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RESUMEN

Diversas evidencias muestran que la tasa de emision de metano por fermentacion
ruminal, esta relacionada con las caracteristicas fisico-quimicas de la dieta, las cuales
afectan el nivel de consumo y la frecuencia de alimentacion. Una de las alternativas por
las cuales se puede reducir las emisiones de dichos gases es la busqueda de alternativas
de alimentos econémicamente viables para los animales, que mejoren su productividad;
este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la adicion de tres niveles de pasta de
coco en la produccion de gas in vitro Las variables fueron la produccién de gas (se
ajusto con el modelo: Y=v /(1 +exp ((2-4*s* (t—L))), donde: Y= volumen total de
gas producido, v=volumen, s= tasa deproduccion de gas, t= tiempo y L= fase Lag. Se
utilizaron cuatro dietas, tomando como dieta base 1) alfalfa, rastrojo, maiz, sorgo
molido, asta de soya, melaza, urea y minerales; 2) inclusion de pasta de coco al 5%; 3)
inclusion de pasta de coco al 10%; 4) inclusion de pasta de coco al 15%; la cantidad de
muestra fue pesada y colocada dentro de 72 frascos para la medicion de co2, esta se
realizd por arrastre de gases en LI-CDR(xt system), 24 para digestibilidad, y 16 para
medir la presion generada. El alto contenido de grasa las dietas pueden reducir la
metanogénesis inhibiendo la actividad de los protozooarios, asi como de las archaeas,
ademas inhibe la biohidrogenacion de acidos grasos insaturados que actan como
receptores de hidrdgeno. El uso de &cidos grasos saturados puede ser una estrategia
eficiente para mitigar la produccion de metano a partir de la inhibicién de la
fermentacion ruminal in vitro, teniendo en cuenta la correlacion de dieta-dosis.



SUMMARY

Various evidences show that the rate of methane emission by ruminal fermentation is
related to the physical-chemical characteristics of the diet, which affect the level of
consumption and the frequency of feeding. One of the alternatives by which emissions
of these gases can be reduced is the search for economically viable food alternatives
for animals that improve their productivity; The objective of this study was to evaluate
the effect of the addition of three levels of coconut paste in in vitro gas production. The
variables were gas production (adjusted with the model: Y =v /(1 +exp ((2-4*s*(t-
L)), where: Y = total volume of gas produced, v = volume, s = rate of gas production, t
=time and L = Lag phase. Four diets were used, taking as base diet 1) alfalfa, stubble,
corn, ground sorghum, soy horn, molasses, urea and minerals, 2) inclusion of 5%
coconut paste; 3) inclusion of 10% coconut paste; 4) inclusion of 15% coconut paste;
the amount of sample was weighed and placed inside 72 bottles for the measurement
of CO2, this was done by dragging gases in LI-CDR (xt system), 24 for digestibility, and
16 to measure the pressure generated. The high fat content of diets can reduce
methanogenesis by inhibiting the activity of protozoa, as well as archaea, and inhibits
the biohydrogenation of unsaturated fatty acids that act as hydrogen receptors. The use
of saturated fatty acids can be an efficient strategy to mitigate the production of
methane from the inhibition of ruminal fermentation in vitro, taking into account the diet-
dose correlation.



1.-INTRODUCCION

La problemaética que se vive en la actualidad en nuestro pais en relacion al incremento en
los costos de los insumos de manera general asi como el de los hidrocarburos, afecta
drésticamente a nuestra economia, la ganaderia en México no escapa de este gran
problema, la alimentacién en el rubro ganadero comprende de un 50 a 70% del invertido en
los sistemas de produccidon, por lo que en la actualidad nos encontramos en busqueda
constante de alternativas que nos permitan la disminucion de los gastos por conceptos de
alimentacion pero sin dejar a un lado la obtencion de buenos niveles de produccion en un
sistema rentable (Cayetano et al., 2013). Como se sabe, los sistemas de produccién en
rumiantes se basan en la alimentacion principalmente de forrajes (40-100%), forrajes que
desafortunadamente presenta muy variada digestibilidad, se cuenta con forrajes de buena

digestibilidad asi como media y baja (Elias, 1983).

El desempefio productivo de los rumiantes esta en funcion del valor nutricional de la dieta
que consumen. Las técnicas de produccion de gases in vitro, utilizadas en la evaluacion de
alimentos para rumiantes, son de gran interés para la investigaciéon en nutricion animal por

su bajo costo y porgue no son invasivas.

Estas técnicas simulan los procesos fermentativos y digestivos en el rumen, resultan
menos costosas Yy requieren solo pequefias cantidades de muestra. Ademas, invierten menos
tiempo para su realizacion y favorecen mejor control de las condiciones experimentales
(Fondevila y Barrios 2001 y Lépez et al. 2007). La técnica de producciéon de gas ha
cobrado gran auge, ya que permite seguir facilmente la evolucion de la fermentacion
ruminal y se utiliza mucho para predecir el valor nutritivo de los alimentos, asi como para
determinar el efecto de sustancias utilizadas como aditivos (Colombatto et al. 2007 y
Giraldo et al. 2008).



La busqueda de alternativas de alimentos economicamente viables para los animales, que
mejoren su productividad y que no compitan con la alimentacion humana; ademés de
constituir fuentes naturales y seguras para la salud humana y la de los propios animales,
constituyen algunas de las primicias que dirigen el trabajo de los nutridlogos (Calsamiglia

et al. 2005).



HIPOTESIS:

La adicion de pasta de coco en las dietas para ovinos tiene efectos positivos sobre las

variables de fermentacion in vitro.

OBJETIVOS:
General

e Determinar el efecto la adicidn de pasta de coco en dietas para ovinos en la
produccion de gas in vitro.

Especificos

e Determinar los niveles de produccidn de gas in vitro a diferentes niveles de

inclusion de la pasta de coco.

e Determinar la degradabilidad de cada una de las dietas.

e Obtener el porcentaje de inclusion conveniente.



REVISION DE LITERATURA
La ganaderia y el impacto ambiental

El incremento en la produccion ganadera, el uso y extraccion de combustibles fosiles, asi
como la produccién de arroz, son las principales fuentes de CH4 antropogénico. Para
mitigar el impacto ambiental generado por las explotaciones ganaderas se han realizado
estudios sobre el impacto de la alimentacion del ganado y el uso de diversos compuestos

naturales, con el objeto de que disminuya la produccion de CH4 (Cuartas et al., 2013).

El protocolo de Kyoto (1998), indica que entre los GEI mas potentes se encuentran el
CO2, el N20, los hidrofluorocarbonados(HFC), los perfluorocarbonados (PFC), el
hexafluoruro de azufre(SF6) y el CH4.

Principales gases de efecto invernadero

El Co2 es el gas que mas aporta al calentamiento global ya que sus emisiones y

concentraciones son mas altas a comparacion de los otros gases (Montzk et al., 2011).

El CH4 es el segundo gas de efecto invernadero mas importante. Después de ser emitido
permanece en las atmosfera aproximadamente de 9 a 15 afios. De esta manera las
concentraciones atmosféricas de CH4 se han incrementado en un aproximado de 150%
desde la era preindustrial (Steinfield et al., 2009).

Se calculan en 320 millones de toneladas de CH4/afio la cantidad global de CH4
antropogénico, esto es equivalente a 240 millones de toneladas de CO2/afio (Aardenne et
al., 2001).



El papel del ganado en la emision de gases de efecto invernadero.

La produccion anual de CH4 se encuentra entre 60 y 180 kg/vaca lechera. La liberacién
de CH4 via eructo en el ganado comienza aproximadamente a las cuatro semanas de edad,
cuando el alimento solido comienza a ser retenido en el reticulo-rumen, incrementando la
fermentacion de gases conforme se va dando el desarrollo del animal (Carmona et al.,
2005).

Estrategias para reducir las emisiones de metano por la ganaderia.

La manipulacion de la dieta del ganado se considera una posible alternativa para mitigar
la produccién de CH4 y a su vez, disminuir las perdidas energéticas del animal en este
proceso, puesto que entre mejor calidad tenga el alimento, menor sera el tiempo que pase
en el rumen, asi el proceso digestivo no gastara mayores cantidades de energia y |
produccion de CH4 serda menor (Aluwong et al., 2011).un subnutricién contribuye al

incremento en cuanto a la produccion de gases (Carmona et al ., 2005).

Produccion de gas metano

Johnson y Johnson sefalan que, el metano colabora en los efectos climéticos
directamente, a través de su interaccion con la energia infrarroja e indirectamente a través

de las reacciones de oxidacion atmosféricas que producen CO2.

La agricultura y la ganaderia son grandes contribuyentes en cuanto a las emisiones
antropogénicas de metano, didéxido de carbono y Oxido nitroso a la atmosfera. En |
actualidad las concentraciones de gas metano son menores en comparacion con las de Co2,

sin embargo el metano se esta incrementando rapidamente y ademas posee un efecto 21-30



veces mas contaminante con respecto al Co2. Las tasas de acumulacion de metano y

dioxido de carbono en las atmosfera han
Produccién de metano a nivel mundial

Steinfeld et al. (2009) calcularon las principales fuentes de emision a lo largo de la

cadena de suministro pecuario de la siguiente manera:

* El uso y el cambio del uso de la tierra: 2,5 Gt CO2-eg/afio, incluyendo los bosques y otra
vegetacion natural reemplazada por pastizales y cultivos de piensos en el Neotrdpico (CO2)
y el carbono (C) liberado del suelo, asi como los pastizales y tierras cultivables dedicadas a

la produccion de piensos (CO2).

* La produccion de piensos (excepto el C liberado del suelo): 0,4 Gt CO2-eg/afio,
incluyendo el combustible fosil usado en la elaboracion de fertilizantes quimicos destinados
a los cultivos para la produccion de piensos (CO2) y a la aplicacion de fertilizantes
quimicos en los cultivos para piensos, Y a los cultivos de leguminosas para piensos (N20).

* La produccion animal 1,9 Gt CO2-eg/afio, incluyendo la fermentacion entérica de los

rumiantes (CH4) y el uso de combustibles fdsiles en las granjas (CO2).

* La gestion del estiércol: 2,2 Gt CO2-eq/afio, principalmente a través del almacenamiento,

de la aplicacion y la deposicion del estiércol (CH4, N20).

* Procesamiento y transporte internacional: 0,03 Gt CO2-eq/afio.



El Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC, 2007)
estimo las emisiones antropogenicas de los GEI totales provenientes de la agricultura entre
el 5,1 yel 6,1 Gt CO2 eg/afio en el 2005 (o del 10 al 12 por ciento del total) y por encima
del 30 por ciento cuando se incluian el uso y el cambio del uso de la tierra (Smith et al.,
2007a).

Con base en un informe de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de
Ameérica (EPA, 2006), es posible calcular la contribucion directa del ganado a las emisiones
globales diferentes del CO2, es decir, de CH4 y de N20.

Segln este informe, las emisiones globales de CH4 entérico fueron calculadas y
proyectadas en 2 079 y 2 344 Mt CO2-eq/afio para los afios 2010 y 2020, respectivamente;

y las emisiones de CH4 del almacenamiento del estiércol en 470 y 523 Mt CO2-eg/afio.

Los principales procesos que contribuyen a las emisiones directas de los GEI, diferentes
al CO2, provenientes del ganado son: la fermentacion entérica y la descomposicién del
estiércol. Estos procesos constituyen la fuente principal de CH4 y de N20 en cualquier

sistema de produccion animal.

El analisis del ciclo de vida de varios sistemas de produccion pecuaria han mostrado que
las emisiones producidas en las granjas constituyen la mayor contribucion a la huella del C
en las cadenas de suministro de carne y de leche (Roy et al., 2009; Beauchemin et al.,
2010; Peters et al., 2010; FAO, 2010; Kristensen et al., 2011; Thoma et al., 2013.
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Figura 1. Emisiones totales del sector pecuario a nivel mundial.

Produccién de metano en México

Las emisiones de metano en Meéxico tienen una importante contribucion al
calentamiento global, por lo que reducirlas debe ser parte esencial de las metas del pais para
combatir el cambio climatico. Sin embargo en México la informacion sobre la produccion
de metano, por los rumiantes es escasa asi como la investigacion al respecto (Bonilla y
Lemus, 2012), datos reportados por INEGEI, 2013, sefialan que en 2010, las emisiones de
CH, en México fueron 7, 938.9 Gg de CH, lo que representa un incremento de 59.8% con
respecto a 1990, donde las principales fuentes de emision corresponden a las categorias de
Desechos, Energia y Agricultura.

Las principales causas de la variacion en las emisiones a lo largo del periodo de analisis se
atribuyen a la dinamica del nimero de cabezas; el ganado vacuno de carne disminuye
5.57% mientras que las aves aumentan 162.52%. Asi mismo se aprecia una reduccion en
las cabezas de equinos (63.99%), mulas y asnos (78.04%) y cabras (13.85%) y por otro
lado un incremento de ganado lechero (59.71%), ovinos (38.65%) y porcinos (1.53%)
(INEGEI, 2013).En este periodo las emisiones promedio del subsector agricola (cultivo de
arroz, manejo de suelos agricolas, quema de sabanas, quema en campo de residuos

agricolas) son de 50.6% vy las del subsector pecuario del 49.4% (fermentacion entérica y



manejo de estiércol), con relacion a los gases las emisiones de metano ocupan en promedio

43% y las de dioxido nitroso el restante 57%.

Subproductos agroindustriales.

Los subproductos o residuos son partes que quedan de un todo, de un cuerpo luego que
han sufrido u proceso de transformacion natural o artificial que puede modificar o no sus
caracteristicas fisicas quimicas y estructurales iniciales. La heterogeneidad del producto
final y la continua renovacién tecnoldgica que se incorpora a los procesos de obtencion de
la mayoria de los subproductos hace que dentro de una misma denominacion se incluyan
materias que pueden diferir en sus caracteristicas fisico quimicas. Sztem y Pravia (2001).
Sefialan que en términos estrictamente fisicos, los residuos o subproductos son

consecuencia de la transformacién de la materia y la energia.

El criterio aplicable para la clasificacion se consideran entre dos parametros: origen o
actividad emisora, toxicidad y peligrosidad, tamafio, naturaleza quimica de los materiales
emisores, parametros fisicos quimicos en general (Sztem y pravia, 2001; Solano et al.,
2011).

Uso de la pasta de coco en ganaderia.

El coco comdn (cocus nucifera) es propio de clima tropical y subtropical del océano
pacifico, sin embargo su cultivo se ha extendido también por Centroamérica, el Caribe y el
Africa tropical, pertenece a la familia de las palmaceas (El coco, 2003). Del residuo de la
extraccion del aceite de la pulpa seca del coco, se obtiene la harina, la cual contiene un
promedio de 21.3% de proteinas. En algunas ocasiones, el suministro de pasta de coco
procedente de la extraccion del aceite por el método antiguo, en cuyo caso tiene un alto
contenido de grasa, determinando un aumento muy ligero en el porcentaje de grasa de la
leche (Flores, 1987). 1 kg de copra puede tener un valor energético equivalente a 2.5 kg de
maiz y sorgo. La copra se hace atractiva para la alimentacion de bovinos debido a su alto

valor energetico, 4.7 Mcal. De energia por kg de materia seca.(Vazquez, 1998)



Desde hace varias décadas se ha estudiado el uso de distintos tipos de ingredientes
proteinicos en especies de peces comerciales como la trucha (Oncorhynchus mykiss
Walbaum), la cobia (Rachycentron canadum L.) y la tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus L.), entre otras formas, utilizando ingredientes no convencionales como los
desechos acuicolas y de animales terrestres o0 subproductos de pesquerias Yy
agroindustriales, como las pastas de cereales a las que se ha extraido el aceite con fines
comerciales (Serrano y Borquez, 2004; Chou et al., 2004; Tacon y Metian, 2008).

En el pais, este subproducto se emplea exclusivamente para la alimentacion de animales

terrestres, principalmente ganado. (Moonrthy y Viswanathan, 2006).

METANOGENESIS

Es el resultado de la fermentacion de los carbohidratos en el rumen (McAllister et al.
1996), proceso ineficiente que produce pérdidas de 2-12% de la energia bruta que
consumen los rumiantes (Bryant 1979). Ademas de las consecuncias para el animal,
ocasiona dafios al ambiente (Zinder 1992, Jhonson y Jhonson 1995, Johnson et al. 2000 y
Solvia et al. 2004).

Se estima que los microorganismos del rumen producen de 300-600 L de metano por
animal por afio en ganado adulto. Esto representa, aproximadamente, 80 000 000 t al afio.
Este gas es uno de los que mas contribuyen al efecto invernadero y es responsable de este
fendmeno en un 18 — 21% (Moss 1992 y Moss et al. 2000). Por estas razones, reducir su

produccion proporciona beneficios econémicos y medio ambientales (Teferedegne 2000).

Para reducir la produccion de metano en el rumen se han utilizado diversos meanismos
(Demeyer y Fievez 2000, Anderson et al. 2003, Carmona et al. 2005 y beauchemin et al.
2008). Una de las més utilizadas es la adicion de quimicos, entre los que se encuentran
analogos halogenados de metano, antibidticos ionoforos, acido grasos insaturados, acido
fumarico y otros compuestos que tienen efectos directos o indirectos en la metanogenesis

ruminal. Todas estas sustancias disminuyen significativamente la produccion de metano.

10



Entre el uso de aceites, los que mas se emplea son los de linaza, coco, canola, rabano,
girasol y aceites de pescado, basados en acido n- 3- eicosapentanoico (EPA) y acido n-3-
decosahexanoico (DHA) (Demeyer y van Nevel 1979, Gil 2004, Soliva et al. 2004,
Beauchemin y McGinn 2006 y Beauchemin et al. 2008).

El aceite de coco se ha informado como un producto capaz de inhibir la metalogénesis,
debido a su contenido elevado de acidos grasos de cadena larga. Su contenido en acidos
grasos de cadena larga. Su contenido en &cidos grasos saturados es aproximadamente de
90%. Su composicion media en acidos grasos es: miristico (17 %), palmitico (9 %),
estearico (2.5 %), oleico (7 %), linoleico (1.8 %) (Blas et al. 2003).

Aplicaciones de la técnica de produccion de gas

La técnica de medicién de la produccion de gas ha sido propuesta para evaluar el ranking
del valor nutritivo en los planes de mejoramiento genético y la comprension de las
interacciones genotipo- ambiente de especies empleadas en los sistemas de produccion

animal.

Chamberlain (1994), utiliza la técnica de produccion de gas como un indicador de la
actividad microbiana, debido a que ésta es posible gracias a la energia disponible en rumen
contenida en los alimentos. En este sentido la informacion que se puede obtener a partir de
los datos de produccion de gas resulta de gran utilidad dado el potencial de conocimiento

del ecosistema ruminal.

Una aproximacion alternativa y poco explorada, constituye el empleo de sistemas de
produccion de gas in vitro como indicadores del status interno del rumen, reflejando por
ejemplo cambios en el nivel de llenado y potencial fermentativo producto de diferentes
estrategias de alimentacion (Chilibroste et al., 1999), lo que podrian ser empleados para
describir cambios en la capacidad digestiva in vivo o clarificar limitaciones digestivas de un

sustrato.

Los alimentos de baja tasa de produccion de gas presentan mayores valores de

digestibilidad in vivo que los que sugieren los datos de produccion de gas (Menke et al.,
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1979). Chilibroste et al. (1997), encontrd estrechas correlaciones entre el tamafio de los
pooles identificados mediante los datos de produccion de gas y las fracciones
nutricionalmente importantes determinadas mediante la técnica de la bolsa de nylon
(fraccion indegradable y soluble). Blimmel y @rskov (1993) no encontraron buena
correlacion entre la tasa de produccion de gas y de pérdida de materia seca obtenida por la
técnica de la bolsa de nylon, no obstante se encontrd alta correlacion entre el total de
produccion de gas y consumo de materia seca, materia seca digestible y tasa de crecimiento

de ovinos.

Schofield et al, (1994) proponen el modelo no lineal logistico con mdltiples fases
asumiendo que la tasa de produccion de gas de un pool es proporcional a la masa
microbiana y al nivel de sustrato disponible, y da un valor cuantitativo satisfactorio de las

fracciones que tienen un comportamiento diferencial.

Vi=V p/{1 + exp(2+4Sp(Lp - ti))} n

Donde: Vi= volumen de gas al tiempo ti, V= méaximo volumen de gas del pool
correspondiente, S= tasa constante, llamada tasa especifica de produccion de gas, L= es una

constante de integracion equivalente al término Lag. p= es utilizado
para identificar los diferentes pools. n = nimero de pools.

Bruni (1997), Bianco (1997), Pichard et al. (1997) y Bruni y Pichard (1998), utilizaron este
modelo, para describir la produccion de gas de diferentes tratamientos de pared celular

aislada de diferentes especies como sustrato estandar.
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El efecto de los lipidos sobre la digestibilidad ruminal depende de la
composicion de la grasa y de la forma en que se libera en el rumen (DOHME et al.,
2001). Las dietas de alto contenido en grasa pueden reducir la metanogénesis al inhibir
protozoos y Archaea, y por la biohidrogenacion de acidos grasos insaturados, que actian
como receptores del hidrogeno (JOHNSON, JOHNSON, 1995).

Soliva et al. (2011) demostraron que el aceite de ajo es eficiente en la mitigacion
del metano sin perjudicar notablemente la fermentacion de nutrientes
microbianos. O'Brien et al. (2014) han demostrado que la efectividad de los &cidos
grasos en la mitigacion de la produccion de metano o la inhibicién de la fermentacion

ruminal in vitro es tanto dietética como dosis-dependiente.

TECNICAS IN VITRO

Los parametros de la cinética de fermentacion describen la digestion y caracterizan
propiedades intrinsecas del alimento, que limitan su disponibilidad para el rumiante,
determinan la proporcién de los nutrientes consumidos que pueden ser absorbidos y
utilizados por el animal y dependen de un activo crecimiento y desarrollo de la poblacion
microbiana del rumen. La degradacion de un alimento resulta de fuerzas competitivas que
actian simultaneamente, tasa de pasaje y tasa de degradacion (Ellis, 1978; Van Soest, 1994;
Mertens, 1993).

La medicidn de las tasas de digestion resulta cada vez méas importante, debido al avance
ocurrido en los nuevos sistemas de alimentacion, (Fox et al., 1992; Russel et al. 1992;
Sniffen et al. 1992; NRC,1996) en los que la disponibilidad de nutrientes a nivel ruminal,
es calculada en base a la competencia entre tasa de digestion (Kd) y tasa de pasaje (Kp). El
sistema de Cornell divide los carbohidratos en cuatro fracciones o pools (A, B1,B2yC)y
utiliza el tamafio y las tasas de digestion de esas fracciones con el objetivo de predecir la
disponibilidad de nutrientes a nivel ruminal. La mayoria de los procedimientos in vitro
desarrollados hasta el momento miden la desaparicion de sustrato en un punto final de

medida. Con el objetivo de obtener sistemas reproducibles y repetibles, se han propuesto
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sistemas estaticos y estandarizados. Para el estudio de la digestion ruminal, la mayoria de

los sistemas utilizan inéculo microbiano.

Las técnicas in vitro o in situ empleadas en estudios de cinética de digestion, basadas en
analisis de residuos no digeridos o fermentados, a diferentes tiempos de incubacion,
presentan una serie de desventajas, entre las que se puede mencionar, alto costo, no es
posible determinar el rol de los componentes solubles del forraje y es muy dificil el estudio

de las fases tempranas de fermentacion (Pell y Schofield, 1993).

La degradacion de un alimento resulta de fuerzas competitivas que actuian
simultaneamente, tasa de pasaje y tasa de degradacion (Ellis, 1978; Van Soest, 1994;
Mertens, 1993).

La medicion de las tasas de digestion resulta cada vez mas importante, debido al avance
ocurrido en los nuevos sistemas de alimentacion, (Fox et al., 1992; Russel et al. 1992;
Sniffen et al. 1992; NRC,1996) en los que la disponibilidad de nutrientes a nivel ruminal,
es calculada en base a la competencia entre tasa de digestion (Kd) y tasa de pasaje (Kp). El
sistema de Cornell divide los carbohidratos en cuatro fracciones o pools (A, B1,B2y C) y
utiliza el tamafio y las tasas de digestion de esas fracciones con el objetivo de predecir la

disponibilidad de nutrientes a nivel ruminal.

La mayoria de los procedimientos in vitro desarrollados hasta el momento miden la
desaparicion de sustrato en un punto final de medida. Con el objetivo de obtener sistemas
reproducibles y repetibles, se han propuesto sistemas estaticos y estandarizados. Para el

estudio de la digestion ruminal, la mayoria de los sistemas utilizan in6culo microbiano.
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MATERIAL Y METODOS

Sitio Experimental

El experimento se llevd a cabo en el laboratorio de Bromatologia y en las
instalaciones de la Posta Zootécnica de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi.

El experimento se dividio en: determinacion de la producciéon de gas in vitro y
determinacion de la digestibilidad in vitro de cuatro dietas experimentales con pasta de
coco para determinar los pardmetros de la cinética de fermentacion y estimacion de la

produccion de gases menores (CHy, N2, Hz y otros).

Sustratos

Se utilizaron las dietas experimentales como sustratos para las incubaciones in vitro
(Cuadro 2) formuladas de manera isoproteica e isoenergetica. Por otro lado se tomd una
muestra de 100 gramos de cada dieta para su posterior analisis bromatoldgico, las muestras
se secaron a 65°C por 24 horas una vez secas las muestras se moli6 a tamiz con malla de 1

mm de didmetro.

Figura 2. Montaje de muestras
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Animales

Se utilizaron ocho ovinos Ramboullet como donadores de liquido ruminal con una
edad promedio de 6 meses, los cuales se alojaron en corrales de 1.5 x 1 m, dispuestos con
comedero y bebedero. Los cuales fueron divididos en cuatro tratamientos de acuerdo a cada
dieta experimental. Previo al inicio del experimento fueron sometidos a un periodo de

adaptacion de 10 dias.

Liguido ruminal

Se extrajeron 100 ml del contenido ruminal en ayuno de cada animal donante. La
recoleccion del liquido ruminal se llevo a cabo mediante el uso de una sonda ruminal,
conectada a una bomba de vacio y un matraz Erlenmeyer de 1000 ml de capacidad.
Posterior a la recoleccion del liquido ruminal este se transportd en recipientes de plastico
estériles con capacidad de 150 ml dentro de un termo a 39°C hasta el laboratorio, donde
se filtr6 mediante cuatro capas de gasa y se mezcl6 con una solucion mineral reducida en

proporcién de 1:9 v/v.

Figura 3. Obtencidn de liquido ruminal en ovinos
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Cuadro 1. Dietas experimentales ensayo in vitro.

Tratamientos

Ingredientes g/kg Control PCc 5% PCc 10% PCc 15%
H. de alfalfa 280 198.3 146.7 145.2
Rastrojo de maiz 150 150 150 150
Maiz entero 270 250 250 210
Sorgo molido 150 130 130 130
Pasta de soya 50 86 88.3 79.8
Pasta de coco 0 50 100 150
Melaza 75 75 75 75
Urea 10 10 10 10
Minerales' 50 50 50 50

Solucién mineral

La solucion mineral utilizada es una adaptacion de la tecnica descrita por Tilley y
Terry (1963), que consiste en:

Solucién A: KH2PO4 10.0 g/l, MgSO4 0.5 g/l, NaCl 0.5 g/l, CaCl2 0.1 g/,
CO(NH2)2 0.5 gll.

Solucién B: Na2CO3 15.0 g/l, Na2S04 1.0 g/I.

o

ESPECTROFOTOMETO

1000#.¢

Figura 4. Solucién mineral Ay B.
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TECNICA DE PRODUCCION DE GAS (TPG) A 72 HORAS.

Se uso la técnica de produccion de gas (Theodorou et al., 1994) para evaluar la
fermentacion in vitro. Se utilizaron frascos de vidrio de 120 ml color ambar, a los cuales se
les agrego 0.5 g de sustrato (dietas experimentales) y se les adicionaron 90 ml de inoculo,
asi como un flujo constante de CO,, posteriormente se utilizaron tapones de hule y se
sellaron con arillos de aluminio para ser colocados en incubacion a bafio maria a 39°C, se
cubridé para mantener los frascos protegidos de la luz directa. La presion de gas generada
por la fermentacion del sustrato se midié con un nanémetro manual (escalade 0 a1 kg cm™
2) provisto de una llave trifasica y aguja hipodérmica, igualando a cero la presién interior en
cada lectura. Las lecturas se realizaron a 0, 30 min, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72 y 96 hr
horas de fermentacion.

Para cada tratamiento se incluyeron dos frascos como blancos sin sustrato y con
inoculo ruminal en bolsas ankom (@ poro 47 um) se secaron a 60°C por 24 h; las muestras
se pesaron para calcular la materia seca (MS) residual y calcular la digestibilidad in vitro de
la materia seca (DIVMS).

Figura 5. Medicion de presiones
producidas.

18



Modelo
Las unidades de presion (kg/cm2) se trasformé en volumen y la produccién de gas

acumulado se ajustara con el modelo propuesto por Menke y Steingass (1988):
Vo=Vm/(L+exp @4"D)

Donde: Vo= Volumen acumulado ml/g MS, Vm=Volumen maximo de gas (ml/g-1), s=tasa

de produccion de gas (h-1,L=fase lag (h).

Andlisis de la racion
Las dietas fueron analizadas mediante la técnica descrita por AOAC, (1965) para

materia seca (MS), proteina cruda (PC) y extracto etéreo (EE).

Estimacion de CO, y CH,4

En el Gltimo periodo de muestreo se tomd una muestra del liquido ruminal para otra
serie incubaciones in vitro, usando el mismo procedimiento de la técnica produccion de
gas, se medira el gas producido por la fermentacion del sustrato a las 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72
horas de incubacion. Los valores de presiéon espacial en el frasco se transformaron en
volimenes de gas mediante la ecuacion de regresion lineal descrita por Elmasry et al.
(2016):

V= (P+0.0186) (0.0237)™

Donde: P= presion en el momento (kg/c3)

La cuantificacién de CO2 se realiz6 mediante una cdmara dindmica usando Infrared
gas analyzer (IRGA, LICOR®). IRGA o Infra-red Gas Analyzer es un haz de luz infrarroja

que incide sobre una muestra de aire dentro de un recinto o “IRGA bench”. Como el
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diéxido de carbono tiene una banda de absorcion muy fuerte a en el infrarrojo, los IRGA’s
emiten de forma importante a ese espectro de onda. Dependiendo de dicha absorcion, la
radiacion que llega a un sensor decrece y se puede conocer que cantidad de moléculas de
CO2 existe en la muestra de gas.

La proporcion de volumen de metano y CO2, se calculé mediante la diferencia entre
la concentracion de CO2 y CH4 (con gases menores) .

Se calculd la energia metabolizable (EM, MJ/kg MS) de acuerdo a la ecuacion

establecida por Menke y Steingass (1988):

EM=2.20+0.1357PG24+0.0057CP+0:0002859EE2

Donde: PG gas producido después de 24 horas de incubacion; PC: proteina cruda de la
dieta; EE: Extracto etéreo de la dieta.

Se calcularon los acidos grasos de cadena corta (AGCC) en relacion a la PG a las
24h siguiendo la ecuacion de Getachew et al. (2002):

mmolAGCC= -0.00425+0.0222 (PG24).

Figura 6. IRGA LYCOR, gas analyzer.
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Anadlisis estadistico

El disefio experimental en todos los ensayos fue completamente al azar. Para la
determinacion de la fermentacion y digestibilidad in vitro de cuatro dietas el modelo
estadistico incorporo un analisis de comparacion de media repetidas en el tiempo. Se
analizaron mediante una prueba de polinomios ortogonales con una significancia de (P
>0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la digestibilidad in vitro de la materia seca se muestran en el
Cuadro 2. Hubo efectos cuadraticos (P <0.05) para la digestibilidad in vitro de materia seca
(IVDMD). La pasta de coco disminuye la DIVMS en su maximo nivel. Lima et al. (2017)
observaron que la digestibilidad in vitro de la materia organica oscilo entre 35.91 y 61,18%
en dietas de 0 y hasta 30% de pasta de coco, la maxima degradabilidad de la materia seca
fue para el grupo control, coincidiendo con los valores encontrados en esta investigacion.
El efecto del contenido de grasa en la pasta de coco afecta la digestibilidad debido a que
forma una barrera entre las bacterias y los microorganismos ruminales (DOHME et al.,
2001). En el cuadro 3 se observan los resultados de la produccion de gas in vitro. El
volumen de produccién de gas (Vm) no presenta efecto por la adicion de pasta de coco (P
<0.05). La tasa de produccién de gas (s) se incrementa de forma lineal (P <0.05) conforme
se incrementa la cantidad de pasta de coco en las dietas. La fase Lag (L) no muestra
diferencia (P <0.05) entre tratamientos. El tratamiento con 10% tuvo la méxima produccion
de gas 188.7 mL g ™ superior a cualquier otro tratamiento. Pero el tratamiento con 15%
muestra la minima produccion de gas 153.2 mL g * con lo que se confirma el potencial que
tiene el aceite de coco para inhibir la fermentacion ruminal (Lima et al., 2017). Hollmann y
Beede (2014) mencionan que las dietas con 2.5% aceite de coco disminuyé la produccion
de leche correlacionandolo con una disminucién en la digestibilidad de la materia seca y de
la fibra detergente neutro. La Figura 1 muestra la tasa fraccionaria de gas de las dietas
experimentales. Las tasas mas altas, independientemente de la dieta, se obtuvieron en la

dieta con mayor cantidad de pasta de coco.

El uso de pasta de coco en dietas para borregos presenta un efecto cuadratico (P
<0.05), teniendo un valor maximo de produccion (34.03%) en la dieta con 10% de pasta de
coco. Aunque no se observa diferencias (P <0.05) para los valores de acidos grasos de
cadena corta (AGCC) y energia metabolizable (EM), se observa un incremento numérico

en la energia metabolizable para la dieta con 10% de pasta de coco.

El alto contenido de grasa las dietas pueden reducir la metanogénesis inhibiendo la
actividad de los protozooarios, asi como de las archaeas, ademas inhibe la biohidrogenacion
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de acidos grasos insaturados que actuan como receptores de hidrégeno (JOHNSON, 1995).
Soliva et al. (2011) demostr6 que el aceite de ajo es mas eficaz mitigando la produccion de
metano sin disminuir la eficiencia en la utilizacion de nutrientes. O' Brien et al. (2014)
demostraron que el uso de &cidos grasos saturados puede ser una estrategia eficiente para
mitigar la produccion de metano a partir de la inhibicion de la fermentacion ruminal in

vitro, teniendo en cuenta la correlacion de dieta-dosis.

Cuadro 2. Efecto del nivel de pasta de coco la sobre la digestibilidad in vitro
(DIVMYS) de dietas para borregos.

Horas

Tratamiento 0 6 12 24 48 72
Testigo 33453 44178 53496 61247  63.774  64.918
>¥Pasta 2915 40833 50055 56163 56281 6357
de coco

L0%Pasta 4y 639 36393 40732 46953  56.125 65218
de coco

1%Pasta  y8354 3863  45.884 48378 57300  61.287
de coco

EEM 6.935 1.024 2.903 4.831 2.647 5.832
Medias con diferente literal son estadisticamente diferentes (P<0.05). o, efecto lineal P

>0.05; ¥ efecto cuadratico (P >0.05
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Cuadro 3. Efecto del nivel de pasta de coco sobre la produccion de gas in vitro,
digestibilidad, produccion de metano, dioxido de carbono, energia metabolizable

y produccion de &cidos grasos de cadena corta.

5% Pasta de 10% Pastade  15% Pasta de

Testigo coco coco coco SEM
Variable
-1

vVm, mLg 173.8 179.05 188.7 153.02 451

-1
s,mLg",a 0.029 0.029 0.031 0.3 0.01
L, h 5.27 4.94 5.17 5.68 0.25
DIVMS,% 64.918 63.57 65.218 61.287 5.832
CO, %, ¥ 68.79 66.84 65.96 72.98 1.78
CHa %, ¥ 31.2 33.15 34.03 27.01 1.29
EM, MJKg 1549 15.99 17.32 14.20
MS, a
'ﬁicc’ mmol 16 2.24 2.46 1.95 0.01

Vm: volumen méaximo de gas; L:fase lag; s:tasa de produccion de gas; DIVMS:
digestibilidad in vitro de la materia seca. Medias con diferente literal son estadisticamente
diferentes (P<0.05). a, efecto lineal P >0.05; ¥ efecto cuadratico (P >0.05).
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15% Pasta de coco 15% Pasta de coco
10% Pasta de coco 10% Pasta de coco
5% Pasta de coco 5% Pasta de coco
Testigo Testigo
200 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
s,mLg-1
15% Pasta de coco 15% Pasta de coco
10%Pasta de coco 10% Pasta de coco
5% Pasta de coco
5% Pasta de coco
Testigo [1ifimniEn i ]
l ] l ] Testigo
T 1 T t

44 46 48 5 5.2 5.4 5.6 5.8

DIVMS, %

Figura 2. El efecto del tiempo sobre las variables cinéticas y la DIVMS. a) Volumen
maximo de gas (Vm); B) tasa de produccion de gas (s); C) fase lag (L); d) digestibilidad
in vitro de materia seca (DIVMS).
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CONCLUSIONES

Los resultados indican que la implementacion de la pasta de coco en la dieta de ovinos tiene
benéfico en cuanto a los niveles de inclusion ya que a mayor porcentaje de inclusion
obtuvimos una menor tasa de degradabilidad, aunado a una elevada produccion de gas, asi
como el tiempo de degradacion a nivel ruminal, pudiendo ser evaluada en cuanto a

funcionalidad en trabajo de campo.
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