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RESUMEN

Los sistemas de produccion de carne deben ser cada dia mas rentables debido a la
alta demanda que existe de la misma para consumo humano. Cada dia se estan buscando
alternativas que permitan aumentar dicha produccidn, una estrategia para lograr estos
objetivos es la utilizacion de aditivos no nutritivos, como los iondforos, siendo la
monensina sodica el mas cominmente utilizado. Estos aditivos modifican la fermentacion
ruminal del animal para lograr una mayor produccién y aprovechamiento de nutrientes
que permitan tener sistemas mads eficientes, sin embargo, en algunas partes del mundo
existen restricciones al uso de este tipo de aditivos, por lo que recientemente se inicidé con
la busqueda de alternativas que permitan sustituir o reducir el uso de estos. Entre las
alternativas cominmente evaluadas se encuentran los metabolitos secundarios de las
plantas, principalmente taninos y aceites esenciales, los cuales han demostrado tener
efectos similares a la monensina sodica, asi como las nanoparticulas de zinc que, debido
a sus propiedades de tamafo y estabilidad, pueden ser alternativas viables. En el presente
estudio se evaluaron 5 tratamientos en un estudio in vitro: (1) control; (2) monensina
sodica; (3) aceites esenciales (Crina); (4) taninos; y (5) nanoparticulas de zinc. Los
anteriores tratamientos fueron utilizados como aditivos para determinar su efecto como
modificadores de la fermentacion ruminal, tomando como indicadores, pH, produccion de
acidos grasos volatiles (AGV), produccion de gas total y emisiones de metano. Entre los
resultados obtenidos se puede destacar que los aceites esenciales mostraron un
comportamiento similar a la monensina sddica, manteniendo el valor del pH y mostrando
valores similares en la produccion de AGV, a excepcion del acido acético, donde existid
una disminucion significativa, ademas de una mayor produccion de gas total. En cuanto a
los taninos y nanoparticulas de zinc (ZnNPs), estos disminuyeron la producciéon de AGV
y aumentaron la produccion de gas total, siendo unicamente las ZnNPs las que aumentaron
el valor de pH al final de la fermentacion. Dichos resultados sugieren que los aceites
esenciales muestran potencial para seguir siendo evaluados como aditivo no-nutritivo, asi

como alternativa al uso de la monensina sédica.

VI



ABSTRACT

Meat production systems must become more efficient in order to satisfy the
increasing demand of meat for human consumption. Continuously new alternatives are
being sought to replace non-nutritive additives such as the ionophores, being monensin
sodium the most used in feedlot diets. Monensin modifies rumen fermentation improving
energy utilization. However, in some countries there are restrictions on the use of these
types of antimicrobial additives, which is why alternatives to substitute them are being
evaluated. Among the alternatives commonly evaluated are plant secondary metabolites,
mainly tannins and essential oils, which have been shown to have similar effects to
monensin sodium. Also, zinc nanoparticles are being studied due to their properties in
terms of size and stability. In the present study, five treatments were evaluated in an in
vitro study: (1) control; (2) monensin sodium; (3) essential oils (Crina®); (4) tannins; and
(5) zinc nanoparticles. These non-nutritive additives were evaluated to determine their
effect as rumen fermentation modifiers by measuring rumen pH, volatile fatty acids (VFA)
production, total gas production and methane emissions. From these results, it can be
highlighted that essential oils showed a similar behavior to monensin sodium, maintaining
the rumen pH and showing similar values in VFA production, with the exception of acetic
acid, which significant decrease, in addition to increasing total gas production. On the
other hand, tannins and zinc nanoparticles (ZnNPs) decreased VFA production and
increased total gas production, whereas ZnNPs increased the rumen pH at the end of the
fermentation period. These results suggest that essential oils show potential as an

alternative to the use of monensin sodium in feedlot diets.



1. INTRODUCCION

Los sistemas de produccion de bovinos de carne en corral deben ser altamente
rentables y productivos, debido a que el producto final de estos sistemas es la carne de
bovino y presenta una gran demanda al formar parte de la dieta de la mayoria de la

poblacidn, por su gran valor nutricional.

En este tipo de sistemas la fermentacion ruminal es uno de los principales factores
determinantes de una buena produccion, los parametros que determinan una correcta
fermentacion pueden ser modificados mediante el uso de aditivos no nutritivos. Entre los
parametros o variables mas evaluados en cuanto la modificacion de la fermentacion
ruminal se encuentran el pH del rumen, las emisiones de metano y la produccion de los
acidos grasos volatiles (AGV). Estos parametros son de gran importancia debido al
impacto que pueden tener en el proceso de absorcion de nutrientes y por lo tanto en la

produccion final.

Existen diferentes tipos de aditivos que pueden ser utilizados para este objetivo,
como lo son los antibidticos y los iondforos. Sin embargo, en la actualidad y
principalmente en la Union Europea existen restricciones para el uso de estos compuestos
debido al desarrollo de una posible resistencia a este tipo de aditivos, ademas de la
presencia de casos donde el uso de estos ha mostrado resultados adversos o perjudiciales

en cuanto a residuos en los productos finales (OMS, 2005).

Hay una gran probabilidad que estas restricciones sean implementadas en el resto
del mundo. Por tal motivo es necesario desarrollar y dar a conocer alternativas que puedan
sustituir o disminuir el uso de sustancias quimicas en los sistemas de produccion. En la
actualidad, existe gran interés por el uso de los metabolitos secundarios de las plantas
(MSP) (Jouany y Morgavi, 2007), por lo que esto ha resultado en la evaluacion de nitro
componentes, taninos, saponinas, y recientemente otros componentes secundarios como

los aceites esenciales (AE) de las plantas (Polin Raygoza ef al., 2014).



Estos ultimos han destacado mucho debido a que muestran resultados similares
utilizando compuestos quimicos mas comunes como por ejemplo la monensina sodica,
principal aditivo utilizado para aumentar la produccion de AGV y reducir la incidencia de
acidosis ruminal, un problema muy comun en los sistemas de produccion de forma

intensiva (Nagaraja y Titgemeyer, 2007).

Asi mismo, cada vez mas interés se ha mostrado para el control de las emisiones
entéricas de metano ya que estas representan pérdidas de energia de entre 2 y 12% del
consumo de energia bruta de los rumiantes, dependiente del nivel del consumo de
alimento, asi como la composicion de la dieta. En parametros productivos, existen reportes
que confirman que una disminucién de metano del 25% en los rumiantes puede resultar
en incrementos de peso de 75 g/d en bovinos productores de carne (Polin Raygoza ef al.,

2014).

Entre una de las alternativas recientemente evaluadas para la reduccién de las
emisiones de metano, ademas de los aceites esenciales, se encuentran las nanoparticulas
de minerales o nano minerales, que debido al tamafio de particula pueden ser més faciles
de absorber dentro del tracto gastrointestinal dando como resultado una potencializacion

del efecto de cada uno de ellos.

Particularmente las nanoparticulas de zinc han demostrado propiedades sobre las
emisiones de metano, por ejemplo, en un estudio in vitro donde se evaluaron cuatro
concentraciones de nZnO con dos dietas experimentales diferentes, para evaluar su
eficacia en mitigar los gases de efecto invernadero. Obteniendo como resultados que
nZnO a 500 y 100 pg/g reducen significativamente las concentraciones de los gases de
efecto invernadero entre ellos el gas metano (CH4), en comparacion con el grupo control

(Niloy Chandra et al., 2018).

Como parte de la evaluacion de las nanoparticulas de zinc existen estudios que
reportan el efecto de estas sobre la fermentacion ruminal in vitro, destacando un aumento
en la produccion de AGV, sin mostrar ningtn efecto sobre el nivel de pH ruminal (Chen

etal.,2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654516300348%23bib83
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654516300348%23bib83

A su vez, cada dia mas interés se ha mostrado en el uso de los aceites esenciales en
las dietas de bovinos para el mantenimiento del pH como método de control de la acidosis

ruminal (Busquet et al., 2006; Benchaar et al., 2007).

Existen estudios que reportan que la inclusion de eugenol aumentd
exponencialmente el pH a las 24 h, observandose un efecto con el nivel mas alto con
respecto al control. Asi mismo en un estudio publicado recientemente, donde se evaluaron
102 aceites esenciales resaltan tres de estos con un potencial de reduccion de la produccion
de metano in vitro Anethum graveolens (aceite de eneldo), Lavandula latifolia (lavanda)

y Ocimum basilicum (albahaca) (Amanzougarene et al., 2017).

En la producciéon de AGV de igual manera existen estudios reportados que
mencionan que dosis bajas de aceite de orégano aumentan la concentracion de AGV en

un 39 a 56% (Castillejos et al., 2008).

Sin embargo, estas son nuevas tecnologias, las cuales se deben comprender en su
totalidad, en su funcionalidad y su forma de accion, al existir modificaciones en las
condiciones del experimento los efectos pueden llegar a ser muy variados, es por esto que
es necesario la realizacion de mas estudios e investigaciones para lograr estandarizar las

técnicas para su evaluacion y las dosis efectivas.

En la presente tesis se evaluaron los efectos de una mezcla de aceites esenciales,
taninos y un compuesto de nanoparticulas de zinc sobre la fermentacion ruminal in vitro
en comparacion con la monensina sodica, aditivo no nutritivo mas comunmente utilizado
en los sistemas de produccion. Esto con el fin de poder determinar su potencial como
posibles alternativas, ademas, se enfatizé en la evaluacion de estos compuestos y sus

propiedades como mitigantes de las emisiones entéricas de metano.



2. ANTECEDENTES

2.1 Fermentacion ruminal

La fermentacion ruminal se define como un proceso anaerdbico mediante el cual los
compuestos organicos se convierten en compuestos mas simples y se libera energia
(Owens y Basalan, 2016). Este proceso es llevado a cabo por los microorganismos que

habitan en el rumen tales como protozoarios, hongos y bacterias (Lovett et al., 2006).

El producto final del proceso de fermentaciéon ruminal son los AGV,
principalmente acético, propionico y butirico, que constituyen mas del 90% de los
acidos que se producen en el rumen. El propidnico es el tnico acido gluconeogénico

y es responsable del 65 al 80% del suministro de glucosa (Reynolds et al., 2003).

Otros productos del proceso fermentativo son el CO> e hidrogeno (Hz), los cuales
no son utilizados por el rumiante, pero sirven como sustrato para una comunidad particular
de microorganismos responsables de producir metano como estrategia metabolica para

obtener la energia necesaria para su crecimiento (Schéfer et al., 1999).
2.2 Acidos grasos volatiles, pH y gas metano

Los AGV y el gas metano se encuentran entre los principales productos finales de
la fermentacion ruminal, mismos que estan estrechamente relacionados con el valor de pH

debido a su importancia como regulador de los procesos digestivos.

La mayoria de las bacterias del rumen muestran una 6ptima actividad y crecimiento
cuando el pH ruminal se encuentra en valores de 6.0 a 6.9 (Van Soest, 1994). Por lo que
se concluye que las fluctuaciones de pH pueden afectar la microbiota y por lo tanto a la

fermentacion ruminal.

Los AGV como producto final de la fermentacion luego de ser absorbidos se
convierten en los principales proveedores de energia para los procesos metabdlicos de los

rumiantes (Voelker y Allen, 2003).



En cuanto al gas metano se ha reportado la gran importancia de las emisiones
entéricas de este ya que, representan pérdidas de energia de entre 2 y 12 % del consumo
de energia bruta de los rumiantes, dependiente del nivel del consumo de alimento y tipo o
composicion de la dieta. Si transformamos estas pérdidas de energia a parametros
productivos, existen estudios que confirman que una disminucién de metano del 25 % en
los rumiantes puede resultar en incrementos de 1 litro de leche al dia en vacas de alta
produccioén, y de 75 g/d de incremento de peso en bovinos productores de carne (Polin

Raygoza et al., 2014).
2.3 Modificacion de la fermentacion ruminal

Poder realizar una manipulacion de la fermentacion ruminal para obtener procesos
deseables y mejorar la eficiencia de conversion de los alimentos es una de las principales
metas nutricionales, sin embargo, la complejidad de las interrelaciones de los
microrganismos del rumen dificulta modificar aspectos de la fermentacion sin alterar
algunos otros. (Di Lorenzo, 2015). Uno de los métodos mas utilizados para lograr la
modificacion de los perfiles de fermentacion ruminal, ademas de las estrategias utilizadas

en cuanto a la formulacion de raciones, es el uso de aditivos incorporados en las mismas.

Entre estos aditivos destacan la utilizacién de ionoforos, desde el comienzo de la
utilizacion de la monensina en los afios 70 la investigacion sobre ionoforos se incremento
rapidamente (Di Lorenzo, 2015). El mecanismo de accioén de los ionoforos consiste en
interrumpir el intercambio i6nico y modificar los gradientes protonicos y catidnicos de la
membrana celular de los microorganismos del rumen, mismos que inician un bombeo
activo de protones hacia el exterior lo que les permite mantener las concentraciones
ionicas y el equilibrio 4dcido-base en su interior, sin embargo estos procesos requieren de
energia metabodlica extra por lo que la energia disponible para el metabolismo y
crecimiento bacteriano se reduce considerablemente (Pinos Rodriguez y Gonzilez

Mufioz, 2000).



2.4 Monensina sodica

La monensina sédica es un ion6foro monovalente que se obtiene de la fermentacion
de la bacteria Streptomices cinnamonensis, su funcion consiste en el intercambio
principalmente de iones de Na™!, K*! y Ca* a través de las membranas celulares. Ademas,
presenta un efecto bacteriostatico contra bacterias Gram positivas, por lo que su uso es
conocido en la alimentacion de rumiantes, ya que incrementa la eficiencia de

transformacion de los nutrientes en producto (Mcgufty, 1995).

La monensina estd aprobada para su uso en varios paises y se ha demostrado que
mejora la utilizacion de los alimentos, al regular la variacion del consumo en ganado de
carne (Goodrich ef al., 1984). Ademas, este aditivo genera concentraciones mas altas de
propionato ruminal y tiene una reduccion en la relacion de acetato:propionato (Russell y

Strobel, 1989).

Otro beneficio del uso de la monensina es que disminuye la produccion de bacterias
que sintetizan lactato, incrementando a las que no lo utilizan y evitando desordenes

metabolicos como la acidosis ruminal y los timpanismos (Nagaraja, 1985).
2.5 Efecto de 1a monensina sodica sobre las emisiones de metano

La monensina también se ha probado con el objetivo de mitigar las emisiones de
metano CH 4, pero los resultados no son muy constantes (Guan et a/., 2006) por mencionar
un ejemplo en un estudio de metaanalisis (Appuhamy et al., 2013), la monensina mostro
reducciones significativas de las emisiones de CH 4 ("19 g/dia) en bovinos y en vacas
lecheras ("6 g/dia). Mientras que, en un estudio realizado sobre novillas de bufalo, la
produccion diaria de metano entérico se redujo en un 12.61%, con la utilizacién de
monensina sin embargo no fue significativo en comparacion con el tratamiento control

(Gupta et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840114003988%23bib0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840114003988%23bib0170
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840114003988%23bib0170
https://link.springer.com/article/10.1007/s11250-018-1766-5%23CR14
https://link.springer.com/article/10.1007/s11250-018-1766-5%23CR4

2.6 Efecto de la monensina sodica sobre la produccion de acidos grasos volatiles

En un estudio realizado en vacas alimentadas con forrajes y harina de soya se logro
observar que la adiccion de monensina increment6 la produccion de acido propionico y a
su vez mostrd reduccion en la relacion acetato: propionato, cabe mencionar que dicho
efecto fue méas marcado cuando existié una mayor proporcioén de la harina de soya (Che

Ming y Russell, 1993).

Existen estudios in vitro donde se simula la fermentacion ruminal en sistemas de
tipo continuo o semicontinuo como por ejemplo el realizado por Capelari y colaboradores
en el 2018, donde por medio de un sistema semicontinuo evaluaron el efecto de la
monensina sédica y del nitrato en las dietas cominmente utilizadas tanto para ganado
lechero como para ganado de produccion de carne, observando que la monensina afecto
significativamente la produccion de AGV mostrando un aumento de 4cido propionico y
una disminucion en el dcido acético dando como resultado la siguiente relacion acético:
propidnico, dieta utilizada cominmente para ganado lechero (1.6 vs. 2.0; P <0.01) y en la

dieta utilizada cominmente para ganado en produccion de carne (1.6 vs. 1.9; P <0.01).
2.7 Efecto de la monensina sédica sobre el pH ruminal

Bezerra da Silva en el 2015 en un estudio realizado en ovinos, donde se pretendia
evaluar el efecto de distintas concentraciones de extracto de etanol en comparacion con la
monensina sddica sobre la fermentacion ruminal, observo que la monensina sddica fue
mas eficiente para mantener valores mas altos de pH (6.1) y para reducir la ingesta de

materia seca.

Coneglian y colaboradores en el 2018, utilizaron la monensina sodica como
tratamiento control en un estudio donde el objetivo era evaluar el comportamiento de dos
aceites esenciales sobre la ingesta, digestibilidad y fermentacion ruminal en ganado de
carne alimentado con dietas altas en grano. En el cual se observd que la monensina sodica
logro mantener niveles adecuados de pH (6.35) al término del periodo experimental el

cual tuvo una duracion de 21 dias.



2.8 Aceites esenciales

Se definen los aceites esenciales como compuestos quimicos aromaticos volatiles,
que se producen y almacenan en los canales secretores de las plantas. Entre las
propiedades que presentan los AE estan sus efectos como antioxidantes, algunos otros
muestran propiedades que estimulan la digestion, aumentan la regulacion del metabolismo
gastrointestinal o mejoran la capacidad de absorcion de nutrientes, esto debido a su
relacion con la actividad enzimatica es por esto por lo que se comenzé con la evaluacion
de estos como una posible alternativa de uso a los aditivos cominmente utilizados en

nutricién animal (Martinez Ricardo et al., 2015).
2.9 Efecto de los aceites esenciales sobre las emisiones de metano

En un estudio realizado en el Instituto de Ciencia Animal de la Habana, Cuba, se
evaluo el efecto de aceite esencial de citrico (0, 25, 50 y 75 puL/75 mL de fluido ruminal
bufferado) y limoneno su componente principal (0, 30, 45 y 60 uL./75 mL fluido ruminal
bufferado) sobre la produccion total de gas in vitro y las emisiones de metano, encontrando
que limoneno a 45 pL./75 mLy 60 uL/75 mL disminuye las emisiones de metano cuando
estas fueron expresadas en base de materia seca pero cuando se expresaron en base de
materia organica digerida el aceite esencial de citrico a 75 uL./75 mL disminuy¢ la emision

de metano (Sallam et al., 2010).

Otro estudio reciente donde se evaluaron diferentes dosis del aceite esencial de clavo
de olor (CLO), reportaron resultados que ha comparacion con el control (CON), la
produccioén de metano disminuy6 (p <.05) en 16, 18 y 30% con aumentos de 125, 250,

500 mg/L) de CLO (Gunal et al., 2017).



2.10 Efecto de los aceites esenciales sobre la produccion de acidos grasos volatiles

En el departamento de Ciencia Animal y Alimentos de la Universidad Autobnoma de
Barcelona y en colaboracion con el instituto de Biotecnologia Vegetal y Agricultura de la
Universidad de Leeds en el Reino Unido, se realizaron estudios en un sistema in vitro de
doble flujo continuo con el objetivo de determinar el efecto del cinamaldehido y el
extracto de ajo sobre el perfil de fermentacion ruminal. Observando una mayor proporcion
molar de acido propionico con los tratamientos de cinamaldehido a 100 mg/dia y extracto
de ajo a 1,000 mg/dia lo cual sugiere una mejora en la eficiencia de energia parecida a la

mostrada por la monensina sédica a 40 mg/dia (Busquet et al., 2003).

Un estudio publicado recientemente menciona que el aceite de hoja de clavo a 500
mg/L aumentd los AGV totales y el pH final. Otro resultado observado es que a dosis mas
bajas de aceite de orégano aumenta la concentracion de AGV entre 39 a 56% (Castillejos

et al.,2008).
2.11 Efecto de los aceites esenciales sobre el pH ruminal

En un estudio se realizaron dos experimentos para evaluar varios compuestos
activos de aceites esenciales sobre la fermentacion microbiana del rumen. En el primer
experimento y usando un sistema de cultivo discontinuo se evaluaron 4 dosis ascendentes

de 5 aceites esenciales (Tabla 1).

Tabla 1: Efecto de cinco componentes de aceites esenciales sobre el pH ruminal

Dosis mg/L

0 5 50 500 5000
Componente pH
Limoneno 6.46 6.49 6.50 6.50 6.60
Guaiacol 6.14 6.28 6.26 6.19 6.59
Vainillina 6.14 6.15 6.13 6.11 6.40
Timol 6.46 6.50 6.47 6.87 7.38
Eugenol 6.46 6.42 6.43 6.56 7.35




Estos resultados arrojaron que la dosis mas alta de cada uno de ellos aument6 el pH
al final del periodo de fermentacion, el cual tuvo una duracion de 24 horas (Castillejos et

al., 2006).
2.12 Nanoparticulas de zinc

Las nanoparticulas de zinc (ZnNPs) se pueden definir como un nano mineral con
dimensiones de 1-100 nm (Figura 1), que tienen como cualidades la estabilidad a altas
temperaturas y presiones y que debido a estas caracteristicas tienen mayor facilidad a ser
absorbidos por el tracto gastrointestinal mostrando un efecto potencializado del elemento

a dosis mas bajas esto debido a su mejor aprovechamiento (Swain et al., 2016).
2.13 Efecto de las nanoparticulas de zinc sobre las emisiones de metano

En un estudio realizado bajo condiciones in vitro donde se evaluaron 4 niveles
diferentes de ZnNPs 100, 200, 500 y 1,000 pg/g en dos dietas experimentales diferentes,
se incubaron durante 72 horas 250 mL de liquido ruminal con cada uno de los
tratamientos, para monitorear la produccion total de gas se utilizd un sistema de
producciéon continua (Ankom Techonology® Macedon, NY, Estados Unidos) y se
analizaron para gases de efecto invernadero, los resultados mostraron que el nivel mas
alto de ZnNPs redujo la concentracion de metano en un 53.65% (Niloy Chandra et al.,

2018).

2.14 Efecto de las nanoparticulas de zinc sobre la produccion de acidos grasos

volatiles

En un estudio realizado en el Instituto de Nutricion Animal de la Universidad
Agricola de Sichuan en China, se evaluaron 5 concentraciones de ZnNPs 0, 50, 100, 200
y 400 mg/kg de materia seca sobre la fermentacion ruminal. Los resultados de este estudio
mostraron un aumento significativo de la produccion de AGV durante las etapas
tempranas de incubacion, es decir en las primeras 6 y 12 horas con las concentraciones de

100 y 200 mg/kg de DM (Chen JunCai et al., 2011).
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2.15 Efecto de las nanoparticulas de zinc sobre el pH ruminal

Chen JunCai y colaboradores en 2011, en un estudio donde se evalu¢ el efecto de la
suplementacion con nanoparticulas de zinc a 5 concentraciones diferentes 0, 50, 100, 200
y 400 mg/kg de materia seca sobre la fermentaciéon ruminal. Los resultados del
experimento mostraron que el pH no se vio afectado a ninguna de las concentraciones

utilizadas (P< 0.05).
2.16 Taninos

Los taninos se definen como un grupo de fenoles solubles en agua con diferencias
quimicas los cuales se unen con proteinas, iones metal, aminoacidos y polisacaridos para
formar complejos solubles o insolubles (Hagerman et al., 1992). Se pueden dividir en dos
grupos los hidrolizables y los condensados, mismos que se pueden encontrar tanto en
arboles forrajeros como arbustos ademas de frutas, leguminosas, cereales y granos (Vélez

Terranova et al., 2014).
2.17 Efecto de los taninos sobre las emisiones de metano

En una investigacion donde el objetivo era evaluar el efecto de dos fuentes de
taninos condensados (acacia y quebracho) y dos mas de taninos hidrolizables (castafio y
galonea) sobre la produccion de metano y la fermentacion ruminal in vitro. La adiccion
de taninos de acacia y castaio a dosis > que 50 g/kg de MS o taninos de quebracho a >
100 g/kg de MS mostr6 una disminucion de hasta un 40% en la produccion de metano, sin
embargo, disminuy6 la concentracion de AGV. Los taninos de Valonea a 50 g/kg de MS
redujo en un 11% la produccion de metano sin afectar la concentracion de AGV (Hassanat

y Benchaar, 2013).
2.18 Efecto de los taninos sobre la produccion de acidos grasos volatiles

En un estudio donde el objetivo era evaluar la fuente de taninos, condensados vs
hidrolizables sobre el rendimiento, eficiencia alimenticia, parametros de fermentacion
ruminal y rasgos de la canal y no-canal en la etapa de finalizacion de bovinos de carne. Se

observo que no hubo diferencias significativas en la proporcion molar de butirato, de igual
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manera ninguna de las fuentes de taninos mostr6 efecto en las proporciones molares de

acetato y propionato, ni en la concentracion total de AGV (Krueger et al., 2010).
2.19 Efecto de los taninos sobre el pH ruminal

Se realizd un experimento para evaluar el contenido bajo y el contenido alto (1 y
3%) de taninos en la planta Lotus corniculatus L.y su efecto sobre la digestibilidad y

composicion de liquido ruminal de ovejas, antes de la alimentacion y 3 y 6 horas después
(Tabla 2).

Tabla 2: Efecto de dos niveles de taninos contenidos en Lotus corniculatus L sobre el pH

ruminal
Variable Tiempo (H) Tanino (1%) Tanino (3%)
0 7.4 7.4
pH 3 6.7 6.7
6 6.5 6.5

Se encontrd que el comportamiento del pH fue similar en las dietas con contenidos
bajo y alto de taninos, mostrando una disminucidn al paso del tiempo (Chiquette et al.,

1989).
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3. JUSTIFICACION

Este proyecto tiene como proposito encontrar una alternativa viable a los
compuestos antimicrobianos utilizados cominmente como modificadores de Ila
fermentacion ruminal, asi como una opcion para reducir las emisiones de metano

mejorando la eficiencia productiva y reduciendo el dafio al medio ambiente.
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4. HIPOTESIS

Los aceites esenciales, taninos y las nanoparticulas de zinc poseen propiedades que
pueden modificar la fermentacion ruminal in vitro y reducir las emisiones de metano como

una alternativa a compuestos antimicrobianos utilizados comtiinmente.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar una mezcla de aceites esenciales y un compuesto de nanoparticulas de zinc
en comparacion con el uso de monensina sédica como modificadores de la fermentacion

ruminal in vitro y sus propiedades reductoras de las emisiones de metano.
5.2 Objetivos especificos

* Evaluar el efecto de los aceites esenciales, taninos y las ZnNPs in vitro como

amortiguadores del pH ruminal.

* Determinar la produccion de AGV en liquido ruminal in vitro usando aceites

esenciales, taninos y ZnNPs como aditivos.

* Evaluar las propiedades de los aceites esenciales, taninos y ZnNPs como

reductores de las emisiones de metano.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Grupos de estudio

Se establecieron cinco grupos experimentales: (1) grupo control (CON) alimento
preparado sin aditivo, (2) grupo de monensina sodica (MON), alimento preparado con una
concentracion de 40 ppm de monensina sodica al 90% por tonelada de alimento preparado,
(3) AE, alimento preparado con una mezcla comercial de aceites esenciales Crina® DSM
auna concentracion de 100 ppm por tonelada de alimento (4) ZnNPs, alimento preparado
con una concentracion de 1,000 ppm por tonelada de alimento de ZnNPs y (5) grupo
taninos (TAN), alimento preparado con una concentraciéon de 1,500 ppm de taninos

condensados por tonelada de alimento preparado.
6.2 Obtencion del liquido ruminal

El liquido ruminal se obtuvo de un toro de la raza Beefmaster con un peso
aproximado de 790 kg y 48 meses de edad el cual fue previamente fistulado y adaptado a
una racion de alimento con un 14% de proteina, sin ningln tipo de aditivo no nutritivo y
la cual cumple con los requerimientos nutricionales para el peso y edad del animal (Tabla
3). La racion de alimento fue ofrecida dos veces al dia, por la mafiana y por la tarde, el
acceso a agua fresca fue ad libitum. El alojamiento se realizd de manera individual en un
corral de manejo con un drea total de 30 m? equipado con una prensa de manejo, utilizada
en el momento de la obtencion del liquido y el cual se encuentra ubicado en el Centro de

Exposiciones Agropecuarias de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Se obtuvieron 500 mL de liquido ruminal previo a la primera ingesta de alimento
del dia, se filtr6 mediante dos capas de estopilla y se deposité en un termo que contenia
agua a una temperatura de 39 °C, con la finalidad de mantener temperaturas similares al
rumen del animal. Posteriormente, fue transportado al Laboratorio de Nutricion Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, con sede en el campus de Ciencias
Agropecuarias de la UANL donde se utilizé inmediatamente y se le realizé un gaseo con

CO; con el fin de mantener el ambiente anaerdbico.
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Tabla 3: Dieta de adaptacion

Ingredientes Kg/Tonelada
Zacate heno 370
Alfalfa pellet 50
Maiz, molido 339
G.S. destileria-28 119
Pasta de soya-46 45
Melaza 60
Carbonato de calcio 8.5
Fosfato dicalcico-21 8
Micromin 0.50
Total 1,000

6.3 Produccion de gas

La produccion de gas se determin6 con el sistema de produccion de gas RF (Ankom
Techonology® Macedon, NY, Estados Unidos). Se colocaron 50 mL de liquido ruminal
en botellas equipadas con puerto septa y modulo de produccion de gas RF, y se mezclaron
con 1 gramo de sustrato de cada uno de los tratamientos utilizados: CON, MON, AE, TAN
y ZnNPs.

Los substratos se obtuvieron a partir de los ingredientes de la dieta mas los
tratamientos utilizados, adecuando las concentraciones para 1 kg de alimento. Los
substratos fueron secados por 4 horas en una estufa de aire forzado a 60 °C (Fisher
Scientific® Hampton, Nuevo Hampshire, Estados Unidos), posteriormente fueron molidos
para pasar por una criba de 1 mm en un molino Thomas-Wiley Modelo 4 (Thomas

Scientific® Swedesboro, NJ, Estados Unidos).
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Finalmente, las botellas con el liquido ruminal y los substratos se incubaron en un
bafio Maria (Precision Scientific® Coimbatore, Tamil Nadu, India) a 39 °C con
movimientos rotatorios, simulando las condiciones normales del rumen. El monitoreo de
la temperatura dentro de las botellas, la produccion total de gas y el manejo del equipo se
realiz6 mediante el software de sistema de produccion de gas RF en su version GPM 9.6

(Ankom Techonology® Macedon, NY, Estados Unidos).

6.4 Determinacion de pH y acidos grasos volatiles

Después de 24 horas de fermentacion se determind el pH del contenido de las
botellas mediante el uso de un potenciémetro VB10 (Denver Instrument® Bohemia, NY,
Estados Unidos). Una vez realizada la medicion de pH, el liquido ruminal se deposit6 en
frascos de plastico que contenian 1 mL de acido meta-fosforico, el cual detuvo el proceso
de fermentacion. Los frascos fueron refrigerados durante 30 minutos y posteriormente

congelados y almacenados a 20 °C hasta el momento del analisis.

Para la determinacion de AGV se calibro el equipo mediante un estandar preparado

con las siguientes soluciones de acidos a un volumen de 100 mL (Tabla 4).

Tabla 4: AGV standard

Acido Mw Vol..uL Conc..g/L
1 Acético 60.05 330 3.46
2 Propionico 74.08 400 3.97
3 Butirico 88.10 160 1.530

El anélisis del liquido ruminal fue realizado mediante la técnica de cromatografia
en un cromatégrafo modelo Star 3400 Cx (Varian® Palo Alto, California, Estados Unidos),
equipado con una columna ZB- WAX de 30 mts x 0.53 mm x 0.5 um (Phenomenex®
Torrance, California, Estados Unidos) utilizando nitrégeno como gas de arrastre y un

detector de tipo FID (detector de ionizacion de flama).
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Al momento del analisis se realizé el descongelamiento de las muestras, estds antes
de poder ser inyectadas al cromatdgrafo se les realizé un proceso de preparacion el cual
consiste en una decantacion del liquido ruminal en tubos de 5 mL (Vacutainer™, Becton
Dickinson and Company® Franklin Lakes, Nueva Jersey, Estados Unidos) los cuales
fueron centrifugados a 10,000 g durante 10 minutos en una centrifuga modelo Universal
320R (Hettich zentrifugen® Tuttlingen Alemania). Posteriormente se obtuvieron 5 mL de
liquido sobrenadante y se mezclaron con 1 mL de acido meta-fosforico solucion 2EB.
(solucion de 4acido meta fosforico al 25% (peso/volumen) que contiene 2 g/L de 4cido 2-

etil butirico).

Posteriormente se colocaron los tubos con la mezcla en un bafo de hielo durante
mas de 30 minutos, transcurrido este tiempo se realiz6 un segundo proceso de decantacion
y centrifugado a 10,000 g durante 10 minutos para después y mediante el uso de una

jeringa Hamilton se realizo la inyeccion directa en el cromatografo de gases.

El volumen inyectado del liquido al cromatodgrafo fue de 1 pL, las temperaturas del
inyector y detector fueron de 250 °C, mientras que para la columna se realizo
primeramente un calentamiento a 90 °C durante 2 minutos para después aumentar 20
°C/minuto hasta llegar a una temperatura final de 200 °C y estabilizarse durante 3 minutos.
El software utilizado para el manejo del equipo, asi como para la lectura de los
cromatogramas fue el Software Control — Varian Star 3400cx (Varian® Palo Alto,

California, Estados Unidos).
6.5 Determinacion de metano

La determinacion de metano fue realizada a 8 diferentes tiempos de fermentacion
(0,0.5,1,2,4,8, 12 y 24 horas), las muestras de gas fueron obtenidas del espacio libre de
liquido de la botella por via del puerto septa mediante el uso de una jeringa de 500
microlitros Gas Tight, punta 2 (Hamilton Instrument® Cinnaminson, NJ, Estados Unidos)
la cual reduce al minimo las fugas que pudieran existir. Estas muestras fueron depositadas
en tubos al vacio (Vacutainer™, Becton Dickinson and Company® Franklin Lakes, Nueva
Jersey, Estados Unidos) para ser almacenadas en refrigeraciéon hasta el momento del

analisis.
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Primeramente, se realiz6 la calibracion del equipo generando la curva mediante la
utilizacion de un estandar de calibracion de gas metano al 99% de pureza para

posteriormente poder realizar mediante inyeccion directa el analisis de los gases.

El andlisis de las muestras se realizd por la técnica de cromatografia de gases
utilizando un cromatografo modelo Star 3400 Cx (Varian® Palo Alto, California, Estados
Unidos). El cromatografo estaba equipado con una columna para separacion de gases

permanentes con medidas de 30 mts x .53 mm x 15 micrones, y un detector del tipo FID.

El volumen de gas inyectado fue de 200 pL, mientras que como gas acarreador se
utilizo nitrogeno. La temperatura del inyector fue de 200 °C, mientras que la del detector
fue de 250 °C, mientras que para la columna se utiliz6 una temperatura de 150 °C
(isotérmica). El software que se utiliz6 para el manejo del equipo, asi como para la lectura
de los cromatogramas fue el Software Control — Varian Star 3400 Cx (Varian® Palo Alto,

California, Estados Unidos).
6.6 Analisis de datos

El experimento fue realizado en cuatro repeticiones, ademds se recolectaron
muestras puras a tiempo cero para utilizar como valor de referencia y tomando en cuenta
los 5 tratamientos a evaluar, se tomo6 1 muestra para pH y AGV obteniendo un total de 20
y 24 resultados para cada una de estas dos variables respectivamente, mientras que para
la determinacion de gas metano y debido a que se obtuvieron muestras en cada uno de los
8 tiempos se cuenta con 120 resultados en total. Estos datos fueron analizados mediante
el uso del software para analisis estadisticos Minitab 17 (Minitab Statistical Software®
Minitab, LLC. State College, Pennsylvania, EE. UU.). El modelo estadistico del estudio
fue completamente al azar, mientras que la comparaciéon de medias se realizd por el

método de Fisher.
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7. RESULTADOS
7.1 Nivel de pH

En la Tabla 5 y su grafico correspondiente en la Figura 1, se pueden observar los
resultados obtenidos en cuanto a la variable de pH. En donde se reporta un
comportamiento similar entre todos los tratamientos a excepcion del tratamiento ZnNPs,
el cual presenta un mayor efecto como amortiguador del valor pH manteniendo un nivel

mas alto significativamente con respecto a los demads tratamientos.

Tabla 5: Niveles medios de pH iniciales y finales por tratamiento

Tratamiento pH Inicial pH Final
Control 6.09 4.72%
Monensina 6.09 4.73 2
Crina 6.09 4.77%
Taninos 6.09 4.81°%
Nanoparticulas de zinc 6.09 4.85°

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05)

Figura 1: Gréfico de niveles medios de pH iniciales y finales por tratamiento

7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

pH

Control Monensina Taninos NanoZinc
m pH Inicial 6.09 6.09 6.09 6.09 6.09
@ pH Final 4.72 4.73 4.77 481 4.85
Tratamientos

sk

* Las barras marcadas con indican la diferencia significativa entre tratamientos (P<0.05)
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7.2 Produccion de AGV

En la Tabla 6 y la Figura 2 se pueden observar los resultados obtenidos en la
produccion de AGV después de las 24 horas de fermentacion. Todos los tratamientos
mantuvieron un comportamiento similar a diferencia del tratamiento ZnNPs, en el cual se
pudo observar una disminucion de la produccion de AGV totales, asi como de manera

individual en el acético y propidnico.

Tabla 6: Produccion de AGV (Mmoles) a 24 horas de fermentacion

Tratamiento Totales Acético Propionico Butirico
Control 177.5* 117.8* 27.3% 32.3%
Monensina 176.5* 116.4* 27.6* 32.4%
Crina 167.2% 109.5%® 26.3? 31.3?
Taninos 158.8% 103.9 24,3 30.5%
Nano zinc 145.5° 95.4° 22.2° 27.8°

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05)

Figura 2: Gréfico de produccion de AGV (Mmoles) a 24 horas de fermentacion

AGV
200
180
160 *
140
§ 120
g 100 =
= 80
60
40 %
» WM BEmm MEmm BEeM MEEm
0 [ ] ] ]
Control Monensina Aceites Taninos Nano Zinc
Tratamientos

BAGV totales M Acético EPropidnico O Butirico

* Las barras marcadas con “*” indican la diferencia significativa entre tratamientos
(P<0.05).
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7.3 Produccion de gas total

Por su parte la Tabla 7 y la Figura 3, muestran los resultados obtenidos en la
produccion de gas total, en las cuales se puede observar diferencias significativas de una
mayor produccion de gas a distintos tiempos de fermentaciéon y en los diferentes
tratamientos. Los aceites esenciales mostraron una mayor produccion de gas a las 12y 24
horas de fermentacion, en cuanto a los taninos su produccion de gas mas alta
significativamente ocurrio a las 8, 12 y 24 horas de fermentacidén, mientras que las nano
particulas de zinc mostraron una produccion de gas mas alta significativamente con

respecto a los demas tratamientos a partir de la primera hora de fermentacion.

Tabla 7: Produccion de gas (psi) a distintos tiempos de fermentacion

Tiempo Control Monensina Aceites Taninos Nanozinc

(horas)
0.5 0.77% 0.67° 0.80%° 0.97% 1.20°
1 0.98° 0.92° 1.02° 1.21% 1.47°
2 1.36° 1.38° 1.51° 1.73% 2.03*
4 1.95¢ 2.200¢ 2.4]%¢ 2.60% 3.00°
8 2.75° 3.64%® 3.89® 4.11° 4.42°
12 3.51° 4.60% 4.80° 4.90° 5.51°
24 4.48° 6.22:° 6.32° 6.41° 7.312

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05)
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Figura 3: Grafico de produccion de gas (Psi) a distintos tiempos de fermentacion
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8. DISCUSION
8.1 Monensina sodica

La monensina soédica no presentd un incremento significativo sobre el valor de pH
con respecto al tratamiento control, estos resultados son similares a los presentados en un
estudio donde se evaluo una mezcla de aceites esenciales y monensina sodica sobre la
fermentacion ruminal en vacas lecheras (Ferreira de Jesus et al, 2016). Sin embargo,
aunque no exista un incremento, la monensina soédica mantiene los valores de pH, lo que
concuerda con lo reportado en los estudios de Bezerra da Silva, 2015 y Coneglian ef al.,
2018, en donde la monensina mantenia valores entre 6.1 y 6.3, estos efectos permiten
demostrar sus propiedades para prevenir desérdenes metabolicos como el timpanismo y

la acidosis ruminal.

Por otra parte, existen estudios que mencionan un efecto de la monensina sodica
sobre la produccion de AGV, dichos estudios sugieren que esta puede aumentar la sintesis
de acido propionico y disminuir la del acido acético, mejorando asi la relacion
acético:propionico (Che Ming y Russell, 1993). Los resultados de la monensina sodica en
nuestro estudio, mostraron una pequefia tendencia a dicho efecto, sin embargo, no fue

significativo.

En cuanto a la produccion de gas total la monensina s6dica no mostré un efecto
significativo en comparacion con los demads tratamientos. Sin embargo, se puede observar
una diferencia numérica con respecto al control a una mayor produccion de gas a partir de
la segunda hora de fermentacion. Caso contrario a lo reportado en un estudio sobre
fermentacion ruminal donde se mostraba una disminucién en la produccion de gas total

(Bartley et al., 1979).
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8.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales mostraron una mayor diferencia numérica en el aumento del
valor de pH con respecto al control y al tratamiento con monensina, sin embargo, este no
resulto significativo, aun asi, es importante mencionar que en estudios donde se evaluaron
aceites esenciales a dosis altas, se pudo observar significativamente un aumento en el valor
pH (Castillejos et al., 2006). Por lo que la eficacia de los aceites como amortiguadores del

valor del pH puede estar dada por la dosis utilizada.

En cuanto a la produccion de AGV los aceites esenciales mostraron una disminucion
en la produccion de acido acético con respecto al control, ademas de tener un
comportamiento similar en cuanto a la produccion de acido propidnico y butirico con
respecto al tratamiento con monensina sédica y un efecto minimo con respecto al control.
Resultados similares se mostraron en un estudio donde se evaluod la misma mezcla de
aceites esenciales, y en donde los resultados al utilizar el aditivo no diferian
significativamente en la produccion de AGV con respecto tratamiento control, observando

35.4 y 35.6 mmoles/dia respectivamente (Fernandez et al., 2005).

La produccion de gas total incrementd significativamente con el tratamiento de
aceites esenciales a las 12 y 24 horas de fermentacion, caso contrario a lo reportado por
Castillejos y colaboradores en el 2003. En este estudio evaluaron dosis crecientes de la
misma mezcla de aceites esenciales sobre pardmetros de fermentacion, similares a los de

nuestro estudio y en donde se observé una disminucion en la produccion de gas total.
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8.3 Taninos

Los taninos presentaron un nivel de pH mas alto con respecto a los tratamientos con
aceites esenciales, monensina sodica y el tratamiento control, sin embargo, este efecto
sigue siendo no significativo. Estos resultados difieren a lo reportado por Volpi Lagreca
et al., 2014, donde observaron una disminucion del valor pH al tratar con taninos del tipo

condensados similares a los utilizados en esta investigacion.

En cuanto a la produccion de AGV se observo una disminucion significativa en la
produccion de acido acético y acido propidnico, no asi para la produccion de 4cido butirico
esto con respecto al control. Estos resultados varian a los presentados por Herv'as ef al.,
2003, en donde se evaluaron diferentes dosis de taninos (0.5, 1.5 y 3.0 g/kg), los cuales

presentaron un efecto significativo en la produccién de AGV.

Los taninos mostraron diferencias significativas en cuanto a la produccion de gas
total, en donde se pudo observar una mayor produccion a las 8, 12 y 24 horas de
fermentacion. Estos resultados son contrastantes a los mencionados por Hassanat y
Benchaar, 2012, donde se evaluaron dos tipos de taninos, condensados e hidrosolubles,
observando que la produccion de gas disminuia conforme se incrementaba la dosis de
taninos. Cabe mencionar que dichas dosis eran 200 veces mayores a las utilizadas en esta

investigacion.
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8.4 Nanoparticulas de zinc

Las ZnNPs presentaron un incremento significativo en el valor de pH después de 24
horas de fermentacion con respecto a los demas tratamientos utilizados. Estos resultados
son contradictorios a los reportados en un estudio donde se evaluaron cinco niveles de
suplementacion (0, 50, 100, 200, 400 mg/kg de MS) y en donde el pH no se vio afectado
por la adiccion de ninguno de estos niveles (Chen JunCai et al., 2011). Sin embargo, cabe
mencionar que la dosis utilizada en nuestra investigacion es el doble de nivel mas alto

utilizado en el estudio mencionado.

En cuanto a la produccion de AGV las ZnNPs mostraron una disminucion
significativa con respecto a los demas tratamientos en la produccion de acido acético y
acido propidnico. En cuanto al acido butirico de igual manera se presentd una

disminucion, aunque esta no fue significativa. .

Estos resultados pueden compararse con los presentados por Riazi et al., 2019,
donde se evalu6 el efecto de la suplementacion de nano zinc sobre la fermentacion
ruminal, observando mejoras significativas en la relacion acetato:propionato. Cabe
mencionar que las dosis utilizadas en dicho estudio fueron de alrededor del 50% a las
utilizadas en esta investigacion, por lo que rebasar dosis de mas de 60 mg/kg de materia

seca puede afectar la produccion de AGV.

La produccion de gas total por parte de las ZnNPs fue significativamente mayor en
comparacion con los demds tratamientos a partir de la primera hora de fermentacion y

hasta el final de esta.

Estos resultados varian con los reportados por Niloy Chandra et al., 2018, donde se
evaluaron diferentes niveles de ZnNPs y su efecto sobre parametros de fermentacion
ruminal, observando que las ZnNPs no presentaron diferencias significativas en términos

de produccion de gas total con las diferentes dosis aplicadas.
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9. CONCLUSIONES

De todos los aditivos no-nutritivos evaluados, los aceites esenciales mostraron
caracteristicas de fermentacion ruminal similares a la monensina sodica por lo que
presenta potencial para seguir siendo evaluado como alternativa al uso de este iondforo.
Las ZnNPs mostraron efectos benéficos con respecto al pH ruminal, sin embargo, también
se observaron efectos adversos en otras variables evaluadas como una menor produccion
de AGV y una mayor produccion de gas total. Este efecto negativo pudiera deberse a la

alta dosis utilizada en este estudio.
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