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RESUMEN: La adicion de aceites vegetales ricos en acidos grasos de cadena
larga (AGCL) a las dietas para rumiantes se ha propuesto como alternativa para
disminuir las emisiones de metano (CH4) y aumentar los niveles de acido linoleico
conjugado (ALC) en la leche y la carne, que estd mediado por la produccion a acido
transvacénico (ATV) en el rumen. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
adicion de aceite de girasol en proporciones de 0%, 1% y 3% (con base en MS) a
substratos de fermentacionin vitro (técnica de produccion de gas): pasto Kikuyo
(Pennisetum clandestinum) o pasto Ryegrass (Lolium perenne), sobre la cinética de
produccion de gas, la produccion de CHy, la concentracion de acidos grasos volatiles
(AGV), la produccion de ALC y ATV y otros acidos grasos de cadena larga (AGCL).
La adicién de aceite de girasol (1% y 3%) no disminuy¢ la produccion de gas (A) ni la
tasa de produccion de gas (c); sin embargo, si aumento el tiempo de retardo en el inicio
de la produccion de gas (0,042, 0,425 y 0,564 h para control, 1% y 3%,
respectivamente; P<0,001). La adicion de aceites tampoco redujo la produccion de
CH4. No obstante, la adicion de aceite increment6 ligeramente el porcentaje de acido
propionico (22,0, 22,5 y 22,6% para control, 1% y 3%, respectivamente; P<0,05). La
proporcion de acido linoleico conjugado (ALC) no varidé como consecuencia de la
adicion de aceite, pero la proporcion de acido transvacénico (ATV) si se incrementd
significativamente en respuesta a la adicion el aceite (13,4, 16% y 21,8% para control,
1% y 3%, respectivamente; P<0,01). La inclusion de aceite de girasol a niveles del 1 y
3% sobre la materia seca aument6 la produccion de ATV a nivel ruminal sin afectar
negativamente las variables que caracterizan la fermentacion ruminal.

Palabras clave: acido linoleico, fermentacion ruminal, nutracéuticos, reduccion de
metano
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In vitro effect of sunflower oil (Helianthus Annuus L.) on transvacenic acid and
long chain fatty acid pattern in ruminal digesta

ABSTRACT: The addition of vegetable oils rich in long chain fatty acids
(LCFA) to ruminant diets has been proposed as an alternative to reduce methane (CH4)
and increase levels of conjugated linoleic acid (CLA) in milk and meat, that is preceded
by the production of transvacenic acid (TVA) in the rumen. The objective of this study
was to evaluate the effect of the supplementation of sunflower oil in proportions of 0%,
1% and 3% (DM bases) to in vitro fermentation substrates (gas production
technique): Pennisetum clandestinum or Lolium perenne, on the kinetics and total gas
production, CH4 production, concentration of volatile fatty acids (VFA), production of
CLA and TVA and the pattern of long chain fatty acids (LCFA). Addition of sunflower
oil (1% and 3%) did not decrease gas production (A) or gas production rate (c);
however, it increased the time delay to start fermentation (L, 0.042, 0.425 y 0.564 h for
control, 1% y 3%, respectively; P<0.001). Oil addition also did not reduce production of
CH4. Nevertheless, it slightly increased the percentage of propionic acid (22, 22.5 y
22.6% for control, 1% y 3%, respectively; P<0.05). The proportion of conjugated
linoleic acid (CLA) did not change because of the supplementation of oil, but the
proportion of transvacenic acid (TVA) increased significantly in response to the
addition of oil (13.4, 16% y 21.8% for control, 1% y 3%, respectively; P<0.01). The
inclusion of sunflower oil at levels of 1 and 3% of the dry matter increased ruminal
production of TVA without affecting negatively the variables that characterize the
ruminal fermentation.

Key words: linoleic acid, ruminal fermentation, nutraceuticals, reduction of methane

Introduccion

En la actualidad se observa que los consumidores de alimentos de origen bovino
muestran tendencia a substituir dichos alimentos por otros con menor cantidad de
lipidos saturados y colesterol, y a considerar que esta fuente de lipidos conduce
necesariamente a presentacion de enfermedades cardiovasculares y a la tumorigénesis;
sin embargo, un componente de este lipido, el 4cido linoleico conjugado (ALC) ha
mostrado actividad anticarcinogénica en ratas (Corl et al., 2001) y en humanos (Belury,
2002; Dilzer & Park, 2012). También es un buen agente antiarteriosclerdtico,
antiinflamatorio, antidiabético y potenciador del sistema inmune (Dilzer & Park, 2012)
e inhibe la sintesis de acidos grasos, reduciendo la acumulacion de grasa corporal en
individuos con sobrepeso (Weiss et al., 2004; McCrorie et al., 2011).

El ALC se origina en el rumen como resultado de la biohidrogenacion incompleta del
acido linoleico y del acido linolénico de origen alimentario (Kepler et al., 1966; Toral et
al., 2016; Palmquist, 2007); aunque también puede sintetizarse endégenamente en la
glandula mamaria a partir del acido transvacénico (ATV) que también aparece en el
rumen como producto de la biohidrogenacion incompleta de los acidos grasos CI18
poliinsaturados (Corl et al., 2001; Gomez-Cortes et al., 2011; Prieto-Manrique et al.,
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2016b). Por lo tanto, la presencia del ALC en los alimentos de origen bovino depende
de las condiciones de alimentacion de los animales (Mele et al., 2006; Prieto-Manrique
et al., 2016a) y estd estrechamente relacionada con la composicion en acidos grasos de
los alimentos ingeridos. Se considera que los suplementos lipidicos con altos contenidos
de 4cido linoleico y alfa-linolénico (como los procedentes de semillas de soya, algodon,
girasol, lino, cartamo y colza) son los mas indicados para aumentar el ALC en leche
(Khanal & Dhiman, 2004).

Adicionalmente, se ha documentado que en los rumiantes el aumento en el consumo de
dichos acidos grasos es ambientalmente relevante debido a que pueden inducir la
disminucién en la produccion de metano (CHy) ruminal (Beauchemin et al., 2009; Jalc
et al., 2007; Toprak, 2015) hasta en un 50% (Machmiiller et al., 1998), y que la
depresion en la produccion de CHy4 es mayor cuando aumentan las instauraciones en los
acidos grasos C:18 (Cosgrove et al., 2008). El interés por reducir la emision de metano
esta dado por su mayor potencia para generar calentamiento global (21 veces mayor que
el CO,) (IPCC, 2007) y porque constituye entre 50 a 80% de la huella de carbono de los
alimentos provenientes de los rumiantes (Moss et al., 2000; Flachowsky & Kamphues,
2012); también porque éste constituye una pérdida de la energia consumida de entre 4 y
10% con extremos de 2 a 15% (Patra & Yu, 2013).

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la adicion de aceite de girasol
(Helianthus annuus L.) sobre la produccion de ALC y de ATV, y de CHyen las
condiciones de ambiente ruminal provocadas por pastos propios de trépico frio.

Materiales y Métodos

El trabajo se desarroll6 usando la técnica de produccion de gas (Elghandour et al., 2015;
Lopez et al., 2007; Theodorou et al., 1994).

Substrato de fermentacion: se utilizaron como substratos de fermentacion dos pastos de
tropico frio: Kikuyo (Pennisetum clandestinum) y Ryegrass (Lolium perenne); de cada
uno de ellos se recolectaron tres muestras independientes (500 g), en estado de
prefloracion y usando un método de muestreo que imitaba en la altura el patron de
consumo exhibido por los animales en los lotes aledafos recién pastoreados.

La mitad de cada muestra (250 g) de pasto fue picada (5 cm), congelada (-26°C),
liofilizada, molida (1 mm) y usada como substrato de fermentacion; la otra porcion (250
g) fue usada para determinar materia seca (MS) mediante secado en horno (marca MRC
de la serie DNI-50) a 60°C con pesajes cada 24 horas hasta obtener peso constante y
luego fue sometido al andlisis bromatolégico mediante las técnicas analiticas
convencionales de la AOAC (AOAC, 1999) (MS método ID 934.01, proteina bruta
método ID 984.13 y fibra detergente neutro (Van Soest et al., 1991).

Tratamientos: los tratamientos estuvieron determinados por el forraje y la proporcion
de aceite de girasol: 1% y 3% de la MS o sin adicion, asi:
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1. Kikuyo (Pennisetum clandestinum) sin aceite

2. Kikuyo (Pennisetum clandestinum) con 1% de aceite de girasol
3. Kikuyo (Pennisetum clandestinum) con 3% de aceite de girasol
4. Ryegrass (Lollium perenne) sin aceite

5. Ryegrass (Lollium perenne) con 1% de aceite de girasol

6. Ryegrass (Lollium perenne) con 3% de aceite de girasol

El aceite de girasol comercial se mezcld con los forrajes 24 h antes del inicio de la
fermentacion. Luego se puso el substrato de fermentacion (0,5 g de MS) dentro de
botellas (FIC-5 de 100 ml) previamente rotuladas, que fueron almacenadas a -4°C hasta
iniciar la inoculacion. Las botellas se prepararon por cuadruplicado: dos de estas
botellas se incubaron por 144 horas para determinar la cinética de fermentacion, las
otras dos botellas se incubaron por espacio de 24 horas para determinar el perfil de
acidos grasos de cadena larga (AGCL) y los acidos grasos volatiles (AGV).

Disefio experimental y andlisis estadistico: El diseno experimental utilizado fue el
completamente al azar con arreglo factorial 2 x 3 (dos pastos y tres niveles de adicion de
aceite: 0, 1 y 3% de la MS).

El modelo de analisis estadistico fue el siguiente:

yijk =+ oi + Bj + af (i) + eijk,

donde yijk es cada observacion individual, u es la media, ai es el efecto del factor pasto
(Kikuyo o Ryegrass), flj es el efecto del nivel de inclusion de aceite, afi(ij) es la
interaccion entre ambos factores y &ijk es la varianza o error residual.

Fuente del inoculo de fermentacion: la fuente del in6culo de fermentacion (liquido
ruminal) se obtuvo de dos bovinos cebu provistos de una canula ruminal (Preston, 1995)
y pastoreando una pradera de Kikuyo y Ryegrass (75% y 25%), solo se suplement6 con
sal mineralizada. El in6culo se obtuvo en horas de la mafnana (rumen lleno) mediante la
extraccion manual del material pastoso presente en la porcion ventral caudal y ventral
craneal de la cavidad ruminal, dicho material se filtré6 usando gasa aséptica y se recogio
el liquido resultante en recipientes isotérmicos de 2 L para su trasladado al laboratorio.

En laboratorio, el liquido ruminal se filtr6 una vez mas, se dispuso en vasos de
precipitado (1 L) y se mantuvo a 39°C y gaseado con CO, hasta el momento de la
inoculacion.

Medio de cultivo: la preparacion del medio de cultivo se hizo utilizando una mezcla de
diluciones de macrominerales y microminerales, dilucion buffer, diluciéon reductora y
resazurina en un medio anaerobio conseguido mediante la saturacion de la mezcla con
CO2 (Menke & Steingass, 1988).

La dilucion de macrominerales se prepard con 4,2 g de fosfato de sodio anhidro
(Na2HPO4- Lab. CARLO ERBA), 4,6 g de fosfato de potasio anhidro (KH,PO4 — Lab.
CARLO ERBA) y 0,4 g de sulfato de magnesio (MgSO4 7H,O — Lab. CARLO ERBA)
en 741,1 ml de agua destilada. La dilucion de microminerales estuvo compuesta por
0,049 g de cloruro de calcio (CaCl, 2H,0 — Lab. CARLO ERBA), 0,037 g de cloruro de
manganeso (MnCl, 2H,0 — Lab. MERCK), 0,004 g de cloruro de cobalto (CoCl, 6H,O
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— Lab. SCHARLAU) y 0,030 g de cloruro de hierro (FeCl3 6H20 — Lab. MERCK) en
3,7 ml de agua destilada.

La soluciéon buffer fue preparada a partir de 0,004 g de carbonato de amonio ((NHy)
HCO; — Lab. CARLO ERBA), y 0,218 g de bicarbonato de sodio (NaHCO; — Lab.
CARLO ERBA) en 741 ml de agua destilada. La resazurina se mezcl6 a razén de 0,004
g (C1,H¢NNaO4 — Lab. PANREAC) con 3,7 ml de agua destilada.

Finalmente se elabor6 la dilucién reductora, compuesta de 0,926 g de hidrocloruro de
cisteina (C3HgCINO,S*H,0 — Lab. MERCK), 5,929 ml de hidroxido de sodio (1N)
(NaOH — Lab. CARLO ERBA) y 0,926 g de sulfuro de sodio (Na,SoH,O- Lab. CARLO
ERBA) en 148,2 ml de agua destilada. Para su preparacion se us6 una botella de vidrio
de 5 L puesta sobre una placa de calentamiento a 39°C con agitacién magnética (WISD
—MSH-20D) y sometida a gaseado con CO,.

Luego de tener la solucion reductora homogenizada y a 39°C, se adicionaron los
macrominerales, microminerales, resazurina y dilucion buffer; y se mantuvo en la placa
de calentamiento con agitacion y gaseado con CO2 hasta que el medio de cultivo tomo
un color rosado brillante que indica su saturacion con el gas (aprox. 2 h).

Inoculacion: poco antes de la incubacion los frascos con substrato se precalentaron a
39°C usando la incubadora. Luego mediante el uso de una jeringa a cada frasco se le
adicion6 40 ml de medio de cultivo y 10 ml de liquido ruminal, se gase6 con CO,y
luego se selld con el tapon de caucho y el agrafe de aluminio. Después se picharon las
botellas (aguja calibre 20 de 1 pulgada), para equilibrar las presiones interna y externa,
se agitaron con suavidad y se ubicaron en bandejas metalicas dentro de la incubadora
(39°C).

Muestreos: como se menciond, dos de las botellas preparadas por cuadruplicado se
incubaron por 144 horas, a éstas se les realizd un seguimiento de la produccion de gas y
de la presion (PSI) a las 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 29, 34, 44, 56, 68, 83, 98, 120 y 144
horas post incubacion. En cada ocasion se registro la hora de inicio y de finalizacion de
la medicion. Para la medicion de presion se usod un equipo DELTA -2304-0, equipado
con una sonda de presion relativa DTP-704-2BGI, que se acopld a una llave de tres vias
a la cual también se acoplaron una aguja (referencia 20G de 1 pulgada), para pinchar a
través de los tapones de los frascos y obtener la lectura de la presion, y una jeringa de
(20 ml) de para extraer el gas y determinar su volumen. El gas obtenido en cada lectura
se fue depositando dentro de bolsas herméticas hasta la lectura de 48 h, momento en que
se tom6 una muestra de gas (12 ml) y se depositd en tubos de 10 ml con vacio
(VACUETTE) hasta la realizacion del analisis de CH4. Luego de obtener las lecturas de
presion y volumen de gas, las botellas se agitaron y luego se regresaron a la incubadora
hasta la siguiente lectura.

Con la segunda pareja de botellas preparadas por cuadruplicado se sigui6d este mismo
procedimiento para la lectura de presion y obtencion de gas, pero solo durante las
primeras 24 h de incubacion. En ese momento las botellas fueron destapadas para
obtener una muestra de su contenido (40 ml), que se deposit6 en tubos FALCON (marca
Fisher Brand) de 50 ml, donde se mantuvo hasta la realizacion del analisis de acidos
grasos de cadena larga (AGCL, incluidos ALC y ATV). También se obtuvo una muestra
de 3 ml de contenido de cada botella que se depositdé en tubos de ensayo de 6 ml

©Universidad de Caldas 41



g

\'/, Veterinaria y Zootecnia ISSN 2011-5415 Vol 11 No.1, enero - junio de 2017

(VACUETTE) y se uso6 para el andlisis de acidos grasos volatiles (AGV). Tanto las
muestras para analisis de AGCL como las muestras para AGV se conservaron a -20°C;
las muestras de gas se conservaron a temperatura ambiente.

Determinacion de la cinética de produccion de gas: se hizo a partir de los datos de
produccion acumulada de gas previa correccion por blancos y tiempo de incubacion, los
datos se ajustaron (individualmente para cada botella) al modelo exponencial:

G=A (1-e°"D)
donde:

“G” es la produccioén acumulada de gas (ml)

“A” es la produccion de gas a partir de la fermentacion (ml)

“c” es la tasa de produccion de gas

“L” (Lag) es el tiempo en horas antes de iniciar la produccion de gas.

Para el ajuste de las curvas de produccion de gas se utilizo el programa SAS.

Determinacion de metano: en las muestras de gas se determind la concentracion de
CH,4 mediante cromatografia de gases, para ello se usaron una columna STABILWAX-
DA con limites de temperatura: 40 a 240/250°C longitud: 30 m ID: 0,53 mm df (um):
1.00 um, marca RESTEK; y un detector de ionizacion de llama FID Marca Agilent HP
modelo 3890, el gas de arrastre (helio) tuvo un flujo de 24 ml/min. El contenido de
CHj; se determin6 mediante calibracion externa, usando una mezcla de gases certificada.
Las pruebas se desarrollaron usando un equipo de cromatografia de gases-masas marca
Shimadzu GC Modelo 2010, con un inyector Shimadzu AOC — 20i y un espectrometro
Shimadzu GCMSQP2010.

Determinacion de dcidos grasos de cadena larga: para el analisis de dcidos grasos de
cadena larga del liquido ruminal, se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:

1. Extraccion: luego de liofilizar 40 ml de la muestra de liquido ruminal se tomaron
500 mg, se sometieron a extraccion utilizando cloroformo y metanol (2:1) (Bligh &
Dyer, 1959) y se obtuvieron los 4cidos grasos utilizando un rotavapor.

2. Derivatizacion: la volatilizacion de los acidos grasos (formacion de su metiléster),
necesaria para su analisis mediante cromatografia de gases, se hizo utilizando trifluoro
de boro en metanol (acido de Lewis) (Christie, 1990).

3. Cromatografia de gases: el analisis de AGCL se realiz6 por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, empleando una columna CP-Sil 88 de 100 m. La
identificacion de los AGCL se hizo utilizando el estandar FAME mix 37 de Supelco y
los estandares en forma acida de ALC y ATV (Gomez-Cortes et al., 2008).

Determinacion de dacidos grasos voldtiles (AGV): para hacer la determinacion de AGV
(acético, propionico, butirico), se empled un total de 0,8 ml de la muestra de liquido
ruminal dispuesta para ello; se prepard para un analisis de cromatografia de gases,
mediante la adicion de 0,5 ml de una solucién con 20 g/L de 4cido metafosforico y 4
g/l de acido croténico (usado como estandar interno) en acido clorhidrico 0,5 N.
Adicionalmente, se us6 un estandar externo con los acidos: acético, propidnico, butirico,
isobutirico, pentanoico, isopentanoico y hexanoico, este se usdé como patroén externo con
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el cual se establecio la curva de calibracion de cada AGV. El andlisis se hizo usando
cromatografia de gases con detector FID con una columna semicapilar, TR-FFAP, 30 m
x 0,53 mm x 1 m (Supelco, USA) (Garcia-Gonzalez et al., 2008).

Resultados y Discusion

Contenido de PB y FDN en los pastos: ¢l pasto Kikuyo present6 niveles de proteina
bruta (PB) de 19,4% y de fibra detergente neutra (FDN) de 55%, correspondiéndose con
la literatura, donde se registran valores de PB de 15,4% a 27,1% y de FDN de 51,7% a
66,9% (Correa et al., 2009). El Ryegrass tuvo PB de 19,7% y FDN de 49,7%, valores
ligeramente superiores a los presentados por Estrada (2002), quien registra valores de
PB y FDN de 16,9% y 45,7%, respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis del pasto Kikuyo (Pennisetum clandestinun) y del pasto Ryegrass

{Lolium perenng).

Pasto Mitrogeno total  Proteina bruta  FDN

(%) (%) (%)
Kikuyo (Penniseturm clandesstinum) 31 19.3 53,0
Ryegrass (Lolium perennel 3.2 19.7 487

FON= fibra detergente neutra

Cinética de fermentacion: Los parametros de la cinética de produccion de gas se
presentan en laTabla 2. En el caso de los pastos, se observaron diferencias
significativas (P<0,001) para todas las variables: produccion maxima de gas (A), tasa de
fermentacion (¢) y tiempo de retardo (L). El pasto Kikuyo fue el forraje de mayor
produccion acumulada de gas (A). Una elevada produccion de gas estd asociada
principalmente a un alto contenido de proteina bruta, un moderado contenido de FDN
(inferior al 60%) y una baja proporcion de lignina (Sanchez et al., 2005) (Li & Meng,
2006). Sin embargo, el Kikuyo tuvo menor tasa de fermentacion (c¢) lo cual puede estar
asociado a su mayor contenido de FDN, y a una correspondiente y eventual menor
proporcion de carbohidratos no estructurales (CNE) de facil fermentacion (Sanchez,
Arreaza & Abadia, 2005); se ha registrado que el pasto Kikuyo contiene 13,4% de CNE,
que frente a 22% de pastos como el Brachiaria decumbens, le hacen un sustrato de mas
lenta tasa de fermentacion (Correa, Pabon & Carulla, 2009). Contrario a lo esperado
dada su calidad, con un contenido de FDN inferior al pasto Kikuyo, el pasto Ryegrass
produjo menos gas. Sin embargo, su tasa de fermentacion fue notablemente mayor
(0,057 vs 0,038) y tuvo menor tiempo de demora antes del inicio de la degradacion. Lo
que podria indicar que en esta pastura la colonizacion bacteriana del substrato es mas
eficiente.
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Tabla 2. Farametros de la curva de produccion de gas in witro.

A C L
mlig MS {horas)
Pastos
Kikuyo 3225 0.038 0,619
Ryegrass 3022 0.057 0.069
= - - s
DS 307 0.001 0,097
Aceite
Aceite girasal 0% 3120 0.046 0.042
Aceite girasol 1% 3122 0,049 0,425
Aceite girasol 3% 313.0 0,048 0,564
F= NS ¥ -
CMS 461 0.001 0.11%

WS, no significative, ™ (P< 0.05); = (P< 0.01); = (P< 0,001},
A= Produccion maxima de gas (mllg MS). o= Tasa de fermentacion (milfh), L=

Tiempo de retardo {Lag) (h). DMS= Diferencia minima significativa

Respecto a la adicion de aceite de girasol, no se observaron diferencias entre los tres
niveles de inclusion (0%, 1% y 3%) en cuanto a la variable de produccion de gas (A), es
decir que la adicién de aceite no afectdé negativamente la fermentacion. Lo cual
corresponde con el hecho que el efecto negativo de las grasas sobre la fermentacion
depende del tipo de grasa y con niveles de grasa superiores al 6% MS de dieta
(Broudiscou et al., 1994). Hervas et al. (2001), tampoco observaron in vitro efecto
negativo de bajos niveles de suplementacion lipidica (1 y 2%) e incluso observaron
aumento con el 2% de adicidén de aceite. Por otro lado, la adicién de aceite si alterd
(P<0,05) la tasa de produccion de gas(c): fue mayor con el 1% de aceite de girasol,
seguido por el de 3% de aceite y menor en el control sin aceite; Hervas et al. (2001)
también observaron alteracion de la tasa de produccion de gas debido a la adicion de
aceite (34,5 ml/h, 30,6 ml/h y 40,3 ml/h con niveles de adicion de 0,150 y 300 mililitros
de grasa en 14 gramos de pasto). Al mismo tiempo se observo un aumento significativo
(P<0,001) en el tiempo de demora para el inicio de la produccion de gas: la adicion de
aceite hizo que la demora pasara de 0,04 h a 0,42 h y 0,56 h con la adicion de aceite al 1
y 3%, respectivamente, efecto que también ha sido registrado con anterioridad (Arenas
etal., 2010; Patra & Yu, 2013).

Produccion de metano (CHy): la produccion total y el porcentaje de CHy en relacion al
gas producido a 24 y 48 horas de fermentacion in vitro se muestran en la Tabla 3. Solo
se observaron diferencias significativas (P<0,01) en la produccién y en el porcentaje de
CHy a las 24 h postincubacion. En este tiempo, el pasto Ryegrass produjo mayor
cantidad de metano (27,2 ml/g MS) que el pasto Kikuyo, pero ambos pastos tuvieron
igual concentracion de CHy; por lo tanto, la mayor produccién de metano del pasto
Ryegrass a las 24 horas de incubacion estuvo determinada por su considerablemente
mayor tasa de produccion gas que la del pasto Kikuyo, que determina a su vez una
mayor produccién de gas total a las 24 horas de incubacion. Sin embargo, se ha
estimado que las gramineas C4 (Kikuyo) producen mas metano (hasta 14,3%) por
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unidad de energia digestible que las especies de clase C3 (Ryegrass) y esto se atribuye a
una mayor proporcion de celulosa y lignina en las primeras (Vargas et al., 2012).

Tabla 3. Produccidn de metano (mligMS y %) a las 24 v 48 horas de incubacion.

CHs-24h CHs-48 h %2 CH4 % CHy
mlig MS mlig MS 24 h 48 h
Pasto
Kikuyo 228 51,3 12.0 228
Ryegrass 272 58.5 12,1 20,6
F= - NS NS NS
OMS 0.63 1,253 1,52 420
Aceite
Aceite girasol 0% 225 584 11.0 212
Aceite girasal 1% 271 G2.3 12,8 224
Aceite girasal 3% 254 59.0 12.5 216
= * NS ¥ NS
OMS 077 1,53 1,87 5,15

NS, no significativo; * (P< 0.05); * (P< 0.04); = (P= 0.001). DM5= Diferencia

minima significativa

Por otra parte y contrario a lo esperado, la adicion de niveles del 1 y 3% de aceite de
girasol increment6 ligeramente la produccion (22,5, 27,1 y 25,4 ml/g MS para 0% 1% y
3% de aceite, respectivamente) y la concentracion de CH4 (11, 12,8 y 12,5% para 0%
1% y 3% de aceite, respectivamente). La adicion de lipidos puede reducir la emision
deCH4 ruminal, disminuyendo: la cantidad de materia orgénica fermentada en el rumen,
la actividad de las bacterias metanogénicas o el nimero de protozoos (Cieslak et al.,
2013; Patra & Yu, 2013); y a través del uso de hidrogeno durante el proceso de
biohidrogenacion (Johnson & Johnson, 1995), pudiendo alcanzar hasta un 50% de
reduccion (Machmiiller et al., 1998). Efectivamente, contrario a lo encontrado en este
trabajo se han registrado reducciones substanciales en la produccion de CH4 a través de
la suplementacion de aceites, especialmente aceites ricos en acidos grasos de cadena
media (<C:14) y de cadena larga (>C:14) (Fievez et al., 2003; Jordan et al., 2006). La
suplementacion con acidos grasos de cadena larga (C:18) ha generado efectos
antimetanogénicos (Jalc et al., 2007; Beauchemin et al., 2009). Sin embargo, Cosgrove
et al. (2008) encontraron que la infusion de aceites al rumen en concentraciones
inferiores al 5% no afectd la produccion de CH4. Incluso con niveles de hasta 10% de
suplementacion de aceite de girasol en la dieta, solo se ha observado una ligera
disminucién en la produccion de CH4 (Soder et al., 2013).

En términos generales, el porcentaje de CH4 a las 48 h es 1,8 veces mayor que a las 24 h
de incubacion; segin Abrego (2012) en los sistemas de cultivo cerrado siempre hay un
nutriente esencial que se agota a través del tiempo y entonces se altera la fermentacion y
acumulacién de los productos de desecho; tras la hidrélisis de los polimeros del sustrato
las bacterias utilizan casi todo el hidrégeno en la produccion de CHy, lo que indica
dominio de las bacterias metanogénicas en el ecosistema ruminal (Chaucheyras-Durand
et al., 2010).
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Acidos grasos voldtiles (AGV): la concentracion de los 4cidos grasos volatiles se
presenta en la Tabla 4. Respecto al nivel de adicion de aceite, no se observaron
diferencias en las concentraciones (mg/L) de AGV; sin embargo, se detectaron ligeras
diferencias en la proporcion de acido propionico entre los tratamiento con y sin aceite.
Otros trabajos han mostrado que la utilizaciéon de diversos aceites (coco, girasol,
pescado y almendras) no ha afectado las proporciones de AGV, aunque si es posible ver
cambios en la relacidon acético/propidnico (Panyakaew et al., 2013).

Tabla 4. Acidos grasos volatiles (mg/L y %) en el medio de cultivo a las 24 horas

de incubacion.

Acetico Propionico Butirico
mg/L %o mg/L "o mg/L %o

Pasto
Kikuyo 41912 GG, 1 14239 224 7236 114
Ryeqrass 41266 53,1 14153 223 7828 126
e MS e NS NS M3 b
OMS 245 6 0.23 874 017 414 0.25
Aceite de Girasol
0% 41852 53,8 14015 220 782 121
1% 42431 63,7 14535 225 7641 11.8
3% 40485 53,3 14038 226 7422 121
e M3 M3 M3 * M3 M3
OMS 3007 0.29 106,92 0.21 50.7 0,31

NS, no significativo; * (P< 0,05); * P= 407}, ™ P= 0,007). DMS5S= Diferencia

minima significativa

Respecto a la pastura, se encontré que el Kikuyo genera una proporcion de acético
ligeramente mayor (66,1% vs 65,1%), lo cual corresponde con un mayor contenido de
FDN (Correa, Pabon & Carulla, 2009); en contraste, el Ryegrass produjo un nivel
superior de butirico (12,6% vs 11,4%), efecto que también fue observado por Hervas et
al. (2001). EI aumento en la produccion de CH4 esta generalmente acompanado de un
aumento en la relacion acético-propionico (McAllister & Newbold, 2008; Lila et al.,
2005; Russell, 1998); en el presente estudio aunque la produccion de CH, a las 24 h fue
diferente entre las pasturas, la relacion acético/propionico fue similar.

Acidos grasos de cadena larga (AGCL): la proporcion de acidos grasos de cadena larga
en la digesta (postincubacion) se muestra en la Tabla 5. La inclusion de niveles cada vez
mayores de aceite de girasol gener6é un aumento significativo (P<0,01) en la proporcion
ATV en la digesta. Con una inclusion de 3% de aceite de girasol el ATV alcanzé una
proporcion de 21,8%; incluso la adicion de 1% de aceite de girasol aumentd la
proporcion de ATV, pero en menor medida (16%, vs 13,45 en el control), lo que
corresponde con el efecto normalmente esperado (Khanal & Dhiman, 2004; Jayanegara
et al., 2012). No se registraron efectos de la adicion de aceite sobre la concentracion de
ALC; sin embargo, el notorio efecto observado sobre la proporcion de ATV que se
presentd como consecuencia de la adicion de aceite y el hecho que gran parte del
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isomero ALC presente en la leche es sintetizado a partir del ATV formado en el rumen
(Bauman et al., 2000), permite pensar que la metodologia empleada es apropiada para
evaluar el potencial de diferentes fuentes y niveles de suplementacion lipidica sobre la
produccion de ATV a nivel ruminal, en perspectiva de mejorar los niveles de ALC en la

carne y la leche de los rumiantes, como se ha observado en estudios in vivo
(AbuGhazaleh (2008).

La adicién de aceite de girasol también alter6d la proporcion de los acidos: palmitico
(P<0,05), oleico (P<0,001) y linolénico (P<0,01): aument6 la proporcion relativa del
acido oleico y al mismo tiempo disminuy6 la proporcion de los acidos palmitico,
linoleico y linolénico. En relacion con las pasturas, no se observaron diferencias en las
proporciones de ATV o ALC, ni en los 4cidos palmitico, estearico, oleico, linoleico y
linolénico.

Tabla 5. Perfil de acidos grasos de cadena larga (%),

Past Aceite de girasol
0
Kikuy Ryegras < DM 0% 1% 3% M= DM
o 5 5 S
Palmitico 16.0 15,2 039 092 176 154 138 112
7
Estearico 56,7 54,4 044 293 5366 571 530 043 361
5 2
Transvacénico 17,7 16,5 052 180 134 160 218 = 22
4
NN1: 1.5 35 =eoo033 27 24 23 065 043
9
Oleico 1.3 1.8 D2a 041 034 12 28 7 030
B 3
NN2b 0.07 0.51 = 012 050 03 005 002 0714
B 5
NN3* 1.3 24 047 24 17 157 0368 057
4
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Linoleico 1.5 1.6 081 022 17 16 142 0.3 026
2 0

NN4d 0,58 0.7 064 026 067 067 058 083 0.3
2 4 B

Linolénico 2.8 29 09 036 39 27 20 ™ 04
0

C18:2 cHt11 0641 02388 090 043 068 062 052 034 033

ALC 4 3 5 B 0 B 1

C18:2 t10c12 0067 0032 045 004 003 004 006 081 003

ALC 2 3 3 7 g g G

NS, no significative; *(P= 0 05); = P= 0.01); P« 0,001). DMS= Diferencia

minima significativa. #252_Acidos grasos no presentes en los estandares

Conclusiones

La inclusion de aceite de girasol en el sustrato de fermentacion (pasturas de tropico frio)
aumento notoria y significativamente la proporcion relativa de ATV, pero no afectd la
de ALC. El efecto sobre el ATV fue mayor con la adicion de 3% de aceite. Excepto un
leve aumento en el tiempo de inicio de la produccion gas, la adicion de aceite no tuvo
un efecto negativo sobre la fermentacion: tasa y produccion de gas ni sobre la
proporcion de AGV. La adicion de aceites también aument6 la proporcion de acido
oleico, pero disminuy6 las proporciones de los acidos palmitico, linoleico y linolénico.
La tasa de produccion de gas fue mayor en el pasto Ryegrass que en el pasto Kikuyo,
pero la produccion de gas total fue mayor en el ultimo.
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