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RESUMEN

La ganaderia es una actividad que realiza el hombre para satisfacer sus
necesidades de alimentacion, el consumo mundial per céapita de carne de bovino es de
6.5 kg para 2017. Se considera antropogénica al afectar el ambiente, (calentamiento
global), por las emisiones de CH4 y CO2, producidos a partir de la fermentacién
anaerbbica de carbohidratos contenidos en los ingredientes, su eficiencia energética
disminuye en funcidn de sus caracteristicas, por expulsién de gases (CHa4) que involucra
pérdidas a través el eructo. Una estrategia para mitigar las emisiones de CHs es el
manejo dietético-nutricional, por lo que se evalud el efecto de acido maleico sobre la
produccion de metano in vitro durante 72 h con porcentajes de inclusion de 0, 0.4, 0.6,
0.8, 1 % en dieta experimental de acuerdo a NRC Beet Cattle bajo un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones. Se determiné e hizo andlisis de varianza de
CHa, concentracion AGV, bacterias totales, protozoarios, pH ruminal, N-NH3z MS, MO y
se les aplico Tukey (P<0.1) con SAS (2009). La adicionde acido maleico no disminuyo la
produccion de CHa, con o sin él las demas variables fueron estadisticamente iguales. Se

sugiere continuar con estas investigaciones.

Palabras clave: Gei, Rumiantes, Emisiones de metano, Acido Maleico, Metano in

vitro
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|. INTRODUCCION

La ganaderia contribuye a acelerar el cambio climatico, principalmente, a través
de las emisiones de metano (CHa4) y bioxido de carbono (COz2); ambos producidos a partir
de la fermentaciéon anaerdébica de los carbohidratos (celulosa, almidén, sacarosa)

contenidos en el alimento consumido, ademas de éxido nitroso (N20) (Ku et al., 2002).

La produccién de CH4 en los dltimos afios ha tomado gran importancia en la
produccion animal debido a sus efectos negativos sobre el ambiente. En sistemas de
produccion de alta tecnificacion la produccién anual de CH4 en animales adultos es entre
60 y 126 kg. Cerca de 500 millones de toneladas métricas/afio de CHa4 ingresan a la
atmoésfera debido a actividades antropogénicas y fendmenos naturales. A esta tasa de
emisiones se espera que el CH4 cause cerca del 15 al 17% del calentamiento global

(Carmona et al., 2005).

Otro aspecto, es la eficiencia energética de los sustratos alimenticios fermentados
en rumen, la cual disminuye en proporciones variables dependiendo de las caracteristicas
de la dieta, debido a que las emisiones de gases, especificamente CHa, involucra
pérdidas a través el eructo. La eliminacion de CH4 via eructo en el ganado inicia
aproximadamente a las cuatro semanas de vida, cuando los alimento sélidos empiezan
a ser retenidos en el reticulo—rumen, aumentando la fermentacion y la produccion de

gases a medida que el reticulo-rumen se va desarrollando (Carmona et al., 2005).

A partir del desarrollo del rumen se empieza a producir CHa4; los microorganismos

presentes en este proceso son del dominio Archaea, pertenecientes al reino eucariota



con concentraciones de 107y 10° por ml de liquido ruminal, los dos géneros mas comunes

son Methanobrevibacter y Methanosarcina (Molina et al., 2013).

La produccion de CHa por los rumiantes se deriva de manera natural del proceso
digestivo en estos, pero constituye una pérdida de energia y contribuye a las emisiones
de gases de efecto invernadero (GEI), por lo que ha aumentado el numero de
investigaciones a fin de reducir la metalogénesis ruminal. Esta Ultima esta influenciada
por varios factores, entre los que destacan: consumo de alimento, composicién y
digestibilidad de la dieta y procesamiento previo del alimento. Entre las estrategias para
mitigar las emisiones de CHa4 que se han propuesto, la manipulacién dietética-nutricional

parece ser la de mayor potencial, simplicidad y factibilidad (Bonilla y Lemus, 2012).

Objetivo

Evaluar el efecto de acido maleico sobre la produccién de metano in vitro.

Hipdtesis

La adicion de acido maleico en dietas reduce la produccién de metano in vitro.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Cambio climatico, calentamiento global, efecto invernadero y gases de efecto

invernadero.

2.1.1. Cambio climatico. Existe una importante variacion estadistica en el estado
medio del clima o en su variabilidad, que persiste durante un periodo prolongado
(normalmente decenios o incluso mas). El cambio climatico se puede deber a procesos
naturales internos o a cambios del forzamiento externo, o bien a cambios persistentes
antropogénicos en la composicion de la atmésfera o en el uso de las tierras. Se debe
tener en cuenta que la Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio
Climético (CMCC), en su Articulo 1, define cambio climatico como: un cambio de clima
atribuido directa o indirectamente a la actividad humana que altera la composicion de la
atmosfera mundial y que se suma a la variabilidad natural del clima observada durante
periodos de tiempo comparables. La CMCC distingue entre cambio climatico atribuido a
actividades humanas que alteran la composicion atmosférica y variabilidad climatica

atribuida a causas naturales [IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change), 2011].

El calentamiento en el sistema climético es inequivoco y desde la década de 1950
muchos de los cambios observados no han tenido precedentes en los Ultimos decenios
a milenios. La atmosfera y el océano se han calentado, los volimenes de nieve y hielo

han disminuido y el nivel del mar se ha elevado (IPCC, 2014 a).



Los datos de temperatura de la superficie terrestre y oceanica, combinados y
promediados globalmente, calculados a partir de una tendencia lineal, muestran un
calentamiento de 0,85 (0.65 a 1.06) °C, durante el periodo 1880-2012, para el que existen
multiples conjuntos de datos obtenidos de forma independiente. Elincremento total entre
el promedio del periodo 1850-1900 y del periodo 2003-2012 es de 0.78 (0.72 a 0.85) °C
y esti basado en el conjunto de datos disponible mas extenso. Por lo que respecta al
periodo de tiempo mas largo con un calculo suficientemente completo de las tendencias
regionales (de 1901 a 2012, Figura 1), casi la totalidad del planeta ha experimentado un

aumento de la temperatura de superficie (IPCC, 2014 a).

-0,6 04 02 0 02 04 06 08 10 1,25 1,5 1,75 2,5
(°C)

Fuente: IPCC, 2014 a: Cambio climatico 2014: Informe de sintesis. Contribucion de los Grupos de trabajo |, Il y Il al Quinto Informe
de Evaluacion del Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico [Equipo principal de redaccion, R.K.
Pachauriy L.A. Meyer (eds.)]. IPCC, Ginebra, Suiza, 157 pags.



Figura 1. Cambio observado en la temperatura en superficie, 1901-2012.

2.1.2. Calentamiento global. Es el aumento gradual, observado o proyectado, de
la temperatura global en superficie, como una de las consecuencias del forzamiento

radiactivo provocado por las emisiones antropégenas (IPCC, 2014 b).

La Figura 2 muestra graficamente el calentamiento global, incremento de la
temperatura promedio de la atmosfera, debido a la emisién de GEI que se desprenden
por actividades del hombre: quema de combustibles, deforestacién, ganaderia, entre
otros en comparacion con el proceso natural del efecto invernadero, el cual es el
calentamiento natural de la tierra. Los gases de efecto invernadero, presentes en la
atmosfera retienen parte del calor del sol y mantienen una temperatura apta para la vida

(PCC, 2014 b).



UN PROCESO NATURAL: EL EFECTO INVERNADERO

Es el calentamiento natural de |a Tierra. Los gases de efecto invernadero,
presentes en la atmdsfera, retienen parte del calor del Sol

y mantienen una temperatura apta para la vida.

®

La energja solar atraviesa la
atmesfera. Parte de ella es
abeorbida por Ia superficie y

UN EFECTO DE LA ACCION HUMANA: EL CALENTAMIENTO GLOBAL

Es el incremento a largo plazo en |a temperatura promedio de la atmdsfera.

Se debe a |a emision de gases de efecto invemadero que se desprenden

por actividades del hombre.
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Fuente: IPCC, 2014 a: Cambio climatico 2014: Informe de sintesis. Contribucién de los Grupos de trabajo |, Il y Il al Quinto Informe
de Evaluacién del Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico [Equipo principal de redaccion, R.K.
Pachauriy L.A. Meyer (eds.)]. IPCC, Ginebra, Suiza, 157 péags.

Figura 2. Efecto invernadero: un proceso natural y calentamiento global: un

efecto de la accion humana.

2.1.3. Efecto invernadero. Los GEI absorben la radiacién infrarroja, emitida por la
superficie de la Tierra, por la propia atmoésfera debido a los mismos gases, y por las
nubes. Laradiacion atmosférica se emite en todos los sentidos, incluso hacia la superficie

terrestre. Los gases de efecto invernadero atrapan el calor dentro del sistema de la



troposfera terrestre. A esto se le denomina “efecto invernadero natural’. La radiacion
atmosférica se vincula en gran medida a la temperatura del nivel al que se emite. En la
troposfera, la temperatura disminuye generalmente con la altura. En efecto, la radiacion
infrarroja emitida al espacio se origina en altitud con una temperatura que tiene una media
de -19°C, en equilibrio con la radiacion solar neta de entrada, mientras que la superficie
terrestre tiene una temperatura media mucho mayor, de unos +14°C. Un aumento en la
concentracién de GEI produce un aumento de la opacidad infrarroja de la atmdsfera, y
por lo tanto, una radiacion efectiva en el espacio desde una altitud mayor a una
temperatura mas baja. Esto causa un forzamiento radiactivo, un desequilibrio que sélo
puede ser compensado con un aumento de la temperatura del sistema superficie—

troposfera. A esto se denomina efecto invernadero aumentado (IPCC, 2011).

En la Figura 3 se observa una representacion grafica del efecto invernadero natural

y el aumentado por la actividad humana.



Efecto Efecto invernadero
invernadero natural aumentado por los humanos

Mas calor escapa Menos calor escapa
hacia la atmésfer? hacia la atmosfera

Fuente: [En linea] Disponible  https://www.ck12.org/book/CK-12-Conceptos-de-Ciencias-de-a-Tierra-Grados-6-8-en
Espa%C3%Blol/section/7.13/ (revisado el 15 de marzo de 2017).

Figura 3. Representacion gréfica del efecto invernadero natural y aumentado por la

actividad humana.

Jano (2008) menciona que las actividades humanas mas importantes generan
GEI. Las emisiones comenzaron a incrementarse de forma espectacular en el decenio
de 1800 debido a la Revolucion Industrial y a los cambios en la utilizacion de la tierra.
Muchas de las actividades asociadas con la emision de gases son ahora esenciales para

la economia mundial y forman una parte fundamental de la vida moderna, tales como:


https://www.ck12.org/book/CK-12-Conceptos-de-Ciencias-de-la-Tierra-Grados-6-8-en-Espa%C3%B1ol/section/7.13/
https://www.ck12.org/book/CK-12-Conceptos-de-Ciencias-de-la-Tierra-Grados-6-8-en-Espa%C3%B1ol/section/7.13/

1.- EICOz2resultante de la combustion de combustibles fosiles es la principal fuente

de emisiones de GEI generadas por la actividad humana

2.- La mayoria de las emisiones asociadas con la utilizacién de energia se

producen cuando se queman combustibles fosiles.

3.- La deforestacion es la segunda fuente principal de COz2

4.- La produccion de cal (6xido de calcio) para la fabricacion de cemento
representa una parte importante de las emisiones mundiales de CO:2 provenientes de

fuentes industriales.

5.- El cultivo de arroz también produce CHa.

6.- La eliminacién y tratamiento de basura y residuos humanos.

7.- La utilizacion de fertilizantes incrementa las emisiones de N20

8.- La industria ha inventado, para usos especializados, varios gases de

invernadero potentes de larga duracion.

2.1.4. Gases de efecto invernadero. Los gases integrantes de la atmdsfera, de
origen natural y antropogénico, que absorben y emiten radiacion en determinadas
longitudes de ondas del espectro de radiacion infrarroja emitido por la superficie de la
Tierra, la atmésfera, y las nubes. Esta propiedad causa el efecto invernadero. El vapor

de agua (H20), CO2, N20, CHa4, y ozono (O3) son los principales GEI en la atmdsfera
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terrestre. Ademas existe en la atmosfera una serie de GEI totalmente producidos por el
hombre, como los halocarbonos y otras sustancias que contienen cloro y bromuro, de las
que se ocupa el Protocolo de Montreal. Ademas del COz2, N20, y CHa, el Protocolo de
Kyoto aborda otros gases de efecto invernadero, como el hexafluoruro de azufre (SF6),

los hidrofluorocarbonos (HFC), y los perfluorocarbonos (PFC) (IPCC, 2011).

CO2 en un gas que se produce de forma natural y también como subproducto de
la quema de combustibles fésiles y biomasa, cambios en el uso de las tierras y otros
procesos industriales. Es el principal GEI antropogénico que afecta al equilibrio de
radiacion del planeta. Es el gas de referencia frente al que se miden otros GEI y, por lo

tanto, tiene un Potencial de calentamiento mundial de 1 (IPCC, 2011).

N20 es un potente GEI emitido con los usos de cultivos en tierras, especialmente
el uso de fertilizadores comerciales y organicos, la quema de combustibles fésiles, la
produccion de acido nitrico, y la combustién de biomasa. Uno de los seis gases de efecto

invernadero que se intentan reducir con el Protocolo de Kyoto.

CHa es un hidrocarburo que es un GEI, producido por la descomposiciénanaerobia
de residuos en vertederos, digestion animal, descomposicion de residuos animales,
produccion y distribucion de gas natural y petréleo, produccién de carbén, y combustion
incompleta de combustibles fosiles. EI CH4 es uno de los seis GEI que se intenta reducir

en el marco del Protocolo de Kyoto (IPCC, 2011).

O3 es la forma triatdbmica del oxigeno (Os3), es un componente gaseoso de la

atmésfera. En la troposfera se crea de forma natural y por reacciones fotoquimicas por
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medio de gases que resultan de actividades humanas (el esmog o smoke fotoquimico).
En grandes concentraciones, el Os troposférico puede ser perjudicial para una amplia
gama de organismos vivos. El Os troposférico actiia como un GEl. En la estratosfera, el
O3 se crea por la interaccion entre la radiacion solar ultravioleta y el oxigeno molecular
(O2). ElI O3 estratosférico tiene un papel decisivo en el equilibrio de radiacion

estratosférica. Su concentracion es mas elevada (IPCC, 2011).

Oxidos nitrosos (N20) Potente GEI emitido con los usos de cultivos en tierras,
especialmente eluso de fertilizadores comerciales y organicos, la quema de combustibles
fosiles, la produccién de acido nitrico, y la combustién de biomasa. Uno de los seis GEI

gue se intentan reducir con el Protocolo de Kyoto (IPCC, 2011).

En la Figura 4 se ilustran los porcentajes de las emisiones mundiales de GEI por

sectores, su uso final/actividad y gas.
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Sector Uso final / actividad Gas

Fuente: World Resources Institute, Climate Analysis Indicator Tool (CAIT), Navigating the Numbers: Greenhouse Gas Data and
International Climate Policy, Diciembre 2005; Intergovernmental Panel on Climate Change, 1996 (datos para el afio 2000).

Figura 4. Emisiones mundiales de gases de efecto de invernadero por sectores.

2.2. Impacto de la agricultura y ganaderia al ambiente.

La agricultura contribuye aproximadamente de 20 a 80% del total de las emisiones
antropogénicas de CO2, CHa y N20 respectivamente. La agricultura también se considera

responsable de méas del 95% del amoniaco, 50% del monoxido de carbono (CO) el 35%
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de los 6xidos de nitrogeno (NxOv) liberados a la atmdsfera como resultado de las

actividades de los humanos (Moss et al., 2000).

Se estima que la agricultura contribuye con alrededor de 19 a 12% de las

emisiones totales de GEI de las actividades humanas (NZAGRC, 2013).

La ganaderia representa un papel importante en el cambio climatico. Mas de la
mitad de las emisiones (alrededor del 65%) estan relacionadas con la ganaderia. Las
emisiones directas de la produccion ganadera y la alimentacion animal constituyen el
80% de las emisiones totales de la agricultura, porlo que deben formar parte de cualquier
esfuerzo para reducir la contribucién de la produccion de alimentos al cambio global

(NZAGRC, 2013)

Relacionado al aumento de CHa, alrededor del 70% es de origen antropogénico,
del cual la ganaderia es responsable de un tercio, el cual es generado en la fermentacion
ruminal e indirectamente por la descomposicién anaerdbica del estiércol (Moss et al.,

2000).

La acumulacion de GEI en la atmésfera sugiere un incremento en la temperatura
de la superficie terrestre de 1 a 6°C durante el presente siglo (IPCC, 2007). El CH4, que
constituye el 16% del total de las emisiones globales de GEI (Scheehle y Kruger, 2006),
es perjudicial, ya que tiene un potencial de calentamiento 21 veces mayor que el CO2
(IPCC, 2007). Las emisiones de CHa provenientes de las actividades agricolas
representan alrededor del 40% de las producidas por las actividades humanas (Steinfeld

et al., 2006), y el mayor aporte (25%) proveniente de la fermentacién ruminal (Olivier et
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al., 1999), ya que los sustratos alimenticios ingeridos por los rumiantes son fermentados
hasta generar acidos grasos volatiles (AGV), (CO2y CHa) y células microbianas (Ramirez

et al., 2012).

2.2.1. Los rumiantes y su afectacion al medio ambiente. Las emisiones de CH4 de
origen ruminal a la atmosfera varian en funcion de las especies de rumiantes: en el
ganado lechero desde 5,5 hasta 9.0% y en el ganado de engorda de 3.5 a 6.5%. En el
caso de los bufalos, las pérdidas de energia de la dieta en forma de CHa4 fluctan desde

7.5 hasta 9.0% (Ramirez etal., 2012).

Se prevé que para el afio 2050 la demanda por carne y leche de origen de
rumiantes ha de duplicarse debido al crecimiento poblacional y aumento en el consumo
per capita, y se estima que incluso una reduccion de las emisiones de los GEI de origen
ganadero del orden del 50% seran insuficientes para cancelar las emisiones debidas al

incremento de la poblacion de rumiantes (Patifio-Pifiares, 2014)

2.3. Produccién de metano en rumiantes

Las caracteristicas de la dieta tienen un gran efecto en la produccién de CH4 a
nivel global, de ahi que paises con pocas limitaciones alimentarias para sus ganados,
reportan datos de menores emisiones de CHs4 y mayores eficiencias energéticas

(Carmona, 2005).

(Kinsman et al, 1995), corroboran lo anterior al mencionar que, en los paises en

vias de desarrollo, las emisiones son aproximadamente de 55 kg CHa4/ afio por animal,
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encontraste a lo reportado en paises desarrollados, de 35 kg CHas/afio por animal

(Carmona, 2005).

La eliminacion de CHavia eructo en el ganado inicia aproximadamente alas cuatro
semanas de vida, cuando los alimentos solidos empiezan a ser retenidos en el reticulo -
rumen, aumentandose la fermentacion y la produccion de gases a medida que el reticulo -
rumen se va desarrollando. Se considera que en sistemas de produccion de alta
tecnificacion la reduccién anual de CHa4 en animales adultos esta entre 60 y 126 kg

(Carmona, 2005).

2.3.1. Ecosistema ruminal. EI ganado bovino emite CH4 porque en su proceso
digestivo, que ocurre bajo condiciones anaerdbicas, participan diferentes tipos de
bacterias. Estas degradan la celulosa ingerida a glucosa, que fermentan luego a &cido

acético y reducen el dioxido de carbono, formando CHa4en el proceso (Carmona, 2005)

Los alimentos que llegan al rumen son fermentados hasta convertirse en productos
metabdlicos comunes que son los AGV. Los AGV son absorbidos desde el rumen y
pueden ser usados tanto en procesos catabdlicos (i.e. mantenimiento) como anabdlicos
(i.e. gluconeogénesis). Sin embargo, el proceso de fermentacion, aunque tiene muchas
ventajas, también resulta en significativas perdidas de energia en forma de CHa,

hidrogeno y calor (Caja, 2003).

2.3.2. Microorganismos metanogénicos. Los organismos metanogénicos son
generalmente Gram positivos pertenecientes al dominio Archaea, capaces de crecer en

ambientes donde el potencial redox tenga valores por debajo a -300 mV. Entre las
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principales se encuentran Methanobacterium formicicum, Methanobacterium bryantii,
Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter millerae, Methanobrevibacer
olleyae, Methanomicrobium mobile, Methanoculleus olentangyi y Methanosarcina spp las

gue ha sido cultivadas a partir de ambiente ruminal.

En el funcionamiento del rumen, el alimento ingerido es fermentado por una
comunidad compleja para dar AGV, NH4, CO2y H2. Ninguna de las bacterias o protozoos
fermentadores produce metano, pero algunos producen formiato, CO2y H2. En el rumen
la principal via de formacion de metano es a partir del CO2y Hz, (4H2+CO2 CH4 +2H20),

(Rodriguez, 2013).

2.3.3. pH ruminal. El pH del rumen varia entre 5.8 a 7.0, siendo un factor critico

para el normal funcionamiento.

El tipo de dieta proporcionada al animal condiciona el desarrollo de la microbiota
adecuada para su fermentacién asi como el rango de pH ideal. La forma fisica de los
alimentos es importante para inducir una adecuada rumia. El forraje fibroso estimula
mucho mas a la rumia que los concentrados, durante la rumia se secreta saliva que posee
un pH alcalino y que en el rumen actia como tampon frente a la produccion de &cidos.
Cuando el animal consume concentrados, la rumia disminuye, por lo tanto también la

produccion de saliva, lo que hace por tanto descender el pH ruminal (Rodriguez, 2013).

El metabolismo anaerobio de los microorganismos convierte a los glicidos en

AGV, CO2y CHa4. Los AGV y el CHaretienen la mayor parte de la energia contenida en el
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sustrato, debido a la ausencia de oxigeno, lo que impide llegar hasta la formacién de CO2

y agua.

Los AGV mas abundantes en el rumen son los 4cidos acético, propionico y butirico,
en una proporcion aproximada de 63:21:16. El acetato es el AGV que siempre se produce
en mayor cantidad, siendo el producto tipico de rumiantes que consumen forrajes. Por lo
tanto, la dieta influencia el tipo de poblacion bacteriana presente en el rumen, ya que el

tipo de alimento ingerido afecta al pH del mismo (Rodriguez, 2013).

2.3.4. Protozoarios. Los protozoarios son los organismos mas conspicuos del
rumen y se encuentran en una concentracion tipica que varia entre 104 a 106

protozoos/mL, distribuidos en mas de 25 géneros.

Los protozoarios encontrados en el rumen por mayoria son ciliados, aunque
también se encuentran algunos flagelados. Los ciliados son los protozoos unicelulares
que mas abundan en el rumen de los rumiantes adultos y las clases principales con los
holotricos (presentan ciias en la superficie celular) y los entodinomorfos (las cilias se
encuentran restringidas a un solo grupo alrededor de la citofaringe por donde ocurre la

entrada de los nutrientes), (Hungate, 1966).

2.4. Aditivos en la alimentacién de rumiantes

Una de las vias que se han desarrollado para propiciar modificaciones en la

fermentacion, es la utilizacion de aditivos.
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El uso de diversos antibiéticos y productos antimicrobianos como promotores del
crecimiento animal se convirti6 en practica comun después de su
descubrimiento en los afios cuarenta. Sin embargo, su uso continuo e indiscriminado cre6
serios problemas y resistencia microbiana y agudizd la aparicién de efectos residuales
en los alimentos para el consumo humano. Por eso, la Organizacion Mundial de la salud
(OMS) emiti6 en el afio 2000 la recomendacion de que habia que dejar de utilizar los
antibioticos como promotores del crecimiento animal (APC), debido a esta problematica
y a la eminente prohibicion en el 2006 por la Comunidad Europea del uso de los APC, la
comunidad cientifica prestd6 mayor interés en el estudio, evaluacion e introduccién de
otros aditivos nutricionales y zootécnicos como alternativas a estos APC, que presentan

propiedades nutracéuticas (Garcia, 2015).

Entre los aditivos mas estudiados y empleados se encuentran los probidticos,
prebidticos, fitobidticos, acidificantes, enzimas, minerales y aditivos microbianos

activadores de la fermentacion ruminal (Garcia, 2015).

2.4.1. Acidos orgéanicos. Los acidos organicos se utilizan habitualmente como
aditivos en la alimentacion de los animales no rumiantes, pero su uso en los animales
rumiantes es limitado y las experiencias realizadas en estos animales, hasta el

momentos, se reducen a los acidos fumarico y malico (Carro, 2006).

El modo de accion de los acidos organicos en los animales rumiantes no es

totalmente conocido, pero parecen ejercer su accion a nivel del rumen.
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Este hecho se ha atribuido por una parte, a su poder acidificante (Lazaro y Mateos,
2000), ya que reducen el pH del tubo digestivo y perjudican asi el crecimiento esta en
torno a la neutralidad. Los acidos organicos pueden penetrar en el interior de algunos
microorganismos Yy alterar su equilibrio interno (Lazaro y Mateos, 2000), de forma que
estos microorganismos se ven obligados a un gasto energético adicional para recuperar

su equilibrio, y por ello su crecimiento se ve perjudicado (Ranilla, 2000).

En estudios in vitro (Russell y Van Soest, 1984) se ha observado que los
microorganismos ruminales son capaces de fermentar concentraciones 7.5 mM de
malato en menos de 24 horas. Esto significa que cuando las sales de los &cidos organicos
son administradas a estos niveles son completamente transformadas y no pasan al tubo
digestivo posterior, por lo que son sustancias que no pueden dejar residuos en los
productos animales. La mayoria de los estudios realizados con acidos organicos se han
llevado a cabo en condiciones in vitro y son muy pocas las experiencias realizadas con

animales (Carro, 2006).

2.4.2. Acidos butenodioicos (acido maleico y fumarico) Los dos compuestos mas
importantes de esta clase son los acidos maleico y fumarico, en los que Wilicenus estudio
por primera vez la isomeria cis-trans el a4cido maleico no se ha encontrado en la
naturaleza. Su nombre se deriva del &cido malico (acidum malicum), del que se obtiene
por eliminacién de agua. El &cido fumarico se encuentra en una serie de plantas, por
ejemplo en la fumaria (Fumaria officinalis), en los liquenes de Islandia, asi como en los
hongos vy liquenes. En el ciclo del acido citrico se produce como producto intermedio en

la deshidrogenacion del acido succinico (Beyer, 1987).
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Propiedades: el acido maleico forma prismas incoloros de p.f. 130.5°C (403,7 K) y
se disuelve facilmente en agua; el acido fumarico se disuelve dificilmente en agua,
sublima a partir de los 200°C (475 K) y funde en tubo cerrado a 287°C (560 K). La primera
constante de disociacién del &cido maleico muestra un valor de pK1(1.92) mucho menor
(mayor acidez) que la del acido fumarico (Pk!=3.02), puesto que el anién del acido
maleico de forma similar al del &cido salicllico se estabiliza mediante un puente de
hidrégeno intramolecular. Por hidrogenacion catalitica, en las mismas condiciones de
reaccion, el acido maleico se transforma en acido succinico, mucho mas rapidamente de

lo que hace el acido fumarico (Beyer, 1987).

Aplicaciones. El &cido maleico se utiliza en el campo de la sintesis como

componente en la fabricacién de resinas alqudicas y el anhidrido maleico como

componente en la sintesis dienicas (Beyer, 1987).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar y tratamientos del experimento.

El presente trabajo se llevd a cabo en el Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento Animal (CENIDF y MA), perteneciente al
Instituto Nacional de Investigadores Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). El

CENID F y MA se encuentra ubicado en la localidad de Juchitan, municipio de Colon,

estado de Queretaro.

En el estado de Querétaro el 51% de su superficie presenta clima seco y semiseco
localizado en la region centro; el 24.3% presenta clima calido subhimedo enla regién de
la Sierra Madre Oriental; el 23% presenta clima templado subhimedo localizado en la
region sur, centro y noreste; el 1% presenta clima célido himedo hacia el noreste y el

restante 0.7 % presenta clima templado himedo al noreste del estado.

La temperatura media anual en Querétaro es de 18°C, la temperatura maxima
promedio es de 28°C y se presenta en los meses de abril y mayo, la temperatura minima

promedio es de 6°C durante el mes de enero.

La precipitacion media estatal es de 570 mm anuales, las lluvias se presentan en

verano en los meses de junio a septiembre.

En el estado la agricultura es de gran importancia, en donde sobresale el cultivo

de maiz, alfalfa, cebolla, lechuga, sorgo, forrajes, frijol, cebada y col; esta se desarrolla

principalmente en las regiones de clima seco y semiseco, pero requiere riego.
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Se utilizd un disefio completamente al azar con cinco tratamientos, cada uno con
los siguientes porcentajes de inclusion de acido maleico; 0, 0.4, 0.6, 0.8, 1 % y se realizd
por triplicado, en una dieta que cubre los requerimientos diarios por animal (Cuadro 1)

(NRC, Beef Cattle, 2001).

Cuadro 1. Composicion quimica del alimento experimental. NRC, Beef Cattle 2001.

Requerimientos diarios por animal Cantidad
EM 2.398 Mcal/Kg
E.N 1.057 Mcal/Kg
PROTEINA 18.00 %
F.N.D 30.10 %
FORRAJE 18.00 %

E.D. 2.773 Mcal/kg
T.N.D 63.85 %
F.D.A 14.80 %
FIBRA 12.26 %
CALCIO 0.34 %

E.M: energia metabolizable, E.N: energia neta, F.N.D: fibra detergente neutro, E.D: energia digestible, T.N.D: total de nutrientes
digestibles, F.D.A: fibra detergente &cida, Mcal: mega caloria, Kg: kilogramos.

3.2. Técnicade gas in vitro

Se utilizd 0.5 g de cada muestra colocandolas en frascos de 125 ml color ambar.
A cada frasco se le aplicé 81 ml de Solucion Mineral Reductora (2.5 g de Naz2S +2.5 g de
L- Cisteina + 100 mg de rezarzurina aforadas a 100 mL de agua destilada) y 9 ml de
indculo ruminal con burbujeo continllo de COzel cual se retirdé rapidamente y se cubrio
con un tapon de goma y se sellé con un aro metalico. El liquido se extrajo de dos bovinos
con fistula ruminal, el cual se filtr6 con una tela de gasa doblada ocho veces. Se colocaron
los frascos en bafio maria durante 72 h a 39°C, y se tomaron mediciones de presién con

un mandmetro provisto de una llave trifasica y aguja hipodérmica, la presién de gas
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originada por la fermentacién del sustrato se midi6é con escala de 0 a 1 kg cm?, a las 2, 4,
6, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48,60y 72 h al término de las mediciones, se tomaron
muestras para la determinacion de AGV, bacterias, protozoarios, pH, CH4, materia seca
(MS) y materia organica (MO). Las muestras se filtraron con una bomba de vacio. Una
vez filtradas las muestras se metieron a una estufa a 100°C durante 24 h para secarlas y
obtener el peso seco. Los datos se procesaron en hoja de calculo electronica del
programa Excel 4.0. La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de rango
multiple de Tukey (P<0.1). Todo lo anterior se realiz6 con el paquete estadistico SAS

(2009).

3.3. Digestibilidad in situ

Se emplearon bolsas de nylon (15.0 x7.5 cm; tamafio de poro 52+10 con 4 g de
MS de cada tratamiento con una malla de 2 mm. Se colocaron dos bolsas con la dieta
por animal dentro del rumen por 0O, 6, 12, 24, 48 y 72 h, por duplicado y se retiraron en

orden inverso. Después se lavaron con agua hasta que el afluente fue claro.

Las bolsas se secaron a temperatura ambiente y luego en una estufa de aire
forzado a 55°C. Se midio el contenido de AGV, bacterias, protozoarios pH, CHa. El primer
dia de muestreo se tomaron muestras de liquido ruminal a las 0, 4, 8 y 12 h. se midio el
pH y se filtrdé la muestra, se conservd con acido metafosférico al 25% (viv) y se
conservaron a -4°C para posteriormente medir el contenido de AGV por cromatografia de
gases (Erwin et al, 1961). Los resultados se analizaron de acuerdo con un cuadro latino

con arreglo factorial de tratamientos (SAS, 2009).
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3.4. pH ruminal

Esta determinacion de realiz6 inmediatamente después de haber colectado el
liquido ruminal con un potenciémetro marca Orion modelo 7102, calibrado a dos valores

de pH (4.0 y 7.0), respectivamente (ORION, 1996).

3.5. Concentraciéon de nitrégeno amoniacal N-NHs

Se utilizé la técnica de McCullog (1967). El liquido ruminal que se recolecté se
acidificé con &cido metafosférico, la muestra se centrifugd a 208.17 fuerzas G durante
cinco min y del sobrenadante se colectaron 3.0 ml y se depositaron en viales de plastico.
Para su lectura se tomaron 20 yL que se depositaron en tubos de 18 x 130 mm a los
cuales se les agreg6é 1.0 ml de fenol y 1.0 ml de hipoclorito de sodio basificado con
hidréxido de sodio. Los tubos fueron puestos en incubacién a 39°C durante 30 min y
posteriormente se agregaron 5.0 ml de agua destilada para diluir la muestra. La
concentracion de N-NHs se midié por absorbancia en un espectrofotbmetro marca Perkin
Elmer UV-VIS modelo Lambda 40 a 630 nm. Se utiliz6 un blanco como referencia, el cual
contenia 1.0 ml de fenol, 1.0 ml hipoclorito de sodio y 5.0 ml de agua destilada. Para
conocer la concentracion final de N-NHs, se hizo una comparacién con una curva

estandar.

3.6. Concentracién de AGV

Se determind una vez que se acidifico el liquido ruminal con acido metafosforico

con una proporcion de 4:1 de muestra: 4cido metafosforico respectivamente. La muestra
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se centrifugd a 208.17 fuerzas G durante 15 min y se colecté el sobrenadante (1.5 ml).
La concentracion de AGV de las muestras se determind por cromatografia de gases
(Erwin et al., 1961), en un cromatégrafo Perkin Elmer, Modelo Claurus 500 con columna
capilar Elite FFAP. El gas acarreador fue hidrégeno con flujo de 15 ml min-1. Se inyecto
1L de muestra, con temperatura de inyector de 200°C, detector de 250°C y una

temperatura de horno de 140°C por 5 min.

3.7. Concentracién de bacterias totales

Las concentraciones fueron calculadas utilizando la técnica del recuento directo
en microscopio a través de la camara de Petroff-Hausser (Parthership® modelo SQMM
Horsham PA 190044). El conteo se realizd en 10 cuadros (0.05 x 0.05), elegidos al azar
utilizando un microscopio de contraste marca Olimpos® modelo BX51, lente objeto 100
X, contraste ph3 vy filtro de luz azul. El procedimiento se realizd de acuerdo a lo descrito

en el manual de operacion Sigma (1990).

3.8. Concentracién de protozoarios

Se utiliz6 una camara de Neubauer y un microscopio Zeiss a una magnificacion de
40X. Como no se requieren protozoarios viables, se diluyo el liquido ruminal en solucion
para conteo (5 ml de solucién mineral | + 5 ml de solucion mineral Il + 3 ml de formaldehido

al 3% aforadas a 87 ml con agua destilada) (Dehority, 1984).

Concentracion de protozoarios = (promedio) (factor de dilucion) (104).
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Cuadro 2. Primera prueba, volumenes de gas.

Tratamiento \Y Fr Fm Fl S L DIMS
(h™) (h) %
0% 4443628 260982 171.183 12.2° 0.03642  -0.03328 86.14%
1% 4128128  246.232 154332 12.24% 0.0364%  -0.56472 84.672
2% 219.572 2472 162.442 10.122 0.03532  -0.6719?2 84.42°
3% 436.778  249.092 175423 12258 0.03462 0.78662  80.11%
4% 405.158  243.482 151912% 9.762 0.0357 2 0.12192  85.04°

Medias con igual letra en la misma columna no son diferentes (P<0.05);
V=volumen de gas maximo, Fr=volumen de gas acumulado de 0-16 h, Fm=volumen de gas acumulado de 16-48h, FI=volumen de gas
acumulado de 48-72 h, S=fase lac o de retardo, L=fase exponencial del crecimiento microbiolégico, DIMS= Digestibilidad in vitro de la Materia

Seca.
Cuadro 3. Segunda prueba volimenes de gas.
Tratamiento V Fr Fm Fl S L DIMS
(h) (h) %
0% 479.72@ 27747* 189.77@ 12482 0.0354¢@ 0.38322 67.752
1% 429432 247302 170.84@ 11292 0.0351% -0.4079@  83.782
2% 385.99a@ 218872  158.19%? 8.924 0.0376 @ 0.9587 @ 79.822
3% 440.342 252,752 17598% 11622 0.0360% -0.0804@  87.342
4% 4258228 246542 167.63% 116628 0.0346% -0.9186% 80.42°

Medias con igual letra en la misma columna no son diferentes (P<0.05);

V=volumen de gas maximo, Fr= volumen de gas acumulado de 0-16 h, Fm=volumen de gas acumulado de 16-48 h, Fl=

volumen de gas acumulado de 48-72 h, S=fase lac o de retardo, L= fase exponencial del crecimiento microbiolégico, DIMS=
Digestibilidad in vitro de la Materia Seca.

Cuadro 4. Primera prueba, produccion de metano in vitro

Tratamiento V CHi(6h)  CHa(I12h)  CHa (18h) CHa (24h)
0% 444.36 ¢ 252 13.252 74 7.258
1% 412.812 62 8.92 6.252 452
2% 219.57 2 6a 9.252 6.752 4754
3% 436.77 2 6.52 758 11.252 72
4% 405,15 3a 9.952 9.252 5

a, b, c = medidas con las literales diferentes en la misma columna indican diferencias (P<0.05)
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V= volumen de gas maximo, CH4 (6h)=produccién de metano a las 6h, CH4 (12h)= produccién de metano a las 12 h, CH4 (18h)=

produccién de metano a las 18 h, CH4 (24h)= produccién de metano a las 24 h.

Cuadro 5. Segunda prueba, produccion de metano in vitro

Tratamiento \ CHa (6h) CHa (12h)
0% 479.72 @ 3.752 125@
1% 429.43 2 453 102
2% 385.992 42 11.252
3% 440.34 @ 458 112
4% 425,822 2.752 13.152

a, b, c = medidas con las literales diferentes en la misma columna indican diferencias (P<0.05)

V= volumen de gas maximo, CH4 (6h)= produccién de metano a las 6h, CH4 (12h)= produccién de metano alas 12 h

Cuadro 6. Variables microbioldgicas de gas in vitro a 72 h de incubacién con liquido

ruminal de bovino.

Variable Acido maleico
0% 1% 2% 3% 4% EEM
N-NHz, mg/dL! 8.98b 9.58b 11582 12.082 9.15Pb 1.68
Bacterias totales (101°mL1) 3.25 3.14 3.28 3.36 3.65 0.68
Protozoarios (10% mL1) 3.58P 4,982 4592 5022 328°b 0.78

a, b, c =medias con literales diferentes en unahilera, son diferentes (P<0.05).
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Cuadro 7. Anélisis de la digestibilidad in situ en bovino

Tratamiento 6h 12h 24h 48h 72h
0% 50.19 53.32 69.66 70.57 73.35
1% 54,72 61.20 68.93 71.74 75.24
2% 52.79 59.15 67.94 70.08 75.08
3% 53.54 58.67 64.69 70.15 74.19
4% 47.70 57.84 70.59 73.25 75.98

Las medidas no son diferentes (P>0.05)

Cuadro 8. Anélisis de pH in vitro con liquido ruminal de bovino

Tratamientos pH
0% 6.37
1% 6.35
2% 6.35
3% 6.37
4% 6.32

Las medidas no son diferentes (P>0.05).

Cuadro 9. Concentracion de nitrogeno amoniacal (mg dL™1) en liquido ruminal de bovino

in vitro
Acido maleico
Horario (h)
0% 1% 2% 3% 4 % EEM
12 h 10.89 9.36 12.65 13.15 11.02 2.18
24 h 15.78P 18.142 17.252 14.58P 13.25¢ 2.89

a, b, c = medias con literales diferentes en una hilera, son diferentes (P<0.05)



31

Cuadro 10. Concentracion de &cidos grasos volatiles (mM) en liquido ruminal de bovino

in vitro.
Acido 12h 24h
maleico
acetato propionato butirato acetato propionato butirato

0% 25.14 18.56a 11.52 35.15 25.15b 7.89
1% 23.58 17.59a 12.15 32.25 27.51a 9.18
2% 26.82 19.04a 10.58 33.68 28.68a 8.15
3% 28.56 19.64a 11.95 34.78 26.15b 8.69
4% 25.68 16.58b 12.25 33.12 24.58 b 7.58
EEM 2.98 1.78 2.18 3.15 2.87 3.15

a, b =medias con literales diferentes en una hilera, son diferentes (P<0.05).

Cuadro 11. Concentracion de bacterias totales (101° mL-1) en liquido ruminal de bovino

in vitro.
Acido maleico
Horario (h)
0% 1% 2% 3% 4 % EEM
12 h 3.58 3.97 3.19 3.08 3.25 0.45
24 h 4,11 3.98 3.87 3.58 3.88 0.45

Las medias no son diferentes (P<0.05)

Cuadro 12. Concentracién de protozoarios totales (10°mL1) en liquido ruminal de bovino

in vitro.
Acido maleico
Horario (h)
0% 1% 2% 3% 4% EEM
12 h 4.57° 4.68° 5.04b 5.14b 6.042 1.05
24 h 5.242 3.56°¢ 5.562 5.232 4.25b 1.25

a, b, =medias con literales diferentes en una hilera, son diferentes (P<0.05)
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V. DISCUSION

En los cuadros 2 y 3 en los resultados no hay diferencias (p>0.05) y son
estadisticamente similares y n (p>0.05) en V, Fr, Fm, FI, S, L, DIMS. (Rosales, 1996)
reporto una DIMS de 92.7% a las 72 h, igualmente se resalta que esta fue muy similar a
la encontrada por (Mhecha y Rosales, 2005), quienes encontraron una DIMS del 63.3%
y en prueba realizada de degradabilidad in sacco. (Rodriguez, 2009) reporté que la
degradacién de la MS a las 72 h de incubacion fue similar (p>0.05) entre un cultivo de
bacterias ruminales y un indculo de bacterias formatotréficas mas el cultivo de bacterias
ruminales (60.84 vs 60.51%).

En el cuadro 4, los resultados de CHa in vitro, mostraron diferencias significativas
(p<0.05), en el horario 12 h hubo mayor incremento de CH4, la menor produccién de gas
de obtuvo del tratamiento 0% a las 6 h. Los tratamientos 1% y 2% tuvieron menor
produccion de gas a las 24 h. en el cuadro 5, también hubo diferencias (p<0.05), en el
horario 12 h hubo mayor incremento de gas en todos los tratamientos. (Valenciaga et al.,
2006) demostraron que la producciéon de gas total aumenta a medida que transcurre el
tiempo de incubacién del forraje (Pennisetum purureum). En los rumiantes el hidrégeno
producido por microorganismos hidroliticos y fermentadores es utilizado principalmente
por bacterias metanogénicas para reducir el CO2 a CHs, en general las poblaciones
celuloliticas, los hongos anaerobios y bacterias ruminales del género Ruminococcus son
los principales productores de hidrégeno como parte de su metabolismo energético
(Chaucheyras, 2010). También este Ultimo autor sugiere que tras la hidrolisis de
polimeros, casi todo el hidrégeno se involucra en la produccion de CH4 lo que confirma
el dominio de las bacterias metanogénicas en el ecosistema ruminal por la utilizacion de
hidrégeno. Un factor que afecta la produccion de gas in vitro es la especie donadora del
indculo, la actividad microbiana difiere entre especie, su composicion depende del tipo
de dieta e intervalos de alimentacion (Posada y Noguera, 2005).

En el cuadro 6, en N-NHs3 Los tratamientos 0%. 1% y 4% son similares mientras
que hubo un aumento de nitrégeno amoniacal en el tratamiento 2% y 3%, lo que se
relaciona con la utilizacion del N-NH3 por bacterias del rumen para sintetizar proteina
microbiana (Abdoun et al., 2007, Antonelli, 2007). En bacterias totales no se encontraron
diferencias (p>0.05). En los resultados e protozoarios hubo dos diferencias, los
tratamientos 0% y 4% son parecidos de igual manera los tratamientos 1%, 2% y 3%.

En la figura 5, de produccién acumulada de gas se obtuvo valores muy similares,
en todos los tratamientos empiezan la produccién de gas a las 2 h, el tratamiento 0% es
el que tiene una mayor produccion de gas a las 16 h, mientras que el tratamiento 4% tuvo
mayor produccién de gas de las 2 a las 8 h en comparacién con los otros tratamientos.
En la figura 7, todos los tratamientos empiezan a producir gas desde las 2 h, el
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tratamiento 0% muestra en todos los horarios mayor produccion de gas, mientras que el
tratamiento 2% es el de menor producciéon. Con esto se demostrd que la digestibilidad no
es equivalente a la cantidad de gas producido, los autores Diaz et al., 2013, Pell y
Schofield 1993 demostraron que la digestibilidad no es equivalente ala cantidad de gas
producido y que hay una tendencia al aumento de la produccion de gas en aquellos
forrajes donde el contenido de FDN es mayor. En la figura 6, muestra un inicio de
produccién de gas a las 2 h en todos los tratamientos, de las 8 a las 12 h todos los
tratamientos muestran una elevacion en la produccion de gas, es a partir de las 12 h
donde empieza a descender hasta los 72 h. Para la figura 8 muestra un inicio de
producciéon de gas alas 2 h en todos los tratamientos, de las 8 a12 h tiene un incremento
de volumen fraccional siendo el tratamiento 0% el de mayor cantidad producida, y a partir
de ese horario en cuando empieza a declinarse. Se ha demostrado que la digestibilidad
in vitro de materia seca y de la materia organica tienen una alta correlacion con el
volumen de gas. Por otra parte una produccién importante de gas de produce cuando el
sustrato se fermenta a acetato o butirato mientras que la menor produccién de gas se
asocia con produccion de propionato (Ngamsaeng et al., 2006).

En el cuadro 7, de andlisis de la digestibilidad in situ. No hay diferencias, en el
horario 48 h y 72 h hubo un aumento de la digestibilidad en todos los tratamientos. (Ruiz
et al., 2002) reportan que la adicion de urea de lenta liberacion en dietas totalmente
mezcladas mejora la desaparicién de la MS. (Beever et al., 1985; Donaldson et al., 1989;
Cervantes et al., 2000), indican que concentraciones altas de nutrientes nitrogenados y
carbohidratos solubles en el rumen favorecen la digestibilidad de las dietas.

En el cuadro 8, no se encontraron diferencias significativas de pH en los cinco
tratamientos. Se podria esperar que los resultados de pH se correlacionan con la
concentracion de AGV. Cuando la formacion de AGV es muy rapida, estos se acumulan
y bajan el pH pudiendo causar el desorden metabdlico denominado acidosis bovina
(Tajima etal. 2000, Fernando et al. 2010). La técnica de produccion de gas in vitro es un
sistema cerrado, no permite simular la absorcion a través de las paredes del rumen y la
eliminacion selectiva de los productos de fermentacién (Martinez, 2009).

En el cuadro 9, de N-NHs, se tomaron muestras en dos horarios alas 12 hy a las
24 h, se obtuvo concentraciones diferentes (p<0.05), pero el horario de las 24 h fue de
mayor concentracion en todos sus tratamientos en comparacion al horario de las 12 h.
Cuando la concentracion de N-NHs puede variar de 8.8 hasta 56.1 mMol dL! de fluido
ruminal, (Sanchez, 2010) (Rogers et al., 1986) y (Mehrez y Orskov, 1977) observaron que
la concentracion in vitro de N-NHs requerida para una maxima sintesis de proteina
microbiana por unidad de sustrato fermentada varia de 5 a6 mMol dL-1 en liquido ruminal.

Cuadro 10, en los resultados de AGV, en los dos horarios 12 h y 24 h hubo
diferencias (p<0.05), ambos con mayor producciéon de acetato, continuando el propionato
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y butirato. La composicion de AGV es un parametro que ha sido sugerido para estimar la
produccion de gas en ambientes andxicos, existe una relacion directa entre la produccion
de &cido acético y de CH4; cuando la cantidad de piruvato que se incorpora a la ruta del
acido aceético va en aumento, debe haber un incremento simultaneo en la produccion de
CHa. Asimismo, existe una relacion reciproca entre la produccion de CHs4 y la de acido
propidnico; cuando el piruvato se desvia hacia la produccion el acido propiénico, hay
menor sintesis de CH4 (Cunningham y Bradley, 2009). Por otra parte (Engelking, 2002;
Calsamiglia et al., 2008) observaron que cuando decrece el pH ruminal, altera la relacion
acetato, propionato, butirato, y aumenta la proporcién de propionato: butirato, pero
también puede provocar trastornos metabdlicos como acidosis ruminal, generalmente
ocasionado con dietas altas en granos.

En el cuadro 11, en los cinco tratamientos no hubo diferencias en la concentracion
de bacterias totales (p>0.05) autores (Abrego, 2012) redactan que esto es probablemente
a la diversidad de especies microbianas del rumen. (Borrego et al., 2001) no existe
informacion que permita comparar los resultados entre diferentes concentraciones
bacterianas de un mismo indculo, en las variables interés para el investigador.

En el cuadro 12 de concentracion de protozoarios en ambos horarios 12 hy 24 h
se encontraron diferencias (p<0.05) el tratamiento 4% del horario 12 h fue el que obtuvo
mayor concentracion. Mientras que Galindo (et al., 2005 y 2006) demostraron que los
taninos condensados Yy los polifenoles totales, entre otros metabolitos, son capaces de

reducir los protozoos, asi como las saponinas.
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VI. CONCLUSIONES

La adicion de 4cido maleico evaluada mediante la técnica gas in vitro en una dieta
gue cubre los requerimientos diarios por animal no disminuyo la produccion de metano
(CHa).

Con o sin la adiccion de acido maleico las determinaciones digestibilidad in situ,
pH ruminal, concentraciones de N-NHsz, AGV, bacterias totales y protozoarios fueron

estadisticamente iguales.

Se sugiere continuar con las investigaciones de la utilizacion del acido maleico

como un aditivo en la elaboracion de dietas para reducir la produccién de metano (CHa).
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