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Glosario y definiciones.

Acetil CoA Acetil Coenzima A

ADN
AGCC
AGL
AGV’'s
ARN
ATP
BFCE
BFCNE
CH4
CMS
CNCPS
CO:
DIVMS
DMS
DRP

EM
FDA

FDN
FDNfe
FL

FM
FR
GEI
H+
HCL
HMG-CoA
ICAF
KOH

Acido Desoxirribonucleico

Acidos grasos de cadena corta

Acidos Grasos Libres

Acidos grasos volatiles

Acido Ribonucleico

Adenosin trifosfato.

Bacterias fermentadoras de carbohidratos estructurales
Bacterias fermentadoras de carbohidratos no estructurales
Metano

Consumo de materia seca

Cornell Net Carbohydrate and Protein System

Dioxido de carbono

Degradacion in vitro de la materia seca

Digestibilidad de la materia seca

Degradacion ruminal de la proteina

Energia metabolizable
Fibra detergente acido

Fibra detergente neutro
Fibra Detergente Neutro Fisicamente Efectiva
Fermentacion lenta.
Fermentacion media
Fermentacion rapida
Gases de efecto invernadero
Hidrogeniones
Acido clorhidrico
3- hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A (reductasa)
indice de contaminacion atmosférica por forrajes

Hidréxido de potasio



e L

e MCR
e MM

e MM

e MO

e MOFR
e MS

e MSD
e N20
e NH:
e NHs
e NNP
e NOP
e PDR
e PM

e PNDR
e RPM
e S

e SAD
e TFIV
e VA

e VF

e Vmax

Nutracéuticos: El término nutracéutico, fue acufiado a partir de las palabras
“nutricion” y “farmacéutico” en 1989 por el Dr. Sthepen DeFelice, quién menciona
que un nutracéutico puede ser definido como “Un alimento (o parte de él) que provee

beneficios médicos o de salud, incluyendo la prevencidon o tratamiento de una

Fase de retardo

metil-coenzima M reductasa
Milimoles

Produccion de proteina microbiana
Materia organica

Materia organica fermentada en rumen
Materia seca

Materia seca degradada

Oxido nitroso

Nitrbgeno amino

Amoniaco

Nitr6geno no proteico
3-nitrooxypropanol

Proteina degradable en rumen
Proteina microbiana

Proteina no degradable en rumen
Revoluciones por minuto

Tasa de fermentacion

Sustrato aparentemente degradado.
Técnicas de fermentacion in vitro
Volumen acumulado

Volumen fraccional

Volumen méximo

enfermedad (Kalra 2003).



Suplemento dietético: es un producto destinado a complementar la dieta, en él se
contiene uno o mas de los siguientes ingredientes: vitaminas, minerales, hierbas u
otros productos botanicos, aminoacidos o algun otro producto cuya finalidad es
complementar la dieta, aumentando la ingesta diaria de un concentrado, metabolito,

constituyente, extracto o combinaciones de estos ingredientes.(Pandey et al. 2010).

Fitoquimicos: Se refiere a sustancias biolégicamente activas presentes en diversos
vegetales, estas poseen un efecto en la bioquimica animal y el metabolismo, dichas
sustancias se estan evaluando por diferentes grupos de investigacion en el mundo,
ya que, proveen beneficios a la salud. Como los siguientes: 1) Substratos para
reacciones bioquimicas, 2) Cofactores para reacciones enzimaticas. 3) Inhibidores
de reacciones enzimaticas. 4) Absorbentes / Secuestrantes que ligan y eliminan
constituyentes indeseables en intestino. 5) Ligandos (como los presentes en los

flavonoides, que actian como cardioprotectores.) (Dillard y Bruce German 2000).



Resumen:
El objetivo del estudio fue evaluar ocho fitoquimicos de cuatro especies en dos

presentaciones, aceites esenciales (A) (Laboratorio Rosa Elena Duefias ™) y
extractos acuosos (E) de Ajo (AA, EA), Canela (AC, EC), Eucalipto (AEU, EEU) y
Romero (AR, ER) en la fermentacién ruminal mediante la técnica de produccion de
gas. Tres borregos con canula ruminal fueron los donadores de liquido ruminal; los
fitoquimicos se evaluaron a una dosis de 900 mg / L con una dieta basal (50% de
concentrado, 20% de alfalfa y 30% de ensilaje de maiz, base seca). Se evalué:
digestibilidad in vitro de materia seca (DIVMS), volumen fraccional de carbohidratos
fermentados (VFCF), volumen maximo de gas (Vmax), tasa de produccién de gas
(S), Fase lag (L) e indice de contaminacion atmosférica por forrajes (ICAF = (Vmax
/ DIVMS) * 100). El metano se determind indirectamente capturando el gas y
disolviendo el CO:2 con soluciéon KOH 1M. Los datos de la prueba se analizaron de
acuerdo a un disefio de blogues completamente al azar con arreglo factorial 2
(presentacion) x 4 (especies) mas dos controles: dieta basal (T) y 30 ppm de
Monensina sddica (MON), a través de PROC MIXED de SAS ©. Los efectos de los
tratamientos se probaron para los siguientes contrastes: A Vs E, AAVs EA, AC Vs
EC, AEU Vs EEU, AR Vs ER, T Vs A, T Vs E, MON Vs A, MON Vs E. Los A
disminuyeron (P <0.05) en general los parametros de la fermentacion ruminal y la
DIVMS en comparacion con los E y los tratamientos de control (T y MON). Los (E)
mostraron una respuesta similar (P<0.05) a los tratamientos de control. Los (A)
disminuyeron (P<0.05) el CH4 en un 13.33% en comparacion con (E). En conclusion,
hubo un efecto depresor de la fermentacién ruminal y la produccién de CH4 para los

aceites esenciales (A), en particular el de canela.



Abstract:
The objective of the study was to evaluate eight phytochemicals from four species

in two presentations, essential oils (EO) of: Garlic (GEO), Cinnamon (CEO),
Eucalyptus (EUEOQO), Rosemary (REO) (Lab. Rosa Elena Duefias ™) and aqueous
extracts of (AE) Garlic (GAE), Cinnamon (CAE), Eucalyptus (EUAE) and Rosemary
(RAE)) on ruminal fermentation with the gas production technique. Three sheep with
ruminal cannula were the donors of ruminal fluid; the phytochemicals were evaluated
at a dose of 900 mg/L with a basal diet (50% concentrate, 20% alfalfa and 30% corn
silage, dry matter basis). It was evaluated: in vitro dry matter digestibility (IVDMD),
fractional volume of fermenting carbohydrates (FC), maximum volume of gas
(Vmax), rate of gas production (S), lag time (L) and atmospheric pollution index (API
= (Vmax / IVDMD) * 100). Methane was determined indirectly by capturing the gas
and dissolving the CO2 with KOH 1M. The trial data were analyzed based on
completely randomized block design with factorial arrangement 2 (presentation) x 4
(species) plus two controls: Basal diet (Control) and 30 ppm of sodic monensin
(MON), through PROC MIXED of SAS ©. Treatments effects were tested for the
following contrasts: EO Vs AE, GEO Vs GAE, CEO Vs CAE, EUEO Vs EUAE, REO
Vs RAE, Control Vs EO, Control Vs AE, MON Vs EO, MON Vs AE. The EO
decreased (P <0.05) in general the parameters of ruminal fermentation and the
IVDMD in comparison with the AE and the control treatments (Control and MON).
The AE showed a similar response (P> 0.05) to the control treatments. The EO
decreased (P < 0.02) the % of CH4 by 13.33% compared to AE. In conclusion, a
depressant effect of ruminal fermentation was observed for essential oils, it also

decreased methane production, particularly cinnamon.
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1. Introduccion.
La FAO (2016) cita que el crecimiento de la poblacion mundial llegard a 9,600

millones de personas en el afio 2050, con el doble de poder adquisitivo para el
consumo de carne y derivados lacteos. Por lo que los sistemas agropecuarios deben
ser mas eficientes y sustentables con el ambiente, permitiendo reducir las emisiones
de gases de efecto invernadero y garantizar el bienestar del ecosistema y de las
poblaciones rurales.

El sector de la agricultura, foresteria y otros usos de tierra, aporta aproximadamente
un cuarto (10 — 12 Gt CO:2 equivalentes/afo) de las emisiones netas de gases de
efecto invernadero (GEI) de origen antropogénico, primordialmente por la
deforestacion y las emisiones relacionadas con la agricultura (suelo, manejo de
extcretas y ganado). Las emisiones provienen en mayor parte por el 6xido nitroso
(N20) liberado por los suelos para agricultura y el metano (CHa) liberado por la
fermentacion entérica, el manejo de excretas y los cultivos de arroz, en suma dan
un total de 5 — 5.8 Gt COz equivalentes/afio) (IPCC 2014b)

Se ha estimado que las emisiones de gases de efecto invernadero provenientes de
las actividades pecuarias aumentaran conforme se incremente la demanda de
productos (O’Mara 2011). Los GEI mas importantes emitidos por el sector
agropecuario son dioxido de carbono (CO.), metano (CHas) y 6xido nitroso (N20);
(IPCC 2007; FAO 2011), el CHa4 tiene un potencial de calentamiento 21-28 veces
mayor al COz (CO2 equivalente, CO2z-e) (Ogle et al. 2014; IPCC 2014a). En este
caso, la ganaderia contribuye con el 16-25% de las emisiones mundiales de CHs a
nivel mundial (Cobellis, Trabalza-Marinucci y Yu 2016) Las emisiones provenientes
directamente de las actividades ganaderas representan cerca del 60% del total

global de emisiones agropecuarias (FAO et al. 2013).

Para mitigar el impacto de la produccién de metano y 6xido nitroso (IPCC 2014b)
se recomienda la conservacion de los reservorios de carbono en suelos y
vegetacion, reduciendo la deforestacion y la degradacion de los bosques por fuego
o agroforesteria. En el ambito del secuestro de carbono se recomienda incrementar

el tamafio de las fuentes captadoras de carbono para captar CO: de la atmésfera

-11-



(reforestacion, sistemas integrados, secuestro de carbono en suelos). Sustitucion
de combustibles fosiles o productos de alta demanda energética y de este modo
reducir las emisiones de CO2. Como medidas extras se recomienda reducir las
pérdidas y desperdicio de comida y cambios en la dieta humana dirigidos al

consumo de productos con menos huella de carbono (IPCC 2014b)

En la mitigacion de la produccion de metano se han utilizado diferentes estrategias,
entre ellas el uso de iondforos y antibidticos. Sin embargo el incremento en la
resistencia bacteriana y la regulacion en el uso de dichos compuestos, han abierto
una ventana para la busqueda de alternativas naturales, tales como aceites

esenciales y extractos de plantas (Patray Yu 2013b; Wencelova et al. 2015).

En el presente estudio se evaluaron extractos acuosos y aceites esenciales de Ajo,
Canela, Romero y Eucalipto en la fermentacién ruminal in vitro y produccion de

metano.

2. Revision de literatura.

2.1. Gases de efecto invernadero.

A nivel mundial existe una creciente preocupacion por los cambios climaticos
acelerados que se han presentado con el crecimiento de las diferentes industrias.
La ganaderia es una de las actividades de mayor importancia en el sector productivo
mexicano y ha intensificado su produccién en respuesta a la globalizacién de
mercados; con ello el impacto ambiental que genera se ha hecho mas grande. Un
informe de la FAO sefiala que la ganaderia es la principal actividad antropogénica
del uso de la tierra y que genera aproximadamente un 18% de las emisiones de
gases de efecto invernadero (Molina Botero et al. 2013), aunque otros autores
afirman que contribuyen del 16-25% (Cobellis, Trabalza-Marinucci y Yu 2016). Los
rumiantes contribuyen con 3.3% del total de emisiones globales de gases de efecto

invernadero a nivel mundial (Knapp et al. 2014).

El metano (CHs) posee un potencial de calentamiento terrestre mas poderoso
comparado con el diéxido de carbono (CO), hasta 21 veces mas de acuerdo con el

-12 -



panel internacional de cambio climatico (IPCC 2014a) Globalmente se calcula que
los rumiantes producen ~80 millones de toneladas de metano anualmente, lo que
equivale a mas o menos el 28% de las emisiones antropogénicas. (Beauchemin et
al. 2008).

En un meta-analisis realizado por Pérez-Barberia (2017) analizan las emisiones
globales de metano por varias especies de rumiantes silvestres,(Oveja, Ovis aries;
Vaca, Bos taurus; Llama, Lama gama; Alpaca, Vicugna pacos; Ciervo Rojo, Cervus
elaphus; Cabra, Capra aegagrus, Bufalo de agua, Bubalus bubalis, Yak, Bos
grunniens.), concluyen que las vacas producen cantidades mayores de metano
comparadas con los ciervos rojos, ovejas y cabras por unidad de Consumo de
Materia Seca (CMS) con dietas de similar contenido en fibra. Este estudio reporta
gue al aumentar el CMS también aumenta la emisién de metano. En este sentido,
se estima que la emisién de CH4 de un bovino productor de leche en lactancia es en
promedio de 369 g/dia (Garnsworthy et al. 2012a). Con relacién a los ovinos y
caprinos, la emision de CHs es de 21.9 y 13.74 g/dia por animal respectivamente
(Sejian et al. 2011).

Las dietas ricas en fibra deprimen la produccion de metano, esto podria ser
explicado por una tasa de pasaje mas rapida del alimento a través del tracto
digestivo, y un CMS mas alto, lo que podria reducir las tasas de fermentacion por la
comunidad microbiana asi como la reduccién de hidrogeniones (H2) que son
aprovechados por los metandgenos, cuando el consumo aumenta, la digestibilidad

disminuye y también la produccion de metano. (Pérez-Barberia 2017).

El CH4 es un compuesto gaseoso muy importante en la fermentacion del rumen (ya
gue disminuye la cantidad de hidrégeno disponible). Como el metano contiene
energia en forma de iones de hidrégeno, los que ahora ya no estan disponibles para
la reduccion del fumarato, su formacion durante la fermentacion ruminal es
considerada una pérdida de la energia del alimento, esta pérdida se estima es del
2 al 12% (Kobayashi 2010), otros autores hablan del 2 al 15% de desecho de la
energia ingerida, por otro lado, una larga porcion (75-95%) del nitrégeno ingerido

es degradado a amoniaco.(Busquet et al. 2006).
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Otras reacciones como la reduccion de nitratos y nitritos, la acetogénesis y la
biohidrogenaciéon de &acidos grasos insaturados juegan un papel de menor

importancia en el consumo de hidrogeniones en el rumen. (Kobayashi 2010).

El CH4 no es generado por el animal per s€, pero es un producto natural de la
digestién anaerdbica microbiana del material organico en el rumen del hospedero.
El hidrégeno liberado es rapidamente capturado por un grupo altamente
especializado de microorganismos, las arqueas metanogénicas, las cuales cumplen
con sus propios requerimientos de energia reduciendo el COz2a CHs. (McGrath et al.
2018). Poco después de la ingestion de alimento por el animal, el material
fermentable es rapidamente colonizado y degradado por una poblacion compleja,
compuesta de bacterias, hongos, protozoarios y arqueas. Los productos
secundarios de este proceso digestivo son los &cidos grasos volatiles, (AGV’s)
(principalmente acetato, propionato y butirato) que son aprovechados por el animal

para cubrir sus requerimientos de energia.

Las emisiones de metano en los rumiantes se derivan principalmente por la
fermentacion entérica (87% por el rumen y 13% por el intestino grueso). EI metano
producido por la fermentacion entérica es liberado al ambiente a través del eructo,
la respiracion y en pequefias cantidades como flatulencia. (Cobellis, Trabalza-
Marinucci y Yu 2016) Las excretas del ganado son también una fuente de salida del
nitrogeno. El amoniaco representa un componente importante presente en las
excretas, dicho componente degradado por la ureasa, una enzima microbiana
presente en gran cantidad en las excretas y la tierra, la cual rapidamente convierte
la urea excretada en amoniaco. El amoniaco a través de procesos de nitrificacion
puede ser oxidado a las formas de nitratos y 6xido nitrico. Tanto amoniaco como
nitritos pueden ser asimilados por las plantas, pero el amoniaco es un compuesto

volatil que puede escapar a la atmosfera. (McAllister et al. 2011).

La tasa de emision de metano por la fermentacién ruminal esta relacionada con las
caracteristicas fisico-quimicas de la dieta (digestibilidad de la materia seca DMS, y
la concentracién de fibra detergente neutro FDN) las cuales afectan directamente el

nivel de consumo y la frecuencia de alimentacion. Los rumiantes que producen mas
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metano son habitualmente los que consumen alimentos de baja calidad (con altos
contenidos en lignina y celulosa, ademas de bajas cantidades de proteina y
carbohidratos solubles), lo contrario sucede cuando se incluyen alimentos como
leguminosas en la dieta, por su alto contenido proteico, bajos niveles de FDN y
presencia de compuestos secundarios como taninos. (Molina Botero et al. 2013).
Una vaca adulta libera alrededor de 200 litros de metano al dia y existen 1.5 billones
de vacas en la tierra, entonces el metano total liberado por vacas es alrededor de
300 billones de litros al dia o 72 millones de toneladas al afio. (Lyu et al. 2018).

Las emisiones de gases de efecto invernadero originadas por las actividades del
sector agropecuario de México para el afio 2010, se estimaron en 92,184.5Giga
gramos (Gg) de CO: equivalente (CO2eq). La contribucion de la ganaderia
representa 49.4 % del total del sector (37,961.5 y 7,553.5 Gg CO2eq por
fermentacion entérica y manejo de estiércol respectivamente). Las emisiones
promedio de CH4 para este periodo se estimaron en 39,247 Gg. De esta cantidad
97 % se originaron por fermentacién entérica y 3 % por manejo del estiércol
(Garnsworthy et al. 2012b).
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2.2. Fermentacién ruminal.

La digestion del alimento en el rumen ocurre por una combinacion de fermentacion
bacteriana y ruptura fisica o0 molienda que sucede en el proceso de rumia. (Busquet
et al. 2006).

El rumen es esencialmente una camara de fermentacion en la que los microbios
ayudan a la digestion de la dieta, debido a que la microbiota tiene la capacidad de
degradar diferentes componentes presentes en las plantas, estas pueden ser
aprovechadas por los rumiantes. (Edwards et al. 2008). Hay un rango estrecho de
sustrato disponible en el alimento (primordialmente polisacaridos, proteinas y
lipidos), la microbiota puede ser generalista (que digiere varios tipos de sustratos)
0 especialista (que digiere sélo algunos sustratos especificos). Ademas puede ser
clasificada de acuerdo al sustrato principal que fermentan, estos grupos son:
celulolitica, proteolitica, lipolitica o fermentadora de aminoacidos (Cobellis et al.
2016).

La mayoria de la poblacion ruminal son anaerobios obligados, capaces de degradar
o fermentar polisacaridos estructurales o de almacenamiento, asi como la proteina
de las plantas (Cobellis et al. 2016) su equilibrio poblacional esta sustentado por
tres caracteristicas principales: resistencia, resiliencia y redundancia funcional, con
ello, los microrganismos pueden hacer frente a los cambios de la dieta, alternando
rutas metabdlicas y estabilizando un nuevo equilibrio con su propio ecosistema.
(Edwards et al. 2008).

El ecosistema ruminal es uno de los medioambientes microbianos mas ricos,
habitado por numerosas especies de microorganismos. La comunidad de microbiota
ruminal consiste en dos grupos de procariontes (bacteria y archaea) y dos grupos
de eucariontes (prootista y fungi) (Busquet et al. 2006) las bacterias y los
protozoarios suman juntos un poco mas del 90% de la biomasa microbiana. Su
aislamiento y estudio han ayudado conocer sus capacidades y metabolismos.
(Weimer 2015). En el rumen habitan aproximadamente: 101! células bacterianas/g
de liquido ruminal, 104108 células protozoarios /g de liquido ruminal, 10% - 103

células fungales/g de liquido ruminal, y aproximadamente 10° células
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metandgenas/g de liquido ruminal. Solo alrededor del 10% de la poblacion
microbiana de este ecosistema ha sido identificada y descrita. (Pers-Kamczyc et al.
2011). La poblacién de arqueas es muy importante para la funcionalidad del rumen;
junto con las bacterias y los hongos, las arqueas son los primeros colonizadores del
rumen. Estos metandgenos representan entre el 3 al 5 % de la biomasa microbiana
del rumen (Cieslak et al. 2013; Patra et al. 2017).

2.2.1.Los carbohidratos.

Desde el punto de vista de la nutricion de los rumiantes los carbohidratos se
clasifican en dos grupos: Carbohidratos fibrosos (celulosa, hemicelulosa, lignina) y
no fibrosos (almidones y azlcares simples) Existen también las pectinas que son
constituyentes de la pared celular, aunque no se consideran parte de los
carbohidratos fibrosos porgue son solubles en una solucién neutro detergente y su
velocidad de fermentacion ruminal (muy degradables en el rumen) los asemeja a
los almidones, por lo que no se clasifican como carbohidratos estructurales no
fibrosos (Van Soest 1982).

Los carbohidratos estructurales tienen una composicion quimica de polisacaridos
complejos (pectina, hemicelulosa, celulosa, unidos a lignina) y desde el punto de
vista nutritivo constituyen la fibra vegetal. La fibra, como nutriente contribuye al
funcionamiento normal del rumen. Su principal funcion es estimular la rumia, la
secrecion de saliva, las contracciones de la pared ruminal y la produccion de
elementos amortiguadores de la acidez para mantener el pH superior a 6.2 que
favorece las bacterias fibroliticas. En este aspecto es importante considerar que la
fibra tiene una degradabilidad inferior a otros nutrientes y a medida que aumenta el
contenido de fibra en la racién disminuye la ingestibn de materia seca (efecto de
saciedad) asi como la concentracion energética de la dieta. (William y Salazar,
2005).

Las paredes celulares de las plantas contienen una serie de polisacéaridos, a
menudo asociados o sustituidos por proteinas y compuestos fendlicos, en algunos
casos incluso unidos al compuesto lignina. Los principales son: celulosa,
arabinoxilano, D-Glucano, B-Glucano, xiloglucano, xilano y arabinogalactano. Los
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blogues estructurales de estos carbohidratos son: arabinosa, xilosa, glucosa,
galactosa, manosa, fucosa, el acido glucuronico y el acido galacturénico (Nocek y
Tamminga 1991; Galyean y May 1989). El maiz por ejemplo puede presentar
promedios de 69% de almidon, 20% de azucares de bajo peso molecular, 2% de
celulosa, y 10.8% de fibra. (Bach Knudsen 1997)

2.2.1.1. Degradacién de los carbohidratos en el rumen.
Los carbohidratos se encuentran en forma de grandes moléculas insolubles que han

de degradarse hasta compuestos mas simples, para poder atravesar la mucosa del
tracto digestivo y llegar a la sangre. Sin embargo los carbohidratos fibrosos no
pueden ser facilmente degradados por las enzimas gastricas. Es por ello que los
rumiantes desarrollaron un complejo proceso de fermentacion ruminal; este inicia
con la adhesion y colonizacién microbiana de las particulas vegetales ingeridas por
el animal. Existen dos etapas de degradacion de los carbohidratos: la primera,
consiste en la degradacion de los carbohidratos complejos mediante enzimas
celulasas y hemicelulasas. El almidén y los azucares simples son hidrolizados por
las amilasas, maltasas, maltosa fosforilasa, entre otras. La segunda etapa consiste
en una fermentacion intracelular de las pentosas y hexosas hasta convertirse en
piruvato.(Galyean y May 1989; Nocek y Tamminga 1991) y propionato, esto ocurre
sin que existan pérdidas de carbonos, lo que hace que el proceso de la fermentacién
hacia propionato sea energéticamente mas eficaz que la fermentacion acética. (Van
Soest et al. 1991).

El piruvato es el componente intermedio a través del cual deben pasar todos los
carbohidratos hasta la formacién de los acidos grasos volatiles (AGV’'s),
principalmente acetato, propionato y butirato. Las bacterias celulolitcas utilizan
mayoritariamente la via metabdlica piruvato-formato para producir acetato. Esta via
metabdlica produce la decarboxilacion del piruvato y da origen a la formacion de
Acetil-CoA y fumarato como productos intermedios. El Fumarato es transformado
en CO:z y Hz que son precursores para la formacion de metano, que a su vez se
pierde a través del eructo. Este proceso resulta energéticamente menos eficaz, ya

gue se pierde un carbono e hidrégenos en forma de metano.(Figura 1. (William y
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Salazar, 2005)) se calcula que el porcentaje de la energia perdida como metano
esta entre 12% y 15% (Eckard et al. 2010; Kumar et al. 2009).

2.2.1.2. Acidos grasos volatiles.
Constituyen los principales productos de la fermentacion ruminal. Los AGV’'s

contienen de 1 a 7 atomos de carbono y se presentan en forma lineal (acético,
propidnico, butirico y valérico) o como cadenas ramificadas (isobutirico, isovalérico,

2-metil butirico).

La concentracién de AGV's totales en el rumen refleja el balance entre la produccion
y la absorcion. Dicho balance oscila normalmente entre 70 a 130 mM (milimoles) (
30 mM como minimo y 200 mM como maximo) y su proporcion depende del tipo de
carbohidrato fermentado, de las especies bacterianas que intervienen y de las
condiciones del medio en el rumen (Nocek y Tamminga, 1991) segun la relacion
gue exista entre forraje y alimento concentrado serd entonces la produccion y
proporcion de 4cidos grasos volatiles. Un estudio llevado a cabo por (@rskov et al.
1968), encontrd que las dietas con 100% de inclusién de forraje (heno de alfalfa)
presentaron promedios de 75% de acido acético, 17% de acido propionico y 8% de
acido butirico, mientras que al incluir en la dieta un alto porcentaje de concentrado
(20% heno de alfalfa y 80% de maiz molido y pasta de soya) presentaron promedios
de 57% de &cido acético, 31% de acido propidnico y 12.4% de &acido butirico,
demostrando entonces que mientras mayor sea la cantidad de concentrado en la
dieta, mayor sera la proporcion de &cido propidnico y butirico (sin ser nunca
mayores que el acido acético). Las dietas altas en fibra, estimulan el crecimiento de
las especies bacterianas productoras de acido acético y la proporcién molar
acetato:propionato:butirato, se encuentra tipicamente, en el rango 70:20:10,
mientras que, las dietas ricas en almidones y concentrados, favorecen el desarrollo
de las especies bacterianas productoras de butirato y estan asociadas con
incrementos en la proporcién de propionato a expensas del acetato (France y
Dijkstra 2005).

-20-



Aziicares  Almidén  Celulosa Pectinas Hemicelulosa

} } } |

Maltosa  Celobiosa Ac. galacturénico — Xilosa

\.lf——'\/

Glucosa
iclode

Ruta pentosas

Embden-Meyerhoff

Piruvato__‘--._.________._*
F0n$at0 1( Malato Lactato

CO, +H, Acetil CoA F““‘a;f'“’ \
¢ / \ Succinato Acrilato
Y 's
Metano Acetato Butirato Propionato

Figura 2 Esquema del metabolismo de los carbohidratos en el rumen, modificacion por (William y Salazar,
2005).

Ademas de la produccion de AGV’s en el rumen acontece la formacion de proteina
de origen microbiano, el CO2 y el CHa. Los AGV’s y proteina microbiana formados
en el rumen pueden proveer la mayoria de los requerimientos energéticos del animal
(aproximadamente 80%, mientras que la proteina por su parte puede cubrir del 60
al 85%) (Busquet et al. 2006).

2.2.2.Proteinas y nitrégeno a nivel ruminal.
La protedlisis o degradacion de la proteina es una serie de procesos que resultan
en la hidrdlisis de uno o mas de las uniones peptidicas en una proteina, ya sea a
través de un proceso catabolico mediado por enzimas proteoliticas microbianas
llamadas proteasas o también puede existir degradacién no enzimética, por ejemplo
al exponer la proteina a un pH muy bajo o muy alto. (Varshavsky 2001).

En muchos aspectos la tarea clave en alimentar al rumen es producir proteina
microbiana, para ello los sistemas que logran los requerimientos proteinicos

necesitan evaluar:

e Degradacién ruminal de la proteina (DRP).
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e La capacidad del rumen de usar fuentes de nitrégeno no proteico (NNP) para
la sintesis de proteina microbiana.

e Elgradoy la eficiencia con la que la degradacién ruminal de la proteina puede
ser utilizada para la sintesis de proteina microbiana.

e La variacion en el valor del animal respecto a las diferentes proteinas que
escapan de la degradacion ruminal (proteina no degradable en rumen.
PNDR).

e Pérdidas enddgenas de proteina(Lean et al., 2014).

El proposito de proporcionar alimentos con altos contenidos de proteina es
satisfacer los requerimientos de proteina microbiana del ganado (NRC., 2001) La
proteina degradable en rumen (PDR) es la fraccién de la proteina que se reduce a
péptidos y aminoécidos por las bacterias proteoliticas en el rumen, dichos péptidos
son luego convertidos a acidos grasos volatiles y amoniaco, mientras que el
nitrogeno no proteico (NNP) provee amoniaco ruminal (France y Dijkstra 2005;
Chalupa et al. 1984). El amoniaco ruminal y el NNP del alimento, pueden convertirse
en aminod&cidos por los microorganismos, si hay suficiente energia disponible de los
carbohidratos. La proteina no degradable en rumen (PNDR) es la fraccion de
proteina que escapa a la fermentacion en el rumen, esta, junto a la proteina
microbiana, son absorbidas en el intestino delgado. Los excedentes de nitrdgeno en
forma de amoniaco y proteina son convertidos en urea para ser excretados o

reciclados.(Lean et al. 2014)

2.2.2.1. Fracciones de la proteina.
Para entender como se degradaban las diferentes fracciones de carbohidratos y

proteinas, se desarroll6 el Sistema CNCPS (Cornell Net Carbohydrate and Protein
System) (Van Amburgh et al. 2015) el cual es un submodelo cinético que predice la
fermentacion ruminal. El modelo considera que la poblacion ruminal esta dividida en
bacterias fermentadoras de carbohidratos estructurales (BFCE) y aquellas que
fermentan carbohidratos no estructurales (BFCNE). Considera ademas que los
protozoarios se acomodan por el descenso en el teérico rendimiento del crecimiento

maximo (0.40g — 0.50g de células por gramo de carbohidrato fermentado) y los
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rendimientos son ajustados para los requerimientos de mantenimiento (0.50g -
0.150g de células por carbohidrato fermentado por hora para BFCE y BFCNE
respectivamente)(Russell et al. 1992). Las bacterias fermentadoras de
carbohidratos estructurales no pueden usar el nitrégeno de aminoacidos, todo el N
gue utilizan debe venir del amoniaco (NH3) la utilizacion de dicho nitrégeno
(amoniacos vs N aminico (-NHz) es dependiente de la disponibilidad de los péptidos
y el tipo de carbohidrato que tiene la influencia primaria en el crecimiento. Por su
parte, las bacterias fermentadoras de carbohidratos no estructurales obtienen el
66% de su N de los péptidos o aminoacidos y el 34% restante del amoniaco. Cuando
se agotan los péptidos y aminoacidos, todo el N debe provenir del

amoniaco.(Russell et al. 1992).

El aporte proteinico puede ser fraccionado segun el aprovechamiento que puede

darle el ganado, se han clasificado en los siguientes niveles:

Fraccion A: (aminoécidos, péptidos, nitratos, amoniaco y urea) son altamente
degradables en rumen, su digestién por hora en rumen va de 200 % a 100% proveen
amoniaco y AGV’s a las bacterias fermentadoras de carbohidratos estructurales.
Los nitratos son usados para la produccion de proteina y reducen la produccion de

metano, pero pueden ser toxicos.

Fraccion B1l: (Globulinas y algunas albuminas) proteina verdadera, rapidamente
degradable. Su digestién por hora en rumen es del 50 al 100%, proveen amoniaco,

péptidos y aminoécidos.

Fraccion B2: (Albuminas y gluteinas) Proteina verdadera de degradacion
intermedia. (5% - 15% de degradacion por hora) provee amoniaco para las bacterias
fermentadoras de carbohidratos estructurales y aminoéacidos para el intestino
delgado.

Fraccion B3: (Prolaminas, proteinas largas, desnaturalizadas) Proteina verdadera
de degradacion lenta. (0.1% — 1.5% de degradacion por hora) proveen aminoécidos

al intestino delgado.
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Fraccion C: (complejos de Maillard, proteina ligada a lignina) Proteina verdadera

indisponible para el tracto. (0% de degradacion) (Sniffen et al. 1992).

La digestidon de la fraccion B2 en particular esta sujeta a varias influencias en la
dieta, tal como la tasa de fermentacién y la tasa de pasaje. (Lean et al. 2014) las
fracciones A y B1 son proteina degradable en rumen, mientras que las fracciones
B3 y C son proteina de sobrepaso. Sin embargo la influencia de la tasa de
degradacion en el rumen y la tasa de pasaje pueden lograr que la fracciéon B3 pueda
también contribuir a la proteina degradable en rumen. Por su parte, la fraccion C no

es digestible y escapa completamente del tracto digestivo. (Firkins et al. 1998).

Los métodos de medicién de las fracciones de la proteina son similares, pero no
idénticos, porque factores como el tamafio de los poros y el tamafio de las bolsas
usadas puede variar. Es probable también que el estado fisiologico del animal (por
ejemplo una vaca lactante contra una vaca seca) pueda cambiar la tasa de
degradacion ruminal y la tasa de pasaje intestinal. (Liebe et al. 2018).

2.2.3.Lipidos en rumen.

Los lipidos entran al rumen y son hidrolizados en los compuestos que los
constituyen, el glicerol y azucares son fermentados y los acidos grasos liberados
pueden ser secuestrados por las células microbianas o someterse a la
biohidrogenacion para convertir los &cidos grasos insaturados téxicos, en sus

formas saturadas no téxicas (Jarvis y Moore, 2010).

Se han identificado dos transformaciones microbianas de importancia a nivel
ruminal: lipolisis y biohidrogenacion. La lipdlisis ocasiona la liberacion de éacidos
grasos libres (AGL) de los lipidos esterificados de las plantas, seguido de la
biohidrogenacion, la cual reduce el numero de enlaces dobles. Los
microorganismos pueden ademas sintetizar de novo A&cidos grasos con
carbohidratos precursores, de esta manera los lipidos que llegan a duodeno son
acidos grasos aportados por la dieta y la sintesis microbiana. (Jenkins 1993). Los

lipidos esterificados de las plantas son consumidos y después hidrolizados por las
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lipasas microbianas, causando la liberacion de &cidos grasos constituyentes, estas
lipasas hidrolizan los acilgliceroles completamente a acidos grasos libres (AGL) con
pequefias acumulaciones de mono o diglicéridos, los cuales son fermentados

rapidamente en acido propidnico en su mayor proporcion. (Jenkins 1993).

2.2.3.1. Acidos grasos insaturados en rumen.

La carga de acidos grasos insaturados en rumen, refleja el aporte total de acidos
grasos insaturados que llegan al rumen por medio del alimento. En estas fuentes
podemos encontrar a diferentes pasturas, subproductos de destilerias, aceites de
semillas, grasas y aceites, se recomienda que el consumo no exceda el 3.5% de la
materia seca de la dieta. Los efectos negativos de los acidos grasos insaturados
incluyen una marcada reduccion en la digestion ruminal de la fibra, cuando las
concentraciones de los mismos son altas; los lipidos son toxicos para algunas
bacterias. Los acidos grasos insaturados son efectivos reduciendo la produccion de
metano, (Lean et al. 2014) sin embargo disminuyen el consumo de materia seca,
pueden interrumpir la produccion de proteina microbiana y disminuir el porcentaje
de proteina en leche. (Rabiee et al. 2012). Para escapar a los efectos téxicos de los
acidos grasos insaturados, algunos microorganismos ruminales llevan a cabo
reacciones de biohidrogenacion en las cuales estos compuestos son reducidos a
acidos grasos saturados (Lourenco et al. 2010). Durante la biohidrogenacién
microbiana, algunos acidos grasos bioactivos son formados, algunos de ellos
escapan del rumen, son absorbidos en la circulacion y entran a la glandula mamaria.
Las rutas de la biohidrogenacion han sido descritas para solo un pufiado de
microorganismos cultivados (Shingfield y Wallace, 2014) Varios is6meros bioactivos
de acidos grasos (C18: 2) y trans C18: 1 se forman durante la biohidrogenacién
microbiana en el rumen. (Pitta et al. 2018).

2.3. Formacion de metano en el rumen.

En la respiracion aerdbica, la materia organica (como la glucosa) es oxidada a CO:
y O2y reducida a H20; en contraste durante la metanogénesis, el Hz es oxidado a

H*, y el CO2 es reducido a CHas, aunque es similar en principio a otros tipos de
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respiracion, la metanogénesis tiene caracteristicas distintivas, por ejemplo el gasto
energético es muy bajo (1 ATP) por metano generado. Y solo los metandégenos

pueden llevarlo a cabo (Lyu et al. 2018).

El rumen es un ambiente anaerdbico donde el CO2 y el H2 fungen como los
principales aceptores y donadores de electrones respectivamente. La degradacion
de la materia organica es llevada a cabo con la cooperacion de diferentes grupos
de anaerobios, estando los metandégenos en el fondo de la cadena tréfica, pues
usan los productos finales de la fermentacibn como substratos. La sintesis de
metano contribuye a la eficiencia del sistema, ya que evita el incremento en la
presion parcial de Hz2 a niveles que puedan inhibir el funcionamiento normal de las
enzimas microbianas involucradas en las reacciones de transferencia de electrones,
particularmente la NADH deshidrogenasa, resultando en una acumulacién de NADH
y con ello, una reduccion de la fermentacion ruminal (Figura 2.) (Morgavi et al. 2010).

I Alimento (Carbohidratos)
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microbiana
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+ 807,
: ~a
H,

Metanogénicas

» Reductores de nitrato
+NOgy ——» NO, — NH,*
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fumarato R4
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00C-CH = CH-COO" —» 0O0C-CH,-CH,-COO"

Figura 3 Esquema de fermentacion microbiana de los polisacaridos y reduccion del H2 en el rumen,
modificado de (Morgavi et al. 2010).
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A pesar de gue los metandgenos utilizan un namero limitado de sustratos simples,
su bioquimica es extraordinariamente compleja, envolviendo en ella al menos seis
coenzimas inusuales, ademas de algunas reacciones que ocurren solo bajo
potenciales de Oxido-reduccion extremadamente bajos. Los metandgenos estan
clasificados en 3 grupos (basado en el sustrato que utilizan: Hidrogenotrépicos,
acetoclasticos y metilotropicos.) la mayoria de los metandgenos descritos son
hidrogenotrépicos (es decir oxidan Hz, formiato o algunos alcoholes simples y
reducen el COz a CHa) (Lyu et al. 2018).

La diversidad de los metandgenos del rumen es mucho menor que las bacterias, el
acido ribonucleico ribosémico de las arqueas solo representa un 6.8% del acido
ribonucleico ribosémico total. Solo ocho especies han sido aisladas en cultivos
puros Methanobacterium formicicum, Methanobacterium bryantii,
Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter millerae, Methanobrevi-
bacter olleyae, Methanomicrobium mobile, Methanoculleus olentangyi,and

Methanosarcina barkeri. (Patra et al. 2017).

3. Estrategias para lareduccion de metano.

Existen multiples estrategias para la reduccion de metano, ellas van desde las

simples estrategias nutricionales hasta el uso de varios aditivos.

3.1. Seleccidn genética.
Diferencias entre animales han sido observadas, entre estas la seleccién de plantas
durante el pastoreo, las tasas de pasaje ruminal y las interacciones huésped-
microbios, dichas diferencias pueden ser heredables y consecuentemente ser

herramientas de seleccion para animales con menores tasas de emision de metano
por dia o por CMS (Ross et al. 2013).

Se ha demostrado que las emisiones individuales de CH4 expresadas como ¢
CH4/Kg CMS es un rasgo repetible(0.16 +10) y heredable (0.30 £0.26), asi mismo
se probo la persistencia individual de los rangos de emision del CH4 en ovejas,
(Pinares-Patifio et al. 2011). Algunos otros estudios han demostrado un

componente genético repetible asociado a la emisibn de CHas, aunque sus
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resultados se vean comprometidos a menudo, por la falta de mediciones en el
consumo. (Robinson et al. 2010; Garnsworthy et al. 2012a; Goopy et al. 2011;
Pinares-Patifio et al. 2013).

3.2. Quimicos.
El uso de algunos quimicos y halégenos ha sido probado efectivamente, sin
embargo tienen desventajas especificas que limitan su uso practico. Algunos de los
compuestos han demostrado ser contaminantes y poder dafiar la capa de ozono,
mientras que otros son demasiado caros o0 generan preocupaciones sobre la
seguridad de los animales. Son sin embargo buenos para estudiar modelos donde

la metanogénesis ruminal se ve drasticamente disminuida (Kobayashi 2010).

3.3. Vacunas.

El uso de vacunas contra los organismos metanogénicos también ha sido probado
y discutido. (Williams et al. 2009) describen un régimen de vacunacion a borregos,
donde se indujo una sustancial respuesta de anticuerpos en el suero en respuesta
a los metanégenos, sin embargo no se redujo significativamente la emision de
metano y la densidad de los mismos. En una revision mas a exhaustiva, pareciera
gue la vacunacion si afectd a la diversidad y composicién de la poblacion
metanogénica. La concentracibn de metandégenos no fue significativamente
diferente entre los grupos control y los que recibieron tratamiento, sin embargo las

poblaciones metanogénicas si fueron diferentes en ambos grupos.

3.4. Inhibidores enziméticos.
Pueden definirse como moléculas que se unen a enzimas y disminuyen su actividad.
El uso de inhibidores de la producciéon de CH4 entérico en la alimentacion animal ha
sido ampliamente estudiado desde el punto de vista productivo; en base a su
estructura quimica es posible dividir a los inhibidores en dos categorias generales:
1) Los analogos del CH4 como el cloroformo o el bromoclorometano y 2) los
anélogos de la coenzima M, como el bromoetanosulfonato y el 3-nitrooxypropanol.
(NOP) (Romero-Pérez y Beauchemin, 2018), en el caso de este ultimo la adicion de
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NOP a una dieta mixta redujo la produccién de CHs (mL g—1 DM) hasta un 86.2%

sin efectos en la digestibilidad. (Romero-Pérez et al. 2015)

El metano entérico es producido por las archeas, las cuales utilizan la metil-
coenzima M reductasa (MCR) para catalizar la reduccién de la metil-coenzima M
(CHs3-S-CoM) con la coenzima B, de esta manera obtienen las molécula de CHa y
heterodisulfidos durante el Ultimo paso de la metanogénesis (Shima y Thauer,
2005).

3.4.1. 3-Nitrooxypropanol (NOP).
Es un inhibidor del CH4, su estructura quimica es similar a la Metil-coenzima M (CHs-

S-CoM), el cual inhibe la metanogénesis inhibiendo la forma activa de la metil-
coenzima M reductasa (MCR) via un mecanismo de tipo radical en el que el nitrito
es liberado como un producto secundario (Prakash 2014). Hasta ahora, el principal
papel inhibidor de los nitrocompuestos en la produccién de metano a nivel ruminal
se atribuye a que estos compuestos sirven como receptores alternativos de
electrones, su consumo competitivo de equivalentes reductores y el efecto
inhibitorio en el Hz y la oxidacion del fumarato. Por otra parte, el destino metabolico
de estos nitrocompuestos es en mayor parte compuestos nitrogenados y en menor
parte nitrito. Por ejemplo, la reduccién ruminal de los grupos nitrito del 3NPOH y
3NPA lleva a la formacion de sus correspondientes aminas, 3-aminopropan-1-ol y
el acido 3-aminopropionico (B-alanina), de esta manera, es posible utilizar
nitrocompuestos como inhibidores efectivos de la metanogénesis ruminal (Zhang et
al. 2018). Actualmente el NOP ha sido identificado como inhibidor metanogénico por
su especificidad hacia la MCR, enzima que cataliza el Ultimo paso de la
metanogénesis, esto son la reduccion de la metil CoM y la coenzima-B, a metano y
un complejo CoM-CoB. (Zhang et al. 2018) De manera positiva, el efecto inhibitorio
del NOP, a diferencia de otros inhibidores de la metanogénesis, es persistente
después de las 12 semanas de tratamiento (Hristov et al. 2015), lo que ofrece una

practica efectiva para las industrias ganaderas.

De acuerdo con el trabajo de Romero-Pérez et al. (2015) la adicion de NOP

disminuyé hasta el 86.2% de la producciéon de CH4 (mL g*! MS) sin afectar la
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digestibilidad, este fue ademas el primer estudio que probd diferentes niveles de
inclusion del NOP (5,10 y 20 mg NOP/dia); ellos encontraron ademas una reduccion
de la proporcion molar del acetato, incremento del isovalerato y del pH ruminal. La
reduccion del CHs indica una redireccion del hidrogeno metabdlico a la sintesis de
AGV’s, sin embargo el hidrogeno metabdlico fue también utilizado para la
produccion de H+ (que explica el aumento del pH) y que representa también una
pérdida de energia. EI mecanismo del 3-NOP se ha demostrado en modelos in vitro
(Duin et al. 2016) sin embargo los efectos directos de este compuesto en las

arqueas ruminales y la ruta de la metanogénesis necesitan ser mas explorados.

3.5. Estrategias nutricionales.

Los cambios de la composicién de nutrientes y el incremento de proporcion de
alimentos concentrados reduce el pH, consecuentemente afecta a las poblaciones
de protozoarios. (Kumar et al. 2013) ademas de reducir la relacion acetato:
propionato, consecuentemente reduciendo la cantidad de CH4 producido por unidad
de alimento ingerido (Beauchemin et al. 2008). Otra estrategia es la seleccion de
forrajes de mas alta calidad (con bajo contenido en FDN y alto contenido en
carbohidratos solubles). Pinares-Patifio et al. (2011) Encontraron que la diferencia
de produccién de CHas entre ovejas alimentadas con concentrados y forrajes, era
mucho menor para las dietas peletizadas, conteniendo menor FDN y mayor

contenido de carbohidratos solubles.

El mantenimiento de la alta productividad en rumiantes asi como el incremento en
la calidad y cantidad de sus productos esta asociado con el uso de dietas altas en
concentrado, que tienen efectos negativos en el ecosistema ruminal. (Wencelova et
al. 2015) las modificaciones del patron de fermentacién ruminal para reducir la
emision de metano y amoniaco usando aditivos (como probidticos, &acidos
organicos, levaduras, enzimas y antibiéticos como la monensina sédica) han sido

usados para eficientar los sistemas productivos.

De acuerdo con Jouany y Morgavi, (2007) existen cuatro razones principales que
pueden explicar como los aditivos alimenticios pueden optimizar la funcion ruminal:

1) Disminuir la produccion de metano en favor del propionato, para con ello
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aumentar la energia disponible para los animales, 2) reduciendo la degradacién de
proteina alimenticia para incrementar la biodisponibilidad de los aminoacidos en el
intestino delgado; 3) reduciendo la tasa de fermentacion de los carbohidratos
rapidamente fermentables, como el almidon y sacarosa, 4) controlando la

concentracion de acido lactico y mejorando la digestion de la fibra.

3.5.1.Nitratos.

El nitrato es generalmente considerado un compuesto indeseable en los alimentos
para rumiantes, dado la capacidad que tiene de inducir metahemoglobinemia, el
hecho de que es un carcindégeno y una posible interferencia con el metabolismo de
la vitamina A. (Bruning-Fann & Kaneene 1993; Sindelar & Milkowski 2012) sin
embargo y a pesar de estas limitantes, el nitrato ha sido probado como un aceptor
de electrones, lo cual puede reducir la metanogénesis a nivel ruminal. (Lee y
Beauchemin 2014).

Algunos estudios in vivo han confirmado la eficiencia de adicionar nitrato para
reducir las emisiones entéricas de metano, sin los signos de intoxicacion (Nolan et
al. 2010; Li et al. 2011; van Zijderveld et al. 2011). En un estudio en vacas
lecheras (Olijhoek et al. 2016) adicionaron 5.3 a 21.1g de nitratos/kg de MS en
vacas lecheras y observaron una disminucion (efecto lineal, P < 0.01) en la
produccion de metano (491 a 396 L/d). Otros estudios recientes que utilizaron
vacas en pastoreo (van Wyngaard et al. 2018) demostraron que puede existir un
rechazo parcial de los suplementos con nitrato (23g/Kg MS) debido a sus
caracteristicas organolépticas. El nitrato adicionado en la dieta de vacas en
pastoreo tendio a reducir la emision de metano mientras mejoraba el ambiente

ruminal para la proliferacion de las bacterias fibroliticas.

3.5.2.Suplementacién de lipidos.
Los lipidos son utilizados originalmente en las raciones para rumiantes con el fin de
incrementar la densidad energética del alimento, la produccion de metano ha sido
reducida consistentemente afiadiendo grasa o acidos grasos en las dietas y esta

estimado que puede reducir las emisiones de metano de 4 — 5% (g/Kg CMS) por
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cada 1% de incremento en el contenido de lipidos en la dieta (Grainger y
Beauchemin, 2011).

3.5.3.Adicién de 4cidos organicos.
La inclusién de acidos organicos (por ejemplo el &cido malico y el fumarico) o sus
sales sddicas en las dietas, resulta en un cambio de la fermentacion ruminal hacia
el propionato, por lo tanto menos produccién de metano. Por ejemplo la adicion de
fumarato de sodio consistentemente disminuy6 la produccion de metano in vitro un
2.3 -41% (Ungerfeld et al. 2007).

3.6. Uso deiondéforos.

El uso de iondforos ha demostrado mejorar el rendimiento y la salud en vacas
lecheras y cérnicas. Sin embargo el uso de antibidticos en vacas lecheras ha sido
prohibido en Estados Unidos de América y Europa motivado por la aparicion de

residuos en la leche (Busquet, et al. 2005; Castro-Montoya et al. 2015).

Los ionoforos como la Monensina sodica son tipicamente usados en la produccion
comercial de vacas de carne y leche para modular el consumo, controlar el
timpanismo y aumentar la eficiencia productiva. Monensina puede incrementar la
relacion acetato : propionato de los AGV’s del liquido ruminal, aumentando el flujo
de equivalentes reductores para formar propionato, también puede reducir el
namero de protozoarios ruminales (Beauchemin et al. 2008) desafortunadamente
los efectos inhibitorios en la metanogénesis pueden no persistir en el tiempo
(Johnson y Johnson, 1995).

Su estructura molecular contiene muchos oxigenos espaciados en la molécula, la
posicién de dichos oxigenos crea cavidades en la que se pueden atrapar cationes,
la molécula se pega a la bacteria, lo que facilita el movimiento de cationes por
protones. (Pressman 1976) Cada ionoforo es capaz de formar un complejo con un
cation, este se une a las bacterias y se solubiliza en la bicapa lipidica de la
membrana celular. Una vez solubilizado en la membrana celular, el complejo
cationico se intercambia por un protén. Los gradientes de cationes y las afinidades

cationicas relativas de los ionoforos dirigen los intercambios de iones primarios y
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secundarios resultantes. Como el mayor gradiente de concentracion es el K +
citoplasmatico en comparacion con el K + extracelular, esto impulsa el intercambio
de un K + intracelular por un protén extracelular. Después de haber depositado el
complejo catiénico en el fluido ruminal, el ion6foro recompone un catién extracelular

y revierte el proceso (Russell y Strobel, 1989).

Las bacterias Gram-positivas se ven obligadas a utilizar sistemas de transporte
celular para disipar el H + y Na + intracelular, mediante las bombas de protones-
ATPasa y ATPasa de sodio expulsan los hidrogeniones (H+) y el Na+ intracelular a
expensas de 1 ATP, con ello, se reduce la energia disponible para la division celular,
la reduccioén del K+ intracelular y probablemente las tasas de sintesis de proteinas.
La muerte celular probablemente se debe a la acidificacion del citoplasma.(Guffanti
et al. 1979).

3.7. Fitoguimicos (extractos de plantas).

Recientemente productos naturales han sido usados para enriquecer la eficiencia
del aprovechamiento de los recursos alimenticios. Sin embargo poca informacion se
encuentra disponible sobre el potencial de las hierbas tradicionales medicinales y
sobre la forma en la que modifican las caracteristicas de fermentacion en el rumen.
(Wencelova et al. 2015).

Los extractos de plantas, incluyendo sus aceites esenciales, han sido usados por
siglos en la medicina tradicional, para aplicaciones industriales y como
preservadores de alimentos dada su actividad antimicrobiana y porque la mayoria

de ellos son considerados seguros para el consumo humano. (Busquet et al. 2005).

Los extractos deben su actividad metabdlica a compuestos organicos secundarios
(es decir no estan involucrados en los procesos bioquimicos primarios como el
crecimiento, el desarrollo o la reproduccion de las plantas) pero son importantes
para la proteccion contra insectos, depredacion e infecciones microbianas. (Cobellis
et al., 2016). Su actividad antimicrobiana es atribuida a algunos metabolitos como
las saponinas, los terpenoides (como el carvacrol, carvona, timol, etc.), los

fenilpropanoides (como el cinamaldehido, el eugenol o el anetol) (Busquet et al.
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2006) vy los taninos.(Jayanegara et al. 2015), estos compuestos pueden afectar la
metanogénesis inhibiendo el crecimiento, desarrollo y actividad de las poblaciones
bacterianas, protozoarios, y arqueas metanogénicas, de esta manera pueden
ayudar a disminuir la metanogénesis (Patra y Saxena, 2010; Kumar et al. 2014).

Esto puede ser indirectamente (al reducir los protozoarios asociados a los
metandgenos) y directamente afectando a los metandgenos, asi como la digestion
del alimento y el proceso de fermentacion (Cobellis et al. 2016). Ademas, los
componentes de las plantas tal vez también causen un cambio hacia la produccion
de propionato, lo cual afecta a la metanogénesis al reducir la competencia por los
hidrégenos libres. (Cieslak et al. 2013).

3.7.1.Taninos.
Los taninos son los compuestos secundarios mas abundantes en la mayoria de las

plantas, representan el cuarto grupo mas abundante de compuestos en el tejido de
las plantas, después de la celulosa, hemicelulosa y lignina, las plantas pueden
contener hasta un 20% de su peso seco en taninos, esta proporcién es variable y
cambia en respuesta al estrés ambiental (por ejemplo la sequia.) (Kraus et al. 2003).
Estos compuestos polifendlicos solubles en agua, tienen un alto peso molecular y
la habilidad de precipitar proteina. Estdn ampliamente distribuidos en varias
especies de arboles forrajeros, arbustos, leguminosas, cereales y granos; a menudo

su presencia limita el uso de dichos alimentos como ingredientes de una racion.

Primordialmente existen dos tipos diferentes: 1) Taninos hidrolizables y taninos
condensados. Los taninos hidrolizables son moléculas complejas con un grupo
poliol como nucleo central asi como la glucosa, glucitol, acido quinico, quercitol y
acido shikimico, este ultimo puede estar parcial o totalmente esterificado con un
grupo fendlico (por ejemplo el &cido galico.) (Patra y Saxena, 2009; Vazquez Flores
et al., 2012). Se pueden separar en galiotaninos y elagitaninos formados a partir de
acido gdlico o ésteres de acido hexahidroxidifendlico, respectivamente, pueden
estar unidos a un azucar. (Adamczyk et al. 2017). Su hidrdlisis ocurre por la accion
de &cidos, bases o0 esterasas que producen poliol y los &acidos fendlicos

constituyentes (Patra y Saxena 2010).

-34-



Las taninos condensados (proantocianidinas) son polimeros de flavonoles de tres

anillos, unidos mediante enlaces carbono-carbono. (Shaw et al. 1990) . Los
mondémeros de los taninos condensados esta divididos en: procianidinas y
prodelfinidinas. Los hallazgos mas recientes apuntan a un érgano derivado del
cloroplasto llamado taninosoma como la ubicacion de la produccién de taninos a
nivel celular. (Brillouet et al. 2014; Adamczyk et al. 2017).

La actividad de los taninos en el rumen es aun parcialmente desconocida, pero se
cree que trabajan similar a las saponinas, formando complejos con la pared o
membrana de los microrganismos del rumen. Numerosos estudios realizados en la
suplementacion con taninos han sugerido un vinculo fuerte con la presencia de
estos compuestos y la mitigacion de la produccién de metano, pero dichos efectos
parecen ser atribuidos principalmente a la inhibicion de la degradacion de la fibra,
sin embargo, los taninos condensados han mostrado reducir la produccion de
metano, debido a su actividad contra algunas archanobacterias. (Cobellis et al.
2016; Lorenz et al. 2014).

Estos compuestos son capaces de proteger la proteina de la dieta de la rapida y
excesiva degradacion que pudiera sufrir en el rumen, lo anterior se logra mediante
la formaciébn de complejos insolubles tanino-proteina, los que reducen la
fragmentacion de dicha proteina, como resultado menos amoniaco (Lorenz et al.
2014) como resultado menos amoniaco es producido, la pérdida de nitrégeno de la
proteina dietaria también se reduce y el flujo de aminoacidos hacia el intestino
delgado aumenta (Mokhtarpour et al. 2016) Los taninos pueden mitigar las
emisiones de metano inhibiendo el crecimiento de protozoarios y arqueas

metanogénicas (Saminathan et al. 2016; Yang et al. 2017).

3.7.2.Saponinas.
Son compuestos fitoquimicos encontrados en muchos géneros de plantas,

tradicionalmente dichas plantas han sido utilizadas como sustitutos de jabon.
Quimicamente, las saponinas son glucésidos de bajo peso molecular, en los cuales
una aglicona triterpeno pentaciclica o un esteroide tetraciclico, est4 unida a una o

mas cadenas de azucares. (Patra'y Saxena 2009; Osbourn 1996). Las propiedades
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tensoactivas son las que distinguen estos compuestos de otros glucésidos. Las
saponinas se clasifican en dos grupos en funcion de la naturaleza de su esqueleto
de aglicona (sapogenina): saponinas esteroidales y saponinas triterpenoides. Los
glicoalcaloides esteroideos a veces se consideran un tercer tipo de saponinas.
(Hostettmann y Marston 1995; Sparg et al. 2004).

3.7.2.1. Efectos de las Saponinas.
Los protozoarios ciliados son habitantes normales en el ecosistema del rumen y son

primariamente responsables de una substancial reduccién de la formacion de
proteina bacteriana, efecto causado por la depredacién de los protozoarios hacia
las bacterias. Consecuentemente la economia del nitrdgeno en el rumen podria
verse beneficiada por la reduccion de protozoarios; sin embargo esta defaunacion
ruminal tiene un efecto de disminucion en la degradacion de la fibra. La remocion o
supresion de los protozoarios, podria resultar en un incremento en la sintesis
proteica bacteriana, sobre todo en dietas con bajo contenido en proteina. La
actividad anti-protozoarios es el efecto mas consistente de las saponinas en el
rumen, dado que forman complejos en la membrana celular de dichos

microorganismos, causando su destruccion. (Patra y Saxena, 2009).

Existe suficiente evidencia in vivo e in vitro publicada sobre la actividad inhibitoria
de las saponinas sobre la sintesis del CH4 (Bodas et al. 2012; Flachowsky y Lebzien
2012; Patra y Yu 2013a), sus efectos contra protozoarios (Lovett et al. 2006;
Santoso et al. 2007). Su habilidad para modificar la fermentacién ruminal mediante
la influencia directa en la composicion y actividad de los protozoarios, bacterias,
hongos y arqueas ruminales (Patra 'y Yu 2015; Salem 2012; Mendel et al. 2017).

3.7.3.Aceites esenciales.
Se cree que el término “aceite esencial” es un derivado de “Quinta esencia” un

nombre dado a los componentes efectivos de los farmacos por Paracelsus von
Hobenheim, médico pionero suizo, sin embargo, el término aceite esencial es
enganoso, dado que no son como su nombre lo sugiere “esenciales” para la

nutricibn o metabolismo. Se trata de compuestos volatiles y aromaticos con
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apariencia oleosa, que son obtenidos de las plantas. Dichos compuestos han sido
usados también como fragancias, saborizantes y preservadores. Tipicamente son
extraidos de las plantas por un proceso de destilacion de vapores, usando agua o
solventes polares como el alcohol, a veces con muchos procesos de destilacion
combinados, a menor escala la extraccion usando otros métodos (como extraccion
por solventes o la extraccion con diéxido de carbono bajo presion) ha tenido
resultados mas exitosos, teniendo una bioactividad mayor o mas contrastante, dada
la naturaleza volatil de los aceites esenciales, comparado con los destilados al vapor
(Hart et al. 2008).

Son fundamentalmente complejas mezclas de metabolitos secundarios, pueden
contener de 20 a 60 sustancias quimicas, como alcoholes, aldehidos,
hidrocarburos, acetonas, ésteres y éteres. La mayoria de los componentes de los
aceites esenciales pueden ser categorizados como terpenos (CioHie),
fenilpropanoides y terpenoides. El efecto individual de los aceites esenciales
depende de su estructura, es la suma de su composicidbn quimica y su grupo
funcional, por ejemplo terpenoides o fenoles. Ellos causan alteraciones en el
transporte de iones (electrones) a través de la membrana celular, mitigan también
la translocacion de proteinas, las fosforilaciones y las reacciones dependientes de

enzimas que tienen lugar en la membrana (Jouany y Morgavi, 2007).

Los aceites esenciales pueden estar constituidos de compuestos volatiles de origen
terpénico y no terpénico. Bajo este grupo cientos de moléculas grandes o pequefias
pueden estar presentes, dichas pueden estar constituidas como hidrocarburos y sus
derivados oxigenados. Algunos de estos compuestos pueden tener ademas
nitrogeno o sulfuro. Pueden existir en la forma de alcoholes, &cidos, ésteres,
epoxidos, aldehidos, quetonas, aminas y sulfidos, en algunos casos también se han
encontrado compuestos halogenados. La composicion del aceite esencial es
caracteristico de la especie de planta y es responsable de su aroma particular. El
nivel y composicién de estos compuestos depende de la variedad de la planta,

factores ambientales, tiempo de cosecha, etc. (Cieslak et al. 2013).
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En un experimento llevado a cabo por (Busquet et al. 2005) el aceite esencial de ajo
(Allium sativum) fue usado como suplemento. En contraste con los aceites
esenciales que son activos Unicamente contra bacterias Gram positivas, el aceite
esencial de ajo es activo contra bacterias Gram positivas, Gram negativas, hongos,
virus y parasitos. EI mecanismo principal del aceite de ajo esta relacionado con la

capacitad de reaccionar con los grupos —SH (Cieslak et al. 2013).

3.7.4.Fitoquimicos presentes en el Romero, Eucalipto y Canela.

3.7.4.1. Terpenos.
Terpenos o isoprenoides, son sintetizados a partir del isopentil di- fosfato (isopreno)

y se clasifican basados en el numero de las unidades del isopreno Los
monoterpenos (C10) son las moléculas mas representativas en los aceites
esenciales, pudiendo constituir hasta el 90% de los compuestos (ej. Limoneno,
Timol, Carvacrol, Linalool, Carvona, y Acetato de Geranilo). Los diterpenos son
acidos, que contienen resinas de gimnospermas (ej. Acido abiético) y otros
compuestos como el tocoferol, el retinol y el fitol. Los triterpenos por su parte estan
ampliamente distribuidos en el reino de las plantas y son usados frecuentemente

por sus propiedades farmacoldgicas (Bodas et al. 2012).

3.7.4.2. Compuestos fendlicos.
Los fenoles estan caracterizados por tener al menos un anillo aromatico de

benzeno, con uno 0 mas grupos hidroxilo. Son sintetizados a partir de unidades de
Acetil CoA. (Bodas et al. 2012) Son comunmente encontrados en el reino vegetal,
donde protegen a las plantas de infecciones microbianas, radiacion ultravioleta y
estrés quimico. Es un gran grupo de fitoquimicos y esta clasificado en muchas
subclases dependiente de sus estructuras quimicas; entre estas encontramos:
fenoles simples, acidos fendlicos, aldehidos, cumarinas, flavonoides, chalconas,
auronas, benzofenonas, xantonas, estilbenos, benzoquinonas, naftaquinonas,
antraquinonas, betacianinos, lignanos y polifenoles. Los alimentos que los
contienen tienen propiedades anti-oxidativas, ademas de potentes propiedades

anti-microbianas (Patra 2012).
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3.7.5.Compuestos presentes en la canela.

3.7.5.1. Fenilpropanoides.
Son compuestos aromaticos derivados de la fenilalanina y estan compuestos por un

anillo de benzeno (Ce) con una cadena propidnica (Cs3) lateral. En la mayoria de las
plantas el contenido de fenilpropanoides es menor que el de terpenos, pero existen
algunas excepciones (ej. La canela, el clavo, el anis) Su funcién en conjunto con
otros elementos del aceite esencial es defender a la planta contra depredadores,
parasitos, estrés ambiental, y enfermedades. Algunos aceites esenciales también
protegen contra la competencia interespecie y pueden atraer insectos involucrados

en el proceso reproductivo. (Cobellis et al., 2016).

Los aceites esenciales son encontrados en varios sitios en la planta, incluyendo
raices, corteza, flores, pétalos, hojas, frutos y pistilos. Las concentraciones de
dichos compuestos varian entre individuos debido al estado de madurez, salud de
la planta, edad y otros factores ambientales como la luz, la temperatura y el estrés
causado por la humedad. Se cree que debido a su naturaleza hidrofébica y afinidad
por los lipidos, pueden destruir la membrana citoplasmética directamente o pueden
dafar la proteina de las membranas, incrementando la permeabilidad
citoplasmatica o dejando salir algunos constituyentes del citoplasma mismo,
resultando en un agotamiento de la fuerza motriz, ademas pueden causar
coagulacion citoplasmatica y eventualmente conducir a la lisis celular. Se ha
sugerido ademas que las bacterias Gram positivas tienden a tener una mayor

resistencia a los aceites esenciales que las Gram negativas. (Hart et al. 2008).

3.7.6.Compuestos presentes en el Ajo.

3.7.6.1. Organosulfuros: (Tiosulfinato).
Son moléculas organicas que contienen una o mas uniones carbono-sulfuro. Estos

compuestos estan presentes particularmente en vegetales del género Allium Y
Brassica y son convertidos a una variedad de otros compuestos que contienen
sulfuros via hidrélisis cuando los bulbos de estas plantas son dafiados o cortados.
Estos compuestos muestran diversas propiedades bioactivas, asi como actividad
antimicrobiana, la cual ha sido reportada contra un amplio espectro de bacterias,
hongos y virus (Patra 2012).
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Los bulbos intactos del ajo poseen ciertos compuestos sulfurados llamados S-
Alkanil — L — cistein sulféxido y S-Alicistein sulfoxido. Los cuales son aminoacidos
incoloros, inodoros y solubles en agua. Estan presentes entre el 1y el 5 % del peso
seco de la planta. Sin embargo, cuando las células son dafiadas, la enzima alinasa
libera y convierte dichos compuestos en otros componentes volatiles y reactivos
llamados Tiosulfinatos. EI mas abundante de ellos es llamado Alicina. En diversos
estudios se ha comprobado su potencial contra bacterias; siendo mas un
bacteriostatico que un bactericida, en concentraciones altas ha demostrado ser
eficaz contra una amplia variedad de bacterias, tanto Gram negativas como
positivas. Se sugiere que la accion antibacterial de la Alicina es causada por una
rapida y completa inhibicidn de la sintesis del ARN y adicionalmente una inhibicion

parcial de la sintesis de proteinas del ADN (Patra 2012).

4. Sistemas de evaluacion de la fermentacion ruminal.

4.1. Evaluacion de la digestibilidad in situ.

Desde la mitad del siglo pasado (Quin y Myburgh, 1943) planteaban la viabilidad de
usar bolsas cilindricas hechas de una delgada seda natural, para medir la digestion
de alimentos en el rumen de ovejas canuladas y desde entonces se ha utilizado la
técnica para varios propositos. La técnica in situ fue originalmente aplicada para
estudiar la degradacioén del forraje en el rumen.(Van Keuren y Heinemann, 1962;
Hopson et al. 1963) La técnica mide la desaparicion de los constituyentes del
alimento en bolsas que contienen la dieta a probar después de periodos de tiempo
variables. Por su parte Mehrez y @rskov, (1977) utilizan bolsas de nylon en la que
incuban diferentes sustratos en animales canulados en el rumen, con ello obtienen
informacion acerca de la tasa de fermentacion retirando las bolsas a determinados
intervalos de tiempo y midiendo la materia seca degradada de la bolsa. Para
describir lo que ocurria dentro de las bolsas (@rskov y McDonald 1979) obtuvieron
una ecuacion exponencial que describia el modelo, la ecuacion era la siguiente:
p=a+b(1 —e*') donde p= es la pérdida de materia seca al tiempo ty a, b y c son

constantes. Si la fermentacion ocurre de manera normal a puede ser considerada
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como el material inmediatamente soluble, b la fraccién insoluble pero fermentable y

c la tasa constante.

Se ha encontrado que existe una alta correlacién entre las pruebas de digestibilidad
in vitro e In situ (Blummel y @rskov, 1993; Nanon et al. 2014) tanto para degradacion
de materia seca como para la degradacién por fracciones de la proteina (Liebe et
al. 2018). Se sugiere el uso de al menos dos animales canulados y tres bolsas por
sustrato incubado (Castillo-Gallegos et al. 2012) como particularidades se sugiere
también el uso de bolsas con poros de 20 um (que como desventaja presentan una
tendencia a llenarse de gas), ya que las que se encuentran en rangos de 50 a 30
um pueden tener pérdidas substanciales de almidén secundario durante la
incubacion, sobre todo con el uso de granos suaves como el maiz (Seifried et al.
2015).

Al respecto de los lineamientos generales para los procedimientos In situ. (Nocek

1988) recomienda lo siguiente:

Cuadro 1 Recomendaciones para procedimientos de digestion in situ.

Porosidad de la bolsa De 40 a 60 pm

Tamanfo de particula e Alimentos proteicos y energéticos, 2 mm.

e Granos de cereal completos, subproductos
fibrosos, 5mm

e Henos (>80% M.S.), 5mm

e Ensilados (60% - 70% M.S.) 5mm

Relacion Tamafio de la | 10 a 20 mg/cm:

muestra / superficie de area

Contaminaciéon microbiana | Independientemente del marcador (DAPA, ARN,
N, S35 etc) debe realizarse una correccion

especial para forrajes de baja calidad.
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Dieta

Alimento que cubra los requerimientos
nutricionales de los animales de prueba. Evaluado
en su composicion, Relacion forraje — concentrado
gue cubra los requerimientos energéticos del
animal, ingredientes probados en la dieta basal,
dieta mezclada, ad libitum.

Animal / Periodo.

Considerar el tipo de animal para el que se usaran

las determinaciones de la tasa de digestion.

Al menos dos réplicas por periodo de tiempo deben
ser usadas (por animal)
Insertar las bolsas en relaciébn al tiempo de
alimentacion para cada animal y periodo. (Al

mismo tiempo).

Incubacion pre-ruminal

Empapar las bolsas en agua o buffer previo a la

incubacion.

Inserciéon de la bolsa

Insertar las bolsas en intervalos de tiempo

especifico y recolectarlas grupalmente.

Lavado post-ruminal

Enjuagar con agua corriente hasta que el flujo de
agua sea claro (90 s/bolsa con manipulacion

moderada).

Tiempos de incubacion

0 — 6 horas: 3 a 6 puntos de tiempo 6 — 24 horas:

3 a 6 veces >25 horas: 6 — 12 horas de intervalo.

Ingredientes estandar

Una bolsa por cada tiempo de incubacién, con los

ingredientes a probar.

Expresion de resultados.

Estimar la disponibilidad ruminal como (Goering y
Van Soest, 1970; Orskov y Mcdonald, 1979).
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4.1.1.Animales canulados.
Las caracteristicas ideales de un donador de liquido ruminal son: debe tener buen

comportamiento, debe ser ddcil y estar libre de enfermedades. La canula puede ser
de diferentes materiales (flexibles o rigidas) la canula debe medirse previo a la
cirugia. El donador debe ser privado de alimento 24 horas antes y de agua 12 horas
antes de la cirugia. El abordaje quirdrgico se realiza en la fosa paralumbar izquierda,
previa anestesia del animal. Una vez canulado, los cuidados postquirdrgicos
incluyen tratamiento antibiotico y limpieza y cuidado de la correcta cicatrizacion
(Laflin y Gnad 2008).

4.2. Técnicas de fermentacion in vitro.

Las técnicas de fermentacion in vitro (TFIV) que involucran la incubacion de
sustratos con liquido ruminal han sido usadas extensamente para evaluar el valor
nutritivo de los alimentos para rumiantes. Las mediciones basadas en las TFIV
complementan los analisis de composicion quimica de laboratorio y por lo tanto
ofrecen una alternativa rapida y menos costosa a la determinacion de la
degradabilidad de nutrientes in vivo (Rymer et al. 2005) ademas, la utilizacion de
estas técnicas para reducir el nimero de animales experimentales, representa una
ventaja cuando un gran numero de tratamientos necesitan ser probados.
Recientemente las TFIV han sido usadas para evaluar el potencial reduccion de CHa4
(Bodas et al. 2012; Durmic et al. 2010).

La digestién de los alimentos puede ser estimada por métodos biolégicos que
simulan el proceso de la digestion. Algunos (métodos bioldgicos) estan actualmente
disponibles para determinar el valor nutritivo de los alimentos para rumiantes. Estos

son: La digestién con microorganismos ruminales del método (Tilley y Terry, 1963).

La técnica de Tilley y Terry, (1963) se convirtid en una herramienta importante para
la evaluacion de los alimentos en rumiantes, es usada ampliamente por su
conveniencia, particularmente cuando se requiere probar a gran escala ingredientes
o aditivos. Este método es ocupado en muchas evaluaciones de forrajes en el
laboratorio. Implica dos fases en los que los forrajes son sujetos a 48 horas de

fermentacion, primero en una solucion de liquido ruminal y buffer, seguido de una
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digestiébn con pepsina en una solucién acida. Este método fue modificado por
(Goering y Van Soest, 1970) en dicha modificacion el residuo después de las 36 0
48 horas de incubacion es tratado con solucién neutro detergente para estimar la
degradabilidad de la FDN a las 36 0 48 horas (Getachew et al. 1998).

Medir adecuadamente la degradabilidad de la FDN tiene implicaciones practicas
para la alimentacion. Dadas las altas demandas nutricionales de los animales en
sistemas intensivos (por ejemplo vacas lecheras en lactacion temprana) una gran
cantidad de concentrados son utilizados para aumentar la energia de la dieta, lo que
compromete los niveles de Fibra Detergente Neutro Fisicamente Efectiva (FDNfe)
presentes en la dieta. La fibra fisicamente efectiva es necesaria en las dietas para
estimular la masticacion, el suministro de buffer salival, la motilidad ruminal y el
mezclado del contenido, todo ello favorece que se mantenga un ecosistema ruminal
sano (Humer et al. 2017; Zebeli et al. 2012). El concepto de FDNfe fue creado por
(Mertens 1997), este toma en cuenta las caracteristicas de composicion y el tamafio

de la particula para calcular su efectividad.

Czerkawski y Breckenridge, (1975) desarrollaron un sistema que involucraba
registrar el desplazamiento de un émbolo en una jeringa de cristal por el gas
producido durante la fermentacion, este fue la base para el desarrollo de la técnica
de Menke et al. (1979). La “Técnica de la jeringa” fue originalmente desarrollada
para determinar la fermentacion de los alimentos a las veinticuatro horas de
incubacion, luego (Blimmel y @rskov, 1993) modificaron la técnica, incubando las
jeringas en bafio maria, en lugar del incubador rotatorio. Registrando la produccion
de gas a intervalos de tiempo mas frecuentes, la cinética de fermentacion pudo ser

determinada.

La necesidad de proveer de un medio adecuado para el desarrollo de las
comunidades de microorganismos, asi como la diversificacién de las técnicas de
evaluacion de la digestibilidad llevd a Czerkawski y Breckenridge, (1977) a
desarrollar un enfoque diferente. Ya que los sistemas de cultivo simple no lograban
simular suficientemente las condiciones del rumen (todos ellos podian solo simular

a corto plazo dichas condiciones, frecuentemente las concentraciones de
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protozoarios disminuyen o desaparecen todos juntos.). Asi surgio RUSITEC, que es
un sistema semi-continuo de cultivo que permite extender el tiempo de las
fermentaciones, cuando se estabiliza la fermentaciébn puede ser mantenida de
manera indefinida (hasta 49 dias) con pardmetros muy similares a los de los
donadores, ya que no acumula gas ni metabolitos secundarios, permite simular las
condiciones del rumen sin que haya limitaciones del crecimiento, ademas de permitir
el muestreo del liquido en diferentes periodos de tiempo y es posible correr cuatro

réplicas de manera simultanea. (Czerkawski y Breckenridge 1977).

Wilkins (1974) describié una aproximacion diferente para la medicidén de la cinética
de fermentacion in vitro, (Figura 6) en su técnica la fermentacion se llevo a cabo en
un recipiente sellado que contenia liquido ruminal, buffer y sustrato. Un transductor
de presién fue usado para medir la acumulacion de gas en el headspace (el espacio
“libre” en la cabeza del recipiente) (Figura 7). En la configuracion mas simple de
este sistema, la presion del headspace es medida manualmente como lo descrito
por (Theodorou et al. 1994), cuando la presion de gas es liberada, las muestras de
gas son colectadas para el andlisis de concentracion de CO2, CHs y H2 (Tekippe et
al. 2013) (Figura 8).

En la década de los 1990°s nuevos sistemas fueron elaborados para la evaluacion
de la fermentacién ruminal, el primer sistema automatico de medicion fue
desarrollado por (Pell y Schofield, 1993), realizaron mediciones de la acumulacién
de gas en tiempo real, las cuales permitieron un mejor entendimiento de la cinética
de fermentacion de un amplio rango de sustratos (Groot et al. 1996). Durante el
desarrollo de estos sistemas, se volvié cada vez mas claro que el aumento de la
presion (aunado al contenedor dénde se llevaba a cabo) podia afectar los productos
finales de la fermentacion, asi como la velocidad y el alcance de la misma.
(Tagliapietra et al. 2010). Algunos sistemas mas avanzados liberan y colectan
periédicamente el gas, con una véalvula selenoide, evitando con ello la acumulacion

y aumento de la presién de gas (Davies et al. 2000; Cone et al. 2002).

Recientemente Muetzel et al. (2014) desarrollaron un sistema automatico, en el que

la produccion de gas es monitoreada en tiempo real mediante sensores de presion;
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la porcion de dicho gas que corresponde a CHs y Hz2 es medida en el gas ventilado

mediante cromatografia de gas.

Cuadro 2 Recomendaciones generales para técnicas de digestibilidad in vitro. Tomado de (Yafiez-Ruiz et al.

2016).
Donadores Los animales donadores de liquido ruminal deberian ser tres o
mas individuos (minimo dos), de la misma especie.
Numero de | Minimo tres repeticiones por tratamiento en un bloque.

repeticiones

Dieta Los animales donadores deberian ser alimentados con la misma
dieta que la que se utilizara para la incubacién (o similar en
composicion de nutrientes).

Adaptacion Se deber& colectar in6culo solo de animales adaptados al
tratamiento por al menos dos semanas.

Colecciébn de | La recoleccion debe ser antes de la comida, a menos que el

in6culo disefio experimental requiera un régimen de muestreo diferente.

ruminal.

Conservaciony

procesamiento.

Idealmente mantener el indculo bajo condiciones anaerobicas a
39°C y debe usarse en un periodo de una hora. Preservar a 0°C
hasta 6 horas o antes de ser procesada. O en nitrogeno liquido.

Filtrese con gasa con un diametro de 250 micrémetros.

Sustrato

Use un rango de sustratos para la investigacion de aditivos.
Incluya blancos sin sustrato y tratamiento para controlar la

variabilidad y como referencia para comparar entre laboratorios.

Composicion
del buffer

(Relacién

No utilice un tnico buffer. Para todas las incubaciones ajuste la

concentracion de bicarbonato para mantener un pH objetivo

para el cultivo. La concentracién no debe ser mayor de 80mM
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in6culo
Medio)

(Ajuste la relacion Inéculo - Medio) dependiendo de la duracion

de la incubacion y la frecuencia del muestreo.

Duraciéon de la

Ajuste la duracion de acuerdo a la composicion y tamafio de

medicion  del

incubacion. particula del sustrato, pasado en el tiempo de retencién del
rumen In vivo.
Unidades de | Determinar CHay CO2 cuando la presion de gas esté liberada.

Preferentemente expresar los datos de manera relativa al

técnicos que
deben ser

reportados.

gas. sustrato degradado (materia seca, materia organica, FDN) Si
esto no es posible, los datos deberan ser expresados respecto
a la produccion total de gas, CO2 o produccion total de AGV's.

Detalles ¢ Numero de animales usados para obtener el inéculo.

e Composicion de la dieta (de los animales donadores y del
sustrato).

e Tiempo de coleccion respecto a la alimentacion.

e Composicion del gas en el headspace.

e Tamafio de los poros utilizados para filtrar el liquido
ruminal.

e Composicion del buffer y el medio

e Condiciones de almacenaje del inéculo ruminal, tanto
temperatura como tiempo, desde la recoleccién a la
inoculacion.

e Proporcion del medio y el liquido ruminal.

e Procesos a los que se sometié el sustrato.

e Frecuencia de muestreos de gas y mediciones de CHa.

5. Justificacion:

Con base a lo anterior y debido a que no existen evaluaciones de extractos acuosos

y aceites esenciales de ajo, canela, romero y eucalipto en rumiantes, se realiz6 una
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prueba de produccion de gas in vitro para evaluar diferencias en los parametros de

fermentacion ruminal, digestibilidad de la materia seca y produccion de metano.
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6. EFECTO DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS ACUOSOS DE
AJO, CANELA, ROMERO Y EUCALIPTO EN LA FERMENTACION
RUMINAL Y PRODUCCION DE METANO.

EFFECT OF ESSENTIAL OILS AND AQUEOUS EXTRACTS OF GARLIC,
CINNAMON, ROSEMARY AND EUCALYPTUS ON RUMINAL FERMENTATION
AND METHANE PRODUCTION.

Palabras clave: Ovinos, Rumen, Fitoquimicos, Metano.

Bajo la asesoria de Dr Luis Corona Gochi y Dr Efrén Ramirez Bribiesca.

7. Materiales y métodos.
El protocolo fue aprobado por el CICUAE - FMVZ - UNAM (Comité Institucional para

el Cuidado y uso de los Animales de Experimentacién) de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Autbnoma de México. De acuerdo a la NOM-
062-Z00-1999.

7.1. Lugar de desarrollo de la prueba:
La prueba de produccion de gas se llevo a cabo en Centro de Ensefianza Préctica
e Investigacion en Produccién y Salud Animal (CEPIPSA), ubicado en San Miguel
Topilejo, Delegaciéon Tlalpan, Ciudad de México. Las muestras se trasladaron al
laboratorio de Bromatologia del Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional

Auténoma de México para su posterior analisis.

7.2. Disefo experimental y tratamientos
Se utilizé un disefio experimental de bloques completamente al azar con arreglo
factorial 4 (especies): (Ajo (A) Canela (C), Romero (R), Eucalipto (EU)) x 2 tipos de
presentacion (Aceite esencial, Extracto acuoso (A), (E)) + dos controles; (Testigo
(T) y Monensina a 30ppm (MON). El criterio de bloqueo fue la corrida (cuatro), utilizando
4 repeticiones en las dos primeras y 3 repeticiones en las dos subsecuentes para un total
de 14 repeticiones. Las variables se analizaron con el procedimiento MIXED (SAS,

2004), la comparacién de medias se realizé con analisis Tukey mediante los
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siguientes contrastes: A Vs E, AAVs EA, AC Vs EC, AEU Vs EEU, AR VS ER, T Vs
A, T Vs E, MON Vs A, MON VS E de acuerdo al siguiente modelo (Cochran y Cox,
1992).

El modelo estadistico fue el siguiente:
Yijkl = p + ai + Bj + (ap)ij + yl +eijkl

Ddnde Yijkl es la variable respuesta en el i-esimo tipo de especie, j-esimo tipo de
presentacion, en la repeticiéon k-esima de la corrida I-esima, y es la media general,
ai es el efecto del tipo de especie a nivel i, B es el efecto del tipo de presentacion al
nivel j, (aB)ij es el efecto de la interaccién Tipo de especie * Tipo de extracto en el

nivel i,j,.yl es el efecto de bloque, ¢ijkl es el error aleatorio.

7.3. Fitoguimicos.

Se emplearon aceites esenciales de: Ajo (AA) Canela (AC), Romero (AR), Eucalipto
(AEUV), asi como el extracto acuoso de Canela (EC) donados por el laboratorio Rosa
Helena Duefas ™. Para complementar el diseiio experimental, se aislaron en el
laboratorio de Bromatologia Il del DNAB de la FMVZ extractos acuosos de eucalipto
y romero, utilizando una de las metodologias descrita por (Fernandez-Agullé et al.
2015). Se utiliz6 una proporcion de material vegetal - solventes de 1 a 10. Los
solventes utilizados fueron etanol y agua destilada en una proporcién 5:50
respectivamente. Las constantes de extraccion fueron: T° constante de 50°C,
agitacion con barra magnética a 2000 RPM, durante 90 minutos. Después de
obtenido el extracto, el material vegetal fue filtrado al vacio con un embudo de
Buchner y un kitasato.

Dicho extracto filtrado fue después evaporado para eliminar el etanol en un
rotavapor marca Buchi (App Nr. 182468, Suiza) con las siguientes constantes: 60°C,
70 RPM, durante un aproximado de 30 minutos, hasta la evaporacién de la mitad

del volumen inicial (Figura 4.)
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Figura 4 Proceso de evaporacion utilizando un rotavapor Buchi ® para la concentracion de los extractos
acuosos.

El extracto acuoso de ajo fue preparado con extracto seco de ajo (muestra WWPQO-
167-D) proveniente del laboratorio ADEGERMEX. Se utilizaron 0.9g de dicho
extracto para ser disuelto en 100 mL de agua. Se calentdé a una T° de 50°C con
agitacion magnética a 2000 RPM, durante 30 minutos para homogenizar. (Tocmo
et al. 2016).

Los fitoquimicos fueron adicionados a una dosis de 900 mg/L de in6culo ruminal.

Figura 5 Ovinos donadores de contenido ruminal.

7.4. Analisis quimicos.

La composicion nutricional del sustrato fue determinada mediante el método AOAC (2016)
para las determinaciones: Materia seca (MS, método 934.01 AOAC 2005), proteina cruda
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(PC, método 2001.11; AOAC 2005) extracto etéreo (EE, método 920.39 AOAC 2005),
cenizas (Cen método 942.05 AOAC 2008) fibra cruda (FC método 962.09 AOAC 2005) y
analisis de las fracciones de fibra, fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente &cido
(FDA) (Van Soest et al. 1991)

7.5. Produccion de gas in vitro.

Se colectd contenido ruminal de tres ovinos Pelibuey canulados en rumen (Figura
5), los cuales fueron alimentados con una dieta compuesta por un 50% concentrado
comercial para ovinos, 20% alfalfa y 30% ensilado de maiz (MS) y agua ad libitum.
El liquido ruminal se colect6 por la mafiana (con los animales en ayuno), una vez
colectado fue llevado de inmediato al laboratorio en termos, conservando las
condiciones de anaerobiosis y temperatura (39 °C).En el laboratorio, el contenido
ruminal de los tres animales fue filtrado y mezclado a través de 8 capas de gasa.
Posteriormente se mezclé con una solucion mineral reducida en proporcion de 1:9
vlv, obteniendo asi el inoculo ruminal (Theodorou et al. 1994) las soluciones
minerales fueron preparadas de acuerdo a (Menke, Raab y Steingass, 1979).

Se pesaron 0.5 g de sustrato (50% concentrado comercial para ovinos, 20% alfalfa
y 30% ensilado de maiz (MS)) y se colocaron en frascos de vidrio ambar con
capacidad de 125 mL. Posteriormente se agregaron 100 mL de inoculo ruminal bajo
un flujo continuo de CO.. Los frascos se cerraron herméticamente con tapones de

goma y anillos de aluminio y se introdujeron en un bafio maria a 39°C. (Figura 6)
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La presion de gas (kgecm-2) se registr6 alas 0, 2, 4, 6, 8, 10, 14, 18, 24, 30, 36,
42, 48, 60, y 72 h post-incubacion, utilizando un mandémetro digital (Traceable®,
Fisher Scientific, USA) (Figura 7)

-
=0

Figura 7 Medicién de produccion de gas.

7.6. Determinacion indirecta de CHsy coleccion de gas para
analisis en cromatografo.

Dos repeticiones extras fueron afiadidas al experimento, ambas para la captacion

del gas total, el cual fue extraido completamente del frasco con una jeringa de 60
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mL, a las 6, 12, 18, 24, 48 y 72 horas de incubacion para ser posteriormente
inyectado en dos tipos de frascos diferentes.

El frasco tipo 1 contuvo 38 mL de una solucion saturada de cloruro de sodio. La
solucion fue preparada con: 350 g de sal comun, 5mL de anaranjado de metilo al
0.1% (indicador del pH), CBP 1 L (agua destilada) todo ello ajustado a un pH de 2
con &cido clorhidrico (HCL) 1 N, estos frascos fueron utilizados para preservar la
composicién del gas muestreado, para su posterior andlisis en cromatografo.

El frasco tipo 2 contuvo una solucion de hidroxido de potasio (KOH) a una
concentracion 1 Molar, estos frascos fueron utilizados para fijar el CO2 y separar

con ello el CHay el Hz producido durante la fermentacion. (Lombardi et al. 2011)

v

Figura 8 Muestreo para determinacion de CHa y Ho.

El procedimiento para la obtencion de la muestra consistié en tomar todo el gas del
frasco ambar con la jeringa (Figura 8), posteriormente introducirla a un frasco tipo 1
completamente lleno y boca abajo e inyectar 2 mL por tiempo de muestreo. Las
muestras se mantuvieron boca abajo todo el tiempo y fueron conservadas en
refrigeracion a 4°C para su posterior analisis en el cromatografo de gases.

La otra repeticion extra fue utilizada para una medicion indirecta de metano y gases

menores (hidrogeno) con una solucién de hidroxido de potasio (KOH) a una
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concentracion 1 Molar. El gas fue vaciado en su totalidad del frasco ambar y se
inyecté en frascos con 25mL de la solucion de KOH, de manera tal que el gas
inyectado fuera filtrado por la solucién que fija el CO2 (Lombardi et al. 2011). Una
vez fijado se midi6 el gas que regresaba a la jeringa (CHa4 y H2) y se registré el total

de gas producido y el retornado a la jeringa.

7.7. Digestibilidad in vitro de la materia seca y materia
organica.

A las 72 h post-incubacion se evalud la degradacién de materia seca (MS residual)

y de materia organica (MO) para estimar la digestibilidad in vitro de la MO (DIVMO)

y la degradacion ruminal. A continuacion, el contenido de los frascos ambar fue

filtrado individualmente utilizando rodajas de papel filtro (Waltham No. 41) con ayuda

de una bomba de vacio. Ya filtrada la rodaja se introdujo en una estufa de aire

forzado a 55° por 48 horas hasta alcanzar un peso constante.

7.8. Cinéticaruminal.

Las lecturas de presién (kgecm—2) obtenidas se transformaron a volumen de gas con
la ecuacién de regresion lineal (drskov y McDonald, 1979) Vf = Presién / 0.019 (R?
= 0.988). Una vez ajustados los datos con los valores registrados en los blancos,
los datos de volumen de gas y tiempo de incubacién obtenidos de la regresion se
promediaron y se agruparon para obtener el volumen fraccional (VF) de
carbohidratos de fermentacion rapida (FR, de 0 a 8 h), de fermentacién media (FM,
de 10 a 30 h) y de los de fermentacion lenta (FL, de 36 a 72 h). Y el volumen

acumulado (VA).

Las variables de la cinética de produccién de gas: volumen maximo de gas
producido (Vmax), fase de retardo (L) y tasa de produccion de gas (S), se
obtuvieron mediante el modelo logistico de (Pitt et al. 1999). La siguiente férmula
expresa el indice de contaminacion atmosférica por forrajes, (ICAF) ICAF = (Vmax
/ MSD). La cual proyecta la cantidad de gases que pueden ser emitidos a la
atmosfera por cada gramo de materia seca degradada (MSD) de forraje, en este

caso se utilizé para estimar que tratamiento podria ser el mas contaminante.
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8. Estimacion de energia metabolizable (EM), acidos grasos
volatiles (AGV’s), produccion de masa microbiana. (MM),
porcentaje de metano (%CH.) y Mililitros de metano por
gramo de materia organica fermentada en rumen (mL CHa/g
MOFR.)

La estimacion de energia metabolizable (EM) (Kcal/ Kg MS), fue realizada de

acuerdo a (Menke et al. 1979) como

EM, = 0.1074 (£ 0.00077) Pg + 10.6 (= 0.076) PC + 17.1 (+0.29) EE +5.04 (+0.086)
ELN -0.098 (£0.0037); (MJ/kg, 9/g).

Donde Pg =Produccion de gas a las 24 horas, PC=proteina cruda (g/g), EE=extracto

etéreo (g/g). El resultado fue luego transformado a Kcal/Kg.

La estimacion de acidos grasos volatiles (AGV’s) (mmol/200 mg MS) fue calculada

de acuerdo a (Getachew, Makkar y Becker, 2002) como:
AGV’'s (mmol/200 mg MS) = 0.0222 Pg - 0.00425.
Donde Pg = Produccién de gas a las 24 horas.

La produccion de masa microbiana (MM) fue calculada de acuerdo a la adecuacion

de (Salem 2012) sobre el trabajo de (Blummel et al. 1997) como:
MM (mg/g MS) = mg SAD - (ml gas x 2.2 mg/ml)
Donde SAD = sustrato aparentemente degradado.

2.2 mg/ml es un factor estequiométrico el cual expresa los mg de C, Hy O

requeridos por los AGV's asociados con la produccién de un ml de gas.
El porcentaje de metano (%CHa) fue calculado a partir de la siguiente formula:

%CHas = (mL de gas no fijados en KOH x 100)/ mL de gas totales.
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La cantidad de mililitros de metano sobre gramo de materia organica fermentada en

rumen (mL de CH4/g MOFR) fue calculado a partir de la siguientes férmulas:

% CH4xVA 72h) /

(mL de CHa4-= 100

g MOFR.

MOFR = MSD - Cen.

Dénde %CHa4 es el porcentaje de metano, VA7 es el volumen acumulado a 72
horas, MOFR es la materia organica fermentada en fumen, MSD son los gramos de

materia seca degradada y Cen los gramos de ceniza.
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9. Resultados.

En el cuadro 3 se observa la composicion de la dieta base experimental.

Alimento Composicion
%M.S. 99.3
%Humedad 0.7

%P.C. (N*6.25) |12.4

%E.E. 4.4
%Cenizas 9.2
%F.C. 15.5
%E.L.N. 57.8
T.N.D. 74.2

E.D. Kcal/Kg 3273.3
E.M. Kcal/Kg 2683.8
%Ca base seca |0.7
%P base seca |0.4
%FDN 43.9
%FDA 21.8

Cuadro 3 Composicion nutricional de la dieta experimental (MS)

Como se observa en el Cuadro 4 y 5, se encontro interaccion entre la presentacion
y especie (P*E) para todas las variables, excepto para la fase Lag (L). Los aceites
esenciales (A) disminuyeron (P<0.05) en general los parametros de fermentacion
ruminal y la DIVMS en comparacion con los extractos acuosos (E) y los tratamientos

testigo (T) y con monensina (MON).

Los aceites esenciales (A) disminuyeron (P<0.05), la concentracion de AGV’'s
excepto AEU (Cuadro 5), respecto a los extractos acuosos (E) y la produccion de
masa microbiana (MM) disminuyd (P<0.05) para los aceites esenciales de ajo (AA)
y canela (AC), respecto al resto de los tratamientos. La energia metabolizable (EM)
disminuy6 (P<0.05) para los aceites esenciales de ajo (AA) y Canela (AC) con
respecto a los otros tratamientos). Los (A) disminuyeron (P<0.05) el % de CHa4 en
13.75% y 13.5% respecto a (MON) y (T) respectivamente.

La emision de CH4 por gramo de materia organica fermentada en rumen (mLCHa4/g
MOFR) fue menor para el aceite esencial de canela (AC), seguido del aceite de

romero (AR) y el aceite de ajo (AA).
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Cuadro 4 Efecto de aceites esenciales (E) y extractos acuosos(A) de Allium sativum
(A), Cinnamomum verum (C), Eucalyptus globulus (EU) y Rosmarinus officinalis (R)
en la fermentacion ruminal, DIVMS e ICAF con la técnica de produccion de gas in

vitro.

VAR FR FM FL vm s L DIVMS™1  |CAF
(mL/g) (mL/g) (mL/g) (mLig-y (D) (h) % (mL/gddm)
Aceites AA 81.5° 101.3° 60,074 445.0P 0.034° 5.9 50.5° 885.5°
esenciales.  AC 55.72¢ 70.81° 54.47° 340.9° 0.028° 5.6 47.7° 710.6°
AEU 111.12 139.12 68,62 586.82 0.037% 55 61.7b 959.0°
AR 95.9%¢ 105.7% 59.1¢ 474.5% 0.039 5.7 56.8% 841.5%
Extractos EA 105.1% 1345 7152 576.0° 0.035% 57 70.6° 820.0%
acuosos. EC 106.6%  137.28 72.3 586.7% 0.034% 5.8 68.12 864.32
EEU 108.1*  138.8° 73.6° 593.82 0.035% 5.7 67.9° 880.9°
ER 108.2 1415 73.22 599,32 0.035% 5.6 68.4% 879.9°
Control Presentacion 104.7% 130.42 66.92¢ 559,12 0.035% 5.8 69.22 821.8%
MON 111.12 139.1° 71.8%° 507.3% 0.035% 58 69.72 858.7
EEM EEM 3.3 4.3 2.6 15.4 0 0.3 11 337
Contrastes _ Bloque <0.0001 _ <0.0001 <0.0001  <0.0001  <0.000L  0.085  <0.0001 <0.0001
Presentacién ~ <0.0001  <0.0001 <0.0001  <0.0001  0.9222 0.9521  <0.0001 0.4592
Especie <0.0001  <0.0001 0.0056 <0.0001  <0.0001  0.9139  <0.0001 <0.0001
P*E <0.0001  <0.0001 0.0278 <0.0001  <0.0001  0.9316 <0.0001 <0.0001
AVSE <0.0001  <0.0001 <0.0001  <0.0001  0.9472 0.9494  <0.0001 0.6119
AA VS EA <0.0001  <0.0001 0.0022 <0.0001  0.6035 0.6786  <0.0001 0.1716
AC VS EC <0.0001  <0.0001 <0.0001  <0.0001  <0.0001  0.7517 <0.0001 0.0016
AEUVSEEU 05171 0.9568 0.1837 0.7557 0.0691 0.6704  <0.0001 0.1039
AR VS ER 0.0087 <0.0001 0.0002 <0.0001  0.004 0.8409  <0.0001 0.4224
Control VSA  <0.0001  <0.0001 0.0307 <0.0001  0.374 0.7509  <0.0001 0.4686
Control VSE  0.5268 0.1201 0.0502 0.0846 0.3969 0.7815  0.7081 0.2963
MON VS A <0.0001  <0.0001 0.0002 <0.0001  0.5976 0.7772  <0.0001 0.7993
MON VS E 0.2708 0.8146 0.7794 0.6306 0.6269 0.828  0.4233 0.9468

Abreviaturas: FR = volumen fraccional de carbohidratos de fermentacion rapida. FM = volumen fraccional de carbohidratos de fermentacion media. FL =
volumen fraccional de carbohidratos de fermentacion lenta. Vm = volumen méaximo de gas. S = tasa de produccion de gas. L = tiempo de retraso (horas).
DIVMS =% digestibilidad in vitro de la materia seca. ICAF = indice de contaminacién atmosférica. % CH4 = porcentaje de emisién de CH4. Blogue =
Blogue experimental. Presentacion = Aceite esencial o extracto acuoso. Especies = Ajo, Canela, Eucalipto, Romero. PxE = Interaccién entre presentacion
y especie. Contrastes: A Vs E = Aceites Vs Extractos; AA Vs EA = Aceite de ajo contra extracto de ajo; AC Vs EC = Aceite de canela contra extracto de
canela; AEU contra EEU = aceite de eucalipto contra extracto de eucalipto; AR Vs ER = aceite de romero contra extracto de romero; Control Vs A =
Control contra aceites esenciales; Control Vs E = Control contra extractos acuosos; MON Vs A = Monensina Vs Aceites esenciales; MON Vs E =
Monensina contra extractos acuosos. Los promedios dentro de la columna con diferentes superindices (a-d) son diferentes (P <0.05), EEM = error
estandar de la media.
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Cuadro 5 Efecto de aceites esenciales (A) y extractos acuosos (E) de Allium
sativum (A), Cinnamomum verum (C), Eucalyptus globulus (EU) y Rosmarinus
officinalis (R) en los parametros: Energia Metabolizable (EM) Acidos Grasos
Volétiles (AGV’'s), produccion de masa microbiana (MM), % de emisién de
Metano (CH4%) y mL de Metano/g Materia Organica Fermentada en Rumen
(CH4/g MOFR)

VAR EM AGV's MM
(Kcal/Kg (mmol/200 CH4% ml(_)c,:::dg
MS) mgMs) (MY GMS)
Aceites esenciales. AA 1385¢ 2.95¢ 192.20¢ 37 750.92abc
AC 1377d 1.99d 102.5d 36.62 594.74¢
AEU 13952b 4.052 278.232 43.71 976.302
AR 1388be 3.28bc 211.95b¢ 37.37 726.81bc
Extractos Acuosos. EA 13932b 3.862 241.313bc 4291 797.8620¢
EC 139420 3.902 251.62% 46.97 915.08%
EEU 13943ab 3.972 257.82a 47.08 924,302
ER 13962 4.002 260.092 42.5 902.712
Control T 13932 3.79% 237.623c 44.75 850.162
MON 13952 4.032 260.39% 44.9 886.22ab
EEM EEM 0.001 0.06 55 1.3 0.002
Contrastes Bloque <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.04 <0.0001
Presentacion <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.03 <0.0001
Especie <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.45 <0.0001
P*E <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.7 0.0001
AVsE <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0258 0.0009
AA VS EA <0.0001 <0.0001 0.0042 0.366 0.5165
AC VS EC <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0832 <0.0001
AEU VS EEU 0.7255 0.6172 0.2284 0.7995 0.4701
AR VS ER 0.0002 <0.0001 0.005 0.1138 0.0161
TVSA <0.0001 <0.0001 0.0023 0.1247 0.1256
TVSE 0.5056 0.2665 0.2599 0.9829 0.5435
MON VS A <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0763 0.0315
MON VS E 0.5056 0.4535 0.5659 0.7178 0.0447

Abreviaturas: Var =Variable. EM = Energia metabolizable. AGV's = Acidos grasos volatiles. MM = Produccion
de masa microbiana. % CHa = porcentaje de emision de CH4. mLCH4/ g MOFR = mililitros de metano por gramo
de materia organica fermentada en rumen. Tipos de extracto = (A) = aceite esencial o (E) = extracto acuoso.
Tratamientos: A= Ajo, C = Canela, E= Eucalipto, R = Romero, T = Testigo, MON = Monensina, EEM = Error
estandar de la media. *P<0.001 **P<0.05. Contrastes: A Vs E = Aceites Vs Extractos; AA Vs EA = Aceite de ajo
contra extracto de ajo; AC Vs EC = Aceite de canela contra extracto de canela; AEU contra EEU = aceite de
eucalipto contra extracto de eucalipto; AR Vs ER = aceite de romero contra extracto de romero; Control Vs A =
Control contra aceites esenciales; Control Vs E = Control contra extractos acuosos; MON Vs A = Monensina Vs
Aceites esenciales; MON Vs E = Monensina contra extractos acuosos. Los promedios dentro de la columna con
diferentes superindices (a-d) son diferentes (P <0.05), EEM = error estandar de la media.
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Produccién de gas

(mL/ 500mg DM)

Tasa de fermentacion

Tiempo de incubacion (h)

AA Aceite Ajo

EA Extracto Ajo

AC Aceite Canela

EC Extracto Canela
AEU Aceite Eucalipto

- EEU Extracto Eucalipto
- AR Aceite Romero

- ER Extracto Romero

- MON Monensina

- T Testigo

Figura 9.Efecto de la adicion de aceites esenciales y extractos acuosos sobre la tasa de fermentacion in vitro
(mL de gas/500mg M.S) AA=Aceite de Ajo, EA=Extracto de Ajo, AC=Aceite de Canela, EC=Extracto de
Canela, AEU=Aceite de Eucalipto, EEU=Extracto de Eucalipto, AR=Aceite de Romero, ER=Extracto de
Romero, MON=Monensina, T=Testigo.
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Volumen acumulado

Tiempo de incubacién (h)

——

AA Aceite Ajo

EA Extracto Ajo

AC Aceite Canela

EC Extracto Canela
AEU Aceite Eucalipto

- EEU Extracto Eucalipto
- AR Aceite Romero

- ER Extracto Romero

- MON Monensina

- T Testigo

Figura 10 Efecto de la adicion de aceites esenciales y extractos acuosos sobre el volumen de gas acumulado
in vitro. (mL de gas/500m g M.S.) AA=Aceite de Ajo, EA=Extracto de Ajo, T=Testigo, AC=Aceite de Canela,

EC=Extracto de Canela, AEU=Aceite de Eucalipto, EEU=Extracto de Eucalipto, MON=Monensina, AR=Aceite
de Romero, ER=Extracto de Romero.
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Fracciones de la fermentacion
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Figura 11 Efecto de la adicion de aceites esenciales y extractos acuosos en las fracciones de la fermentacion
(mL de gas/500mg M.S.) Abreviaturas: AA=Aceite de Ajo, EA=Extracto de Ajo, AC=Aceite de Canela,
EC=Extracto de Canela, AEU=Aceite de Eucalipto, EEU=Extracto de Eucalipto, AR = Aceite de Romero, ER =
Extracto de romero, T=Testigo, MON=Monensina. FR = Fraccion de fermentacién rapida, FM = Fraccion de
fermentacion media, FL = Fraccion de fermentacion lenta. *Superindices FL, FM, FR, @9 son diferentes
(P<0.05).
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Aceites esenciales - Extractos acuosos - Control

Figura 12 Efecto de la adicion de aceites esenciales y extractos acuosos en la produccién de AGV's
(mmol/200mg M.S.) Abreviaturas: AA=Aceite de Ajo, EA=Extracto de Ajo, AC=Aceite de Canela, EC=Extracto
de Canela, AEU=Aceite de Eucalipto, EEU=Extracto de Eucalipto, AR = Aceite de Romero, ER = Extracto de
romero, T=Testigo, MON=Monensina. Calculado como (Getachew et al. 2002) *Superindices @9 son
diferentes (P<0.05).
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Figura 13 Efecto de la adicion de aceites esenciales y extractos acuosos en la produccion de masa microbiana
(mg/g M.S.). Abreviaturas: AA=Aceite de Ajo, EA=Extracto de Ajo, AC=Aceite de Canela, EC=Extracto de
Canela, AEU=Aceite de Eucalipto, EEU=Extracto de Eucalipto, AR = Aceite de Romero, ER = Extracto de
romero, T=Testigo, MON=Monensina. Calculado como (Salem 2012) *Superindices @9 son diferentes
(P<0.05).
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Figura 14 Efecto de la adicion de aceites esenciales y extractos acuosos en la Energia Metabolizable
(Mcal/Kg M.S.) Abreviaturas: AA=Aceite de Ajo, EA=Extracto de Ajo, AC=Aceite de Canela, EC=Extracto de
Canela, AEU=Aceite de Eucalipto, EEU=Extracto de Eucalipto, AR = Aceite de Romero, ER = Extracto de
romero, T=Testigo, MON=Monensina. Calculado como (Menke, K. H. et al. 1979) *Superindices @9 son
diferentes (P<0.05).
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Aceites esenciales - Extractos acuosos - Control

Figura 15 Efecto de la adicion de aceites esenciales y extractos acuosos en la emision de metano / gramo de
materia organica fermentada en rumen (mL CHa4/g MOFR) Abreviaturas: AA=Aceite de Ajo, EA=Extracto de
Ajo, AC=Aceite de Canela, EC=Extracto de Canela, AEU=Aceite de Eucalipto, EEU=Extracto de Eucalipto, AR
= Aceite de Romero, ER = Extracto de romero, T=Testigo, MON=Monensina. *Superindices @% son diferentes
(P<0.05).

10. Discusion.
El efecto inhibitorio en la fermentacion provocado por los aceites esenciales (A) se

puede explicar debido a la naturaleza quimica de los mismos, los cuales se ha
reportado, son complejas mezclas de metabolitos secundarios de plantas, con una
composicién altamente variable, sin embargo su mecanismo de acciéon contra
microorganismos es dificil de determinar y aun estd pobremente entendido (Cobellis
et al. 2016). Se cree que debido a su naturaleza hidrofébica y afinidad por los lipidos,
los A, pueden destruir la membrana citoplasmatica bacteriana directamente o
pueden dafiar la proteina de las membranas, incrementando la permeabilidad
citoplasmatica o dejando salir algunos constituyentes del citoplasma mismo y
eventualmente conducir a la lisis celular (Hart et al. 2008).

-64 -



De manera patrticular el aceites esencial de Ajo (AA), cuyo compuesto activo mas
abundante llamado alicina, esta presente entre el 1 y el 5 % del peso seco de la
planta (Patra 2012) y el aceite esencial de canela (AC), cuyo principal compuesto
es el cinamaldehido, presente entre el 60 al 75%, junto a un 4 a 10% de fenoles,
principalmente eugenol e hidrocarburos (Gopu et al. 2008) ambos aceites
disminuyeron (P<0.05) el volumen fraccional de fermentacion rapida (FR) y media
(FM) (Figura 10), el volumen maximo de gas producido (Vmax) la DIVMS con
comparacion con los aceites esenciales de Eucalipto (AEU), en el que se han
identificado hasta 9 compuestos, siendo el 1,8-cineol, p-cimeno y alfa-pineno sus
principales constituyentes. (Cobellis et al. 2016) (Knezevic et al. 2016) Y el aceite
esencial de Romero (AR) en el que se han identificado como principiales

fitoquimicos al acido rosmarinico y el acido carnésico. (Rodriguez-Rojo et al. 2012).

El indice de contaminacion atmosférica por forrajes (ICAF) fue menor (P<0.05) para
el aceite esencial de canela (AC) lo que indica que es el fitoquimico que tiene la

menor relacién de volumen méaximo liberado sobre la DIVMS.

Los bulbos intactos del ajo poseen los compuestos sulfurados llamados S-Alkanil —
L — cistein sulféxido y S-Alicistein sulfoxido Estan presentes entre el 1y el 5 % del
peso seco de la planta. Sin embargo, cuando las células son dafiadas, la enzima
alinasa libera y convierte dichos compuestos en otros componentes volatiles y
reactivos llamados Tiosulfinatos (Patra 2012). De acuerdo a lo reportado por (Dewi
et al. 2017) los extractos acuosos pueden contener N-acetilcisteina (NAC), cisteinil-
alanina, fenol-2-2-benzoxazolil, los aceites esenciales diallildisulfido (DADS),
dialliltrisulfido (DATS) y D-limoneno. En multiples estudios ha sido usado como
antibiético natural y como modulador de la fermentacién ruminal (Busquet,et al.,
2005; Cardozo et al., 2005; Zhu, et al., 2012; Patra 'y Yu, 2015).

En el presente trabajo se encontraron disminuciones en la DIVMS y CH4 para (AC)
y (AA), resultado que concuerda con otros estudios (Jahani-Azizabadi et al. 2011;
Patray Yu 2015). En el primer estudio se probaron diferentes aceites esenciales en
una dieta 80% forraje, 20% concentrado. Se encontraron efectos de disminucion

significativos (P<0.05) para el volumen acumulado (VA) y la DIVMS, en el segundo
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estudio se encontraron disminuciones en la produccion total de gas, metano y
DIVMS para (AA).

Patray Yu, (2012) reportan una disminucion lineal de CH4 dependientes de la dosis
para AEU y AA, asi como un efecto de disminucion lineal, para la degradacion la
materia seca (DMS) usando AEU. Utilizaron dosis equidistantes de 0.25g/L, 0.5g/L
y 1g/L, lo que se concuerda con el presente trabajo en que la utilizacién de dosis
altas de (A) tiene un efecto inhibidor de la fermentacion ruminal.

Una disminucién en la produccion total de gas fue registrada para AC y AR,
igualmente una disminucion en la emisién de CH4 y DIVMS para AC, AR y AEU
datos que concuerdan con (Cobellis et al. 2016) donde se demostré que los A con
compuestos como el Cinamaldehido, presente en AC tienen una actividad
antimicrobiana mas fuerte que aquellos A que contienen monoterpenos Yy fenoles,

por ejemplo AEU, AR.

El tratamiento mas eficaz para la disminucion de CH4 fue AA; Ferme et al. (2004)
reportaron cambios en las comunidades metandgenas. Ellos identificaron en el AA
(particularmente un compuesto llamado diallil disulfido) como el primer extracto de
planta que actuaba selectivamente contra metanégenos y protozoarios (Anassori et
al. 2011). Se ha sugerido que los compuestos organosulfurados encontrados en el
aceite de ajo pueden inhibir directamente las arqueas metandgenas del rumen a
través de una inhibicidon de la enzima 3- hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A (HMG-
CoA) reductasa (Busquet et al., 2005).

Las arqueas metanogénicas tienen lipidos de membrana Unicos que contienen
glicerol unido por enlaces de éter a alcoholes isoprenoides de cadena larga, que no
esta presente en otros microorganismos del rumen (De Rosa et al.,, 1986). La
sintesis de las unidades isoprenoides en arqueas metanogénicas esta catalizada
por HMG-CoA reductasa (Busquet et al., 2005).

Pocas son las investigaciones que utilizaron extractos acuosos. Debido a la
naturaleza volatil de los compuestos presentes en los aceites esenciales; los que

son extraidos con solventes o a temperaturas bajas pueden tener mayor
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bioactividad que aquellos extraidos con vapor o agua (Hart et al. 2008). Por su parte,
Patra, Kamra y Agarwal, (2010) encontraron que los compuestos bioactivos
presentes en el ajo (A) eran mas solubles en solventes organicos como el etanol y
metanol, volviendo a los E menos efectivos que los A en reducir la produccion de

metano.

Los mayores componentes del aceite esencial de romero (AR) como los
monoterpenos a-pineno, B-pineno, Canfeno, 1-8 Cineol, Alcanfor, Borneol, Acetato
de bornilo, Verbenona, son conocidos por sus propiedades antimicrobianas contra
bacterias Gram + y Gram - (Jiang et al. 2011; Santoyo et al. 2005) ademas ha sido
estudiada la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos y diterpenos
contenidos en las hojas de romero (Carnasol, acido carndsico, rosmanol,
epirsonmanol, isorosmanol, carnosato de metilo y acido rosmarinico) ha sido bien
documentada. (Ibafiez et al. 2003; Shan et al. 2005; Bozin et al. 2007) por su parte
(Rodriguez-Rojo et al. 2012) encontraron que la seleccion del solvente con el que
se realizan las extracciones de los fitoquimicos cambian su composicién, los
extractos acuosos (E) (ricos en acido rosmarinico) tendran mayor efectividad como
antioxidantes en sistemas hidrofilicos, mientras que los extractos alcohodlicos (con

mayor contenido en acido carndsico) lo haran mejor en sistemas lipofilicos.

11. Conclusiones.

Los aceites esenciales tienen un efecto depresor de la fermentacion ruminal y
disminuyen la concentracion de metano (CHs) .En particular el aceite esencial de
Canela muestra el mayor efecto de disminucién de fermentacién ruminal; sin
embargo es necesario seguir evaluando dosis y su interaccion con tipos de dietas y
combinaciones de diferentes extractos en los parametros de fermentacion y
produccion de metano ruminal in vivo.
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