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RESUMEN

La presente investigacion fue realizada en el laboratorio de Produccion Animal
perteneciente al Departamento de Produccion Animal de la Universidad
Auténoma Agraria “Antonio Narro”; asi como también en el laboratorio de
Biotecnologia Ambiental del Departamento de Biotecnologia de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue la determinacion de la
produccion de acidos grasos volatiles (AGV) in Vitro empleando biopelicula de

microorganismos ruminales en un soporte de opuntia imbricata.

Las Variables a evaluar fueron las siguientes: Cinética de produccién de metano
(O, 24, 48 y 72 horas), Cinética de produccion de agv’'s (0, 24, 48, 72 y 96 horas)
donde se determind la produccién de acido acético, acido propionico y acido

butirico

Acido acético: Es altamente significativo (P < 0.01). Sobresalen para esta
variable las combinaciones de tratamiento Coyonoxtle entero y Coyonoxtle en
trozos con y sin biopelicula, destacandose en estos el Coyonoxtle entero sin

biopelicula que tiene una respuesta superior a las 96 horas de exposicion.

Acido propionico:  Los niveles del factor A fueron no significativos, mientras que
la respuesta de los niveles del factor B asi como la interaccion AB fueron
altamente significativas (P<0.01). Por otro lado, es importante resaltar que las
mejores combinaciones de tratamiento lo fueron Coyonoxtle entero sin biopelicula
y Coyonoxtle en trozos con biopelicula, ademas que las maximas respuestas se

observaron a las 72 horas.

Acido butirico: Otro de los &cidos importantes que proveen de energia para el
buen funcionamiento del rumen, ambos factores A y B hubo una falta de

X



significancia, sin embargo si la hay para la interaccion de los factores AB (P <
0.05). Teniendo respuesta similar a las combinaciones de tratamiento de los

acidos grasos volatiles (agv’s) anteriores.

METANO: Uno de los productos terminales de la fermentacion y que ademas es
nocivo para el buen funcionamiento del rumen (Owens y Goetsch, 1986), lo es el
metano esta variable muestra una alta significancia (P < 0.01) tanto a las 24 horas
como a las 72 horas. Las combinaciones de tratamiento que mostraron las mas
bajas concentraciones de metano, lo fueron Coyonoxtle en trozos y Coyonoxtle

entero ambos sin biopelicula.

TOTAL DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN DIETA: La respuesta al total de
los acidos grasos volatiles (agv's) fue muy similar a las combinaciones de
tratamiento de los tres acidos anteriores (acético, propionico y butirico). Indicando
de nuevo que la mayor produccion de acidos grasos voléatiles es mayor en los
casos donde no fue formada la biopelicula de microorganismos; lo cual refleja que
es probable que se requiera de un mayor tiempo de formacién de la biopelicula de

microorganismos ruminales.

Palabras claves: Biopelicula ruminal, acidos grasos volatiles, rumiantes.
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[.INTRODUCCION.

El ganado bovino es de especial importancia gracias a su capacidad de
transformar pastos de baja calidad ricos en paredes vegetales y no aprovechables
para el hombre ni otros animales no rumiantes, en proteina de alta calidad. Los
rumiantes han adaptado su tracto gastro-intestinal para poder degradar el alimento
gue digieren a traves de una simbiosis con poblaciones microbianas y aprovechar

al maximo los productos de fermentacion formados (Van Soest, 1982).

El rumen provee un ambiente apropiado, con un suministro generoso de
alimentos, para el crecimiento y reproduccion de los microorganismos. La
ausencia de aire en el rumen favorece el crecimiento de especies especiales de
bacterias, entre ellos las que pueden digerir las paredes de las células de plantas
(celulosa) para producir azucares sencillos (Cuauhtémoc y Diaz, 2001).

Estos microorganismos dependen del rumiante para disponer de las condiciones
Optimas para su crecimiento y el rumiante depende de los productos de
fermentacion anaerdbica del alimento fibroso que ingiere y de la actividad
biosintética microbiana, para cubrir sus propias necesidades nutritivas (Yokohama
y Johnson, 1988). El metabolismo del rumiante esta enfocado a aprovechar los
productos de la fermentacion microbiana como son los acidos grasos volatiles
(AGV), sin embargo, no todos los productos de la fermentaciobn microbiana son
Utiles para el rumiante, como puede ser el metano o incluso nocivos como el

amoniaco y los nitratos (Owens y Goetsch, 1986).

Asi el rumiante aprovecha los productos finales de la fermentacion,
particularmente los acidos grasos volatiles (AGV). Ademas se producen algunos
productos adicionales como el &cido lactico, el bidxido de carbono y el metano y
los nutrientes contenidos en los cuerpos celulares de los microorganismos, que
son aprovechados al digerirse en el abomaso e intestino delgado (Owens y
Goetsch, 1986).



El objetivo de formular una dieta balanceada es generar un ambiente ruminal que
maximice la sintesis microbiana y cubra las necesidades del animal. La flora
microbiana consiste de bacterias, protozoos y hongos que pueden clasificarse de

diferentes formas (George y Diamond, 2006).

Asi el 25 % de las bacterias se encuentran en la fase liquida del rumen, el 70%
adherida a las particulas en suspensiéon y un 5% adherida a los protozoos o a la
pared ruminal. Para que la concentracion bacteriana se mantenga es necesario
gue su tiempo de generacion sea menor al tiempo de la ingesta. Dado que la tasa
de pasaje de las particulas es menor al del liquido ruminal, las bacterias de menor

crecimiento suelen adherirse a dichas particulas (George y Diamond, 2006).

En la naturaleza la mayoria de los microorganismos permanecen en grupos
formados por agrupaciones, que se adhieren a una superficie. La mayoria de las
bacterias pasan su vida en una biopelicula. Como miembros de un biofilm pueden
estar los microorganismos metanogenicos (archaea) que utilizan los &cidos

organicos para producir metano (Balaban et al., 2008).

La formacion de una biopelicula favorece las interacciones sinérgicas entre los
microorganismos lo cual se traduciria en una mayor produccion de AGV, lo que
indica que un sistema de biopelicula puede aportar un mayor aprovechamiento de

los forrajes consumidos por el rumiante (Padilla y Rodriguez, 2007).



1.1 Objetivo

Determinacion de la produccién de &acidos grasos volatiles (AGV) in Vitro
empleando biopelicula de microorganismos ruminales en un soporte de opuntia

imbricata.

1.2 HIPOTESIS.
Hipotesis nula (Ho):

Empleando una biopelicula de microorganismos ruminales no incrementara la

produccion de acidos grasos volatiles (AGV’Ss)
Hipdtesis alternativa (Ha):

Empleando una biopelicula de microorganismos ruminales se incrementara la

produccion de acidos grasos volatiles (AGV’s)



Il. REVISION DE LITERATURA.

2.1 RUMIANTES.

Un rumiante es un animal con un estbmago que tiene compartimientos multiples,
lo que le permite extraer la nutricion de los pastos, heno, y otros alimentos ricos en
celulosa que en otros animales por lo regular les resultaria indigesto. Otra
caracteristica de los rumiantes es que en parte regurgitan la comida para ayudar al
proceso digestivo, la cual fue demolida parcialmente para su posterior digestion a

lo cual se conoce como bolo alimenticio (Hardy, 2011).

Los animales evolucionaron para la vida en las praderas, para comer grandes
cantidades de pasto en un momento y luego digerirlos. En esencia, un rumiante
tiene una despensa de almacenamiento de alimentos mezclados con bacterias
gue ayudan a descomponerlos de manera que puedan ser digeridos por los
animales (Hardy, 2011).

2.1.1 Caracteristicas de los rumiantes.

Los rumiantes son capaces de aprovechar los alimentos ricos en fibras (celulosa)
mediante la accién de la microflora y macrofauna existente en su pre-estomago,
absorbiendo como productos finales acidos grasos volatiles y proteina microbiana
de calidad superior a la vegeta (Dukes, 1955). En principio el rumiante alimenta a
los microorganismos y estos, a su vez, nutren al rumiante. Los pre-estbmagos
(rumen, redecilla y librillo) se desarrollan a partir del estomago embrionario, que
pierde en el transcurso de su desarrollo, adquiriendo un tipo de epitelio escamoso.
En el animal adulto las capacidades relativas de cada compartimiento son: rumen
80%, reticulo 5%, omaso 7% y abomaso 8%. La funcion principal de los pre-
estdbmagos serd demorar los alimentos fibrosos a los afectos de humectacion y
fermentacion, las ingestas que escapen a esta accion se degradaran en ciego y
colon (Castle y Watkins, 1988).



La distinta constitucion del aparato digestivo hace que los rumiantes presenten
algunas diferencias basicas favorables, que son: Mayor capacidad, que le permite
utilizar enormes cantidades de alimento basto (forraje), en comparaciéon de los
monogastricos. Adaptacion del aparato digestivo para digerir esos alimentos
bastos antes de que entren en el intestino delgado. Sistema digestivo mas
eficiente para usar la fibra de los alimentos. Son rumiantes los bovinos, ovinos y
caprinos. Realizan la rumia y la eructacion como mecanismos para favorecer la

digestion y eliminar el exceso de gases, respectivamente (Dukes, 1955).

2.1.2. El rumen.

El estomago de los rumiantes consta de cuatro compartimientos: el rumen, el
reticulo, el omaso y el abomaso (Fig. 1). Estos compartimientos se desarrollan
desde el estbmago embrionario y son relativamente pequefios en el animal recién
nacido, donde el rumen y el reticulo juntos apenas son la mitad del abomaso o

estdbmago verdadero.

Reticulo

: =
Omaso RPumen

Abomaso

Figura 1. Representacion esquematica de los 6rganos que forman el estomago del
rumiante: rumen, reticulo, omaso y abomaso. (Scientific American, 1958, citado

por Anison y Lewis, 1996).

El crecimiento considerable del rumen se realiza durante los primeros meses de
vida, pero el estimulo principal de desarrollo es la ingestion de sélidos. Cuando los

cuatro compartimientos han alcanzado sus tamafios relativamente permanentes,
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lo que ocurre después de un afio, el rumen representa 80% del volumen total del
estdbmago. La capacidad del rumen en los adultos varia mucho con la edad y el
tamafo del animal, pero generalmente oscila entre cuatro y diez litros en ovejas y

de ciento a trescientos litros en los bovinos (Anison y Lewis, 1996).

El rumen todavia no es funcional en los animales recién nacidos, pero la
fermentacion ruminal empieza en unas cuantas semanas. En este periodo, en que
el animal no estd destetado, su principal alimento es la leche, que se absorbe
rapidamente, sin pre digestion, en el rumen (Dukes, 1955).

El rumen puede ser considerado como una gran camara de fermentacion que
proporciona el medio conveniente para el cultivo continuo de la poblacion

microbiana (Denton, 1957).
La constancia de las condiciones en el rumen se logra como sigue:

a) La toma frecuente de alimentos por el animal proporciona un suplemento
regular de substrato para los microorganismos.

b) Los productos solubles de la actividad microbiana son absorbidos
rapidamente por la pared ruminal y por lo tanto no se acumula ni llega a
inhibir la accion enzimatica.

c) La temperatura del rumen se sostiene de 38°a 42°C. por el mecanismo
regulador de temperatura del animal.

d) El volumen del contenido ruminal se regula por el paso de material liquido a
intervalos hacia el omaso a través del orificio reticulo-omasal. Las
pequefas particulas alimenticias y una porcion de la poblacion microbiana
se elimina del rumen en esta forma.

e) Los rumiantes secretan grandes cantidades de saliva que es rica en
bicarbonato y otros iones. La saliva es el factor mas importante en el
mantenimiento del volumen liquido y fija el estado del pH y la composicion

i6nica en el rumen (Dukes, 1955).



Es posible que el rumen evolucione en reacciébn a la naturaleza fibrosa y
voluminosa de la dieta. El desarrollo de este 6rgano ha dado al animal la
capacidad de usar una variedad de microorganismos para convertir los muchos
constituyentes refractarios de la dieta que no puede digerir, en formas
rapidamente aprovechables. Los detalles de este proceso pueden ser entendidos
sélo al examinar la poblacion microbiana en el rumen y el destino en este 6rgano

de la mayoria de los constituyentes de los alimentos. (Annison y Lewis, 1996).

2.1.3 Medio ambiente ruminal.
El rumen ofrece un medio adecuado para el crecimiento bacteriano ya que el pH
varia generalmente entre 5.5y 7.0 y la temperatura de 39%40C., es muy cercana

a la optima para la mayoria de los sistemas enziméaticos (Hungate, 1966).

El alimento llega hasta el rumen en una forma mas o menos constante y es
mezclado por las contracciones de las paredes ruminales, lo que permite que los
microorganismos entren en contacto con los alimentos recién ingeridos o

regurgitados y vueltos a masticar y humedecer (Baldwin, 1965).

La reinsalivacion de los alimentos durante la rumia, en combinacion con el agua
gue llega al rumen, y las secreciones del mismo, proveen una humedad relativa

favorable para muchos microorganismos (Annison, 1965).

Ademas, los productos finales de las reacciones fermentativas son eliminados del
medio, ya sea por absorcion de la mucosa del reticulo-rumen, o bien por el paso a
los siguientes compartimentos, evitando de esta manera la saturacion del medio y

la consecuente inhibicién del crecimiento bacteriano (Meyer et al., 1965).

Por lo tanto, se favorece el crecimiento de la misma llegando a producir una
cantidad de protoplasma equivalente al 10% del liquido total del rumen (Reid,
1970).



2.1.4 Fisiologia y metabolismo bacteriano

Las bacterias son seres vivos y estan compuestas al igual que las células
eucariotas por proteinas, polisacaridos, lipidos, acidos nucleicos, entre otros.
Estas moléculas a su vez forman parte de estructuras celulares mas complejas,

como por ejemplo la pared celular y la membrana citoplasmatica (Warner, 1962).

Una caracteristica de los seres vivos es la capacidad para sintetizar sus propios

constituyentes a partir de nutrientes que toman del medio externo.

El crecimiento bacteriano se define como el aumento ordenado de todos los
constituyentes quimicos de la célula. Se trata de un proceso complejo, que supone
la replicacion de todas las estructuras y componentes celulares a partir de los

nutrientes exégenos.

El termino metabolismo se refiere al conjunto de reacciones quimicas que tiene
lugar en la célula. EI metabolismo tiene lugar a través de secuencias de

reacciones catalizadas enzimaticamente (Bryant 1963).

2.1.5. Microbiologia del rumen.

El rumen es, en esencia, un sistema anaerobio muy reductor en un medio
ligeramente acido, pero con pH fijo, a una temperatura de 39C, y en una fase
gaseosa compuesta principalmente de bioxido de carbono, metano y nitrogeno. En

este medio se forma una poblacién microbiana muy especializada.

La proliferacion continua de los microorganismos esta asegurada por la ingestion
periddica de alimentos; el sistema también esta mantenido por un flujo continto de
saliva, por el paso del contenido a lo largo del tracto digestivo y por la absorcién
de los productos finales del metabolismo a través de la pared del rumen. El
crecimiento y la division de los microorganismos se realiza por la muerte y autolisis
de otros, asi que estan siempre presentes en el rumen algunos vivos, muertos y
células dafadas, junto con una variedad de particulas alimenticias digeridas

parcialmente (Annison y Lewis, 1996).



2.1.5.1. Poblaciones ruminales.

La poblacion microbiana en el rumen es variable, predominando las bacterias y los
protozoarios ciliados. En general, y debido a las condiciones que prevalecen en el
rumen, la mayor parte de los microorganismos son anaerobios 0 anaerobios

facultativos.

Algunos de los géneros bacterianos mas importantes, por su capacidad para
degradar a los principales carbohidratos (glucidos) de los alimentos son:
bacterioides, ruminococos, succinomonas, ciertos clostridios, celobacterias y
butirivibrio (Hungate, 1966).

Los protozoarios mas comunes en el rumen pertenecen a los géneros: isotriquia,
dasitriquia, diplodinio y entodinio. En rumiantes jovenes también se encuentran
protozoarios flagelados, monocercomonas, calimastix, quilomastix,

tetratricomonas, etc. (Bryant 1963).

Las bacterias del rumen se han agrupado, segun el sustrato que fermentan en

forma predominante, de la siguiente manera:

Bacterias celuloliticas. Son las que producen celulasas que es una enzima
extracelular capaz de hidrolizar los enlaces beta de la celulosa, produciendo
celobiosa. Algunas de ellas también aprovechan la celobiosa que a su vez libera
glucosa. Este tipo de bacterias se encuentran en concentraciones altas en el
rumen de animales alimentados con forrajes que contiene mucha fibra. Muchas de

las bacterias de este grupo también degradan el almidén (Hungate, 1966).

Bacterias hemiceluloliticas. Son bacterias capaces de degradar a las
hemicelulosas, liberando pentosas, hexosas y acidos uronicos, convirtiéndolos en
glucosa o fructosa. Muchas de ellas son capaces ademés de degradar la celulosa
(Bryant, 1963).



Bacterias amiloliticas. Estas utilizan los almidones como sustrato, pues poseen
una amilasa que hidroliza enlaces alfa 1-4 produciendo maltosa, que por accion de

la maltasa se convierte en glucosa (Dehority, 1967).

Bacterias que utilizan azucares solubles. Estas dependen de la actividad de las
anteriores, que son las que producen glucosa, xilosa y otros azucares solubles de
las celulosas, almidones, hemicelulosas, etcétera, transformandolas en &cidos

grasos volatiles (Hungate, 1966).

Bacterias proteoliticas. Producen enzimas hidroliticas que rompen enlaces

peptidicos, liberando péptidos y finalmente acidos aminados (Bryant, 1953).

Bacterias lipoliticas. Poseen esterasas que hidrolizan a los triglicéridos,

fosfolipidos y esteres de acidos grasos (Dehority, 1967).

Bacterias que utilizan acidos. Actian sobre los productos finales de la actividad de
bacterias de los grupos anteriores, utilizando como sustrato diferentes tipos de

acidos, por lo que ayudan a su eliminacion del medio (Bryant, 1953).

Ademas, hay otros tipos de bacterias capaces de producir amoniaco a partir de los
acidos aminados, por mecanismos de desanimacion; las metanogenicas que
producen metano a partir de hidrogeno y bidxido de carbono y otras que sintetizan

vitaminas (Hungate, 1966).

2.1.6 MICROORGANISMOS CELULOLITICOS PREDOMINANTES E N EL
RUMEN.

2.1.6.1. Fibrobacter succinogenes.

Se considera actualmente como una de las bacterias celuloliticas predominantes
en el rumen.

Los &cidos grasos predominantes de F. succinogenes son &cidos saturados de
cadena lineal. Sus celulasas y su modo de ataque a células de las paredes de las

plantas han sido ampliamente investigados. F. succinogenes es particularmente
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activa en la hidrolisis de celulosas altamente ordenadas, tales como fibras de
algoddn, numerosos estudios han establecido su capacidad para solubilizar y
digerir material vegetal. A pesar de la solubilizacion extensa de material vegetal, F.

succinogenes no utiliza pentosas para el crecimiento (Hungate, 1950).

2.1.6.2. Butyrivibrio fibrosolvens.

Estas bacterias se encuentran entre la especie predominante presente y se
aislaron a partir de la dilucién 10® del contenido del rumen. Las caracteristicas de
B. fibrosolvens pueden variar considerablemente entre los aislamientos, y hay una
clara necesidad de una nueva evaluacion de la taxonomia del género (Eadie,
1962).

Un estudio de los efectos de los acidos grasos volatiles en Butyrivibrio sugirio la
existencia de al menos dos biotipos principales (Warner, 1962). Aparte de las
variaciones en los patrones de fermentacion, las cepas de B. fibrosolvens varian
sustancialmente en las propiedades antigénicas y en su contenido de &cidos
lipoteicoicos (Eadie, 1962). La gama muy amplia de sustratos fermentados por B.
fibrisolvens hacen que sea muy comun en el rumen, donde se cree que
desempefian un papel en la hidrdlisis de la pared celular de las plantas, la
hidrogenacion de los lipidos, y la protedlisis.

B. fibrisolvens se ha demostrado que fermenta celodextrinas, y una gama de
despolimerasas polisacéaridos y glucosido hidrolasas que han sido detectados en
los extractos celulares; Butyrivibrio fibrisolvens hidrogena ciertos acidos grasos

insaturados (Russel, 1985).

2.1.6.3. Ruminococcus flavefaciens.

El papel de R. flavefaciens se da en la pared celular de las plantas, esto fue
establecido en una serie de estudios sobre ruminococci y otras bacterias del

rumen, se ha dilucidado aun mas por microscopia electronica de barrido (Baldwin,
11



1965) demostré que, R. flavefaciens coloniza principalmente los bordes cortados
de la epidermis, el floema y las células del esclerénquima. La digestion de la
epidermis y las células del parénquima en la vaina del haz se llevé a cabo por la
adhesion de bacterias. La actividad polisacaridasa ha demostrado estar

fuertemente influenciada como sustrato para el crecimiento (Ayers, 1959).

2.1.7. ORGANISMOS AMILOLITICOS PREDOMINANTES EN EL RUMEN.

2.1.7.1. Ruminobacter amylophilus.

Ayers (1959) describi6 esta bacteria gram-negativa amilolitica del rumen del
ganado. Aunque no siempre es detectable en el contenido ruminal, en ocasiones
R. amylophilus se piensa que es el predominante digestor del almidon. Los
principales productos de fermentacion son acetato y succinato. El dioxido de
carbono y el amoniaco son esenciales para el crecimiento. Los 4cidos grasos de
B. amylophilus son principalmente de cadena lineal saturada y acidos mono-

insaturado (Wallnofer y Baldwin, 1967).

2.1.7.2. Succinomonas amyloliticas.

Son células Gram-negativas con forma de varillas rectas o cocobacilos hasta 1,5 x
3,0 micro micras de didmetro, moviles por medio de un solo flagelo polar.
Succinomonas amylolitica fue descrito por primera vez por Bryant et al. (1958) que
fue aislado del rumen de bovinos alimentados con mezclas de heno y grano. Esta
bacteria esta normalmente asociada con la digestion del almidén, aunque produce

una amplia gama de glucésidos e hidrolasas (Wallnofer y Baldwin, 1967).

2.1.7.3. Streptococcus bovis.

Streptococcus bovis es de particular interés debido a su papel en el desarrollo de
acidosis lactica en ovejas y ganado alimentado con un exceso de almidén. El
papel de S. bovis en esta condicion, identificado por vez primera por Hungate et al.

(1952), ha sido revisado por Hungate (1966) y Russell y Hino (1985).
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Aunque de interés en relacion con la alimentacion de la dieta de almiddn, S. bovis
es capaz de crecer en celodextrinas solubles en agua derivados de la celulosa
cristalina (Russell, 1998). Asi, S. bovis es capaz de sobrevivir en el rumen de
animales alimentados con forraje (Hungate, 1966). Un aislamiento de S. bovis del
rumen bovino fue encontrado por Hino y Russel (1985) el cual se utilizo para
producir una liasa endo-poligalacturonato, esta enzima permite al organismo
recuperar azUcar utilizable (arabinosa, xilosa, galactosa y ramnosa) que se

asocian con la fraccion péptica de las paredes celulares vegetales.

2.1.8. Secreciones digestivas en los rumiantes.

Saliva.

La saliva es la mezcla de secreciones de las glandulas salivales. Sus principales
funciones son como medio de transporte para la deglucion y para el regreso de los
alimentos del rumen a la boca. En los rumiantes existen tres pares de glandulas
salivales principales: paroétidas, submaxilares y sublinguales; en estas glandulas
se encuentran dos tipos de ceélulas secretorias: las células cerosas y las células

mucosas (Stevens, 1970).

La cantidad de saliva excretada depende de las condiciones fisicas del contenido
de agua en el alimento y de la especie animal. La saliva en los rumiantes es
alcalina con gran poder tamponizante y procede en su mayor parte de las
parétidas, su pH es de 8.2 a 8.4 en bovinos, la secrecidn es continua en todas las
glandulas salivales y es vertida al rumen junto con sustancias alimenticias y agua
(Cronjé, 2000).

Los estimulos provocadores del flujo salival, provienen de la cavidad bucal y de
otras regiones; asi la estimulacion del nervio parasimpético crea una profusa
salivacion (Reid, 1970).
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JUGO GASTRICO.

La cantidad de jugo gastrico producida por los rumiantes es continua y es
mantenida por el constante paso de los alimentos a través del abomaso, después
del vaciamiento de los pre estdmagos se detiene la secrecion del jugo gastrico
acido. El pH en bovinos es de 2 a 3. Las secreciones gastricas son similares a las
de los monogastricos, el abomaso tiene glandulas fundicas y pildricas, las
primeras a través de las células principales y con una enzima proteolitica, el
pepsinogeno es activado por el acido clorhidrico para formar la pepsina, la cual
actla sobre las proteinas para convertirlas en péptidos, al mismo tiempo existe un
efecto catalitico sobre el pepsinogeno para que siga produciendo, lo cual quiere
decir que la pepsina puede convertir pepsinogeno en mas pepsina (Anderson et
al., 1987).

JUGO PANCREATICO.

El pancreas tiene funciones endocrinas y exocrinas, la funcion exocrina secreta
dos tipos de soluciones, una contiene enzimas y es secretada por las células
acinares, la otra contiene una concentracion de bicarbonato de sodio secretado
por las células que revisten los conductos. El objetivo de estas secreciones es
hidrolizar las proteinas, grasas y carbohidratos y neutralizar el pH aumentando la
alcalinidad. Las células acinares del pancreas secretan las enzimas en forma
inactiva a fin de evitar la desintegracion de ellas por las mismas enzimas. Las
enzimas ribonucleasas y desoxiribonucleasas actian sobre RNA y DNA

degradandolos hasta convertirlos en nucleétidos (Baldwin, 1965).

La tripsina y la quimiotripsina separan proteinas completas, la carboxipeptidasa
separa aminoacidos terminales. La amilasa pancreética (esteapsina) hidroliza las
grasas y las convierte en acidos grasos y glicerol, en un pH de 8 después de la
accion de la bilis. El control de la secrecién exocrina del pancreas depende de tres

factores: a) Nervio vago, estimula la secrecion, b) Colecistocinina (CCK) aumenta
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la secrecidon y c) Secretina y Gastrina reducen la secrecidn por retroalimentacion
del estomago (Reid, 1970).

JUGO INTESTINAL.

Se elabora en las criptas de Lieberkiihn diseminandose en la superficie interna
del intestino delgado y el moco es secretado por las glandulas de Brunner en el
duodeno, la secrecion es estimulada por la presencia de alimento en el intestino.
Ademéas de agua, sales y moco algunas enzimas son secretadas por células
intestinales entre ellas:

1.- Enterocinasa, que activa el tripsinogeno.

2.- Enzimas invertidoras: a) maltasa que hidroliza la maltosa en glucosa y fructosa;
b) Sacarosa, que hidroliza la sacarosa en glucosa y fructuosa (levulosa), c)
Lactasa, que hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa, d) Peptidasa, que
hidroliza los péptidos en aminoacidos, e) Ribonucleasa que hidroliza los acidos

ribonucleicos y f) Desoxirribonucleasa que hidroliza acidos desoxirribonucleicos.

La regulacion de las secreciones intestinales es mediante un estimulo local y un

control hormonal por la secretina y la gastrina (Anderson et al., 1987).
JUGO BILIAR.

La secrecion de bilis ocurre en las células hepaticas, y se almacena en la vesicula
biliar. La bilis es una solucién salina de color amarillo verdoso que consiste
principalmente de sales biliares, colesterol, el fosfolipido lecitina y pigmentos
biliares (sales de sodio y potasio de los &cidos glicocolico y taurocolico), son ellos

los que participan en la digestion y la absorcion de las grasas.

Los triglicéridos contenidos en el quimo duodenal forma grupos de acidos grasos
de cadena larga insoluble en agua, la bilis divide estos grupos por un proceso
llamado emulsificacion en pequefias gotas, las cuales son absorbidas por el

duodeno vy el intestino delgado, también participa en la absorcion de vitaminas
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liposolubles y complementa la accion de lipasa pancreatica, también interviene

para hacer mas alto el pH del quimo intestinal (Meyer et al., 1965).

2.1.9. Fisiologia de la digestion.

El conjunto de procesos que comienza con la ingestién de los alimentos, continda
con su transformacion a lo largo del tracto gastrointestinal, con la participacion de
glandulas, y la finalizacion con la eliminacion de los residuos no absorbidos, esto

constituye la digestion (Reid, 1970).
Generalidades de la digestion.
En la digestion de los alimentos intervienen fendbmenos de orden fisico y quimico.

a).- Las modificaciones por via fisica corren a cargo de la masticacion, de la

motilidad del tracto digestivo y de procesos de inhibicion y solubilizacion.

b).- El ataque quimico de los alimentos corre a cargo de las secreciones de las
glandulas del tubo digestivo, por su contenido de enzimas y, por la accion de

bacterias y protozoos.

Las secreciones digestivas proceden de las glandulas del pancreas, el higado y

las glandulas salivales (Reid, 1970).
Mecanismo de secrecion.

La secrecion es una funcion celular peculiar que comprende dos procesos

principales:

a).- El transporte hasta la luz del tracto digestivo de agua y cristaloides que las
células glandulares obtienen de la sangre, se afiaden sustancias inorgénicas (Hcl)

y organicas de bajo peso molecular (Ac. Biliares).

b).- La cesion de proteinas y de enzimas que se unen a la corriente de fluidos,

secretados en los conductos secretores.
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Las enzimas digestivas contenidas en las secreciones ejercen su actividad sobre
los tres grupos principales de alimentos: proteinas, hidratos de carbono y grasas.
La pepsina, tripsina y quimiotripsina son las proteinasas actuantes en estomago o
intestino delgado y que tras la activacion del zimégeno correspondiente, desdobla

mediante hidrolisis los compuestos peptidicos (Meyer et al., 1965).

Las bacterias constituyen en el canal digestivo una segunda fuente de enzimas,
permiten aprovechar la celulosa formando enzima glucosidica, mediante ellas se

puede aprovechar hasta cierto grado la celulosa de los forrajes (Annison, 1965).
Metabolismo nitrogenado del rumen.

Las proteinas son degradadas hasta aminoacidos, tanto en la panza como en el
intestino, por enzimas y por proteinasas de origen microbiano. El amoniaco
procede unas veces de la diseminacion de los aminoacidos y de la reduccion de
nitratos, asi como de la hidrolisis de la urea de formacién enddégena o de

presencia exdgena (Devant et al., 2000).
Digestion en el intestino.

En el intestino delgado se degradan la mayoria de los alimentos siendo el lugar
mas importante de la digestion. La papilla alimenticia pasa por el intestino a través
del piloro y recibe la denominacion de quimo, donde sufre degradacién por nuevas

secreciones digestivas (Church, 1988).
Degradacion de lipidos.

Los acidos grasos son neutralizados en el rumen y pasan como jabones de
potasio al intestino delgado donde se absorben como tales y entran al sistema
linfatico. En el intestino delgado del rumiante también se vierten sales biliares y
lipasas pancreaticas y por lo tanto pueden hidrolizar los triglicéridos que logran

escapar del rumen (Devant et al., 2000).
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2.2. CARBOHIDRATOS.

Es importante apreciar la naturaleza quimica y fisica de las plantas para
comprender el porqué de la digestion fermentativa de los forrajes. Las partes
estructurales de las plantas, hojas y tallos contienen una gran cantidad de pared
celular que es el material que da firmeza a las plantas, con excepcioén de la lignina,
todas estas moléculas de la pared celular tienen una naturaleza carbohidratada
(Williams et al., 1968).

Ninguno de los materiales de la pared celular se somete a la digestion hidrolitica
de las enzimas digestivas glandulares de los mamiferos, sino a la accién hidrolitica
de los complejos de enzimas microbianas conocidas como celulasas, la lignina
también presente en la pared celular tiende a encapsular a los carbohidratos de la

pared celular protegiéndolos de la celulasa bacteriana (Anderson et al., 1987).

En la boca el alimento es ingerido y no sufre digestion alguna pues el animal
carece de la enzima amilasa presente en la saliva de los animales no rumiantes,
ya que entra al rumen es atacado por la enzimas microbianas hidroliticas, los
carbohidratos estructurales requieren de una accion fisica de las bacterias a la
superficie de la particula vegetal, esta accion enzimatica libera azucares simples
hacia el interior de la fase fluida, posteriormente son absorbidos hacia el interior de
los cuerpos microbianos. Las celulasas bacterianas pueden estar asociadas a la
célula o presentes en sacos de la membrana que pueden excretar enzimas de la

célula bacteriana una vez que ha sido adherida al forraje (Wallace, 1993).

Una vez dentro de la célula son metabolizados siguiendo la ruta de la glucolisis o
de Embden-Meyerhof, el catabolismo de la glucosa de lugar a dos moléculas de
piruvato, la energia potencial que es formada durante esta reaccion no es
directamente accesible para el animal huésped, pero representa la fuente principal
de energia para el mantenimiento y crecimiento de los microorganismos (Barcroft

et al., 1944).
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El piruvato sufre de una reduccion mayor para dar lugar a una produccion
adicional de ATP, el CO; puede reducirse para formar metano dando al final los
productos terminales principales de la digestion fermentativa de los carbohidratos,
los acidos grasos volétiles (AGV). Los AGV primarios son el acido acético,
propionico y butirico, otros cuantitativamente menores pero metabdlicamente
importantes son: valerico, isovalerico, isobutirico y 2-metilbutirico (EI Shazly,
1952).

Las concentraciones relativas de AGV tienen consecuencias muy importantes
desde el punto de vista nutricional y metabdlico, los AGV son los productos de
desecho o terminales del metabolismo microbiano, si se acumularan en el rumen
podrian suprimir o alterar los procesos fermentativos porque disminuyen el pH, sin
embargo el huésped mantiene las condiciones necesarias para la fermentacion
amortiguando los cambios de pH vy retirando los AGV por medio de la absorcion
(Cook y Miller, 1965).

Se producen como resultado de la fermentacion de los carbohidratos y de las
cadenas carbonadas de los aminoéacidos, principalmente acido acético, propionico
y butirico, constituyen la principal fuente de energia y pueden cubrir cerca del 60%

de las necesidades energéticas (Figura 2).

El acetato se forma a partir del piruvato, el propionato sigue dos caminos en su
formacion, uno es mediante la carboxilacion del fosfoenol-piruvato a oxaloacetato
y succinato y el otro mediante la formacion del acrilato, y el butirato, se puede
generar bien a la inversa de la bioxidacion de los &cidos grasos o bien a través de
malonil-CoA. Otros acidos grasos volatiles como el valerianato se origina a partir
del acetato y propionato, el etanol solo aparece en altas concentraciones en el
jugo del rumen, en la ingestion de grandes cantidades de almidon o azlcar
(Stevens, 1970).
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Para la degradacion de la fibra, la disponibilidad de la celulosa a los
microorganismos puede ser limitada debido a la asociacién de la celulosa con
lignina, debido a que no es degradada en el rumen, el grado de lignificacion

frecuentemente determina el valor nutritivo del alimento (Cook y Miller, 1965).
2.2.1 Carbohidratos no fibrosos.

Son aquellos que desde el punto de vista del analisis quimico no forman parte de
la FND (Fibra detergente neutra) y este grupo se compone de los carbohidratos
de reserva de las plantas, azucares solubles, pectinas y acidos organicos. Como
se ha mencionado anteriormente, las pectinas forman parte de la pared celular,
pero no se incluyen dentro de la FND (Fibra detergente neutra) de Van Soest
(1982) y al tener un perfil de fermentacion parecido a los almidones, con una
degradabilidad ruminal cercana al 100% (Nocek y Tamminga,1991), se incluyen

dentro de esta categoria (Cuadro 1).
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Figura 2. Metabolismo de carbohidratos en el rumen (Ecologia Nutricional del

Rumiante, 1982).
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El almidon y los fructosanos son degradados eficientemente por las bacterias
amiloliticas, siendo el propionato el principal producto de fermentacion. Hay gran
namero de especies bacterianas que poseen actividad amiloliticas y su
degradacién comenzara por la adhesion del microrganismo al substrato. Después
intervienen diversos tipos de enzimas que actlan sinérgicamente degradando
toda su estructura. Determinadas especies bacterianas pueden tener actividad
s6lo en una parte de la degradacion, por lo que son frecuentes las
asociaciones bacterianas entre especies amiloliticas e incluso con especies no
amiloliticas (Hungate, 1966). Unas especies inician la degradacion del almidoén,
pero no pueden degradar los productos solubles formados, que seran
degradados por otras especies (Orskov y Ryle, 1998).

2.2.2 Carbohidratos fibrosos

La fibra vegetal esta constituida por lo carbohidratos estructurales de las plantas y
es un agregado de componentes que no constituyen una entidad propia, pero que

se entrelazan formando una misma macromolécula (Chesson y Forsberg, 1988).

Los carbohidratos son la fuente mas importante de energia y de los principales
precursores de grasa y azucar (lactosa) en la leche de la vaca. Los
microorganismos en el rumen permiten a la vaca obtener energia de los
carbohidratos fibrosos (celulosa y hemicelulosa) que son ligados a la lignina en las
paredes de las células de plantas, la fibra es voluminosa y se retiene en el rumen
donde la celulosa y la hemicelulosa fermentan lentamente. Mientras que madura la
planta, el contenido de lignina de la fibra incrementa y el grado de fermentacion de

celulosa y hemicelulosa en el rumen se reduce (Chesson y Forsberg, 1988).

La presencia de fibra en particulas largas es necesaria para estimular la
rumiacion. La rumiacion aumenta la separacion y fermentacion de fibra, estimula
las contracciones del rumen y aumenta el flujo de saliva hacia el rumen. La saliva

contiene bicarbonato de sodio y fosfatos que ayudan a mantener la acidez (pH) del
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contenido del rumen en un pH casi neutral. Raciones que faltan fibra suficiente

resultan en un porcentaje bajo de grasa en la leche y contribuyen a desordenes de

digestion, tales como desplazamiento del abomaso y acidosis del rumen (Chesson

y Forsberg, 1988).

Carbohidratos

Composicién

No fibroso
Azucares solubles
Carbohidratos de reserva
Almidon

Fructosanos
Lévanos

Inulinas
Pectinas

Acidos organicos

Mono y di-sacaridos

Polimero de glucosa unidas por
enlaces a 1-4, a 1-6

Polimero de fructosa

Enlaces B 2-6 (forrajes verdes y
granos de cereal)

Enlaces B 2-1 (tubérculos)

Acido galacturénico, arabinosa,
galactosa

Productos de fermentacion de
otros carbohidratos (ensilados)

Fibroso
Celulosa
Hemicelulosa

Lignina

Polimero de glucosa unidas por enlaces
B 1-4

Xilanos, glucosa, arabinosa, manosa,
galactosa, acido galacturénico

Polimero fendlico unidos por enlaces

cruzados muy complejos

Cuadrol. Clasificacion de los carbohidratos (adaptado de Van Soest, 1982).

2.2.3 Digestion de carbohidratos.

Los carbohidratos son la principal fuente de energia para los microorganismos

ruminales (Hungate, 1966). Y el componente cuantitativamente mas importante de

la dieta de los rumiantes. Ademas de aportar energia a los microorganismos vy al
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rumiante, se encargan de mantener el 6ptimo funcionamiento del rumen. Los

carbohidratos se dividen en fibrosos y no fibrosos.

Los rumiantes consumen preferentemente alimentos de origen vegetal,
especialmente forrajes que se caracterizan por tener una proporcion importante de
fibra. Esta fibra es la estructura que forma parte de la pared celular vegetal, y en

ella se distinguen celulosa, hemicelulosa, pectinas y lignina (Hungate, 1966).
Estos carbohidratos fibrosos ademas son necesarios para:

v Estimular la rumia (la cual mejora la fermentacion).
v" Aumentar el flujo de saliva hacia el rumen.

v’ Estimular las contracciones ruminales (Firkins, 1996).

La celulosa, la hemicelulosa y las pectinas son degradadas mediante enzimas
celulasas, hemicelulasas y pectinasas aportadas por las bacterias que rompen los
enlaces B [1-4], mientras que las ligninas no son digeridas por las enzimas
bacterianas ni las del rumiante y son eliminadas sin ser digeridas en las heces. Su
importancia se debe no solo a que no es digestible sino que ademas protege a
otros carbohidratos de los procesos digestivos (Barcroft et al., 1944).

Los carbohidratos son digeridos de distinta manera segun el animal sea
monogastrico o rumiante, pero en cualquiera de los casos al final se van a obtener

monosacaridos y éstos seran absorbidos a nivel intestinal (Hungate, 1966).

La digestion implica todos los procesos fisicos y quimicos que se llevan a cabo
sobre los alimentos, con el fin de reducirlos de tamafio, para que puedan ser
absorbidos, la absorcién implica el paso de los nutrientes desde el intestino hacia

la sangre.

El material vegetal es atacado por las enzimas presentes en la superficie de las

bacterias, para liberar monosacaridos y oligosacaridos, que son utilizados de
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nuevo por las bacterias, primeramente para la formacién de piruvato por la misma
via metabdlica de Embdem-Meyerhof en las células de los mamiferos (Firkins,
1996).

El piruvato en condiciones de aerobiosis entra en el ciclo de Krebs y por un
proceso de fosforilacion oxidativa se obtiene energia en forma de ATP, CO, y H,0.
En condiciones de anaerobiosis como las que se tienen en el medio ruminal, a
partir de piruvato se obtienen AGV (acético, butirico y propionico), gases (metano

y CO,) y H,0, por diferentes vias metabdlicas (Cronjé, 2000)

La produccién de los diferentes acidos grasos depende de las bacterias que
intervienen en el proceso y del tipo de alimento. Asi, con dietas ricas en almidon
aumenta la cantidad de todos los AGV. Sin embargo, con dietas ricas en fibra la

proporcion de acético es mayor que con dietas ricas en almidon (Cronjé, 2000).
2.2.4 Degradacion de los carbohidratos.

Se verifica en dos etapas; una es por el desdoblamiento intraluminal de los
polisacaridos y la otra por la digestion membranosa de los oligosacaridos
presentes en el pienso. La amilasa rompe los enlaces alfa glucosidicos de la
amilosa, amilopectina y glucdgeno, formandose sacarosa, lactosa y almidén
(Devant et al., 2000).

2.2.5 Metabolismo de los carbohidratos.

Los carbohidratos son degradados en los preestomagos de los rumiantes hasta
acidos grasos volatiles (AGV) inferiores, se utilizan para la sintesis de

polisacaridos microbianos.

La degradacidon de la celulosa se realiza gracias a la flora microbiana en tres

etapas:

1.- Degradacién en fragmentos menores, mediante una despolimerasa.
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2.- Ruptura de los fragmentos en celobiosa y glucosa por efecto de una

glucosidasa.

3.- Transformacion de la celobiosa y glucosa por efecto de la celubiasa y

descomposicion de la glucosa en acidos grasos inferiores.

En la degradacion de las hemicelulosas y pentosas actuan tres enzimas la B-
xilosidasa, xilanasa y arabinosidasa. La pectina se descompone por accion de la

pectinestearasa y poliglacturonidasa, formando acido pectinico y metanol.

En la degradacion del almidon, los polisacaridos de la fructuosa son desdoblados
en el rumen hasta acidos grasos de cadena corta. La degradacion de disacéaridos
y monosacaridos se realiza mediante la reaccion de glucolisis con formacion de

piruvato o lactato (Baldwin, 1965).
2.3. PROTEINAS.

Las proteinas pueden ser vulnerables a la digestion fermentativa ya que son
atacadas por enzimas proteoliticas. Algunas proteinas son desdobladas en el
rumen a amonio y a varios acidos orgénicos. El amonio proveniente de la
degradacién de las proteinas, mas un poco mas que se forma de la urea
proveniente de la saliva es usado en la sintesis de proteina microbiana, el amonio
remanente es absorbido en forma de amoniaco por las paredes reticulo-rumen e
intestinal y transportado al higado para ser convertido a urea. Las proteinas
microbianas y remanente en el alimento pasan al intestino donde son hidrolizadas
a aminoacidos, los cuales son utilizados en el metabolismo del animal (Firkins,
1996).

Cuando menor es la solubilidad de las proteinas, menor es su degradacion en el
rumen, y asi estan mas disponibles para su digestion y absorcion en el intestino

delgado. Del total de nitrégeno (N) (Figura 3), de los alimentos, esta dividido en N
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proteico y N no proteico, este a su vez puede ser soluble o insoluble, y no
disponible (Firkins, 1996).

En el rumen la fraccion soluble de N es degradable en NHs, y puede ser absorbido
a través de las paredes del rumen y transportado al higado donde se convierte en
urea y es reciclado por la saliva al rumen. Algo de amoniaco es utilizado para la
sintesis de aminoé&cidos y proteina microbiana, se ha estimado que de 50-80% de

la proteina microbiana se deriva del amoniaco ruminal (Devant et al., 2000).
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Figura 3. Digestion de las proteinas en el rumiante (Ecologia Nutricional del
Rumiante, 1982.).

Al aumentar la tasa de pasaje de materia organica, la cantidad fermentable en el
rumen esta reducida por lo que decrece la sintesis de la proteina microbiana. La
absorcion en el intestino delgado es en forma de aminoacidos, péptidos,

nucledtidos y nucleosidos. Los aminoacidos son transportados al higado y de alli
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son llevados a otros tejidos del cuerpo para crecimiento, lactacién, prefiez, etc.
(Devant et al, 2000).

2.3.1. Degradacion de proteina.

La proteina es un nutriente esencial en la nutricibn de todas las especies
animales. En los rumiantes, el objetivo de la nutricién proteica es doble, por una
parte satisfacer las necesidades de nitrégeno de los microorganismos ruminales, y
por otra, aportar aminoacidos al animal. Las necesidades de los microorganismos,
se pueden cubrir con fuentes de nitrégeno proteico y no proteico, en cambio, las
necesidades del animal solo se pueden cubrir con aminoacidos, que pueden ser
de origen dietario o microbiano.

A diferencia de lo que pasa en monogastricos, el perfil y la calidad de los
aminoacidos que llegan al duodeno es diferente al aportado en la racion, debido a
la degradacion ruminal de los aminoacidos dietarios y al aporte de proteina
microbiana, sintetizada a partir de la energia derivada de los carbohidratos y de
compuestos nitrogenados simples. Esta proteina microbiana junto con la proteina
gue se escapa de la degradacion ruminal esta directamente disponible para ser
digerida y absorbida por el rumiante (Wallace y Cota, 1988).

2.3.2. Sintesis de proteina microbiana.

Las bacterias fermentan los hidratos de carbono y la proteina dietaria para obtener
esqueletos carbonados, energia y compuestos nitrogenados simples para
sintetizar proteina propia para su crecimiento. Esta proteina microbiana puede
representar entre el 40 y 100% de la proteina metabolizable para la nutricion del
ganado de carne, disminuyendo al aumentar el contenido en proteina no
degradable de la dieta. La proteina microbiana es de alto valor biolégico y de

composicion muy constante en dietas muy diferentes (Orskov, 1992).
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2.4. FERMENTACION RUMINAL.

El rumen es una camara de fermentacion anaerobia. La poblacién microbiana se
mantiene al ingerir y masticar los alimentos con regularidad, afiadiendo tampones
y eliminando los acidos producidos, arrastrando los residuos alimenticios no
digeribles y los productos microbianos, y manteniendo unas condiciones
apropiadas de pH, temperatura y humedad para el crecimiento microbiano. Estos
microorganismos dependen del rumiante para disponer de las condiciones Optimas
para su crecimiento, y el rumiante depende de los productos de fermentacion del
alimento fibroso que ingiere y de la actividad biosintética microbiana, para cubrir

sus propias necesidades nutritivas (Yokohama y Johnson, 1988).

El metabolismo del rumiante esta enfocado en aprovechar los productos de la
fermentacion como los acidos grasos volatiles (AGV), sin embrago, no todos los
productos de fermentacion son utiles para el rumiante, como el metano, o incluso

nocivos como el amonico y los nitratos (Owens y Goetsch, 1986).

La fermentacién ruminal es la actividad metabdlica de los microorganismos (m.o.)
presentes en el rumen. Tiene aspectos que difieren de la digestion glandular
propia de los animales monogastricos (como el cerdo). La digestion propia de la
mayoria de los mamiferos ocurre en el estdbmago y el intestino delgado por
enzimas producidas por el animal mismo. Esto se denomina ‘digestion auto
enzimatica’. En los rumiantes, la degradacién de los sustratos moleculares por la
accion de bacterias y otros microorganismos se realiza por una hidrdlisis
enzimatica igual que en la digestion glandular; la diferencia mayor es que las
enzimas digestivas en la fermentacién son de origen microbiano, por lo que se le

denomina digestion aloenzimatica (Firkins, 1996).

Esta digestion fermentativa es mas lenta y los sustratos son alterados en mayor
grado que en la digestion glandular. Ademas la fermentacién ocurre en un medio
anaerobio. La digestion aloenzimatica puede ocurrir en solo dos sitios del tracto
gastrointestinal. Estos sitios son el ciego y/o colon por un lado y por otro lado en el
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reticulo-rumen. En el primer caso hablamos de fermentacion cecocdlica (o
postgastrica) y en el segundo caso de fermentacion pregéstrica, la cual

corresponde a los rumiantes (Firkins 1996).

2.5. ACIDOS GRASOS VOLATILES.

2.5.1. Productos que dan origen a los &cidos grasos volatiles (AGV)

Los carbohidratos constituyen la mayor parte de la racion alimenticia de los
rumiantes y por lo mismo, son la fuente principal de energia, tanto para los

microorganismos como para el rumiante que los ingiere.

Los carbohidratos més abundantes en las raciones para rumiantes son
polisacaridos, celulosa, hemicelulosa, pectinas, fructanas y almidones. En base a
materia seca, la celulosa puede alcanzar de 20 a 30% de los carbohidratos, las
hemicelulosas de 14 a 17% y las pectinas hasta 10%. Son pocos los productos
vegetales que tienen cantidades considerables de sacarosa (la cafia de azucar es

uno de ellos) y menos aun los que contienen glucosa (Corbett, 1969).

La proteina de la dieta también puede contribuir a la produccion de acidos grasos

volatiles, especialmente en aquellas raciones con un contenido proteico elevado.

Su participacién es a través de la degradacion de los &cidos aminados hasta
metabolitos capaces de convertirse en acidos grasos volatiles. Sin embargo, se

carece de datos cuantitativos al respecto (Forrest y Walker, 1971).

Hay ocasiones en que la concentracion de azucares solubles de la racion puede
ser muy elevada, alcanzando hasta un 25% de la materia seca cuando se utilizan

vegetales poco antes de la floracion (Weston y Hogan, 1968).

La fermentacién de estos carbohidratos solubles puede ser muy réapida, pero es
necesario que la racion proporcione también nitrégeno, indispensable para la
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sintesis proteica bacteriana. Cuando los microorganismos del rumen fermentan
carbohidratos solubles, utilizan una parte de la glucosa para la sintesis de
compuestos de almacenamiento de energia, los cuales pueden ser aprovechados
cuando las bacterias encuentran como sustratos principales la celulosa y

hemicelulosas (Spicer et al., 1986).

Los productos que se obtienen al final del proceso fermentativo dependen, en
parte, del tipo de microorganismos presentes en un momento dado en el rumen,
ya que los compuestos que algunas bacterias tienen como productos finales
pueden ser utilizados por otros para su metabolismo. Sin embargo, los que
resultan mas importantes son el acido acético, el propionico y el butirico, entre
los &cidos grasos volatiles, ademas del lactico, el succinico, el etanol, el metano,
CO 5, hidrogeno y &cido sulfhidrico (Weston y Hogan, 1968).

Todos ellos se obtienen a partir de la glucosa o fructosa que se liberan de los
distintos carbohidratos y que fermentan las bacterias siguiendo la via catabdlica de
la glucolisis. Uno de los compuestos clave en este proceso degradativo es el acido
pirdvico que aparece en concentracion baja en el liquido ruminal a partir de la cual
se obtienen los distintos acidos grasos volatiles. El &cido lactico puede producirse
en cantidad considerable bajo ciertas condiciones especiales. Durante la
fermentacion en el rumen, los acidos grasos que se producen sufren procesos de
interconversion, lo cual puede explicarse tomando en cuenta que un acido
determinado, que es producto final de la actividad de algunos microorganismos, es
utilizado a su vez como sustrato para la actividad de otros. Asi podemos observar
gue 40 a 80% del acido butirico deriva del acético y de 6 a 20% del acético
proviene del butirico (Spicer et al., 1986). (Figura 4).

2.5.2. Produccién de acido acético

Las reacciones que predominan en la produccion de este acido y lo mismo del

butirico, son reacciones fosfoclasticas, en las que el acido pirdvico es convertido
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en fosfato de acetilo y acido formico o hidrogeno y CO,. Los hidrégenos que se
desprenden en el proceso oxidativo son utilizados de distintas maneras segun las
bacterias que realicen la fermentacion, los clostridios transfieren los electrones
liberados a protones que se separan como hidrégeno molecular, otras los
transfieren al CO, produciendo acido férmico y otras mas los utilizan para

hidrogenar &cido grasos (Marty y Preston, 1988).
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Figura 4. Participacion de los microorganismos en la produccion de &cidos grasos

volatiles.

Ademas hay bacterias, como las propionibacterias que al oxidar el acido piravico
hasta acético no liberan hidrogeno, sino que este es utilizado para formar acido

propionico simultaneamente.

A su vez el &cido férmico sufre oxidacion rapida en el rumen, en la que interviene
una deshidrogenasa formica asociada a ferredoxina. Esta oxidacion produce
hidrogeno y CO; (Allen, 1964).

2.5.3. Produccion de acido propionico

El &cido propidnico es producido en el rumen a partir del acido piravico o del acido
lactico, siguiendo dos vias diferentes, aun cuando las dos son funcionales, una de
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ellas es la predominante y se lleva a cabo con la formacion de oxaloacetato y
succinato. La segunda via requiere de la formacion de acrilato y se presenta en el
rumen de animales en los que la racion alimenticia es deficiente en azufre, quizas
debido a un cambio en la poblacion bacteriana o bien cuando es a base de granos
(Whanger y Matrone, 1967).

2.5.4. Produccion de &cido butirico

En el rumen se puede sintetizar este acido a partir del acético o de sustancias

capaces de formar Acetil-CoA, como el &cido piravico (Barker, 1961)

El AGV que siempre se produce en mayor cantidad es el acetato. Es el producto
tipico de rumiantes consumiendo forraje y depende del tipo de microorganismos
presentes. La celulosa y la hemicelulosa son los principales carbohidratos de los
forrajes y su presencia en el rumen induce el crecimiento de las poblaciones de
bacterias celuloliticas, hemiceluloliticas y metanogénicas. Cuando se agregan
concentrados a la dieta, estamos agregando almidon que es un carbohidrato de
facil digestion; esto induce el crecimiento de una flora amilolitica que esta
asociado a un cambio de pH en el rumen. En estas condiciones se aumenta la

proporcion de propionato en el rumen (Tweedie et al., 1966).

2.5.5. Absorcion de acidos grasos volatiles.

Los &cidos grasos que se liberan en el rumen son aprovechados en parte por las
bacterias, que los utilizan para sintetizar algunos de sus componentes
estructurales. La sintesis de proteina se realiza principalmente a partir del acido
aceético, algunas bacterias sintetizan los acidos grasos de cadena larga a partir del

isobutirico, n-valérico y n-caproico, principalmente (Wegner, 1963).

El resto es absorbido en su mayoria a través de la pared del rumen realizandose
por medio de difusion simple, es decir, siempre que el gradiente de concentracion

sea favorable para ello; aquellos que no son absorbidos a este nivel pasan al
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omaso y abomaso en donde también hay absorcién (Tweedie, 1966). Weston y
Hogan (1968) comprobaron que cerca de 76% de los &cidos presentes en el
rumen se absorbian a este nivel, 19% en omaso y abomaso y tan solo un 4-5%

llegaba a pasar al intestino.

El orden en que se absorben los acidos en corderos y terneros corresponde a la
secuencia: butirico > propionico > acético. En el abomaso la absorcidn se realiza
practicamente a la misma velocidad que en el reticulo rumen. En cambio el acido
lactico, que normalmente no se produce en gran cantidad en rumen, parece ser

absorbido mas bien lentamente (Sellers, 1955).

Se ha observado que la absorcion a través de la pared del rumen es mas efectiva
en aquellas superficies que poseen un gran numero de papilas y ha habido
investigadores que han establecido que existe una correlacion entre la longitud
relativa de las papilas en el saco ventral del rumen y la ganancia de peso por el
animal (Sellers, 1955).

La absorcion de los acidos grasos es afectada por el pH en el medio. Si se
alcaliniza el contenido ruminal, la absorcion se reduce, en cambio cuando el medio
es acidificado la absorcion se aumenta. Este aumento puede deberse a que se
facilita el paso de moléculas no ionizadas de las capas lipoides de la membrana
celular o al hecho de que cuando se eleva la concentracion de CO, y acido
butirico se induce un aumento en el aporte sanguineo hacia el rumen, facilitando

la salida rapida de los productos de la digestion (Sellers, 1955).

Otro de los factores que tiene una gran influencia sobre la velocidad de absorcion
de los acidos, es el metabolismo de los mismos a nivel de la célula epitelial del
rumen. El hecho de que estos acidos son metabolizados en el epitelio que recubre
el rumen, aun cuando no se conoce bien el grado de modificacién de cada uno de
los acidos, es posible afirmar que el acético es absorbido y pasa al torrente

sanguineo practicamente sin ningin cambio, el propionico se absorbe y en el
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epitelio una parte se convierte en lactico; en cambio el butirico es transformado

casi totalmente a cuerpos cetdnicos (Pennington y Pfander, 1967).

Los acidos grasos volatiles se forma en el rumen una vez que el bolo alimenticio
llega y se descompone en el. Sin embargo la proporcion de formacion de estos
acidos grasos varia con la dieta que se les suministre a los animales (Heuter,
1956).

2.5.6. Factores que afectan la produccion de acidos grasos volatiles

En el rumen, la produccion de los &cidos grasos volatiles depende de la
composicion de la racion, la actividad microbiana, el pH del medio y la frecuencia
de ingestion de alimentos. En general, las raciones a base de forraje producen
menos cantidad de &cidos grasos volatiles, en contraposicion con aquéllas a base
de concentrados de alto contenido de proteinas o de carbohidratos facilmente
fermentables. La mayor concentracion de acidos grasos volatiles en el rumen se
observa después de que han transcurrido de 3 a 6 horas de la ingestion del
alimento, si éste es ofrecido una sola vez al dia y la produccién de acidos grasos

volatiles disminuye conforme aumenta el pH del rumen.

La cantidad de acidos grasos voléatiles presentes en el liquido ruminal en un
momento dado depende, ademas de los factores anteriores, de la absorcion de los
acidos a traves de la pared del rumen, o de su paso a los otros compartimentos.
La proporcion de cada uno de los &cidos grasos volétiles en la mezcla varia con la
calidad, cantidad y aun la textura de los componentes de la racion alimenticia; el

sustrato predominante en la racion tiene una influencia marcada (Balch, 1957).

La proporcion molar de &cido acético es elevada, entre 60-75%, cuando se
suministran raciones a base de forraje o pastos sin picar o en trozos grandes, la
variacion dependera del tipo de forraje o pasto, el estado de madurez del mismo,
la fertilizacion de la tierra en que creci6, etcétera. El &cido propidnico varia entre

15y 19% y el butirico sufre variaciones mas amplias, 8 a 16%. Ademas con estas
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raciones hay una pérdida considerable de la energia consumida, energia que se

pierde bajo la forma de metano (Armstrong, 1960).

Si el forraje se da al animal finamente picado, la proporcion de &cido acético se ve
disminuida en relacion a los otros &cidos, en aquellos casos en que la racion
alimenticia es modificada por la introduccion de una gran cantidad de concentrado,
sin un periodo previo de adaptacion, se puede provocar una acumulacion de acido
lactico en el rumen. Esto es el resultado de la incapacidad de las bacterias
existentes para metabolizarlo a la velocidad en que es producido y por la falta de
una concentracion adecuada de bacterias capaces de hacerla. La produccion
excesiva de acido lactico puede llegar a provocar una acidosis en el animal, y aun

su muerte (Marty y Preston, 1970).

La actividad microbiana en el rumen, que es la responsable de la digestion a este
nivel y finalmente de la produccion de los distintos acidos grasos, depende de la
adaptacion de los microorganismos a la racién alimenticia del animal, esta
adaptacion ayuda a determinar la digestion de las deferente raciones (Knox y
Ward, 1961).

2.5.7. Rutas metabdlicas

Para la oxido-reduccidén anaerobia, los carbohidratos son el sustrato ideal, sus
carbonos tienen un mayor potencial de trabajo quimico anaerobio (Barcroft et al.,
1944)

Orskov, (1991) citado por Ried, (1994) concluyo que hay 3 caracteristicas criticas
de los alimentos fibrosos: la fraccion soluble, el componente insoluble pero
degradable y la tasa de degradacion del material insoluble, y asi la digestibilidad
esta determinada por la fraccion de forraje que es potencialmente digestible y por

la constante de digestidn y pasaje.
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También consideran que el mas serio error en las mediciones cinéticas es la falla

en estimar el residuo indigestible de las fermentaciones.

En la fermentacion, los electrones pasan del dador, un intermediario formado
durante la degradacion de la molécula de substrato, hacia un aceptor constituido
por algun otro intermediario organico, también generado durante el catabolismo

del substrato inicial (Barcroft et al., 1944).

El metabolismo anaerébico es siempre menos eficiente que la respiracion, ya que
la fermentacion no aprovecha toda la energia del substrato organico (por ejemplo,
un azucar) para la produccion del combustible universal de la célula (el ATP) ni,

por tanto, para la sintesis de material celular (Swjersen et al., 2006).

Los productos de la fermentaciéon no pueden ser metabolizados, en condiciones
anaerdbicas, por el organismo que los produce. En las fermentaciones el ATP se
produce por fosforilacion a nivel de substrato, pues se sintetiza durante el
catabolismo de un compuesto y en pasos enzimaticos concretos, pero requiere

que la fuente genere un intermediario de alta energia (Swjersen., 2006).

2.6. BIOPELICULA O BIOFILM.

Las biopeliculas son comunidades microbianas que constituyen la forma mas
exitosa de colonizacion entre los microorganismos, son ubicuas (que pueden estar
presentes en muchos lugares al mismo tiempo) en la naturaleza y responsables de
muchas enfermedades. Son consideradas comunidades de microorganismos que
crecen embebidas en una matriz de exopolisacarido autoproducido y estan

adheridas a una superficie inerte o a un tejido vivo (Lindsay y Holy, 2006).

Se tienen registros fésiles de la formacion de biopeliculas desde hace
aproximadamente 3.2 mil millones de afos, por lo que se considera que esta
organizacion celular representa el modo de crecimiento que permite a las células

sobrevivir en ambientes hostiles, dispersarse para formar nuevos nichos y les
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otorga ventajas significativas de proteccion frente a fluctuaciones del ambiente
como la humedad, temperatura y pH, asi como la concentracion de nutrientes y la
eliminacion de desechos. Las concentraciones de los biofilm permiten que los
microorganismos se agrupen en zonas muy limitadas y seguras, uniéndose con
fuerza a un soporte sélido que les va a proporcionar estabilidad, nutrientes y
espacio (Lindsay y Holy, 2006).

La biopelicula es por efecto el modo de crecimiento de la mayoria de los
patogenos. Este modo de crecimiento maximiza la obtencidn de nutrientes
favoreciendo la colonizacidn, permite la cooperacién entre las cepas por medio del
crecimiento en comunidad y propicia la proteccidon frente a los mecanismos de

defensa del hospedador o a sustancias antimicrobianas (Holah y Kearney, 1992).

En su estado maduro, una biopelicula forma tapices, agregados, promontorios o
incluso microcolonias de mayor complejidad. Los habitantes de la pelicula pueden
pertenecer a una misma especie o a diversos grupos de microorganismos. Su
nexo comun es una matriz de polisacaridos, ADN y proteinas, que constituyen una

sustancia polimérica extracelular, la mucosidad (Balaban et al., 2008).

2.6.1. Fase de desarrollo de las biopeliculas.

La maduracion de la biopelicula corresponde al crecimiento tridimensional y
definicion de una arquitectura por las interacciones entre las bacterias adheridas.
Ese proceso conlleva la creacion de ambientes heterogéneos desde el punto de
vista fisico-quimico en el cual las bacterias asociadas a la biopelicula presentan
caracteristicas fisiologicas distintas de las plancténicas (Chmielewski y Frank,
2003).

Ademas, dependiendo de la cepa implicada, las microcolonias pueden estar
compuestas de 10 — 25% de células y de 75 — 90% de matriz SPE (Sustancia

Polimérica Extracelular).
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Las biopelicula contienen “canales de agua” que permiten el transporte de
nutrientes, metabolitos y sefiales quimicas que las células secretan en respuesta
al aumento de la densidad poblacional y que interfieren en el desarrollo de la

biopelicula (Costerton, 1995).

En la actualidad es bien conocido el sistema de comunicacién entre las bacterias
por medio de secrecion de pequefias moléculas difusibles. Varios estudios
recientes indican que la formacién de biopelicula es regulada por la expresion de
genes dependientes de la densidad poblacional y controlados por sefializacion

célula a célula en un mecanismo denominado “quorum sensing” (Costerton, 1995).

En un creciente namero de cepas bacterianas se evidencia ese tipo de
comunicacion en el cual las bacterias pueden sentir cambios en el medio y
coordinar la expresion genética a favor de la supervivencia de toda la comunidad.
El “gquorum sensing” regula varias funciones tan diversas como la movilidad,
expresion de factores de virulencia, esporulacion, produccion de antibidticos,
intercambio de material genético ademas del desarrollo de la biopelicula (Marshall,
1992).

Asimismo, condiciones ambientales interfieren en la dispersion de la biopelicula
entre esas se incluyen la disponibilidad de nutrientes, niveles de oxigeno, pH y

presencia de determinados compuestos quimicos (Marshall, 1992).

La formacién de las biopeliculas ocurre como un proceso continuo de acuerdo con
varias fases de desarrollo que son: 1) adhesion, 2) acondicionamiento, 3) sintesis
de matriz extracelular, 4) maduracion y 5) dispersion (figura 5), lo que lleva a la
formacion de una estructura uniforme en forma de depdsitos homogéneos y
acumulaciones viscosas celulares rodeados de una matriz de polimeros con

canales abiertos para el movimiento de agua (Balaban et al., 2008).
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Figura 5. Eventos en el desarrollo de una biopelicula (Balaban et al. 2007).

Durante la fase de acondicionamiento, los componentes organicos del medio
ambiente o de los tejidos forman una cubierta que neutraliza la carga excesiva de
la superficie (que previene la aproximacion entre células bacterianas o de hongos)
(Marshall, 1992).

2.6.2 Heterogeneidad de las biopeliculas.

El estudio de estas biopeliculas ha demostrado que se componen de 97% de
agua, el resto son células microbianas y productos derivados de éstas. Se ha
reportado que son estructuras heterogéneas con tres patrones quimicos, que
corresponden a diferencias en gradientes de concentraciones desde el exterior al
interior de la biopelicula. El patrén de sustrato metabdlico determina mayor
concentracion en el exterior y menor en el interior, el patrbn de producto
metabdlico es inverso al anterior y el patrén de intermediarios metabdlicos muestra
mayor concentracion entre la parte limitrofe de la biopelicula en la fase acuosa.
Estos patrones traen como consecuencia que dentro de estas estructuras se
establezcan diferencias de gradientes de pH y oxigenacion, lo que permite que se
instalen poblaciones microbianas aerobias, anaerobias o facultativas dentro de los
diferentes estratos de la biopelicula, asi como poblaciones microbianas que

pueden considerarse para entender las diferencias de susceptibilidad al
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tratamiento con antibiéticos, ya que es diferente la respuesta a las formas libres

(planctonicas) que a las adheridas (sésiles). (O toole y Kolter, 2000).

En consecuencia, las principales caracteristicas de las biopeliculas son:
adherencia, heterogeneidad, diferentes microambientes (pH, oxigeno,
concentracion de iones, carbono, nitrégeno, etcétera), sistema circulatorio primitivo
(canales de agua), resistencia a la defensa del hospedero, agentes
antimicrobianos y biocidas y autoinduccion (quorum sensing). (O’toole y Kolter,
2000).

2.7. OPUNTIA IMBRICATA.

2.7.1. Descripcion.

Es un arbusto hasta de 5 m de altura con ramas mas o menos abundantes; tronco
corto, lefioso, bien definido, de unos 10 cm de diametro, del que parten una ramas
primarias escasas, muy largas, casi tan gruesas como el tronco, las que a su vez
producen varias series de segmentos dispuestos en pseudoverticilos; segmentos
de 12 a 35 cm de largo y de unos 2.5 a 3.5 cm de diametro; tubérculos dispuestos
en 3 0 4 series, muy prominentes, de 2 a 3.5 cm de largo; hojas subuladas, de 1-
2.5 cm de largo, caducas (Figura 6. A, B, (Scheinvar, 1999).

Figura 6. Opuntia imbricata sp. A. Arbusto. B. Areolas.
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2.7.2. Manejo.

Areolas grandes con gléquidas escasas; espinas numerosas, 10-30 por areola,
extendidas en todas direcciones, rectas, de 1-3 cm de largo, de color rojizo
moreno hasta rosadas, casi aciculares pero algo aplanadas, fuertemente
barbadas, con vainas blanquecinas, papiraceas y persistentes. Flores humerosas
en la extremidad de las ramas, de 5-7 cm de diametro, de color pUrpura a purpura
rozado; pericarpelo tuberculado; segmentos del perianto angostamente obovados,
de 2.5-3.5 cm de largo y 1.5-2 cm de ancho; apice ampliamente redondeado,
entero o algo crenado, ondulado. Fruto tuberculado, amarillo, carnoso cuando
madura, sin espinas, ovoide de 2.5-4.5 cm de largo y 2-3 cm de diametro, muy
umbilicado, persistente en el invierno. Semillas abundantes, lisas, de 2.5-3.5 mm
de diametro (Bravo-Hollis, 1991).

La multiplicacién y reproduccion se consigue por los articulos (partes de areolas)
de las ramas que caen en la época de sequia y enraizan en temporada de lluvia.
Su aprovechamiento esta regulado por las normas NOM-005-RECNAT-1997 y
NOM-007-RECNAT. (Borrego y Burgos, 1986)

2.7.3. Distribucién de la especie forrajera.

O. imbricata. (Nopal coyonoxtle, xoconoxtle, cardenche o choya) exhibe una gran
variabilidad y se encuentra ampliamente distribuido en los estados de Coahuila,
Zacatecas, San Luis Potosi, Chihuahua, Aguascalientes, Durango, Jalisco y
Guanajuato. Crece bien en suelos relativamente pobres y es una planta invasora
tipica de pastizales con manejo deficiente. Usado como forraje de cabras y ovejas

después de chamuscar las espinas in situ (Glanze y Wernger, 1981).
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Ill. MATERIALES Y METODOS.
3.1 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO.

La presente investigacion fue realizada en el laboratorio de Produccion Animal
perteneciente al Departamento de Produccion Animal de la Universidad
Auténoma Agraria “Antonio Narro”; asi como también en el laboratorio de
Biotecnologia Ambiental del Departamento de Biotecnologia de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila.
3.2 MATERIALES.
3.2.1 Equipo.

* Reactores Bach esterilizados.

* Pipetas de vidrio de 5y 10 ml.

» Jeringas de 3 ml.

» Viales plasticos de 3 ml.

* Centrifuga para viales.

» Micro pipetas para cromatografo.

» Cromatografo de gases para determinacion de metano.

» Cromatografo de gases para determinaciéon de &acidos grasos (Perkin-
Elmer).

» Balanza analitica.

» Bafio maria con capacidad de 5 litros y con control de temperatura.

» Estufa de laboratorio con regulador de temperatura.

» Refrigerador.
3.2.2 Material quimico y biolégico.

» Liquido ruminal extraido de animal fistulado.
» Saliva artificial la cual esta conformada de los siguientes reactivos quimicos:
Solucion 1:
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-Na;HPO, anhidro 3.7 g.

-Na HCO39.8 g.

-Agua destilada a 40Tt 1000 ml
Solucion 2:

-Na Cl 4.7 g.

-KCI 5.7 g.

-CaCl, 0.4 g.

-MgCl 0.6 g.

-Agua destilada 100 ml.

Alimento: 50% maiz y 50% alfalfa (molido)

Coyonoxtle deshidratado: trozos de 3 cm y trozos de 1.5 cm.

Coyonoxtle con biopelicula de microorganismos.

3.3 METODOLOGIA.

3.3.1 Preparacion de los reactores.

Los reactores y su contenido a evaluar quedaron distribuidos en el siguiente

cuadro (cuadro 2):

REACTOR  CARACTERISTICAS

0O ~NO U~ WNPR

CyE*(b*)+LR*+1g Sustrato
CyE*(b*)+LR*+1g Sustrato
CyT*(b)+LR+1g sustrato
CyT*(b)+LR+1g sustrato
CyE(sin b*)+LR+1g sustrato
CyE(sin b*)+LR+1g sustrato
CyT(sin b)+LR+1g sustrato
CyT(sin b)+LR+1g sustrato

*CyE= coyonoxtle entero, *b=
biopelicula, *LR= Liquido
ruminal, *CyT= coyonoxtle
entero, *sin b= sin biopelicula

Cuadro 2.- Distribucion de los reactores de prueba.
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3.3.2 Obtenciodn de liquido ruminal.

Para obtener la muestra de liquido ruminal se utilizé un toro fistulado del rumen el
cual esta alojado en la unidad metabdlica del Departamento de Nutricibn Animal
de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro; para la obtencion de dicho
liquido, previamente el animal debe de quedar dietado por aproximadamente 12
horas previas, durante este periodo solo tendria a su disposicion agua a libre

acceso; sefalando que la dieta de este torete era a base de heno de alfalfa.

La extraccion se realizé al siguiente dia para lo cual era necesario sujetar al
animal en una prensa y tener preparado previamente un termo con agua caliente,
un embudo de boca ancha y tela de algodén porosa, posteriormente se procedio
a realizar la extraccion del liquido ruminal de la siguiente forma: destapar la tapa
de la fistula y con una mano enguantada sacar parte del contenido ruminal lo mas
rapido posible y depositar en la tela colocada en le embudo y se procedia a
exprimirlo para que el liquido cayera en el termo para asi conservar su
temperatura que debe ser aproximadamente de 38 a 40 °C, y asi sucesivamente

hasta completar medio litro de liquido.

Posteriormente el liquido colectado fue llevado al laboratorio y proceder a

mezclarlo con la saliva artificial.
3.3.3 Preparacion de la saliva artificial.

Para la preparacion de la saliva artificial Mc Dougal se procedi6 de acuerdo a
técnica descrita por Tejada (1992) la cual menciona que la solucién amortiguadora
se prepara adicionando 100 ml de la solucién 2 a 1litro de la solucién 1. Se agita la

mezcla con agitador durante 15 minutos, durante ese tiempo se le burbujea CO..
3.3.4 Preparacion de la mezcla de saliva artificial  y liquido ruminal.

Para dicha preparacion se tomaron 250 ml de liquido ruminal los cuales se

adicionaron en un litro de saliva artificial, todo esto lo mas rapido posible para
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mantenerlo a la temperatura de 38 a 40t para asi proceder al llenado de los

reactores.
3.3.5 Preparacion del Coyonoxtle.

En la estufa a una temperatura controlada de 80 °C fueron colocados trozos
grandes de Coyonoxtle de aproximadamente 10 gramos y trozos pequefios de
aproximadamente 5 gramos, a los cuales se procedi6 a extraerles el mayor
contenido de humedad por aproximadamente 24 horas para posteriormente
algunos de ellos ser utilizados en la preparacion de la biopelicula adherida a dicho

Coyonoxtle (soporte).
3.3.6 Formacion de la biopelicula en trozos de Coyo  noxtle.

Para permitir la formacion de la biopelicula en los trozos de Coyonoxtle se
procedio a colocar varios trozos de Coyonoxtle de diferentes pesos en un reactor
con liquido ruminal y saliva artificial en proporcion 1:4 con 0.5 gramos del sustrato
(50% alfalfa, 50% maiz) en medio anaerobio para lo cual se adiciono CO; (gas)
para desplazar el oxigeno, posteriormente se sello el reactor y se coloco en estufa
a 40T por 22 dias teniendo dos agitaciones leves p or dia (mafiana y tarde). La
formacion de la biopelicula en el Coyonoxtle se puede apreciar en las siguientes
figuras (Fig. 7):

Mag = 1.00 KX

Figura 7. Formacion de la bioplelicula en el soporte.
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3.3.7 DESARROLLO DE LA CINETICA.
3.3.7.1 Preparacion de los reactores.

Se colocaron en cada uno de los reactores de prueba 1 gramo del sustrato (50%
alfalfa y 50% maiz), a los cuales se les adiciono 100 ml del preparado de liquido
ruminal y saliva artificial, posteriormente se agreg6 el Coyonoxtle entero y en
trozos con y sin biopelicula formada; antes de sellarlos herméticamente se
desplazo el oxigeno con gas de CO, a cada uno de los reactores, asi mismo se
hizo un muestreo previo para medir pH y asi proceder a su sellado.
Posteriormente fueron colocados a bafio maria a una temperatura de 39-40¢ con

agitacion muy leve.

3.3.7.2 Tiempos de muestreo para determinacion de m  etano y &cidos grasos
volatiles (AGV).

Metano: 0, 24, 48, y 72 horas.
AGV’'s: 0, 24, 48, 72 y 96 horas.
3.3.7.3 Extraccion de muestras para evaluacion de m  etano y AGV’s.

Metano: Fueron sacados cada uno de los reactores del bafio maria para proceder
a hacer la determinacién de metano lo cual consistia en extraer de la fase gaseosa
directamente del reactor 25 micro litros utilizando una micro jeringa especial de
100 micro litros para cromatografo de gases.

AGV’s: Se saco cada reactor del bafio maria y con una jeringa de 3 ml fue
extraido 0.5 ml de liquido sobrenadante del reactor y se colocaron en viales
plasticos cada uno de los reactores, al terminar el total de los reactores los viales

fueron colocados a refrigeracion (5¢) hasta su pos terior lectura.
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3.3.7.4 Determinacién de metano.

Para la determinacion del metano se utilizo un cromatografo de gases Varian Star
para lo cual de la fase gaseosa extraida con la micro pipeta en cada uno de los
reactores de prueba fue inyectado directamente en le cromatografo para evaluar

los picos de produccion de metano.

Considerar que No debe de haber humedad en la jeringa por que puede generar

falsas lecturas.

Los picos de produccion del metano se dieron en milivolts/segundo los cuales
posteriormente se convirtieron a concentracion de metano en cada muestra por
cada tiempo.

Formula de conversién: g/lts de metano= volts+0.0177/25622x40000
3.3.7.5 Determinacion de acidos grasos volatiles.

Para realizar esta determinacion los viales de extraccién del sobrenadante de
cada uno de los reactores que fueron guardados en le refrigerador fueron sacados
y puestos a temperatura ambiente. Una vez realizado esto se procedia a
someterlos a centrifugacion para evitar restos de particulas al inyectar en el
cromatografo.

Dicha centrifugacion se realiz6 en un centrifuga especial a 2000rpm por 10
minutos. Del sobrenadante liquido (sin restos de particulas) se tomo 1 micro litro
de cada vial y se inyecto directamente en el cromatografo de gases (Perkin-
Elmer).

La calibracion del aparato consistia en introducir los siguientes datos:
Prog oven: 150t

Inyector: 250T
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Detector: 200t
Tiempo de corrida: 9.5 minutos.

Una vez programado el aparato se procedia a inyectar la muestra de cada uno de
los reactores, hasta terminar la corrida y apreciar los picos de produccion de los
acidos grasos (acido acético, acido propionico y acido butirico), en este orden de

aparicion, en una concentracion de miligramos/litro.
3.3.7.6 Variables a evaluar.

» Cinética de produccion de metano a: 0, 24, 48 y 72 horas

* Cinética de produccion de AGV’'s a: 0,24,48, 72 y 96 horas
* Produccion de acido aceético
* Produccién de &cido propionico
* Produccién de &cido butirico.

3.4 Disefio Estadistico.

El disefio utilizado fue un completamente al azar con arreglo factorial de 2 por 2
con igual nimero de repeticiones, es decir; dos niveles del Factor A y dos del B,

respectivamente.

Yik=M + Ai+ Bj+ ABj; + €

Yik=respuesta

M= Media

A= niveles del factor A

Bj= niveles del factor B

ABj= interaccion de niveles del factor A con niveles del factor B.

ejjk= error experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados de este trabajo de investigacion para la produccion de cada uno de

los &cidos grasos volatiles y metano se sefialan a continuacion:
4.1 Acido acético:

El acido acético es el principal producto de la digestion de los carbohidratos en los
rumiantes, ya que es el Unico acido graso volatil que se encuentra en la sangre en
cantidades significativas. Muchos tejidos lo usan como fuente de energia, también
funciona como la principal fuente de acetil-CoA para la sintesis de lipidos, al acido
aceético también le corresponde un papel primordial en la sintesis de la grasa de la
leche, siendo las fracciones destinadas a la formacion de caseina y lactosa
(Kaneko et al., 1997).

En el cuadro 1A se presenta el andlisis de varianza para la variable acido acético y
se aprecia que tanto el factor A (Coyonoxtle entero y en trozos), como el factor B
(con y sin biopelicula) asi como la interaccion AB son altamente significativos (P <
0.01). Lo anterior es soportado por la medias de tratamiento ilustrado en los

cuadros presentados en el apéndice (1A).

Asi mismo en la figura 8 se puede observar las diferentes combinaciones de
tratamiento de los factores A y B y sobresalen para la variable acido acético, las
combinaciones de tratamiento Coyonoxtle entero y Coyonoxtle en trozos con y sin
biopelicula, destacandose en estos el Coyonoxtle entero sin biopelicula que tiene

una respuesta superior a las 96 horas de exposicion.

Es de importancia seflalar que estas tres combinaciones de tratamiento
empezaron una respuesta importante a partir de las 72 horas. Sin embargo esta
significancia manifiesta a las 96 horas es probable que se deba a una acumulacion
del acido acético producido, siendo que los tiempos de 24 a 48 horas son los de
importancia para la produccion y aprovechamiento por el animal apreciandose un
incremento en produccién para el CyT sin biopelicula (20.08 mM/l) y CyT con

49



biopelicula (18.67mM/l) a las 48 horas (Fig. 8), lo cual refleja que la estabilidad de
los microorganismos en la biopelicula no fue suficiente para marcar una mayor

produccion del &cido acético a este tiempo.

Produccion de acido acético en dieta.

muestra 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs
2.27 11.44 11.30 16.51 29.17
CyE+Ir+d
2.64 5.20 14.44 16.02 7.71
CyE(b)+Ir+d
2.90 19.25 20.08 17.42 23.99
CyT+Ir+d
2.27 5.18 18.67 16.97 26.28
CyT(b)+Ir+d
35 4
30 4
25 4
20 -+
E’T 2
E
g 15
10 A
5 il
0 24 48 72 96
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—e—cyE+r+d —m— cyE(b)+ir+d cyT+r+d cyT (b)+Ir+d

Figura 8. Produccion de acido acético para 50% maiz- 50% alfalfa con y sin biopelicula de

microorganismos ruminales
4.2 Acido propionico.

El &cido propionico es capaz de convertirse en glucosa, por tal motivo es bueno en
la produccion de carne pero no en la sintesis de leche (cuando los niveles de
acido propionico en vacas lecheras aumentan, se pueden presentar problemas

disminuyendo el % de grasa en la leche) (Juarez, 2004).

Por lo que respecta a otro de los componentes de los acidos grasos volatiles
(agv's), puede apreciarse en el Cuadro 2A el analisis de varianza para la variable
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acido propionico, destacando que los niveles del factor A fueron no significativos,
mientras que la respuesta de los niveles del factor B asi como la interaccion AB
fueron altamente significativas (P<0.01), lo anterior es soportado por la respuesta

de las medias de tratamiento presentadas en los cuadros del apéndice 2A.

Produccién de &cido propionico en dieta

muestra 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs

0.00 8.91 11.43 18.05 22.12
CyE+Ir+d

0.12 8.29 9.45 11.03 6.26
CyE(b)+Ir+d

0.00 10.23 19.56 23.75 15.99
CyT+Ir+d

0.00 2.46 14.66 10.65 17.01
CyT(b)+Ir+d

25 4
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48 72 o6

tiempo(h)
—e—cyE-+r+d —=— cyE (b)+ir+d cyT+ir+d cyT(b)+Ir+d

Figura. 9. Produccion de acido propionico Produccion para 50% maiz- 50% alfalfa con 'y

sin biopelicula de microorganismos ruminales

Por otro lado, es importante resaltar que las mejores combinaciones de
tratamiento lo fueron Coyonoxtle entero sin biopelicula y Coyonoxtle en trozos con
biopelicula, ademas que las maximas respuestas se observaron a las 72 horas y
solo el tratamiento Coyonoxtle entero sin biopelicula mantiene la superioridad en
relacion al resto de tratamientos a las 96 horas (Figura 9).

Con relacion a la produccion de acido propionico tal y como se aprecia en el

cuadro 2A vy figura 9 la mayor produccidén se observa a las 72 horas para las 2
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presentaciones de coyonoxtle, en ambos casos sin biopelicula en ellos, sin
embargo; en el lapso de 24 a 48 horas que es el tiempo de digestion en el
rumiante se observa el incremento en produccion de acido propionico para el
soporte en trozos sin biopelicula (19.56 mM/min) a 48 horas y para el soporte en
trozos con biopelicula (14.66 mM/min) a 48 horas; de igual manera se refleja que
no hubo la suficiente estabilidad de los microorganismos adheridos al coyonoxtle

para mejorar la produccion de este acido.
4.3 Acido butirico:

El acido butirico es muy importante para el rumiante debido a que es absorbido en
forma de acido R3-hidroxibutirico, es oxidado en muchos tejidos para la produccién
de energia, es uno de los productos iniciales para la sintesis de grasas corporales
y de la leche, es importante en la sintesis de los tres principales componentes de
la leche. (Kaneko et al., 1997).

Otro de los acidos importantes que proveen de energia para el buen
funcionamiento del rumen, lo es el acido butirico, de tal forma que el analisis de
varianza para tal variable es presentada en el cuadro 3A. Se aprecia que para
ambos factores A y B hubo una falta de significancia, sin embargo si la hay para la
interaccion de los factores AB (P < 0.05). Asi lo corroboran la estrecha diferencia
entre medias de tratamiento y para el caso de la interaccion se confirma la
diferencia en la respuesta en magnitud del nivel 1 del Factor A con el nivel 2 del
Factor B con relacion a los otros niveles presentados en los cuadros del apéndice
(3A).

Una respuesta similar de las combinaciones de tratamiento de los acidos grasos
volatiles (agv's) anteriores fue observado para el acido butirico (figura 10), en la
cual se puede observar que la maxima respuesta de los tratamientos la alcanzaron
a las 96 horas, posteriormente el que mantuvo la mas alta concentracion de acido

butirico fue el Coyonoxtle entero sin biopelicula, le siguieron el Coyonoxtle en
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trozos con y sin biopelicula y el que tuvo la mas baja respuesta fue la combinacién
Coyonoxtle entero con biopelicula.

Se observa en la siguiente figura (Fig.10) que a 24 horas hay una tendencia a
mayor producciéon de acido butirico para el soporte entero con biopelicula (14. 29
mM/l) asi como para el soporte en trozos son biopelicula (12.49 mM/min)
manteniéndose este ultimo con mayor produccion a las 48 horas (16.11 mM/min);
igualmente a los anteriores acidos se refleja que el tratamiento de estabilizar los
microorganismos ruminales en una biopelicula formada en un soporte no marco la
diferencia para los resultados obtenidos en acido butirico.

Produccién de acido butirico en dieta.

muestra 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs
0.14 7.78 9.41 17.02 18.50
CyE+Ir+d
0.68 14.29 10.00 12.96 7.89
CyE(b)+Ir+d
0.12 12.49 16.11 17.72 11.25
CyT+Ir+d
0.45 4.18 12.70 8.81 14.29
CyT(b)+Ir+d
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Figura. 10 produccién de acido butirico para 50% maiz- 50% alfalfa con y sin biopelicula

de microorganismos ruminales

4.4 METANO:

Uno de los productos terminales de la fermentacion y que ademas es nocivo para
el buen funcionamiento del rumen (Owens y Goetsch, 1986), lo es el metano esta

variable muestra una alta significancia (P < 0.01) en su analisis de varianza en los
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niveles del Factor B, tanto a las 24 horas como a las 72 horas (Cuadro 4A

respectivamente)

Produccién de metano en dieta

muestra 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs

0.00 10.08 33.84 49.63
CyE+Ir+d

0.00 36.53 60.21 73.73
CyE(b)+Ir+d

0.00 5.41 26.55 31.98
CyT+Ir+d

0.41 36.66 62.37 105.00
CyT(b)+Ir+d
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Fig. 11. produccién metano para 50% maiz- 50% alfalfa con y sin biopelicula de
microorganismos ruminales

Las combinaciones de tratamiento que mostraron las mas bajas concentraciones
de metano, lo fueron Coyonoxtle en trozos y Coyonoxtle entero ambos sin
biopelicula; el que tuvo la concentracion mas alta de metano fue Coyonoxtle en

trozos con biopelicula (Figura 11).

Estos resultados indican que los microorganismos presentes en el liquido ruminal
y posteriormente adheridos a la biopelicula quizd predominaban las bacterias

metanogenicas dando como resultado un incremento en la produccion de metano.
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4.5 TOTAL DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN DIETA.

La respuesta al total de los acidos grasos volatiles (agv's) se puede ver en la
Figura 12 y en los cuadro 5A cuyo comportamiento es muy similar a las
combinaciones de tratamiento de los tres acidos anteriores (acético, propionico y

butirico).

Indicando de nuevo que la produccion de acidos grasos volatiles es mayor en los
casos donde no fue formada la biopelicula de microorganismos; lo cual refleja que
es probable que se requiera de un mayor tiempo de formacién de la biopelicula de

microorganismos ruminales.

Totales de agv’s en dieta

Muestra 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs

CyE+Ir+d 242 28.14 32.14 51.58 69.79
CyE(b)+Ir+d 3.45 27.78 33.89 40.02 21.86

CyT+r+d 3.02 41.97 55.75 58.88 51.23
CyT(b)+r+d 2.71 11.82 46.04 36.43 57.58
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Fig. 12. Produccién total de acidos grasos volatiles para 50% maiz- 50% alfalfa con y sin

biopelicula de microorganismos ruminales
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V. CONCLUSIONES
Los resultados de este trabajo pueden interpretarse como sigue:

1. Hasta 96 horas es cuando se observa una diferencia de acido acético para
Coyonoxtle en trozos con biopelicula y Coyonoxtle entero sin biopelicula.

2. La variable &cido propionico sigui6 la misma tendencia que el &cido acético,
ya que la mayor diferencia se obtuvo a las 96 horas sobresaliendo
Coyonoxtle en trozos y entero sin biopelicula y Coyonoxtle en trozos con
biopelicula.

3. Por lo que se refiere al acido butirico la mayor respuesta se obtuvo también
a las 96 horas sobresaliendo Coyonoxtle en trozos y entero sin biopelicula.

4. A las 24 horas y 72 horas hay una produccion importante de metano para
Coyonoxtle entero y en trozos con biopelicula.

5. De los totales de acidos grasos volatiles (AGV'S) las mejores
combinaciones de tratamiento fueron Coyonoxtle en trozos y entero sin
biopelicula y Coyonoxtle entero con biopelicula con una diferenciacion
hasta las 96 horas.

De manera general se puede concluir para esta investigacion que se requiere
investigar mas a fondo sobre la formacion de las biopeliculas de
microorganismos ruminales en soportes naturales, ya que segun la literatura
(Cobos, 2002) es dificil aislar los microorganismos presentes en el rumen.

La baja actividad amilolitica y celulolitica de las bacterias, puede estar
directamente relacionada con el tipo de sustrato y los medios de cultivo
empleados para los andlisis; ya que estos no incluyen todas la condiciones
fisicoquimicas y nutritivas presentes en le rumen. Ademés de la falta de
interaccion con otros microorganismos que estimulan la actividad de las
bacterias (Guerrero, 2011).
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VIIl. APENDICE

Cuadro 1A. Andlisis de varianza, tablas de medias d el factor Ay B, asi como
la interaccién de los Factores Ay B para la variabl e acido acético.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 1 89.511963 89.511963 11.8199 0.027
FACTOR B 1 183.55249 183.55249 24.2378 0.009
INTERACCION 1 282.031494 282.031494 37.2417 0.005
ERROR 4 30.291992 7.572998

TOTAL 7 585.387939

C.V. 12.63%

TABLAS DE MEDIAS DEL FACTOR A TABLAS DE MEDIAS DEL FACTOR B

FACTOR A MEDIA FACTOR B MEDIA
1 18.442499 1 26.577499
2 25.1325 2 16.997499

TABLAS DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS AB

FACTOR B
FACTOR A 1 2 MEDIA
1 29.1700 A 7.7150 B 18.4425 B CyE SIN BIOPELICULA
2 23.985 26.2800 A 25.1325 A CyT CON BIOPELICULA

MEDIA 26.5775 A 16.9975 B 21.7875
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Cuadro 2A. Analisis de varianza, tablas de medias d el facto Ay B, asi como
la interaccion de los Factores Ay B para la variabl e acido propionico.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 1 10.671997 10.671997 2.0829 0.222
FACTOR B 1 110.112793 110.112793 21.4911 0.011

INTERACCION 1 142.467285 142.467285 27.8058 0.008

ERROR 4 20.494629 5.123657
TOTAL 7 283.746704
C.V. 14.75%

TABLAS DE MEDIAS DEL FACTOR A TABLAS DE MEDIAS DEL FACTOR B

FACTOR A MEDIA FACTOR B MEDIA
1 14.190000 1 19.055000
2 16.500000 2 11.635000

TABLAS DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS AB

FACTOR B
FACTOR A 1 2 MEDIA
1 22.1200 A 6.2600 B 14.19 CyE sin biopelicula
2 15.9900 17.0100 A 16.5 CyT con biopelicula

MEDIA 19.0550 A 11.6350 B 15.3450
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Cuadro 3A. Analisis de varianza, tablas de medias d el facto Ay B, asi como
la interaccion de los Factores Ay B para la variabl e acido butirico.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 1 0.365479 0.365479 0.0444 0.836
FACTOR B 1 28.614624 28.614624 3.4784 0.135
INTERACCION 1 93.093018 93.093018 11.3164 0.029
ERROR 4 32.905396 8.226349

TOTAL 7 154.978516

C.V. 22.10%

TABLAS DE MEDIAS DEL FACTOR A TABLAS DE MEDIAS DEL FACTOR B

FACTOR A MEDIA FACTOR B MEDIA
1 13.192499 1 14.869999
2 12.764999 2 11.087500

TABLAS DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS AB

FACTOR B
FACTOR A 1 2 MEDIA
1 18.4950 A 7.8900 B 13.1925 CyE sin biopelicula
2 11.2450 14.2850 12.7650

MEDIA 14.8700 11.0875 12.9787



Cuadro 4A. Analisis de varianza para la variable me  tano a 24 y 72 horas.

ANALISIS DE VARIANZA metano a 24 horas

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 1 10.305908 10.305908  0.9947 0.623
FACTOR B 1 1664.644775 1664.64478 160.6632 0.001
INTERACCION 1 11.471924 11.471924  1.1072 0.353
ERROR 4 41.444336 10.361084

TOTAL 7 1727.866943

C.V. 14.52%

ANALISIS DE VARIANZA metano a 72 horas

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 1 92.750000 92.750000 0.1624 0.706
FACTOR B 1 4718.09375 4718.09375 8.2602 0.045
INTERACCION 1 1196.585938 1196.58594 2.0949 0.221
ERROR 4 2284.730469 571.182617

TOTAL 7 8292.160156

C.V. 36.72%



Cuadro 5A. Analisis de varianza, tablas de medias d el facto Ay B, asi como
la interaccion de los Factores Ay B para la variabl e acido grasos volatiles
totales.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 1 147.148438 147.148438 4.0647 0.113
FACTOR B 1 864.238281 864.238281 23.8729 0.009

INTERACCION 1 1472.345703  1472.3457 40.6707 0.004

ERROR 4 144.806641 36.20166
TOTAL 7 2628.539063
C.V. 12.01%

TABLAS DE MEDIAS DEL FACTOR A TABLAS DE MEDIAS DEL FACTOR B

FACTOR A MEDIA FACTOR B MEDIA
1 45.825005 1 60.507500
2 54.402500 2 39.719997

TABLAS DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS AB

FACTOR B
FACTOR A 1 2 MEDIA
1 69.7850 21.8650 45.8250
2 51.2300 57.5750 54.4025

MEDIA 60.5075 39.7200 50.1138
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