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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la adicion de extractos
vegetales y aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis) sobre la fermentacion ruminal
in vitro, para disminuir la emision de gases de efecto invernadero. El experimento se
realiz6 mediante un disefio completamente al azar, con veinte y dos tratamientos:
Albizia lophanta (AL), Acacia hayesii (AH), Acacia melanoxylon (AM), baba de
Teobroma cacao (BC), aceite de Sacha inchi (ASI), mezcla de extractos vegetales
(MSA) y mezcla de extractos vegetales con aceite de Sacha inchi (MCA) a dosis de 0,
1, 3, 5 w/0,59g MS. Se determind la produccién de gas total, metano, COg,
digestibilidad in vitro, pH y Acidos Grasos Volatiles (AGVs). La fermentacion in vitro
se realiz6 en el laboratorio con 132 botellas de 100 ml (6 botellas por tratamiento
incluido el tratamiento control). La produccién de gas se realizé mediante la técnica
descrita por Theodorou et al. (1994), la cual consiste en colocar 0.500 mg de MS de
muestra en botellas de vidrio con capacidad de 100 ml. En las botellas se incubo 60 ml
del indéculo (70:30; saliva artificial: contenido ruminal) a 39.5 °C en una estufa. La
medicion de la presion de gas y el volumen se midié manualmente a los siguientes
tiempos 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 96 horas. Para la digestibilidad in vitro se
utilizé el mismo procedimiento antes mencionado, pero solo se incub0 hasta las 48
horas, el pH y los AGVs fueron incubados hasta las 24 horas. Con respecto a la
produccion total de gas y produccion de gas metano las dietas con AL 1% y ASI 1%
presentaron los menores resultados (P<.0001) en la produccion total de gas 506.28 y
538.87 ml/0.5g MS (Vfi) respectivamente, en la produccion de gas metano 54.908 y
51.312 ml/0.5 g MS respectivamente, mientras que en la produccién de CO2 se obtuvo
el menor valor Gnicamente para AL 1% (160.45 ml/0.5g MS). La digestibilidad in vitro
de la MS y MO mostrd diferencias (P<.0001) entre tratamientos, observandose una
mayor digestibilidad en ASI 1% (514. 27 g/Kg MS y 505.83 g/Kg MO). El pH muestra
diferencia (P<.0001) entre los tratamientos presentando el valor mas 6ptimo ASI 1%
(6.95 - 6.99). En conclusidn, la adicion de aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis)
1% vy extracto de Albizia lophanta 1%, mejora la digestibilidad, estabiliza el pH y

reduce la emision de gases de efecto invernadero.

Palabras claves: Albizia lophanta, plukenetia volubilis, digestibilidad, metano, CO.,
AGVs.
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SUMMARY

The objective of the present investigation was to evaluate the effect of the addition of
vegetable extracts and oil of Sacha inchi (Plukenetia volubilis) on in vitro ruminal
fermentation, to reduce the emission of greenhouse gases, according to a completely
randomized design, with twenty-two treatments: Albizia lophanta (AL), Acacia
hayesii (AH), Acacia melanoxylon (AM), Baba de Teobroma cacao (BC), Sacha inchi
oil ( ASI), a mixture of plant extracts (MSA) and a mixture of vegetable extracts with
Sacha inchi oil (MCA) at doses of 0, 1, 3, 5 ul / 0.5g MS. The production of total gas,
methane, CO2, in vitro digestibility, pH and Volatile Fatty Acids (VFAS) was
determined. The in vitro fermentation was carried out in the laboratory with 132 bottles
of 100 ml (6 bottles per treatment including the control treatment). Gas production was
performed by the technique described by Theodorou et al. (1994), which consists in
placing 0.500 mg of MS of sample in glass bottles with a capacity of 100 ml. In the
bottles, 60 ml of inoculum (70:30, artificial saliva: ruminal content) was incubated at
39.5 °C in an oven. The measurement of gas pressure and volume was measured
manually at the following times 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 96 hours. For in
vitro digestibility, the same procedure was used, but it was only incubated until 48
hours, the pH and the AGVs were incubated until 24 hours. With respect to total gas
production and production of methane gas, the diets with AL 1% and ASI 1% showed
the lowest results (P <.0001) in the total production of gas 506.28 and 538.87 ml / 0.5¢g
MS (Vfi) respectively, in the production of methane gas 54,908 and 51,312 ml /0.5 g
MS respectively, while in the production of CO2 the lowest value was obtained only
for AL 1% (160.45 ml / 0.5g MS). The in vitro digestibility of DM and MO showed
differences (P = 0001) between treatments, with greater digestibility observed in ASI
1% (514. 27 g / Kg MS and 505.83 g / Kg MO). The pH shows difference (P = 0001)
among the treatments presenting the most optimal value ASI 1% (6.95 - 6.99). In
conclusion, the addition of oil of Sacha inchi (Plukenetia volubilis) 1% and extract of
Albizia lophanta 1%, improves the digestibility, stabilizes the pH and reduces the

emission of greenhouse gases.

Key words: Albizia lophanta, plukenetia volubilis, digestibility, methane, CO2,
AGVs.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los rumiantes proporcionan condiciones ambientales optimas a los microorganismos
del rumen para la fermentacion de los alimentos, estos degradan nutrientes para
producir acidos grasos volatiles y sintetizar proteina microbiana como suministro de
energia y proteina para el animal como lo mencionan Calsamiglia, Busquet, Cardozo
y Castillejos (2007). Sin embargo, en este proceso de fermentacion ruminal hay
ineficiencias de energia (pérdidas de metano) y proteina (pérdidas de amoniaco) que
pueden limitar el rendimiento de produccién y contribuir a la liberacién de gases
contaminantes al medio ambiente (Avila, Kozloski, Orlandi y Mezzomo, 2015). El
sector ganadero aporta alrededor del 18% del total de las emisiones de metano. Las
ovejas y las cabras producen de 10 a 16 kg de CH4 al afio mientras que el ganado
bovino produce de 60 a 160 kg de CHj4 al afio. (Nolan, Hegarty, Godwin y Woodgate,
2010).

Calsamiglia et al. (2010) manifiestan que en la Gltima década se han interesado en
evaluar alternativas para controlar la poblacién microbiana y modular la fermentacion
ruminal mediante el uso de &cidos organicos, extractos de plantas, probioticos entre
otros. Asi también Kim et al. (2012) sefialan que los extractos de las plantas contienen
compuestos secundarios como taninos, saponinas y aceites esenciales que pueden
modificar la fermentacion ruminal sin dejar residuos, siendo una alternativa para
disminuir las emisiones entéricas de metano y mejorar el metabolismo en los rumiantes
(Naumann et al., 2013).

Goel et al. (2015) indican que los taninos son compuestos flavonoides solubles en agua
que se encuentran en los tejidos de vegetales como las acacias que son leguminosas de
paises tropicales con un alto contenido de taninos y pueden ser utilizados en la
alimentacion. Por otra parte, Wischer et al. (2013) sefialan que los taninos forma

complejos con carbohidratos, proteinas e incluso con enzimas, lo que provoca una



reduccion en la biodegradacion ruminal. Sin embargo, los rumiantes han desarrollado
un mecanismo de adaptacion contra taninos a través de un ecosistema microbiano que
habita en el tracto gastrointestinal dando un efecto positivo sobre la energia y la

utilizacion de la proteina en el rumen (Hassanat y Benchaar, 2013).

Otra alternativa para modificar la fermentacion microbiana ruminal es el uso de aceites
esenciales (Alicia et al., 2014). Actualmente, se han interesado en evaluar la actividad
de los aceites esenciales sobre las bacterias ruminales (Calsamiglia et al., 2007). Los
aceites esenciales pueden interactuar con las membranas de células microbianas e
inhibir el crecimiento de algunas bacterias gram positivas y gram negativas
interfiriendo en la génesis de metano (Lee et al., 2003). Una de las plantas con alto
contenido en aceites esenciales es el Sacha inchi (Plukenetia volubilis), pueden llegar
atener hasta 41,4% de aceite. Adema4s, tiene un alto contenido de proteina de 24 a 29%
mas vitamina Ay E (Gutiérrez, Rosada y Jiménez, 2011). En base a estos antecedentes,
el objetivo de este estudio fue evaluar la influencia de extractos vegetales y aceite de
Sacha inchi (Plukenetia volubilis) sobre la fermentacion ruminal in vitro para

disminuir la emision de gases de efecto invernadero.



CAPITULO 1l

REVISION DE LITERATURA O MARCO TEORICO

2.1, ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Wischer et al. (2013) evaluaron el efecto de los taninos de Acacia mearnsii y
monensina sobre la fermentacion ruminal en el ganado bovino. Para el experimento
utilizaron seis vacas canuladas, monensina 300 mg/animal/dia y un extracto rico en
tanino de Acacia mearnsii 100 mg animal/dia. EI tratamiento con monensina redujo el
metano en 10.7%, mientras que la inclusion de tanino redujo en un 8.0%. Por lo tanto,
el uso de monensina y taninos en las dietas ha mostrado ser una opcion viable para
mejorar la eficiencia energética y disminuir el metano entérico. Asi también, Cortés et
al. (2009) indicaron que la inclusion en la dieta de taninos de Acacia mearnsii hasta
un nivel de 18 g/kg de materia seca disminuye el nitrdgeno que es excretado en la orina
y mejora el suministro de aminoéacidos en novillos alimentados con forraje de avena
fresca mas concentrados sin afectar significativamente la digestibilidad. Hess et al.
(2008) concluyeron que los taninos extraidos de Acacia lebbekoides y Acacia
cornigera podrian utilizarse para proteger la degradacion ruminal de proteinas de alto
valor biolégico como los de la harina de soya.

Avila et al. (2015) evaluaron el efecto del extracto de Acacia mearnsii a dosis 15 g/kg
de materia seca (MS) y 50 g/kg de MS en novillos alimentados con ensilado de maiz
y concentrado que contiene harina de soja o harina de canola como fuente de proteinas.
Los autores concluyen que la inclusion en la dieta de 15 g / kg de MS de extracto de
tanino de A. mearnsii mejora el suministro de aminoacidos, independientemente de si
la fuente de proteina fue de harina de canola o harina de soja, sin afectar al perfil de
aminoéacidos para novillos alimentados con ensilado de maiz méas concentrado, con un
impacto menor pero significativa en digestibilidad. Hassanat y Benchaar (2013)
examinaron el impacto de diferentes fuentes y concentraciones (20, 50, 100, 150 y 200
g /kg materia seca) de taninos condensados (acacia y quebracho) e hidrolizables

(castafia y valonea) in vitro. El experimento también incluyé un control negativo sin



taninos (control) y un control positivo con monensina. Los resultados que se
obtuvieron in vitro fueron, la produccion de gas y la concentracion de acidos grasos
volatiles totales (VFA) disminuyeron a medida que la concentracion de tanino
aumento. Ademas, los taninos de Acacia, castafio y valonea >50 g/kg y taninos de
quebracho en >100 g/kg disminuye hasta 40% en la produccion de CHas en
comparacion con el control. En conclusion, el suministro de taninos de acacia, castafio
y valonea en 50 g/kg tiene el potencial de reducir la produccion de CHa4. Asi también
Kozloski et al. (2012) Evaluaron los efectos del extracto de tanino de Acacia mearnsii,
se utilizaron tratamientos de 20, 40 o 60 g/kg de materia seca donde el autor concluye
que el uso de extracto de tanino Acacia mearnsii como suplemento alimenticio para
los animales alimentados con raigras a tasas de 20 a 60 g / kg de MS de ingesta, no
afecta el suministro de aminoacidos en el duodeno mientras que muestra un impacto

sobre la digestibilidad dando un efecto negativo en la ingesta de energia.

Khiaosa et al. (2009) investigaron in vitro los efectos de los taninos condensados (CT)
y saponinas ya sea a través del extracto o unidos a la planta sobre la biohidrogenacion
ruminal del acido a-linolénico (ALA). El heno de hierba de trébol sirvié como dieta
basal (control) que se complemento con extractos que contribuyeron con CT de Acacia
mearnsii 7.9% de la materia seca dietética (MS) y saponinas de Yucca schidigera
(1.1% de MS). El cuarto tratamiento consistio en arenisca seca (Onobrychis viciifolia),
una leguminosa forrajera que contiene CT en una cantidad que también proporciona
7.9% de CT en la dieta de la MS. Todas las dietas se complementaron con aceite de
linaza a un nivel que contribuye con el 60% del ALA dietético total en todos los
tratamientos. Ambos tratamientos con CT redujeron la degradacién de la fibra ruminal
y la proteina cruda. Asi también, redujeron la concentracidén de amoniaco en el liquido
de incubacidn. Solo el extracto de CT suprimié la formacion de metano y desplazo las
poblaciones microbianas. El extracto de saponina permanecio sin efectos claros en las
caracteristicas de fermentacion excepto por el aumento en los recuentos de protozoos.
El grado de biohidrogenacion de ALA fue un 20% menor con la planta de CT, pero
esto probablemente se debio a una menor degradabilidad de la materia organica mas
que a una inhibicion de la biohidrogenacion. Por otra parte, Odenyo et al. (1997)
evalud el efecto de Acacia angustissim sobre la fermentacion ruminal en ovejas. Los
animales murieron consumiendo 100 g por dia del suplemento. El segundo grupo (tres

animales) se adapto gradualmente ofreciendo niveles incrementales de 50, 75, 100,
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150 y 200 g por dia de A. ungustissima durante 21 dias. Los numeros de protozoos
fluctuaron con el nivel del suplemento y los nimeros disminuyeron en las ovejas que
consumieron 100, 150 y 200 g del suplemento. También investigaron el efecto en la
degradacion donde no encontraron diferencias significativas. Min et al. (2003) sefialan
que los niveles bajos de taninos (menos del 4% de las dietas) pueden permitir que mas
proteinas de la dieta escapen de la degradacion del rumen para llegar al tracto digestivo
inferior. Por lo tanto, estos niveles aumentan la utilizacién de proteina cruda
protegiéndola de la digestion en el rumen, aumentando asi el flujo de aminoacidos

esenciales al intestino delgado para su absorcion.

Benchaar et al. (2007) se formularon la hipotesis de que la interaccion de la monensina
y el aceite esencial suprimirian la produccion de protozoos y metano a la vez que
mantendria la funcién normal del rumen. El tratamiento mostro efectos positivos sobre
los protozoos disminuyendo la poblacion. Ademas, los aceites esenciales mostraron
un pH ligeramente &cido lo cual le permitié interactuar de manera mas facil con las
membranas microbianas y por tanto modificaron la poblacion ruminal y la produccion
de AGVs.

Delaquis et al. (2002) mencionan que los aceites esenciales de eneldo (Anethum
graveolens), cilantro (semillas de Coriandrum sativum) y eucalipto (inmersiones de
eucalipto) tienen concentraciones inhibitorias minimas contra bacterias grampositivas,
bacterias gramnegativas y Saccharomyces cerevisiae. El aceite esencial de cilantro fue
particularmente efectivo contra Listeria monocytogenes, probablemente debido a la
presencia de compuestos quimicos como los terpenoides y fenilpropanoides. La
mezcla de fracciones dio como resultado efectos aditivos, sinérgicos o antagonistas

contra microorganismos de prueba individuales

Calsamiglia et al. (2007) analizaron los efectos de los aceites esenciales y sus
componentes en la fermentacién microbiana in vitro del rumen. Los tratamientos
fueron; aceite de hoja de canela (400 mg L-1), aceite de hoja de clavo (200 mg L-1),
aceite de naranja (200 mg L-1), aceite de orégano (200 mg L-1 ), aceite de tomillo
(200 mg L-1), carvacrol (400 mg L-1), cinamaldehido (400 mg L-1), eugenol (800 mg
L-1) y timol (400 mg L-1). Los compuestos fendlicos, carvacrol, timol y eugenol

afectaron la fermentacion ruminal en relacion al tratamiento control. Carvacrol (400
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mg L-1) y eugenol (800 mg L-1) aumentaron el pH, la proporcién molar de propianato
y disminuyeron la proporcion molar de acetato a una concentracion de 200 mg L-1, el
timol aumento6 el pH final y redujo la proporcion molar de acetato. Este estudio
demostro que los compuestos fendlicos exhibian actividad antimicrobiana, reduce la
fermentacion de la dieta y produce un cambio en el perfil de biohidrogenacion de
menos acetato hacia mas propianato.

Yang et al. (2007) reportan que al suministrar 2 g/dia de aceite esencial de enebro in
vivo en vacas lecheras, mostraron un aumento en la digestibilidad de la materia seca
en un 13 % utilizando dietas con forraje y concentrado (40:60). Estos investigadores
explican que el efecto se dio probablemente al incremento de la digestibilidad de la
proteina de manera significativa en un 11 %, pero también puede deberse a un ligero
incremento de digestibilidad de otros nutrientes. Sin embargo, dosis altas de aceites
esenciales decrecen la digestibilidad de MS, atribuible esto a la disminucién de la
digestibilidad de la fibra a nivel ruminal (Yang et al., 2014).

2.2.CATEGORIAS FUNDAMENTALES O MARCO CONCEPTUAL

2.2.1. Extractos vegetales

Como extractos vegetales se conoce a una amplia variedad de compuestos que como
su nombre indica tienen origen vegetal. Algunas plantas producen y almacenan
compuestos secundarios que no estan directamente implicados en su crecimiento,
desarrollo o reproduccion, pero que pueden ser los responsables del olor o sabor de las
plantas y proteger frente a otras plantas, herbivoros y procesos abioticos causantes de
estrés. Algunos de estos compuestos ejercen actividades beneficiosas en el organismo
humano y animal debido a su actividad antioxidante ejerce efectos favorables sobre
enfermedades cardiovasculares, procesos inflamatorios y tumorales, pero sus
actividades mas conocidas y destacadas son como estimulantes digestivos, antisépticos

y antimicrobianos (Carro, Saro, Mateos, Diaz y Ranilla, 2012).

En lo que se refiere a su uso en la alimentacion animal, los extractos vegetales

constituyen actualmente una alternativa natural a los aditivos antibi6ticos promotores
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del crecimiento, cuyo uso esta prohibido en la Union Europea y es cada vez mas
controvertido en aquellos paises en los que contintan estando autorizados. De hecho,
en numerosos experimentos revisados por Windisch et al. (2007) se ha demostrado
que la utilizacion de ciertos extractos de plantas en cerdos y pollos puede producir
resultados productivos similares a los registrados con los aditivos antibioticos. En los
animales rumiantes se han realizado también numerosos estudios para determinar sus
efectos y mecanismos de accion, pero una amplia mayoria de ellos se han llevado a
cabo in vitro o se han centrado exclusivamente en los efectos de estos compuestos

sobre la fermentacion ruminal (Hart et al., 2016).

La produccién de estos compuestos secundarios en las plantas es compleja y las
concentraciones de los principios activos pueden ser muy variables dependiendo, entre
otros factores la variedad de la planta, las condiciones de cultivo, la época del afio y el
método de recoleccion. Adicionalmente, el método de extraccion de estos compuestos
y el almacenamiento hasta su uso son complicados y también afectan a la
concentracion de las sustancias activas. Por ello, la informacion existente en la
actualidad sobre los efectos de estos compuestos refleja una gran variabilidad. Existe
un gran namero de compuestos secundarios que pueden utilizarse como aditivos en la
alimentacion de los rumiantes, pero entre ellos destacan las saponinas, los taninos y

los aceites esenciales (Jouany y Morgavi, 2007).

2.2.2. Uso de vegetales para reducir el metano

Las plantas producen una extensa variedad de compuestos organicos derivados del
metabolismo secundario que parece no tener funcién directa en su crecimiento y
desarrollo (Oh y Hristov, 2016). Con los afios, estas sustancias han sido considerados
productos de desecho del metabolismo primario. Sin embargo, son responsables del
olor y el color de las plantas, estos compuestos secundarios tienen importantes
funciones ecoldgicas y a menudo exhiben actividad antimicrobiana contra una amplia
gama de bacterias, levaduras y mohos (Sun et al., 2011). Los metabolitos secundarios,
por lo general, se pueden estructurar en 3 grupos: saponinas, taninos, y aceites

esenciales. (Liwinski et al., 2002).



e Acacias

Las Acacia es un género de arbustos y arboles de la Familia Leguminosae, Subfamilia
Mimosoideae, compuesto por mas de 1300 especies, que se distribuyen en forma
natural en todos los continentes con la excepcion de Europa. ElI género comprende
arbustos y arboles, que pueden llegar a medir de 1 a 20 m de altura. Sus hojas son
variables, principalmente de dos tipos; compuestas pinnadas o foliadas (Asenjo, 2007).
Tienen gran cantidad de proteina pero debido a su alta cantidad de compuestos
secundarios como taninos y saponinas es poco utilizado en la alimentacion de los
animales ya que es considerado como anti nutricional (Waghorn y Hegarty, 2011). En

la tabla 1, se reporta la clasificacion taxonémica de las acacias.

TABLA 1.

CLASIFICACION TAXONOMICA DE LAS ACACIAS

Clasificacion taxondmica de las acacias

Reino: Vegetal
Division: Embriophyta
Subdivision: Angiosperma
Clase: Dicotiledonea
Orden: Rosales
Familia: Leguminoseae
Genero: Acacia

Fuente: Garcia et al. (1996)

Algunos autores como Abdullah, Farghaly y Youssef (2018) indican que la
alimentacion a niveles bajos de Acacia nilotica (1.5% y 3.0%) en los concentrados
pueden usarse como protectores naturales de proteinas en rumiantes formando
complejos de proteinas con los taninos en el rumen para maximizar los aminoacidos
disponibles en el tracto digestivo inferior . Ademas, estos niveles pueden aumentar la
digestibilidad de la proteina. En la tabla 2, se reporta los compuestos antinutricionales

de las acacias.



TABLA 2.

COMPUESTOS ANTINUTRICIONALES DE LAS ACACIAS

Contenido de compuestos antinutricionales
Taninos 76,7 mg/100g
Fitatos 16,2 mg/g

Inhibidores de tripsina 28,2 Ul/mg

Fuente: Garcia et al. (1996)

e Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.)

P. volubilis L., es una planta tipo arbusto trepador que crece a una altitud entre 100 a
1500 msnm, y es conocida cominmente como mani del inca (Castafio et al., 2012).
Esta planta es originaria de la selva de Perd, ya que se estima fue empleada por la
civilizacion inca hace 3000 afios. Hoy en dia se encuentra en las selvas montafiosas de
Colombia y Ecuador. En esta Gltima, se evidencia un crecimiento progresivo de estos
cultivos. P. volubilis L., presenta capsulas tetra lobulares, las cuales contienen cuatro
semillas de un didmetro de alrededor de 2 cm (Gutiérrez, Rosada y Jiménez, 2011).
Ademas, las semillas presentan un alto contenido de proteina (33%) y de lipidos (54%)
del cual un 50.8% pertenece a acidos grasos omega 3 (linolénico), cerca del 33,4%
acidos grasos omega 6 (linoleico) y aproximadamente un 9% a acidos grasos omega 9
(oleico), su contenido de &cidos grasos saturados es relativamente bajo, de alrededor
del 6% (Pastufia, 2016).

e Aceite de Sacha Inchi

El aceite de P. volubilis L., presenta un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados
(PUFAS), contiene vitaminas liposolubles (A y E) y antioxidantes. Este tipo de &cidos
grasos poliinsaturados contrarrestan enfermedades cardiovasculares de manera que
este aceite de P. volubilis L., resulta de gran interés para las industrias alimenticias y
farmacéuticas a nivel mundial (Garmendia, Pando y Ronceros, 2011). En la tabla 3, se

reporta la composicién quimica del aceite de P. volubilis L.



TABLA 3.

COMPOSICION QUIMICA DE ACEITE DE Plukenetia volubilis.

Composicién quimica de acidos grasos de aceite de Plukenetia volubilis

Acidos grasos Extracto etandlico g/100g
Palmitico 3.60
Estearico 2.90
Oleico 8.50
Linoleico 33.90
Linolénico 50.20
Eicosanoico 0.32
Behénico 1.20
Colesterol 0.20
24-methylene colesterol 0.08
Campesterol 6.10
Campestanol 0.40
Estigmasterol 27.10
Cholerosterol 0.70
B-sitosterol 56.40
sitostanol 0.80
B-caroteno 52.00

Fuente: Castafio T et al. (2012)

e Cacao (Theobroma cacao)

Theobroma cacao es un arbusto de 2 a 3 m altura de hoja perenne de la familia
Malvaceae, que crece en ambientes tropicales. En la produccion de cacao fino, el
Ecuador participa con el 50% de la oferta mundial, en el 2011 el pais exporto una cifra
record de 164 705 toneladas y tiene la oportunidad de aumentar su participacién con
una mayor produccion. Es importante mencionar que la produccién de cacao tiene una

alta diferencia en relacion a las otras producciones que se cultiva, cosecha y
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comercializa con mayor frecuencia, demostrando que este nicho de mercado es

rentable en todos sus aspectos (Vallejo et al., 2016).

e Mucilago de cacao

El fruto de theobroma cacao es de tamafio, forma y color variable, la pared es dura y
gruesa. Las semillas estan rodeadas por una pulpa aromatica la cual procede de sus
tegumentos (Arteaga, 2017). La pulpa mucilaginosa esta compuesta por células
esponjosas parenquimatosas, que contienen células de savia ricas en azucares (10-
13%), pentosas (2-3%), acido citrico (1-2%) y sales (8-10%). Durante el proceso de
cosecha de las semillas de theobroma cacao, la pulpa es removida por fermentacién e
hidrolizada por microorganismos (Mejia y Arguello, 2000). Durante la fermentacion
la pulpa provee el sustrato para varios microorganismos que son esenciales para el
desarrollo de los precursores del sabor del chocolate. Aunque la pulpa es necesaria
para la fermentacion, a menudo hay mas pulpa de la necesaria. Aproximadamente de
40 litros de pulpa se pueden obtener 800 kilos de semillas frescas (Ortiz y Alvarez,
2015)
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TABLA 4.

COMPOSICION QUIMICA DEL MUCILAGO DE CACAO

(Teobroma cacao)

Composicion quimica del mucilago de cacao

Componente %

Agua 79,2 - 84,2
Proteina 0,09-0,11
Azlcares 12,5-15,9
Glucosa 11,6 — 15,32
Pectinas 0,9-1,19
Acido citrico 0,77 - 1,52
Cenizas 0,40 - 0,50

Fuente: Mejia y Arguello, (2000)

2.2.3. Compuestos secundarios

e Aceites esenciales.

Los aceites esenciales (AE) son componentes secundarios de las plantas, generalmente
de naturaleza volatil. El término esencial deriva de la palabra “esencia” lo cual
significa que se puede oler o degustar. Se caracterizan de acuerdo a sus multitudes
composiciones quimicas, naturaleza y propiedades bioactivas (Alicia et al., 2014). La
concentracion y tipo de AE en las plantas varia por especie y segmento de la planta
principalmente, pero también se han reportado diferencias dependientes de la region
geografica y estacion de cosecha. La funcion principal de los AE es brindarle a la
planta proteccion contra agentes estresantes abioticos y bidticos, y en algunas
ocasiones atraer a otros organismos para favorecer la polinizacion y dispersién de sus

semillas (Benchaar et al., 2007).

Los principios activos que se encuentran en AE se clasifican dentro de dos grupos

quimicos; terpenoides (monoterpenoides y sesquiterpenoides) y fenilpropanoides.
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Estos ejercen su accion contra las bacterias Gram positivas principalmente, mediante
interacciones con las membranas celulares de éstas (Dorman et al., 2000). Se acumulan
en la doble capa lipidica de la bacteria, y ocupan espacios entre las cadenas de los
acidos grasos, por lo que causan de esta manera cambios morfolédgicos en la estructura
de la membrana, y como resultado fluidificacion y expansion (Delaquis et al., 2002).
La pérdida en la estabilidad de la membrana da como resultado fugas o pérdidas de
iones, lo que causa un decreciente gradiente idnico transmembranal, y aunque la
bacteria puede contrarrestar estos efectos, el costo energético es elevado y provoca al
final un crecimiento lento o su muerte (Duval y Hart, 2008). Otros efectos
antimicrobianos son la capacidad para coagular algunos componentes de la membrana
que se cree son mediante procesos de desnaturalizacion de proteinas y actividad en
enzimas principalmente. Ejemplo de esto es la alicina que se ha demostrado que
interactla con proteinas y aminodcidos que contienen grupos sulfhidricos (Garcia et
al., 2003).

A nivel ruminal se ha reportado que los aceites esenciales inhiben a las bacterias
productoras de nitrégeno amoniacal, decreciendo asi la desanimacién de los
amino&cidos principalmente en dietas que contienen cantidades no muy altas de
proteina También se ha observado que el nimero total de bacterias viables no es
afectado, es decir cambian solamente las proporciones de grupos bacterianos (Lee et
al., 2003).

e Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos, se encuentran en muchas plantas
dicotiledoneas, especialmente en leguminosas forrajeras de regiones templadas y
tropicales. Son empleados por las plantas como mecanismo de defensa contra
herbivoros y patdgenos y para la conservacion del nitrogeno. La caracteristica
principal de los taninos es su capacidad para formar complejos reversibles con las
proteinas. Prasetiyono et al., (2018). Existen dos grupos principales de taninos:
hidrolizables y condensados, los cuales pueden tener efectos toxicos o
antinutricionales o benéficos en animales, dependiendo de su concentracion en las
plantas (Cortés et al., 2009).
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Johnson et al. (2007) reportan que cantidades moderadas de taninos condensados
producen efectos benéficos sobre el metabolismo de las proteinas en rumiantes, porque
reducen la degradacion de la dieta proteinica en el rumen e incrementan la absorcion
de aminoéacidos en el intestino delgado. Ademas, reduce el impacto del parasitismo
gastrointestinal y la presentacion de timpanismo. Los efectos negativos de los taninos
condensados se relacionan con la disminuciéon del consumo de alimentos, debido
probablemente a la reduccién de la palatabilidad ocasionada por los efectos

astringentes de estos compuestos en la saliva (Tavendale et al., 2005).

e Saponinas

Guo et al. (2008) indican que las saponinas son glucésidos de alto peso molecular que
disminuyen la tasa de produccion de metano. Ademas, interacttan con el colesterol
presente en la membrana de los protozoarios causando su lisis, se cree que este efecto
se debe a la disminucion en la trasferencia de hidrogenos desde los protozoarios a los
microrganismos metanogénicos asociados a la superficie de éstos y la reduccion en la
digestion de la fibra (Hess et al., 2008). Las poblaciones microbiales se adaptan a la
presencia de estos compuestos y los degradan por lo cual su efecto no seria permanente
(Beauchemin et al., 2008).

Las leguminosas mas comdnmente usadas en zonas templadas como la alfalfa y el
trébol blanco contienen saponinas que ayudan a reducir las emisiones de metano
debido a un mayor consumo de alimento y aumento en las tasas de paso (Hess et al.,
2008).

2.2.4., Fermentacion ruminal

Pecka et al. (2015) sefialan que la fermentacién ruminal es una simbiosis entre el
rumiante y los microorganismos del rumen, el rumiante proporciona condiciones
apropiadas de pH temperatura y humedad para el crecimiento microbiano y a su vez
el rumiante utiliza los productos de la fermentacion anaerébica como los acidos grasos

volatiles para cubrir sus necesidades nutritivas. Sin embargo, el resultado de esta
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fermentacién microbiana también produce compuestos toxicos como el metano,

amoniaco Yy nitratos (Oh y Hristov, 2016).

2.2.5. Microorganismos que actian en la metanogénesis.

e Bacterias.

Moss et al. (2002) sefialan que el metano es producido por las bacterias metandgenas
del genero arquea, un grupo microbial diferente a las eubacterias o bacterias
verdaderas. Las bacterias metanogenas incluyen: Methanobrevibacter ruminantium,
Methanobacterium  formicicum, Methanomicrobium mobile. Otra especie,
Methanosarcinas, es frecuente en ovejas que reciben una alimentacién que contiene
melaza (Dhiman et al., 2018).

Hatew et al. (2016) indican que las bacterias metandgenas regulan la fermentacion
total al eliminar Ha, la reduccién de CO2 con Hz es el método principal por el que se
produce CHs4 en el rumen. Sin embargo, otras bacterias metandgenas como
Methanosarcina barkerii, utilizan metanol, metilamina y acetato para producir CHa.
Al mantener baja la concentracion de H> mediante la formacion de CHa, las bacterias
metandgenas también promueven el crecimiento de otras especies tales como
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefasciens, Selenomonas ruminantium

produciendo més Hz y permitiendo una fermentacion mas eficaz (Bule et al., 2018)

e Protozoos.

Moss et al. (2000) manifiestan que los protozoos también juegan un papel importante
en la produccion de metano, particularmente cuando el ganado es alimentado con
dietas altas en concentrado. Las bacterias metandgenas pueden adherirse a los
protozoos permitiendo una trasferencia interespecifica de H. Por tal razon los
animales que reciben dietas con alto contenido de concentrados pueden disminuir la
produccién de metano hasta la mitad permitiendo una fermentacion mas eficaz (Moss
y Givens, 2002).
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e Hongos.

Hosoda et al. (2006) manifiestan que los hongos no predominan en el rumen debido a
su lento tiempo de generacion pueden representar el 8% de la masa microbiana, aunque
si el animal recibe dietas ricas en concentrados o forrajes de alta calidad su nimero
reduce. Los hongos pueden tener actividad sobre la celulosa y hemicelulosa gracias a
sus rizoides que pueden penetrar la pared celular, pero no pueden degradar la pectina.

2.2.6. Degradacion de los carbohidratos

Los carbohidratos son el componente principal para mantener un buen funcionamiento
del rumen, ya que aportan energia a los microorganismos ruminales y al animal. Desde
el punto de vista nutricional se dividen en fibrosos y no fibrosos. Los carbohidratos no
fibrosos se fermentan rdpidamente, pero pueden producir una acidosis ruminal,
mientras que los carbohidratos fibrosos son mas resistentes a la degradacion, limitan
laingestion, pero estimulan mas a la rumia y aumentan la produccion de saliva (Pinares
et al., 2003).

e Carbohidratos no estructurales.

Jayanegara et al. (2009) sefialan que, las bacterias aminoliticas son las encargadas de
degradar los almidones y fructosanos dando como resultado el propianato. Estas
bacterias actlan de manera sinérgica junto con las enzimas adhiriéndose al sustrato y
degradando toda su estructura. Asi también Sun et al. (2011) manifiestan que, los
concentrados ricos en almiddn se fermentan rapidamente y producen gran cantidad de
acidos grasos volatiles que son aprovechados por el animal. Por otra parte, disminuyen
la masticacion y por ende se reduce la produccion de saliva lo que provoca una
disminucion de sustancia tampon para el liquido ruminal, bajando el pH y
desestabilizando la fermentacion ruminal. Los almidones que no son degradados a
nivel ruminal pasan al intestino donde se degrada por accién de la amilasa pancreatica
(Pecka et al., 2015).
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e Carbohidratos estructurales.

Purcell et al. (2012) indican que los carbohidratos estructurales se encuentran en la
fibra vegetal de la planta, estan compuestos por microfibrillas de celulosa sobre una
masa amorfa de hemicelulosa, pectina, lignina, minerales y otros componentes. Los
alimentos fibrosos son de degradacion lenta, inicia con la adhesion de las bacterias a
la pared celular a través de las adhesinas, receptores del material vegetal o mediante
enlaces ionicos (Navarro et al., 2011). Las superficies externas de los vegetales estan
recubiertas por compuestos secundarios como: lignina, taninos, cutina y silice lo que
dificulta la degradacion bacteriana. Por tal razon la degradacion va ser de adentro hacia
fuera (Taweel et al., 2005). Los hongos ayudan a degradar el material fibroso ya que
son los Unicos que pueden penetrar esta cubierta y permitir nuevos sitios de adhesién
para las bacterias. Las principales bacterias celuloliticas son: Fibrobacter

succinogenes, Ruminococcus flavefaciens (Avila et al., 2015).

Los forrajes maduros tienen una mayor concentracion de carbohidratos estructurales
que ha sido relacionada directamente con una mayor produccién de metano por el alto
contenido de fibra y por su lenta degradacion (Sun et al., 2011). Mientras que, los
forrajes tiernos con mayores concentraciones de carbohidratos solubles favorecen las

rutas de degradacion de los carbohidratos hacia propionato (Murphy et al., 1982).

2.2.7. Degradacion de la proteina.

La proteina es un nutriente primordial en la dieta de los animales ya que proporciona
nitrégeno a las bacterias ruminales y aporta aminoacidos al animal. El aporte de
nitrdgeno puede ser exdgeno (alimento) y enddgeno (del propio rumiante), de estos
aportes la proteina verdadera es la mas importante y se puede clasificar en degradable,
aporta péptidos, aminoacidos y amoniaco a las bacterias ruminales, y la no degradable

aporta péptidos y aminoéacidos directamente al animal (Navarro et al., 2011).

La proteina se encuentra en el alimento como proteina verdadera o como nitrogeno no
proteico (NNP), mediante la accién de las bacterias ruminales proteoliticas el NNP y

las proteinas dan lugar a la formacién de amoniaco (NH3) y cadenas carbonadas
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(Slanac, Kucseva, Balbuena y Rochinotti 2013). Si hay energia disponible el NH3 es
utilizado para la sintesis de proteina bacteriana. Existe una fraccion de proteina que
atraviesa el rumen rumbo al intestino sin ser alterada, siendo digerida més adelante por
las enzimas intestinales. Ello implica que la proteina que arriba al intestino proviene

de la suma de la proteina bacteriana méas la no degradable del alimento (Salcedo, 2000)

2.2,.8. Produccion de metano en la ganaderia

Los animales rumiantes poseen un sistema digestivo complejo que aprovechan
alimentos fibrosos con altos contenidos de carbohidratos estructurales y convierten en
alimentos de alta calidad nutritiva, la carne y la leche (Vargas y Pabon, 2012). Sin
embargo, por sus caracteristicas innatas, este mismo sistema digestivo también
produce metano, un potente gas con efecto invernadero que contribuye con
aproximadamente el 18% del calentamiento global, superado s6lo por el CO2 (Orlandi
etal., 2015)

Bernier et al. (2012), indican que el 87% de la produccion de metano se da en el rumen,
y el 13% en el tracto digestivo posterior. De este ultimo el 89% es absorbido hacia la
sangre y expirado a través de los pulmones. Esto indica que el 98% del total de metano
producido puede ser expirado a través de la boca y los orificios nasales. La eliminacién
de metano en el ganado inicia a las cuatro semanas de vida aproximadamente, cuando
el animal empieza a consumir alimentos sélidos que son retenidos en el reticulo-
rumen, dando inicio a la fermentacion ruminal y la produccién de gases Hellwing et
al., (2018). Se estima que la produccién anual de metano en animales adultos esta entre
60 y 126 kg (Kurniawati et al., 2018). EI metano representa pérdidas de energia entre
2 al 12 % de la ingesta de energia bruta en los rumiantes, dependiente del nivel del
consumo de alimento y tipo o composicion de la dieta. Se ha mencionado que una
disminucion de metano del 25 % en los rumiantes, puede resultar en incrementos de 1
litro de leche al dia en vacas altas productoras, y de 75 g/dia de incremento de peso en

bovinos productores de carne. (Weimer, 1998).
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

Ha: La adicion de extractos vegetales y aceite de Sacha inchi NC en dietas

alimenticias influyen positivamente sobre la fermentacion ruminal in vitro.

3.2.0BJETIVOS

3.2.1. Objetivo general

Evaluar la influencia de extractos vegetales y aceite de Sacha inchi sobre la

fermentacion ruminal in vitro.
3.2.2. Objetivos especificos
e Determinar los limites de inclusion (1, 3, 5 ul/ 0.5 g de dieta) de extractos
vegetales (Albizia lophanta, Acacia hayesii, Acacia melanoxylon, mucilago de

Theobroma cacao) y aceite de Plukenetia volubilis.

e Analizar el proceso de fermentacion ruminal in vitro de acuerdo a cada extracto

vegetal y aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis).
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1.UBICACION DEL EXPERIMENTO
El presente proyecto se realizé en la Provincia de Tungurahua, canton Cevallos, sector

Querochaca, ubicado en el sector centro sur de la provincia a 14 Km de la ciudad de
Ambato.

4.2.CARACTERISTICAS DEL LUGAR

TABLAS.
CARACTERISTICAS DEL LUGAR

Caracteristicas
Altitud, msnm: 2 864
Latitud: 01° 22’ 20’ latitud Sur y 78° 36’ 22°” longitud Oeste
Temperatura media, °C: 13
Humedad relativa, %: 60 — 75
Precipitacion, mm: 517.8

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI), (2016)

4.3. EQUIPOS Y MATERIALES

4.3.1. Equipos

* Tanque de CO>
* Molino de martillo
»  Transductor de presion (DO 9704, Delta OHM, Italia)
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*  pH-metro (BANTE-221 portable pH/ORP Meter)
« Balanza analitica 150g (0.0019)

» Estufas

+ Bafio Maria

»  Desecadora

«  Cromatografo de gases

»  Espectrofotometro

«  Computadora portatil

4.3.2. Materiales

+ Baldesde 14 L.

+ Cocineta.

«  Papel aluminio.

e Tamiz (1 mm)

« Licuadora

« Jeringas de 5, 10, 20 y 60 ml.
»  Papel filtroPropilenglicol

»  Fundas plasticas de 5 Ib

»  Frascos de vidrio color marron de 100 ml.
» Crisoles

* Pinzas

»  Vasos de precipitacion

»  Matraces aforados

* Imanes

+  Guantes de latex

* Botas

*  Overol

*  Tubos Eppendorf de 2 ml

»  Extractos de vegetales (Acacias, mucilago de cacao, Aceite de Sacha inchi)
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4.3.3. REACTIVOS

»  Bicarbonato de sodio

+  Bicarbonato de amonio
»  Fosfato de sodio

» Fosfato de potasio

«  Sulfato de magnesio

« Cisteina

4.4. FACTORES EN ESTUDIO

F1: Extracto de Albizia lophanta

F2: Extracto de Acacia melanoxylon

F3: Extracto de Acacia hayesii

F4: Mucilago de cacao (Theobroma cacao)

F5: Aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis)

F6: Mezcla de extractos sin aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis)

F7: Mezcla de extractos mas aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis)

Dosis para los factores en estudio

D1: 1 pl/0.50 g de dieta
D2: 3 nl/0.50 g de dieta
D3: 5 pul/0.50 g de dieta

Para el desarrollo de la presente investigacion tambien se utilizé un tratamiento control

con 6 repeticiones y no contiene ningun tipo de aditivo.
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4.5. TRATAMIENTOS

Los tratamientos con sus respectivas repeticiones van distribuidos en la tabla 6 de la

siguiente manera.

TABLA 6.
DISTRIBUCION DE LOS TRATAMIENTOS

NO Simbologia y N° Rep. Descripcion

Tratamientos dosis (ul/ 0.5 g de
dieta)

1 Control 6 No contiene aditivo
2 AL 1 6 Extracto de A. lophanta
3 AL 3 6 Extracto de A. lophanta
4 AL 5 6 Extracto de A. lophanta
5 ASI 1 6 Aceite Plukenetia volubilis
6 ASI 3 6 Aceite Plukenetia volubilis
7 ASI 5 6 Aceite Plukenetia volubilis
8 AH1 6 Extracto de A. hayesii
9 AH 3 6 Extracto de A. hayesii
10 AH5 6 Extracto de A. hayesii
11 AM 1 6 Extracto de A. melanoxylon
12 AM 3 6 Extracto de A. melanoxylon
13 AM 5 6 Extracto de A. melanoxylon
14 BC1 6 Mucilago Teobroma cacao
15 BC3 6 Mucilago Teobroma cacao
16 BC5 6 Mucilago Teobroma cacao
17 MSA 1 6 Mezcla extractos sin aceite
18 MSA 3 6 Mezcla extractos sin aceite
19 MSA 5 6 Mezcla extractos sin aceite
20 MCA 1 6 Mezcla extractos con aceite
21 MCA 3 6 Mezcla extractos con aceite
22 MCAS5 6 Mezcla extractos con aceite
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Para la investigacion se utiliz6 una dieta experimental alta en fibra formulada para
rumiantes (Tabla 7) donde se adiciond 1, 3, 5 ul/0,500 g de dieta para cada uno de los
tratamientos antes mencionados (Tabla 6). En la tabla 7 se reporta los ingredientes con

sus niveles de inclusion

TABLAT.
DIETA EXPERIMENTAL

Ingredientes % inclusion
Paja de cebada 40.482
Torta de soya 22.308
Harina de alfalfa 11.197
Maiz partido 13.781
Melaza de cafa 8.613
Aceite de palma 2.153
Sal yodada 0.517
Vit + Min 0.947
Total 100
Composicién quimica
MS 83.25
FDN 50.85
FDA 30.00
PC 16.54

Fuente: Fundacion Espafiola para el desarrollo de la Nutricién Animal. (FEDNA), 2010

4.6. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICOS.

Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial (7x3+1 con 6
repeticiones). Los datos se analizaron mediante la prueba estadistica Tukey al 95 %

de confianza.

4.7. MANEJO DEL EXPERIMENTO

e Los extractos se prepararon segun la metodologia de Salem (2012) que consiste
en recolectar hojas de diferentes partes del arbol de las acacias (Albizia
lophanta, Acacia melanoxylon, Acacia hayesii) que vamos utilizar para nuestro

experimento. Las hojas se cortaron en trozos frescos de 1 a 2 cm de longitud e
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inmediatamente fueron colocados en un vaso de precipitacién para mezclar con
un disolvente, este disolvente contiene 10 ml de metanol, 10 ml de etanol y 80
ml de agua destilada, tapamos los frascos y dejamos incubar a temperatura
ambiente (25 — 30 °C) durante 48 a 72 horas en el laboratorio, una vez
transcurrido este tiempo calentamos los frascos a 30 °C en bafio maria durante
1 hora para luego filtrar y obtener nuestros extractos.

Para la obtencidn del mucilago de cacao adecuamos un cajon con una pendiente
de dos cm en la base y una rendija pequefia por donde sale la baba de cacao.
El aceite de Plukenetia volubilis lo obtuvimos mediante un extractor de aceites
de la facultad de Alimentos de la Universidad Técnica de Ambato.

Para el experimento se recolect6 contenido ruminal de forma separada de cada
toro. El contenido ruminal se colectdé en fundas plasticas antes de la
alimentacion en la mafiana, las mismas se colocaron en recipientes plasticos
(baldes) con agua caliente a temperatura controlada (39 °C) y se los transport6
al laboratorio para ser procesados dentro de la primera hora de la recoleccion.
La saliva artificial se prepar6 segun el método de Menke y Steingass (1988)
que consistid en la preparacion de una solucién bufer a base de Bicarbonato de
Sodio y Bicarbonato de Amonio. Asi también, una solucién de macrominerales
a base de Fosfato de Sodio, Fosfato de Potasio y Sulfato de Magnesio,
adicionalmente se prepard una solucién reductora a base de Cisteina, también
se aplicaron microminerales, un indicador y bajo flujo continuo de CO2
durante una hora y media en bafio maria a una temperatura de 39.5 °C. Para la
produccion de gas se pes6 0.500 mg de MS de muestra en botellas de vidrio
con capacidad de 100 ml. En las botellas se incubd 60 ml del in6culo (70:30
saliva artificial/indculo) bajo flujo de CO2 continuo. Las botellas se incubaron
a 39.5 °C en una estufa. La medicion de la presion de gas y el volumen se
realiz6 manualmente a los siguientes tiempos 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72,

96 horas, con ayuda de un transductor de presion y jeringas plasticas
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4.7. VARIABLE RESPUESTA

4.7.1. Produccion de gas in vitro

La produccion de gas se realiz6 mediante la técnica descrita por Theodorou et al.
(1994), la cual consiste en colocar 0.500 mg de MS de muestra (tratamientos
experimentales) en botellas de vidrio con capacidad de 100 ml. En las botellas se
incubé 60 ml del in6culo (70:30 medio; saliva artificial/indculo; contenido ruminal)
bajo flujo de CO2 continuo. Las botellas se incubaron a 39.5 °C en una estufa. La
medicion de la presion de gas y el volumen se realiz6 manualmente a los siguientes
tiempos 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 96 horas, con ayuda de un transductor de
presion (DO 9704, Delta OHM, Italia) y jeringas plasticas. Para cada tratamiento se
utilizaron 6 botellas por tratamiento en cada tiempo Y tres botellas adicionales como

blancos.

4.7.2. Produccién de metano y CO:z in vitro

Bajo el mismo procedimiento antes mencionado para la produccion de gas in vitro. La
medicién de metano y CO: se realiz6 manualmente a los siguientes tiempos 3, 6, 9,
12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 96 horas, con ayuda de un monitor de gases (SMART 6
SENSOR GX - 6000). y jeringas plasticas. Para cada tratamiento se utilizaron 6

botellas en cada tiempo.

4.7.3. Digestibilidad in vitro

Para la digestibilidad in vitro se utiliz6 el mismo procedimiento que usamos para la
produccidn de gas, pero solo se incub6 hasta las 48 horas. Posterior a la incubacion se
filtré el contenido de cada frasco con ayuda de papel filtro y se sec6 en una estufa a 60
°C de temperatura hasta obtener peso constante para estimar la digestibilidad MS,
posteriormente se colocaron las muestras filtradas y secadas en crisoles en una mufla

a 600 °C de temperatura durante 6 horas para estimar la digestibilidad de MO.
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4.7.4. pH ruminal

Bajo el mismo procedimiento antes mencionado para la produccion de gas in vitro se
prepararon 550 frascos de vidrio que sirvidé para colectar muestras de contenido
ruminal en los siguientes tiempos de incubacién 0, 2, 4, 8, 12 y 24 horas. De cada
frasco (n=5 tratamiento) de cada tiempo y cada tratamiento se midi6 el pH ruminal con
ayuda de un pH-metro (BANTE-221 portable pH/ORP Meter).

4.8. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Para el andlisis estadistico en la presente investigacion se empled el programa PROC
GLM del SAS (2009).
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CAPITULO V

5.1. RESULTADOS

5.1.1. Produccion de gas, metano 'y CO?2 in vitro.

En la tabla 8, se observa que el volumen acumulado de gas (Vfi) muestra diferencia
(P<.0001) entre tratamientos, obteniendo la menor produccion en las dietas con
inclusion de extracto de Albizia lophanta AL 1% (506.28 ml/0.5g MS) y aceite de
sacha inchi (Plukenetia volubilis) ASI 1% (538. 87 ml/0.5g MS) en comparacion con
la dieta control (587.88fgh ml/0.5g MS). En cuanto al tiempo de colonizacion (B)
mostraron diferencias (P<.0001) entre tratamientos, obteniendo los menores valores
en dietas con AL 1%, ASI 1%, ASI 3% y ASI 5%. La tasa constante de produccién de
gas (C), mostré diferencias (P<.0001) entre los tratamientos siendo el valor mas bajo

para la dieta con BC 5% con respecto a las demas dietas.

La produccién de metano mL/0.5g MS (Vfi) muestra diferencias (P<.0001) entre
tratamientos, obteniendo la menor produccion en las dietas con AL 1% (51.312
mL/0.5g MS) y ASI 1% (54.908 mL/0.5g MS) con respecto a la dieta control (58.13
ml/0.5g MS). En cuanto al tiempo de colonizacion (B) se observa diferencias
(P<.0001) entre tratamientos, siendo los valores mas bajos para las dietas con ASI 1%,
ASI 5% y MSA 1% con respecto al resto de las dietas incluido la dieta control. Para la
tasa constante de produccion de gas metano (C), se observa el menor resultado para

dieta con MCA 5%, presentando diferencia (P<.0001) con respecto a las demas dietas.

La produccién de CO2 mL/0.5g MS (Vfi) mostro diferencia (P<.0001) entre
tratamientos, obteniendo la menor produccién en la dieta con AL 1% (160.45 mL/0.5¢g
MS) con respecto a la dieta control (195.20 ml/0.5g MS) y los demas tratamientos. El
tiempo de colonizacion (B) mostraron diferencias (P<.0001) entre tratamientos,
observando los mejores resultados en dietas con ASI 3%, ASI 5% y MSA 5%. En
cuanto a la tasa constante de produccion de gas (C), se observa el menor resultado para
la dieta que contienen BC 5%, presentando diferencia (P<.0001) con respecto a las

demas dietas.
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5.1.2. pH y Digestibilidad in vitro de la MS y MO.

En la tabla 9, se observa que el pH ruminal muestra diferencia (P<.0001) entre
tratamientos, presentando el valor mas optimo para la dieta con ASI 1% en las
diferentes horas (6.9 — 6.99). Con respecto a la digestibilidad in vitro de la MS y MO
mostré diferencias (P<.0001 y P<.0001 respectivamente) entre tratamientos,
observandose una mayor digestibilidad tanto de MS como de MO en la dieta con ASI

1% con respecto a los demas tratamientos.
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TABLA 8. PARAMETROS IN VITRO DE PRODUCCION DE GAS, CH4 Y CO; (ml/0.5g MS) COMO EFECTO DE LA ADICION DE EXTRACTOS
VEGETALES Y ACEITE DE SACHA INCHI EN UNA DIETA PARA RUMIANTES.

Aditivo | Dosis Produccién de gas Produccién de CH, Produccién de CO>

(n1/0.5¢ Vif B C Vif B C Vif B C

MS en

la

dieta)
Control | 0 587.88fgh 37.87de 1.0abcde 58.137fgh 38.437b 2.2727abcdef 195.20fg 46.048bc 2.3840abc
AL 1 506.28h 24.60e 1.18 51.312h 42.400ab 3.0015ab 160.45¢ 48.603abc 1.9105cdef

3 819.82abcde 40.62de 1.0cdefg 85.457ab 40.515ab 2.1507cdef 282.62abcd 47.787abc 1.9062cdef

5 669.67defgh 46.11cde 0,9cdefg 73.947bcde 41.542ab 2.2067bcdef 241.40cdef 45.645hc 2.1842bcde
ASI 1 538.87gh 31.46e 1.0abcd 54.908gh 28.098d 2.7785abcd 205.38efg 45.638bc 2.0107cdef

3 644.58efgh 31.37e 1.1abc 81.450abc 29.502cd 2.3737abcdef 203.80efg 35.073c 2.2957bcd

5 731.38bcdefg 32.00e 1.0abc 90.522a 28.722d 2.4385abcdef 239.57cdef 37.297c 1.9125cdef
AH 1 737.23bcdefg 68.86bcde 1.0bcdef 83.970ab 41.705ab 2.7052abcd 318.70ab 47.367abc 2.2870bcd

3 862.60abcde 63.52bcde 1.1ab 84.078ab 45.542ab 2.4132abcdef 296.38abc 48.908abc 2.3068bcd

5 886.12abcd 56.89bcde 1.1ab 80.470abcd 42.165ab 3.0593a 284.52abcd 39.638hbc 2.6955ab
AM 1 988.87a 64.94bcde 1.0abcd 62.277efgh 47.100a 2.4310abcdef 232.48cdef 43.297bc 2.9715a

3 862.52abcde 76.50abcde 0.9efgh 74.098bcde 43.003ab 2.9133abc 275.28abcd 46.038hc 2.2988bcd

5 941.80ab 97.30abcd 0.8gh 73.960bcde 42.423ab 2.7960abcd 328.42a 56.213ab 1.7453def
BC 1 721.15hcdefgh 47.39cde 0.9efgh 67.225cdefg 37.750bc 2.2683abcdef 230.42def 42.538hc 2.1542bcde

3 706.77cdefgh 44.99cde 0.9efgh 72.435bcdef 41.913ab 1.9265¢ef 279.37abcd 57.368ab 1.6173ef

5 681.68defgh 58.27bcde 0.8h 66.815cdefg 43.687ab 2.0357def 263.95abcde 64.473a 1.5123f
MSA 1 973.73a 138.76% 0.9fgh 65.342defgh 26.468d 2.5947abcdef 228.85def 52.560abc 2.3283bcd

3 908.12abc 111.91ab 0.9fgh 67.438cdefg 47.037a 2.3847abcdef 237.45cdef 51.948abc 2.2463bcd

5 772.13abcdef 104.41abc 0.9efgh 62.562efgh 45.653ab 2.5282abcdef 202.57¢efg 36.722¢ 1.8217cdef
MCA 1 698.32cdefgh 84.74abcde 0.defgh 57.153fgh 42.542ab 2.5258abcdef 198.65efg 49.335abc 2.1192bcde

3 980.07a 80.70abcde 0.9efgh 86.100ab 43.710ab 2.5148abcdef 322.90a 52.558abc 1.9812cdef

5 910.73abc 98.81abcd 0.9fgh 83.882ab 47.915a 1.8825f 253.17bcdef 50.393abc 1.9772cdef
EEM 42.944880 12.105752 0.023 2.9535215 1.6425339 0.15547883 12.598204 3.4555621 0.11549646
Valor P <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

A,b Medias dentro de una columna seguida por la misma letra no son significativamente diferentes en P=0.05. Control: Dieta testigo, Al: Dieta con 1, 3 y 5 % de extracto de Albizia lophanta,
ASI: Dieta con 1, 3y 5 % de aceite de sacha inchi. AH: Dieta con 1,3 y 5 % de extracto de Acacia hayesii, AM: Dieta con 1,3 y 5 % de extracto de Acacia melanoxylon, BC: Dietacon 1,3y 5
% de extracto de baba de cacao, MSA: Dieta con 1, 3y 5 % de la mezcla de extractos sin el aceite de sacha inchi, MCA: Dieta con 1,3 y 5 % de la mezcla de los extractos mas el aceite de sacha
inchi, EEM: error estandar de la media. Vif: Volumen acumulado de gas. B: Tiempo de colonizacién. C: Tasa constante de produccién de gas.



TABLA 9. DIGESTIBILIDAD DE NUTRIENTES IN VITRO Y pH.

Aditivo Dosis (ul/0.5g MS) pH a diferentes horas Digestibilidad, g
2 4 8 12 24 MS MO
Control 0 7.09cdefgh 6.92ij 6.97de 7.20bcde 7.04def 491.43ab 480.45ab
Al 1 6.97hi 6.95ghij 6.92e 7.01de 6.97ef 471.78abc 437.24abcde
3 6.99ghi 6.92ij 6.96e 7.00de 6.96ef 362.28ef 334.54de
5 6.98hi 6.93ij 6.97e 7.02de 6.98ef 460.89abcde 423.69abcde
ASI 1 6.99ghi 6.90j 6.92e 6.97e 6.95f 514.27a 505.83a
3 6.95i 6.94hij 6.92e 7.04de 6.96f 404.36bcdef 384.96bcde
5 7.01ghi 7.20bcde 7.01de 7.19bcde 7.26¢cd 371.73cdef 350.90cde
AH 1 7.06defghi 7.21bcde 6.99de 7.09cde 7.24cde 464.33abcde 327.09e
3 7.03fghi 7.25abc 7.02de 7.13cde 7.04def 399.70bcdef 402.99abcde
5 7.03fghi 7.29ab 7.02de 7.07de 7.40bc 376.05cdef 375.50bcde
AM 1 7.04efghi 7.09cdefghi 7.01de 7.15bcde 7.36bc 353.76f 451.26abcd
3 7.04efghi 7.04efghij 7.01de 7.10cde 7.40bc 421.72abcdef 392.75abcde
5 7.02ghi 7.06defghij 7.05de 7.11cde 7.46bc 416.69abcdef 362.53bcde
BC 1 7.02ghi 7.02fghij 6.99de 7.15bcde 7.35hc 438.77abcef 414.07abcde
3 7.17abcdef 7.13bcdefg 7.16¢cd 7.29bcd 7.60b 431.30abcdef 414.46abcde
5 7.12bcdefg 7.13bcdef 7.37ab 7.04de 7.62ab 472.16abc 463.62abc
MSA 1 7.21abc 7.12bcdefg 7.40ab 7.11cde 7.60800b 443.65abcdef 422.88abcde
3 7.17abcde 7.04efghij 7.35abc 7.17bcde 7.60b 446.60abcdef 431.18abcde
5 7.29% 7.40a 7.54a 7.61a 7.89% 466.00abcd 453.94abc
MCA 1 7.24ab 7.23abcd 7.34bc 7.39abc 7.61ab 405.24bcdef 386.44bcde
3 7.18abcd 7.15bcdef 7.31bc 7.44ab 7.49bc 368.18def 344.91cde
5 7.20abc 7.11cdefgh 7.33bc 7.24bcde 7.57b 400.93bcdef 380.28bcde
EEM 0.02626093 0.03329073 0.03702456 0.05848543 0.05284110 19.678239 22.815940
Valor P <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

A,b Medias dentro de una columna seguida por la misma letra no son significativamente diferentes en P=0.05. MS: materia seca, MO: materia organica, pH, Control: Dieta testigo, Al: Dieta
con 1, 3y 5 % de extracto de Albizia lophanta, ASI: Dieta con 1, 3y 5 % de aceite de sacha inchi. AH: Dieta con 1, 3 y 5 % de extracto de Acacia hayesii, AM: Dieta con 1,3 y 5 % de extracto
de Acacia melanoxylon, BC: Dieta con 1, 3y 5 % de extracto de baba de cacao, MSA: Dieta con 1,3 y 5 % de la mezcla de extractos sin el aceite de sacha inchi, MCA: Dieta con 1,3y 5 % de
la mezcla de los extractos mas el aceite de sacha inchi, EEM: error estandar de la media.
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5.2. DISCUSION

5.2.1. Produccion de gas, metano y CO2 in vitro.

En la presente investigacion al adicionar aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis) y
extracto de Albizia lophanta en cantidades bajas (1 ul/0.50g MS) respectivamente,
muestran un efecto positivo disminuyendo la produccion de gas y metano. En cuanto
al efecto encontrado en la dieta con extracto de Albizia lophanta se dio probablemente
a la presencia de compuestos secundarios como taninos y fenoles totales como
mencionan Wischer et al. (2013). La caracteristica principal de los taninos es su
capacidad para formar complejos reversibles con las proteinas y carbohidratos
(Orlandi et al., 2015). Esto podria disminuir la degradabilidad de algunos nutrientes
de la dieta, inhibir la actividad enzimatica, reducir las poblaciones de protozoarios o
de bacterias celuloliticas y en consecuencia disminuir la produccion de metano
corroborando con lo mencionado por Rodriguez et al. (2014). Mientras que el efecto
encontrado en la dieta con adicion de Sacha inchi puede deberse a los compuestos
activos que contienen los aceites esenciales como los terpenoides que tienen accién
contra bacterias metandgenas inhibiendo su crecimiento (Delaquis et al., 2002).
Ademaés, Calsamiglia et al. (2007) sefiala que la biohidrogenacion de los &cidos grasos
insaturados, reduce la proporcién de acetato e incrementa la de propianato

disminuyendo la metanogénesis.

5.2.2. Digestibilidad de nutrientes in vitro y pH.

La mejor digestibilidad se observo en la dieta con Sacha inchi (Plukenetia volubilis) a
dosis de 1 pl/0.50g MS), este resultado se dio probablemente a los efectos positivos
que tiene la inclusion de aceites esenciales sobre la digestibilidad del alimento como
lo menciona Yang et al. (2007) que se dan por dos razones; primero, se reduce la
degradacion de la proteina en el rumen al inhibir la proliferacion de bacterias

productoras de nitrdgeno amoniacal o proteoliticas, y segundo, reduce la degradacion



de almidones como respuesta a la inhibiciébn de microorganismos amiloliticos,
favoreciendo en cantidad el flujo de estos dos nutrientes al intestino. Sin embargo,
dosis altas de aceites esenciales decrecen la digestibilidad de MS, atribuible esto a la
disminucion de la digestibilidad de la fibra a nivel ruminal Yang et al. (2014). Por otra
parte, los extractos de plantas leguminosas presentaron una menor digestibilidad.
Kozloski et al. (2012) reporta que las leguminosas tienen altas concentraciones de
taninos condensados (TC) los cuales tienen alta afinidad por las proteinas,
carbohidratos y otros constituyentes de las plantas, afectando notablemente la

digestibilidad de los nutrientes.

El pH ruminal mas optimo se presentd en dieta con ASI a dosis de 1 pl/0.50g MS
(Tabla 9) probablemente este resultado se debe a que los aceites esenciales se
encuentran en un estado no disociado y por lo tanto en forma hidrofébica (Calsamiglia
et al., 2010). Ademas, Benchaar et al. (2007) reporta que los aceites esenciales en un
pH ligeramente &cido interactian de forma mas facil con las membranas microbianas
y por tanto modifican la poblacion ruminal, la proporcion y la produccion de AGVs

que impacta sobre los perfiles de produccién de metano.

33



CAPITULO VI

6.1. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de esta investigacién podemos concluir que la adicion de aceite
de Sacha inchi (Plukenetia volubilis) 1% y extracto de Albizia lophanta 1%, mejora la

digestibilidad, estabiliza el pH y reduce la emisidn de gases de efecto invernadero.
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6.3. ANEXOS

ANEXO 1. PREPARACION DE EXTRACTOS

Recoleccion de hojas frescas (Albizia
lophanta)

Semillas de sacha inchi (Plukenetia
volubilis)

Incubacién y filtracidn de los extractos

Obtencidn de los extractos

ANEXO 2. PREPARACION DE SALIVA ARTIFICIAL

Preparacion de una solucion bufer

Flujo continuo de CO2 en bafio maria a
una temperatura de 39.5 °C.
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ANEXO 3. EXTRACCION DE LIQUIDO RUMINAL

Colocacién de liquido ruminal en fundas
para transportar al laboratorio.

Colocacion de liquido ruminal en bafio

Maria.

ANEXO 4. PRODUCCION DE GAS

Adicion de extractos vegetales con las
micropipetas

Incubacion de las botellas en la estufa a
39.5°C

medicion de la presion de gas y el
volumen
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CAPITULO VII
PROPUESTA

7.1. DATOS INFORMATIVOS

Tema: Recomendar la adicion de extracto de Albizia lophanta y aceite de Sacha inchi
(Plukenetia volubilis) a dosis de 1 ul/0,500 g MS respectivamente en la dieta fibrosa
de bovinos para mejorar la digestibilidad ruminal permitiendo aprovechar de mejor
manera los carbohidratos y la proteina, estabiliza el pH interactiando de forma mas
facil con las membranas microbianas y por tanto modificando la poblacién ruminal y

por ende reduce la emision de gases de efecto invernadero.

7.2. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

Calsamiglia et al. (2010) manifiesta que los cientificos se han interesado en evaluar
alternativas para controlar la poblacion microbiana y modular la fermentacion ruminal
mediante el uso de acidos organicos, extractos de plantas, pro bioticos entre otros. Los
extractos de las plantas contienen compuestos secundarios como taninos, saponinas y
aceites esenciales que pueden modificar la fermentacion ruminal sin dejar residuos
Kim et al. (2012). Siendo una alternativa para disminuir las emisiones entéricas de

metano y mejorar el metabolismo en los rumiantes (Naumann et al., 2013).

Goel et al. (2015) indica que los taninos son compuestos flavonoides solubles en agua
que se encuentran en los tejidos de vegetales como las acacias que son leguminosas de
paises tropicales con un alto contenido de taninos y pueden ser utilizados en la
alimentacion. Por otra parte, Wischer et al. (2013) sefiala que, los taninos forma
complejos con carbohidratos, proteinas e incluso con enzimas, lo que provoca una
reduccion en la biodegradacion ruminal. Sin embargo, los rumiantes han desarrollado
un mecanismo de adaptacién contra taninos a través de un ecosistema microbiano que
habita en el tracto gastrointestinal dando un efecto positivo sobre la energia y la

utilizacion de la proteina en el rumen (Hassanat y Benchaar, 2013).

7.3. JUSTIFICACION

La adicion de Albizia lophanta y aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis) en
cantidades bajas (1% respectivamente) en la dieta del ganado bovino pueden modificar
la fermentacion ruminal in vitro disminuyendo la produccion total de gas. Este efecto

se debe probablemente a la presencia de compuestos secundarios como taninos que
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tienen la capacidad de formar complejos reversibles con las proteinas y por lo tanto
disminuir la degradabilidad de algunos nutrientes de la dieta, inhibir la actividad
enzimatica, disminuir las poblaciones de protozoarios o de bacterias celuliticas y en
consecuencia disminuir la produccién de metano un potente gas de efecto invernadero.
Mientras que el efecto del Sacha inchi se debe a los compuestos activos que contienen
los aceites esenciales como los terpenoides que tienen accion contra bacterias
ruminales (optimizando la utilizacion de la proteina). Otra razon para disminuir el
metano es biohidrogenacion de los acidos grasos insaturados, reduce la proporcion de
acetato e incrementar la de propionato. Ademas, la adicion de &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga disminuye la metanogénesis porque se convierte en

una alternativa metabdlica para el hidrogeno.

Este proyecto sugiere adicionar a una dieta balanceada el 1% de extracto de Albizia
lophanta y aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis) para disminuir la produccion
de gases de efecto invernadero que representa pérdidas econdmicas para el productor,
ya que una disminucion de metano del 25 % en los rumiantes puede resultar en
incrementos de 1 litro de leche al dia en vacas altas productoras, y de 75 g/dia de
incremento de peso en bovinos productores de carne. Ademas, mejora la digestibilidad
y estabiliza el pH. Por tanto, se justifica el uso de extracto de Albizia lophanta y aceite

de sacha inchi a dosis bajas 1% respectivamente.

7.4. OBJETIVOS
7.4.1. Objetivo general

Evaluar la influencia de extractos vegetales y aceite de Sacha inchi sobre la

fermentacion ruminal in vitro.
7.4.2. Objetivos especificos

e Determinar los limites de inclusion (1, 3, 5 ul/ 0.5 g de dieta) de extractos
vegetales (Albizia lophanta, Acacia hayesii, Acacia melanoxylon, mucilago de
Theobroma cacao) y aceite de Plukenetia volubilis.

e Analizar el proceso de fermentacion ruminal in vitro de acuerdo a cada extracto

vegetal y aceite de Sacha inchi.
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7.5. ANALISIS DE FACTIBILIDAD

Este proyecto es totalmente factible en lo econdmico, ambiental y social, al permitir
aprovechar el uso de extractos de plantas no convencionales que tienen compuestos
secundarios para mejorar la fermentacion ruminal y disminuir los gases efecto
invernadero que producen los bovinos. Ademas, reducir los costos de produccion y

mejorar el rendimiento productivo de los ganaderos.

7.6. FUNDAMENTACION

La necesidad de mejorar la productividad ganadera y disminuir los gases de efecto
invernadero ha llamado la atencién de muchos investigadores a buscar alternativas
para suplir estas necesidades sin dejar residuos en el producto final como la leche y la
carne que pongan en riesgo la salud humana, la utilizacion de productos naturales
como extractos de plantas no convencionales es una alternativa ya que gracias a sus
compuestos secundarios optimizan el uso de forrajes por parte del animal mejorando
la produccién ganadera, por otra parte la demanda de alimentos de origen animal de
leche y carne se han incrementado desde hace varios afios a nivel mundial, por lo cual
es necesario desarrollar tecnologias que ayuden a los productores ganaderos a mejorar
eficientemente sus explotaciones ganaderas y poder consolidarse en el mercado
nacional e internacional garantizando la seguridad alimentaria del consumidor.
Ademas, el uso de alimentos no tradicionales y propios de nuestro medio es una

ventaja ya que no compite con la alimentacion humana.

7.7. METODOLOGIA

. Inclusién de extractos vegetales y aceite de Plukenetia volubilis a la dieta.
. Evaluacidn de digestibilidad de Materia seca y Materia organica.
. Determinacion de fermentacion y produccion de gas.

7.8. ADMINISTRACION
La administracion de esta investigacion estara a cargo de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.

7.9. PREVISION DE LA EVALUACION
Se recomienda realizar la evaluacién del proyecto para que los resultados sean

confiables, y los mismos publicados en beneficio de los productores de nuestro pais.
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