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DISENO DE BOLOS DE LENTA LIBERACION CON MINERALES TRAZA PARA
RUMIANTES

Misael Le6n Cruz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN
El objetivo del estudio fue formular y disefiar bolos intrarruminales de lenta liberacion con
cobre, zinc, cobalto y selenio para cubrir sus deficiencias en rumiantes. El estudio se
plante6 en dos etapas, en la primera se disefiaron 3 tipos de bolos por el método de
granulacion por fusion los cuales consistieron en: T1: 20% cutina + 10% fosfato de calcio
+ 0% Fe; T2: 30% cutina + 0% fosfato de calcio + 0% Fe y T3: 20% cutina + 5% fosfato
de calcio + 5% Fe. El contenido de cobre, zinc, cobalto y selenio fue el mismo para todos
los bolos. Posteriormente los bolos se evaluaron con el procedimiento de fermentacién
in vitro en condiciones de pH a 6.5, temperatura de 39.5 °C y movimiento constante en
el digestor Daisy Ankom. Se utilizaron 3 bolos por tratamiento con media de peso inicial
de 32.174 g, cada bolo se sumergio aleatoriamente en 100 mL de solucién amortiguadora
por 7 dias. Las variables evaluadas fueron erosion diaria y final de los bolos, liberacion
tedrica del cobre, zinc, cobalto y selenio y la tasa de liberacion. En la segunda etapa se
elaboraron 36 bolos a base de pentéxido de fosforo por el método de fusion. De acuerdo
a la masa de los bolos se formaron 4 grupos, con media de masa inicial de 2.187, 4.473,
6.86y 14.721 g. Posteriormente los bolos fueron distribuidos aleatoriamente en 2 frascos
con 1250 mL de solucién amortiguadora para su evaluacion en fermentacion in vitro por
56 dias. Los resultados mostraron diferencia significativa (P<0.05) entre la erosion diaria
y final de los tratamientos, el T3 tuvo mayor erosién (0.129 g bolot dia? y 0.902 g bolo

1). La liberacion teérica de cobre, zinc, cobalto y selenio también fue mayor (P<0.05) para



T3 vs. T1, obteniendo liberaciones de 13.931 mg de Cu, 41.793 mg de Zn, 0.141 mg de
Co y 0.773 mg Se dia? bolol. De manera similar, los bolos de T3 presentaron la mejor
tasa de liberacion (3.678 mg cm? dia'). En la segunda etapa los modelos para la
disolucion de los bolos en efecto tiempo dentro de la solucion amortiguadora fueron: G1.:
Peso (g) = 1/(0.45679 + 0.11631 (x) 0.22501) (R? = 0.97); G2: Peso (g) = 1/(0.22285 +
0.04252 (x) 0.28596) (R? = 0.95); G3: Peso (g) = 1/(0.14497+ 0.02147 (x) 0.34713) (R? =
0.95); G4: Peso (g) = 1/(0.06791+ 0.01689 (x) 0.12493) (R? = 0.98). Nosotros concluimos
gue las formulaciones elaboradas en la primera etapa resultaron adecuadas para la
fabricacion de bolos de lenta liberacion con los minerales traza. Sin embargo, en la
segunda etapa se recomienda modificar la matriz de liberacién, para mantener erosion

controlada y constante en los bolos.

Palabras clave: Suplemento con bolos, deficiencia de minerales, cinética de liberacién.



DESIGN OF SLOW RELEASE BOLUSES WITH TRACE MINERALS FOR
RUMINANTS

Misael Le6n Cruz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT
The objective of the study was to formulate and design slow release intraruminal boluses
with copper, zinc, cobalt and selenium to cover their deficiencies in ruminants. The study
was proposed in two stages, in the first three types of boluses were designed by the
method of fusion granulation which consisted of: T1: 20% cutin + 10% calcium phosphate
+ 0% Fe; T2: 30% cutin + 0% calcium phosphate + 0% Fe and T3: 20% cutin + 5% calcium
phosphate + 5% Fe. The content of copper, zinc, cobalt and selenium was the same for
all boluses. The boluses were evaluated with the in vitro fermentation procedure under
conditions of pH 6.5, temperature of 39.5 ° C and constant movement in the Daisy Ankom
digester. 3 boluses were used per treatment with mean of the initial weight of 32,174 g,
each bolus was randomly immersed in 100 mL of buffer for 7 days. The evaluated
variables were daily and final erosion of the boluses, theoretical release of copper, zinc,
cobalt and selenium and the release rate. In the second stage, 36 boluses based on
phosphorus pentoxide were prepared by the fusion method. According to the mass of the
boluses, 4 groups were formed, with an mean initial mass of 2,187, 4,473, 6,86 and
14,721 g. Subsequently, boluses were randomly distributed in 2 bottles with 1250 mL of
buffer for evaluation in vitro fermentation for 56 days. The results showed significant
difference (P<0.05) between the daily erosion and final treatment, the T3 had greater
erosion (0.129 g bolus? day* and 0.902 g bolus?). The theoretical release of copper,

zinc, cobalt and selenium was also higher (P<0.05) for T3 vs. T1, obtaining releases of
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13,931 mg of Cu, 41,793 mg of Zn, 0.141 mg of Co and 0.773 mg Se day? bolus™.
Similarly, the T3 boluses had the best release rate (3,678 mg cm? day). In the second
stage the models for the dissolution of the boluses by effect time (inside the buffer) were:
G1: Weight (g) = 1/ (0.45679 + 0.11631 (x) 0.22501) (R2 = 0.97); G2: Weight (g) = 1 /
(0.22285 + 0.04252 (x) 0.28596) (R2 = 0.95); G3: Weight (g) = 1/ (0.14497 + 0.02147 (X)
0.34713) (R? = 0.95); G4: Weight (g) = 1 / (0.06791 + 0.01689 (x) 0.12493) (R? = 0.98).
We conclude that the formulations elaborated in the first stage were suitable for the
manufacture of slow release boluses with trace minerals. However, in the second stage
it is recommended to modify the release matrix, to maintain controlled and constant

erosion in the boluses.

Key words: Supplement with boluses, mineral deficiency, release kinetics.
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1. INTRODUCCION

Los minerales traza en la produccion animal se han reconocido como esenciales para
multiples funciones metabdlicas, incluida la respuesta inmune, la reproduccion y el
crecimiento. La deficiencia de minerales traza en los forrajes es comun en las regiones
tropicales, como consecuencia de la baja concentracion mineral en los suelos. Esto es
una causa de la baja produccion y de los problemas reproductivos en rumiantes

(McDowell y Arthington, 2005).

En el trépico mexicano los perfiles minerales han revelado deficiencias severas de cobre
(Cu), zinc (Zn) y selenio (Se) en suelos, forrajes y suero sanguineo de bovinos (Alvear,
2003; Ramirez-Orduia et al., 2005; Martinez, 2006; Gamez, 2009; Arteaga, 2014), y
bajas concentraciones de Se en pequefios rumiantes (Ramirez-Bribiesca et al., 2001;
Torres, 2013). Por esto es necesario proveer estos elementos como suplementos
dietéticos. Existen diversas estrategias de suplementacion mineral como son las
premezclas minerales, bloques y soluciones inyectables. Sin embargo, el uso de estos
métodos resultan ser pocos practicos para el ganado en pastoreo, debido a que se
requieren de dosificaciones frecuentes y el consumo es variable en el caso de libre
acceso (Kendall et al., 2001). Por otro lado, los bolos intrarruminales de lenta liberacion
con minerales traza, se consideran como la estrategia mas indicada para tratar
deficiencias en rumiantes (Blanco et al, 2000; Kendall et al., 2001; Kendall et al., 2012).
Estos proporcionan al animal dosis constante del mineral durante largo periodo de
tiempo, de modo que una sola aplicacion asegure la cobertura adecuada del elemento
mineral durante varios meses. El objetivo de esta investigacién fue formular y disefar
bolos intrarruminales de lenta liberacion para suplementar cobre, zinc, cobalto y selenio

a rumiantes.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Definicién de bolos intrarruminales

Los bolos intrarruminales son dispositivos sélidos para la administracion de farmacos,
minerales traza, promotores de crecimiento, nutrientes y agentes antiparasitarios
(Cardinal, 1997; Rathbone et al., 2000). Se caracterizan por el suministro del principio
activo en los compartimentos del reticulo-rumen de los rumiantes. Estos pueden ser de
liberacion controlada o modificada que incluyen a los sistemas de liberacion prolongada
y a los sistemas de liberacion retardada. Los sistemas de liberacion prolongada son
aquellos en los que el principio activo se libera inicialmente en proporcion suficiente para
producir efecto terapéutico y posteriormente reduce la frecuencia de dosificacion,
mientras que los sistemas de liberacion retardada liberan el farmaco después de un
periodo de latencia posterior a su administracion (Jaimes, 2009). En el caso de los
sistemas de lenta liberacion, los bolos intrarruminales liberan al principio activo
gradualmente, cuya velocidad de liberacion permite la frecuencia constante de

dosificacion (Rodriguez, 2006).

2.1.1. Caracteristicas de bolos intrarruminales

Los bolos intrarruminales son disefiados para proporcionar farmacos o minerales traza
por largos periodos de tiempo dentro del reticulo-rumen de los rumiantes. Entre las
caracteristicas que se deben considerar en el disefio de los bolos intrarruminales se listan

las siguientes (Jaimes, 2009):



» El sistema de liberacién debe controlar la cinética de liberacion para adaptarse a
la farmacocinética de diversos farmacos.

> Deben ser aplicables a gran variedad de ingredientes activos,
independientemente de sus propiedades fisicoquimicas.

» No deben ser muy sensibles a variables fisiologicas como motilidad, vaciado
géstrico, pH, volumen de fluido, contenido intestinal, concentracion y presencia de
enzimas, estado de ayuno, tipo de alimentacion, posicion fisica, nivel de actividad
del animal, entre otros.

» Mantener la estabilidad del farmaco.

» El excipiente que controla la liberacion no debe aumentar el volumen del producto.

El disefio debe cumplir con tres criterios basicos (Fan y Singh, 1989; Cardinal, 2000):

1. Dimensiones. Las dimensiones del bolo deben ser de alrededor de 2.5 cm de
diametro con longitud variable de 6 a 10 cm. ComuUnmente la forma es cilindrica o
con forma de capsula, de manera que se pueda administrar por via oral.

2. Densidad. El bolo debe contar con un agente densificador para asegurar la
densidad superior a 2.0 g/cm? y garantizar la permanencia en el reticulo-rumen.

3. Sistema de liberacién. Se clasifican de acuerdo a su principal mecanismo de

control de velocidad como difusion, erosion, hinchazén y 6smosis.

2.2. Sistemas de liberacion controlada
En un sistema de liberacién controlada, la sustancia activa es incorporada a un soporte

gue generalmente es un material polimérico o una combinacion de varios. La velocidad



de liberacion de la sustancia activa desde dicho sistema al medio que la rodea, viene
determinada por las propiedades del propio polimero y, en menor medida, depende de
los factores ambientales, como pueden ser el pH, la temperatura y los fluidos del
organismo. Por ello, los sistemas de liberacion controlada deben ser capaces de permitir
la administracion de sustancias activas de una forma lenta y continua durante periodos
dilatados de tiempo (Rathbone et al., 2000; Saez et al 2002). A continuacion se describen

los sistemas de liberacion.

2. 2. 1. Sistemas controlados por difusion

Estos sistemas son disefiados para controlar la velocidad de liberacion mediante la
difusion del agente activo a través de cualquier parte del dispositivo. Existen dos tipos de
dispositivos controlados por difusion; los dispositivos reservorios que contienen un
nacleo del agente activo rodeado por una membrana polimérica densa o porosa
(Rathbone et al., 2000) y los dispositivos monoliticos o de matriz que consisten en la
distribucién del agente activo en una matriz de polimero no biodegradable, que puede
dispersarse como una fase separada o disolverse en el polimero. Los polimeros que
generalmente se utilizan como base para estos dispositivos son el polidimetilsilosano, la

etilcelulosa y la hidroxipropilcelulosa (Fan y Singh, 1989; Cardinal, 1997).

Dresback y Pfizer (citado por Cardinal, 1997) desarrollaron un dispositivo reservorio
(Paratect®) que en su interior contiene una mezcla de morantel y polietilenglicol para el
tratamiento de infecciones parasitarias. Este bolo consiste en un cilindro de acero

inoxidable de 4 pulgadas de largo y 1 pulgada de diametro. Los extremos estan tapados



con discos porosos de polietiieno impregnados con triacetato de celulosa (Figura 1). La
liberacion del farmaco se realiza a través de los discos por difusion simple hasta por 90

dias.

Discos de polietileno

impregnados con

triacetato de celulosa
Bandas de poliolefina

e |

/ Mezcla de farmac

Tubo de acero  erariraty de Morantel,
inoxidable polietilenglicol 400,
Metafosfato de sodio)

Tapas ajustadas de aluminio

Figura 1. Disefio del bolo Paratect® con sistema de liberacién por difusién (tomado de
Cardinal, 1997).

2. 2. 2. Sistemas controlados por erosion

En los sistemas de liberacién controlados por erosién los polimeros no son portadores
pasivos, sino participantes activos en el proceso de liberacion (Fan y Singh, 1989). Estos
sistemas estan disefiados para disolverse o desgastarse por el fluido ruminal o accion
mecanica del rumen, como se muestra en la Figura 2. Este enfoque permitio el desarrollo
de bolos con matriz erosionables para conocer el efecto en los cambios de composicion

en las caracteristicas de liberacion. Se determiné que densidades superiores a 2.0 g/cm?



eran suficientes para prevenir la regurgitacion y asegurar la permanencia del bolo en el
reticulo-rumen. Sin embargo, se observé que la tasa de liberacién fue mayor cuando el
bolo se alojaba en el reticulo respecto al rumen, debido a las diferencias en el ambiente
ruminal, contracciones musculares y a los efectos de abrasion de otros materiales
(Cardinal, 1997). Otro tipo de bolo implica un medicamento encapsulado dentro de una
membrana erosionable que controla la velocidad de liberacion. Este sistema involucra el
proceso de difusion a través de la membrana que es de espesor y permeabilidad

definidos (Rathbone et al., 2000).

Principio activo disperso
en polimero

f

~

—» Liberacion del
principio activo

Tiempo O Tiempo T

Figura 2. Esquema de la erosion en bolos de liberacion controlada (adaptado de Fan 'y

Singh, 1989).

Existe gran variedad de disefios y tipos de bolos para liberar diversos farmacos,
minerales traza o nutrientes para rumiantes en pastoreo. Por ejemplo la Figura 3 muestra
un bolo que consiste en un cilindro hueco tapado en ambos extremos. Por un extremo

contiene un resorte que actla sobre un piston que a su vez ejerce presion sobre una



composicién erosionable. El cilindro posee alas poliméricas que se expanden al entrar

en contacto con el liquido ruminal, para evitar ser regurgitado.

alas

, agua
émbolo d

‘ matriz
hinchabl
/ inchable

extrudato \' -
* 3“ orificio

nlcleo de la matriz
resorte agua

Figura 3. Diagrama de los componentes principales del dispositivo de Laby (tomado de

Cardinal, 1997).

Otros disefos de bolos constan de una matriz comprimida que contiene al principio
activo. Esta matriz esta revestida por un polimero insoluble en liquido ruminal, pero es
quebradiza, lo que permite la erosién del bolo y consecuentemente la liberacion del
principio activo. Ademas se han desarrollado dispositivos formulados con mezcla de
ceras, agentes tensoactivos y material denso para retenerlos en el rumen (Rothbone et
al.,, 2000). En este caso los sistemas controlados por reaccion quimica incluyen
formulaciones poliméricas y en consecuencia la liberacion se controla mediante reaccion
guimica como la escision del farmaco a partir de un esqueleto de polimero (Fan y Singh,

1989; Rothbone et al., 2000)



2. 2. 3. Sistemas controlados por hinchazén

Los bolos intrarruminales con sistema de liberacion por hinchazon estan formados por
matriz polimérica hidrofilica que es incapaz de degradarse por completo al entrar en
contacto con el fluido ruminal. La liberacion del principio activo se da por difusién cuando
el polimero absorbe liquido ruminal, lo que hace que se hinche. Algunos polimeros
vitreos cuya temperatura disminuye por el fluido, sufriran una transicioén de vidrio a gel,

estos pueden emplearse para tales sistemas (Fan y Singh, 1989).

2. 2. 4. Sistemas controlados por bombeo osmoético

Los bolos intrarruminales con sistemas osmoticos se desarrollaron bajo el principio de la
bomba osmdtica. Consiste en un nucleo sélido y compacto con el agente activo soluble
o insoluble en agua. El ndcleo esta cubierto por una membrana de polimero permeable
al agua, pero impermeable al agente activo. Cuando el bolo esta en un ambiente acuoso,
el fluido penetra la membrana y genera presion hidrostatica suficiente para regular el

rango de liberacion del agente activo a través del orificio del bolo (Figura 4).



Solucion con el
agente activo

Orificio de
entrega

Membrana

semipermeable Agua

Nucleo osmatico que contiene al
agente activo

Figura 4. Esquema de una bomba osmética simple (adaptado de Fan y Singh, 1989).

Esta tecnologia permitié que cientificos de Merck & Co. y ALZA desarrollaran un producto
con ivermectina llamado IVOMEC SR Bolus®, comercializado en Europa y Estados
Unidos para el tratamiento de ecto y endoparasitos. Se establecioé que la dosis diaria de
ivermectina en rangos de 12 mg dia* fuera suficiente para proteger al ganado contra una
variedad de parasitos internos y externos hasta por un periodo de 135 dias. El bolo esta
cubierto por una membrana extruida de acetato de celulosa y varios plastificantes. Su
interior se llena con una tableta osmdética que se hincha con el agua que penetra la
membrana. Sobre la tableta se coloca un placebo que funge como separador y pistén
para dirigir el flujo del farmaco hacia el canal de salida ubicado en el centro del agente

densificador (Figura 5).



Crificio de salida

—— Agente densificador

l4e—Membrana
semipermeable

~t+——Formulacion del
farmaco

— Placebo
| Tableta osmdtica

Figura 5. Bolo IVOMEC SR Bolus® disefiado con el sistema de liberacion osmético

(tomado de Cardinal, 1997).

2. 2. 5. Sistemas de disolucién controlada

El sistema de disolucién controlada permite la administracion de medicamentos que
liberan al principio activo mediante el proceso de disolucion. Por ejemplo, el vidrio exhibe
una solubilidad relativamente alta en soluciones tamponadas, por lo tanto se ha utilizado
en el disefio de dispositivos intrarruminales. El principio activo también puede liberarse
por difusién o erosiéon (Rathbone et al., 2000). Varios autores sefialan que los bolos de
vidrio son eficaces para suministrar minerales traza a rumiantes en pastoreo por periodos

de hasta un afno (Kendall et al., 2012).
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2. 3. Métodos de fabricacién de bolos intrarruminales

2. 3. 1. Extrusion en caliente

La técnica de extrusion en caliente inicio en la década de 1930, utilizada ampliamente
por las industrias de plasticos, cauchos y alimentos (Patil et al., 2016), su aplicacion en
la industria farmacéutica fue hasta la década de 1970 para la formacion de productos
multiparticulados (Repka et al., 2018). La extrusidbn en caliente es un proceso que
consiste en el bombeo de materias primas con un tornillo que gira a temperaturas
elevadas dentro de un troquel para conseguir una mezcla homogénea de los compuestos
activos y aglutinantes (termoplasticos y polimeros) (Crowley et al., 2007; Patil et al.,
2016). Esta tecnologia se convirtié en una alternativa para la fabricacion de productos
farmacéuticos como tabletas, capsulas, peliculas e implantes para la administracion de
medicamentos a traveés de via oral, transdérmica y transmucosa (Patil et al., 2016; Repka

et al., 2018).

La Figura 6 muestra los componentes de una extrusora simple que se utiliza en el
proceso de extrusion. El equipo consta de un barril que contiene bandas de calor para
calentar y reblandecer el material alimentado por la tolva, que es transportado hacia
adelante con ayuda de un tornillo, que a la vez calienta, mezcla y comprime. La presion,
temperatura y la velocidad son factores claves para alcanzar la consistencia de la mezcla
y la extrusion correcta del material (Navas y Navas, 2017). Posteriormente el extruido es
conducido hacia el dado, pieza que recibe el producto y le brinda el perfil o la forma
deseada. Las presiones comunes en el proceso son de alrededor de 35 a 70 mPa (Ruiz,

2009).
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Figura 6. Esquema de los componentes de una extrusora simple.

2. 3. 2. Granulacioén por fusion

La granulacion por fusion es una técnica basada en la utilizacion de un agente aglutinante
sélido que se funde a temperaturas entre 50 a 80 °C. Este proceso es aplicable a
farmacos sensibles a la humedad, evitando el uso de solventes acuosos u organicos
(Ochoa et al., 2006). El proceso consiste en lo siguiente, segun lo descrito por Rodriguez

(2006):

1) Mezclado. Es el proceso con el cual se obtiene una mezcla homogénea de los
ingredientes y el principio activo se encuentre uniformemente distribuido, para
asegurar su correcta dosificacién en el bolo que se elaborara posteriormente.
Para conseguir un mezclado correcto, en la industria farmacéutica se utilizan
mezcladores granuladores de alta velocidad, que permite realizar ademas del

12



mezclado, la granulacion y secado del granulado en un solo paso, y cuando se

realiza en pequefia escala se emplea un mortero o un mezclador a escala piloto.

2) Fusion. En esta etapa el excipiente se coloca en un recipiente de acero inoxidable

sobre una patrrilla eléctrica para generar su fusion de 50 a 80 °C.

3) Granulacion. La mezcla de los ingredientes (principio activo y densificador) se
adiciona al excipiente fundido y se mezclan homogéneamente. Se deja enfriar la
mezcla aproximadamente por 15 minutos y en seguida se pasa al granulador.
Para obtener el tamafio de particula deseado el producto es tamizado en mallas.

Finalmente, el granulado es mezclado con el lubricante para su compresion.

4) Compresion. Esta etapa consiste en la produccién de los bolos por compresion
mediante una tableteadora. Las tableteadoras monopunzonicas tienen
basicamente dos punzones (superior e inferior) y un cilindro dosificador donde se
va introduciendo el granulado a comprimir, desde una tolva. El punzén superior
realiza la compresion y controla la dureza, mientras que el punzon inferior expulsa

el comprimido y controla el peso.

Esta técnica permite la obtencion de bolos intrarruminales de lenta liberacion, mediante

la seleccion adecuada de los excipientes que formaran la matriz de liberacion.
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2. 3. 3. Fusién directa

Los métodos citados anteriormente, utilizan como materia prima a diversos polimeros
solubles e insolubles. A pesar de los resultados exitosos que se han logrado en la
fabricacion de bolos intrarruminales, constantemente se buscan nuevos materiales para
mejorar el disefio y la liberacion del principio activo. Por ejemplo, materiales de vidrio
soluble en agua se ha utilizado en la fabricacién de bolos para tratar deficiencias de
minerales traza en los rumiantes. Por lo tanto, las materias primas que se utilizan para
formar el vidrio necesitan fundirse a intervalo de temperaturas de 500 a 1100 °C. Esta
técnica inici6 a principios de la década de 1980, Pilkington PLC fabricé un bolo de vidrio
que contenia Cu, Co y Se, disefiado para disolverse durante un periodo de 18 meses

(Kendall et al., 2001).

En la fabricacion de bolos intraruminales de vidrio se utilizan diferentes o6xidos
formadores de vidrio (vitrificantes) y 6xidos modificadores (fundentes y estabilizantes)
que permitan la formacién correcta de la red del vidrio. La mezcla de los materiales se
funde en un horno a alta temperatura y luego es vertido en moldes para formar un
producto final, por ejemplo, varillas, tubos, discos, granulados y bolos monoliticos

(Cardinal, 2000; Kendall et al., 2001).

2. 4. Fisiologia y metabolismo de los minerales traza en los rumiantes
Los minerales traza en la produccion animal se han reconocido como componentes
funcionales de multiples eventos metabdlicos. Las funciones que desarrollan se pueden

clasificar en cuatro categorias: estructurales, fisioldgicas, cataliticas y reguladoras. Los
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minerales traza son componentes estructurales de los 6rganos y tejidos corporales.
Participan en la regulacion de la presion osmoética, en el equilibrio 4cido-base y en la
permeabilidad de la membrana. Ademas, forman parte de la estructura de numerosas
metaloenzimas que participan en diversas funciones metabdlicas como en la produccion
de energia, digestion de proteinas, replicacion celular, actividad antioxidante, entre otras

(Suttle, 2010).

2.4.1. Cobre

El Cu es un mineral traza que actia como cofactor esencial de varias enzimas
especificas y proteinas de transporte involucradas en diferentes procesos fisiolégicos del
organismo (Linder, 2002; McDowell, 2003; Cano et al., 2014; Goff, 2018), como
respiracion celular, formacion de la hemoglobina, funcién cardiaca, metabolismo de
lipidos, desarrollo del tejido conectivo, mielinizacion de la medula espinal, queratinizacion
y pigmentacion del tejido, formacion e inactivacion de hormonas y respuesta del sistema
inmune (Corah, 1996; Underwood y Suttle, 1999; McDowell, 2003; NRC, 2005; Goff,

2018).

La deficiencia de Cu esta relacionada con anemia, alteraciones éseas, ataxia en recién
nacidos, trastornos cardiovasculares (insuficiencia cardiaca o ruptura de la aorta),
despigmentacion y alteracion de la queratinizacion del pelo y lana, diarreas, infertilidad,
reduccion del crecimiento y alteraciones en el sistema inmunologico (Underwood, 1981;

NRC, 2005; McDowell y Arthington, 2005; Suttle, 2010).
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2.4.1.1. Absorcion, transporte y excrecion

En los no rumiantes el Cu se absorbe principalmente en el estbmago y en el intestino
delgado (Van den Berghe y Klomp, 2009; Goff, 2018). El duodeno y el yeyuno son los
principales sitios de absorcion de Cu en los rumiantes, y en menor proporcion en ileon
(Garcia et al.,, 2015). Sin embargo, en el ovino hay una absorcion importante en el
intestino grueso (Quiroz y Bouda, 2001). La absorcion del Cu se da mediante dos

mecanismo: transporte activo y difusion simple (Quiroz y Bouda, 2001; McDowell, 2003).

A nivel de la membrana apical gastrica y duodenal, el Cu es reducido y transportado por
difusion por la Proteina Transportadora de Cobre 1 (CTR1) a través de la membrana
apical (Lutsenko, 2010; Hashimoto y Kambe, 2015; Mesa et al., 2016). El transportador
de metal divalente (DMT1) absorbe al Cu en menor proporcion (Lutsenko et al., 2007).
Las proteinas chaperonas de Cu (Atox1) y las metalotioneinas (MT) se encargan de
transportar al Cu en el enterocito (Rosa y Mattioli, 2002; Cousins y Liuzzi, 2018).
Finalmente, el Cu es liberado a los fluidos extracelulares en forma clprica (Cu*?) y se
une principalmente a la transcupreina (McDowell, 2003), a la a-2-macroglobulina y en
menor proporcion a las albuminas y al aminoacido histidina para ser transportado hasta

el higado (Van den Berghe y Klomp, 2009; Mesa et al., 2016; Cousins y Liuzzi, 2018).

En el higado se sintetiza la ceruloplasmina (Cp), proteina relacionada con el transporte
y distribucion del Cu en el organismo, como en la movilizacion del Fe almacenado en el
higado y la eliminacion de radicales libres (McDowell, 2003). Las concentraciones

normales de Cu hepatico en los rumiantes son del orden de 100 a 400 mg de Cu kg de
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materia seca (NRC, 2005). Cuando las reservas de Cu hepatico exceden las
concentraciones normales, cualquier Cu adicional que entre al hepatocito se traslada a
los canaliculos por la ATP7B y se excreta en la bilis via exocitosis (Mesa et al., 2016).
Este mecanismo es uno de los mas activos, pero también se excretan cantidad
intermedias de Cu a través de la orina, la leche y el intestino, y pequefas cantidades se

excretan en la transpiraciéon (McDowell, 2003; Suttle, 2010).

2.4.2.2Zinc

El Zn es un componente integral de mas de 300 enzimas (Wright, 2012), que incluyen la
anhidrasa carbonica, alcohol deshidrogenasa, fosfatasa alcalina, aldolasa, lactato
deshidrogenasa, ARN y ADN polimerasas, transcriptasa inversa, carboxipeptidasa A, B,
G y superéxido dismutasa (Kohlmeier, 2015; Swain et al.,, 2016), involucradas en
diversas funciones bioldgicas del organismo como en el metabolismo de proteinas,
acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos (Salgueiro et al., 2000; NRC, 2005). Desempefia
un papel fundamental en la sintesis del ADN (Underwood, 1981), se requiere para la
integridad estructural y funcional de mas de 2000 factores de transcripcion y casi todas
las vias metabdlicas y de sefalizacién dependen de una o mas proteinas dependientes

de Zn (Suttle, 2010; Cano et al., 2014).

En la reproduccion animal el Zn es esencial para la madurez sexual y para los eventos
reproductivos en la hembra (Yasothai, 2014). Es importante para el mantenimiento y la
reparacion del revestimiento uterino después del parto (Kumar y Parmar, 2017). La

deficiencia de Zn se asocia con disminucion en la tasa de concepcion, estro anormal,
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aborto, reduccién del tamafio testicular y alteracibn en la formacion de los
espermatozoides (Wright, 2012; Swain et al., 2016). Roy et al. (2013) sefialaron que el
Zn interviene en la motilidad de los espermatozoides, debido a que actia en la pieza
intermedia del esperma. El Zn esta involucrado en el catabolismo de lipidos, y por lo tanto

es la fuente de energia para la movilidad de los espermatozoides.

Otra de las funciones del Zn corresponde al sistema inmune, forma parte de la timosina,
hormona producida por las células del timo para regular la maduracion de los linfocitos,
vital para la inmunidad mediada por células competentes (Goff, 2018). Ademas, puede
actuar directamente al promover la proliferacion de los linfocitos y disminuir la
susceptibilidad a la muerte celular programada (apoptosis) (Kohimeier, 2015). La
deficiencia de Zn afecta significativamente la funcion inmune, manifestandose atrofia
timica, funcion alterada de los linfocitos y en consecuencia mayor incidencia de

infecciones bacterianas, virales y micéticas (Haase, 2017).

A nivel celular el Zn desempefia un papel antioxidante a través de la superdxido
dismutasa (CuzZnSOD) que protege a las células de los radical libres que se producen en
los diferentes procesos fisiolégicos (Zhao et al.,, 2014), también puede proteger la
peroxidacion lipidica inducida por el Fe blogueando los sitios de fijacion del Fe en las

superficies celulares, actuando de forma sinérgica con la vitamina E (Suttle, 2010).
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2. 4.2.1. Absorcion, transporte y excrecion

La absorcion del Zn ocurre a lo largo del tracto intestinal, pero las tasas mas altas se
producen en el duodeno y yeyuno en humanos y animales no rumiantes (Cousins y
Liuzzi, 2018). En los rumiantes también se absorbe en el rumen (NRC, 2005) y en el
abomaso (Miller y Cragle, 1965). La eficiencia méxima de absorcién del Zn por los
rumiantes es de 0.75 (Suttle, 2010) y se da principalmente por difusion y transporte activo
(Das et al., 2018). Sin embargo, la eficiencia de absorcidén del Zn en los animales puede

variar desde 15 a 60 % (McDowell, 2003).

El Zn ingresa a las células epiteliales del intestino a través del borde de cepillo mediante
la ayuda de las proteinas ZIP/SLC29A presentes en las membranas celulares (Jeong y
Eide, 2013). La ZIP4 es la proteina principal en la absorcion del Zn (Wang y Zhou, 2010;
Takagishi et al., 2017; Cousins y Liuzzi, 2018), mientras que la ZIP11 y ZIP14 absorben
en menor proporcion (Cousins, 2010). En el enterocito la movilidad del Zn esté a cargo
de los transportadores ZnT2 a ZnT7 (Cousins, 2010). La MT contribuye al trafico
intracelular del Zn y cumple una doble funcién como desintoxicacién y reserva de Zn
(Wang y Zhou, 2010; Cousins y Liuzzi, 2018). Sin embargo, la proteina ZnT1 es el
transportador principal que controla el flujo de salida del enterocito hacia el torrente
sanguineo (Cousins et al., 2003; Wang y Zhou, 2010; Cousins, 2010). En la circulacién
el Zn se une ala albuminaen 70 % y a la a-2-macroglobulina 20 a 30 % para su transporte

al higado y al resto del cuerpo (NRC, 2005; Kohlmeier, 2015; Garlhan, 2018).
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El Zn se encuentra principalmente en el tejido muscular y 6seo (85 %), en la piel y el
higado (11 %) y en el plasma (0.1 %) (Das et al., 2018). La excrecion del Zn se da en las
heces y representa al Zn no absorbido y al secretado en el intestino delgado
principalmente por las secreciones pancreéticas, biliares y la digestion intraluminal por

proteasas (McDowell, 2003).

2. 4. 3. Cobalto

El Co es el aomo central de la cobalamina (vitamina Bi2) sintetizada por los
microorganismos del rumen y en el tracto digestivo del caballo (Cano et al., 2014). La
vitamina Bi2 es esencial para los rumiantes para el metabolismo del &cido graso y el
folato, ademas es cofactor de la enzima metilmalonil-CoA mutasa implicada en la
conversion del propionato a glucosa (Kumary Parmar, 2017), y de la metionina sintetasa
que regenera la metionina de la homocisteina (Goff, 2018). Ademas, el Co puede
favorecer la fermentacion ruminal al aumentar la digestion de la fibra de los forrajes de

baja calidad (McDowell, 2003).

Las dietas deficientes en Co reducen significativamente la sintesis de vitamina B12. Esto
provoca aumento en las concentraciones de acido metilmalonico en el liquido ruminal, la
sangre y la orina, como resultado de la incapacidad de los microorganismos para
convertir la metilmalonil-CoA a succionato, que luego debera convertirse a propionato
(Goff, 2018). En este contexto, la deficiencia de Co y vitamina Bi2 en rumiantes puede
provocar anorexia, pérdida del apetito, reduccion del crecimiento, anemias,

enfermedades del higado graso y reduccion de la resistencia a parasitos e infecciones
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microbianas (NRC, 2005; Suttle, 2010; Yasothai, 2014). Entre otras anomalias como
infertilidad, mal acondicionamiento del feto en desarrollo, retraso de la involucién uterina,
ciclo estral irregular, bajas tasas de concepcion y mortalidad temprana del ternero

(Kumar y Parmar, 2017).

2.4.3. 1. Absorcion, transporte y excrecion

En la mayoria de las especies la absorcion del Co se realiza en duodeno, y los sitios de
absorcion para la vitamina Bi2 se localizan en la porcion del ileon. Aproximadamente el
3 % de Co se convierte en vitamina Baz, del total de vitamina sintetizada, solo del 1 al 3
% se absorbe (McDowell, 2003). El Co se absorbe con la ayuda de la proteina DMT1
(Kohlmeier, 2015). Sin embargo, la absorcién de Co elemental por los rumiantes es del

ordende 1 a2 % (NRC, 2005).

Durante la digestion de los microorganismos muertos y de la haptocorrina salival se libera
la vitamina Bi2 y se une al factor intrinseco (IF) (Suttle, 2010). La secrecién de sales
biliares facilita la unién del complejo vitamina B12-IF a los receptores de la mucosa ileal
para su absorcion (Seetheram et al., 1999). Este complejo se degrada en los lisosomas
y la vitamina liberada se une a la transcobalamina (TC) (McDowell, 2003; Combs y
McClung, 2017). En el plasma sanguineo la vitamina Bi2 circula como
adenosilcobalamina (AdoChbl) unida a la TC y la metilcobalamina (MeCbl) se une a la

haptocorrina plasméatica en 70 a 80 % (Combs y McClung, 2017).
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La concentracion de Co en los tejidos es menor a 0.2 mg kg*. El higado, rifién, pancreas,
bazo y corazon contienen en promedio 0.15, 0.25, 0.11, 0.09 y 0.06 ppm,
respectivamente (McDowell, 2003). El higado de ovejas y vacas sanas, pueden contener
de 0.2 a 0.3 ppm de Co en base seca (Underwood, 1981). En el suero sanguineo de
ovinos la vitamina B12 se encuentra en valor cercano a 400 ng L, mientras que en
bovinos puede llegar a 1000 ng L (Viglierchio, 2000). La ruta principal de excrecion del
Co y de la vitamina B12 es mediante las heces, aunque en la orina también se secretan
cantidades variables (Suttle, 2010). Las vacas en lactancia excretan en las heces
alrededor de 86 a 87.5 % del Co total absorbido, de 0.9 a 1.0 % en la orinay de 11.5 a

12.5 % en la leche (McDowell, 2003).

2. 4. 4. Selenio

El selenio es el componente estructural de mas de 30 selenoproteinas involucradas en
la actividad enzimética y la regulacion metabdlica de los procesos oxidativos (Hefnawy y
Tortora, 2010; Ramirez-Bribiesca et al.,, 2017; Friedmann y Conrad, 2018). Su
importancia biolégica se reconocié con el descubrimiento del glutation peroxidasa (GSH-
Px), cuya funcion es proteger a las membranas celulares contra el dafio de los radicales
libres (Brown y Arthur, 2001; Cano et al., 2014). Entre las funciones fisiolégicas se incluye
la espermatogénesis, la funcion inmune, las reacciones de biotransformacion hepatica,
el recambio de neurotransmisores, la estabilidad de las membranas celulares, el
desarrollo y funcion muscular y la regulacién de las hormonas tiroideas (Kendall et al.,
2000; Ramirez-Bribiesca et al., 2005; Hefnawy y Tortora, 2010; Ahsan et al., 2014; Davis

y Hall, 2017; Hall, 2018).
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La incorporacion del Se en los rumiantes en pastoreo proviene de los forrajes, asociado
paralelamente con su concentracion de Se en el suelo. Existen regiones cuyo contenido
de Se es bajo, y la deficiencia en los animales es notable (McDowell, 2003). La
deficiencia de Se en los rumiantes pueden originar enfermedades como la enfermedad
del musculo blanco (Ramirez-Bribiesca et al., 2001) y problemas como fertilidad alterada,
abortos espontaneos, retencion placentaria, debilidad neonatal, incidencia de
endometritis, ovarios quisticos, hepatosis dietética en cerdos, diatesis exudativa y
degeneracion pancreética en aves de corral (McDowell, 2003; NRC, 2005; Wright, 2012;

Davis y Hall, 2017).

2.4.4.1. Absorcion, transporte y excrecion

La absorcion del Se en rumiantes es menor (alrededor de 29 a 35 %) que en los no
rumiantes (hasta 85 %) (Spears, 2003). Los microorganismos del rumen metabolizan al
selenato (Se0Qa4) y selenito (SeOs) a Se elemental, el cual es incorporado parcialmente
por la proteina microbiana, otra parte es metabolizada a selénido insoluble (Galbraith et
al., 2016; Ramirez-Bribiesca et al., 2017). La absorcion del Se ocurre principalmente en
el yeyuno, en donde el mecanismo de absorcion es similar al observado en los no
rumiantes (McDowell, 2003; Suttle, 2010). La proteina microbiana es hidrolizada en el
intestino delgado por accion enzimética y libera a la selenometionina para absorberse
por transporte activo en el duodeno, con menores cantidades en el yeyuno e ileon (Davis

y Hall, 2017).
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En la célula el Se se reduce a selénido y es incorporado a la Se-cisteina que es la forma
activa presente en la estructura de la enzima antioxidante GSH-Px (Ceballos y Wittwer,
1996). La selenometionina se metaboliza faciimente en Se-adenosilmetionina y
posteriormente en Se-cisteina que puede ser catalizada por una liasa especifica para
liberar el Se elemental e incorporarse entonces a las selenoproteinas (NRC, 2005; Suttle,

2010).

Cuando el Se es inyectado en forma de selenito, este es captado por los eritrocitos y
reducido a selenuro y transferido al plasma para ser transportado por albumina al higado,
donde se incorpora a las selenoproteinas como selenoproteina P o glutatién peroxidasa
extracelular, que posteriormente son excretadas al plasma. En el caso del selenato es
tomado directamente por el higado sin haber sido procesado en sangre (Amador, 2005).
La selenoproteina P es la encargada del transporte del Se hacia los tejidos, esta proteina

representa mas del 60 % del Se en plasma (NRC, 2005).

La eliminacion del Se se presenta a través de la orina, heces y exhalacién, la cantidad
depende del consumo, la forma de administracion, la composicion de la dieta, los
antagonistas presentes y la especie animal (McDowell, 2003; Alexander, 2015). Sin
embargo, en los no rumiantes predomina la excrecion urinaria en forma de
trimetilselenuro y monometilselenuro, independientemente de la via de administracion
(Davis y Hall, 2017). Mientras que en los rumiantes la ruta principal es fecal cuando se
ingiere via oral, pero cuando se suministra via parenteral es a través de la orina (Hall,

2018).
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3. HIPOTESIS

Los bolos intrarruminales elaborados a base de pentéxido de fosforo garantizan una

formulacidn idonea para liberar por mas de seis meses los minerales traza.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Formular y disefiar bolos intrarruminales de lenta liberacion con cobre, zinc, cobalto y

selenio para cubrir sus deficiencias en rumiantes.

4.2. Objetivos particulares

1) Desarrollar dos prototipos de bolos de lenta liberacion con diferentes matrices y
contenido de fuentes de cobre, zinc, cobalto y selenio para evaluar su

comportamiento con la técnica de fermentacion in vitro.

2) Determinar la liberacion teérica del cobre, zinc, cobalto y selenio de los bolos con

la técnica de fermentacion in vitro para cubrir sus deficiencias en rumiantes.

3) Determinar la cinética de disolucion de los bolos de lenta liberacién con los

minerales traza con la técnica de fermentacion in vitro.
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5. MATERIALES Y METODOS

La investigacién se desarroll6 en dos etapas y cada una incluyo las siguientes fases:
I.  Formulacién de bolos intrarruminales de lenta liberacion
II.  Elaboracion de bolos intrarruminales de lenta liberacién
[ll.  Cinética de disolucion de bolos intrarruminales de lenta liberacion con la técnica

de fermentacion in vitro

5.1. Etapa I. Evaluacion in vitro de bolos intrarruminales de lenta liberacion con

minerales traza elaborados por el método de granulacién por fusion

5.1.1. Formulacion de bolos intrarruminales de lenta liberacion

La formulacién y elaboracion de los bolos se realizo en el &area de Farmacia de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan (FES-C) de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM). La formula de los bolos (Cuadro 1) incluy6 sulfato de cobre (CuSOa),
oxido de zinc (ZnO), 6xido de cobalto (Co30a4) y selenito de sodio (Na2SeOs) como
fuentes de Cu, Zn, Co y Se, respectivamente. Para estructurar la matriz de liberacion se
utilizé Cutina HR polvo (aceite vegetal hidrogenado) y fosfato de calcio (DI-TAB, Helm
de México). En T3 se utilizé hierro (Fe) como agente densificador para asegurar la
densidad superior a 2.0 g/cm3. Ademas se afiadié Estearato de magnesio (Helm de
México) como lubricante para reducir la friccion entre las piezas metdlicas durante la

compresion.
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Cuadro 1. Formulacion de bolos intrarruminales de lenta liberacion con minerales traza.

T1 T2 T3

Componente 5
Y%

Cutina 20 30 20
Fosfato de calcio 10 0 5
Hierro 0 0 5
Estearato de 1.092 1.092 1.092
magnesio
Sulfato de cobre 27.13 27.13 27.13
Oxido de zinc 40.33 40.33 40.33
Oxido de cobalto 0.148 0.148 0.148
Selenito de sodio 1.3 1.3 1.3
Total 100 100 100
Analisis calculado
Cobre 10.8 10.8 10.8
Zinc 324 324 324
Cobalto 0.11 0.11 0.11
Selenio 0.6 0.6 0.6

*Tratamientos uno (T1), dos (T2) y tres (T3).

5.1.2. Elaboracion de bolos intrarruminales de lenta liberacion
Se elaboraron 9 bolos, 3 por cada tratamiento de acuerdo a las formulaciones del Cuadro
1. Para la elaboracién de los bolos se utilizé el método de granulacion por fusién, el cual

consistié en lo siguiente:

a) Se pesaron los ingredientes activos y los excipientes de la formulacién en una
balanza analitica Mettler Toledo modelo AB-204-S.

b) Se mezclaron las fuentes de Cu, Zn, Co y Se, el Fe y el fosfato de calcio por tres
minutos.

c) Se vertio la Cutina en un vaso metdlico y se coloc6 en una plancha para su fusion

a temperatura aproximada de 80 a 90 °C.
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d) Se adicion6 la mezcla del inciso b a la Cutina fundida y se agité constantemente
hasta lograr una mezcla homogénea.

e) Se disminuyo la temperatura entre 40-50 °C.

f) La masa se vertio en una malla del nimero 12 para hacer la granulacion.

g) Se dej6 enfriar el granulado hasta alcanzar la temperatura ambiente.

h) Se agrego0 el Estearato de magnesio al granulado y se mezclé por tres minutos.

i) Finalmente los bolos se elaboraron por la compresion de 32.208 gramos (T1),
31.910 gramos (T2) y 32.403 gramos (T3) en una prensa hidraulica de laboratorio
“Carver Press” (Figura 7) empleando 3 toneladas en la fuerza de compresion por

30 segundos.

Figura 7. Prensa hidraulica de laboratorio “Carver Press” (izquierda) y bolos

intrarruminales de lenta liberaciéon (derecha).
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5.1.3. Cinética de disoluciéon de los bolos intrarruminales de lenta liberacién con la

técnica de fermentacion in vitro

5.1.3.1 Preparacion de la solucion amortiguadora
Se preparé una solucién amortiguadora a base de saliva de McDougall y liquido ruminal,
con relacién 4:1. Se ajusté a pH de 6.5 con &cido clorhidrico (HCI) al 2N con un

potenciémetro y agitacion constante en una parrilla.

Previamente se preparo la saliva de McDougall, con los siguientes reactivos disueltos en

agua desionizada para aforar a un litro de solucién:

a) 9.80 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3)

b) 7.00 g de fosfato de sodio heptahidratado (NazHP4.7H20)
c) 0.57 g de cloruro de potasio (KCI)

d) 0.47 g de cloruro de sodio (NaCl)

e) 0.12 g de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4.7H20)

Los bolos se pesaron y midieron, y se introdujeron en frascos de vidrio con 100 mL con
solucion amortiguadora. Posteriormente se incubaron en el Daisy Ankom a 39.5 °C por
7 dias (Figura 8). A las 72 horas los bolos se sacaron y fueron secados con toallas de
papel para monitorear su masa. Asi mismo se realiz6 el cambio de la solucién

amortiguadora.
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Figura 8. Bolos intrarruminales de lenta liberacion con minerales traza en la solucién

amortiguadora.

5.1.4. Determinacion de la erosién diaria y total de bolos intrarruminales de lenta
liberacién

La erosion diaria de los bolos (EDB) se calcul6 restandole a la masa inicial la masa final
de los bolos divididos entre los dias de duracion del experimento, expresandose en g dia-
1, Para determinar la erosion total del bolo (ETB) se le rest6 a la masa inicial la masa final
del bolo por tratamiento y su repeticion. Los valores de las variables se ajustaron a base

seca.

5.1.5. Estimacion de la liberacion teérica del Cu, Zn, Co y Se

La estimacion de la liberacién de los minerales traza se realiz6 de forma teorica,
considerando los valores de las erosiones diarias y totales de los bolos, de acuerdo a los
porcentajes de inclusién de las fuentes minerales. Los resultados se agruparon por cada
tratamiento.
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5.1.6. Tasa de liberacion
Se dividi6 el promedio de la EDB y el area superficial de los bolos por tratamiento y se

expres6 en mg cm?dia™.

5.1.7. Disefio experimental y Analisis estadistico

Los tratamientos fueron asignados a las unidades experimentales mediante un disefio
experimental completamente al azar. Los datos obtenidos fueron analizados mediante
un analisis de varianza con el procedimiento GLM del programa SAS version 9.4. Las

medias de los tratamientos se compararon con la prueba de Tukey (a = 0.05).

5.2. Etapa Il. Evaluacion in vitro de bolos intrarruminales de lenta liberacion con

minerales traza elaborados por el método de fusion

5.2.1. Formulacion de bolos intrarruminales de lenta liberacion

La formulacion y elaboracion de los bolos para esta etapa se realizo en el Laboratorio de
Nutricibn Animal del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. La formula de los
bolos incluy6 6xido de cobre (CuO), éxido de zinc (ZnO), 6xido de cobalto (Co304) y
selenito de sodio (Na2SeOs) como fuentes de Cu, Zn, Co y Se, respectivamente. La
matriz de liberaciébn se form6 con cuatro compuestos quimicos (Cuadro 2). Los
compuestos quimicos al igual que las fuentes de minerales traza integraron el agente

densificador.
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Cuadro 2. Formulacion de bolos intrarruminales de lenta liberacion con minerales traza

a base de pentoxido de fosforo.

Compuesto %
Pentéxido de fosforo -
Carbonato de sodio -
Oxido de calcio -
Oxido de magnesio -
Oxido de cobre -
Oxido de zinc -
Oxido de cobalto -
Selenito de sodio -
Andlisis calculado de minerales traza

Cobre 10.54
Zinc 4,94
Cobalto 0.75
Selenio 0.40

5.2.2. Elaboracion de bolos intrarruminales de lenta liberacion

Se disefaron bolos con diferentes formulaciones y se eligieron los que presentaron las
mejores caracteristicas fisicas como dureza, compactacion, formay densidad. Todo este
proceso se realizé con la finalidad de obtener el bolo hecho con la formulacion apropiada
para que contuviera la cantidad necesaria de minerales traza. Los bolos se elaboraron
con los compuestos del Cuadro 2, con el fin de evaluar la cinética de disolucién en
fermentacién in vitro. Para la fabricacion de los bolos se utiliz6 un proceso térmico

(fusién) escrito en la Figura 9:

a) Los excipientes y las fuentes minerales traza del Cuadro 2 se pesaron en una

balanza digital y se mezclaron por 5 minutos.
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b) La mezcla se verti6 en crisoles de porcelana con capacidad de 100 mL y se
introdujeron a la mufla para su fundicién a temperatura aproximada de 800 a 850
°C por 30 minutos.

c) Se bajo la temperatura de la mufla y se dej6é enfriar a temperatura ambiente por
48 horas. Luego se retiraron los crisoles y se colocaron en un desecador.

d) Finalmente, los bolos se extrajeron de los crisoles y tomaron la forma de la base

Figura 9. Diagrama general del proceso de elaboracion de los bolos por el método de

fusion.
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La densidad de los bolos se determind por desplazamiento de agua en una probeta
graduada. La masa se obtuvo pesando los bolos vy los valores fueron sustituidos en la

formula de densidad (p=m/V).

5.2.3. Cinética de disoluciéon de los bolos de lenta liberacién con la técnica de

fermentacion in vitro

5.2.3.1. Incubacion de los bolos en el Daisy Ankom

Se utilizé solucion amortiguadora preparada como se indicd en la etapa | (Saliva de
McDougall y liquido ruminal) con relacion 4:1, ajustada a pH de 6.5. Se utilizaron dos
frascos de digestion, cada uno contenia 1250 mL de solucién amortiguadora y 18 bolos.
El periodo de digestion de los bolos en fermentacion in vitro fue de 56 dias. El

procedimiento fue el siguiente (Figura 10):

a) Los bolos se pesaron en una balanza analitica para registrar su masa inicial.

b) Posteriormente, fueron puestos en bolsas de tela para tenerlos identificados y
facilitar su extraccion para el pesaje.

c) Los bolos se distribuyeron uniformemente en los frascos considerando un peso
promedio en cada frasco. Se introdujeron en la solucién amortiguadora y se paso
corriente de CO2 para mantener las condiciones 6ptimas de la fermentacion.

d) Los frascos se colocaron en el digestor Daisy Ankom a 39.5 °C con movimiento
circular constante.

e) A las 72 horas los bolos se sacaron para monitorear su masa y hacer el cambio
de la solucion amortiguadora.

f) Después de la ultima lectura de masa, se introdujeron en una estufa a 55° C por
24 horas para determinar el porcentaje de humedad y poder corregir las masas a

base seca.
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a)

b)

~

c) d)
Figura 10. Fases del proceso de fermentacion in vitro de los bolos intrarruminales de

lenta liberacion con minerales traza a) Bolos intrarruminales de lenta liberacion; b) Bolos
cubiertos por una tela para su digestion; c¢) Bolos intrarruminales de lenta liberacion en

la solucién amortiguadora; d) Digestion de los bolos en el Daisy Ankom.
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5.2.4. Analisis estadistico

Se utilizé un modelo de regresion no lineal con el programa CurveExpert Professional
version 2.6.5 para estimar la regresion no lineal entre dos variables. En el modelo se
relacion6 una variable dependiente (el peso de los bolos), con una variable independiente
(el tiempo). Se analizé y comparo el ajuste de varios modelos estandar y se selecciond

el modelo mas significativo de acuerdo con el valor de R-cuadrada.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Etapal

6.1.1. Caracteristicas fisicas de los bolos de lenta liberacion
La masa promedio (n=9) de los bolos intrarruminales de lenta liberaciébn con minerales
traza en la etapa | resultd de 32.174 g, con error estandar de 0.171. La densidad

promedio fue de 2.8 g/cm?y el area superficial de 35.835 cm? (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracteristicas fisicas de bolos intrarruminales de lenta liberacién con

minerales traza.

Tratamientos

Variables 1 = 3 Promedio
Media de masa inicial (g) 32.208 31.910 32.403 32.174
EEM 0.178 0.258 0.076 0.171
Longitud (cm) 2.65 2.4 2.4 2.483
Diametro (cm) 2.9 2.9 2.9 2.900
Area( cm?) 37.354 35.076 35.076 35.835

*EEM: Error Estandar de la Media.

De acuerdo con Cardinal (2000) y Amador (2005), los bolos con una densidad de 2.0 a
3.5 g/cm? deberan mantenerse en el reticulo-rumen y evitar la regurgitacion en el ganado
en pastoreo. Por lo tanto, este indicador se cumple con los bolos elaborados, contando

con una densidad de 2.8 g/cm?.

37



6.1.2. Erosién diaria y total de bolos intrarruminales de lenta liberacion

Las medias de los tratamientos para las variables erosion diaria (EDB) y erosion total
(ETB) de los bolos con minerales traza por fermentacion in vitro, se muestran en el
Cuadro 4, hubo diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos 1 y 3. El valor
de la EDB (0.039 g bolo* dia!) en el T1 fue estadisticamente diferente (P<0.05) al valor
de la EDB (0.129 g bolo? dia!) de T3. Sin embargo, estadisticamente el efecto de T2

sobre la EDB fue similar (P>0.05) alade T1y T3.

El efecto de los tratamientos sobre la ETB fue similar al de la EDB. El mayor valor de la
ETB (P<0.05) se present6 en el T3, el cual fue de 0.902 g bolo?, respecto a T1

registrando 0.275 g bolo™.

Cuadro 4. Erosion de bolos intrarruminales de lenta liberacion con minerales traza por

fermentacion in vitro.

Tratamientos

Variables EEM
T1 T2 T3

EDB (g bolo? dia?) 0.039P 0.0892b 0.1292 0.009

ETB (g bolo™) 0.275P 0.6262° 0.9022 0.063

*Medias de los tratamientos con la misma literal no son diferentes (P>0.05); EDB:
Erosion diaria de bolos; ETB: Erosion total de bolos; EEM: Error Estandar de la
Media.

Las erosiones de los bolos en los tratamientos evaluados, puede deberse principalmente
a la estructura de la matriz de liberacion. Es decir, la matriz de liberacion debe tener la
capacidad de controlar la cinética de liberacion y no ser demasiado sensible a las

variables fisioldgicas del ambiente ruminal (Jaimes, 2009). Por otra parte, se observo
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gue los bolos de T3 que contenian Fe como agente densificador, presentaron mayor
erosion en la superficie y se tornaron a una coloracion marrén, esto puede deberse a las
reacciones quimicas del Fe. Por lo tanto, se cree que el tamafio de la particula liberada

fue mayor respecto a T1y T2, y en consecuencia presentaron una mayor erosion.

Al no haber diferencias significativas entre T1 y T2 en la erosién, el Cuadro 2 muestra
que los bolos presentan estructura similar en la matriz de liberacion al no incorporar al
Fe como agente densificador. Sin embargo, el hecho de que los bolos no se hayan
erosionado en gran cantidad, nos indica que los excipientes de la matriz de liberacion es
adecuada para resistir al pH, la friccion y el ataque de los microorganismos, permitiendo

la liberacion controlada de los minerales traza.

Los valores de la erosion total registrada en este estudio son inferiores a las reportadas
por Jaimes (2009), este autor en una prueba in vitro evalué la degradacion de bolos
(13.69 g) con selenio (selenito de sodio y selenato de bario) por 48 horas, y encontro
degradaciones promedio de 4.57 g bolo!. La diferencia significativa posiblemente se

deba a que la matriz de liberacion estuvo compuesta principalmente por carragenina.

6.1.3. Liberacion teérica del Cu, Zn, Co y Se

Los resultados obtenidos para la variable liberacion tedrica de Cu, Zn, Co y Se por
fermentacion in vitro se muestran en el Cuadro 5. Hubo diferencia significativa entre los
tratamientos evaluados. Los bolos que conformaron T3 presentaron mayor liberacion de

minerales traza en comparacion con los bolos de T1 (P<0.05).
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Cuadro 5. Liberacion tedrica de minerales traza obtenidas por fermentacion in vitro.

Liberacion diaria (mg dia bolo™)

Tratamientos

Cobre Zinc Cobalto Selenio

T1 4.252P 12.755° 0.043P 0.236°
T2 9.6692° 29.0062° 0.0982° 0.5372°
T3 13.9312 41.7932 0.1412 0.7732
EEM 0.9741 2.9224 0.0099 0.0541

Liberacion total (mg bolo™?)

T1 29.76° 89.28P 0.303P 1.653°
T2 67.68% 203.04% 0.6892° 3.76%
T3 97.522 292.552 0.9932 5.4182
EEM 6.8189 20.4568 0.0694 0.3788

*Medias de los tratamientos con la misma literal no son diferentes (P>0.05); EEM:

Error Estandar de la Media.

En el caso particular del Cu, los bolos de T3 presentaron mejor liberacion diaria (P<0.05),
con un promedio de 13.931 mg Cu dia, respecto a T1 con promedio de 4.252 mg Cu
dial. Mientras que los bolos de T2 el valor de la liberacién diaria del Cu no fue diferente
a los valores de T1y T3 (P>0.05). Del mismo modo, la liberacion diaria del Zn, Coy Se
fue mayor en los bolos de T3 respecto a T1 (P<0.05). Como se observa en el Cuadro 5,
los valores de la liberacién total de Cu, Zn, Co y Se en T1 fueron inferiores
estadisticamente a las liberaciones de T3 (P<0.05). El comportamiento de esta variable
fue similar a las erosiones diarias y total (Cuadro 4). Al parecer, a media que aumenta la
concentracion del mineral en el bolo, se obtiene mayor liberacién, como es el caso del
Zn, Cu, Se y Co que estuvieron presente en mayores concentraciones en los bolos,

respectivamente.
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El ganado bovino productor de carne requiere de 10 mg Cu kg de MS, sin embargo, el
requerimiento puede variar de 4 a 15 mg Cu kg dependiendo en gran medida de la
concentracion de azufre y molibdeno presente en la dieta (NRC, 2000). Considerando
que los forrajes tropicales generalmente contienen de 1.2 a 8.1 mg Cu kg* MS (Alvear,
2003; Gadmez, 2009; Arteaga, 2014), el consumo de Cu por un bovino de 500 kg de peso
que ingiera en promedio 10 kg MS (con 8 mg Cu kg en el mejor de los casos) es de 80
mg Cu dia. Este valor presenta un déficit de 20 mg Cu para cubrir el requerimiento diario
del bovino. En esta investigacion los bolos de T2 y T3 presentaron liberacion de Cu de
9.67 y 13.93 mg dia, lo cual hace suponer que al administrar dos bolos al animal, el

déficit se cubre en su totalidad.

Los valores de la liberacién diaria de Cu en este estudio difieren a las reportadas por
Hemingway et al. (1997), obtuvieron liberaciones de 62 mg Cu dia!. Esta diferencia se
puede explicar en gran medida a las condiciones en la que desarrollaron la investigacion,
es decir, los bolos tenian mayor concentracién de Cu (aproximadamente 5,427 mg) y se
suspendieron dos bolos en el rumen de vacas con canulas durante 100 dias. De acuerdo
al laboratorio de manufactura de los bolos utilizados, indica que estan disefiados para

que dos bolos liberen 60.3 mg Cu dia* (Cruz, 2014).

En cuanto al Zn el NRC (2000), establece que las dietas para ganado bovino de carne
deben proporcionar 30 mg Zn kg!. Esta cantidad es necesaria para cubrir el
requerimiento del ganado en sus diferentes etapas fisiologicas. Sin embargo, los

requerimientos del ganado bovino en pastoreo no estan bien definidas; por lo tanto se
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debe ofrecer suplemento con Zn, debido a que los forrajes en su mayoria contienen de
7 a19 mg Zn kg! MS (NRC, 2000; Gamez, 2009). Por ejemplo, un bovino de 500 kg que
consuma en promedio 10 kg MS, debe consumir 300 mg Zn dia! y considerando que el
forraje proporcione 19 mg Zn kg MS, estaria consumiendo 190 mg Zn dia, con un
déficit de 110 mg Zn, el cual puede cubrirse con suplementacion. En este estudio los
bolos de T2y T3 liberaron 29.006 y 41.793 mg Zn dia™!, por lo tanto, al extrapolar al triple,
posiblemente liberarian 87.018 y 125.379 mg Zn dia? respectivamente. Con estos

valores se cubriria el requerimiento del bovino.

En un estudio realizado por Kendall y Telfer (2000) determinaron la liberacion aparente
del Zn de bolos de vidrio soluble, a partir del balance general del Zn en ovejas
estabuladas. Obtuvieron una liberacion promedio de 93.25 mg Zn dia?, este valor es
superior a la liberacién promedio de Zn (27.85 mg dia?) reportada en el presente estudio.
Las cantidades liberadas de Zn pudieran deberse a diferencias en la concentracion del
mineral, método de elaboracion y al medio de digestién de los bolos, ya que en esta
investigacion se realizé con la técnica de fermentacién in vitro. Sin embargo, la liberacién
de los bolos de T3 (41.793 mg Zn dia!) se aproximan al valor de 55 mg Zn dia* reportado
por Hemingway et al. (1997). Este dato se obtuvo de dos bolos sumergidos en el rumen
de vacas fistuladas, por lo tanto, podemos suponer que la liberacién de dos bolos en el

presente estudio es de 83.586 mg Zn dia.

Los bolos de T3 se elaboraron con 0.15 % de oxido de cobalto (0.11 % Co elemental),

gue corresponde a 1.07 mg Co g bolo. La liberacién fue de 0.141 mg Co dia*. EI NRC
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(2000, 2001) y McDowell (2003) recomiendan requerimientos de 0.10 a 0.25 mg kg* MS
para bovinos de carne y ganado lechero en pastoreo, es decir, si un bovino pesa
alrededor de 500 kg, el requerimiento de Co es de 1 mg dia! si consume
aproximadamente 10 kg MS. Ademas, los estudios mas reciente indican la necesidad de
incrementar la cantidad de Co para rumiantes a un nivel de 0.3 a 0.5 ppm MS para una
Optima actividad microbiana, fermentacion y sintesis de vitamina Bi2 (McDowell, 2003).
Es claro que la liberacion de Co por el bolo no es suficiente para cubrir el requerimiento,
no obstante, los forrajes tropicales contienen <0.08 ppm de Co (McDowell y Arthington,
2005). Hemingway et al. (1997) reportaron liberaciéon de 1.08 mg Co dia, mientras que
Cruz (2014) menciona que los bolos fabricados con 239 mg Co liberan 2 mg Co dia*
hasta por cuatro meses. Los bolos comerciales de Inglaterra y Australia aseguran una

liberacidn por un tiempo maximo de 12 meses (Judson et al., 1991).

Respecto a Selenio, los bovinos productores de carne y el ganado lechero requieren 0.3
mg kg MS (NRC, 2000). Por lo tanto, si a un bovino que pesa 500 kg se le administra
un bolo, la liberacién del Se por el bolo debe ser de 0.006 mg Se kg. En este estudio,
la liberacién calculada del Se en fermentacion in vitro para T1 fue de 0.236 mg Se dia’,
al dividirlo entre los 500 kg es igual a 0.0005 mg Se kg, este valor es menor respecto
alarecomendacion del NRC. Sin embargo, los valores de la liberacibn en T2y T3 (0.0011

y 0.0015 mg Se kg%, respectivamente) se acercan al valor recomendado.

Reuvilla et al. (2008) evaluaron en ovinos la degradacion de bolos que contenian 2.35 %

de Se elemental y reportaron liberacién de 0.177 mg Se dia*. Es evidente que los autores
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obtuvieron menor liberacion de Se respecto al presente estudio. Las diferencias se deben
al peso de los bolos (3 g contra 32.17 g) y posiblemente a las dimensiones del bolo, al
medio de digestion y al periodo de investigacion. Hemingway et al. (1997) encontraron
liberacion de 0.56 mg Se dia! con dos bolos. Este valor es similar a la liberacién
registrada en T2, pero ligeramente inferior a la liberacion de los bolos de T3 (0.773 mg
Se dia!). En bovinos se han administrado bolos de 30 g, con 360 a 500 mg de Se cémo
selenito de sodio y liberan 3 mg Se dia, con sistema de expulsiéon de bomba osmética

(Tasker, 1992).

Gutiérrez (1999) sefiala que a mayor concentraciéon del mineral, 4rea de contacto,
tamafio de particula y presion de compresion en los bolos son factores claves para
incrementar la degradacion y liberacion de los minerales traza. Por otra parte, Telfer et
al. (1984) y Ruiz (2009) recomiendan que las medidas de los bolos para bovinos deben
serde 6.5a8.5cmdelargoy 2.3 a 3.0 cm de didmetro. En este estudio los bolos tuvieron
en promedio 2.48 cm de largo y 2.9 cm de didmetro, por lo que se puede inferir que a
mayores dimensiones del bolo se puede obtener mayor liberacion del mineral traza y

poder cubrir el requerimiento de los rumiantes.

6.1.4. Tasa de liberacion

La tasa de liberacion de bolos con minerales traza presento diferencias estadisticas
(P<0.05) por efecto de los tratamientos evaluados, las medias de los tratamientos se
muestran en el Cuadro 6. Las mayores tasas de liberacion se obtuvieron en los bolos de

T2y T3, los que promediaron 3.115 mg cm? dia’%, sin existir diferencia estadistica entre
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ellos; la tasa de liberacién promedio de T1y T2 fue 1.803 mg cm? dia! y fueron similares
estadisticamente. Sin embargo, la tasa de liberacion en promedio de T3 fue mayor 73 %
respecto a T1. La inclusion de Fe en el bolo, ocasion6 mayor erosién, de tal forma, que
la diferencia de la tasa de liberacién de los bolos de T3 representd 104 % del promedio

registrado entre T1y T2 que no incluyeron Fe.

Cuadro 6. Tasa de liberacion de bolos intrarruminales de lenta liberacidon con minerales

traza obtenida por fermentacion in vitro.

Tratamientos Tasa de liberacion (mg cm dia?)
T1 1.054b
T2 2.552ab
T3 3.6782
EEM 0.2568

*Medias de los tratamientos con la misma literal no son diferentes (P>0.05); EEM:

Error Estandar de la Media.

La menor tasa de liberacidén se explica por presentar mejor compactacion, debido a que
incluy6 10 % de fosfato de calcio y 0 % de Fe, con respecto a T2 y T3, sin embargo, la
mayor tasa de liberaciéon en T3 puede ser por la inclusion de 5 % de Fe, que a la vez, se
observo en el bolo un mayor tamafio de particula, y ademas presenté mayor erosion en

la superficie.

La tasa de liberacion de los bolos encontradas en este estudio, son diferentes a las
reportadas por Hemingway et al. (1997) con vacas fistuladas alimentadas con heno y
vacas en pastoreo, al obtener liberaciones por par de bolos de 8.289 y 10.776 mg cm?

dial, respectivamente. Kendall et al. (2012) al administrar un bolo de vidrio soluble a
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corderos en crecimiento en condiciones de pastoreo, obtuvieron velocidad de disolucién
promedio de 326 mg dia!, que corresponde aproximadamente a 9.77 mg cm? dia. De
acuerdo a Telfer et al. (1984) recomiendan la tasa de liberacién de no mas de 25 mg cm?
dia, lo que hace posible que los bolos administrados al animal puedan liberar los

minerales traza requeridos en periodos de hasta un afo.

6.2. Etapa ll

En la etapa | se evaluo la erosion de los bolos conteniendo Cu, Zn, Co y Se, estos fueron
inferiores en la tasa de liberacidn, pero esta dentro de la recomendacion por Telfer et al.
(1984). Por lo tanto, se decidi6 realizar mediante el método de fusion bolos de lenta
liberacion que tuvieran los mismos minerales traza, pero con diferente estructura de la
matriz de liberaciébn a base de pentoxido de fosforo, de tal forma que permitiera su

degradacion en mayores periodos de tiempo.

6.2.1. Caracteristicas fisicas de los bolos de lenta liberacion

Se elaboraron 36 bolos con la misma formulacién y se dividieron en cuatro grupos de
acuerdo a su masa. La densidad de los bolos de determin6 por desplazamiento de agua
al interior de una probeta graduada empleando un bolo en cada ocasion y realizando la

prueba por triplicado. El Cuadro 7 muestra los resultados.
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Cuadro 7. Medias de masas de bolos intrarruminales de lenta liberacion con minerales

traza elaborados a base de pentéxido de fosforo.

Grupos n Masa (g) EEM
1 13 2.187 0.117
2 7 4.473 0.334
3 13 6.86 0.164
4 3 14.721 1.085

*n: nUmero de bolos; EEM: Error Estandar de la Media.

Los bolos en cada grupo tuvieron aproximadamente el mismo tamafio, aunque su forma
fue irregular, debido a que adquirieron la forma de las bases de los crisoles, como se
muestra en la Figura 11. Los bolos cuentan con una densidad por arriba de 2.0 g/cm? lo

que asegura su retencion en rumen.

Figura 11. Bolos intrarruminales de lenta liberacion con minerales traza elaborados a

base de pentdxido de fosforo.

6.2.2. Cinética de disolucidn in vitro de bolos intrarruminales de lenta liberacion
Con los datos de erosion de los bolos en fermentacién in vitro se ajust6 para cada grupo

un modelo de regresion no lineal. En las siguientes graficas (Figura 12) se presenta el
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comportamiento de la disolucién de los bolos en funcién del tiempo. La cinética fue similar
en los cuatro grupos, se observo en la primera semana después de la inmersion, la mayor

disolucion. Posteriormente a los 7 dias la disolucion disminuyo.

Los bolos se elaboraron con 10.54 % Cu, 4.94 % Zn, 0.75 % Co y 0.40 % Se. El promedio
de la erosién total para el grupo 1 fue de 0.835 g. De acuerdo a los porcentajes de
inclusion, teoricamente corresponden a liberaciones de 88.009 mg Cu, 41.249 mg Zn,
6.262 mg Co y 3.34 mg Se, respectivamente. Los bolos del grupo 2 presentaron erosion
de 1.635 g, que corresponde a 172.329 mg Cu, 80.769 mg Zn, 12.262 mg Co y 6.54 mg
Se. En el caso del grupo 3 la erosién fue de 2.458 g, con liberaciones de 259.073 mg Cu,
121.425 mg Zn, 18.435 mg Co y 9.832 mg Se. Mientras que en los bolos del grupo 4 la
erosion fue de 4.219 g, equivalente a 444.682 mg Cu, 208.418 mg Zn, 31.642 mg Co y

16. 879 mg Se.

En las graficas se puede apreciar que la disolucion de los bolos en el inicio del
experimento fue elevada, y después de los 7 dias fue decreciendo (Figura 12). Esto
indica que al administrar un bolo al animal posiblemente muestren aumento significativo
de minerales traza en la concentracion plasmatica en los primeros 7 dias del tratamiento,
y que después la concentracion del elemento se puede mantener o disminuir respecto
de la concentracion de referencia. Por otro lado, hubiera sido de gran utilidad determinar
la concentracion de minerales traza en la solucion amortiguadora, para tener una idea

clara sobre la liberacion y efectividad de los bolos durante el periodo de estudio.
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El modelo obtenido para predecir la degradacion de los bolos en cada grupo indica que
a los 180 dias desaparecen 0.983, 2.037, 3.227 y 4.744 g para los grupo 1, 2, 3y 4
respectivamente. Esto permite inferir que los bolos pueden ser efectivos por mas de 6
meses. Sin embargo, en las gréficas de la cinética de disolucion se puede observar que
los bolos presentan disminucion significativa en la erosién después de los 7 dias, lo cual
puede afectar la liberacién de los minerales traza y por ende la cantidad necesaria que

se requiere para corregir las deficiencias en los rumiantes.

La tasa de liberacion teorica se determiné a partir de los valores de erosiones y
estimacion del area de los bolos, en promedio fue de 3.6206 mg cm? dia!. Este valor es
ligeramente superior al reportado por Zervas (1988), que registré una tasa de disolucion
en rumen de 2.53 mg cm? dia? con bolos de 35 g, con suministro de 11 mg Cu, 0.5 mg
Co y 0.21 mg Se. Sin embargo, la liberacion de Co y Se son similares a las calculadas
en este estudio para los bolos del grupo 4 (0.56 mg Co y 0.30 mg Se), pero difiere con la
liberacion de Cu (7.940 mg). Esto posiblemente se deba a que los bolos utilizados por el
autor tenian mayor concentracién de Cu (14 %). En un estudio por Hemingway et al.
(1997) con vacas fistuladas alimentadas con heno y en pastoreo, registraron tasas de
disolucion de 8.289 y 10.776 mg cm? dia™!, respectivamente. De igual forma Kendall et
al. (2012) reportaron disoluciéon de 326 mg dia?, que corresponde a una tasa de

liberacién de 9.77 mg cm? dia™?.

De acuerdo con Telfer et al. (1984) la tasa de liberacién total no debe estar por arriba de
25 mg cm? dia! para asegurar un tratamiento durante seis meses, incluso utilizando
intervalo inferior de velocidad de liberacién de hasta 8 mg cm? dia® proporcionara
minerales traza aproximadamente hasta un afo.
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Figura 12. Cinética y curva de ajuste en la disolucion de los bolos de lenta liberacién con
minerales traza en fermentacion in vitro. *a): bolos grupo 1; b): bolos grupo 2; c¢): bolos

grupo 3; d): bolos grupo 4.
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7. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos y las condiciones experimentales, se concluye lo siguiente:

» Las formulaciones desarrolladas en la etapa | son adecuadas para la elaboracion
de bolos intrarruminales de lenta liberacibn con minerales traza, y ademas
cumplen con las caracteristicas fisicas, en particular la densidad superior a 2.0

g/cm?3 aseguran su permanencia dentro del rumen.

> Los bolos de T2 y T3 presentaron mejor erosion y tasa de liberacién de minerales
traza con buenas posibilidades para abatir la deficiencia de estos minerales en los

rumiantes en pastoreo.

» La implementacion del método de fusiébn en la fabricacion de los bolos
intrarruminales de lenta liberacion a base de pentdxido de fosforo permitié la
obtencién de bolos con posibilidades de funcionar como sistemas de liberacién

prolongada.

» La cinética de disolucion de los bolos intrarruminales en fermentacioén in vitro

indica que los bolos elaborados a base de pentoxido de fosforo liberan minerales

traza hasta por mas de 180 dias.
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