se
busco evaluar la accion de los microorganismos. El proceso se llevo a cabo siempre bajo una

corriente de CO,,

Posterior a la incubacion de 48 horas se procedio a filtrar cada tubo en papel filtro poro medio
a peso constante.

5.5.2 Tratamientos

Los tratamientos consistieron en 6 relaciones de heces-saliva y el liquido ruminal como
testigo (cuadro 5.2), con base en las relaciones utilizadas por Hughes et al. (2012) y Utomo
et al. (2011).

Cuadro 5.2. Relaciones heces de bovino saliva empleadas.

Tratamientos Heces Solucién de McDougall Relacion
(@) (ml) H:S
(peso:volumen)

1 100 400 0.25:1
2 120 400 0.30:1
3 140 400 0.35:1
4 160 400 0.40:1
5 180 400 0.45:1
6 200 400 0.50:1
7 Liquido ruminal - -

H: heces S: saliva
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5.6 Etapa dos: Aumento de la cantidad de heces en el in6culo.

A partir de los resultados de la primera etapa, se decidié utilizar el in6culo de manera
indirecta (apartado 5.5.1 inciso b), asi como aumentar la cantidad de heces en los
tratamientos, con objeto de incrementar la degradacion del sustrato producida por los
microorganismos presentes en las heces. Los puntos de partida para las relaciones heces-

saliva fueron la informacién que consignan El-Meadaway et. al. (1998) y Posada et al. (2006).

5.6.1 Relacién heces-saliva

Las relaciones de heces-saliva de McDougall en los tratamientos se muestran en el cuadro
5.3.

Cuadro 5.3. Cantidad de heces y saliva McDougall utilizadas en los tratamientos.

Tratamientos Heces Solucion de McDougall Relacion
(9) (ml) H:S
(peso:volumen)
1 50 50 1:1
2 100 50 2:1
3 150 50 3:1
4 150" 0 1:0
5 o* 50 0:1
6 Liquido ruminal - -
H: heces S: saliva

¥. solo heces

£- solo saliva de McDougall

Los procedimientos, tanto de preparacion de las soluciones como de incubacion, se

describen en el apartado 5.5.1.
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5.7. Etapa tres: Incubacion del in6culo de heces-saliva

Con objeto de aumentar el potencial de equivalencia de las heces con respecto al liquido
ruminal y con base en los resultados obtenidos en la etapa uno y dos; se seleccionaron las
relaciones heces-saliva mas promisorias para aumentar el potencial de equivalencia.
Ademas, de acuerdo con Kalan et al. (2007) una incubacién previa del inéculo de heces-
saliva incrementaria la cantidad de microorganismos, se procedio a incubar las soluciones de

heces.

5.7.1 Incubacion previa de las soluciones de heces.

La cantidad de heces, saliva McDougall y tiempos de incubacién utilizados en esta etapa se
muestran en el cuadro 5.4.

Cuadro 5.4. Cantidad de heces, saliva McDougall y tiempo de incubacion de las soluciones.

Tratamientos Heces Saliva de Relacion Tiempo de incubacion
McDougall H:S
(9) (ml) (peso:volumen) (minutos)
1 Liquido ruminal - - 0
2 100 250 0.40:1 0, 25, 60, 480
3 1125 250 0.45:1 0, 25, 60, 480
4 125 250 0.50:1 0, 25, 60, 480
H: heces S: saliva

Los procedimientos, tanto de preparacion de las soluciones como de incubacion, se
describen en el apartado 5.5.1.

5.8 Etapa cuatro: Aumento de la cantidad de in6culo.

En esta etapa se modifico la alicuota como otra alternativa para aumentar la cantidad de
microorganismos, y encontrar las condiciones en las cuales se pudiera alcanzar el potencial
de equivalencia de las heces con el liquido ruminal, se procedi6 a disminuir
proporcionalmente la cantidad de saliva de McDougall y sustituirla por in6culo de heces. Las

condiciones con las que se llevé a cabo esta prueba fueron las encontradas en las etapas
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previas, es decir uso del inéculo en forma indirecta, las concentraciones asi como un tiempo

de incubacién de 25 minutos.
5.8.1 Tratamientos

Las relaciones heces-saliva que se trabajaron se muestran en el cuadro 5.5.

Cuadro 5.5. Relacion heces-saliva y tiempo de incubacion.

Heces Solucién de Relacion Tiempo de
McDougall H:S incubacion.
(9) (ml) (peso:volumen) (minutos)
1125 250 0.45:1 25
125 250 0.50:1 25
H: heces S: saliva

5.8.2 Alicuotas de heces

El cuadro 5.6 muestra los tratamientos que se utilizaron en esta prueba: dos relaciones
heces-saliva y tres proporciones alicuota saliva. El proceso de preparacion del indculo e
incubacion se presenta en el apartado 5.5.1.

Cuadro 5.6 Proporciones de in6culo de heces-saliva

Disolucion Concentracion Proporciones alicuota-saliva

heces-saliva de

McDougall (ml:ml)
(Kg/L)
1 0.45:1 20:30 30:20 40:10
2 0.50:1 20:30 30:20 40:10
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5.9. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de cada etapa se analizaron mediante un disefio completamente
aleatorizado y las medias se compararon utilizando la prueba de Tukey. EI valor de
significancia se declar6 a p<0,05. El paquete estadistico utilizado fue STATGRAPHICS®
Centurion XVIv. 17.1.12
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6. Resultados

6.1 Forma de uso del indculo y relacion heces-saliva

El cuadro 6.1 muestra la forma de uso del indculo, destaca que la solucion de heces usadas
directamente como inéculo no filtré en papel filtro de poro medio, tanto en las disoluciones de
heces y en sus respectivos blancos; pese a que se incrementd la temperatura con agua
caliente. Asimismo, los blancos presentaron gran cantidad de particulas suspendidas en

relacion a los blancos del liquido ruminal.
En contraste, en los tratamientos de heces, cuando se uso el in6culo en forma indirecta si

hubo filtracion.

Cuadro 6.1. Tipos de forma de uso del inéculo y su capacidad de filtrado en los distintos

tratamientos.

Tratamientos Relacion Forma de uso Filtracion
heces-saliva de McDougal
(Kg/L)
1 0.25:1 Indirecto Si
Directo No
2 0.30:1 Indirecto Si
Directo No
3 035:1 Indirecto Si
Directo No
4 040:1 Indirecto Si
Directo No
5 045:1 Indirecto Si
Directo No
6 0.50:1 Indirecto Si
Directo No
7 Liquido ruminal - Si
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En el cuadro 6.2 se observa que con el uso de inéculo de heces bovinas si digirio el heno de
avena; sin embargo, no alcanz6 el potencial equivalente para igualar el porcentaje de

digestibilidad obtenido con el liquido ruminal.

Cuadro 6.2. Digestibilidad in vitro con el uso de diferentes concentraciones de heces como

in6culo usado indirectamente.

Tratamientos Relacién heces-saliva Digestibilidad in vitro
H:S (%)
(peso:volumen)
1 0,25:1 29,4 +0,13€"
2 0,30:1 31,4 +1,73d
3 0,35:1 31,6 +0,51d
4 0,40:1 33,4 +0,43c
5 045:1 34,5 +0,88b
6 0,50:1 35,0 +0,22b
7 Liquido ruminal 40,3 +0,46a
H: heces S: saliva

£ Letras distintas en la misma columna indican diferencias (p<0,05).

6.2Aumento de la concentracion de heces en saliva.

En el cuadro 6.3 se presentan los resultados de los tratamientos, se observa que todos los
tratamientos tuvieron menor potencial de equivalencia con respecto al liquido ruminal. Sin
embargo en los tratamientos 1, 2 y 3 la degradacién del sustrato fue mayor que en los

tratamientos con solo heces o solo saliva.
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Cuadro 6.3. Digestibilidad in vitro con el uso de diferentes concentraciones de heces como

in6culo.

Tratamientos Relaciéon heces-saliva % de DIV

(peso:volumen)

1 1:1 31,04 +0,94b*
2 2:1 31,93 +0,32b
3 3:1 29,71 +0,42b
4 1: 0 (Solo heces) 20,55 +1,83c
5 0: 1 (Solo saliva) 19,57 +1,11c
6 Liquido ruminal 40,38 +0,46a

£ Letras distintas en la misma columna indican diferencias (p<0,05).

6.3 Incubaciéon del in6culo de heces.

En el cuadro 6.4 resalta que en promedio las mayores digestibilidades se observan en las
incubaciones de 25 min y en caso de la solucion de 500g de heces en 1 litro de saliva de
McDougall con incubacién de 1 hora, es la que se observa mas cercana a la digestibilidad

con liquido ruminal.

Con respecto al experimento anterior destaca un aumento en las digestibilidades con la

incubacion, siempre y cuando se lleve a cabo entre 25 min. y 60 min.
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Cuadro 6.4. Digestibilidad a diferente concentracion y tiempo de incubacién

Relacion Tiempos previos de incubacion
g /L saliva (minutos)
H:S
(peso:volumen)
0 25 60 480
LR 46,7 +2,46a
0,40:1
400 34,4 +0,38b 33,1 +1,47b 35,2 +3,26b 34,4 +0,38b
0,45:1
450 34,2 +1,50cd 40,1 +1,28b 36,9 +4,62bc 31,1 +4,33d
0,50:1
500 32,4 +450c 36,3 +3,24b 38,2 +6,45cd 32,1 +2,16d

1: Liquido ruminal. Todos los tratamientos fueron comparados con respecto al liquido

ruminal.
£ Letras distintas en la misma columna indican diferencias (p<0,05).

H: heces S: saliva
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6.4 Relaciones in6culo de heces-saliva

El cuadré 6.5 muestra las proporciones en que se incrementé el in6culo en mililitros, resalta

gque pese a que tentativamente se esperaria un crecimiento en

microorganismos, al aumentar la cantidad in6culo, no hubo filtracién.

la cantidad de

Cuadro 6.5. Incremento el inéculo a diferentes proporciones de heces-saliva.

Disolucion Concentracion heces- Proporcién inéculo- Filtracion
saliva de McDougal saliva de McDougall
(Kg/L) (ml:ml)
1 0,45:1 20:30 No
30:20 No
40:10 No
2 0,50:1 20:30 No
30:20 No
40:10 No
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7. Discusion
Etapa 1l

En la literatura que se tuvo acceso se encontré que no habia consistencia en cuanto a como
debe ser el uso de la solucion de heces, ya que para el uso de heces como in6culo se

necesita preparar una solucién de éstas.

El hecho de que no se haya filtrado la solucion de heces ni los blancos se podria atribuir a la
alta viscosidad de las soluciones, lo cual impidi6é su paso por el papel filtro de poro medio.

Cubillos et al. (2010) encontraron que la viscosidad es importante para la produccién de gas
in vitro, para evaluar la fuerza del in6culo de heces y que a mayor viscosidad hay mayor
presencia de microorganismos. Sin embargo cuando hay gran cantidad de particulas
suspendidas de tamafio pequefo, los poros del papel filtro se tapan lo cual impide la

filtracion.

Los resultados obtenidos no coinciden con el hecho de que filtra tal como lo reportado por El-
Meadaway et al., (1998); Guzman, (2011); Kalan et al., (2006); Utomo et al., (2011)

Etapa 2

Segun lo reportado en la literatura la digestibilidad in vitro usando los rangos de las
soluciones heces-saliva, se equipararia el potencial equivalente al liquido ruminal sin

embargo no fue asi.

No obstante se obtuvo un potencial de digestibilidad menor a lo logrado con el liquido
ruminal, lo cual se puede atribuir a que no se alcanzé el nUmero o tipo de microorganismos

necesarios para equiparar al liquido ruminal y asi lograr la misma digestion.

Shimada (2009) menciona que existe una proporcion variable de bacterias en el rumen las
cuales van de 5 000 a 20 000 millones de bacterias por gramo de contenido ruminal y que las
mismas bacterias estan presentes en el intestino grueso solo que en proporciones mucho
menores. Sin embargo el buscar equiparlas representa un reto ya que como se menciona

antes la viscosidad es un factor importante.
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Los resultados obtenidos no coinciden con lo reportado por Akhter y Hossain, (1998); Akhter
et al., (1999); Utomo et al., (2011); Hughes et al., (2012) los cuales usando concentraciones
similares de heces-saliva lograron un potencial de digestibilidad equivalente al liquido

ruminal.

Etapa 3

Buscando equiparar el potencial de equivalencia de liquido ruminal para realizar la
digestibilidad in vitro se aumentaron las concentraciones de la relacion heces-saliva sin

embargo no se logro alcanzar los niveles del liquido ruminal.

Etapa 4

Destaca la presencia de digestibilidad en los incubados sélo con saliva la cual resultd con
menor nivel que las usadas con heces, el hecho de que no haya existido un aumento en las
digestibilidades con concentraciones mayores de heces, pudiera explicarse por la falta de
nutrientes y amortiguadores que provee la saliva de McDougall.

Church (1993) menciona que los microorganismos ruminales necesitan nutrientes y un medio
cercano a la neutralidad para poder sobrevivir y actuar sobre el sustrato, ya que la saliva de
McDougall provee de estos mismos (Cutrignelli et al., 2005), lo cual podria explicar el por qué

al aumentar la concentracion de heces no aumento la digestibilidad.

El hecho de que la incubacién previa de las soluciones haya sido mejor a los 25 minutos, asi
como a 60 minutos, pero no a las 480 minutos, se podria explicar por el tiempo minimo de
duplicacién bacteriana, el cual dura 20 min (Harvey et al., 2008). Ademas se conoce que
con el tiempo, el crecimiento de las bacterias disminuye hasta cesar por completo (fase
estacionaria), a medida que los nutrientes se van agotando y se acumulan productos de
excrecion toxicos. Si se mantienen en fase estacionaria durante un largo periodo de tiempo,

las células acabaran muriendo(Harvey et al., 2008).
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8. Conclusiones

- Existen evidencias que se debe tomar una alicuota a partir de la solucién de heces y
mezclarlo con la saliva a semejanza como se realiza con el liquido ruminal en la técnica de

Tilley y Terry, de otra forma no hay filtracion.

- La relacion heces-saliva con mayor potencial de equivalencia de degradacion del sustrato

con respecto al liquido ruminal fue la relacion 450g:1 y 500g:1 litro de saliva de McDougall.

- La incubacion previa de la solucién de heces por 25 minutos incrementé el potencial de

equivalencia del liquido ruminal, sin embargo no fue equivalente al liquido ruminal.
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