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RESUMEN

Los resultados de investigacion de este experimento son un esfuerzo conjunto que
se realizé en el laboratorio de Produccion Animal de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN) y el laboratorio de Biotecnologia de la Facultadad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de Coahuila (UAdeC). El
objetivo fue evaluar 2 factores (cyE y cyT) (con y sin liquido ruminal) utilizando
una biopelicula de microorganismos ruminales y determinar la funcionalidad de
éstos en este tipo de estratos en la produccion de los &cidos grasos volatiles
(agv’s), indispensables para la produccion de energia y funcionamiento de los
rumiantes. Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial con
igual namero de repeticiones. Se cuantifico la produccion de los AGV’'s sobre un
periodo de exposicién de 0, 24, 48, 72 y 96 horas a excepcion de metano que
involucro el mismo rango excepto la lectura de 96 horas. Para acido acético la
combinacion de tratamientos de cyT fue superior a aquellos de cyE con y sin
liquido ruminal a partir de las 48 horas, es bien conocido que la actividad digestiva
en los rumiantes ocurre en el intervalo de 24 a 48 horas dependiendo del tipo de
dieta (forraje o concentrado) a la que este sujeto el animal (Teruya, s/f) Por otra
parte, la concentracion de acido propiénico — acido graso volatil muy relacionado
con la produccion de carne, se observdé mejor comportamiento en cyE con liquido
ruminal a las 24 horas con un valor de 8.29 mMol/l, sin embargo, después de las
48 vy hasta las 96 horas hay una superioridad de los tratamientos de cyT con
liquido ruminal ya que tuvieron lecturas de 14.66 y 17.01 mMol/l, a excepcion de
las 72 horas. Otro de los AGV’s importantes es el acido butirico ya que este
participa en la sintesis de grasas corporales esenciales para la produccién de
leche. Se observé que a las 24 horas el tratamiento que incluyo cyE con liquido
ruminal fue superior sobre el resto de los tratamientos. Sin embargo, es importante
resaltar que en promedio los tratamientos de cyE y cyT sin liquido ruminal son

mejores a partir de las 48 horas de exposicion.

En relacion al gas metano, este es un producto final de la digestion y se considera

una pérdida de energia ademas que es nocivo y debe ser eliminado mediante
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eructos y heces, ya que es el causante de la acidosis y de la muerte de los
animales si no es expulsado del cuerpo (Blaxter, 1964). Se observé en este
estudio que los valores mas bajos de produccién de metano fueron para cyT y cyE
sin liquido ruminal a las 72 horas de exposicion con valores de 41.56 y 66.14
mMol/l, respectivamente. Finalmente para la concentracion de totales de é&cido
grasos volatiles (AGV’s), se observé que al inicio de la exposicion destacaron los
tratamientos con cyE sin embargo, después de las 48 horas la superioridad se
reflejé en los tratamientos con cyT con y sin liquido ruminal hasta las 96 horas de

exposicion.
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I. INTRODUCCION

Los rumiantes son mamiferos que se han especializado en consumir material
vegetal fibroso, que las enzimas digestivas son incapaces de degradar, pero
mediante la fermentacion que proporcionan los microorganismos que viven en

simbiosis en el rumen, son aprovechados (Phillipson, 1981).

Una caracteristica importante de los rumiantes es que son los Unicos animales
gue se pueden alimentar de cualquier tipo de material vegetativo desde el mas
tierno hasta el més fibroso asi como también de alimentos concentrados, o sea
que transforman la celulosa, hemicelulosa, lignina, carbohidratos, etc. a
compuestos mas simples que proveen de energia a su organismo tales como los
acidos grasos volatiles. Para llevar a cabo lo anterior, en el rumen se encuentran
poblaciones densas de microorganismos en una gran variedad de bacterias,
hongos y protozoos que son responsables de los procesos digestivos que tienen

lugar en el érgano (Hungate, 1966).

Es de suma importancia el papel que juega el rumen ya que este funge como una
camara de descomposicion de los alimentos que previamente el animal consume,
el rumen provee de las Optimas condiciones para que los microorganismos
funcionen bien. Es en este sentido, que los microorganismos deberan de trabajar
formando una sinergia y simbiosis con el animal para degradar las moléculas
complejas en moléculas mas simples tales como el acido acético, propionico y
butirico, entre otros, los cuales son absorbidos y asimilados por diferentes rutas

metabdlicas, para proveer de energia al animal.

Lo anterior se puede maximizar a través de biopeliculas de microorganismos
naturales o creadas, ya que los microorganismos se integran en comunidades
microbianas que permite su desarrollo, agrupacién e interaccionan en medios que
se adhieren a una superficie y es esta una de las formas mas exitosas que
permite la colonizacién y funcionamiento de dichos microorganismos (hongos,

bacterias y protozoarios) (Harrison, et al., 2006).



1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluacion del efecto de la biopelicula de microorganismo establecida en
coyonoxtle (Opuntia Imbricata) con y sin la presencia de liquido ruminal en la
produccion de éacidos grasos volatiles (acido acético, acido propionico y acido

butirico) in vitro.
1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto que tiene el soporte cyE y cyT con la biopelicula formada para la

produccion de los AGV’s.

Evaluar el efecto que tiene tanto la presencia como la ausencia del liquido ruminal

en combinacion con la biopelicula en el coyonoxtle para la produccién de AGV's.
1.2 HIPOTESIS
Hipotesis nula (Ho):

Empleando una biopelicula de microorganismos ruminales en soporte de
coyonoxtle (cyE y cyT) con la presencia de liquido ruminal no incrementara la

produccion de los &cidos grasos volatiles (AGV’s)
Hipotesis alternativa (Ha):

Empleando una biopelicula de microorganismos ruminales en soporte de
coyonoxtle (cyE y cyT) con la presencia de liquido ruminal incrementara la

produccion de los acidos grasos volatiles (AGV’s)



ll. REVISION DE LITERATURA
2.1 RUMIANTES

Los rumiantes son mamiferos que se han especializado en consumir material
vegetal fibroso, donde las enzimas digestivas son incapaces de degradar, pero
mediante la fermentacibn que proporcionan los microorganismos que viven en

simbiosis en el rumen, son aprovechados.

La gran capacidad gastrica de los rumiantes es necesaria para mantener los
alimentos el tiempo suficiente para ser digeridos. Asi, el estbmago de los
rumiantes se encuentra constituido por cuatro compartimientos, rumen, reticulo,
omaso y abomaso (Figura 1), s6lo el dltimo produce enzimas digestivas

capaces de degradar alimentos (Phillipson, 1981).

Figura 1. Sistema digestivo de los rumiantes (Universidad Catolica de Chile, s/f).

Los Rumiantes (Ruminantia) son un suborden de mamiferos artiodactilos que
incluye algunos animales muy conocidos, como las vacas, toros, cabras, ovejas y
venados. Los rumiantes digieren los alimentos en dos pasos: masticando y
tragando de manera normal y, luego regurgitando el bolo para re masticar y volver
a tragar, y asi extraer al maximo el valor nutritivo. El estbmago de los rumiantes se

caracteriza por poseer varias divisiones.



Dadas estas caracteristicas, a diferencia de los no rumiantes, son capaces de
aprovechar los carbohidratos estructurales presentes en las plantas (celulosa,
hemicelulosa y pectina, las dos primeras constituyentes de la fibra) teniendo asi
una fuente de energia adicional y basando su alimentacion en el consumo de

forraje (Real academia, 2011).

2.1.1 CARACTERISTICAS DE LOS RUMIANTES

Los animales rumiantes constituyen una importante fuente de alimentos y
subproductos para los seres humanos. Estos animales se han adaptado de tal
manera que pueden satisfacer sus necesidades energéticas a través de la
utilizacion de los forrajes, los cuales son relativamente abundantes en la
superficie terrestre, aspecto que los coloca entre los animales de mas alto interés
zootécnico. Los rumiantes son animales poligastricos, es decir, que la estructura
anatOmica de sus estdmagos es compleja por estar formada por 4
compartimentos: reticulo, rumen, omaso y abomaso. Los tres primeros se
denominan conjuntamente pre estdbmagos y poseen una mucosa glandular
(epitelio sin capacidad de producir jugos con funcién digestiva). Poseyendo el
altimo de los cuatro (el abomaso) una estructura glandular equivalente a la del

estbmago simple en los mono gastricos (Redondo, 2003).
Hablando de su aparato digestivo existen constantes fisioldgicas las cuales son:

1) Comiendo alimento a libre acceso, su consumo es de 3% del PV* (heno de
buena calidad) 2.2% del PV (ensilaje)1% del PV (pajas)

2) Consumo de agua: (10 % del PV en 4 periodos) 3.6 - 4.3 litros de agua/kg
de MS, 50 - 80 litros de agua/dia (alimento seco), 24 - 40 litros de agua/dia
(alimento verde), 14 - 16% PV (mas de 5 L/L de leche) (UNAM, S/F).

*PV= Peso Vivo



2.1.2 ALIMENTACION DE LOS RUMIANTES

La alimentacion del rumiante esta basada en materiales fibrosos como los forrajes
de gramineas o leguminosas y/o materiales de diferente naturaleza como los
alimentos concentrados los cuales contienen proporciones altas de proteina,
como los son los granos o subproductos animales (harinas de origen animal)
entre otros. Ademas, el tiempo entre comidas, consumo de agua son variables
del mismo modo que la secrecién de saliva, la fermentacion, la tasa de pasaje, y
el volumen y contenido ruminal (Church, 1974). Los rumiantes se caracterizan por
su capacidad para alimentarse de pasto o forraje. Esta caracteristica se basa en
la posibilidad de poder degradar los hidratos de carbono estructurales del forraje,
como celulosa, hemicelulosa y pectina, muy poco digestibles para las especies de
estbmago simple o no-rumiantes. Basada en esta diferencia fundamental, la
fisiologia digestiva del rumiante adquiere caracteristicas particulares. La
degradacion del alimento se realiza mayoritariamente por digestién fermentativa y
no por accién de enzimas digestivas, y los procesos fermentativos los realizan
diferentes tipos de microorganismos a los que el rumiante aloja en sus diverticulos

estomacales (Relling y Martolli, 2002).

2.1.3 PROCESO DIGESTIVO DEL RUMIANTE

La estrategia de alimentacibn de los rumiantes se basa en la simbiosis
establecida entre los microorganismos ruminales y el animal huésped; ya que el
rumiante contribuye aportando las materias primas o alimentos y las condiciones
propicias del medio ruminal como son: la temperatura que oscila de 38 a 40°, un
pH de 5 a 7, anaerobiosis, ambiente reductor entre otros; mientras que las
bacterias utilizan parcialmente los alimentos para aprovechar los forrajes los
cuales son indigestibles para los mamiferos, con la consecuente aportacion de
productos de la fermentacion con valor nutritivo para el rumiante como son los

acidos grasos volatiles y la proteina (Angeles, 2013).



2.2 RUMEN

El rumen es una camara de fermentacion anaerobica. La poblacion microbiana se
mantiene al ingerir y masticar 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 5 a 7, temperatura de alrededor de 38 a 40°C y de 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 fermentacidon anaerobia del alimento fibroso que
ingiere y de la actividad biosintetica microbiana, para cubrir sus propias
necesidades nutritivas (Yokohama y Johnson, 1998). El rumen se desarrolla
anatdmicamente a partir de la porcion no secretora del estbmago. El aparato
digestivo de los rumiantes al nacer funciona muy parecido al de los mono
gastricos, debido a que el rumen tiene un desarrollo muy rudimentario (Church,
1979).

Sin embargo, su especial pauta de motilidad ya estd perfectamente establecida
desde el nacimiento. El desarrollo del rumen implica, por lo tanto, la implantacion
de la masa microbiana y la capacidad de absorcién de nutrientes, siendo
importante el tiempo que transcurra entre el desarrollo morfo-fisiolégico digestivo y
los procesos digestivos de fermentacion ruminal dada por la relacion simbiotica

establecida con los microorganismos ruminales (Orskov, 1990).

2.2.1 MICROORGANISMOS DEL RUMEN

El rumen se encuentra densamente poblado por una gran variedad de bacterias,
hongos y protozoos que son responsables de los procesos digestivos que tienen
lugar en el 6rgano. Estableciéndose una relacion de simbiosis entre el animal y los
microorganismos ruminales (Hungate, 1966). La estrategia alimentaria de los
rumiantes se basa en dicha simbiosis establecida entre los microorganismos

ruminales y el animal. Mientras el rumiante aporta alimentos y las condiciones

6



medioambientales adecuadas (temperatura, acidez, anaerobiosis, ambiente
reductor, etc.), las bacterias utilizan parcialmente los alimentos haciendo utiles los
forrajes (de otra forma indigestibles para los mamiferos) aportando productos de la
fermentacion con valor nutritivo para el rumiante ( acidos grasos volatiles) y sus
propios cuerpos microbianos (proteina). La caracteristica mas peculiar de las
bacterias fibroliticas est4 dada por su capacidad de digerir la fibra, produciendo
acetato como producto principal de fermentacion. El acetato es fundamental para
la sintesis de grasa de la leche. Sin embargo, es esencial que el pH ruminal se
mantenga por encima de 6.0 para garantizar las condiciones idoneas para su

funcionamiento (Calsamiglia, 1997).

Los microorganismos ruminales constituyen un elemento de vital importancia para
el mantenimiento de los animales poligastricos, esto se refleja si se tiene en
cuenta que del 55 al 85 % de la energia metabolizable (EM) total derivada del
alimento consumido, es absorbida desde la pared ruminal como acidos grasos
volétiles (AGV’s) obtenidos a partir de la accion microbiana sobre este. La
mayoria de las bacterias, hongos, y muy pocos protozoarios, pueden utilizar

amoniaco (Diaz, et al., 2007).

En vacas lecheras, la proteina microbiana sintetizada por las bacterias
proteoliticas (en especial los géneros Prevotella, Selenomonas y Butyrivibrio) y
las bacterias que sintetizan aminoacidos, proporciona casi 60 % de los
aminoé&cidos que llegan al duodeno, lo cual aumenta a 90 % en rumiantes
alimentados con dietas bajas en proteina. La proteina que puede aportar la
masa microbiana ruminal representa lo siguiente, respecto al total disponible: 44%
en borregos, 48 % en vacas, 51 % en terneros, 45 % en novillos (alimentados con
paja y grano de cebada), 39 % en novillos (alimentados con paja de cebada);
ademas, proporciona todos los aminoacidos indispensables y 60 a 90 % del

requerimiento energético y nitrogenado para los rumiantes (Diaz, et al. 2007).



2.2.2 BACTERIAS

Cada mililitro de contenido ruminal alberga alrededor de 10 000 a 50 000 millones
de bacterias, siendo estos los microorganismos mas abundantes. Las bacterias se
encuentran en una gran variedad de géneros y especies por lo menos 28 especies
funcionalmente importantes (Cuadro 1), las cuales se agrupan de acuerdo a su
actividad. La mayoria de las bacterias son anaerobias estrictas, que no pueden
sobrevivir en presencia de oxigeno, sin embargo también se encuentran presentes

organismos facultativos (Nava y Diaz, 2001).

Cuadro 1. Grupos de géneros bacterianos (Nava y Diaz, 2001).

| GRUPOS DE GENEROS BACTERIANOS

|Ce|u|o||'ticos:

|Hemice|u|o||’ticos:

|» Bacteriodes succinogenes

|» Butyrivibrio fibrisolvens

|» Ruminococcus flavefaciens

|» Bacteriodes ruminicola

[» Ruminococcus albus

[» Ruminococcus sp.

|» Butyrivibrio fibrisolvens

|Uti|izadores de azlcar:

|Uti|izadores de 4cidos:

[» Treponema bryantii

|» Megasphaera elsdenii

|» Lactobacillus vitulinus

|» Selenomonas ruminantium

|» Lactobacillus ruminus

|Pectinol|'ticos:

|Uti|izadores de lipidos:

|» Butyrivibrio fibrisolvens

[» Anaerovobrio lipolytica

[» Bacteriodes ruminicola

[» Butyrivibrio fibrisolvens

|» Lachnospira multiparus

[» Treponema bryantii

|» Succinivibrio dextrinosolvens

[» Eubacterium sp.

[» Treponema bryantii

[» Fusocillus sp.

[» Steptococcus bovis

|[» Micrococcus sp.

[Amiloliticos:

|Proteo|iticos:

|» Bacteriodes amylophilus

|» Bacteriodes amyliphylus

[» Bacteriodes ruminicola

[» Bacteriodes ruminicola

|» Steptococcus bovis

[» Butyrivibrio fibrisolvens

|» Succinimonas amylolytica

|[» Steptococcus bovis

|Pr0ductores de amoniaco:

|Productores de metano:

[» Bacteriodes ruminicola

|» Methanobrevibacter ruminantium

|» Selenomonas ruminantium

|» Methanobacterium formicicum

|» Megasphaera elsdenii

|» Methanomicrobium mobile

|Ureo|iticos:

|» Succinivibrio dextrinosolvens

|» Bacteriodes ruminicola

|» Selenomonas sp.

[» Ruminococcus bromii

[» Butyrivibrio sp.

[» Treponema sp.




2.2.3 PROTOZOARIOS

La poblacion de protozoarios en el rumen es menor a la de las bacterias,
encontrandose en concentraciones de 1 millon por ml de contenido ruminal,
aunque su numero es menor en comparacion con las bacterias, estos
microorganismos tienen un mayor volumen individual, dando lugar a una masa

celular de protozoarios semejante a la masa de las bacterias.

Figura 2. Protozoario ciliado en medio de pequefas bacterias (Nava y Diaz, 2001).

Si bien la mayoria de los protozoarios son ciliados (Figura 2), existen también
protozoarios flagelados. Los protozoarios consumen y metabolizan azucares
solubles, hidrolizan bacterias para utilizarlas como sustrato logrando con esto

limitar el crecimiento bacteriano.

Un papel particularmente importante de los protozoarios, es su capacidad para
frenar la digestion de los sustratos que se fermentan con rapidez, como el almidén
y algunas proteinas. Esto es posible ya que los protozoarios engloban al almidén y
a las proteinas almacenandolos y protegiéndolos de la accion bacteriana (Nava y
Diaz, 2001).

2.2.4 HONGOS

En el rumen existen también hongos anaerobios, conocidos desde 1974, en una

concentracién de 10° a 10° por ml de fluido ruminal ejemplos de estos lo



constituyen: Neocalliméstix frontalis, Sphaeromonas communis, Piromonas
communis, Orpinomyces. Es bien conocido que la poblacibn de hongos
anaerobios del rumen esta directamente relacionada con el contenido en fibra de
la dieta, y su proporcion disminuye en dietas ricas en almidén o azucares solubles
(Grenet, et al., 1989).

Los hongos ruminales tienen capacidad enzimatica de hidrolizar celulosa y xilano,

no siendo asi con la pectina (Fonty, et al., 1991 y Hébraud, et al., 1988).

Légicamente, su actividad enzimatica frente a estos substratos es variable
dependiendo de su origen filogenético, en especial de su estructura rizoidal, pero
se ha postulado que algunas especies, como Neocallimastix frontalis, Piromyces
comunis y Orpinomyces joyonii son tanto o incluso mas eficientes en la digestion
de los polisacéaridos estructurales como las especies bacterianas mas activamente

celuloliticas (Grenet, et al., 1989).

2.3 FERMENTACION RUMINAL

La fermentaciébn ruminal es la actividad metabdlica de los microorganismos
presentes en el rumen. Tiene aspectos que difieren de la digestion glandular
propia de los animales monogastricos (como el cerdo). La digestién propia de la
mayoria de los mamiferos ocurre en el estbmago y el intestino delgado por
enzimas producidas por el animal mismo. Esto se denomina “digestion
autoenzimatica”. En los rumiantes, la degradacion de los sustratos moleculares
por la accion de bacterias y otros microorganismos se realiza por una hidrolisis
enzimatica igual que en la digestion glandular; la diferencia mayor es que las
enzimas digestivas en la fermentacion son de origen microbiano, por lo que se le

denomina “digestion aloenzimatica” (Van y Regueiro, 2008).

Esta digestion fermentativa es mas lenta y los sustratos son alterados en mayor

grado que en la digestion glandular. Ademas la fermentacion ocurre en un medio

10



anaerobio. La digestion aloenzimética 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
reticulo-rumen. En el primer caso hablamos de fermentacion cecocélica (o
postgastrica) y en el segundo caso de fermentacidn pregastrica, la cual

corresponde a los rumiantes (Van y Regueiro, 2008).

El patron de fermentacién en los rumiantes se lleva a cabo en el ambiente ruminal
que esta influenciado por la interaccion entre la dieta, la poblacion microbiana vy el
propio animal (Allen y Mertens, 1988). Dos aspectos importantes en el rumen para
la fermentacion, son las condiciones para una eficiente actividad celulolitica y las
necesidades para una sintesis Optima de proteina microbial. Sin embargo, la
importancia relativa de estos procesos varia de acuerdo con las caracteristicas del

alimento y los sistemas de produccion animal (Williams, 1989).

2.3.1 CONDICIONES DEL RUMEN PARA LA FERMENTACION

El rumen junto con el reticulo forman una camara que mantiene un ambiente
favorable para la fermentacién anaerobia. Un patrén adecuado de fermentacién
necesita algunas condiciones para desarrollarse en forma adecuada (Nava y Diaz,
2001).

e Debe existir un aporte suficiente de sustratos.

e Se debe mantener un potencial de 6xido-reduccion.

e Latemperatura debe estar en un rango de 39 - 40°C.

e Una osmolaridad cercana a los 300 mosm.

e Un pH de 6-7.

e Remocidn de los desechos no digeribles.

e Remocion de microorganismos congruente con la regeneracion de los
MisMos.

e Remocion de los acidos grasos volatiles (AGV’s), producidos durante la
fermentacion.
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El rumen y el reticulo se encargan de realizar la remocion de desechos y
microorganismos a través un patrén complejo de contracciones que se originan en
el reticulo; ademas el reticulo colecta el alimento que ha sido suficientemente
fermentado para transportarlo hacia el omaso; las contracciones del reticulo y
rumen también participan en el eructo. Debido a la fermentacion ruminal, se
producen diferentes gases, cerca de 30-50 litros/hora en un bovino adulto y 5
litros/hora en un borrego; estos son eliminados a traves del eructo; los principales
gases producidos se enumeran a continuacion.

e Bioxido de carbono (60-70%).

e Metano (30-40%).

¢ Nitrégeno (7%).

e Oxigeno (0.6%).

e Hidrogeno (0.6%).

e Acido sulfhidrico (0.01%).
Los AGV’s son principalmente retirados del liquido ruminal, al ser absorbidos en

las paredes del rumen y reticulo (Nava y Diaz, 2001).

2.3.2 PROCESO DE FERMENTACION

El término fermentacion se refiere al metabolismo microbiano en ausencia de
oxigeno que convierte a los carbohidratos en productos organicos como los acidos
grasos volatiles (AGV’s), acido lactico y etanol. Estos productos retienen la mayor
parte de la energia original en el sustrato, una consecuencia de la falta de oxigeno
para su oxidacion completa a diéxido de carbono (CO,), agua (H.O) y energia
(ATP) (Diaz, et al., 2007).

Se plantea que la fermentacion ruminal le concede al rumiante una serie de
ventajas que no poseen los animales monogastricos dentro de las cuales se

encuentran:

e Utilizar alimentos que son muy fibrosos para los no rumiantes.
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Degradar la celulosa liberando el contenido celular, convirtiendo Ia
celulosa en un nutriente primordial.

Sintetizar proteina microbiana de alto valor biolégico a partir de proteina
vegetal de bajo valor bioldgico, del nitrégeno no proteico de la dieta y del
reciclaje de productos metabdlicos de desecho (urea).

Proveer todas las vitaminas del complejo B siempre y cuando exista la

concentracion adecuada de cobalto para la sintesis de vitamina B..

Como es de suponer no todo son ventajas por lo que a continuacion se

relacionan algunas de las desventajas que puede tener la digestién ruminal:

El rumiante necesita pasar una buena parte del dia (aprox. 8 h) rumiando y
debe tener acceso al alimento a intervalos regulares.

El rumiante necesita mecanismos complejos para mantener su camara de
fermentacion trabajando eficientemente por ejemplo:

Adicion continda de grandes cantidades de saliva con naturaleza alcalina.
Movimientos de mezclado con tono marcado de los compartimentos
gastricos.

Mecanismos para la eliminacion de gases producto de la fermentacion
(eructo), para la regurgitacion (rumia) y para la absorcién de los productos
finales de fermentacion, asi como para el paso de particulas no digeridas
hacia el omaso.

Las rutas metabdlicas deben ser capaces de utilizar los particulares
productos finales de la fermentacion, los AGV's, de los cuales sélo el acido
propiénico es el Unico que puede convertirse en glucosa, cuyo
requerimiento es elevado en etapas como final de gestacion y lactacién. Por
lo que se considera al proceso de fermentaciéon como ineficiente desde el
punto de vista energético, ya que las bacterias gastan energia para su
mantenimiento lo cual se traduce como calor y se considera una pérdida de

energia para el rumiante (Diaz, et al., 2007).
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2.4 DEGRADACION DE ALIMENTO POR MICROORGANISMOS RUMINALES

La fibra se degrada lentamente, por lo que la adhesién de los microorganismos a
la pared celular es el primer paso para iniciar su degradacion, y para asegurar que
los microorganismos permaneceran en el rumen el maximo tiempo, al asociarse a
la parte mas indigestible de la estructura vegetal. Esta adhesion puede ser via
uniones especificas con adhesinas (moléculas de la superficie microbiana que se
une a receptores del material vegetal), o uniones inespecificas con enlaces idnicos
(Chesson y Forsberg, 1988).

Los primeros puntos de union se localizan en los bordes de las particulas, en
lesiones superficiales o en los estomas. Debido a que la superficie externa de las
estructuras vegetales suele estar recubierta por lignina, taninos, cutina y silice que
dificultan el ataque microbiano, el proceso de degradacién va de dentro hacia
fuera (Hoover, 1986).

Los hongos son los Unicos capaces de penetrar la cutina y la lignina,
proporcionando nuevos sitios para la adhesion bacteriana, por lo que tienen una
funcién importante en la degradacion de la fibra (Ho, et al.,1988). Las bacterias
son las primeras en colonizar la estructura vegetal, siendo Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus y Ruminococcus flavefaciens las principales

bacterias celuloliticas (Hungate, 1966).

Después de las bacterias se producira la colonizacion por protozoos y hongos. Los
zoosporos fangicos detectan los azlcares solubles que difunden de las partes
lesionadas de las estructuras vegetales, van hasta esta zona, se enquistan e
invaden el tejido con sus rizoides (Orpin y Bountiff, 1978).

Un mecanismo similar de quimiostasis también se ha descrito en los protozoos
(Orpin, 1979). Los protozoos tienen gran actividad celulolitica y en determinadas
condiciones, pueden representar mas de la mitad de la actividad celulolitica del
rumen (Orskov y Ryle, 1998).
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Una vez adheridos, se produce la degradaciéon enzimética que consta de dos
etapas. En la primera etapa, los polisacaridos complejos son hidrolizados hasta
oligosacaridos de cadena corta (celobiosa, maltosa, xilobiosa) y azucares sencillos
mediante las celulasas y hemicelulasas. En una segunda etapa, los
monosacaridos son metabolizados hasta piruvato y finalmente hasta AGV'’s,
siendo el acetato el principal producto final de degradacion de los carbohidratos
fibrosos. La actividad celulasa se realiza a través de un complejo enzimatico que
consta de tres enzimas (endoglucanasa, celobiohidrolasa y B-glucosidasa) que
trabajan sinérgicamente. Para degradar la hemicelulosa, también intervienen

sinérgicamente mas de una xilanasa (Rotger, 2004).

Ademas del sinergismo a nivel enzimatico, también son muy importantes los
sinergismos entre grupos bacterianos, incluso con bacterias no fibroliticas
abundantes en dietas forrajeras (Selenomonas ruminantiun, Prevotella ruminicola,
Streptococcus bovis, Treponemao Butyrivibrio). Estas bacterias no celuloliticas
degradan los productos de fermentacion de la celulosa, como la celobiosa y
celodextrina, y aceleran el proceso digestivo de la celulosa, evitando la inhibicién
por producto final (Russell, 1985; Cheng, et al., 1991). Este sinergismo también
esta presente en la degradacion de la hemicelulosa que es primero solubilizada
por microorganismos no utilizadores de hemicelulosa (Fibrobacter succinogenes y
Ruminococcus flavefaciens) para después los polisacaridos solubles ser
fermentados por bacterias que los pueden utilizar pero no degradar, como

Prevotella ruminicola (Fondevila y Dehority, 1994).

Al ser la fibra una mezcla tan heterogénea, sus componentes seran degradados
en distinta intensidad por los microorganismos ruminales. Algunos componentes
de la pared celular se degradaran rapidamente, mientras que otros practicamente
no se degradaran en el rumen y su degradacion podra continuar en el tracto gastro

intestinal posterior antes de ser excretados en heces.
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El grado de degradacion de la fibra en el rumen no solamente dependera de la
proporcién de los componentes que la forman, sino que es mas complejo y se vera

afectado por una serie de factores como:

a) Accesibilidad de los microorganismos al substrato.

b) Densidad y actividad de las poblaciones fibroliticas presentes en el rumen.

c) Factores microbianos que controlan la adhesion e hidrélisis mediante complejos
enzimaticos de las poblaciones microbianas adherentes.

d) Factores relacionados con el animal (masticacion, salivacidn y cinética ruminal)
que determinaran la accesibilidad del substrato a las bacterias (Varga y Kolver,
1997).

2.5 PRODUCTOS DE LA FERMENETACION

La actividad de los microorganismos en la fermentacion del rumen incluye la
degradacion de los carbohidratos y otros constituyentes de la dieta, siendo los
productos finales AGV’s, anhidrido carbonico, metano, amoniaco y células
bacterianas. Los AGV’'s incluyen férmico, acético propionico, n-butirico, iso-
butirico, n-valérico, iso-valérico, 2 metil-butirico y vestigios de AGV’'s superiores
con cadenas rectas y ramificadas. También se produce acido lactico y se han
registrado indicios de otros &cidos tales como el succinico. En funcién de su
contribucion potencial a las necesidades energéticas del ganado, los productos
mas importantes son los acidos grasos volatiles acético, butirico, propidnico y
lactico (Blaxter, 1964). Otro producto final de la fermentaciéon también es la
produccién de proteina, ya que, de la poblacion microbiana existente el 30% al
50% de las mismas representan bacterias altamente proteoliticas (Diaz, et al.,
2007).

2.6 ACIDOS GRASOS VOLATILES (AGV's)

Los acidos grasos consisten en dos cadenas de &tomos de carbono que varian de

entre 2 a 24 unidades o mas de longitud; en el extremo de cada cadena hay un
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grupo carboxilo. La estructura general es RCOOH, donde R es una cadena de
carbono de longitud variable. El &cido acético un producto importante de la
fermentacion ruminal de la glucosa en rumiantes y tiene 2 carbonos, y su férmula
es CH3OO0H (Pond, et al., 2010).

Los animales rumiantes producen estos &cidos con ayuda de los
microorganismos presentes en el rumen, (protozoos, hongos, bacterias), los
cuales se encargan de la degradacion de los alimentos y estos a su vez producen

los &cidos grasos volatiles.

Su concentracion total varia ampliamente de acuerdo con las raciones de los
animales y el tiempo transcurrido desde la dltima comida, pero normalmente se
sitda en el intervalo de 70-150 Mmol/l (equivalentes a 5 a 10 g/l). También varian
las proporciones relativas de los distintos acidos. Los forrajes fibrosos maduros
originan mezclas de AGV’s que contienen una elevada proporcién (cerca del 70%)
de acido acético, los forrajes menos maduros tienden a producir proporciones algo

menores de acido acético y mayores de acido propionico.

La adicidn de concentrados a los forrajes, también hace aumentar la proporcion de
acido propionico a expensas del &cido acético, siendo especialmente apreciable
este efecto en raciones que incluyen gran cantidad de concentrados (60%)
(McDonald, et al., 1995)

2.6.1 IMPORTANCIA DE LOS AGV’'s PARA EL RUMIANTE

Los AGV’'s son de suma importancia ya que representan mas del 70% del
suministro de energia al rumiante. Virtualmente el acido acético, acido
propionico y el &cido butirico son absorbidos por el epitelio del rumen y son
transportados via corta al higado (figura 3). La absorcion de AGV’s no sdélo
es importante para mantener su distribucion en las células animales, sino para

prevenir cantidades excesivas que puedan alterar el pH ruminal.
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Figura 3. Rutas de transformacién de los AGV's a compuestos aprovechables

para el rumiante (Nava y Diaz, 2001).

El epitelio estratificado del rumen generalmente no se caracteriza por una eficaz

absorcion. No obstante es capaz de absorber eficientemente AGV's, acido lactico,

electrélitos y agua. La superficie del epitelio estd muy extendida debido a la

formacion de papilas bien vascularizadas (Nava y Diaz, 2001).
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El tamafio y longitud de las papilas del rumen se modifican, dependiendo las
concentraciones de los AGV’'s en el rumen. Los animales con una buena
alimentacion y produccion de AGV’s, presentan papilas largas y robustas
para promover la absorcion. En contraste, los animales con una deficiente
alimentacion, tienen papilas pequefias y requieren de un largo tiempo de
recuperacion para restaurar el tamafio de sus papilas y su capacidad de
absorcion. La absorcion de los AGV's es a través de un mecanismo de difusion a
favor del gradiente de concentracion. La velocidad de absorcibn aumenta a

medida que desciende el pH del liquido ruminal.

Cuando atraviesan el epitelio, los AGV’s sufren diferentes grados de
transformaciéon. El acetato y propionato son absorbidos casi sin alterarse,
pero la mayor parte del acido butirico se transforma en acido 3-hidroxibutirico el
cual es un cuerpo cetoénico. Los AGV’s absorbidos tienen diferentes destinos

metabdlicos (Nava y Diaz, 2001).

- El acido acético se oxida en los diferentes tejidos para generar ATP.
También funciona como la principal fuente acetil-CoA para la sintesis de
lipidos.

- El propionato sirve principalmente como sustrato gluconeogénico, es de
suma importancia para el rumiante debido a que en el intestino delgado casi
no se absorbe glucosa.

- El é&cido butirico absorbido en forma de acido [-hidroxibutirico, es

oxidado en muchos tejidos para la produccion de energia.

2.6.2 ACIDO ACETICO

Por lo que respecta al acido acético, el papel que juega y que es determinante
para la produccion de leche, ya que ésta puede aumentarse con el resultado de
un incremento en la absorcion de acido acético a través del rumen, pero no asi
con el aumento de propidnico o butirico (Rook y Balch, 1961). Esto repercute en la

cantidad de leche, el contenido de sus principales componentes y en forma
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especial de la grasa, ya que aproximadamente el 50% de los acidos grasos, sobre
todo aquellos con menos de 16 carbonos, se originan a partir del 4cido acético
(Annison y Linzell, 1964).

Las reacciones que predominan en la produccion de este acido y lo mismo del
acido butirico, son reacciones fosfoclasticas, en las que el &cido piravico es
convertido en fosfato de acetil y acido férmico o hidrégeno y CO,. Los hidrogenos
que se desprenden en el proceso oxidativo son utilizados en distintas maneras
segun las bacterias que realicen la fermentacion, los clostridios transfieren los
electrones a protones que se separan como hidrogeno molecular, otras los
transfieren al CO, produciendo acido féormico y otras mas los utilizan para

hidrogenar acidos grasos (Marty y Preston 1970).

2.6.3 ACIDO PROPIONICO

Este acido graso volatil es el Unico que el higado puede transformar en glucosa
mediante la gluconeogénesis, y se distribuye a través de torrente sanguineo y
llega al musculo y de esta forma estd muy ligado con la produccién de carne. La
proporcién de glucosa que se puede obtener a partir del acido propionico varia de
entre un 19% a 62%(Steel y Leng, 1973).

Este acido es producido en el rumen del animal a partir de acido pirtvico o del
acido lactico, siguiendo dos vias diferentes, aun cuando los dos son funcionales,
una de ellas es 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 los 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).

2.6.4 ACIDO BUTIRICO
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En el rumen se pueden sintetizar este acido a partir del acético o de sustancias

capaces de formar Acetil-CoA, como el 4cido pirtvico

El acido graso volatii que mas se produce en cantidad es el acetato. Es el
producto tipico de rumiantes consumiendo forraje y dependen del tipo de
microorganismos presentes. La celulosa y 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 metagénicas. Cuando
se agregan concentrados a la dieta, estamos agregando almidén que es un
carbohidrato de facil digestion; esto induce el crecimiento de una flora amilolitica
gue esta asociada a un cambio de pH en el rumen. En estas condiciones se

aumenta la proporcién de propionato en el rumen (Hidalgo, 2012).

El acido butirico es de vital importancia para los rumiantes, este es Oxidado y
absorbido en forma de B-hidroxibutirico en los tejidos para la produccion de
energia y colabora en la sintesis de las grasas corporales esenciales para la
produccion de leche. En la glandula mamaria el acido B-hidroxibutirico se utiliza
como fuente de energia, y en combinacion con el acetato actia como precursor de
acidos grasos de cadena corta saturados, que se sintetizan en este tejido. Una de
las caracteristicas de la leche de los rumiantes es la existencia de acidos grasos
que poseen de 4 a 10 carbonos, lo que se debe en parte la incorporacion de este
acido B-hidroxibutirico (Leng y Annison, 1964).

2.6.5 FACTORES QUE AFECTAN LO PRODUCCION DE AGV’s

En el rumen, la produccién de los acidos grasos volatiles depende de la
composicién de la racion, la actividad microbiana, el pH del medio y la frecuencia
de ingestién de alimentos. En general, las raciones a base de forraje producen
menos cantidad de acidos grasos volatiles, en contraposicion con aquéllas a base
de concentrados de alto contenido de proteinas o de carbohidratos facilmente

fermentables.
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La mayor concentracion de &cidos 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. La produccion de acidos grasos volatiles

disminuye conforme aumenta el pH del rumen (Zavaleta s/f).

La cantidad de &cidos grasos volatiles presentes en el liquido ruminal en un
momento dado depende, ademas de los factores anteriores, de la absorcion de los
acidos a través de la pared del rumen, o de su paso a los otros compartimentos.
La proporcion de cada uno de los 4cidos grasos volétiles en la mezcla varia con la
calidad, cantidad y aun la textura de los componentes de la racién alimenticia; el
sustrato predominante en la racion tiene una influencia marcada.

La proporcibn molar de acido 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 crecio, etcétera. (Balch y Rowlan, 1957 citado por
Bath y Rook, 1965)

El acido propidénico varia entre 15 y 19% y el butirico sufre variaciones mas
amplias, 8 a 16%. Ademas con estas 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 acido acético se ve
disminuida en relacién a los otros acidos (Meyer et, al 1965).

En aquellos casos en que la racién alimenticia es modificada por la introduccion de
una gran cantidad de concentrado, sin un periodo previo de adaptacion, se puede
provocar una acumulacion de &cido 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 (Annison, 1965).

La produccion excesiva de acido lactico puede llegar a provocar una acidosis en el

animal, y aun su muerte (Ryan, 1964).
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Por lo general, la adicién de concentrados a las raciones a base de forraje causa
una disminucién en la concentracion de acido acético, que es compensada con un
aumento en la de propionico o de butirico. Este efecto no es constante, ya que se
presentan variaciones entre individuos y de un concentrado a otro. El aumento en
acido propiénico se observa cuando la cantidad de concentrado adicionada es
elevada y su composicién es a base de granos con gran cantidad de almidon,
especialmente si han sido tratados previamente con calor (Bath y Rook, 1965).

La adicion de concentrados disminuye la produccidon de metano (Blaxter y
Wainman, 1964).

Los concentrados a base de granos en cuya preparacion se incluye el tratamiento
con calor y presion son fermentados con mayor rapidez y favorecen la produccién
de acido propionico. Este aumento en la digestibilidad puede deberse a que
durante el tratamiento previo llega a haber un cierto grado de fragmentacién de los
granulos de almidon e hidrdlisis parcial de las moléculas del mismo (Trei y
Theurer, 1966).

Es posible aumentar la produccion de &cido butirico hasta un 25-35% de los
acidos grasos volatiles totales (en base a molaridad) utilizando raciones con un
alto contenido en miel y urea, logrando también en el proceso un aumento en la
concentracion de acido valérico y caproico. Este incremento se realiza, por lo
general, a expensas del acido acético (Marty y Preston, 1970).

Ademas algunos investigadores han observado cambios en las proporciones
molares de acidos grasos volatiles cuando se varia la frecuencia del suministro de
alimento (Knox y Ward, 1961; citado por Bath y Rook, 1963).

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
adaptacién de los microorganismos a la racién alimenticia del animal (Church,
1960).

Esta adaptacién ayuda a determinar la digestibilidad de las diferentes raciones.
Siendo la celulosa uno de los sustratos mas importantes en las raciones para los
rumiantes, ha sido una preocupacion constante del especialista en nutricion el

aumentar su digestibilidad adicionando a las raciones aquellos elementos que
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ayuden a una mejor actividad de las bacterias celuloliticas. Uno de los factores
que tiene mayor influencia es la cantidad de nitrbgeno presente, ya que la
digestibilidad de cualquier forraje se reduce con la disminucién de nitrégeno en la
racion. Si el forraje es de mala calidad es necesario agregar, ciertos minerales
para aumentar la digestibilidad de la celulosa.

También se ha observado que la adicién de acidos aminados o &cidos grasos
ramificados resulta benéfica pues este tipo de cadenas carbonadas son esenciales

para las bacterias celuloliticas (Hungate, 1950).

En cambio la inclusién de carbohidratos solubles disminuye la digestibilidad de la
celulosa, debido a que se establece una competicion entre las bacterias
celuloliticas y las no celuloliticas por el aprovechamiento del nitrdgeno disponible
en el medio. En general se acepta que existe una relaciébn estrecha entre la
cantidad de células bacterianas presentes en el rumen, los carbohidratos
fermentados y la produccién de &cidos grasos volatiles (Zavaleta, sff).

Otro de los factores que se ha estudiado con amplitud es la textura de los
alimentos, desde el troceado, picado y hasta el pulverizado. La fragmentacion de
los forrajes facilita la digestibn porque hay mayor superficie para la accion
enzimatica bacteriana, sin embargo, el moler finamente el forraje disminuye su

accion, ya que el transito a través del rumen se hace mas rapido (Moore, 1964).

Se ha sugerido el uso de célculos estequeométricos para determinar en un
momento dado la concentracion de acidos grasos o estimar el grado de sintesis de
componentes bacterianos (Huntage, 1950 citado por Weston, 1968). De hecho, el
peso seco de los microorganismos producidos en condiciones anaerdbicas es
proporcional al sustrato disponible, aun cuando cambien las especies existentes,

siempre y cuando las condiciones sean similares (Zavaleta s/f).

2.7 BIOPELICULAS
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Las biopeliculas son comunidades microbianas que constituyen la forma mas
exitosa de colonizacién entre los microorganismos, son ubicuas en la naturaleza y
responsables de muchas enfermedades. Son consideradas comunidades de
microorganismos que crecen embebidas en una matriz de expolisacaridos auto
producido y estdn adheridas a una superficie inerte o a un tejido vivo (Lindsay y
Holy, 2006). La biopelicula crece adherida a un sustrato, del que no se separa y
sobre el que no se desplaza, estd caracterizada por células que estan adheridas
irreversiblemente a un substrato o interface, o unas con otras, encerradas en una
matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y exhiben
un fenotipo alterado en relacién con la tasa de crecimiento y trascripcion génica
(Donland, 2002).

Desde una perspectiva ecoldgica, las poblaciones de bacterias surgen de las
células individuales, y metabdlicamente poblaciones similares constituyen
agrupaciones conocidas como gremios (por ejemplo, bacterias celuloliticas). Los
conjuntos de los gremios (por ejemplo, celuloliticas y fermentativas, bacterias
sulfato-reductoras y azufre, y metanogénica) llevan a cabo procesos fisioldgicos
interdependientes para formar comunidades microbianas asociadas (Donland,
2002). Los microorganismos también forman ensamblajes naturales en
suspensiones, tales como en instalaciones de tratamiento de aguas residuales,
digestores anaerdbicos del rumen en los cuales reciben alimentos liquidos, al que

preferentemente se agregan para formar fléculos o granulos (Macleod, 1990).

Las biopeliculas se definen en general en conjuntos de colonias de
microorganismos y sus productos extracelulares asociados a un interfaz, estando
tipicamente unida a una superficie de una particula que es de baja solubilidad o
inerte. La asociacion de las colonias bacterianas dentro de los biofilms son
esenciales para las reacciones microbianas que se requieren en un proceso de
fermentacion para una rapida y eficiente conversion de materiales de alimentacion

en nutrientes (Stams y Plugge, 2009).
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Dependiendo de la cepa implicada, las microcolonias pueden estar compuestas de
10-25% de células y de 75-90% de matriz SPE (sustancia polimera extracelular).
Las biopeliculas 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).

2.7.1 BIOPELICULA RUMINAL

Los compuestos tales como celulosa con pesos moleculares superiores a 1000
unidades de masa atdémica se consideran macromolecular, no puede ser
asimilados por las bacterias sin hidrolisis (Confer y Logan, 1997). Asi, las bacterias
gue digieren la celulosa tienen que ser los primeros colonizadores de materiales
vegetales en el desarrollo de la biopelicula en el rumen. Estos microorganismos se
adhieren para alimentarse de particulas donde se ha dafiado la cubierta cerosa y
el sustrato se expone Yy liberan enzimas para separar los polimeros de
hemicelulosa y celulosa y otras macromoléculas como las proteinas, en
intermedios de cadena mas corta que son solubles (azucares, péptidos y
aminoacidos) (Costerton, 1987).

Para realizar este proceso de sustrato de energia eficiente, enzimas y microbios
debe mantenerse dentro de 500 micrometros uno de otro (Wetzel, 1991). El
contacto fisico entre los microbios, enzimas y componentes estructurales de
plantas se necesita la presencia de la hidrdlisis, y los microbios degradantes de
celulosa se adhieren a particulas de materia vegetal para comenzar a producir
sustancias poliméricas extracelulares o SPE. Las SPE formadas por estos
organismos desarrolla la matriz del biofilm que proporciona el microambiente
confinado para mantener los microbios, las enzimas y los sustratos en
asociaciones cercanas (Flemming y Wingender, 2001) permitiendo a los microbios

dentro de la biopelicula que facilmente cambien de sustratos (Wolin, et al, 1997) y
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asegura un ambiente altamente eficiente para la fermentacion de la materia

organica (Hungate, 1966; citado Chynoweth, 2003).

La digestion de la celulosa se mejora en casi 10 veces cuando el biofilm trabaja
utilizando lo que los ecosistemas naturales proveen a la planta. La evidencia
actual es indicativa de la superioridad de la digestion de la celulosa en el biofilm
sobre la conseguida con los organismos plancténicos. De hecho, seria imposible
para los rumiantes lograr la descomposicion de materiales vegetales suficientes
para sustentar la vida en las tasas de utilizacion de la celulosa, registrado para los
microbios celuloliticos o suspensiones planctonicas (Wangy Chen, 2009).

2.7.2 ESTABLECIMINETO DE UNA BIOPELICULA

El establecimiento de una biopelicula es ilustrada en la Figura 4, la cual muestra

los pasos que llevan al establecimiento de la misma.

The base here is an inert surface ,-':f .
but in the case of plant fiber, e

enzyme erosion of the surface
would occur as the biofilm

La base es aqui una superficie inerte, pero en el caso de la fibra de la planta, la erosion de la superficie

permitira las enzimas actuar y se produciria la biopelicula madura.

Figura 4. Establecimiento de un biopelicula (Anonymous, 2011).
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1) Union inicial (reversible) de las células a la superficie por adhesinas,
receptores y mecanismos no especificos que se basan en fuerzas fisico-
guimicas, tales como fuerzas de van-der Waals.

2) Union irreversible por la produccion de EPS que resulta mas firmemente
adherido.

3) Maduracion I. El desarrollo temprano de la arquitectura del biofilm.

4) Maduracion Il. La maduracion de la arquitectura de biopeliculas, la union de
otros organismos, la competencia, la organizacion para crear poros o0
canales.

5) Dispersion de las células individuales de la biopelicula (Anonymous, 2011).

2.8 DESCRIPCION DE Opuntia Imbricata (coyonoxtle)

Es un arbusto de hasta 5 m de altura, con mas o menos abundantes
ramificaciones. Tronco corto, lefioso, bien definido, de unos 10 cm de diametro,
del que parten las primeras ramas primarias muy escasas, muy largas, casi tan
gruesas como el tronco, las que a su vez producen varias series de articulos

dispuestos en seudo verticilios.

Articulos de 12 a 35 cm de largo y de unos 2.5 a 3.5 cm de diametro; tuberculos
dispuestos en 3 0 4 series, muy prominentes de 2 a 3.5 cm de largo. Hojas
subuladas, de 1 a 2.5 de largo, caducas. Areolas grandes con gloquidas escasas.
Espinas numerosas, 10 a 30 por areola, extendidas en todas direcciones, rectas,
de 1 a 3 cm de largo, de color rojizo moreno hasta rosadas, casi aciculares pero
algo aplanadas, fuertemente barbadas, con vainas blanquecinas, papiraceas y

persistentes (Figura 5).

Las multiplicaciones se hacen mas bien por los articulos de las ramas que se caen
en la época de sequia y se enraizan en la época de lluvias. La poblacion rural
emplea las ramas secas como combustible; las plantas vivas las usan setos vivos

y como pies de injerto.
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En la época de sequia suele usar las partes tiernas de la planta y los frutos como
forraje. En México existen, cuando menos, cuatro variedades: imbricata, argéntea,

cardenche vy lloydii. (L6pez y Medina 2009).

Figura 5. Opuntia imbricata. (Pasture and Roadside Plants, 2005).
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Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO

El mencionado experimento fue realizado en el afio 2012 mediante una sinergia de

colaboracion de dos universidades prestigiadas de la ciudad de Saltillo, Coahuila,

la primera es la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en su

laboratorio de Produccion Animal el cual pertenece al departamento de Produccion

Animal; la segunda es en la Universidad Autbnoma de Coahuila (UAdeC) en su

laboratorio de Biotecnologia Ambiental el cual pertenece al departamento de

Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas.

3.2 MATERIALES

3.2.1 Material y equipo de laboratorio utilizado

Rectores Bach esterilizados

Pipetas de vidrio de 5y 10 ml.

Jeringas de 3 ml.

Viales plasticos de 3 ml.

Centrifuga para viales

Micropipetas para cromatégrafo

Cromatégrafo de gases Varian Star 3400 (Outlet: 150 vamax, 120 vao)
para determinacién de metano

Cromatografo de gases para determinacion de &cidos 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 utilizado

Liquido ruminal de animal fistulado
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e Saliva artificial la cual esta conformada de los siguientes reactivos

quimicos:

Solucién 1:
-Na;HPO,anhidro 3.7 g.
-Na HCO39.8 g.

-Agua destilada a 40°c 1000 ml.

Solucion 2:
-NaCl 4.7 g.
-KCl 4.7 g.

-CaCl, 0.4 g.
-MgCl 0.6 g.

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

e Coyonoxtle deshidratado: entero (10 gramos) y en trozos (5 gramos)

e Coyonoxtle con biopelicula de microorganismos.
3.3 DISTRIBUCION DE LOS DIFERENTES REACTORES

3.3.1 Reactores a evaluar.

Los reactores de este experimento estan en listados vy distribuidos en el siguiente

cuadro:

REACTOR

CONTENIDO

0 N o o0 WN R

cyE(b)+Ir+1 g de sustrato
cyE(b)+Ir+1 g de sustrato
cyT(b)+Ir+1 g de sustrato
cyT(b)+Ir+1 g de sustrato
cyE(b)(sin Ir)+1 g de sustrato
cyE(b)(sin Ir)+1 g de sustrato
cyT(b)(sin Ir)+1 g de sustrato
cyT(b)(sin Ir)+1 g de sustrato

cyE: coyonoxtle entero. cyT: coyonoxtle en trozos. Ir: liquido ruminal. (b): biopelicula. (sin Ir): sin

liquido ruminal. Sustrato (50% alfalfa + 50% maiz)

Cuadro 2. Distribucion de los reactores de prueba.
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3.3.2 OBTENCION DE LIQUIDO RUMINAL

El liquido ruminal se obtuvo de un toro previamente fistulado el cual fue
proporcionado por la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro mediante el
departamento de Nutricion Animal, dicho toro se encuentra en las instalaciones de
la unidad metabdlica del departamento en mencion. Para obtener el liquido
ruminal, previamente el toro debe quedar dietado por un lapso de 12 horas antes
de la extraccion, durante estas horas el animal tendré a su disposicion agua a libre

acceso, cabe mencionar que su alimentacion era a base de heno de alfalfa.

La extraccion del liquido ruminal se llevé a cabo al dia siguiente, por lo cual, el toro
se sujetd en una prensa de manejo para facilitar la accion. Previamente a esto, se
debe de tener un termo con agua caliente, un embudo de boca ancha y una tela
de algodon porosa, posteriormente se procede a la extraccion del liquido ruminal

siguiendo los pasos a continuacion mencionados:

e Se destapa la fistula ruminal del toro.

e Con una mano enguantada se extrae parte del contenido ruminal lo mas
rapido posible.

e Depositar el contenido ruminal en el embudo previamente con la tela
porosa.

e Se procede a exprimir dicha tela para la extraccion del liquido, asi
sucesivamente hasta completar medio litro.

El liquido extraido debe de ser colocado en el termo para asi conservar la

temperatura adecuada que es de 38 a 40°C aproximadamente.

Después el liquido recolectado fue llevado al laboratorio para ser mezclado con la

saliva artificial.
3.3.3 PREPARACION DE LA SALIVA ARTIFICIAL

Para la elaboraciéon de saliva artificial Mc Dougal se procedié a como indica la
técnica mencionada por Tejada (1992), la cual describe lo siguiente: la soluciéon

amortiguadora se prepara adicionando con 100 ml de la solucién 2 a 1 litro de la
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soluciébn 1. Se agita la mezcla durante 15 min hasta lograr homogenizar la

solucién.
3.3.4 COMBINACION DE SALIVA ARTIFICIAL Y LiQUIDO RUMINAL

Para esta preparacion se tomaron 250 ml de liquido ruminal extraido del toro
fistulado lo cual se mezcla entre si con un 1 litro de saliva artificial, se procede a
realizar dicha mezcla lo méas rapido posible para mantener una temperatura de 38
a 40°C, asi mismo se burbujea el medio con gas CO, para dar las condiciones
anaerobicas que se requieren y posteriormente realizar el llenado de los

reactores.
3.3.5 PREPARACION DEL COYONOXTLE (Opuntia Imbricata)

Para la preparacién del coyonoxtle, son colocados trozos grandes de coyonoxtle
de 10 gramos aproximadamente y trozos pequefios de 5 gramos en una estufa
con temperatura controlada a 80°C. Los cuales son sometidos a esta condicién
por un lapso de 24 horas para asi extraerles la mayor cantidad de humedad para
posteriormente ser utilizados en la preparacion de la biopelicula adherida al

coyonoxtle que servira de soporte para la misma.

3.3.6 FORMACION DE LA BIOPELICULA DE MICROORGANISMOS
RUMINALES EN TROZOS DE COYONOXTLE

Para realizar la formacién de la biopelicula en Coyonoxtle (soporte), se procedié a
colocar varios trozos de Coyonoxtle de los diferentes pesos (10 y 5 gramos) en un
reactor con la preparacion de liquido ruminal y saliva artificial en proporcion 1:4
con 0.5 gramos del sustrato (50% alfalfa y 50% maiz) en un medio anaerobio al
cual le fue adicionado CO, (gas) y una temperatura de 40°C durante 22 dias
empleando dos leves agitaciones diariamente (mafiana y tarde). La formacion de

la biopelicula en el Coyonoxtle se puede apreciar en la Figura 6.
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Figura 6. Formacion de biopelicula en el soporte

3.4 DESARROLLO DE LA CINETICA
3.4.1 Preparacion de los reactores

En los reactores de prueba, 8 en total se colocaron en cada uno 1 gramo del
sustrato empleado (50% alfalfa y 50% maiz), donde a 4 de estos reactores se les
agrego 100 ml de la preparacién de la saliva artificial - liquido ruminal y de igual
manera a los 4 reactores restantes se le agrego solo saliva artificial (100 ml) todo
esto con el propoésito de probar el efecto Unico de los microorganismos presentes
en la biopelicula, después se les coloco el coyonoxtle entero y en trozos, todos
estos ya con la biopelicula formada; previamente de ser sellarlos herméticamente
se sustituye el oxigeno con gas de CO; a cada uno de los reactores para dar las
condiciones anaerobias. Después del sellado se colocan los reactores en bafio

maria a una temperatura controlada de 39 a 40°C agitando muy levemente.

3.4.2 Tiempos de muestreo para determinacién de metano y acidos grasos
volatiles (agv’'s)

Metano: 0, 24, 48y 72 horas

AGV's: 0, 24, 48, 72 y 96 horas
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3.4.3 Extraccién de muestras para evaluacién de metano y AGV's

Metano: se sacan a cada uno de los reactores del bafio maria para hacer la
determinacién de metano el cual consisti6 en extraer de la fase gaseosa
directamente del reactor 25 micro litros extraidos con una micro jeringa especial

de 100 micro litros para cromatografo de gases.

AGV’s: se sacan los reactores uno por uno del bafio maria, después con una
jeringa de 3 ml es extraido 0.5 ml del liqguido sobrenadante del propio reactor y
posteriormente se colocan en tubos pequefios (viales) para cada uno de los
reactores, al culminar con la totalidad de todos los reactores los viales fueron

puestos en refrigeracion a una temperatura de 5 °C hasta su posterior lectura.
3.4.4 Evaluacién de la produccidon de metano

Para la obtencion de la lectura del metano se utilizé un cromatégrafo de gases
Varian Star 3400 (Outlet: 150 vamax, 120 vao) ubicado en el laboratorio de
Biotecnologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Quimicas (UAdeC), para lo
cual la fase gaseosa sustraida (25 pl) con la micro pipeta de cada uno de los
reactores de prueba fue inyectado directamente en el cromatégrafo para evaluar

los picos de produccién de metano en un tiempo aproximado de 2.5 min

Se debe tener en consideracion que para tener lecturas correctas no debe de

haber presencia de humedad en la jeringa.

Las maximas lecturas de produccién de metano se obtienen en milivolts/segundo
los cuales posteriormente se transforman a gramos/litro con ayuda de una formula

de conversioén la cual se presenta a continuacion:

Formula de conversién: g/lt de metano= (volts+0.0177/25622)40000

3.4.5 Determinacion de acidos grasos volatiles (AGV’'s)

Para obtener la lectura de los AGV’s, los viales de extraccion del sobrenadante de

cada uno de los reactores fueron sacados del refrigerador y puestos a temperatura
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ambiente. Una vez realizado esto, se procedia a someterlos a centrifugacion para

evitar restos de particulas al inyectar en el cromatografo.

La centrifugacion fue realizada en un centrifuga especial a 2000 rpm por 10
minutos. Del sobrenadante liquido (sin restos de particulas) se extrajo 1 micro litro
de cada vial y se inyecto directamente en el cromatégrafo de gases Perkin-Elmer,

ubicado en el laboratorio de Nutricion animal de la UAAAN.

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

Inyector: 250° C

Detector: 200° C

Tiempo de corrida: 9.5 minutos.

Una vez calibrado el cromatégrafo se procedia a inyectar la muestra de cada uno
de los reactores, hasta terminar la corrida y apreciar los picos de produccién
(lecturas) de los acidos grasos volatiles (acido acético, acido propioénico y acido

butirico), en este orden de aparicién, en una concentracién de miligramos/litro.

3.5 Variables estudiadas

e Produccion de &cido acético

e Produccion de &cido propionico

e Produccion de acido butirico

e Produccion de acidos grasos totales

e Produccién de metano
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3.6 Disefio experimental

El disefio estadistico utilizado fue en completamente al azar considerando en
arreglo factorial con igual nUmero de repeticiones.: dos niveles del factor A y dos
del B.(Steel and Torrie,1980)

Yijk: p_+Ai+Bj+ABij+ei,-k
Yijk: respuesta
U= Media

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

ejjk= error experimental

IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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Los resultados de este trabajo de investigacion donde se esta evaluando el efecto
que tiene el Factor A (coyonoxtle entero cyE y coyonoxtle en trozos cyT) en
combinacion con el Factor B (con y sin liquido ruminal), en la produccién de acidos

grasos volatiles (AGV’s) y metano se mencionan a continuacion.
4.1 Acido acético.

Por lo que respecta al acido acético, es bien conocido el papel que juega y que es
determinante para la produccion de leche, ya que ésta puede aumentarse como
resultado de un incremento en la absorcion de acido acético a través del rumen,
pero no asi con el aumento de propionico o butirico (Rook y Balch, 1964). Esto
repercute en la cantidad de leche, el contenido de sus principales componentes y
en forma especial de la grasa, ya que aproximadamente el 50% de los &cidos
grasos, sobre todo aquellos con menos de 16 carbonos, se originan a partir del
acido acético (Annison y Linzell, 1964).

En el analisis de varianza para la variable acido acético, considerando el Factor A
y el Factor B, se observé una falta de significancia (P<0.05) para los factores

involucrados.

Sin embargo, en el Cuadro 3 y Figura 7 se puede apreciar el comportamiento que
tuvieron las cuatro combinaciones de tratamientos, destaca cyT(b) tanto con y sin
liguido ruminal ya que son los mas sobresalientes a las 48 h de exposicion. El
cyT(b) sin liquido ruminal marca una superioridad sobre el resto a partir de las 48
h y continla esa tendencia hasta las 96 h, aqui se puede observar el efecto que
tiene la biopelicula de microorganismos ruminales en el medio con saliva (sin
liquido ruminal) lo que indica que los microorganismos adheridos a la biopelicula
estan trabajando de una manera mas organizada y eficiente por consecuente se
refleja una mayor produccion para este acido en mencién. Asi mismo para cyE(b)
sin liqguido ruminal manifiesta una tendencia a ir incrementando a lo largo de la
cinética. En promedio, la combinacion de tratamientos de cyT(b) tuvo mejor
comportamiento que aquellos tratamientos que incluyen cyE(b) con y sin liquido

ruminal a partir de las 48 horas.
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Cuadro 3. Produccion de acido acético (mM/I) en tratamientos

Tratamientos 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs
CyE(b)+Ir+d 2.64 5.20 14.44 16.02 7.71

CyE(b)+sa+d 2.42 7.16 15.03 18.83 2411
CyT(b)+lr+d 2.27 5.18 18.67 16.97 26.28
CyT(b)+sa+d 2.24 2.29 28.33 38.49 34.98

cyE= coyonoxtle en entero, cyT= coyonoxtle en trozos, Ir= liquido ruminal, sa= saliva artificial d= sustrato
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Produccion de acido acético con 50% maiz- 50% alfalfa con y sin liquido

Asi mismo, en la Figura 8 se pueden apreciar las lineas de regresion de las cuatro

combinaciones de tratamientos, todas muestran un incremento positivo (ya que los

coeficientes de regresion son mayores a cero). Sobresale, la linea de regresion

para cyT(b) sin liquido ruminal, su coeficiente de regresion indica que por cada

hora de incremento de tiempo de exposicion, el acido acético se incrementa 0.75

mMol/l. Por otro lado,

el coeficiente de determinacién (R?), para todos los

tratamientos es mayor de 0.9 lo que indica que la produccion de este acido (y)
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depende en un valor superior a 90% del tiempo (x) transcurrido en la cinética. Esto
demuestra que la produccion se acido acético va en incremento conforme

transcurren los tiempos de la cinética.

45 -
40 A
y =0.7541x - 13.161

4 ‘=
. R2=0.9397 y = 0.2665x + 1.9094
N R2 = 0.9296

=25
b=
ézo 4
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815 | Rz = 0.9895
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y = 0.2057x + 2.1702
° / — 7 R2=0.9206
14
0 1 T T T 1
0 24 48 72 96
tiempo (h)
—&— cyE(b)+Ir+d —#— cyE(b)+sa+d cyT(b)+Ir+d cyT(b)+sa+d

Figura 8. Lineas de regresion para &cido acético de las diferentes combinaciones

de tratamiento con 50% maiz-50% con y sin liquido ruminal

4.2 ACIDO PROPIONICO

Este acido graso volatil es el unico que el higado puede transformar en glucosa
mediante la gluconeogénesis, y se distribuye a través de torrente sanguineo y
llega al musculo y de esta forma esta muy ligado con la produccién de carne. La
proporcion de glucosa que se puede obtener a partir del acido propidnico varia de
entre un 19% a 62% (Steel y Leng, 1973).

Para el acido propionico el andlisis de varianza es ilustrado en el Cuadro 1A. Esta
variable resulto significativa (P<0.05) para el factor A (cyE y cyT) indicando, que

las medias de tratamiento para cyE y cyT son diferentes, también se observé
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significancia para la interaccion del factor A con el factor B (con y sin liquido
ruminal) lo cual indica que las medias de los diferentes niveles tuvieron respuestas
contrastantes. La produccion de acido propiénico puede ser ilustrada en el Cuadro
4 y Figura 9, en la cual se observan las diferentes combinaciones de tratamiento.
Sobresale cyE(b) con liquido ruminal a las 24 h con un valor de 8.29 mMol/l sobre
el resto de los tratamientos; sin embrago, a las 48 h. empieza a sobresalir la
combinacion de tratamiento cyT(b) con liquido ruminal (14.66 m Mol/l) y continua
esta tendencia hasta las 96 h, esta misma tendencia se observa para cyE(b) hasta
las 72 horas. En este tratamiento se hizo presente la biopelicula con el liquido
ruminal con la superioridad antes mencionada, esta condicion es mas parecida a
lo que se tiene en un animal ya que esta presente el liqguido ruminal, esto
demuestra que el trabajo conjunto de los microorganismos pueden ser factor

determinante para la produccion de acido propionico.

Cuadro 4. Produccion de acido propionico (mM/l) en tratamientos

Tratamientos O hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs
CyE(b)+Ir+d 0.12 8.29 9.45 11.03 6.26
CyE(b)+sa+d 0.00 0.35 3.06 5.96 6.94
CyT(b)+Ir+d 0.00 2.46 14.66 10.65 17.01
CyT(b)+sa+d 0.00 0.00 6.92 8.79 8.06

cyE= coyonoxtle en entero, cyT= coyonoxtle en trozos, Ir= liquido ruminal, sa= saliva artificial d= sustrato
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Figura 9. Produccion de &cido propionico con 50% maiz- 50% alfalfa con y sin

liquido ruminal

Las lineas de regresion de las cuatros combinaciones de tratamientos para acido
propionico son ilustradas en la Figura 10 y muestran una tendencia positiva,
sobresale por su superioridad la linea de regresion de cyT(b) con liquido ruminal,
la cual indica que por cada hora de exposicién en la cinética habra un incremento
en el &cido propidénico de 0.19mMol/l, este modelo también se considera confiable
ya que su coeficiente de determinacion es alto (0.84), sin embargo también se
aprecia que para cyT(b) sin liquido ruminal presenta una produccién de 0.18
mMol/l en cada tiempo de la cinética, presentando una R? de 0.90. Esto indica que
para este caso existe una buena tendencia a la produccion de este acido aunque

estadisticamente sea inferior al cyE(b) con liquido ruminal.
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Figura 10. Lineas de regresion para acido propionico de las diferentes

combinaciones de tratamiento con 50% maiz-50% con y sin liquido ruminal.

4.3 ACIDO BUTIRICO

El acido butirico es de vital importancia para los rumiantes, este es oxidado y
absorbido en forma de B-hidroxibutirico en los tejidos para la produccion de
energia y colabora en la sintesis de las grasas corporales esenciales para la
produccion de leche. En la glandula mamaria el acido B-hidroxibutirico se utiliza
como fuente de energia, y en combinacion con el acetato actia como precursor de

acidos grasos de cadena corta saturados que se sintetizan en este tejido.

Una de las caracteristicas de la leche de los rumiantes es la existencia de acidos
grasos que poseen de 4 a 10 carbonos, lo que se debe en parte la incorporacion

de este acido B-hidroxibutirico (Leng y Annison, 1964).

En relacion al analisis de varianza para acido butirico, este puede ser apreciado
en el Cuadro 3A, donde hubo falta de significancia para los factores A y B, sin

embargo, para la interaccion del factor A con el factor B se muestra una
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significancia (P<0.05) para los diferentes niveles de medias de tratamiento y

donde esto puede ser apreciado en la Figura 11.

De la combinacion de tratamientos que se muestran en el Cuadro 5 y Figura 11
sobresale a las 24 horas el cyE(b) con liquido ruminal pero esta tendencia tiende a

disminuir conforme pasa el tiempo de exposicion.

Por otro lado en promedio las combinaciones de tratamientos sin liquido ruminal
para cyE(b) y cyT(b) muestran superioridad después de las 48 horas de

exposicion.

Tanto para cyE(b) y cyT(b), la biopelicula por si sola muestra la misma
superioridad que se reflejo para el acido acético y que tiene el mismo efecto (la
maxima produccion de AGV’s) positivo. La biopelicula muestra esta superioridad
ya que los microorganismos estan establecidos y los hace mas eficaces en su

metabolismo.

Cuadro 5. Produccion de acido butirico (mM/l) en tratamientos

Tratamientos 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs
CyE(b)+Ir+d 0.68 14.29 10.00 12.96 7.89

CyE(b)+sa+d 0.11 5.68 13.84 16.98 14.23
CyT(b)+lr+d 0.45 4.18 12.70 8.81 14.29
CyT(b)+sa+d 0.11 9.07 13.74 15.42 13.78

cyE= coyonoxtle en entero, cyT= coyonoxtle en trozos, Ir= liquido ruminal, sa= saliva artificial d= sutrato
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Figura 11. Produccion de &cido butirico con 50% maiz- 50% alfalfa con y sin

liquido ruminal

En la Figura 12 se presentan las diferentes ecuaciones de regresion para acido
butirico, indicando que todos los coeficientes de regresién son positivos, sin
embargo la combinacion de tratamiento cyE(b) sin liquido ruminal refleja un
incremento en dicho acido de .24 mMol/l por cada hora de exposicidon durante la
cinética, ademas la variacion atribuida a regresion es explicada en un 97%, la
misma tendencia se observa para cyT(b) sin liquido ruminal. Todo esto explica que
los microorganismos adheridos dentro de una biopelicula presentan mayor

eficiencia para la produccion de este acido.
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Figura 12. Lineas de regresion para é&cido butirico de las diferentes

combinaciones de tratamiento con 50% maiz-50% con y sin liquido ruminal.

4.4 METANO

El metano es un producto final de la fermentacion ruminal producido por las
bacterias metanogénicas y se considera como una pérdida de energia, ya que

este gas no es aprovechado ni transformado en AGV's.

Ademas este gas es expulsado del cuerpo del rumiante mediante eructos

voluntarios y también a través de las heces (Blaxter, 1964).

En el Cuadro 5A se puede ver el andlisis de varianza para metano, donde soélo el
Factor B mostré una alta significancia (P<0.01), no siendo asi para el resto de las
fuentes de variacion. Dicha significancia indica que hubo diferentes respuestas en

magnitud para el Factor B (con y sin liquido ruminal) (Figura 13).
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La produccion de metano de las diferentes combinaciones de tratamientos puede
ser observada en el Cuadro 6 y Figura 13.

Destacan por sus bajos valores de concentracion de metano aquellos tratamientos
sin liquido ruminal, con valores de 41.56 y 66.14 mMol/l para cyT(b) y cyE(b),
respectivamente a las 72 horas de exposicion. Ya que la produccién de metano se
denomina perdida de energia estos tratamientos que tienen la biopelicula solo
con saliva muestran que el trabajo organizado de los microorganismos es
favorable para la produccion de AGV’s y la disminucion de este gas nocivo para
el animal, lo cual contribuye a la disminucién de enfermedades por la acumulacion
y al medio ambiente en disminuir las emisiones de gas metano que es participe en
el efecto invernadero. Por otro lado, los tratamientos que exhibieron los valores
mas altos en promedio de metano, fueron aquellos que incluyeron liquido ruminal,
por un periodo desde 0 hasta las 72 horas de exposicion tanto en cyE(b) y cyT(b)
(Figura 13).

Cuadro 6. Producciéon de metano (mM/I) en tratamientos

Tratamientos O HRS 24 HRS 48 HRS 72 HRS
CyE(b)+Ir+d 0.00 36.53 60.21 73.73
CyE(b)+sa+d 0.00 18.58 39.00 66.14
CyT(b)+lr+d 0.41 36.66 62.37 105.00
CyT(b)+sa+d 0.00 19.66 31.11 41.56

cyE= coyonoxtle en entero, cyT= coyonoxtle en trozos, Ir= liquido ruminal, sa= saliva artificial d=sustrato

47



conc(mM/I)

120

100

80

(o2}
o

N
o

N
o

o

0 24 48 72
tiemno(h)

—o—cyE(b)+Ir+d —1l— cyE(b)+sa+d cyT(b)+Ir+d cyT(b)+sa+d

Figura 13. Produccion de metano con 50% maiz- 50% alfalfa con y sin liquido

ruminal.

Para el gas metano en las ecuaciones de regresion de cyT(b) sin liquido ruminal

es la que muestra la menor cantidad de incremento en dicho gas (0.87) en funcion

del tiempo, ya que el resto de las diferentes combinaciones de tratamientos

mostraron coeficientes de regresion mayores a 1 (Figura 14).
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tratamiento con 50% maiz-50% con y sin liquido ruminal.
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4.5 TOTALES DE ACIDOS GRASOS VOLATILES (AGV's)

Por lo que respecta al analisis de varianza de &cidos grasos volatiles (AGV’'s)
totales solo el Factor A muestra una significancia al (P<0.05) de probabilidad,
indicando que la respuesta de los diferentes niveles de tratamiento son diferentes
para el cyT(b) y cyE(b) (Cuadro 7A).

La produccidon de AGV's (acido acético, propionico y butirico) es presentada en el
Cuadro 7 y Figura 15. A las 24 horas de exposicion destacan la combinacién de
tratamientos que incluyen cyE(b) tanto con y sin liquido ruminal con valores de
27.78 y 13.19 mMol/l. lo contrario se observa a las 48 horas de exposicion ya que
los valores mas altos los tuvo la combinacion de tratamientos de cyT(b) con y sin
liquido ruminal. Esta tendencia de superioridad en promedio de cyT(b) se reflejo
hasta a las 96 horas. Los tratamientos con cyT(b) en trozos presentan una
diferencia muy marcada con la biopelicula con saliva artificial, lo que sigue
mostrando que la biopelicula trabaja de una manera favorable debido a la
asociacion de los microorganismos presentes en la misma. Asi mismo, es
mencionado por la literatura que microorganismos asociados y adheridos
formando una biopelicula permiten el intercambio de sus genes lo cual los hace
mas eficientes en conjunto, por lo tanto se ve reflejado en una mayor respuesta de

la biopelicula (Stoodley et, al. 2002).

Cuadro 7. Produccion de &cidos grasos volatiles totales (mM/l) en tratamientos

Tratamientos 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs
CyE(b)+Ir+d 3.45 27.78 33.89 40.02 21.86
CyE(b)+sa+d 2.53 13.19 31.93 41.76 45.28
CyT(b)+Ir+d 2.71 11.82 46.04 36.43 57.58
CyT(b)+sa+d 2.34 11.36 48.99 62.69 56.82

cyE= coyonoxtle en entero, cyT= coyonoxtle en trozos, Ir= liquido ruminal, sa= saliva artificial d= sutrato
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Figura 15. Produccién total de agv’s con 50% maiz- 50% alfalfa con y sin liquido

ruminal.

Para el total de acidos grasos volatiles (AGV’'s) la mejor respuesta de tratamiento
fue para cyT(b) sin liquido ruminal ya que asi la demuestra su linea de regresion
gue tiene un coeficiente de regresion de .91 mMol/l por cada hora de exposicion y
la variacion debido a la regresion es de 94%, lo cual indica la confiabilidad del

modelo (Figura 16).
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Figura 16. Lineas de regresion para total de agv's de las diferentes

combinaciones de tratamiento con 50% maiz-50% con y sin liquido ruminal.
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V. CONCLUSIONES

Los conclusiones mas sobresalientes de este trabajo se pueden enumerar de la

forma siguiente:

1. Para é&cido acético después de las 48 horas se observdé una mayor
respuesta en aquellos tratamientos sin liquido ruminal. El mejor tratamiento
fue cyT(b) sin liquido ruminal a partir de las 48 horas. Aqui se aprecia el
papel tan importante de la biopelicula en la respuesta observada

2. Por lo que se refiere al acido propidnico, se observo lo inverso que en el
acido acético, o sea que los valores promedio para cyE(b) y cyT(b) con
liguido ruminal fueron superiores a las combinaciones de tratamiento sin
liquido ruminal; esto fue a partir de las 24 horas de exposicion. También se
observa que a partir de las 48 horas en promedio los tratamientos que
involucran cyT(b) fueron superiores a los de cyE(b). En este caso la
biopelicula trabaja mejor para la produccién de este acido en conjunto con
el liquido ruminal.

3. Se observo que el acido butirico tuvo el mismo comportamiento que el
acido acético ya que cyE(b) y cyT(b) sin liquido ruminal, teniendo mayor
respuesta a partir de las 48 horas y hasta finalizar las 96 horas de
exposicion excepto a las 24 horas ya que con liquido ruminal se
presentaron las maximas lecturas.

4. Todas aquellas combinaciones de tratamientos sin liquido ruminal
presentaron las mas bajas lecturas de metano contra aquellas que
contienen liquido ruminal durante todo el experimento. Esto muestra que la
produccion excesiva de gas metano esta ligada a que los microorganismos
gue no estén presentes en una biopelicula forman mas metano a los que
estan organizados en una biopelicula.

5. Se observé que para el total de acidos grasos volatiles (AGV’'s) después de
las 48 horas, las mayores lecturas se presentaron en las combinaciones de

tratamiento sin liquido ruminal. La misma tendencia de superioridad se
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encontré a las 48 horas en adelante para cyT(b) y cyE(b). Para el caso de
totales de AGV's muestra que la biopelicula presente en cyT(b) y cyE(b) sin
liquido ruminal juega un papel muy importante para la produccion conjunta
de estos acidos importantes para la produccidén pecuaria. La cual predice

que es importante el trabajo conjunto de los microorganismos.
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VIl. APENDICE

Cuadro 1A. Andlisis de varianza para acido propidnico para un
completamente al azar de 2 x 2.

ANALISIS DE VARIANZA

EV GL SC CM = P>F
FACTOR A 1 70.389160 70.389160 13.5487° 0.022
FACTOR B 1 34.237854 34.237854  6.5902™  0.062

INTERACCION 1 46.416565 46.416565 8.9344°  0.041
ERROR 4 20.781067 5.195267

TOTAL 4 171.824646

*. ns = significativo al 0.05 de probabilidad y no significativo

CV.= 23.83%

Cuadro 2A. Medias de Factor A, Factor B e interacciones para acido
propionico.

TABLA DE MEDIAS DEL FACTOR A

FACTOR A MEDIA

1 6.600000

2 12.532500
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TABLA DE MEDIAS DEL FACTOR B

FACTOR B MEDIA
1 11.635000
2 7.497500

TABLA DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS AB

FACTOR B

FACTORA 1 2 MEDIA

1 6.2600 6.9400 6.6000

2 17.0100 8.0550 12.5325

MEDIA  11.6350 7.4975 9.5662

COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR A

TRATAMIENTO MEDIA
2 12.5325 A cyT
1 6.6000 B

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

DMS = 4.4741

COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR B DENTRO DEL NIVEL 1 DEL

FACTOR A
TRATAMIENTO MEDIA
2 6.9400 A

1 6.2600 A
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NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05
DMS = 6.3274

COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR B DENTRO DEL NIVEL 2 DEL
FACTOR A

TRATAMIENTO MEDIA
1 17.0100 A cyT con lig. ruminal
2 8.0550 B

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

DMS = 6.3274

COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR A DENTRO DEL NIVEL 1 DEL
FACTOR B

TRATAMIENTO MEDIA
2 17.0100 A cyT con lig ruminal
1 6.2600 B

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

DMS = 6.3274
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COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR A DENTRO DEL NIVEL 2 DEL
FACTOR B

TRATAMIENTO MEDIA
2 8.0550 A
1 6.9400 A

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

DMS = 6.3274

Cuadro 3A. Andlisis de varianza para acido butirico para un completamente
al azar de 2 x 2.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM = P>F

FACTOR A 1 22.579224 22.579224 3.3369™ 0.141
FACTOR B 1 6.919250 6.919250 1.0226" 0.371
INTERACCION 1 90.989990 90.989990  13.4469* 0.022
ERROR 4 27.066467 6.766617
TOTAL 7 147.554932

*, ns = significativo al 0.05 de probabilidad y no significativo

CV.= 31.33%
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Cuadro 4A. Medias de Factor A, Factor B e interacciones para acido butirico.

TABLA DE MEDIAS DEL FACTOR A

FACTOR A MEDIA
1 9.982500
2 6.622500

TABLA DE MEDIAS DEL FACTOR B

FACTOR B MEDIA
1 9.232500
2 7.372500

TABLA DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS AB

FACTOR B

FACTORA 1 2 MEDIA

1 14.2850 5.6800  9.9825

2 4.1800 9.0650 6.6225

MEDIA 9.2325 7.3725 8.3025
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COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR B DENTRO DEL NIVEL 1 DEL

FACTOR A

TRATAMIENTO MEDIA
1 14.2850 A
2 5.6800 B

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

DMS = 7.2211

cyE con lig ruminal

COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR B DENTRO DEL NIVEL 2 DEL

FACTOR A

TRATAMIENTO MEDIA
2 9.0650 A
1 4.1800 A

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

DMS = 7.2211
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COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR A DENTRO DEL NIVEL 1 DEL

FACTOR B

TRATAMIENTO MEDIA
1 14.2850 A
2 4.1800 B

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

DMS = 7.2211

cyE con lig ruminal

COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR A DENTRO DEL NIVEL 2 DEL

FACTOR B

TRATAMIENTO MEDIA
2 9.0650 A
1 5.6800 A

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

DMS = 7.2211
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Cuadro 5A. Analisis de varianza para metano para un completamente al azar
de 2x2.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL sC CM F P>F
FACTOR A 1 0.731934 0.731934  0.0283™ 0.868
FACTOR B 1 610.750977  610.750977  23.6109" 0.010
INTERACCION 1 0.460938 0.460938 0.0178™  0.895
ERROR 4 103.469238 25.867310

TOTAL 7 715.413086

** ns = significativo al 0.01 de probabilidad y no significativo

CV.= 18.26%

Cuadro 6A. Medias de Factor A, Factor B e interacciones para metano.

TABLA DE MEDIAS DEL FACTOR A

FACTOR A MEDIA
1 27.552500
2 28.157499

TABLA DE MEDIAS DEL FACTOR B

FACTOR B MEDIA

1 36.592499

2 19.117500
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TABLA DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS AB

FACTOR B

FACTORA 1 2 MEDIA

1 36.5300 18.5750 27.5525

2 36.6550 19.6600 28.1575

MEDIA  36.5925 19.1175  27.8550

COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR B

TRATAMIENTO MEDIA
1 36.5925 A con lig ruminal + metano
2 19.1175 B

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05
DMS =  9.9834

Cuadro 7A. Andlisis de varianza para acido grasos volatiles totales para un

completamente al azar de 2 x 2.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM = P>F
FACTOR A 1 1116.753906  1116.753906 8.9376° 0.041
FACTOR B 1 256.738281 256.738281 2.0547™ 0.224

INTERACCION 1 291.851563 291.851563 2.3358™  0.200

ERROR 4 499.798828 124.949707

TOTAL 7 2165.142578
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*, ns = significativo al 0.05 de probabilidad y no significativo

CV.= 24.63%

Cuadro 8A. Medias de Factor A, Factor B e interacciones para acidos grasos

volatiles totales.

TABLA DE MEDIAS DEL FACTOR A

FACTOR A MEDIA
1 33.570000
2 57.199997

TABLA DE MEDIAS DEL FACTOR B

FACTOR B MEDIA
1 39.719997
2 51.049999

TABLA DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS AB

FACTOR B

FACTORA 1 2 MEDIA

1 21.8650 45.2750 33.5700

2 57.5750 56.8250 57.2000

MEDIA  39.7200 51.0500 45.3850
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COMPARACION DE MEDIAS DEL FACTOR A

TRATAMIENTO MEDIA
2 57.2000 A cyT+ agv
1 33.5700 B

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

DMS = 21.9418
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