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RESUMEN

MONTES SANCHEZ JUAN JOSE. Determinacién de! perfil de n-alcanos en
forrajes de clima semi-arido, templado, tropical himedo y tropical seco, en época
de lluvias (bajo la direccién de: PhD Silvia Elena Buntinx Dios, M en C Francisco
Alejandro Castrejon Pineda y Dra. Elvira Santos Santos).

Es de importancia conocer cuanto (consumo voluntario) y qué consumen
(selectividad) los rumiantes en condiciones de pastoreo. Para ello se han
realizado investigaciones con el uso de n-alcanos como marcadores fecales. Para
realizar mediciones de consumo es necesario conocer cuales n-alcanos y cuanto
hay de cada uno de ellos en los forrajes involucrados en un area especifica de
pastorec y ramoneo, para asi detemminar los marcadores fecales internos y
extenos a utilizar. En la literatura se encuentra informacion de especies vegetales
de clima templado y tropical de ciertos palses, algunas de las cuales estan
presentes en nuestro pals, pero otras no. Se carece principaimente de informacién
de forrajes de zonas aridas. Debido a esto, mediante la técnica de cromatografia
de gases se realizé la determinacion cualitativa y cuantitativa de los n-alcanos
C20-Czs, a las 4 y 6 semanas de rebrote, de 19 forrajes (de las familias Poaceae y
Fabaceae) de clima semi-arido, templado, tropical himedo y tropical seco, en
época de lluvias. Se analiz6 la concentracion del n-alcano Cay a las 4 y 6 semanas
de rebrote y no se encontré diferencia estadistica. Asimismo, se determiné ei perfil
de n-alcanos de los diferentes forrajes para realizar estimaciones taxonémicas de
especie, clima de muestreo y familia. Se observd que dicho perfil fue diferente en
cada especie y, por lo tanto, se utilizd para realizar una correlacién entre n-
alcanos, un andlisis de componentes principales y un andlisis discriminante con
funcién candnica. Se encontré correlacion entre los n-alcanos Cz; y Cze (0.79),
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Caay C3s (0.93). De los cinco componentes principales obtenidos, los dos primeros
explicaron el 86% del total de la variacion y separaron la informacién en dos
grandes grupos, aquelios forrajes con elevada concentracion de C,7-Cs, y aquellos
con elevada concentracion de Ca; y Cas. Se realizaron predicciones taxonoémicas
para familia, teniendo una certeza en la clasificacion del 86.1% para gramineas y
88.1% para leguminosas. La prediccién de clima de muestreo de los forrajes fue la
siguiente: 56.7% en clima semi-arido, 86.7% en clima templado, 91.7% en clima
tropical himedo y 36.7% en clima tropical seco. La prediccion por especie fue Ia
que tuvo el mayor acierto (97.4%). En conclusién: (1) en estudios de consumo
voluntario en pastoreo , que generalmente abarca unas tres semanas (incluyendo
el periodo de adaptacién ), es suficiente realizar un muestreo de forraje para
determinar la concentracion del n-alcano Css, en la época de Huvias; (2) los n-
alcanos ayudaron a separar a los forrajes por familia, gramineas y leguminosas;
(3) los n-alcanos fueron dtiles para identificar a los forrajes de clima templado y
tropical himedo, pero tuvieron una menor efectividad con los forrajes de clima
semi-arido y tropical seco, y (4) los n-alcanos funcionaron como una herramienta
util en la identificacion (“huella digital”) de los forrajes por especie.



Determinacion del perfil de n-alcanos en forrajes de clima semi-arido,

templado, tropical himedo y tropical seco, en época de lluvias.

1. Introduccién

La alimentacion mas econdmica en herbivoros es la que se basa en la utilizacién
de forrajes como fuente (nica o principal de alimento, ademas de ser éstos un

abundante recurso natural.’ 23

La interconexién planta-animal es conocida a través del consumo, e involucra la
cantidad y composicion del alimento ingerido por un animal. El consumo depende
de las caracteristicas del alimento, del animal y de la complejidad de interacciones

en un ambiente determinado por tiempo y espacio.* > &7

La importancia de medir el consumo radica en: a) conocer las interacciones entre
niveles tréficos, b) buscar el bienestar y la produccion de herbfvoros domésticos,
¢) aprovechar adecuadamente aquellas areas donde el uso primario no es agricola
(reservas naturales, areas desérticas, refugios de vida salvaje, parques naturales y
bosques), favoreciendo la presencia de especies, y d) lograr la sostenibilidad de

los sistemas.’- %910

En México, un poco mas de 113 millones de hectareas son utilizadas para la
ganaderia extensiva, abarcando el 50% de la superficie nacional. En el pals,
aproximadamente 51.1 millones de hectareas tienen potencial para el
establecimiento de praderas: 17.2 millones en la zona tropical, 10.9 millones en la
zona templada y 23 millones en la zona semi-arida."’ De aqui la importancia de
realizar estudios de consumo en animales bajo condiciones de pastoreo/ramoneo,
cuya alimentacion resulta mucho mas econdémica que en condiciones de

estabulacién.

El consumo voluntario se ha estudiado a través del uso de marcadores fecales.
Entre éstos se encuentran los n-alcanos, hidrocarburos saturados presentes en la



cera cuticular de los vegetales, que pueden ser utilizados tanto como marcadores
internos como externos. En afos recientes han cobrado importancia debido a que
permiten la estimacion del consumo voluntario de los animales en pastoreo de
forma individual (Jo cual no se puede hacer con otras técnicas de marcacién) y
tienen el potencial de estimar la composicion botanica de la dieta seleccionada.®

Para llevar a cabo estas mediciones es necesario conocer el perfil de n-alcanos de
los forrajes involucrados y la informacién disponible es basicamente para especies
de clima templado y tropical. Ademas se ha observado que las concentraciones de

n-alcanos de cada especie no son iguales en todos los lugares.



2. Revisién de literatura

2.1 Especies forrajeras

Los forrajes son un recurso natural y constituyen la fuente mas importante de
alimentacién de rumiantes, ademas de producirse a bajo costo y de ayudar en el
mantenimiento del ambiente. Las especies forrajeras presentes en el pais tienen
una gran diversidad, favorecida por la heterogenicidad de medios y la capacidad

de respuesta de cada especie para sobrevivir y producir. "> 1

Las especies vegetales mas utilizadas por el hombre como forraje para los
animales son las gramineas (familia Poaceae) y las leguminosas (familia
Fabaceae) y, en menor grado, especies agrupadas en otras familias.®
Morfolégicamente, las gramineas se caracterizan por ser plantas de crecimiento
herbaceo con una raiz fibrosa, un tallo compuesto por nudos y entrenudos, hojas
filiformes, integradas por la vaina, limbo, ligula y auriculas e inflorescencia, que
puede ser en forma de espiga, racimo o panicula (Figura 1). De igual forma, las
leguminosas presentan un crecimiento herbaceo, arbustivo y arbéreo; en general,
cuentan con una raiz pivotante, hojas multifoliares, estipulas, una flor compuesta y

vainas como frutos (Figura 2).'% '3 1

2.2 Vegetacién de México

Es evidente que la principal razén de la riqueza floristica de México es su amplia
variedad de condiciones fisiograficas y climaticas. En funcién de estas
condiciones, el nimero de especies presentes en el pais es muy grande, contando
con vegetacidn endémica, ademas de presentar afinidades con toda América y

los demas continentes.'®

La influencia humana sobre la vegetacion de México resulta altamente
modificadora y destructiva. Los agentes modificadores de mayor importancia han
sido el desmonte, el sobrepastoreo, la tala desmedida, los incendios, la alteracion
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Figura 1. Morfologia general de las gramineas.'®
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del régimen hidrico de la localidad, el cambio de las caracteristicas del suelo y ia

contaminacion del aire."®

La zona ecol6gica pertenece al nivel mas general de la regionalizacién, donde el
clima marca la pauta en la delimitacién de las grandes regiones naturales, ya que
es determinante para la existencia de los diferentes tipos de vegetacion, una fauna
particular y una actividad econémica especifica. Se definen cuatro zonas
ecolégicas en el pais: la arida, la templada, la tropical himeda y la tropical seca,
que cubren el 49.1%, 23.2%, 4.7% y 23%, respectivamente, del territorio

nacional.'® ®

2.2.1 Zona arida

Ocupa la mayor parte del centro y norte del pais (Figura 3), comprendiendo los
estados de: Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur, Chihuahua,
Coahuila, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nuevo
Leodn, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala
y Zacatecas. Esta zona esta determinada por la latitud y, consecuentemente, por
la circulacion general de los vientos, lo que provoca escasa presencia de lluvias,
menor a 600 mm anuales, dando lugar a vegetacion xeréfita y de matorral. La
enorme extension de masa continental y la presencia de los grandes sistemas
montafiosos actuan como barrera para los vientos humedos (sombra orografica),

acentuando la aridez."®

El uso del suelo se reduce a cuatro actividades fundamentales: 1) la agricuitura de
temporal, cuya limitante son las escasas lluvias, provocando bajos rendimientos;
2) la agricultura de riego, que cuenta con actividades agricolas especificas; 3) la
explotacion de especies propias del desierto y, 4) la ganaderia, fundamentalmente
extensiva, que en las Ultimas décadas ha experimentado un proceso de

crecimiento hacia la ganaderia especializada.'> %
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En la zona arida se puede apreciar un importante deterioro de los sistemas
naturales, que se manifiestan a través de la desertificaciéon. Se aprecia también el
desaprovechamiento de elementos naturales, que pueden ser Utiles como recurso

para la alimentacion, vestido, etc.?

V21 Zona érida
Zona templada
(il Zona tropical htmeda

(1 Zona tropical seca

Figura 3. Zonas ecolégicas de México.'®



2.2.2 Zona tempilada

Esta zona se caracteriza por presentar temperaturas superiores a los 18°C en el
mes mas caluroso y que desciende en la época invernal, en ocasiones a 0°C. Se
registran precipitaciones pluviales mayores a 600 mm anuales, concentradas en
verano. Esta zona estad determinada por grandes sistemas montafiosos o anuras
de altitud superior a los 800 m, que suaviza el ’clima tropical; en ella se desarrolla
vegetaciéon de tipo boscoso, principalmente de pino (Pinus spp), encino (Quercus

Spp) y sus asociaciones, ademas de pastizales."’

Esta zona ha sido desde tiempos prehispanicos la mas densamente poblada del
pals, ya que abarca una extensa superficie de terrenos Utiles para la agricultura y
ganaderia. En consecuencia, su vegetacion natural ha desaparecido en amplios
sectores y en otros ha sido intensamente perturbada, conservando bosques soélo

en lo alto de las sierras y cerros.'>?°

Esta zona involucra los estados de Chiapas, Chihuahua, Durando, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nuevo Lebdn, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosl, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Zacatecas y el
Distrito Federal (Figura 3).'®

2.2.3 Zona tropical humeda

En esta zona la temperatura media anual es mayor a los 18°C, con precipitaciones
entre 2000 y 3000 mm distribuidos a través del afo. Su clima esta favorecido por
la prolongada llanura costera, es netamente de vegetacion de selvas altas,
medianas y bajas, que coexisten con pastizales inducidos.'”® Esta zona estd
formada por los estados de Campeche, Chiapas, Puebla, Quintana Roo, Tabasco,
Veracruz y Yucatan (Figura 3)."°
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La estructura y funciébn de las zona tropicales dependen de la diversidad
ambiental. En esta zona los terrenos planos o poco inclinados, con suelos de
caracteristicas favorables, estan generaimente ocupados por explotaciones
agricolas permanentes. Las tierras menos aptas para los cultivos se utilizan con
fines ganaderos; con tal propdsito, se desmonta totalmente el terreno y se
siembran gramineas adaptadas a las condiciones ecolégicas y adecuadas para la

alimentacién del ganado.'® %

2.2.4 Zona tropical seca

Se caracteriza por una temperatura media anual superior a los 18°C y una
precipitacion anual de 800-1200 mm, que se circunscribe al verano. Los tipos de
vegetacion son muy diversos y varian desde selva mediana y baja hasta sabanas
y palmares, e incluso asociaciones de xerdéfitas, aunque estas Ultimas no son
caracteristicas de la zona."® Los estados de Campeche, Chiapas, Colima,
Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Puebla, Quintana Roo,
Sinaloa, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan forman parte de esta zona (Figura 3)."°

En los Cuadros 1y 2 se describen las especies forrajeras que se muestrearon en
este estudio y que son cominmente consumidas por los rumiantes en las distintas

zonas climaticas.



Cuadro1. Gramineas muestreadas y presentes en diversas zonas de México.

16, 21,22, 23

Nombre cientifico Nombre comin  Procedencia Clima Ciclo Crecimiento
Buchloe Bufalo Nativo Semi-arido Perenne Macollo estolonifero, de
dactiloydes 10-25 cm de altura
Bouteloua Banderita Nativo Semi-arido Perenne Macollo rizomatoso, de
curtipendula Banderilla 50-100 cm de altura
Chlornis virgata Pata de pajaro Nativo Semi-arido Anual Macollo estolonifero, de
Verdillo mata 10-100 cm de altura
Wooly top
Lolium perenne Ryegrass Europa Templado Perenne Macollo erecto de 30-80 cm
perenne de altura
Ballico perenne
Pennisetum Kikuyo Africa Templado Perenne Estolonifero y rizomatoso de
clandestinum Ya-khikhuyo 8-30 em de altura
Dactylis glomerata  Orchard Europa Templado Perenne Macollo de 50-100 cm de

alto, en ocasiones con
rizomas

4



Cuadro 1. Gramineas muestreadas y presentes en divergas zonas de México (Continuacion).

Nombre cientifico Nombre comun  Procedencia Clima Ciclo Crecimiento
Cynodon Estrella Santo Este y centro Tropical Perenne Estolonifero de 30-70 cm de
nlemfuensis Domingo de Africa humedo altura

Estrella
Paspalum Antena América Tropical Perenne Estolonifera con culmos de
conjugatum Buffalo grass humedo 40-100 cm de alto
Brachiaria Humidicola Este y sur de Tropical Perenne Estolonifero y rizomatoso,
humidicola Ya-humidicola Africa himedo alcanza una altura de 100 cm
Cynodon Estrella africana  Africa Tropical seco Perenne Estolonifera, sin rizomas, con
plectostachyus Naivasha star una altura de 30-90 cm

grass
Andropogon Llanero Africa Tropical seco  Perenne Macollo de 1-3 m de alto, con
gayanus Gamba grass pequenos rizomas

Batag
Cenchrus ciliaris Buffel Africay Asia Tropical seco Perenne Macollo de 10-150 cm de

African fox tail

alto, en ocasiones con
rizomas

€l



Cuadro 2. Leguminosas muestreadas y presentes en diversas zonas de México.

17, 22,24, 25

Nombre cientifico Nombre comin Procedencia Clima Ciclo Crecimiento Hoja
Acacia Huizache Nativo Semi-aridoc  Subcaducifolio  Arbusto de 2-6 m Bipinada
famesiana Aromo
Prosopis julifliora  Mezquite Nativo Semi-aridoc Subcaducifolio  Arbol de 8-12 m Bipinada
Algarrobo
Tnfolium repens  Trébol blanco  Europay Templado Perenne Herbacea estolonifera de Trifoliar
Asia central 1-30 em
Medicago sativa  Alfalfa Asia central Templado Perenne Herbacea de 30-120cm  Trifoliar
y occidental
Arachis pintoi Cacahuate Brasil Tropical Perenne Herbacea estolonifera de Tetrafoliar
forrajero hamedo 20 cm
Leucaena Guaje Nativo Tropical Subcaducifolio  Arbol de mas de 18 m Bipinada
leucocephala seco
Pithecellobium Huamachit Nativo Tropical Subcaducifolio  Arbol de 15-20 m Tetrafoliar
dulce seco

2
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2.3 Consumo voluntario y selectividad

Los animales tienen la oportunidad de modificar el comportamiento ingestivo
manejando dos procesos basicos, el consumo voluntario (CV), que se refiere ala
cantidad de alimento ingerido en un periodo determinado, y la selectividad, que
implica la capacidad del animal de escoger componentes del alimento disponible.
El principal problems para realizar estudios con respecto a qué y cuanto consume
un animal en pastoreo es el dinamismo del sistema, a comparacion de lo que
sucede en un ambiente estabulado, en donde las condiciones son menos

van'ables.“' 6, 8,26, 27, 28, 29

2.3.1 Medicion de consumo voluntario en pastoreo

La medicién del CV por medios directos bajo condiciones de pastoreo se basa en
el pesaje de animales y/o ia medicién del forraje presente, ambos antes y después
del pastoreo. La utilizacién de estos métodos trae consigo la modificacion del
comportamiento de los animales en estudio, errores en la toma de mediciones y la
falta de ajustes, ademas de ser tediosos y laboriosos. Las ventajas que tienen son
la relativa rapidez en la obtencion de resultados y la minima necesidad de material

y equipo especializado. % °

También se cuenta con métodos indirectos de mediciéon de CV, que se basan en
la medicion directa o indirecta de heces y digestibilidad. La medicién directa de
heces se realiza por coleccion total de las mismas, con el uso de arnés y bolsa
colectora. Esta técnica tiene como ventaja que soélo se requiere la determinacién
de MS y cenizas y como desventajas, la modificacién del comportamiento y la
Incompleta coleccibn de heces. La medicién indirecta de heces es con la

utilizacion de marcadores fecales.® °

La digestibilidad se puede estimar in vivo, in situ o in vitro, siendo esta ultima la
mas utilizada. Para llevar a cabo la estimacién de la digestibilidad in situ o in vitro

es necesario la toma de muestras del forraje, las cuales se obtienen por coleccién
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manual o usando animales intervenidos quirurgicamente (fistula esofagica y/o
ruminal).® ® El método basado en la produccién fecal y digestibilidad se resume

en la formula 1.2

CV (g/d) = Produccion fecal )
1 - digestibilidad

2.3.2 Medicion de la selectividad del alimento en pastoreo

El principal método utilizado para determinar la composicion de la dieta es por
examen microhistoldgico de muestras directas del pastizal y extrusa de animales
fistulados o contenido estomacal o heces, esta ultima la de mayor uso; en todos
los casos es necesario el monitoreo de los animales y del pastizal. EI mayor
atributo de esta técnica es la gran cantidad de especies identificables, siendo sus
inconvenientes la modificacion del comportamiento animal, en ciertos casos la
falta de repeticiones, la incapacidad de identificar el componente por su alta
digestibilidad, la necesidad de experiencia técnicay la incapacidad de realizar una

medicion cuantitativa 8 & 26 %0

Otros métodos para identificar los componentes de la dieta seleccionada por el
animal son la relacién de los isétopos estables *C y '2C para diferenciar especies
vegetales que presenten fotosintesis por via C3 y C4, y la medicion de calcio (Ca) y
pinitol para diferenciar leguminosas de gramineas.® ® % 3! A éstos se atinan los n-
alcanos de la cera cuticular vegetal, que muestran una gran promesa como

marcadores para estimar la composicién de la dieta.®

2.3.3 Marcadores fecales

Un marcador fecal puede ser considerado como aquel material encontrado en
heces, sea originario de la dieta (interno) o ausente en ella (extemo), pero ligado
al alimento o administrado diariamente por via oral o fistulas o por medio de
dispositivos de liberacion prolongada. Un marcador fecal ideal debe tener una
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recuperacion total en heces, no tener efecto fisiolégico o tbéxico, poseer
caracteristicas similares (en términos de tamaro y densidad de particula) al
contenido del tracto digestivo y contar con métodos especificos para medirse
cualitativa y cuantitativamente. Los marcadores fecales son especiaimente utiles

en animales en libre pastoreo.® 3

La estimacion de la produccion fecal (PF) por medio de marcadores fecales se
basa en la relacion del marcador consumido o dosificado y su concentracion en

heces, esto se puede resumir en la formula 2.°

PF (g/d) = marcador administrado (mg/d) (2)
marcador en heces (mg/g)

Para la determinacion de produccién fecal se han utilizado marcadores internos
como: silica, lignina, N fecal, cromégenos y cenizas &cido insolubles® °; el
marcador externo mas utilizado en mamiferos es el 6xido de cromo.®

Los marcadores intemos pueden ser usados para estimar la digestibilidad de la
dieta; en la férmula 3 se muestra cdmo se establece la relacién entre el marcador
en la dieta (Md) y en heces (Mh).®

Digestibilidad (%) = 100 — (100*(Md/Mh))  (3)

En afos recientes se ha utilizado a los n-alcanos como marcadores externos e
internos en mediciones de selectividad, consumo voluntario y digestibilidad,

obteniéndose resultados favorables.? & 7- 26.27. 30. 32

2.3.3.1 n-Alcanos

Los n-alcanos son las moléculas organicas mas sencillas, ya que sélo cuentan con
una estructura formada de enlaces sencillos entre carbonos e hidrégenos, siendo
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su férmula molecular general Cp,Hzns2. Los atomos de carbono son tetraédricos,
con angulos de enlace cercanos a 109°, dando a la cadena una disposicién en zig-
zag, y longitud de enlace entre C-C de 153 picometros (pm) y entre C-H de 111
pm, siendo estos valores muy constantes; carecen de grupo funcional y, por lo
tanto, son sustancias relativamente apolares y poco reactivas (Figura 4). Los n-
alcanos se atraen entre si a través de las fuerzas de Van der Waals.®* >

Figura 4. Estructura molecular del heptano (C;)

La regularidad en la estructura de los n-alcanos sugiere que sus constantes fisicas
muestren tendencias predecibles a temperatura ambiente (25°C) y bajo presién
atmosférica. Los homologos inferiores de la serie son gases (metano, etano,
propano y butano) o liquidos incoloros (pentano al heptadecano), mientras que los
homdlogos superiores son s6lidos con apariencia de cera (mayores a octadecano,
Cis). Al aumentar el area de la superficie molecular y la intensidad de las fuerzas
de Van der Waals, aumenta el punto de fusién; sin embargo, estas fuerzas son
relativamente débiles, por lo que incluso los homélogos de peso molecular elevado

tienen puntos de fusion bajos.3* %

Los n-alcanos estan universalmente distribuidos en la naturaleza, encontrandose

en |a superficie de vegetales, insectos y animales. En los vegetales, los n-alcanos
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junto con otros componentes (Cuadro 3) son sintetizados en las células de Ia
epidemis y secretados a la superficie tisular, para formar la cera cuticular que
cubre la parte aérea de los vegetales, a excepcion de los tallos y ramas maduras
de arbustivas y arbéreas. La cera cuticular cumple funciones de barrera mecénica
contra desgastes y rasgaduras, refraccidn de la luz, retencién o eliminacién de
agua y gases, control de temperatura vegetal y previene la invasion por
microorganismos.?® 3% 3 | a cera esta dispuesta sobre la epidermis en forma de

placas, bastones, granulos y variedades de éstas (Figura 5).%

Cuadro 3. Principales componentes de la cera cuticular vegetal. 3 3" 39

Componente Presentacion

Hidrocarburos n-Alcanos (lineales y ramificados) y n-alquenos
Alcoholes Primarios y secundarios

Esteres Monoésteres, diésteres y hidroxi-ésteres

Acidos grasos Cadena larga

Cetonas Cetonas, hidroxicetonas, p-dicetonas, hidroxi-4

dicetonas, oxo-p-dicetonas y acetonas
Aldehidos

Los n-alcanos mas abundantes en la cera curticular son aquéllos de cadena impar,
que van de 21 a 37 carbonos, siendo predominantes el nonacosano (Czg), el
hentriacontano (Cj,) y el titnacontano (Cs3), mientras los de cadena par tienen una

minima presencia.? 3¢ 3’

En revisiones realizadas por Dove ef al.?®, encontraron que en una investigacion
realizada con borregos, se observaron minimas pérdidas de n-alcanos naturales a
través de los compartimentos gastricos, mientras que la pérdida de n-alcanos
utilizados como marcadores externos fue variada; por lo tanto, los n-alcanos son
substancialmente indigestibles, teniendo perdidas del 0.05-17%. La mayor
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desaparicion de n-alcanos sucede entre el duodeno e ileon y la secrecion de n-
alcanos por el intestino tal vez sea insignificante. También se han marcado n-
alcanos con '*C, encontrando del 16-18% de los n-alcanos como CO; respiratorio,
y en ratas se han encontrado como fosfolfpidos en higado. Se ha sugerido que la
microflora ruminal sintetiza una insignificante cantidad de n-alcanos ("0.0004%) a
partir de acetato.

Figura 5. Micrografia de la epidermis de pino blanco (Pinus strobus):

A) superficie foliar cubierta con la cera cuticular en forma de bastones.
B) Misma superficie con la eliminacién de la cera.

En teoria, el nimero maximo de componentes de la dieta que se puede determinar
es igual al numero de n-alcanos presentes en la cera, pero muchos de ellos
pueden estar presentes en bajas cantidades, lo que puede reducir la cantidad de

componentes susceptibles de ser determinados.®

La determinacién de la composicién botanica de la dieta mediante la utilizacién de
n-alcanos se realiza utilizando cuadrados mfnimos o ecuaciones simultaneas. La

formula 4 muestra un ejemplo de ecuaciones simuitédneas:
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a,-.jW+bi_jX+ci-,-Y+d;_jZ=eH 4)

donde W —Z son las proporciones de cada especie en la dieta, a — d son las
concentraciones de n-alcanos i — j por especie y e, las concentraciones de n-

alcanos en las heces después de la correccion de recuperacion fecal.’

El CV se puede medir con la utilizacion de n-alcanos como marcadores fecales de
dos formas. La mas comun es establecer una relacion entre un n-alcano
dosificado (externo) y uno presente en la cera cuticular (intemo). El externo debe
ser de minima presencia o estar ausente en la cera, mientras que el interno debe
ser el mas abundante, ademas de que ambos deben tener una longitud parecida
para tener una recuperacion similar en heces.® 3" %% 41 | o5 n-alcanos utilizados
como marcadores internos son el Cz, el C3; 0 el C33 y como marcadores externos
se usan el octacosano (Czg) o el ditriacontano (Csy). La relaciéon se establece entre
los homologos mas cercanos. Se utiliza la siguiente férmula:

Hi
— XDj
Hj
CV (kg MS/dia) = (5)
Hi
Fi- — XFj
Hj

donde Dj es la relacion de liberacion del n-alcano administrado, Hi y Fi son las
concentraciones del n-alcano natural (interno) de heces (H) y forraje (F), y Hj y Fj
las concentraciones del n-alcano dosificado (extemo) de heces y forraje,

respectivamente.”
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La otra forma es por la dosificacion de hexatriacontano (Csg), para determinar la
produccién fecal, que junto con la determinaciéon de digestibilidad (generalmente

in vitro) da el CV, utilizando la formula 1.

La herramienta de laboratorio que se utiliza para la medicién de n-alcanos es la

cromatografia de gases.’* **

2.4 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (CG) es una técnica analitica utilizada en la
separacion, identificacién y medicién de los componentes de una mezcla. Para
conocer la cantidad de cada componente es necesario adicionar a la muestra un
estdndar interno a una concentracién conocida. La CG se ve apoyada por la
utilizacion de la espectroscopia de masas (EM) para conocer la estructura de cada
componente.*

El método analitico de CG se basa en tomar una minima cantidad de la muestra
procesada, la cual se Inyecta en la cabeza de puerto o inyector del cromatografo,
en donde es vaporizada y arrastrada por el flujo de un gas inerte (los mas
comunes son nitrégeno y helio) dentro de una columna capilar.*2

La columna capilar es un tubo de 10-30 m de longitud y 0.1-0.5 mm de didmetro;
su supefficie interna se encuentra cubierta por una “fase estacionaria®, que
usuaimente es un polimero fiquido, con un aito punto de ebullicién, no polar y
basado generalmente en silicon. La columna esta dentro de una camara (horno),
con una temperatura dependiente de la volatilidad de la muestra (0-450°C).*

Los componentes de la muestra son arrastrados por el gas a diferente velocidad a
través de la columna, dependiendo del punto de ebullicién y el grado de afinidad
por la fase estacionaria. Al periodo que tarda la muestra en pasar por la columna
se le llama tiempo de retencién, que varia de 1-30 minutos.*? E! gas de arrastre
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fluye a un detector, que registra el paso de cada molécula; los detectores mas

usados son el de conductividad térmica y de ionizacién de flama.*?

Mediante el software del cromatégrafo, se obtiene una grafica de la muestra,
llamada cromatograma, en donde se muestran picos representativos de cada
molécula presente en la extraccion. Los picos presentan un area y un tiempo de
retencion, los cuales indican qué n-alcano es y su concentraciéon (Figura 6).

— Tiempo de
i retencion
4 Disolvente !
R 2043 2310
] 2662 3428
. Linea base i
- | 1 il _l_L
] Area del pico
Q 2

Tiempo

Figura 6. Cromatograma

2.5 Analisis multivariado

El andlisis multivariado se refiere a todo método estadistico que analiza
simuitaneamente muitiples mediciones de cada individuo u objeto bajo
investigacion. Para ser considerado realmente un andlisis multivariado, todas las
variables (mas de dos) deben ser aleatorias y estar interrelacionadas. Algunos
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métodos multivariados transforman y presentan de una forma nueva los datos, sin

perder mucha informacién inicial.** *°

Entre las técnicas multivanadas mas conocidas se encuentran: 1) la regresion
mltiple y la correlacion multiple; 2) el analisis discriminante mditiple; 3) los
componentes principales y el analisis de factor comun; 4) el analisis multivariado
de varianza y ’covarianza; 5) la comrelacion canénica; 6) el analisis de
conglomerados; 7) la transformacion multidimensional, y 8) el analisis de
conjunto.*®

2.5.1 Componentes principales

El analisis de componentes principales consiste en una técnica de reduccién de la
informacion disponible sobre un conjunto de individuos, de los cuales se han
tomado diversas observaciones de varias de sus caracteristicas. El objetivo del
método consiste en reducir las dimensiones de las variables X, construyendo un
nimero menor de variables, de manera que expliquen una proporcién grande de la
dispersion total contenida en los datos originales. Es frecuente que unos pocos
componentes principales expliquen una proporcién elevada de la varianza, con lo
que la reduccién de dimensionalidad es considerable *®

2.5.2 Analisis discriminante

El analisis discriminante es la técnica estadistica apropiada cuando la variable
dependiente es categérica (nominal) y las variables independientes son
numéricas. Esta es una técnica de clasificacién y asignacién de un individuo a un

grupo definido a priori, con caracteristicas conocidas.* 4°

Un analisis discriminante conlleva a encontrar una o varias funciones
discriminantes, que son una combinacién lineal de las variables originales, que
discriminen mejor entre los grupos definidos. La discriminacién se logra por el
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establecimiento de ponderaciones para cada variable con objeto de maximizar la
relativa variacion entre grupos, mas que la variacion dentro del grupo. La funcién

discriminante deriva de la formula 6,
Z = WX, +W2X2+W3X3+ +prp (6)

donde Z es el puntaje discriminante, W, es el ponderador discriminante para la
variable p, y X, es la variable independiente p. El andlisis discriminante muitiplica
cada variable independiente por su cormrespondiente ponderador y realiza la
sumatoria de estos productos. El resultado es un valor por cada individuo con
capacidad de identificar la pertenencia al grupo.** Al aplicar la funcién
discriminante a los promedios del grupo se obtienen los centroides. Se calcula la
distancia de un valor de la funcién discriminante de una observacién en particular
para cada uno de los centroides y se asigna al grupo mas cercano (Jorge

Lecumberri, comunicacién personal).
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3. Justificaciéon

Es de importancia el conocimiento de qué y cuanto consumen los rumiantes en
condiciones de estabulacién y pastoreo, siendo de mayor dificultad realizar
estudios con animales que se encuentran en agostaderos o praderas. Por ello se
han realizado investigaciones con el uso de marcadores fecales. Entre ellos se
encuentran los n-alcanos, hidrocarburos saturados que sirven para estimaciones
de CV y de composicién botanica de la dieta seleccionada de forma individual
(por animal), ademas de pemmitir realizar otras mediciones indirectas, como
digestibilidad.

Para realizar dichas mediciones de consumo con hidrocarburos saturados es
necesario tener el conocimiento de c6mo se comporta el perfil de n-alcanos de las
diferentes especies vegetales que son disponibles para un rumiante en
pastoreo/ramoneo, para asl determinar cuales son los n-alcanos factibles a usarse
en las formulas de CV y composicion botanica de la dieta. En la literatura se
encuentra informacién basicamente de especles vegetales de clima templado y
tropical de ciertos paises, de las cuales algunas estan presentes en nuestro pais,
pero otras no. Se carece principaimente de informacién de forrajes de zonas
aridas.
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4. Hipétesis

El perfil de n-alcanos es diferente entre gramineas y leguminosas de clima
semi-arido, templado, tropical hiimedo y tropical seco, en época de liuvias.

El perfil de n-alcanos es diferente en forrajes de clima semi-arido, tempiado,
tropical himedo y tropical seco, en época de lluvias.

La concentracion del n-alcanos Ci; es similar a las 4 y 6 semanas de
rebrote en forrajes de clima semi-arido, templado, tropical himedo y tropical

seco, en época de lluvias.
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5. Objetivos

Medir cualitativa y cuantitativamente a los n-alcanos C,0-C3s de forrajes de
clima semi-arido, templado, tropical himedo y tropical seco, en época de

lluvias.

Determinar un perfil de n-alcanos que permita realizar estimaciones
taxondmicas de especie, clima de muestreo y familia, en forrajes de clima
semi-arido, templado, tropical humedo y tropical seco, en época de lluvias.

Establecer si existe diferencia en la concentracion del n-alcano C3; alas 4y
6 semanas de rebrote en la época de lluvias en forrajes de clima semi-
arido, templado, tropical hiimedo y tropical seco.
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6. Material y Métodos

Para el presente estudio se muestrearon 19 forrajes, cinco de clima semiarido,
cinco de clima templado, cuatro de clima tropical humedo y cinco de clima
tropical seco, que fueron congelados, liofilizados, molidos y sometidos al
procedimiento de extraccibn y medicibn de n-alcanos. Los forrajes estan

descritos en los Cuadros 1y 2.

6.1 Sitios de muestreo

Los pastos bandenta, bufalo y pata de péjaro y las leguminosas arbéreas
mezquite y huizache se muestrearon en el Centro de Ensefianza, Investigacién
y Extension en Produccién Animal en el Altiplano (CEIEPAA), ubicado en Calle
Pino No. 20, municipio de Santillan, Tequisquiapan, Querétaro, a 20°31’ latitud
norte, 99°14’ longitud oeste y a 1880 msnm. El municipio presenta un clima
semiseco templado (BS1k), con una temperatura promedio de 17.2°C y una
precipitacién anual de 560.8 mm.*

Los pastos ryegrass perenne, orchard y kikuyo y las leguminosas alfalfa y
trébol blanco se muestrearon en el Centro de Enseflanza, Investigacion y
Extension de Produccion Bovina y Caprina (CEIEPBYC), ubicado en el km 44.5
de la Autopista México-Querétaro, Tepotzotian, Edo. de México, a 19°43’ latitud
norte, 99°13’ longitud oeste y a 2300 msnm. El area presenta un clima
templado subhimedo, con lluvias en verano (Cw), con temperatura promedio
entre 14 a 18°C y una precipitacién pluvial de 600-700 mm.*’

En el Centro de Enseflanza, Investigacion y Extensién en Ganaderfa Tropical
(CEIEGT) se realizé el muestreo de los pastos antena, estrella de Santo
Domingo y humidicola y de la leguminosa cacahuate forrajero. El Centro esta
ubicado en el km 5.5 de la Carretera Federal Martinez de la Torre-Tlapacoyan,
Tlapacoyan, Veracruz, a 19°58’ iatitud norte, 97°13’ longitud oeste y a 430
msnm. En la zona, el clima es calido himedo, con lluvias todo el afio (Af), con
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una precipitacion anual de 1840 mm y una temperatura promedio de
23.4°C*®

En el municipio de Miacatlan, Mor., se realiz6 el muestreo de los pastos buffel,
estrella africana y llanero y de las leguminosas arbéreas guaje y huamuchil. Ef
municipio se localiza a 18°46’ latitud norte, 99°22’ longitud oeste y a una altitud
de 1000 msnm. Presenta un clima célido subhimedo, con lluvias en verano
(Aw), una temperatura promedio de 22°C y una precipitacion pluvial de 1112

mm_*®

6.2 Muestreo

En las especies de los climas templado y tropical himedo (ryegrass perenne,
orchard, kikuyo, alfalfa, trébol blanco, antena, estrella de Santo Domingo,
humidicola y cacahuate forrajero) y en las gramineas de clima tropical seco
(buffel, estrella africana y llanero), se realizé un corte de homogenizacién con
tijera, a una aitura de 5 cm y en una superficie de 0.5 m” Se prosigui6 a
colocar una jaula de exclusion por especie, elaborada con varilla y malla
gallinera, que cubria un &rea de 0.25 m?y una altura de 0.5 m, con el fin de
evitar el pastoreo. Se realizaron dos muestreos de los forrajes durante la época
de lluvias, a las 4 y 6 semanas de rebrote. El calendario de muestreo se
presenta en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Calendario de muestreo de los forrajes en estudio

Fecha de muestreo
Clima Primer corte Segundo corte
Semi-arido 1-Agosto-2002  12-Septiembre-2002
Templado 26-Julio-2002 6-Septiembre-2002

Tropical humedo 15-Agosto-2002 28-Agosto-2002

Tropical seco 16-Julio-2002 1-Agosto-2002
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Para los forrajes de clima semi-arido y las leguminosas arb6reas de tropical
seco no se recurrié al uso de jaulas de exclusién. Los pastos pata de pajaro,
bufalo y banderita y los arboles mezquite, huizache, guaje y huamuchil se
muestrearon a las 4 y 6 semanas de haber iniciado la época de lluvias (Cuadro
4). El pasto pata de pajaro fue muestreado en un sélo sitio, mientras que los
pastos bufalo y banderita se muestrearon en varios sitios del agostadero.

En las fechas de muestreo, las plantas de crecimiento herbaceo fueron
cortadas con tijera a una altura del suelo de 5 cm; posteriormente, a las
plantas se les retir6 la inflorescencia o flor y materia muerta; los tallos y hojas
se empaquetaron en plastico y se identificaron. Los paquetes se hicieron de un
tamafio de 13 cm de largo x 3 cm de ancho, se sujetaron con hilo cafiamo,
dejando un cordén de 1 m, y se sumergieron en un tanque con nitrégeno
liquido durante 5 minutos.?

En el caso de las arbdreas se muestrearon las ramas de un arbol de cada
especie. El muestreo de huizache se hizo a una altura de 1.3 a 2.5 m; el de
mezquite entre 1.5y 3 m; el de huamuchil, a una altura entre 1.8 y 3m, y el de
guaje, entre 2 y 3 m. A la ramas se las desfoli¢ y los foliolos se empaquetaron

y congelaron en nitrégeno liquido.

Los paquetes, una vez congelados, se colocaron en una hielera con hielo
comun, a una temperatura promedio de 4°C, para ser llevados al laboratorio de
Bromatologia del Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, donde se

mantuvieron congelados a -20°C hasta su liofilizacion.
6.3 Liofilizacion y molido

A los paquetes se les retir6 el hilo cafdamo y se perforaron para que al
momento de ser colocados en la liofilizadora, la muestra se secara
adecuadamente. La liofilizacion se lievd a cabo durante 18 hrs, a una

temperatura de -47°C y una presién de vacio de 1 a 0 psi. Las muestras secas
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se molieron, con un tamafio de particula menor a 1 mm y se realizd una

homogenizacién final.

6.4 Medicién de n-alcanos

Para la determinacién del perfil de n-alcancs de cada especie, se procesé por

triplicado cada muestra, tomando 1 g para cada extraccion.

Para la extraccién de los n-alcanos, la muestra se depositdo junto con el
estandar intemno (Cas) (Anexo 1) y el KOH etandlico (Anexo Il) en un matraz
para su saponificacién (en bafio de agua); se prosiguié a realizar tres lavados
con heptano para obtener la fase organica y ésta se purificé a través de una
columna de gel de silica (Anexo IlI). El eluyente se evapord y se rediluyd a una
concentracion conocida. La descripcién completa del método se encuentra en
el Anexo IV.

Cada extracto se inyectd una vez en el cromatégrafo de gases (Anexo V),
obteniendo un cromatograma, que indica el tiempo de retencién y el area bajo
el pico de cada n-alcano, de Cx a C3s (Anexo VI). Dichos datos se procesaron
junto con los datos obtenidos de la inyeccion de la curva de calibracion (Anexo
VII) y del estandar intemo de la muestra, para la determinacion cualitativa y
cuantitativa de cada n-alcano.

Esta fase del estudio se realizd en el laboratorio de Diseflo de Experimentos
del Departamento de Quimica Organica de la Facultad de Quimica, UNAM.

6.5 Analisis estadistico
Las concentraciones de los n-alcanos impares de C4r a C35 no presentaron una
distribucion normal; por lo tanto, se les someti6 a una transformacién Box

Cox, para acercarlos a la normalidad.

Con los datos transformados se llevd a cabo un andlisis de varianza, mediante
la utilizacién de un disefio de parcelas divididas, para encontrar si existia
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diferencia estadistica de la concentracién de Csq, entre las edades de rebrote (4

y 6 semanas). Se utilizé el siguiente modelo:
Yiu =+ Ci+ F;j + (CF)j + My + (CM)c + (FM )i + (CMF )i + Ejy

donde:

Yiw = ésima concentracion de Cas en el k-6simo muestreo para el j-ésimo
forraje en el -ésimo clima

p = media de la concentracion de Cs4 en los forrajes

C; = efecto del i-ésimo clima.i=1,...,4

F; = efecto del j-ésimo tipo de forraje, j= 1,2

(CF);=error A

My = efecto del k-ésimo muestreo, k= 1,2

(CM)i = efecto de la interaccién clima x muestreo

(FM)x = efecto de la interaccion tipo de forraje x muestreo

{(CMF)u = efecto de la triple interaccién

Ej= error experimental

La transformacién Box Cox vy el analisis de varanza de parcelas divididas se

realizé con el programa JMP.*

Asimismo, los datos transformados fueron utilizados para: 1) calcular la matriz
de correlacion entre los n-alcanos Caz, Cag, Ca1, Cas ¥ Cas; 2) realizar un analisis
de componentes principales, y 3) llevar a cabo un andlisis discriminante con
funcién candnica, para determinar la capacidad que tienen los n-alcanos de
distinguir entre las 19 especies muestreadas, el clima de muestreo y familia a
la que pertenecen las especies. Esta parte del analisis estadistico se reaiizé
con el programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS), version 8.0.5
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7. Resultados y discusion
7.1 Perfil por especie

En los Cuadros 5-8 se muestra el perfil de los n-alcanos mas abundantes de cada
especie vegetal muestreada a las 4 y 6 semanas de rebrote. Esos n-alcanos
fueron el Czz, Ca, Ciz1, Caz y Cas, lo que coincide con los n-alcanos mas
abundantes consignados en la literatura para los forrajes de clima templado y
tropical, que son impares y van del Cs al C35.%% 5545558

Como puede observarse en los cuadros, cada especie presenté concentraciones
de n-alcanos diferentes, en rangos que variaron de 3.1 a 954.2 mg/kg de MS. En
los cuadros se han resaltado los n-alcanos mas abundantes de cada forraje.

7.1.1 Factores que influyen en el perfil de n-alcanos

Muchos factores afectan la concentracién de los n-alcanos en un forraje, tales
como la especie, la parte de la planta , la edad y el ambiente % %7 %8.59. 80

7.1.1.1 Efecto de la especie vegetal

Englinton et al.®' y Dyson ef al.%? sefialaron que la especie contribuye con mas del
90% de la variacion en la concentracion de n-alcanos. Dove et al.*? encontraron
que la especie vegetal contribuye con el 85% de la variacion en la concentracion
de hidrocarburos, en comparacioén con el minimo efecto que tienen la edad (6%) y
la parte vegetal. Chen ef al.”’ realizaron tres muestreos de forrajes de clima
templado y encontraron que el efecto de especie fue altamente significativo con
relacién a momento y sitio de muestreo y contribuia con 87-93% del total de la
variacién en la concentracién de n-alcanos.
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Cuadro 5. Perfil de n-alcanos (mg/kg MS) de forrajes de clima semi-arido.

Especie Rebrote n-Alcano
(semanas) Cx Ca Cax Ca Css
Gramineas
Banderita 4 Media 576 2499 5469 10.36 3.26
DE 0.56 517 489 1.28 0.23
6 Media 825 3112 4998 9.50 422
D.E 0.70 4.08 207 1.66 0.94
Bufale 4 Media 11.25 3263 23.29 7.99 4.20
D.E 1.93 1.26 1.62 0.31 2.16
6 Media 2404 5539 3950 1752 11.00
D.E 7.28 12.27 6.10 3.88 321
Pata de pajaro 4 Media 4335 6449 97.82 3795 15.80
D.E 8.16 1239 7.77 0.86 8.93
6 Media 58.75 88.68 137.61 9231 25.01
D.E 5.60 5.59 407 1.01 4.70
Leguminosas
Huizache 4 Media 60.83 229.77 11.93 7.20 3.67
D.E 388 1587 2.38 0.42 0.44
6 Media 61.43 21542 18.50 8.20 4.25
D.E 1064 1538 0.85 0.85 0.20
Mezquite A Media 91.72 45018 18.79 7.19 4.10
D.E 648 4576 6.81 2.32 0.97
6 Media 96.43 46919 1384 6.21 3.56
D.E 2528 8597 2.51 0.71 0.58

D.E = Desviacitn estandar



36

Cuadro 6. Perfil de n-alcanos (mg/kg MS) de forrajes de clima templado.

Especie Rebrote n-Alcano
(semanas) Ca Caxs Cu Cux Css
Gramineas
Ryegrass 4 Media 2466  76.99 138.21 113.32 2089
perenne
D.E 1.33 1.29 269 684 365
6 Media 2385  B8.28 168.39 126.49 1978
DE 3.65 2.89 343 148  1.07
Orchard 4 Media 17.12 1854 3346 3023 884
D.E 0.65 0.59 7.95 214 034
6 Media 17.85 2345 3810 37.73 13.71
DE 1.04 1.24 3.02 404 225
Kikuyo 4 Media 3347 4779 169.76 17272 73.90
DE 1.13 1.09 1.32 501 3.0
6 Media 2485 3398 149.09 246.80 160.96
D.E 1.23 1.50 233 216 1.76
Leguminosas
Alfalfa 4 Media 3813 13325 23011 1933 454
D.E 12.43 419 9.51 084 0.29
6 Media 27.90 106.81 18575 1396 375
DE 0.99 0.81 3.87 045 039
Trébol blanco 4 Media 3093 46.61 3448 1394 592
D.E 1.13 059 4.11 327 040
6 Media 25.04 47.41 5661  37.81 6.01
DE 0.71 0.70 1.68 114 047

D.E = Desviacién estandar
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Cuadro 7. Perfil de n-alcanos (mg/kg MS) de forrajes de clima tropical himedo.

Especie Rebrote n-Alcano
(semanas) Ca Cu Cu Cx Cas
Gramineas
Estrella Santo 4 Media 15.82 3488 11548 18010 4542
Domingo
D.E 6.46 639 1298 13.09 174
6 Media 1898 36.79 95.73 146.88 3527
D.E 0.44 1.26 3.17 445 255
Antena 4 Media 1016 19.91 74.21 244.89 210.58
D.E 2.83 559 11.61 559 297
6 Media 521 1339 61.26 239.37 203.80
D.E 132 300 1076 1105 636
Humidicola 4 Media 926 2376 9866 186.58 80.28
D.E 0.37 1.22 6.44 650 3.13
6 Media 892 2281 8659 159.79 T71.65
DE 0.66 151 1013 370 191
Leguminosa
Cacahuate 4 Media 532 2249 5288 9528 1461
forrajero
DE 0.43 0.97 225 1120 458
6 Media 529 1847 4851 8553 1205
D.E 0.32 0.33 2.86 205 1.03

D.E = Desviacion estandar
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Cuadro 8. Perfil de n-alcanos (mg/kg MS) de forrajes de clima tropical seco.

Especie Rebrote n-Alcano
(semanas) Cx Cx Ca Cy Css
Gramineas
Estrella Media 9.84 2752 96.04 15220 32.52
Africana
' D.E 0.35 0.53 1.56 4.07 292
Media 10.30 27.47 108.03 168.70 31.31
D.E 0.34 3.17 5.76 1.88 297
Buffel Media 8.75 45.08 180.96 183.28 43.87
D.E 0.06 4.42 0.82 1.51 1.37
Media 944 5478 198.21 200.87 47.71
D.E 0.63 3.52 1.19 2.36 0.73
Lianero Media 12.88 2T.4T 61.66 16.86 10.27
D.E 0.73 0.73 4.61 2.61 0.23
Media 1298 24.78 47.04 15.90 11.44
D.E 1.83 215 3.40 6.28 0.17
Leguminosas
Guaje Media 2463 2710 14.85 5.00 3.14
D.E 0.20 1.07 292 0.35 0.07
Media 3411 4047 26.98 12.19 3.24
D.E 1.26 2.27 222 2.01 0.24
Huamuchil Media 24.58 557.97 316.72 21.99 4.78
DE 0.85 14.89 5.80 1.11 0.24
Media 29.46 954.24 486.83 30.84 5.9
D.E 275 2921 20.19 4.82 1.59

D.E = Desviacién estandar
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7.1.1.2 Efecto de la parte anatémica

Smith et al.*® estudiaron el efecto de la parte anatdmica de la graminea (tallo, hoja
e inflorescencia) en el perfil de n-alcanos de la planta completa. Al realizar
muestreos durante la época de lluvias encontraron que la concentracion de los n-
alcanos C;s, Cz7 y C25 era mayor en las inflorescencias que en las hojas y en las
hojas que en los tallos. No hubo diferencia significativa en las concentraciones de
Cai, Cas y Css entre inflorescencias y hojas, estos n-alcanos si fueron
significativamente mas abundantes en estas estructuras que en los tallos. En la
época de |lluvias, cuando predominan las hojas e Inflorescencias, las
concentraciones de Ciq, Caa ¥ Cas de la planta completa fueron similares a las de
las hojas/inflorescencias. Laredo et al.®® también encontraron diferencias en las
concentraciones de C;; a Css en forrajes de clima tropical, observando valores
mucho mayores en las hojas que en los tallos.

De acuerdo con esos investigadores (Smith ef al.* y Laredo ef al.®®), se puede
suponer que las concentraciones de los n-alcanos de las especies vegetales
analizadas en el presente estudio estuvieron altamente influidas por las
concentraciones de las hojas y, por lo tanto, en aquellos forrajes que en
proporcioén tuvieran mayor cantidad de hojas que de tallos, se podria esperar que
el perfil de n-alcanos de la planta completa fuera semejante al de la hoja. Sin
embargo, esto no fue lo que sucedié en el presente estudio con ryegrass perenne
y kikuyo. El primero tiene mas hojas que tallos que el segundo, pero kikuyo
presenté una mayor concentracion de los n-alcanos impares Cz7-Cas (excepto
Ca20) que el ryegrass perenne (Cuadro 8). Por lo tanto, no todas las especies que
tienen mayor cantidad de hojas presentan mayor concentracién de n-alcanos. Por
tal motivo, es necesario separar a las plantas en sus componentes estructurales
para observar el efecto real en el perfil de n-alcanos de la planta completa. Otro
estudio importante seria establecer la relacién entre nimero de hojas y la
concentracion de n-alcanos, ya que puede suceder que mientras mas hojas haya,
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menor sea la concentracién de hidrocarburos saturados en cada hoja y mientras
menos hojas, mas se concentre el contenido de n-alcanos en cada una de ellas.

7.1.1.3 Efecto del ambiente

Existen referencias acerca del efecto que puede tener el ambiente sobre las
caracteristicas de la cera cuticular de diferentes especies vegetales. Wilkinson ef
al.®® encontraron que las interacciones de temperatura y fotoperiodo afectan la
cantidad de cera cuticular y la concentracion de n-alcanos en la planta del tabaco,
lo cual podria suceder en las especies analizadas en este trabajo. Shelvey et al.*®
observaron que la cantidad de cera cuticular en ryegrass perenne se vio
modificada por la cantidad de dioxido de azufre (SOz) en el ambiente, pero su
composicion fue la misma. Especies que crecen con alta intensidad de luz o con
reducida humedad desarrollan cuticulas gruesas, también se halld que el
xeromorfismo no tiene nada que ver con el grosor de la cuticula. Trabajos con
avena y cebada, bajo condiciones controladas, encontraron que la deposicion de
cera fue directamente proporcional a la intensidad de la luz e inversamente
proporcional a la humedad relativa.®®

Herbin et al.** mencionan que las caracteristicas ambientales pueden afectar el
perfil de n-alcanos de algunas plantas, pero otras especies vegetales tienen
concentraciones muy estables de n-alcanos, que no se afectan por influencias
externas. Esto significa que las plantas poseen una gran variedad de respuestas a
las condiciones ambientales, entre las que destacan las caracteristicas
morfolégicas, fisioldgicas, biogquimicas y moleculares. Referente a esto se puede
citar la presencia de estomas, la suberina, el tamafio y la forma de las hojas, los
movimientos de la planta, la rapidez en la utilizacién de agua, las fitohormonas y
las proteinas de choque térmico.®* %
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7.1.2 Relaciones entre los n-alcanos

De las 19 especies muestreadas, para 10 existe informacién en la literatura con
respecto a la composicién de la cera cuticular: pata de pajaro, orchard, ryegrass
perenne, kikuyo, trébol blanco, alfalfa, estrella Santo Domingo, buffel, llanero y
guaje. Las especies de clima templado y tropical han sido las mas estudiadas.

En forma general, las concentraciones de los n-alcanos obtenidas en el presente
estudio fueron muy diferentes a las publicadas, aunque se debe aclarar que
tampoco se encuentra mucha correspondencia entre los valores consignados en
la literatura. Dove, en su serie de publicaciones, ha mencionado que es importante
considerar las relaciones entre las concentraciones de los n-alcanos para las
estimaciones de CV y composicién boténica de la dieta, por ejemplo la relacion de
Cx:Cy ¥y Cp9:C:.® 77 3 % pyede existir variacién en las concentraciones
mientras las relaciones entre n-alcanos se mantengan constantes.

Siguiendo esta recomendacion, se calcularon algunas relaciones con los datos del
presente estudio y se compararon con relaciones publicadas. Se encontré que las
relaciones calculadas fueron similares a las publicadas, pero no en todas las
especies. En los pastos ryegrass perenne, kikuyo y buffel las relaciones Czq:C34,
C31:Ca3 y C3:Css fueron muy semejantes. s *%- 8. 57. 8 g, tréhol blanco la relacion

C29:Ca1 consignada en la literatura varia de 0.84 a 1.6 y aqui fue de 1 (Cuadro
9)_25. 29, 31, 56, 67, 69, 70

Asimismo, las relaciones calculadas de los n-alcanos mas abundantes en pata de
pajaro, orchard, alfalfa, estrella Santo Domingo, llanero y guaje fueron muy
similares a las relaciones consignadas en la literatura, como se muestra en el
Cuadro 9.2 %7:5.%8

Con esto se pudo observar que los n-alcanos siguen un patrén, ya que al
aumentar un n-alcano otro puede aumentar o disminuir en la misma proporcion,
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segun sea el caso, no importando donde haya sido tomada la muestra vegetal,
sobre todo se observo con los dos n-alcanos mas abundantes en cada especie.

Cuadro 9. Relaciones entre las concentraciones de los n-alcanos mas importantes
en algunas especies.

Relacion Cz9:C39 Relacion C31:Cas Relacion Ca3:Cas

Especie Presente Otros Presente  Ofros Presente  Otros
estudio estudios estudio estudios estudio estudios

Pata de 0.64 0.68% 1.49 0.68% 3.2 1.9%

péjaro

Ryegrass 0.5 0.5% 1.2 1.14% 59 6.9%

perenne

Orchard 1.7 1.5% 4.4 2.7% 30 -

Kikuyo 0.3 0.3% 0.7 0.6% 17 1.4%

Alfalfa 0.5 0.6* 12.4 15.4% 4.0 =

Trébol 1.0 1.0% 17 97.1%° 58 8.0

blanco

Estrella Sto. 16 222 0.6 0.4% 42 6.42

Domingo

Buffel 1.0 0.7 1.0 1.45 4.2 447

Llanero 0.5 0.8 3.0 1.5% 1.4 2.9%

Guaje 1.6 1.2 24 1.3% 27 10.0°

‘Indica la referencia del articulo donde se consigna la informacion

7.1.3 Contribucién de cada n-alcano en el perfil de n-alcano C4-Css

La informacién hasta aqui presentada sefiala a los n-alcanos impares Cz; a Cas
como los mas abundantes. Sin embargo, los cromatogramas de cada especie
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identificaron n-alcanos de cadena mas corta, desde Cz (Anexo VI). El analisis de
los cromatogramas indico que el n-alcano a partir del cual se obtenia una mayor
exactitud en la determinacién era el Cz4. Por lo tanto, para tratar de conocer el
grado de influencia de cada n-alcano en el perfil de hidrocarburos saturados, se
calculo el porcentaje de cada n-alcano, tanto de cadena par como impar, a partir
de la concentracion total (C24-Css, excepto Cs). Se hizo esto para todas las
especies estudiadas (Anexo VIII), pero sélo se incluyen seis (Cuadro 10), que
ayudan a esquematizar el fendmeno que a continuacion se describe.

Puede observarse que en aquellas especies con un contenido menor a 210 mg/kg
de MS (por ejemplo orchard y guaje, graminea y leguminosa, respectivamente),
los diferentes n-alcanos contribuyeron mas o menos de manera equitativa a la
concentracion total. En el pasto orchard los n-alcanos mas abundantes, Cay, Cas y
Cze, &n orden decreciente, solo contribuyeron con 18.6%, 17.7% y 10.9%,
respectivamente, (menos del 50%) a la concentracion total. En el guaje, los dos n-
alcanos mas abundantes, Czs y Cj7, contribuyeron en menos del 45% a la
concentracion total de n-alcanos (Cuadro 10). De esta misma forma se
comportaron los pastos bufalo y llanero y la leguminosa trébol blanco (Cuadro B,
Anexo VIII).

Por ofro lado, en las especies con mayor concentracion total de n-alcanos, como
el ryegrass perenne (475 mg/kg de MS) y el mezquite (678 mg/kg de MS), la
influencia de los n-alcanos mas abundantes fue elevada. Por ejemplo, en el caso
de ryegrass perenne, el 75% de la concentracion total se debid a la contribucién
de Cjy, Ca3 y C20, los n-alcanos mas abundantes; mientras que en el mezquite, el
68% de la concentracion total se debié a un solo n-alcano (Cag). Los forrajes que
siguieron el mismo patrén fueron: huizache, kikuyo, alfalfa, estrella Santo
Domingo, humidicola, antena, cacahuate forrajero, buffel, estrella africana y
huamutchil (Cuadro B, Anexo VIII).
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Sin embargo, hubo algunas excepciones a este hallazgo. En el caso del forraje
banderita, con una concentracién total menor a 140 mg/kg de MS, los dos n-
alcanos mas abundantes (Ci; y Caz) contribuyeron en 60% a la concentracién
total, mientras que en el pasto pata de pajaro, con una concentracién total de mas
de 400 mg/kg de MS, la contribucién de los tres n-alcanos mas abundantes no
lieg6 al 60%.

Cuadro 10. Porcentaje de aporte de cada n-alcano a la concentracion total de
hidrocarburos (C24-Cas) ¥ la concentracion total del perfil.

n-Alcano Banderita Guaje Orchard Patade Ryegrass Mezquite
pajaro perenne

Cz 0.7 13 6.2 34 1.3 04
Cas 28 46 105 6.5 22 24
Czs 21 7.3 6.4 3.8 2.0 1.6
Cz 5.1 204 9.1 1.2 5.1 13.8
Czs 48 1.7 48 3.9 2.8 7.4
Cze 20.7 234 10.9 16.9 17.4 67.8
Cao 7.8 34 3.9 4.1 3.5 1.1
Ca 386 14.5 18.5 26.0 322 24
Caz 3.9 26 34 3.2 2.8 06
Cas 7.3 59 176 14.4 25.2 0.9
Cas 27 2.2 5.8 4.5 4.2 0.5
Cas 3.1 2.2 2.5 1.6 0.7 0.5

Concentracion

total del perfil 135.5 1438 1994 4522 475.1 677.8

(mg/kg de MS)
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Herbin et al.®, al analizar 36 especies de diferentes familias a las de este estudio,
encontraron que en aquellas plantas con alta concentracion de n-alcanos por
superficie foliar, el perfil esta casi exclusivamente compuesto por Cas, Ca1 y Cag,
con dominio de Ca; y con muy poco contenido de los otros n-alcanos impares. En
contraste, las especies con baja concentracién de n-alcanos tienen un perfil mas
complejo, incluso involucrando en mayor proporcién a los n-alcanos pares.

7.1.4 Errores en la medicién de n-alcanos en los forrajes

Los Cuadros 5-8, ademas de mostrar el perfil de n-alcanos de cada especie,
también indican la variacién o error, en términos de desviacion estandar, que
existi6 en las determinaciones. De un total de 190 medias calculadas a partir de
triplicados por muestra, 23 (14%) presentaron una desviacién estandar superior al
20% del valor de la media. De esos 23 valores, 15 (65%) estuvieron en el rango de
20-29% del valor de la media, la mayoria en los forrajes de clima semi-arido; 5
(22%) estuvieron en el rango de 30-39% del valor de la media, principalmente en
los forrajes de clima semi-arido; una media presentd una desviacién estandar del
41% de su valor (Cy7 en estrella de Santo Domingo a las 4 semanas de rebrote,
Cuadro 7) y dos medias presentaron desviaciones estandar por arriba del 50% (n-
alcano C35 a las 4 semanas de rebrote en bufalo y pata de pajaro, Cuadro 5). Las
demds desviaciones estandar oscilaron entre 0.1 y 19 % del valor de la media.

De acuerdo a Newman et al. ”' el error en la medicién de la concentracién de n-
alcanos en las plantas tiene dos fuentes principales. La primera se manifiesta
cuando se realiza un muestreo inadecuado del material vegetal. La segunda es el
error analitico, es decir, el error en las extracciones.

7.1.4.1 Efecto del sitio de muestreo y manejo de la muestra

La mayoria de las desviaciones estandar grandes se presentaron en las
gramineas de clima semi-arido, cuyas muestras se obtuvieron de varios puntos en
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el sitio de muestreo, en comparacién con las especies de los demas climas, que
se obtuvieron de un solo punto del sitio de muestreo. Lee ef al®®, estudiando la
fuente de variacién en la concentraciéon de n-alcanos de la cera cuticular de trébol
blanco y ryegrass, observaron que la variacién entre muestras de un mismo sitio
de muestreo para trébol blanco fue de 50-72% de la variacién, mientras en las
muestras de ryegrass la variacion fue del 38-59%. La variacion entre muestras de
un mismo sitio de muestreo fue mayor a la variacion entre sitios de muestreo (11-
34%) y a la variacién dentro de muestra (4-38%). Por el contrario, Chen et al.*’,
investigando también el efecto de sitio de muestreo (praderas perennes y
“degradadas”) para Phalaris aquatica, Danthonia spp y Trifolium repens var. Huia,
encontraron que no habla efecto significativo en la concentracién de n-alcanos
individuales en estas tres especies por efecto de los diferentes sitios.

Dentro del error en el manejo de la muestra, se encuentra el tamafio de particula.
No todas las plantas se lograron moler de igual tamafio. Se obtuvo un molido mas
homogéneo, con un tamafio de particula mas pequefio en las leguminosas en
comparacion con las gramineas. Algo similar sucedié con las diferentes partes de
la planta, siendo mas homogénea la particula para los foliolos u hojas y mas
heterogénea para los tallos. Valiente et al.”? mencionan que los n-alcanos estan
estrechamente ligados a la cutina y pectina, que a su vez estan intimamente
asociadas a la pared celular de la epidermis, a través de la formacién de
compuestos metil-ésteres con algunos compuestos fendlicos. Estos autores
indican que puede necesitarse una extensa destruccion (molido) de los tejidos
vegetales para lograr la extraccion efectiva de los n-alcanos. Al trabajar con paja
de avena (alto contenido de compuestos fenélicos), Valiente et al. realizaron
molidos de 1 mm y de 0.75 mm y lograron una mayor extraccion de n-alcanos con
la particula mas pequefia.

La amplia desviacién estandar de algunos n-alcanos puede ser el reflejo del
muestreo y del manejo de la muestra, pero una adecuada homogenizacién debe
disminuir el error en la determinacion de la concentracién de n-alcanos entre
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replicas. Si todas las particulas dentro de la muestra se distribuyen de forma
homogénea, entonces el tamafio de la particula no influira en la cantidad de los n-
alcanos extraidos. Sin embargo, el tamaro de particula si tendra un mayor efecto
cuando se realicen estimaciones de CV y composicion botanica de la dieta, ya que
en las particulas grandes no se extraeran por completo los n-alcanos de las
plantas y heces y, por lo tanto, habra errores en las mediciones.

7.1.4.2 Efecto del proceso de extraccién

Asimismo, se han investigado varias posibles fuentes de variacion en los
resultados de extraccién de n-alcanos entre repeticiones. Se han revisado: la
utilizacién del sistema Soxhlet para la extraccion de los lipidos de las muestras, la
utilizacién de diferentes disolventes (cloroformo, hexano y heptano), la duracién de
la saponificacién, la temperatura del disolvente para la extraccion de la fase
organica (mejores extracciones a altas temperaturas, minimo a 65° C), la
evaporacién de la fase organica para su posterior purificacién y la cantidad de
disolvente utilizado en la purificacion.? 4! 73.74

Dentro de estas posibles causas de variacion, la que pudo tener consecuencias en
la extraccién de n-alcanos en este estudio fue la temperatura del disolvente para
extraer la fase organica de la muestra. En el presente trabajo el heptano siempre
se usd a temperatura ambiente, pero practicamente la mitad de las muestras fue
procesada inmediatamente después de la saponificacién, cuando alin estaban
calientes, mientras que la otra mitad se trabaj6 a temperatura ambiente, debido a
que fueron procesadas al dia siguiente de la saponificacion.

En el aspecto de la variacion entre réplicas de la muestra, Vulich et al™ no
encontraron variacion alguna, mientras que Lee ef al.*® encontraron un rango
de variacion del 4-38% en la concentracién de los n-alcanos detectables y la
repetibilidad de las mediciones de cada n-alcano fue de moderada a alta (64-
91%).
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7.1.5 Importancia de la concentracién de cada n-alcano en las estimaciones
de consumo voluntario y selectividad

Los usos méas importantes de los n-alcanos en la investigacion animal radican en
la posibilidad de utilizarlos para estimar el CV de animales en pastoreo y para
determinar la composicion botanica de la dieta seleccionada por los animales.
Con respecto al primer uso, Casson sugirié que la concentracion de los n-alcanos
de cadena impar en cada especie analizada debe exceder los 50 mg/kg de MS,
aunque esta concentracién dependera de la precisién del analisis en el laboratorio
y de la exactitud requerida para la estimacion de CV.%

Con respecto al segundo uso, Dove” hizo mezclas con diferentes forrajes en
diferentes cantidades y después estimoé la proporcion de cada especie mediante la
utilizacién de n-alcanos. En una mezcla formada por las especies Lolium rigidum,
Trifolium subterraneum var. Dinninup y Phalaris aquatica, obtuvo subestimaciones
para la ultima especie. El error fue atribuido a que dicha especie presentd bajas
concentraciones de hidrocarburos (< 50 mg/kg de MS), pero esta especie fue
estimada de forma correcta en otras mezclas, donde estaban involucradas las
especies ya mencionadas mas Lolium perenne o Medicago sativa. En otro grupo
de mezclas, que involucraba dos leguminosas, se estimo correctamente la
cantidad de leguminosas, pero no se pudo distinguir entre ellas, a pesar de tener
n-alcanos que sobrepasaban la concentracion ya mencionada.

Valiente et al.”? lograron estimar con exactitud el CV y la composicién botanica de
la dieta con concentraciones de n-alcanos menores a 50 mg/kg de MS, gracias en
gran medida a una mejoria en el andlisis cromatografico en la tltima década. En la
determinacion de CV utilizaron al Cj4, que se encontraba en concentraciones de 7,
170, 50 y 64 mg/kg de MS en los diferentes componentes de la dieta. Para el
analisis de composicidbn botanica de la dieta fueron utilizados los n-alcanos
impares de Cys a Ca3 y en un segundo caso incluso utilizaron n-alcanos pares (Czs
y Ca), de los cuales de 21 datos, 14 no excedian los 50 mg/kg de MS.
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De las 190 medias calculadas (Cuadros 5-8) en el presente estudio, 124 (65.2%)
no rebasaron la concentracién de 50 mg/kg de MS y, por lo tanto, se tiene la
posibilidad de tener errores al ser utilizadas en mediciones de CV y composicion
de la dieta. Sin embargo, de acuerdo con los investigadores citados, aun con
minimas concentraciones se han logrado estimaciones correctas y con
concentraciones moderadas a altas se han tenido errores en las mediciones.

7.2 Perfil por clima

Se ha consignado que hay mayor produccion de cera en especies que se
encuentran en zonas tropicales que en zonas templadas y que las especies
xerdfitas y suculentas contienen pequeiias cantidades de cera. Esto coincide con
lo obtenido en el presente estudio. *

Al revisar la concentracién del perfil (Cy-Cas) por clima se encontré que las
especies de clima tropical humedo tuvieron mayor concentracion de n-alcanos,
con un promedio de 450.4 mg/kg de MS, seguidas por las especies de los climas
tropical seco, templado y semi-arido, con 364.6, 322.1 y 287.3 mg/kg de MS,
respectivamente.

7.2.1 Clima semi-arido

El perfil de n-alcanos de los forrajes de clima semi-arido estuvo en el orden de Cz
> Cay = Cz7 > Caz > C35 (Cuadro 11). Este perfil estuvo influido en gran medida por
las leguminosas arbéreas (Cuadro 5).

Los pastos pata de pajaro y banderita tuvieron como n-alcano mas abundante al
Ca y el pasto bfalo, al Cze. Los pastos banderita y bifalo fueron las especies con
la menor concentracion de n-alcanos en este clima, presentando una
concentracion media del n-alcano mas abundante de 48.1 mg/kg de MS. Pata de
péjaro fue la especie con mayor concentracién de C3; (promedio = 118 mg/kg de
MS) en este clima. Los n-alcanos Css y Ca3 se encontraron en escasa cantidad en
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todas las especies, a excepcién del pasto pata de pajaro, que presentd en
promedio 65 mg/kg de MS de C33 (Cuadro 5).

Cuadro 11. Perfil de n-alcanos (mg/kg MS) en los diferentes climas.

n-Alcano Semi-arido Templado Tropical Tropical
himedo seco

Cz Media 46.18 26.38 9.87 17.70
D.E 33.32 6.53 5.12 9.51

Cz Media 166.19 62.31 24.06 178.66
D.E 171.13 37.73 7.98 318.5

Ca  Media 46.60 120.39 79.16 153.83
D.E 41.38 73.01 23.92 149.43

Ciaa Media 2044 81.23 167.30 80.78
D.E 27.00 80.36 58.67 83.30

Cis Media 7.91 31.83 84.21 19.43
D.E 7.29 49.93 79.64 17.58

D.E = Desviacién estandar

En condiciones de clima semi-arido no se han realizado estudios especificos de
CV y selectividad, por lo tanto no hay referencia alguna sobre qué marcadores
utilizar. Con los resultados del presente estudio, se puede decir que el n-alcano
mas factible para usarse como marcador interno por su alta concentracion seria el
Cz, siguiéndole el C3y o Cz, y el marcador exteno seria el mas proximo al n-
alcano impar que se decidiera utilizar. El problema que se encuentra con Cx es la
menor recuperacion en heces y, por consiguiente, el posible aumento del error en
la estimacion del CV.
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7.2.2 Clima templado

En este clima el orden de importancia de los n-alcanos fue C3¢ > C33 > C2g > C35 >
Cz7 (Cuadro 11). La concentracién de Ci fue elevada en alfalfa, kikuyo y ryegrass
perenne. La concentracién del n-alcano Ci; fue elevada en ryegrass perenne y
kikuyo; del Czs, en alfalfa y ryegrass perenne. El pasto kikuyo presentd la mayor
concentracion de Cas. El trébol blanco y el orchard fueron las especies con menor
concentracion de n-alcanos en este clima, no rebasando los 50 mg/kg de MS
(Cuadro 6).

En el caso de las especies de clima templado se confira que tanto C3y como Ca
son los n-alcanos a utilizar como marcadores intemos, a excepcién de lo que
podria suceder con mediciones de CV en praderas de kikuyo. Reeves ef al®
determinaron el CV en vacas lecheras pastoreando kikuyo, utilizando las
relaciones de los n-alcanos Ca3:C3; y C35:C36. Decidieron usar esta Gltima relacion
porque consideraron que habria una mayor exactitud en la determinacion de CV,
ya que mientras mas grande es la cadena de n-alcanos mayor €s su recuperacion
y la diferencia en el porcentaje de recuperacién entre el marcador externo y el
interno disminuye. Sin embargo, estos autores lograron una mejor estimacion de
CV utilizando la relacién Cs3:C3, ya que encontraron un mayor porcentaje de
recuperacion de Cas que de Css y que trajo consigo una incorrecta estimacion de
CV. En la literatura se comenta que la recuperacién del marcador interno y del
externo es similar cuando el extermo posee un carbono menos que el interno.*® En
teoria podria estimarse el CV mediante la relacién Cas:Cas, pero ésta tendria el
inconveniente de que el Ca4 se utiliza como estandar interno en la extraccion de n-
alcanos. Por lo tanto, si se deseara emplear al Cay como marcador externo, se
tendria que escoger otro n-alcano como estandar intermo.
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7.2.3 Clima tropical himedo

Los n-alcanos mas importantes, en orden de mayor a menor concentracion, en los
forrajes de clima tropical himedo fueron Cas > Cas > Cay > Cgg ¥ Cz7 (Cuadro 11).
Las especies vegetales de este clima fueron las Unicas en presentar a un solo n-
alcano (Css) como el mas abundante Los n-alcanos Cis y Ca¢ tuvieron una
concentracion media similar (Cuadro 11), aunque el C3¢ fue méas abundante que el
Cas en estrella Santo Domingo, humidicola y cacahuate forrajero, mientras que en
antena paso a tercer término, pero su concentracién no fue baja (Cuadro 7).

En todas las gramineas, la presencia de C;s fue de moderada a alta (Cuadro 7),
pero sobresale su concentracién en el pasto antena (207.1 mg/kg de MS, en
promedio) y su baja presencia en cacahuate forrajero (13.3 mg/kg de MS, en
promedio), la Gnica leguminosa de clima tropical himedo investigada. Debido al
efecto de las gramineas que presentaron una elevada concentracion de Cas, éste
fue el Gnico clima en el cual el Css tuvo una concentracién media de 84.2 mg/kg
de MS.

7.2.4 Clima tropical seco

El perfil de n-alcanos de los forrajes de este clima fue el siguiente: C2g > C3; > Css
> Czs > Cy7 (Cuadro 11). La mayor concentracién de Cxg se debié a la influencia
del huamichil, ya que fue la planta con la mayor concentracién de este n-alcano
en particular (Cuadro 8).

El C3; fue el segundo n-alcano més abundante, como resultado de sus
concentraciones en estrella africana, buffel y, nuevamente, huamuchil. El Ca3 fue
el mas abundante en estrella africana y buffel. El pasto llanero presenté menores
concentraciones de n-alcanos en comparacién con las demas gramineas de este
clima; el n-alcano mas abundante en este pasto fue el Ca4, que no rebasé los 61
mg/kg de MS (Cuadro 8). Los n-alcanos de mayor abundancia en el guaje fueron
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Cz7 y C29, pero sus concentraciones fueron muy bajas, menor a 35 mg/kg de MS
(Cuadro 8).

Laredo et al.%, teniendo en mente la utilizacién de los n-alcanos Cas y Cx, para
estimar el CV bajo condiciones de clima tropical, determinaron que el Cz3 no se
encontraba en suficiente concentracion en los forrajes analizados y concluyeron
que no se podia emplear la técnica del doble n-alcano (formula 5) con este par.
Sin embargo, hay que considerar que estos investigadores realizaron mediciones
de hojas y tallos por separado y que tomaban como requisito indispensable que se
rebasara la cantidad de 50 mg/kg de MS de n-alcano. Por otfro lado, hacen la
recomendacién de que es posible utilizar en algunas especies los n-alcanos Cz,
Cs4, C3s como marcadores internos, dependiendo de la precision que se desee en
la estimacién de CV.

Delgado et al?, analizando forrajes de clima tropical, encontraron que los n-
alcanos Czg, Ca1 ¥ Castenian una concentracién promedio arriba de los 90 mg/kg
de MS. El Cas sélo fue importante en algunas especies de pastos, encontrandose
en promedio 40 mg/kg de MS.

Los resultados del presente trabajo indicaron que el Ca3 se encontré en altas
cantidades en los forrajes de clima tropical himedo y en estrella africana y buffel
del clima tropical seco, mientras en el pasto llanero el n-alcano mas abundante fue
Cs1 y en guaje y huamichil, fue Czg. En las gramineas de clima tropical himedo el
Cass se hallé en abundancia. Por lo tanto, con esta informacién se puede decir que
tanto el n-alcano Cs3; como el Cs3 se pueden utilizar como marcadores internos e
incluso se puede investigar el funcionamiento del C3s como marcador interno.

7.3 Perfil por familia

En las gramineas se puede observar que el orden de importancia de los n-alcanos
ﬁla033>0313~035>029>037yenlas leguminosa fue Czg > C3y > C27 > Ca3 > C3s
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(Cuadro 12). La concentracién promedio de Cs; fue similar en ambas familias. Por
otro lado, las gramineas presentaron una menor concentracién de n-alcanos que
las leguminosas (320 vs. 417 mg/kg de MS, respectivamente).

Cuadro 12. Perfil de n-alcanos (mg/kg de MS) por familia.

Gramineas Leguminosas

n-Alcano Media D.E Media D.E
Ca 17.74 12.72 39.70 28.06
C2e 39.37 21.61 237.08 276.49
Cs 96.86 51.21 108.34 144.64
Cax 116.60 84.42 26.05 28.96
Css 49.40 59.77 5.69 3.42

D.E = Desviacitn estandar

En las gramineas, el n-alcano mas abundante fue el Ca3, por efecto de los pastos
tropicales, siendo principalmente las especies estrella de Santo Domingo,
humidicola y estrella africana las que presentaron un perfil similar al promedio de
la familia (Cuadros 7 y 8), mientras que en los pastos banderita, pata de pajaro,
ryegrass perenne y orchard el Cz; fue el n-alcano mas abundante (Cuadros 5 y 6).

El Cas presentd una alta concentracién en los pastos kikuyo, antena, humidicola,
estrella Santo Domingo, estrella africana y buffel (Cuadros 6-8).

El Cz fue de importancia en los pastos buffel, pata de pajaro, bufalo, ryegrass
perenne y kikuyo, en los cuales rebasé los 40 mg/kg de MS, mientras que el Cy;
fue de escasa presencia, excepto en el pasto pata de pajaro (Cuadros 5, 6 y 8).
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El dominio de Czg en la familia de las leguminosas (Cuadro 12) se debi6 al efecto
de su alta concentracién en el huizache, el mezquite, el huamuchil (Cuadros 5 y 8)
y, en menor grado, en la alfalifa (Cuadro 6). El Cs; fue importante por su alta
concentracion en huamuchil (401 mg/kg de MS) y en alfalfa, que fue la Unica
leguminosa que presentd al Ca; como n-alcano principal. El Cy7 fue de importancia
en las arbdreas de clima semi-drido; el Cas fue el principal n-alcano en el
cacahuate forrajero, pero su concentracién fue muy baja en las demas
leguminosas y la concentracién de Cas fue insignificante en toda esta familia. La
tnica leguminosa que present6 un perfil de n-alcanos idéntico al de la familia fue
el huamchil.

Delgado ef al?, Dove?, Dove et al.** y Chen ef al¥ encontraron una marcada
diferencia entre familias en las relaciones Cz9:C3¢ y C2:Cas, siendo menores en
pastos y mucho mayores en las leguminosas, principaimente la relacion Czp:Caa.
Dove? incluso sugiri6 que dichas relaciones se podrian utilizar para estimar la
proporcién de gramineas y leguminosas en una mezcla de forrajes. Al calcular las
relaciones Cz9:C3y ¥ C25:C33 con las medias por familia (Cuadro 12), en gramineas
las relaciones fueron de 0.4 y 0.3, respectivamente, mientras gue en leguminosas
fueron de 2 y 9, respectivamente. Haciendo el célculo por especie, en el caso de
leguminosas se encontraron dos especies que no siguieron este comportamiento,
la alfalfa, abundante en Cj;, y el cacahuate forrajero, que tuvo mayores
concentraciones de los n-alcanos Cas y Cs31 que de Cy, siendo similar su perfil al
de una graminea.

7.4 Anilisis estadisticos
7.4.1 Andlisis de varianza de parcelas divididas
El ANDEVA para determinar diferencias entre rebrotes se muestra en el Cuadro

13. Estadisticamente no se encontr6 diferencia (P > 0.05) para el n-alcano Cs,
entre las dos edades de crecimiento de la planta (96 + 81y 102 + 108 mg/kg de
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MS para 4 y 6 semanas de rebrote, respectivamente). Por lo tanto, se podra hacer
un solo muestreo de forraje en aquella pradera que tenga una edad de crecimiento
entre 4 y 6 semanas, para hacer estimaciones de CV con base a dicho n-alcano.
Debe de resaltarse que la concentracién del n-alcano Cs4 de los diferentes forrajes
fue muy variada, lo que determiné medias con desviaciones estandar muy altas.

Cuadro 13. Andlisis de varianza de parcelas divididas para

la concentracion del n-alcano Cjy.
Fuente de variacion GL CM F P
Familia 1 18814.960 1.72 NS
Clima 3 40997.18 376 NS
Error A (familia x clima) 3  10907.4637
Rebrote 1 1041.3636 0.35 NS
Familia x rebrote 1 432.96253 0.15 NS
Clima x rebrote 3 725.5788 024 NS
Familia x clima x rebrote 3 810.7075 0.27 NS
Error experimental 98 2965.8
Total 113
CM = cuadrado medio
NS= no significativo

Una serie de investigadores ha estudiado el efecto de varios factores inherentes a
la planta sobre el perfil de n-alcanos. Dove et al.*? sembraron seis especies de
forrajes de clima templado en invemadero, realizando el primer muestreo a los 40
dias de crecimiento y después a intervalos semanales hasta los 89 dias.
Encontraron que la edad de corte tuvo efecto significativo en la concentracion de
Cai, pero este factor contribuyé en menos del 6% a la variacibn de la
concentracion de n-alcanos, en comparacion con la especie vegetal (85%) y la
parte de la planta. Chen et al.¥” realizaron muestreos de gramineas y leguminosas
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en febrero y diciembre de 1995 y febrero de 1996 no encontraron efecto
significativo de la edad sobre la concentracion de Ca;y.

7.4.2 Matriz de correlacién entre los n-alcanos

En el Cuadro 14 se presenta la matriz de correlacion entre los diferentes n-
alcanos, obteniéndose correlaciones elevadas entre Cz7 y C29 (0.79) y Cas y Cas
(0.93). El C3 tuvo una correlacién intermedia con Cs3 (0.58). Estas asociaciones
se pueden explicar apoyandose en las concentraciones de n-alcanos por familia
(Cuadro 12). En las leguminosas se observé que los n-alcanos de menor longitud
(Ca7 y Cz9) se encontraron en mayor cantidad y los de mayor longitud en menor
cantidad (Ca y Cas); lo contrario sucedié con las gramineas. En el caso de Cj;,
este n-alcano guardé una relacion mas estrecha con Cazen las gramineas.

Cuadro 14. Matriz de correlacién entre los n-alcanos.

n-Alcano Cor Czs Ca Csx Cas
Car 1.000 0.798 -0.159 -0.449 -0.407

Czx 1.000 0.162 -0.399 -0.465

Cs 1.000 0.583 0.440

Ca 1.000 0.931

Css 1.000
7.4.3 Componentes principales

La base de datos completa (utilizando los n-alcanos impares de C27-C35, n = 190)
se examind por medio de la técnica de componentes principales. Como habia
cinco variables numéricas (los cinco n-alcanos de mayor concentracion), se
obtuvieron cinco componentes principales (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Vectores caracteristicos de los dos
primeros componentes principales.

n-Alcano Primer Segundo
componente componente

Cz 0.739 0.497

Cz -0.682 0.695

Ca 0.494 0.739

Css 0.913 0.311

Cas 0.893 0.215

Proporcién de 0.577 0.284

la varianza

Los dos primeros componentes principales proporcionaron un buen resumen de
los datos, explicando 86.1% de la variacién en la concentracion de todos los n-
alcanos. El primer componente principal dio un peso positivo muy elevado a los
n-alcanos de mayor longitud (Cas y Cas) y un peso negativo aito también a los n-
alcanos de menor longitud en el grupo de variables (Cz y Cz). El segundo
componente principal tuvo coeficientes elevados para Cs; y Czs e intermedio para
Cz, todos positivos. En consecuencia, el valor del primer componente sera grande
en aquellas observaciones que tengan altas concentraciones de Css y Cas y
pequefio si los n-alcanos que abundan son el C;; 0 Cz. Por el contrario, el valor
del segundo componente principal sera grande en aquellas observaciones en las
que abunden los n-alcanos Cs; y Cy. Es decir, el analisis de componentes
principales separd a las observaciones en dos grandes grupos, aguéllas con
concentraciones elevadas de los n-alcanos mas pesados (Cs3 y Cas) y aquélias
con concentraciones elevadas de los n-alcanos Cz; a Cs. Como indico el analisis
de correlacion (Cuadro 14), hubo una fuerte asociacién entre los n-alcanos de
cadena mas larga (Css y Cas, r = 0.93) y los n-alcanos de cadena menos larga (C27
y Cz, r=0.80)
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7.4.4 Analisis multivariado discriminante
7.4.4.1 Discriminacién entre familias
En el andlisis multivariado, se obtuvo una funcién canénica discriminante para

familia, con una correlacién candnica de 0.73 (Cuadro 16).

Cuadro 16. Capacidad discriminante de la funcién canénica para familia.

Funcién Valor Porcentaje de Porcentaje  Correlacion
caracteristico varianza acumulativo canodnica

1 1.125 100.000 100.000 0.728

Al realizar una correlacién entre esa funcidn y cada n-alcano, se obtuvo la
capacidad de cada uno de los n-alcanos para poder diferenciar entre familias
(Cuadro 17). Puede observarse que Cis y Css tuvieron la mayor capacidad
discriminante entre familias, seguidos por Cs y C27.

Cuadro 17. Correlacioén entre los n-alcanos
y la funcién canénica para familia.

n-Alcano Correlacion
Co 0.589
Czo 0.632
Ca -0.338
Css -0.752

Cis -0.901
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Con esta funcién canénica se realizé una prediccion de familia, utilizando los datos
originales (transformados), que se muestra en el Cuadro 18. De las 72
extracciones que se realizaron de gramineas (cada extraccién se considerd como
independiente, aunque en realidad de cada muestra se hicieron tres extracciones),
62 fueron clasificadas correctamente (86.1%) y 10 se clasificaron como
leguminosas (13.9%). Para las leguminosas se llevaron a cabo 42 extracciones,
37 de las cuales se clasificaron de forma correcta (88.1%) y 5 como gramineas
{11.8%). Es decir, que la funcibn candnica encontrada logré clasificar
correctamente casi el 80% de las extracciones realizadas como pertenecientes a
gramineas o leguminosas, basandose en el perfil de C27-Cas.

Aquellas extracciones asignadas en la familia a la que no correspondian fueron las
siguientes: se identificaron como leguminosas tres extracciones del pasto ryegrass
perenne; las tres extracciones del pasto estrella africana de cuatro semanas y una
extraccion del pasto buffel. Cinco extracciones de la leguminosa cacahuate
forrajero fueron identificadas como gramineas.

Cuadro 18. Prediccion de familia utilizando

la funcién canénica encontrada.
Familia Graminea Leguminosa Total
Prediccién
Graminea 62 10 72
Leguminosa 5 37 42
Porcentaje
Graminea 86.1 139 100

Leguminosa 11.9 88.1 100
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7.4.4.2 Discriminacion entre climas
Se obtuvieron tres funciones canonicas discriminantes para los climas (Cuadro
19). De la capacidad discriminante de las variables, la primera funcién canénica

discriminante explico el 63% de la variacién; la segunda funcioén explicd 30% vy la
tercera funcidn tuvo una minima capacidad discriminante.

Cuadro 19. Capacidad discriminante de las funciones canénicas para clima.

Funcién Valor Porcentaje Porcentaje = Correlacién
caracteristico varianza acumulativo candnica
1 1.278 62.891 62.891 0.749
2 0.802 29.636 92.527 0.813
3 0.152 7473 100.000 0.363

La correlacién entre las funciones canénicas y los n-alcanos indica la capacidad
discriminatoria de cada uno de ellos (Cuadro 20). La primera funcion se asocié
fuerte y positivamente con los n-alcanos Cj3 y Cas, y negativamente con Cz y Ca7.
La segunda funcién se asocié fuerte y negativamente con Cas y de manera
moderada con Cy y Ca. La tercera funcién se asocié moderada y negativamente
con Ca1.
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Cuadro 20. Correlacion entre las funciones candnicas y los n-alcanos.

n-Alcano Funcién 1 Funcién 2 Funcién 3
Cx -0.690 0.459 0.438
Ca -0.705 0.299 -0.066
Ca 0.454 0.459 -0.550
Cx 0.889 -0.050 0.065
Cas 0.793 -0.751 0.000

Con estas funciones canbnicas se realizéd la prediccién de clima, tomando la
informacién del perfil de n-alcanos de cada especie. En el Cuadro 21 se muestra
que para los forrajes de clima semi-arido, de las 30 extracciones realizadas, 17
(56.7%) fueron clasificadas correctamente, 7 (23.3%) se clasificaron como forrajes
de clima tropical seco y 6 (20%) como de clima templado. Para los forrajes de
clima templado se hicieron 30 extracciones, 26 (86.7%) de las cuales fueron
clasificadas comectamente, 2 (6.7%) como forrajes de clima semi-arido y 2 (6.7%)
como de tropical seco. Para los forrajes de clima tropical himedo se realizaron 24
extracciones, 22 (91.7%) se clasificaron correctamente y 2 (8.3%) como forrajes
de clima templado. Se llevaron a cabo 30 extracciones para los forrajes de clima
tropical seco, de las cuales 11 (36.7%) fueron clasificadas como pertenecientes a
ese clima, 4 (13.3%) como forrajes de clima semi-arido, 3 (10%) como de clima
templado y 12 (40%) como de clima tropical himedo.
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Cuadro 21. Prediccién de cada especie dentro de su clima de muestreo.

Clima Semi-arido Templado  Tropical Tropical  Total
humedo seco
Prediccion

Semi-arido 17 6 0 7 30
Templado 2 26 0 2 30
Tropical 0 2 22 0 24
himedo
Tropical 4 3 12 1 30
seco

Porcentaje
Semi-arido 56.7 20.0 0.0 23.3 100
Templado 6.7 86.7 0.0 6.7 100
Tropical 0.0 8.3 91.7 0.0 100
humedo
Tropical 13.3 10.0 40.0 36.7 100
Seco

Por lo tanto, las especies que se clasificaron con mayor certeza fueron las de
clima tropical himedo, seguidas de las de clima templado y semi-arido. La
prediccion fue mala para los forrajes de clima tropical seco, muchos de los cuales
se clasificaron como forrajes de clima tropical himedo. El elevado porcentaje de
prediccidn que presentaron las especies de clima tropical himedo se puede
atribuir al n-alcano Cis. En el Cuadro 22 se muestran las extracciones que se
clasificaron en un clima al cual no pertenecieron. Los forrajes en el Cuadro 22
tuvieron un perfil de n-alcanos que no correspondia al promedio del clima de
muestreo. Sin embargo, los perfiles de los forrajes pata de péjaro, banderita,
estrella africana y guaje francamente presentaban mas semejanza con el perfil del
clima identificado incorrectamente que con el perfil de su propio clima.
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Cuadro 22. Especies forrajeras clasificadas incorrectamente en otro clima
al del muestreo de acuerdo con las funciones canonicas

Clima/Especie Rebrote Ndmero de Prediccién de clima
(semanas) extracciones
Semi-arido
Pata de pajaro 4 3 Templado
6 3
Banderita 4 3 Tropical seco
B
Bufalo 4 1 Tropical seco
Templado
Ryegrass perenne 6 1 Tropical seco
Trébol blanco 4 2 Semi-arido
Alfaifa 6 1 Tropical seco
Tropical himedo
Estrella Santo Domingo 4 1 Templado
6 1
Tropical seco
Lianero 6 1 Semi-drido
Buffel 4 1 Tropical himedo
6 1
Estrella africana 4 3 Tropical himedo
6 3
Guaje 4 3 Semi-arido
6 3 Templado
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7.4.4.3 Discriminacién entre especies

Para detectar la capacidad que tienen los n-alcanos de discriminar entre las 19
especies muestreadas, se realizé un analisis discriminante de los cinco n-alcanos
que componen el perfil, obteniéndose cinco funciones candnicas (Cuadro 23),
Todas resultaron significativas (P = 0.0000), por lo tanto todas tuvieron la
capacidad de separar entre especies. Las dos primeras funciones explicaron el
82.5% de la variacion entre especies; las demas funciones canénicas, aunque
significativas, no fueron importantes.

Cuadro 23. Capacidad discriminante de las funciones cantnicas para especie.

Funcién Valor Porcentaje de Acumulativo Cormrelacién

canodnica  caracteristico varianza canoénica
1 59.973 49.2 492 0.992
2 40.531 333 82.5 0.988
3 11.889 9.8 92.2 0.960
4 8.027 66 98.2 0.943
5 1.468 1.2 100.0 0.771

Como se hizo en el caso de clima y familia, una forma de evaluar estos resultados
fue reutilizar las observaciones con fines predictivos, para clasificarlas en alguna
especie y, de esta forma, determinar qué porcentaje se clasificaba de forma
cormrecta. Al realizar esto, de las 114 extracciones, solo 3 fueron clasificadas de
forma errdnea. El 97.4% de las extracciones se clasificaron correctamente en su
especie, semejante a lo obtenido por Chen et al%” (97.1, 98.3 y 100%) para
especies de clima templado y con un perfil de seis n-alcanos impares (C25-Cas).
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Esto implica que el perfil de n-alcanos de cada forraje es particular para cada uno
de ellos, convirtiendo a los n-alcanos en un factor de clasificacion taxonomica. La
capacidad de prediccion fue mejor por especie que por familia o clima.
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8. Conclusiones

¢ No hubo diferencia en la concentracién del n-alcano Ci¢ a las 4 y 6 semanas
de rebrote en los diferentes forrajes durante la época de lluvias, por lo tanto,
se puede realizar un solo muestreo de forraje durante dicho perfodo en el
mismo lugar, para realizar estimaciones de CV con base en el Cj,.

e El perfil de n-alcanos fue diferente entre gran{ineas y leguminosas. Las
leguminosas presentaron altas concentraciones de los n-alcanos Cz7, C29y Cay
y las gramineas de Cjy, Ca3 ¥ Cas.

» Los n-alcanos mas abundantes en las especies forrajeras de clima semi-arido
fueron Cz7, C20 ¥ Cat, en las de clima templado y tropical seco fueron Czg, Cay
y Cx y para las de tropical hiimedo fueron Cs4, Ca3 ¥ Cas.

o En todos los climas estudiados se puede utilizar al n-alcano Ci; como
marcador intemo en estimaciones de CV. Si se desea una mayor
concentracién y recuperacion del n-alcano en heces, se puede utilizar el Cas
en condiciones templadas y tropicales y al Cis en el clima tropical,
principalmente tropical himedo. Para el caso de las especies de clima semi-
arido se puede utilizar el Czg, tomando en cuenta la posibilidad de errores en
las estimaciones con este n-alcano

o El perfil de n-alcanos permitié agrupar a los forrajes de acuerdo a clima de
muestreo, obteniéndose mayor precision en las especies de clima templado y
troplcal hiimedo, una precision moderada en las especies de clima semi-arido .
y una precision baja en las especies de clima tropical seco.

e La concentracion y contribucion de cada n-alcano en el perfil de cada especie
es diferente, dando un perfil caracteristico a cada forraje en la época de lluvias
en los diferentes climas.

o El perfil tiene una alta capacidad para discriminar entre las especies en la
época de lluvias y, por lo tanto, es factible el uso de n-alcanos como
marcadores para hacer estimaciones cualitativas y cuantitativas de la
composicién botanica de!l alimento seleccionado por herbivoros en pastoreo
en dicha época.
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9. Recomendaciones

« Tomar en cuenta los siguientes factores que tienen efecto en la obtencion total
de n-alcanos: 1) el tamafio de particula; 2) la homogeneidad de la muestra y 3)
la temperatura del disolvente para la extraccién de la fase orgéanica. Estos
factores pueden afectar la repetibilidad de los resultados y/o las mediciones de
consumo.

» Usar muestras mas pequefias para la extraccion de n-alcanos y posiblemente
disminuir los pasos en el procesamiento, para disminuir la cantidad de material
y reactivos utilizados. Revisar también la reutilizacion del disolvente para
disminuir los costos y el tiempo de procesamiento de cada muestra.

o EIl objetivo altimo de la metodologia de los n-alcanos es poder realizar
estimaciones de CV vy de la composicién botanica de la dieta de los animales
en pastoreo. Para poder lograr esto con éxito es necesario tener un
conocimiento previo de los n-alcanos y sus concentraciones en un area
determinada de estudio, para lo cual es requerido realizar una delimitacion
precisa de las superficies de estudio, que sea lo méas representativo posible
de lo que se desee investigar.
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11. ANEXO
I. Preparacién del estandar intemmo
Se pesan 7.2 mg de Ci (Fluka Chemic, 97%) y se colocan en un matraz
volumétrico de 50 mi y se afora con heptano, quedando a una concentracion de
3X10* M. ]
Il. Preparacién de la solucién hidroalcohélica de KOH etanélico
Se pesan 57 g de KOH (lentejas J.T. Baker, 98%), se colocan en un matraz de
bola de 1 L y se le adicionan 500 mi de agua purificada y 500 mi de alcohol etilico,
quedando la solucién a una concentracion 1 M.
Ili. Preparacién de la columna de gel de silica
En la punta de una jeninga de plastico de 10 ml se pone un tapén de algodén de

0.5 cm de grosor; después se colocan 7 cm® de cama de gel de silica (60-200
mallas, J. T.Baker) y se humedece totalmente con heptano.



IV. Método de extraccién de n-alcanos

1. Material y reactivos

Material

Pipeta volumétrica clase A de 1
mi

Matraz de ebulliciébn de 250 ml
con junta esmerilada 24/40
Rotavapor

Bafio de agua

Probeta de 10 ml

Soporte universal

Condensador Liebig 309 mm
Pipeta Pasteur de 9”

Bulbo de hule ambar

Matraz de ebullicion de 50 ml
con junta esmerilada de 24/40
Jeringa de 10 m|

Micropipeta con capacidad de
50-1000 ul

Punta de pipeta de 50-1000 ul
Vial de borosilicato de 2 m! con
tapa

Reactivos

Heptano (C;) (J. T. Baker, 99.5%)
Estandar intemo (Ci4). Anexo |
Solucién hidroaicohdlica de KOH
etanélico. Anexo Il

Columna de gel de silica. Anexo i1l
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2. Método de extraccion

2.1 Saponificacion

Para llevar a cabo la saponificacion, se toma un matraz de ebullicién de 250 ml,
donde se deposita 1 g de materia seca de la muestra, 1 ml de estandar interno
(Cas) Yy 10 mi de la soluciéon hidroalcohélica de KOH etandlico. El matraz se
coloca en un bafo de agua a 90° C, junto con un sistema condensador. La
saponificacion se realiza con el propésito de remover acidos grasos y tiene una
duracién de tres horas y media.

2.2 Obtencién de la fase organica

A la muestra una vez saponificada se le vierten 10 ml de heptano y se agita
vigorosamente, para después dejar que se separen la fase acuosa y la organica,
siendo esta Ultima la que queda en la superficie y que es obtenida con una pipeta
Pasteur y colocada en un matraz de ebullicién de 50 ml. Este proceso de lavado

se realiza tres veces.

El matraz con los 30 ml de fase organica se coloca en un rotavapor y se sumerge
en bafo de agua a 90° C, para realizar la destilacién y que la muestra quede con
la minima cantidad de heptano.

2.3 Purificacién
El residuo en el matraz se coloca en una columna de gel de silica y se eluye con

20 ml de heptano. En esta parte se separan basicamente pigmentos y alcoholes

de cadena larga de los n-alcanos.
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El extracto purificado se recibe en un matraz de 50 ml y se destila hasta su
concentracion; el residuo se pasa con una micropipeta a un vial de 2 ml, se deja

secar al ambiente y se tapa.
V. Inyeccién

Para la inyeccién de la muestra, ésta se diluye en 300 ul de heptano y se
inyectan de 1 a 2 pl en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard Serie |l 5890,
equipado con una columna capilar HP5 (95 % dimetil polisiloxano, 5 % difenil) de
30 m de largo, 0.32 mm de didmetro y 0.25 um de fase estacionaria y con un
detector de ionizacién de flama (aire comprimido extra seco — INFRA,; hidr6geno
cromatografico pureza 99.898% - INFRA). La temperatura del inyector y del
detector debe ser de 250°C. La rampa de temperatura de la columna es la
siguiente: 250° C por 3 min; 10° C/min hasta 300° C; 8 min a 300° C. Se usa
nitr6geno (cromatografico, pureza 99.998% - INFRA) como gas acarreador a un
flujo de 10 psi.

Vi. Cromatogramas de las extracciones

Se obtuvieron tres cromatogramas por especie a las 4 y 6 semanas de muestreo,
obteniéndose en total 114 graficos. A continuacién se presenta un cromatograma
de una especie de cada uno de los climas en los que sea realizaron los muestreos.
En ellos se encuentran identificados el estandar interno (Cas) vy los n-alcanos de

mayor abundancia.
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Figura A. Cromatograma del pasto banderita a las 4 semanas, clima semi-arido.

3 ¢Ca1
4. 0e4
Ecasgc.u
3.0e4 C2e s =z
=
2.004
g -~

as T & & g 2

1.0c4 . o ! by o
o) 2 4 6 g 10 12 14

Time (min.)

Figura B. Cromatograma del pasto ryegrass perenne a las 6 semanas,
clima templado
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Figura C. Cromtograma del pasto antena a las 4 semanas, clima tropical humedo.
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Figurara D. Cromatograma de la leguminosa huamuchil a las 4 semanas,
clima tropical seco.
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VIl Preparacién de la curva de calibracion de los estandares de n-alcanos

De acuerdo con la concentracion de moles (Cuadro A), se pesan del eicosano
(C20) al hexatriacontano (Cjg), excepto el Ci4, 5e colocan en un matraz
volumétrico de 10 mi y se afora con heptano, quedando una soluciébn madre de
estandares a una concentracion de 5X107.

Cuadro A. Cantidad de n-alcanos (g) para la solucién madre de estandares.

n-Alcano Peso(g) Pureza (%) Laboratorio

Cx 0.0141 99.0 Analytical Standards Stockroom
C2 0.0148 99.5 Analytical Standards Stockroom
Cx» 0.0155 98.5 Analytical Standards Stockroom
Cxn 0.0162 99.0 Analytical Standards Stockroom
Cos 0.0169 99.0 Analytical Standards Stockroom
Cas 0.0176 99.0 Analytical Standards Stockroom
Caxs 0.0183 99.0 Analytical Standards Stockroom
Cx 0.0190 99.0 Aldrich Chem
Cas 0.0197 99.5 Analytical Standards Stockroom
Cy 0.0204 99.0 Aldrich Chem
Cao 0.0211 904 Analytical Standards Stockroom
Cai 0.0218 99.5 Fluka Chemic
Ca 0.0225 99.0 Analyticai Standards Stockroom
Ca 0.0232 97.0 Fluka Chemic
Css 0.0246 99.5 Fluka Chemic
Cas 0.0253 99.1 Analytical Standards Stockroom

Se elabora un estandar interno para la curva de calibracion, pesando 0.0478 g de
Cs4, se coloca en un matraz volumétrico de 10 ml y se afora con heptano,

quedando a una concentracién de 1X102 M.
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Para realizar la curva de calibracion se toman de la solucién madre de estandares
las cantidades de 0.025, 0.05, 0.25, 0.5, 2.5 y 4.5 mi, que se colocan en matraces
volumétricos de 5 ml. A cada matraz se le agregan 0.5 ml del estandar intemo y se
aforan con heptano. Se obtiene una curva de estandares a seis diferentes
concentraciones, siendo éstas 2.5X10°, 5X10°, 2.56X10%, 5X10* 2.5X10° y
45X10° M, respectivamente, y el estandar interno se encuentra a una
concentracion de 1X10™~ M en todos los matraces.

Esta curva de calibracion se inyect6 al principio, durante y al final de las
inyecciones de las muestras procesadas, obteniéndose al final seis inyecciones de
cada concentracion. Las figuras E y F muestran los cromatogramas de la dilucion
menor y mayor de dicha curva, respectivamente.
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10 12 14
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Figura E. Cromatograma de la curva de calibracion, dilucion 2.5 X 10°°.
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Figura F. Cromatograma de la curva de calibracion, dilucién 4.5 X 10

VIII. Aporte de cada n-alcano a la concentracién total de hidrocarburos
saturados (C24-C3¢) Y la concentracién total del perfil en todas las
especies analizadas

Se logré determinar la concentracion de los n-alcanos con mayor exactitud a partir
del n-alcano Cy4, a razén de esto, se tomé un perfil compuesto por todos los n-
alcanos de Cy4 a Cag, excepto el Cay (estandar interno). En dicho perfil se caleuld
el porcentaje de contribucién da cada hidrocarburo saturado en relaciéon a la
concentraciéon total, esto se muestra en el Cuadro B, en donde las especie se
encuentran ordenadas de menor a mayor concentracion.



Cuadro B. Porcentaje de aporte de cada n-alcano a la concentracion total de hidrocarburos (C;4-C3s)
y la concentracion total del perfil en todas las especies analizadas.

n-Alcano Banderita Guaje Llanero Orchard Bufalo Trébol Cacahuate
blanco forrajero

Ca4 0.7 14 0.2 6.2 3.5 2.8 0.8
Cas 28 46 42 10.5 7.0 52 1.3
Cz 21 7.3 1.7 6.4 6.1 41 1.3
Car 5.1 20.4 8.5 9.1 9.2 135 2.3
Cz 48 11.7 32 48 10.8 59 386
Ca 20.7 234 17.3 10.9 23.0 227 9.0
Cao 7.8 3.5 5.2 39 54 39 3.9
Cay 38.6 14.6 35.9 18.5 1864 21.9 223
Ca 39 26 3.8 34 4.2 3.1 6.2
Cas 7.3 6.0 10.8 17.8 8.7 125 39.8
Cas 27 22 7.2 5.8 4.0 29 5.9
Cas 3.1 23 1.8 25 3.8 1.7 3.5

Concentracién

total (mg/kg de 135.5 143.7 151.2 199.4 1915 2074 2273

MS)




Cuadro B. Porcentaje de aporte de cada n-alcano a la concentracion total de hidrocarburos (Cz4-Cig)
y la concentracion total del perfil en todas las especies analizadas (Continuacion).

n-Alcano Estrella Huizache Humidicola  Estrelia Sto. Alfalfa Pata de
africana Domingo pajaro

Co 00 1.4 0.2 04 0.6 3.4

Czs 0.1 11.1 1.3 0.8 24 6.5

Czx 02 1.8 04 0.8 1.3 3.8

Cx 28 15.1 22 4.1 7.5 11.2

Cas 1.9 54 1.2 23 27 3.9

Cx 76 54.9 5.6 85 27.5 16.9

Cao 24 1.6 25 29 3.1 4.1

Ca 28.3 37 22.3 25.1 47.6 26.0

Ca 27 1.1 3.0 3.9 1.8 3.2

Ca 44.5 1.9 417 38.9 38 14.4

Css 8.8 1.0 18.3 9.6 0.9 4.5

Csas 0.6 1.0 1.3 2.8 0.7 1.6

Concentracion

total (mg/kg de 360.8 405.4 415.3 420.5 437.1 452.2

MS)

S8



Cuadro B. Porcentaje de aporte de cada n-alcano a la concentracion total de hidrocarburos (C24-Cag)
y la concentracion total del perfil en todas las especies analizadas (Continuacion).

n-Alcano Ryegrass Buffel Antena Kikuyo Mezquite HuamdGchil
perenne

Cas 1.3 04 0.5 1.1 04 0.1

Cas 22 1.0 1.2 29 24 0.5

Czx 2.0 0.7 0.7 1.3 186 0.2

Car 5.1 1.7 1.3 46 13.8 21

Cax 28 1.2 1.0 14 74 1.7

Cas 174 9.2 2.8 6.5 67.8 58.1

Csxo 3.5 29 1.9 1.8 1.1 27

Cs 322 35.0 11.4 254 24 30.9

Ca2 28 3.3 25 2.0 0.6 1.0

Cas 25.2 354 40.7 334 0.9 20

Cas 42 8.4 348 18.7 0.5 0.4

Css 0.7 0.9 1.2 0.7 0.5 0.2
Concentracion

total (mg/kg de 4751 - 5426 595.1 627.1 677.8 1300.5

MS)

98
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