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DIGESTIBILIDAD in vitro DE DIETAS ENERGETICAS PARA OVINOS CON
INCLUSION DE SEMILLA DE GIRASOL

Herrera Pérez Jer6nimo M. C.

Resumen general

Cinco dietas integrales isoenergéticas e isoprotéicas fueron evaluadas con el objetivo de medir la
produccion de gas in vitro y asociarla con la digestibilidad de la materia seca en dietas para
corderos elaboradas con 0, 3, 6, 9 y 12 % de inclusion de semilla de girasol. Se midié la
produccién de gas in vitro (PGSIV) (volumen méaximo de gas (Vmax; mL g™*) para materia seca
(MS), materia organica (MO) y materia seca degradada (MSD), la digestibilidad in vitro de la
MS (DIVMS), y produccion de acidos grasos volatiles (AGV) a las 6, 12, 24, 48 y 72 h de
incubacion. El disefio experimental fue completamente al azar con blogues generalizados
utilizando el procedimiento MIXED del SAS. Se realizaron polinomios ortogonales para probar
el efecto lineal y cuadratico por el incremento gradual de semilla de girasol. La comparacién de
medias se efectud con la prueba de Tukey. Los valores de DIVMS a las 6, 12, 24 y 48 h no
cambiaron (P>0.05) por la inclusion de semilla de girasol en la dieta. Sin embargo, a las 72 h de
incubacidn se presentd una disminucién lineal (P=0.03) en la DIVMS. El incremento gradual de
semilla de girasol no afecté (P>0.05) la produccién de gas in vitro por gramo de MS, MO y
MSD incubada. Respecto a la produccion de acidos grasos volatiles in vitro, de acuerdo con la
MSD, se observd que el acido acético disminuyd linealmente (P<0.05) por el incremento gradual
de semilla de girasol. Ademas, con la inclusion de 12 % de semilla de girasol, se presenté una
disminucion cuadratica (P<0.05) en la produccion de acido acético. El acido propidnico
disminuyd linealmente (P=0.09) por el incremento gradual de semilla de girasol. La produccion
total de acidos grasos volatiles también disminuy6 linealmente (P=0.09) y la proporcion acético
propiodnico mostré una disminucion cuadratica (P<0.05) al incluir 12 % de semilla de girasol. La
semilla de girasol no incrementa la digestibilidad de la materia seca ni la produccion de gas in

vitro de una dieta con 80 % de concentrado en las concentraciones evaluadas.

Palabras clave: acidos grasos volatiles, produccién de gas, oleaginosas.



In vitro DIGESTIBILITY of ENERGY DIETS FOR SHEEP INCLUDING SUNFLOWER
SEEDS
Herrera Pérez Jer6nimo M. C.

General abstract

Five isoenergetic and isoproteic complete diets were evaluated in order to measure on in vitro
gas production and associate with dry matter digestibility in diets for lambs prepared with 0, 3, 6,
9 and 12 % inclusion of seed sunflower. Was measured in vitro gas production (IVPGS)
(maximum volume of gas (Vmax; mL g'l) for dry matter (DM), organic matter (OM) and dry
matter degraded (DDM), in vitro digestibility of DM (IVDMD), and production of volatile fatty
acids (VFA) at 6, 12, 24, 48 and 72 h of incubation. The experimental design was completely
randomized with generalized blocks using the MIXED procedure of SAS. Orthogonal
polynomials were performed to test the linear and quadratic effects of the gradual increase of
sunflower seed. Comparison of means was performed with the Tukey test. IVDMD values at 6,
12, 24 and 48 h did not change (P>0.05) by the inclusion of sunflower seed in the diet.
Nevertheless on 72 h of incubation showed a linear decrease (P=0.03) in IVDMD. The gradual
increase of sunflower seed did not affect (P>0.05) in vitro production of gas per gram of DM,
OM and incubated DMS. Respect to in vitro production of volatile fatty acids, in accordance
with the DMSD, was observed that the acetic acid linearly decreased (P<0.05) by the gradual
increase of sunflower seed. Furthermore, with the inclusion of 12 % of sunflower seed, showed a
quadratic decrease (P<0.05) in acetic acid production. The propionic acid linearly decreased
(P=0.09) for the gradual increase of sunflower seed. The total production of volatile fatty acids
also linearly decreased (P=0.09) and acetic propionic ratio showed a decrease quadratic (P<0.05)
to include 12 % of sunflower seed. The sunflower seed does not increases in vitro digestibility of

the dry matter or gas production of a diet with 80 % concentrate at the evaluated concentrations.

Keywords: volatile fatty acids, gas production, oilseeds.
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1. Introduccién

Las semillas de oleaginosas, representan una excelente fuente de nutrientes concentrados, como
es proteina y acidos grasos poliinsaturados (Bertand Matthéus et al., 2003). Ademas, las semillas
de oleaginosas mejoran la ganancia diaria de peso, en comparacion con suplementos de
nitrégeno no proteico (Dixon et al., 2003). Dado que dichas semillas son ricas en acidos grasos
poliinsaturados (Gibb et al., 2004; Zhang et al., 2006), han sido evaluadas en algunos trabajos en
dietas al destete de corderos y se ha observado un aumento en la concentracién de acidos grasos
de cadena larga en musculo y grasa en corderos engordados de manera intensiva, mejorandose
ademas el color de la grasa subcutanea (Berthelot et al., 2012). Por su parte, (Rizzi et al., 2002;
Gibb et al., 2004; Peng et al., 2010) mencionan que es posible tener productos carnicos de mejor
calidad en cuanto a la composicién de &cidos grasos benéficos a través de la suplementacién con
semillas oleaginosas, lo que proporcionaria opciones mas saludables para el consumo humano de
estos productos carnicos. La inclusion de grasas saturadas de origen animal en la dieta humana

puede aumentar el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Joyce et al., 2009).

La técnica de produccién de gas se diferencia de otras técnicas in vitro e in situ, no sélo por que
determina la extension, sino también la cinética de degradacion del alimento a través del
volumen de gas liberado directamente como un producto de la fermentacion, principalmente
cuando se produce mayor proporcién molar de acetato y butirato, e indirectamente desde la
neutralizacion del fluido ruminal (Posada, 2005). La técnica de produccion de gas in vitro
permite determinar la modificacion en la paja por los tratamientos quimicos y bioldgicos, asi
como los efectos de compuestos secundarios en la actividad microbiana ruminal, describir la
cinética de fermentacion, analizar efectos asociativos de diversos alimentos, examinar el efecto
de aditivos en la fermentacion ruminal e identificar la composicién de gases de la fermentacion
(Getachew et al., 2005; Posada y Noguera, 2005). Debido a esto, se tomd la determinacion de
llevar a cabo este estudio con el objetivo de determinar la produccion de gas in vitro y su
asociacion con la desaparicion de la materia seca en dietas integrales para corderos, elaboradas
con diferentes porcentajes de semilla de girasol, ya que existe poca informacion en nuestro pais
de estudios previos en los que se haya utilizado la semilla de girasol, como una fuente de
proteina y de &cidos grasos poliinsaturados.



2. Marco teérico

2.1. Uso de semillas como fuente de acidos grasos en la alimentacion de rumiantes

En la actualidad, el uso de semillas oleaginosas esta muy difundido en la bldsqueda de nuevas
alternativas, tanto para la industria como para la alimentacion de animales domésticos, ya que
para estos Ultimos proporcionan una excelente fuente de proteina concentrada, ademas de que
son ricas en acidos grasos poliinsaturados (Bertand Matthdus et al., 2003). Dixon et al., (2003)
mencionan que el uso de harinas de semillas oleaginosas como la linaza y el girasol, mejoran la
respuesta en la ganancia diaria de peso en comparacion con los suplementos que proporcionan
nitrégeno no proteinico. Otra ventaja es la reduccion al riesgo de problemas de acidosis y
toxicidad por urea, lo cual justifica de manera importante el costo de los concentrados de
proteina. Por otra parte, Dayani et al., (2011) utilizaron corderos en engorda alimentados con
semillas de algodon y determinaron que la inclusion de 20 % de esta semilla en la dieta
disminuia la ganancia diaria de peso y la conversion alimenticia, y no tenia ningun efecto sobre
la composicion ni el rendimiento de la canal, lo que indica que la semilla de algodon para
borregos en engorda no debe ser suplementada mas alla del 20 % del total de la materia seca en

la dieta.

Dentro de las semillas oleaginosas utilizadas en la alimentacion animal, esta la semilla de lino o
linaza, la cual ha sido utilizada en la alimentacion de vacas lecheras, obteniendo como resultados
una reduccion en la produccion de acidos grasos de cadena corta (C4 — C14) y de C16, sin
embargo, la produccion de C18 aumentd proporcionalmente en leche conforme se fue
incluyendo la semilla de lino en la dieta (Grummer, 1991). Las semillas oleaginosas incluidas en
la dieta de vacas productoras de leche puede cambiar la composicion de los &cidos grasos de la
leche, es decir, cambiar la proporcion de acidos grasos monoinsaturados por acidos grasos
poliinsaturados (Liu, 2007).

Berthelot et al. (2012) utilizaron hojuela de semilla de linaza en dietas al destete de corderos y
observaron un aumento en la concentracion de acidos grasos de cadena larga en musculo y grasa.
Ademas, se mejoro el color de la grasa subcutanea. Similarmente, Peng et al. (2010) estudiaron
el uso de semillas de oleaginosas y sugieren que la concentracion de acidos grasos saturados

podria reducir en grasa intramuscular suministrando harina de semillas oleaginosas como el
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cartamo. Asi mismo, encontraron que la grasa de la cola de ovejas alimentadas con dietas que
incluian semillas oleaginosas tiene una mayor proporcion de acidos grasos poliinsaturados y
mayor nivel de acido linoléico conjugado. Por lo tanto, mencionan que es posible tener productos
carnicos de mejor calidad en cuanto a la composicion de acidos grasos benéficos a través de la
suplementacién con semillas oleaginosas, lo que proporcionaria opciones mas saludables para el

consumo humano de estos productos.

Johnson (2002), realizo6 estudios en bovinos de leche donde incluyé en la dieta semillas de colza
y algodon, y obtuvo como resultado la reduccidon de emisiones de metano al ambiente. Sin
embargo, esta suplementacion en la dieta con semillas oleaginosas tiende a producir mas leche
por unidad de metano de energia perdida, por lo tanto, la utilizacion debe ser dada de acuerdo a
su aporte nutricional y costo, y no como estrategia para reducir las emisiones de metano al
ambiente. Beauchemin et al. (2009) utilizaron semillas de girasol, linaza y colza trituradas en la
dieta de vacas en produccion y mostraron que la adicion de semilla de colza triturada reduce la
emision de metano sin afectar la digestibilidad de la dieta y, por lo tanto, la produccion de leche.
Por el contrario, la inclusién de semilla de linaza y girasol tiene efectos negativos en la
digestibilidad y por consiguiente, la disminucién en la produccion de leche; concluyendo que los

efectos sobre la produccién de leche deben ser estudiados en un contexto mas amplio.

Zhang et al. (2007) concluyeron que los suplementos con semillas oleaginosas no tienen efectos
adversos sobre el consumo de materia seca ni la utilizacién de nutrientes. La digestibilidad total
de la mayoria de los acidos grasos de cadena larga se incrementa como resultado de la inclusién
de semillas oleaginosas en la dieta de ovejas productoras de leche, lo que se traduce en un
incremento de &cidos grasos de cadena larga en leche. Por otra parte, estos autores en estudios
previos (Zhang et al., 2006) utilizando semillas de girasol y linaza ricas en linoléico (C18:2) y
linolénico (C18:3) en la alimentacién de ovejas productoras de leche, indican que se puede
alterar el contenido de acidos grasos en la leche y en el queso debido al aumento de acidos grasos

poliinsaturados.

Las semillas de girasol son una fuente rica de energia, gracias a su alto contenido de aceite, el
cual es rico en acidos grasos poliinsaturados, principalmente acido linoléico. Los porcentajes de
inclusién de semilla de girasol en las dietas de finalizacién para ganado de engorda es variable,

sin embargo, Gibb et al. (2004) utilizaron hasta 14 % de la materia seca. Este nivel mejord los
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perfiles de acidos conjugados y las concentraciones de acido linoléico en los tejidos sin afectar
las caracteristicas organolépticas de la carne. Similarmente, Rizzi et al. (2002), utilizé semilla de
girasol en dietas para corderos en engorda bajo condiciones de estabulacion, encontrando el
mejor resultado con la dieta que contenia 10 % de semilla de girasol, ya que mejoro el
rendimiento de la canal, especialmente de la region lumbar; asi también, la carne se favorecid
con la acumulacién de acidos grasos de cadena larga, especialmente de 18:2. Santos-Silva et al.
(2003), en un grupo de corderos en pastoreo suplementados con concentrados que incluian
semilla de girasol rolada, encontraron un efecto favorable en la composicion de &cidos grasos de
la canal, ya que las proporciones de trans C18:1 (Elaidico) y acido ruménico fueron més altos,
concluyendo que la suplementacion de semillas de girasol en la dieta de corderos, las cuales son
ricas en acido linoléico, puede ser una forma efectiva de incrementar la productividad sin reducir
el contenido de Acido linoléico conjugado (CLA) en los tejidos, como ocurre con el uso de

concentrados convencionales.

Ivan et al. (2004) Utilizaron semilla de girasol en dietas para corderos en engorda, observando
que dependiendo de la dieta utilizada la semillas de girasol puede funcionar como un anti
protozoario, siendo esto benéfico para los rumiantes, debido a que una fauna reducida puede
contribuir a una eficiencia en la utilizacion de proteinas de la dieta y el consiguiente ahorro en
suplementos de proteina dietética. Otro estudio similar que realizo lvan et al. (2001), donde ellos
suplementaron aceite de semilla de girasol en corderos de engorda, observando incremento en la
concentracion de CLA en musculo y tejido subcutaneo, dada la combinacién del aceite y forrajes
deshidratados que se utilizaron en dichos corderos. Sin embargo, la concentracion de C18:2 fue
alta en tejido cardiaco, hepatico y renal, lo que significa que dietas con inclusién de aceite de
semilla de girasol incrementan el CLA y los &cidos grasos de cadena larga en la carne, lo cual es

deseable como una perspectiva para la salud humana.

Mir et al. (2002) alimentaron ganado de engorda con aceite de semilla de girasol en la dieta,
observando disminucion en el consumo de la materia seca pero no se observo efecto negativo en
la eficiencia alimenticia ni en las caracteristicas de la canal, sin embargo, tuvo un efecto positivo
sobre la aceptabilidad de la carne en anaquel en su venta al menudeo, de la misma manera, el
suplemento de aceite de semilla de girasol al 6 % de la materia seca de la dieta, se asocia con el

aumento de CLA y el nivel de grasa infiltrada en musculo. Las dietas que incluyen semilla de
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girasol, hasta un 15 % del total de la materia seca, ayudan a disminuir los problemas de acidosis
y abscesos hepaticos en dietas altas en granos para ganado de engorda (Beauchemin et al., 2007).
Otros efectos benéficos que se le han encontrado a la semilla de girasol son reportados por
Nagalakshmi et al. (2011), quienes mencionan que la incorporacion de semillas de girasol a
dietas de corderos, no tienen ningun efecto perjudicial en cuanto a parametros de rendimiento,
caracteristicas de la canal e inmunidad de los corderos en engorda. También tiene efectos mixtos
en el perfil de acidos grasos de la carne de vaca con respecto al contenido de &cidos grasos
bioactivos, tales como Isémeros de CLA, acido vaccénico (11t-18: 1), y 10t-18: 1. La
disminucion del contenido de grasa en las canales de los animales alimentados con la semilla de
girasol mejora el rendimiento magro de las canales (Mirs et al., 2008; Shah et al., 2005)
suplementaron semilla de girasol en ganado de engorda hasta un 15 % de la dieta de finalizacién
y no se afectd la percepcidén sensorial de la carne ni la productividad y el rendimiento.
Similarmente, Hopkins et al. (2001), alimentando corderos en engorda intensiva, bajo
condiciones de pastoreo mixto suplementados con grano de avena y harina de girasol

encontraron un pH idéneo de la carne, para su posterior empacado al vacio.

Hristov et al. (2005) incluyeron 5 % de aceite de semilla girasol en bovinos y no observaron
cambios en la fermentacién ruminal, el flujo de proteina microbiana al duodeno y la
digestibilidad aparente de nutrientes. Al parecer las diferencias entre el nivel de insaturacion del
aceite no es suficiente para afectar la composicién microbiana del rumen, la fermentacion o la

digestion de nutrientes.



2.2. Caracteristicas y produccion del girasol y su semilla

Los principales paises productores de girasol a nivel mundial durante el 2010 en orden de
importancia son: Ucrania, Federacion Rusia, Argentina, Francia Turquia, Bulgaria, China,
Rumania, Hungria y Estados Unidos de América. En conjunto, estos paises sumaron 86 % del
total de la produccién mundial de girasol pero destaca Ucrania, que aporta 23 % de la produccion

de esta oleaginosa en el mundo (Figura 1).

% PROD. MUNDIAL

25.0 1

20.0 A

15.0 A

10.0 -

5.0 -

0.0 T T T T T T T T T T T T

Figura 1 Porcentaje de produccion mundial de semilla de girasol

FUENTE: FAOSTAT (2012).

La produccién de oleaginosas en México es de 3,797 toneladas, el girasol ocupa el sexto lugar,
después de los cultivos de céartamo, soya, cacahuate, ajonjoli y canola (SIAP, 2010). La
produccion de girasol para semilla enfrenta problemas de competencia con la produccion de este
cultivo con fines ornamentales y para forraje, de tal manera que la cantidad que se siembra para
semilla tiene altibajos notables. La superficie cosechada ha mostrado variaciones en la cantidad
de hectéreas cosechadas por afio, que no muestran una tendencia clara, por la presencia de afios
atipicos de baja superficie. Por esta razon, la produccion de girasol mexicano no figura en el
comercio mundial de oleaginosas, aunque dentro del paquete de granos que se siembran para la

produccion de aceite, se sabe del déficit del 95 % que se tienen de este tipo de granos.



Los estados con mayor superficie cosechada de girasol del pais son Morelos, Nayarit, Baja
California Sur y Norte, Campeche y Coahuila, sin embargo, cabe mencionar que este cultivo ha
venido perdiendo fuerza, pues existen casos de estados como Tamaulipas y Sonora donde
tradicionalmente se cultivaba, en los que ya no se registraron datos de su cosecha en los ultimos
afios. El rendimiento promedio en estos estados ha sido de entre 1.5 y 2.5 t ha™. El precio
promedio rural vari6 desde los 2,500 pesos hasta los 8,000 pesos por tonelada en el afio 2007. En
los ultimos dos afios la superficie cosechada de girasol en el pais no ha rebasado las 200 ha, esto
en buena medida se debe a la falta de una estrategia de fomento a su produccion, (Infoagro,
2012).

El origen del girasol se remonta a 2,500 — 3,000 afios A.C. En el norte de México y Oeste de
Estados Unidos, debido a que fue cultivado por los grupos indigenas de Nuevo México y
Arizona (Lentz et al., 2008). El girasol fue uno de los primeros productos agricolas empleados en
la alimentacion por varias comunidades americanas antes de la conquista. La semilla de girasol
fue introducida en Espafia por los colonizadores, siendo su principal uso como ornamental y
después se extendid al resto del continente Europeo pero fue durante el siglo XIX en Rusia
donde se inici6 el cultivo y la produccion industrial de aceite en la alimentacién, (Bye et al.,
2009).

El girasol (Helianthus annuus L.) pertenece a la familia Asteraceae que es una planta vigorosa de
ciclo anual y existen varias subespecies o tipos, cultivadas como forrajes, para la ornamenta y
para la produccion de aceite. Siendo sus caracteristicas fisicas méas sobresalientes las siguientes:
es una planta de altura muy variable 0.7 a 6.0 m, su raiz es de tipo pivotante, con raices
secundarias de las que nacen las terciarias que se desarrollan de manera vertical y horizontal, y la
raiz principal sobrepasa la altura del tallo. El tallo es cilindrico de consistencia semilefiosa y
macizo, su diametro varia de 2 a 6 cm de didmetro, este es asurcado, velloso y rugoso en su
superficie. Las hojas son ovaladas, grandes y alternas su lamina tiene 3 venas principales, son
dentadas y de aspera vellosidad por ambos lados y miden de 10 a 30 cm de largo y de 5 a 20 de
ancho, el color es variable pero va desde el verde amarillento al verde obscuro y su nimero es

variable entre 10 y 50 hojas de acuerdo a la variedad.



La flor o capitulo es grande de aproximadamente 30 cm de didmetro y puede ser de forma plana,
concava o0 convexa, este siempre gira hacia la luz del sol. Las flores del capitulo (pétalos
amarillos) son esteériles, dispuestos radialmente en forma de espiral y su funcion es atraer a los
insectos polinizadores. Las flores del interior se forman por un ovario inferior, dos sépalos y una
corola en forma de tubo compuesta por cinco pétalos y cinco antenas unidas a la base del tubo de
la corola. El fruto dependiendo de la variedad mide entre 3y 20 mm de largoy de 2 y 13 mm de
ancho. Su pericarpio es duro y fibroso, y queda pegado a la semilla, la membrana seminal crece
en el endospermo y forma una pelicula fina que recubre el embridn y asegura la adherencia entre

semillay pericarpio (Alba y Llanos, 1990).

La semilla de girasol contiene una gran cantidad de &cido linol€ico, oleico, palmitico, estearico y
otros &cidos grasos insaturados, por lo que las semillas se emplean en dietas indicadas en
personas con un alto nivel de colesterol en la sangre, ya que esta demostrado que, administrado
de forma habitual, se consigue una considerable disminucion en el nivel del mismo. Asimismo,
las semillas poseen lecitina y acido caféico, lo que le confiere cierto valor nutricional (Infoagro,
2012).

Del girasol se obtienen dos principales productos, la harina y el aceite, la primera es utilizada en
la industria de alimentos ya que su contenido de proteina oscila entre el 40 y 50 %, lo que la hace
atractiva para la alimentacién del ganado. La composicion de la harina de semilla de girasol varia
segun la calidad de la semilla original y el método de elaboracion. En el mercado se vende una
gran variedad de productos, desde harinas de escasa y buena calidad. EI empleo de harina de
girasol rica en fibra se limita a la alimentacion de los rumiantes adultos, mientras que la harina
sin cascaras es un concentrado rico en proteina, muy Util y de buena digestibilidad y, en mezclas

equilibradas, puede utilizarse abundantemente para toda clase de ganado (FAO, 2012).

Por otro lado, el aceite de girasol es uno de los aceites con mayores beneficios a la salud, por su
alto contenido de grasas poliinsaturadas. Otros usos de la semilla de girasol son la elaboracion de

jabones, cosméticos, detergentes y hasta combustibles en algunos paises (Infoagro 2012).



2.3. Técnicas de digestibilidad in vitro sus ventajas y desventajas

El valor nutritivo de los alimentos esta determinado por la biodisponibilidad de nutrientes y la
dindmica de los procesos de solubilizacion e hidrolisis en el tracto gastrointestinal., Los
pardmetros de la cinética de fermentacion describen la digestién y caracterizan propiedades
intrinsecas del alimento que limitan su disponibilidad para el rumiante. Las pruebas in vitro
determinan la proporcién de 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
(Bruni y Chilibroste, 2001).

La digestibilidad de los ingredientes de la dieta, forrajes u otros componentes puede ser estimada
por métodos bioldgicos, in vivo, in situ e in vitro, el primero muy costoso y dificil en el manejo
de los animales pero los deméas son méas accesibles. En la digestibilidad in situ se simulan parte
de los procesos digestivos en el rumen, se requiere de menos animales, y para la digestibilidad in
vitro es mas facil pues la mayor parte del procedimiento se realiza en el laboratorio (Muro,
2007).

La prueba de digestibilidad in vitro pretende simular la degradacion de un alimento en los pre-
estbmagos de un rumiante utilizando los microorganismos del rumen y simulando las
condiciones anaerdbicas, temperatura, pH y ausencia de luz del sistema rumen-abomaso. La
prueba in vitro comprende la incubacion de la muestra con los microorganismos del rumen en un
medio nutritivo mineral y un amortiguador, este tratamiento equivale la digestion ruminal. La
cantidad de material organico degradado o disuelto esta correlacionado a los valores de
digestibilidad in vivo por lo que los resultados pueden ser utilizados como indices en pruebas

comparativas (Medina, 1996).

2.4. Produccion de gas

La técnica de produccion de gas se diferencia de otras técnicas in vitro e in situ, no solo
determina la extension, sino también la cinética de degradacion del alimento a través del
volumen de gas liberado, directamente como un producto de la fermentacion, principalmente
cuando se produce mayor proporcién molar de acetato y butirato, e indirectamente desde la

neutralizacién del fluido ruminal (Posada, 2005). Este gas es capaz de empujar el émbolo de la



jeringa o de producir cierta cantidad de presién en los frascos para registrar la lectura en
mililitros (mL) de gas, a diferentes horas de incubacion e interpretar los datos obtenidos
(Williams, 2000). Las primeras pruebas de degradabilidad utilizando la técnica in vitro por
produccion de gas (TIVPG) se realizaron en la Estacion Experimental Weende en la Universidad

de Goettingen en Alemania y comenzaron antes de 1860 (Rymer, 2000).

La técnica de produccién de gas in vitro permite determinar la modificacion en la paja por los
tratamientos quimicos y bioldgicos, asi como los efectos de compuestos secundarios en la
actividad microbiana ruminal, describir la cinética de fermentacion, analizar efectos asociativos
de diversos alimentos, examinar el efecto de aditivos en la fermentacion ruminal e identificar la
composicion de gases de la fermentacion (Getachew et al., 2005; Posada y Noguera, 2005).
Aiple et al. (1996) indican que el método de produccion de gas fue mejor para predecir la energia
neta en ingredientes alimenticios. Pero las respuestas son variables al usar pajas tratadas con
hongos de la pudricion blanca (Karma y Zadrazil, 1986) o enzimas fibroliticas exdgenas
(Tricarico y Dawson, 2005) en estudios de fermentacion in vitro. Lo anterior se atribuye a la
especificidad enzimatica por el sustrato, contenido de humedad en el alimento y la especie de
hongo usada para producirlas (Karunananda et al., 1995). Cabe mencionar que esta técnica nos
permite la estimacion de un gran nimero de muestras, pocos animales durante periodos largos de
tiempo (Williams, 2000).

Los estudios realizados hasta ahora sobre el uso de la técnica de produccion de gas in vitro se
siguen realizando con diferentes forrajes o dietas integrales para poder conocer la cinética de

degradacion de infinidad de compuestos metabolicos (Muro, 2007).

Hay técnicas de produccion de gas desarrolladas para la evaluacion de la calidad del alimento
bajo dos criterios para medir los volumenes de gas: (1) el gas medido colectado a presion
atmosférica y su volumen es determinado directamente o (2) el gas acumulado medido en un
contenedor con un volumen fijo, y el volumen es calculado por los cambios de presién. Las
técnicas de gas disponibles son: (a) el método de gas Hohenheim o el método de Menke (Menke
et al., 1979); (b) el sistema de desplazamiento de liquidos (Beuvink et al., 1992); (c) método

manométrico (Waghorn y Stafford, 1993); (d) sistemas de transductor de presion manual
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(Theodorou et al., 1994), computarizado (Pell y Shofield, 1993), y la combinacion del

transductor de presion y el sistema de liberacion de gas (Davies et al., 1995; Cone et al., 1996).

2.5. Desarrollo de la técnica de produccion de gas

La medicion de la produccion de gas como una aproximacion a la fermentacion ruminal no es
nueva. McBee, (1953) describidé un método manométrico para medir la produccion de gas
generado por una mezcla de bacterias ruminales que posteriormente fue sufriendo diferentes
modificaciones. Por otro lado Menke et al. (1979; 1998) en Alemania describieron un sistema in
vitro en el cual la produccion de gas de un sustrato es usada para la prediccion de la
digestibilidad y el contenido de energia metabolizable. EI método utiliza una jeringa en la cual se
incuba el sustrato en un medio con buffers e indculo de fluido ruminal. La produccién de gas es
medida a diferentes intervalos de tiempos por la posicion del piston en la jeringa. Otros
investigadores han trabajado en métodos para simplificar y computarizar la medicion de gas
(Mauricio et al., 1999). Los métodos manomeétricos fueron superados por el desarrollo de
transductores de presidn a pequefia escala con el cual es posible monitorear la produccién de gas
manualmente (Theodorou et al., 1994) o en forma totalmente automatizado (Beuvink et al.,
1992; Pell y Schofield, 1993).

Los transductores de presion ofrecen una via sencilla y precisa de medir la produccion de gas. La
diferencia mas importante en las variantes reportadas Mauricio et al. (1999), radica en la
evacuacion o no, del gas generado durante la fermentacion entre los intervalos de medicion.
Theodorou et al. (1994; 1995) reportaron perturbaciones en el crecimiento microbiano por no
extraer el gas generado en los diferentes intervalos de tiempo, mientras que los investigadores de
la Universidad de Cornell no observaron esta respuesta (Schofield y Pell, 1995). Otra diferencia
encontrada en los instrumentos es el principio basico de los sensores unos leen por diferencias
con la presion atmosférica (tipo gauge) y otros son los sensores de vacio, los cuales dan lecturas
independientes de la presion atmosférica. Todos los transductores miden, las diferencias de
presion que se generan en el espacio que queda libre dentro de la botella de incubacion,
descontandole el espacio ocupado por el tapon y la muestra incubada en la fase liquida (Bruni,
2001).
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Para la determinacion de la produccion de gas es necesario considerar todos los factores que

afectan a los sistemas in vitro en general, ya que sus efectos alteran tanto la actividad microbiana

en forma directa como al gas generado durante la fermentacion. Recientemente, se ha publicado

una exhaustiva revision de los principios quimicos y fisicos que estan asociados con el uso de la

técnica de produccion de gas (Theodorou et al., 1998).

25.1.

a)

b)

d)

Ventajas de la técnica de produccion de gas in vitro

Tipo de sustrato: Los henos de leguminosas se degradan a una tasa mas alta que los henos
con una alta participacion de gramineas (Lopez et al., 1998).

Especie donadora del indculo: Las diferencias en la actividad de los microorganismos del
rumen de diferentes especies, 0 de la misma especie, pero con diferentes dietas, significa
que todas las descripciones de produccion de gas deberdn describir las condiciones del
animal donador (Williams, 2000).

Tampon empleado: Los datos de produccién de gas serian mas facilmente interpretados si
un sistema tampon basado Unicamente en bicarbonato o fosfato fuera utilizado. Sin
embargo, para lograr un pH>6, una mezcla de bicarbonato-fosfato es necesaria (Pell y
Schofield, 1993).

pH del medio: Los microorganismos ruminales son muy sensibles a cambios en el pH 'y
la mayoria prefieren un rango de pH entre 6.5 a 6.8. Las bacterias celuloliticas, en
particular, son mas sensibles a bajos pH que las bacterias amiloliticas (Grant y Mertens
1992a). Hoover et al. (1984) demostré que un pH alto (7.5) o bajo (5.5) severamente
compromete la digestion de la fibra.

Aditivos nutricionales: Para evitar que factores no fibrosos limiten la fermentacion de la
fibra, Grant y Mertens (1992b) recomiendan utilizar aditivos nutricionales para asegurar
la méxima digestion, especialmente con sustratos bajos en proteina y microminerales.
Numero de microrganismos: AUn que los protozoarios hacen una significativa
contribucion a la digestion de la fibra, su remocion permite que méas bacterias colonicen
las plantas, cubriendo el nicho anteriormente ocupado por ellos, demostrando que la
actividad de los protozoarios y de las bacterias parece ser intercambiable. Hidayat et al.
(1993) sefalaron que si todos los nichos de degradacion disponibles son colonizados por
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bacterias o protozoarios, la adicién de poblacion complementaria no incrementa la tasa o
la extension de la fermentacion.

g) Dieta del donador: Borba et al. (2000) sefialan una posible relacion inversa existente
entre la produccion de gas y el porcentaje de proteina de la dieta del donador.

h) Control de temperatura: la actividad microbiana, el volumen de gas y las presiones
cambian con la temperatura, por lo que esta debe estar en 39°C (Schofield, 2000).

i) Agitacion: ElI CO, tiene una fuerte tendencia a formar soluciones supersaturadas en
medio acuoso. Si esto ocurre, la presién o el volumen obtenidos en las lecturas seran
incorrectos. Afortunadamente esta tendencia puede ser reducida por suave agitacion
ocasional (Schofield, 2000).

2.5.2. Factores que afectan la produccién de gas

La técnica de PG (produccién de gas) requiere de pocos animales e incluso algunos autores se
han enfocado al uso de indculo alternativo para la incubacion in vitro substituyendo el liquido
ruminal por heces del animal lo cual evita el uso de animales canulados y con ello los costos de
mantenimiento de estos (Aiple, 1993; Mauricio, 2001). Otro aspecto importante es la cantidad de
material requerida para usar la técnica de PG va de 0.1 a 1 g, lo que la hace apropiada bajo
situaciones en las cuales los materiales disponibles son limitados (Williams, 2000). Finalmente,
los costos de las pruebas del laboratorio son generalmente mas bajos que los requeridos para el
mantenimiento de los animales. El equipo inicial requerido puede ser bastante caro para los
sistemas automatizados, pero como las horas para la medicion se reducen significativamente, los
costos del equipo se compensan con los costos de mano de obra en la técnica in situ o in vivo
(Carro et al., 1994; Williams, 2000).

2.5.3 Desventajas de la técnica de produccion de gas in vitro

La falta de uniformidad en su metodologia es un factor que hace dificil comparar resultados de
diferentes grupos de investigacion. Es necesario conocer los tiempos de coleccion de inoculo y la
dieta del animal donador (Rymer, et al., 2005; Getachew, 2002).

13



2.6. Degradacion de materia seca

Para cuantificar la dindmica de los procesos digestivos se han desarrollado metodologias que han
permitido conocer las variaciones en la tasa de pasaje o tiempo de retencién en el rumen, entre
las cuales se tienen la determinacion directa de la tasa de pasaje usada para estudiar factores que
afectan el consumo, dindmica de digestion y la forma fisica del forraje (Laredo y Minson, 1973).
Asociado a esto, la determinacion indirecta con marcadores, mediante el uso de marcadores
solubles en agua o que se adhieran a las particulas del alimento con lo que se realiza la

estimacion de las tasas de pasaje de la fase liquida o sélida en el rumen.

La técnica in situ permite determinar de manera simultanea la muestra que es digerida y la tasa a
la cual esta digestion se realiza y es utilizada cuando se requiere informacién acerca del efecto de
las condiciones ruminales y el cambio en el ambiente ruminal sobre la tasa y potencial de

degradacion de los alimentos (Ruiz y Ruiz, 1990).

Por otro lado, se han propuesto modelos para describir la degradacién acumulativa de las
diferentes fracciones que componen un alimento en funcién del tiempo de fermentacién ruminal,
uno de los mas usados es el modelo propuesto por Orskov y McDonald (1979) para el caso de la
degradacion acumulativa de proteina cruda (PC). Este se basa en la técnica de bolsa ruminal que
ha sido utilizada durante muchos afios para estudiar la degradacion de los forrajes. El proceso
que se describe mediante la siguiente ecuacion: y= a+b*[1-exp (-c*tiempo)], donde (y) cantidad
de alimento degradado en el tiempo, (a) degradabilidad inicial que corresponde al intercepto de
la ecuacion que describe la degradacion acumulativa de las diferentes fracciones componentes de
un alimento funcion del tiempo, (b) degradabilidad potencial y se define como la degradacion
que sufriria un alimento en el ecosistema ruminal, (c) tasa de degradacién de un alimento se
refiere a la cantidad de substrato que puede ser degradada por unidad de tiempo, (t) tiempo de
incubacion Orskov y Mcdonald (1979).

2.7. Produccién de &cidos grasos volatiles (AGV)

Las reacciones mas importantes que se dan en la fermentacion de los carbohidratos fueron
resumidas por Wolin (1960) y Hungate (1966) de las que se puede concluir que la cantidad de

gas producido depende de la cantidad de hexosas fermentadas, y la proporcién molar de los

14



diferentes AGV producidos. Cambios en el patron de fermentacién que incrementen la
proporcion de acido butirico y acético, y disminuya la proporcién de propiénico, pueden resultar
en un incremento en el volumen de gas. Contrariamente cambios en la estequiometria de las
reacciones que aumenten la proporcion de propidnico a expensas del butirico y acético,
resultarian en menos produccion de gas a partir de la fermentacion. Por lo que la proporcion
molar de AGV debe ser tomada en cuenta cuando se realizan comparaciones entre perfiles de

produccion de gas provenientes de diferentes sustratos (Theodorou et al., 1998).

Una de las limitaciones de la técnica de produccion de gas es que el cambio en el perfil de AGV
puede causar alteraciones en la relacién entre la desaparicion de sustrato y la produccion de gas,
debido a que la produccion de CO, durante la fermentacion de un sustrato proviene de dos
fuentes: directo de los pasos metabdlicos como la descarboxilacion oxidativa del piruvato y de
las reacciones de los productos finales de la fermentacion (AGV) con el bicarbonato del buffer
(produccién de gas indirecta) (Beuvink y Spoeltra, 1992). La complejidad de la estequiometria
de las diferentes reacciones bioguimicas, que ocurren durante la fermentacion, hace que se
requiera mayor investigacion en este punto, lo que dificulta la interpretacién en cuanto al aporte

de nutrientes.
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3. Justificacion

La produccion de alimentos pecuarios para consumo humano actualmente se estd orientando
hacia la produccién de alimentos funcionales, debido a que los cambios de habito en el consumo
de alimentos ricos en grasas saturadas han incrementado las afecciones de enfermedades cronico
degenerativas y cardiovasculares en la poblacion humana. En la produccién de rumiantes una de
las alternativas para la produccion de alimentos funcionales que puede ayudar a prevenir o
disminuir dichas afecciones es la incorporacion de semillas oleaginosas en la alimentacion, sobre
todo por el contenido elevado de &cidos grasos poliinsaturados, los cuales de acuerdo con
diversas investigaciones (Gibb et al., 2004) pueden modificar el perfil de &cidos grasos de la
canal. Considerando que la semilla de girasol tiene una un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados, sobre todo de &cido linoléico, se espera que su incorporacion en dietas para

corderos pueda influir en la calidad del contenido graso de la canal.
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4. Hipdtesis

La incorporacion de diferentes niveles (0 a 12 %) de semilla de girasol en pruebas de produccion
de gas in vitro con liquido ruminal y dietas integrales de corderos, modifica el proceso de

digestion y fermentacién de los nutrientes.

5. Objetivo general

Determinar la produccién de gas in vitro y su asociacion con la digestibilidad de la materia seca

en dietas integrales para corderos, elaboradas con semilla de girasol.

5.1. Objetivos especificos

1. Estimar la digestibilidad in vitro de la Materia Seca (DIVMS) para cada horario de

incubacioén.

2. Evaluar la produccion de gas in vitro de la materia seca, materia organica y materia seca

degradada.

3. Determinar la produccion in vitro de acidos grasos volatiles (AGV).
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6. Materiales y métodos

6.1. Localizacién

El experimento se llevd a cabo dentro de la Unidad Metabdlica de Rumiantes y el laboratorio de
Nutricion Animal del programa de Ganaderia del Colegio de Postgraduados, campus Montecillo,
ubicado en el km 36.5 de la carretera México-Texcoco en Montecillo Texcoco, Estado de
México; en las coordenadas geograficas 19° 20’ latitud norte y 98° 53’ longitud oeste con una
altitud de 2250 msnm, (Garcia, 1988).

6.2. Animales y dieta

Para la realizacidon del presente estudio se utilizaron tres ovinos machos encastados de raza
Suffolk, con un peso vivo de 60 + 7.6 kg, la dieta de estos animales fue basada en una proporcion
30 % forraje y 70 % concentrado, estos animales cuentan con canula ruminal Tygon-R3603®.
Antes de iniciar con el experimento a los tres borregos se les desparasito con lvermectina
(lvomec-F®, Merial), se les aplico una bacterina (bobact 8® Intervet/Schering Plough Animal
Healt), y fueron alojados en un corral de 30 m?, con piso de concreto, agua al libre acceso y dos

horarios de alimentacion por la mafiana y por la tarde.

6.3 Preparacion de las dietas experimentales con inclusion de semilla de girasol

Se elaboraron cinco dietas isoenergéticas e isoproteicas, con diferentes porcentajes de inclusion

de semilla de girasol (Cuadro 1)
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Cuadro 1. Composicion de las dietas

Ingredientes
Maiz, grano
Salvado de trigo
Pasta de soya
Rastrojo de maiz
Melaza
Urea
Piedra Caliza
Semilla de girasol
Total

% Inclusion de semilla de girasol

59
15

10

100

3
58
15

w N P B~ O ©©

100

6
57
14

(o2 SR >IN

100

9
57
13

o N B B~ 00O O

100

12
56
12
15

12
100
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Cuadro 2. Composicion nutrimental de las dietas

% Inclusién de semilla de girasol

Ingredientes 0 3 6 9 12
Materia seca, % 81.70 8255 8281 8367 8394
Energia neta de mantenimiento, Mcal™® 203 201 199 198 196
Energia neta de ganancia, Mcal™® 1.38 1.36 1.34 1.33 1.31
Energia metabolizable, Mcal ™ 2.99 2.96 2.94 2.90 2.86
Energia digestible, Mcal™*? 3.64 3.53 3.42 3.32 3.21
Proteina, % 16.74  17.04 17.22 1743 17.62
Proteina disponible rumen, % 66.52 6292 59.29 5563 52.16
Proteina no disponible en rumen, % 3348 37.08 40.71 4437 47.84
Extracto etéreo 3.23 3.20 3.16 3.14 3.10
Cenizas, % 5.12 5.17 5.27 5.31 5.41
Carbohidratos no estructurales, % 55.96 55.34 5441 5417 53.23
Fibra detergente neutro, % 19.46 19.71 2025 20.25 20.79
Ca, % 0.86 0.86 0.86 0.86 0.86
P, % 0.42 0.43 0.44 0.45 0.46
K, % 0.95 0.94 0.93 0.91 0.90
Mg, % 0.21 0.22 0.23 0.24 0.25
Se, % 0.15 0.15 0.14 0.13 0.13
Co, ppm 0.27 0.27 0.26 0.26 0.26

Mcal/kg, Mega calorias por kilogramo; Ca, calcio; P, fosforo; K, potasio; Mg, magnesio; Se, selenio;

Co, cobalto; ppm, partes por millén

6.4. Recoleccidn del liquido ruminal

Para la recoleccion del liquido ruminal, se utilizé una sonda ruminal en forma de “Y”, un Matraz
Erlenmeyer de 500 ml a temperatura de 39°C, cubierto con papel aluminio, conectado al extremo
inferior de la sonda ruminal, un extremo corto de la sonda se introdujo a través de la canula
ruminal del animal. Por el otro extremo, se realizaba el vacio para la salida del liquido ruminal y

posteriormente se filtr6 a través de cuatro gasas y un colador de plastico, colocandose en un
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termo de plastico (Colleman®), manteniéndolo a una temperatura constante de 39°C, para

transportar el liquido ruminal al laboratorio de Nutricién Animal.

6.5. Preparacion de reactivos

Los reactivos utilizados fueron solucion buffer: Bicarbonato de amonio (Fisher, A643-500),
Bicarbonato de sodio (Sigma, S5761), disueltos en agua destilada, la preparacién de estos
reactivos aparecen en el anexo 1. Solucion micro mineral: Fosfato de sodio bibéasico, Fosfato de
potasio monobasico (Sigma, P5379-1 kg), Sulfaté de magnesio heptahidratado y agua destilada,
la preparacion de estos reactivos aparecen en el anexo 2 Solucion macro mineral: Cloruro de
calcio dihidratado (Sigma. C3306), Cloruro de manganeso tetrahidratado (Sigma. M8054-500 g),
Cloruro de cobalto hexahidratado (Sigma. C-3169), Cloruro férrico (Sigma.F7134-1 kg), la
preparacion de estos reactivos aparecen en el anexo 3 Solucion reductora: Sulfato de sodio
anhidro (Sigma. S-6264), 0.1 N NaOH y agua destilada, la preparacion de estos reactivos
aparecen en el anexo 4 ademas de resarsurina (Sigma. R-2127), la preparacion de estos reactivos

aparecen en el anexo 5.
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6.6. Preparacion del inoculo

La solucion de macro y microminerales, asi como la solucién reductora, se prepararon un dia
antes del montaje de la técnica, y se mantuvieron a 39°C en un bafio maria (Felisa Thermo
Bafio). Al momento de realizar la técnica, se mezclaron las soluciones en un matraz volumeétrico
de 6 L utilizando una platina magnética (Thermo Scientific Cimarec Mod. SP131635) y un
agitador magnético para mantener la temperatura y asegurarnos de que se mezclen
completamente las soluciones. Una vez preparada la solucién, se le agregdé agua destilada, el
liquido ruminal y flujo constante de CO,. La preparacion aparece en el Anexo 6.

6.7. Preparacion de los viales

Se utilizaron viales de vidrio de 120 mL, a éstos se les agreg6 0.5 g. de muestra de la dieta y se
les adicion6 40 mL de in6culo, asi como un flujo constante de CO, y se fueron tapando con
tapones de hule y se sellaron con arillos de aluminio, para ser colocados en incubacion dentro de
un bafio maria (Felisa Thermo Bafio) a 39°C, se cubrio el bafio maria con un plastico negro para

mantener los frascos protegidos de la luz directa.

6.8. Medicion del gas

Las lecturas se hicieron a las 6, 12, 24, 48 y 72 horas de incubacion, durante el proceso se utiliz6
un aparato de desplazamiento de agua (Fedorak and Hrudey, 1983). Este se disefié con un
soporte universal, un embudo cénico y una bureta de 100 mL y dos mangueras de latex de
aproximadamente 1 m y 0.5 m de longitud y didmetro de 3/8 de pulgada. Los viales fueron
punzados con una aguja calibre 16 y se midio la produccion de gas por desplazamiento de agua

en la bureta.
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6.9. Métodos analiticos

6.9.1. Obtencidn de la materia seca

En cada uno de los horarios de muestreo se retiraron viales para la determinacién de la
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS). Estos viales al sacarlos del Bafio maria, se
colocaron 5 minutos en congelacion con la finalidad de parar la accién bacteriana y después se
almacenaron en refrigeracion para su conservacion. El contenido de cada vial se fue colocando
dentro de un tubo plastico para centrifuga (Labcon North America de 50 mL) previamente
regulado a peso constante en una estufa (Rios Rocha Mod. NCF-62) a 55°C, identificados y
pesados en una balanza analitica (OHAUS mod. GA200) y se centrifugd (Beckman J2-HS
centrifugue), a 11,180 g durante 10 min, posteriormente del sobrenadante se tom6 una muestra
para la determinacion de AGV vy se elimind el sobrenadante por decantacion. El vial se enjuagd
con agua destilada hasta colectar todas las particulas de la muestra a travées de diferentes pasos de
centrifugacion. Posteriormente se eliminé el sobrenadante y los tubos con la materia seca (MS)
se metieron en una estufa (Rios Rocha Mod. NCF-62) a 55°C durante tres dias, con la finalidad
de eliminar la humedad en su totalidad, posteriormente se pesaron para obtener por diferencia la
materia seca residual. En el Gltimo paso se colect6 la MS de cada tubo y fue molida en un molino
(Thomas Wiley Laboratory Mill Mod. 4) con malla de 1mm para sus analisis posteriores de
humedad, cenizas y proteina (Anexo 2).

6.9.2. Preparacion de muestras para AGV

Se siguid la técnica descrita por Erwin et al, (1961) donde se tomaron 1.6 mL del sobrenadante
después de la primera centrifugada a 11,180 g durante 10 minutos del contenido de los viales,
esta muestra se coloco en tubos Eppendorf de 2 mL y se les agregd 0.4 mL acido metafosforico
al 25 % peso/volumen. Se guardaron en refrigeracion para su posterior andlisis por
cromatografia. Las muestras fueron centrifugadas en una centrifuga modelo. Hettichzentrifugen
EBA 21, a 12,879 g durante 10 minutos, y se leyeron en un Cromatografo Hewelt Packard mod.
6890 puerto de inyeccion 7386 con muestreador automatico, la columna capilar HP-FFAP
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longitud 30 m, didmetro interno 0.25 mm vy pelicula de 0.25 micras. Temperatura del inyector
210°C, detector 230° C con un flujo de hidrogeno de 35 mL/minuto y un flujo de aire de 350
mL/minuto y como gas acarreador nitrogeno a 14 mL/minuto y el horno con una rampa de

temperatura inicial 70°C/minuto, luego 150°C/1.5 minutos, siendo una corrida de 5.50 minutos.

6.10. Disefio experimental

Se us6 un disefio completamente al azar con bloques generalizados las dietas elaboradas con
semilla de girasol se analizaron como tratamientos utilizando cinco repeticiones por tratamiento
en cada bloque y cada bloque correspondié a una incubacion. Las variables respuesta de cinética
de produccién de gas fueron: volumen maximo de gas (Vmax; mL g*), ademés de desaparicion
de materia seca in vitro (DIVMS), acidos grasos volatiles (AGV). Se utilizd el procedimiento
PROC MIXED de SAS 2002, para el analisis de la varianza. Se realizaron polinomios
ortogonales para probar el efecto lineal y cuadratico por el incremento gradual de semilla de
girasol. La comparacion de medias se efectud con la prueba de Tukey (P<0.01) (Steel y Torrie,
1992). Tanto para la prueba de digestibilidad in vitro, como para la produccion de gas in vitro de

la materia seca, materia organica, materia seca degradada y AGV.
El modelo estadistico fue el siguiente:

Yijk=p+Gi+pj+eij

Donde:

Yijk = variable respuesta (Vmax;mL g-1; DIVMS, AGV)

u = media general

(i = efecto del i-ésimo tratamiento (dietas )

Bj = efecto del j-ésimo bloque (incubacidn)

€ij = error aleatorio

ij=1,2.
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7. Resultados y Discusion

7.1 Digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS)

Los valores de digestibilidad in vitro de la materia seca se presentan en el Cuadro 2. Aunque la
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) a las 6, 12, 24 y 48 h, no se afectd (P>0.05)
por la inclusion de semilla de girasol en la dieta (Cuadro 2) al igual que en otras investigaciones
con semillas de oleaginosas (Machmueller et al., 2000). De una manera similar la
suplementacién con semilla de linaza en vacas Holstein, no tuvo ningun efecto sobre la
digestibilidad ruminal de la materia seca, materia organica, fibra detergente neutro, proteina
cruda y acidos grasos volatiles, al incluirlo al 12.6 % en la dieta en base seca. (Gonthier et al.,
2004) Por otra parte en un trabajo realizado con aceite de semilla de colza al 7 % Ben Salem, et
al. (1993) observaron la falta de efecto en la suplementacion con dieta a base forraje:
concentrado 60:40 (F: C), en base seca, ya que el aceite de colza disminuy0 la digestibilidad de
la fibra en vacas alimentadas con ensilado de maiz. Contrariamente a lo anteriormente descrito,
en otro estudio donde se utilizo semillas de cartamo, en la alimentacion de vacas lactantes, la
digestibilidad total de FDN asi como la MO no se afecté por la alimentacién de la semilla de

cartamo hasta una inclusion del 5 % de la materia seca en la dieta ( Alizadeh et al., 2010 ).

A las 72 h de incubacion se presentd una disminucion lineal (P=0.03) en la DIVMS por el
incremento gradual de semilla de girasol en la dieta; obteniendo un promedio total de
digestibilidad en las dietas elaboradas con semilla de girasol (75.65 %) 0.36 % menor que el
tratamiento testigo (75.92 %). Este porcentaje de digestibilidad, coincide con lo reportado por
Molina et al., (2003), quienes al utilizar harina de girasol para determinar la digestibilidad entre
ovinos y caprinos, encontraron que la degradabilidad ruminal fue mayor y similar entre ovejas y
cabras, con valores de 78 y 75 % respectivamente. Adicionalmente, en el mismo horario de
incubacién (72 h), también se presentd un disminuciéon cuadratica (P=0.01) por efecto del
incremento gradual de semilla de girasol, la cual se presentd principalmente al incluir 12 % de
semilla de girasol (71.67 %); observandose los valores mas altos de digestibilidad con 3y 6 % de
semilla de girasol, mientras que con 12 % esta variable disminuye en aproximadamente 6

unidades porcentuales.
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La disminucidn lineal y cuadratica en la DIVMS que se presentd las 72 h de incubacion por la
inclusion creciente de semilla de girasol se pudo deber al aumento en el contenido de acidos
insaturados de las dietas (Arija et al., 1999). Al respecto, varios investigadores (Beauchemin et
al., 2007; Calsamiglia et al., 2007) en pruebas in vitro han reportado una disminucion en la
digestibilidad ruminal por efecto del incremento de acidos grasos poliinsaturados, debido a que
pueden ser potencialmente toxicos para los microorganismos del rumen (Church, 1988; Ivan et
al., 2003), Debido a que los acidos grasos poliinsaturados ejercen un efecto toxico en bacterias
celuloliticas (Nagaraja et al., 1997) y en los protozoarios (Doreau y Ferlay, 1995). Este efecto es
probablemente el mecanismo mediante el cual a través de una accion en la membrana celular, es
principalmente sobre las bacterias Gram-positivas (Martin et al., 2008). En general, las bacterias
Gram-positivas parecen ser mas susceptibles a la inhibicion por los compuestos de aceites
esenciales de plantas en comparacion con las bacterias Gram negativas (Davidson y Naidu,
2000). Este efecto se ha relacionado con la presencia de una membrana externa de organismos
Gram negativos, que les proporciona una superficie hidréfila bacteriana que actGa como una
barrera de impermeabilidad fuerte (Nikaido, 1994). Sin embargo, se desconoce si las cantidades
de &cidos grasos poliinsaturados contenidos en la semilla de girasol utilizado en este estudio
podrian haber afectado a las actividades de las bacterias celuloliticas en el liquido ruminal. Esto
coincide con los resultados encontrados por otros investigadores quienes reportan que la
alimentacion con semilla de girasol comprimida en 10.6 % de inclusion de la MS se disminuy6
drasticamente la digestibilidad de MS y MO en el 19.7 y 15.4 %, respectivamente (Beauchemin
et al., 2009). Ademas, la inclusion de aceite de semillas de girasol (6 % de MS) reduce el nimero
de protozoarios en el fluido ruminal dentro de 5 d (Ivan et al., 2001), lo que sugiere que las
semillas oleaginosas dentro de alimentacion de rumiantes, son ingredientes potenciales para
controlar las poblaciones de protozoarios en rumiantes y esto puede ser usado para aumentar la

eficiencia en la utilizacion de proteinas de la dieta.

Por ello, es importante sefialar que estos resultados in vitro tienen que ser evaluados en
condiciones in vivo (Jiménez-Peralta et al., 2011) no solamente para corroborar los resultados

negativos presentados en el Cuadro 2 sino también para valorar otros efectos ruminales
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benéficos, como puede ser una menor produccién de metano, debido a una inhibicién en la

fermentacion ruminal sobre todo del proceso de metanogénesis ruminal (Casalmiglia et al.,

2007); lo cual favoreceria el proceso de eficiencia de la fermentacion ruminal (Calsamiglia et al.,
2007; Ivan et al., 2001, Ivan et al., 2003; McAllister y Newbold, 2008), aunque estos resultados

no siempre son constantes (Johnson et al., 2002).

Asimismo, la menor DIVMS del tratamiento con 12 % de semilla de girasol a las 72 h también

se pudo deber a una menor disponibilidad de N de la dieta (52.16 % vs 66.52 % del tratamiento

testigo (Cuadro 2), dado que cuando se tiene un menor contenido de nitrégeno degradable se

puede inhibir el crecimiento microbiano (Hegarty, 1999), y por consiguiente, disminuir la

capacidad hidrdlitica de los microorganismos del rumen (Vant Soest, 1982).

Cuadro 3 Digestibilidad (%) in vitro dela materia seca de una dieta elaborada con semilla

de girasol

Incubacion, h Inclusion de semilla, % p’
0 3 6 9 12 EEM' Lineal Cuadratico

6 46.99 50.78 48.26 4520 4758 2.02 0.50 0.68

12 5747 59.46 5413 5042 60.18 2.64 0.67 0.12

24 67.37 69.04 70.04 6950 6946 2.03 0.49 0.55

48 7592 7942 78.04 76.43 76.60 2.12 0.81 0.42

72 7592 7723 7766 76.20 71.67 1.29 0.03 0.01

Parametros de cinetica

a+b 78.12 7740 7586 7499 73.22

c 0.07 0.08 0.07 0.08 0.09

Error estandar de la media.

*Probabilidad de un efecto significativo (efecto lineal y cuadrético).

®Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P <0.05).
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7.2 Produccion de gas in vitro por gramo de MS incubada

Los valores de produccién de gas in vitro por gramo de MS incubada se presentan en el Cuadro
3. En él se observa que el incremento gradual de semilla de girasol en la dieta no afect6 (P>0.05)
la produccién de gas in vitro por gramo de MS incubada, ya que se obtuvo un promedio total de
325.9 mL de produccion de gas en las dietas elaboradas con semilla de girasol, en comparacion
con los 330.9 mL del tratamiento testigo. Estos resultados coinciden con los reportados por Ivan
et al. (2001) y Mir et al. (2003) quienes al utilizar 6 % de aceite de semilla de girasol en una
dieta para ovinos, no encontraron incrementos en la produccion de gas en una prueba de
fermentacion in vitro. Cabe sefialar que el nulo efecto en la produccién de gas in vitro de este
estudio contrasta con el incremento en la produccion de gas in vitro reportado por otros
investigadores (Casalmaglia et al., 2007; Jimenez-Peralta et al., 2011), cuando utilizaron como
aditivos extractos de plantas con metabolitos secundarios para modificar el proceso de
fermentacion ruminal. Otro factor que pudo haber ocurrido en el sustrato (contenido de rastrojo
de maiz) podria ser lo que mencionaron Doane et al (1997) en sustratos con forrajes y altas
concentraciones de FDN (rastrojo de maiz y paja de trigo) teniendo menor proporcién de gas (32
%) en comparacion con la velocidad especifica de otros forrajes (Alfalfa y cebadilla). En otro
experimento (Bruni, 1997), que tenia por objetivo, evaluar el efecto de diferentes estrategias de
suplementacién con energia rapidamente fermentable, sobre los pardmetros de la cinética de
produccion de gas de ensilajes de alfalfa, registrd la produccién de gas de los ensilajes de alfalfa,
con la adicién de glucosa en diferentes estrategias y también se registro la curva de produccion
de gas de glucosa sola. Utilizando la técnica de sustraccion de curvas se pudo obtener los efectos
de las diferentes estrategias de suplementacion sobre la cinética de fermentacion de los ensilajes.
La suplementacién afect6 significativamente la tasa especifica de produccién de gas del pool
rapido (SA) y el tiempo Lag (L), mientras que la adicion de glucosa promovio una mayor
utilizacion del sustrato, debido a un aumento de la tasa especifica de produccion de gas
(Contraste = Control vs tratamientos suplementados). Los resultados demuestran a la energia
como limitante para la utilizacion del sustrato bajo estudio. La mejora observada puede ser
explicada por las caracteristicas de los componentes no fibrosos del ensilaje: los carbohidratos
rapidamente fermentables presentes en el forraje original han sido consumidos durante la

fermentacion en el proceso de ensilado, con lo que el ensilaje se convierte en un alimento
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deficitario en fuentes de energia rapidamente fermentable para los microorganismos ruminales.
Cuando se adicion6 glucosa en forma tardia se obtuvieron mayores tasas especificas de
produccion de gas del pool que se fermenta méas rapidamente, comparado con los tratamientos de
suplementacién temprana. Esta situacidén podria ser explicada por el agotamiento de las escasas

fuentes de energia rapidamente disponibles que contiene el ensilaje.

Cuadro 4 Produccidn de gas in vitro (mL) por gramo de materia seca de una dieta
elaborada con semilla de girasol

2

Incubacion, h Inclusion de semilla, % p
0 3 6 9 12 EEM' Lineal Cuadrético
6 108.0 107.2 108.2 1069 107.1 1.76 0.72 0.95
12 1943 1949 1911 1943 1901 5.64 0.49 0.86
24 265.0 266.7 2564 265.2 2574 7.52 0.38 0.99
48 3116 313.0 3013 3135 3008 9.32 0.44 0.86
72 3309 3331 3196 328.1 3182 10.0 0.31 0.95

Parametros de cinética
a+b 3276 3299 3109 3229 3143
C 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07

'Error estandar de la media..
“Probabilidad de un efecto significativo (efecto lineal y cuadrético).

®°Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P <0.05).

Por otro lado, la falta de respuesta en la produccion de gas in vitro por efecto de inclusion de
semilla de girasol, se pudo deber a una posible inhibicion de la metanogénesis (Casalmiglia et
al., 2007) ocasionada por el incremento gradual de los &cidos grasos poliinsaturados en las dietas
con semilla de girasol. Adicionalmente, otros investigadores (Getachew et al., 2004) han
relacionado incrementos en la produccion de gas in vitro en dietas con un mayor contenido de
proteina cruda. Sin embargo, en este experimento el contenido isoproteico de las dietas
evaluadas en este experimento pudo haber contribuido al nulo efecto en el aumento en la

produccion de gas in vitro.
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7.3 Produccion de gas in vitro por gramo de materia organica incubada

La produccion de gas in vitro por gramo de materia organica incubada se presenta en el Cuadro

4. De acuerdo con los resultados obtenidos, la produccion de gas in vitro por gramo de materia

organica incubada no se afecté (P>0.05) al incrementar gradualmente el contenido de semilla de

girasol en la dieta. En donde la produccion total promedio de gas in vitro por gramo de materia

organica incubada en las dietas con semilla de girasol fue de 336.55 mL, en comparacion con los

343.0 mL del tratamiento testigo. Estos resultados coinciden con los reportados por lvan et al.,

(2001) y Mir et al., (2003) quienes al utilizar 6 % de aceite de semilla de girasol en una dieta

para ovinos, no encontraron incrementos en la produccion de gas en una prueba de fermentacion

in vitro.

Cuadro 5 Produccion de gas in vitro (mL) por gramo de materia organica de una dieta

elaborada con semilla de girasol

Incubacion, h

6

12
24
48
72

2

Parametros de cinética

a+b

c

Inclusion de semilla, % p
0 3 6 9 12 EEM' Lineal Cuadrético
108.9 1085 1084 109.6 109.6 228  0.77 0.80
201.9 2024 1975 2012 1972 417  0.49 0.82
2754 2771 265.0 2747 2670 619  0.32 0.68
3232 3251 3115 3214 3120 855  0.29 0.74
343.9 346.0 3304 3398 3300 961 021 0.73
3404 3427 3213 3344 3259
0.07 0.07 007 007 007

'Error estandar de la media..

*Probabilidad de un efecto significativo (efecto lineal y cuadratico).

®Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P <0.05).
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7.4 Produccion de gas in vitro por gramo de materia seca degradada

La produccién de gas in vitro por gramo de materia seca degradada se muestra en el Cuadro 5.
De acuerdo con los resultados obtenidos la produccién de gas in vitro por gramo de materia seca
degradada a las 6, 12, 48, y 72 h de incubacion no se afect6 (P>0.05) por el incremento gradual
de la semilla de girasol en la dieta. Sin embargo, a las 24 h se present6 un incremento lineal
(P=0.08) en la produccion de gas por el incremento gradual de semilla de girasol; lo que
representd un incremento promedio de 3.57 % de gas en las dietas elaboradas con semilla de
girasol (700.54 mL), en comparacion con la dieta testigo (681.1 mL). Uno de los efectos que
pudo haber ocurrido es lo que determinaron Rodriguez et al., (2005) en su experimento de la
produccion de gas acumulado (mL) y de MS fermentada (mL/g) de Albizia lebbeck en el cual
ellos observaron un aumento de la acumulacién de gas con el tiempo de exposicion de las
muestras a la accion de los microorganismos. Esto se relaciona con lo informado por Hoover y
Miller (1991) acerca de la colonizacion de la fibra y su degradacion. Estos valores fueron
inferiores a los obtenidos por Rodriguez et al., (2004) en estudios realizados en condiciones
similares con Erythrina mysorensis. Lo anterior puede relacionarse con la composicion quimica
de las especies evaluadas, asi como con su edad, ya que el incremento de la madurez de la planta
aumenta el contenido de lignina y disminuye la produccién de gas, asi como la velocidad de
produccioén, pues el contenido de celulosa estard menos disponible para la digestién de los
microorganismos del rumen (Fondevila et al., 2002). Cabe sefialar que el nulo efecto en la
produccion de gas in vitro de este estudio contrasta con el incremento en la produccion de gas in
vitro reportado por otros investigadores (Casalmaglia et al., 2007; Jiménez-Peralta et al., 2011),
cuando utilizaron como aditivos extractos de plantas ricos en metabolitos secundarios para

modificar el proceso de fermentacion ruminal.
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Cuadro 6 Produccion de gas in vitro (mL) por gramo de materia seca degradada de una
dieta elaborada con semilla de girasol

2

Incubacion, h Inclusion de semilla, % p
0 3 6 9 12 EEM" Lineal Cuadratico
6 279.9 2941 2934 296.0 3026 13.19 0.19 0.77
12 515.7 5440 529.3 5424 5411 2196 049 0.71
24 681.1 687.1 6975 7139 7231 2378 0.08 0.51
48 823.4 875.0 830.3 869.7 8544 4374 0.68 0.76
72 8759 9314 8808 9206 903.7 3219 0.77 0.77

Parametros de cinética
a+b 8719 936.1 8604 9150 893.8
c 0.07 0.06 0.07 0.06 0.07

'Error estandar de la media.
*Probabilidad de un efecto significativo (efecto lineal y cuadrético).
®°\Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P <0.05).

7.5 Produccion acidos grasos volatiles

La produccion acidos grasos volatiles in vitro de acuerdo con la materia seca degradada se
presenta en el Cuadro 6. En dicho cuadro puede observarse que el &cido acético se disminuyd
linealmente (P<0.05) por el incremento gradual de semilla de girasol en la dieta. Ademas, de que
con la inclusion de 12 % de semilla de girasol se presentd una disminucion cuadratica (P<0.05)
en la produccion del acido acético. Asimismo, el acido propidnico presentd una disminucion
lineal (P=0.09) por el incremento gradual de semilla de girasol en la dieta. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Benchaar et al. (2008) y Casalmiglia et al. (2007), quienes al
evaluar en una prueba in vitro obtuvieron, en términos generales, una reduccion de
principalmente acetato y propionato como respuesta a un aumento en la utilizacion de algunos
aceites esenciales o de algunos de sus componentes activos. Los acidos grasos volatiles son los

productos finales de la fermentacion microbiana ruminal y representan la fuente principal de
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energia metabolizable de los rumiantes (Van Soest, 1982). Por lo tanto, una reduccion de su
produccion seria nutricionalmente desfavorable para el animal.

Asimismo, la produccion total de &cidos grasos volatiles presentd una disminucion lineal
(P=0.09) por el incremento gradual de semilla de girasol en la dieta; lo cual coincide con lo
reportado por Ivan et al. (2001) quienes al utilizar semilla de girasol al 6 % en una prueba in vivo
obtuvieron una menor (P <0.05) concentracion total de AGV (mmol L-1) que la del tratamiento
testigo. Sin embargo Soder et al. (2012) al evaluar el uso de semilla de linaza en incrementos
graduales de 0 % 5 % 10 % y 15 % a nivel in vitro encontraron que las concentraciones de AGV
totales no fueron afectados (P > 0,05) por los tratamientos, con un promedio 55.9 mmol / L. Por
otra parte la proporcién acético propiénico, tuvo un disminucion cuadratica (P <0.05), al incluir

12 % de semilla de girasol.

Cuadro 7 Produccion acidos grasos volatiles in vitro de acuerdo con la materia seca
degradada de una dieta elaborada con semilla de girasol

Elementos Inclusion de semilla, % p’

0 3 6 9 12 EEM' Lineal Cuadratico
Acidos grasos volatiles, (mol 100 mol™)
Acético 57.77* 60.02* 60.25° 59.66° 48.95" 0.73  0.0001 0.0001
Propionico 2435 2359 2358 2323 2351 048 0.093 0.344
Butirico 17.2 16.38 16.16 1568 16.87 0.40 0.445 0.036

AGV total (mmol L") 80.75 71.67 7356 7740 69.36 031 0.090 0.731

Ac:P 240 262 263 266 209 018 0324 0.031

'Error estandar de la media.
*Probabilidad de un efecto significativo (efecto lineal y cuadrético).

®Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P <0.05).
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8. Conclusiones

La semilla de girasol no incrementa la digestibilidad de la MS ni la produccion de gas in vitro de

una dieta con 80 % de concentrado en las concentraciones evaluadas.
Se recomienda realizar pruebas in vivo con corderos para evaluar el efecto de la semilla de

girasol en la digestibilidad aparente de los nutrientes, en las variables de fermentacién ruminal y

en la respuesta productiva.
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10. Anexos

Anexo 1. Preparacion de solucion buffer

Solucién buffer
Reactivo Formula Preparacion
Bicarbonato de amonio NH;HCO3 3.195483178 g
Bicarbonato de sodio NaHCO3 27.96047781 g
Agua destilada hasta H.0 798.87 mL

Anexo 2. Preparacion de solucion micro mineral

Solucién micro mineral
Reactivo Formula Preparacion
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,.2H,0 13.2¢
Cloruro de manganeso tetrahidratado | MnCl.4H,0 10.0g
Cloruro de cobalto hexahidratado CoCl.6H,0 109
Cloruro ferrico FeCls 8.0¢
Agua destilada hasta H.O 100 mL

Anexo 3. Preparacion de solucion macro mineral

Solucién macro mineral

Reactivo Formula Preparacion
Fosfato de sodio dibasico Na;HPO, 4.553564 g
Fosfato de potasio monobasico KH,PO, 4.952999 g

Sulfato de magnesio hepta hidratado | MgSO,4.7H,0 | 0.479322 g

Agua destilada hasta H.0 798.87 mL




Anexo 4. Preparacion de

resarsurina

Resarsurina

Reactivo Formula Preparacion
Resarsurina 0.1g
Agua destilada hasta H.0 100 mL

Anexo 5. Preparacion de solucion reductora

Solucién reductora

Reactivo Formula Preparacion
Sulfato de sodio anhidro | Na,SO, 0.912¢
Hidroxido de sodio 0.1 N | NaOH 6.49

Agua destilada hasta H.0 160 mL

Anexo 6. Preparacion de viales

Preparacion del inoculo para 120 viales

Componentes mL
Solucion macro mineral 798.97
Solucién micro mineral 0.40
Solucion reductora 160.00
Solucion buffer 798.97
Liquido ruminal 1600.00
Resarsurina 4.11
Agua Destilada 1597.74
Total 3200.00
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Anexo 7. Formulas.

% de humedad= Pérdida de peso (q) * 100

g de muestra

% de materia seca = 100 - % de humedad

% de EE (base seca)=_gde EE x 100

g de muestra

%Cenizas= (Peso crisol+ muestra)-(Peso crisol + cenizas) x 100

Peso de la muestra

% N= (ml)(Normalidad del 4cido)(1.4)

Peso de la muestra en gramos

Los resultados reportados son en base seca y la cantidad de proteina, se calculé multiplicando el
porcentaje de nitrogeno por un factor de 6.25.
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