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RESUMEN

INCLUSION DE ACEITE DE CARTAMO Y DE PESCADO EN COMBINACION CON
LEVADURAS, PARA LA DIETA DE EQUINOS Y SU IMPACTO SOBRE LA EMISION DE
GASES DE EFECTO INVERNADERQO (in vitro).

Este estudio fue realizado para determinar el efecto sinérgico de los aceites dietéticos (cartamo
y aceites de pescado) y la levadura en la produccion de biogés in vitro utilizando contenido cecal
de caballos. En este estudio se utilizaron heces de caballos adultos del Hospital Veterinario de
Grandes Especies como fuente de indculos. Los aceites de cartamo y de pescado se
complementaron con dos concentraciones diferentes (2,4 y 4,8%), mientras que
Saccharomyces cerevisiae se complementd con 4 mg/g de materia seca en la dieta de
alimentacion. La produccion de gas asintotico (PG), la tasa de produccion de gas, y el periodo
de (retraso) L no se vieron afectados (P > 0.05) debido a la suplementacion de aceite de
cartamo, aceite de pescado, y S. cerevisiae. La interaccion del nivel de aceite x S. cerevisiae
mostré una mitigacién significativa (P = 0.0437) de la emisién de metano asintético (CH4). En
contradiccion, los aditivos no revelaron ninguna influencia (P > 0,05) en el tiempo asintotico, de
tasa y de retardo de las producciones de dioxido de carbono (CO:2) e hidrégeno (Hz). El pH de
la fermentacion no se vio afectado (P > 0,05), mientras que la digestion de materia seca (DMS)
aumento significativamente (P > 0.05) debido a la suplementacién de aditivos. Ademas, los
aditivos disminuyen la produccion de gas in vitro (mL/0.5 g materia seca incubada y mL/0.5 g
materia seca degradada) hasta 48 h. El aceite de cartamo, el aceite de pescado y S. cerevisiae
revelaron un impacto significativo (P < 0.05) en la mitigacion de la emisién de CH4 (mL/0.5 g
materia seca incubada y mL/0.5 g materia seca degradada). Tanto los aceites como S.
cerevisae mostraron una influencia no significativa (P > 0.05) en la emision de CO2 (mL/0.5 g
materia seca incubada), mientras que la emision de CO2 (mL/0,5 g de materia seca degradada)
se redujo significativamente (P < 0,05) debido al tipo de aceite x S. cerevisiae y el nivel de aceite
x interacciones. Del mismo modo, el tipo de aceite x S. cerevisiae interaccion revelo significativa
(P < 0.05) mitigacion en la produccion de Hz (mL/0.5 g materia seca degradada) hasta 12 h de
incubacion. Los aceites dietéticos y la levadura pueden ser implicitas como estrategia de
manipulacion dietética para mitigar in vitro las emisiones CHas, COz2, y Hz de los caballos. La
combinacion de aceite de cartamo, aceite de pescado y levadura podria ser innegablemente un
enfoque de alimentacion prominente para los caballos hacia el mantenimiento de ecosistemas
mas limpios.

Palabras clave: gases; aceites dietéticos; caballo; mitigacion; levadura.
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|. INTRODUCCION

Los caballos han tenido una gran trascendencia durante la historia junto al hombre, en la
antigiiedad era uno de los pocos, por no decir que Unico, medio de transporte y de carga que
ayudaba a facilitar el trabajo del hombre, ademas de que también se utiliz6 para la guerra. A
medida que el mundo fue evolucionando y el avance tecnoldgico se hizo cada vez més evidente
y asi poder dar respuesta a las crecientes demandas de la sociedad, esta herramienta, fue
perdiendo su implementacion como animal de trabajo, y llegamos a un punto que en la
actualidad es un animal mas usado para actividades deportivas y recreativas que como animal
de carga o traccion, sin embargo nuestro pais aun hay zonas donde el acceso es limitado y se
sigue utilizando al caballo para estos fines (Bonilla, 2013).

Las necesidades energéticas de los caballos con trabajo de alto rendimiento pueden duplicar a
las necesidades del caballo en reposo, sin embargo las raciones altas en cereales suponen un
riesgo de salud (cdlico, laminitis) para el caballo debido a su limitada capacidad digestiva y
metabolica para asimilarlos (Bajon et al., 2013).

El aparato digestivo podemos describirlo como un tubo musculo-membranoso que se extiende
de la boca al ano. En la parte anterior del aparato digestivo, la produccion de grandes cantidades
de saliva (1.5-3.0L/ MS consumida) esto es importante ya que ayudan a facilitar el paso del
alimento a través del esofago y asi llegar al estbmago (Cunha, 1991). Posteriormente la ingesta
acida proveniente del estbmago pasa a duodeno, aqui el pH se neutraliza a 7.0-7.4 por la bilis
y las grasas se emulsionan para asi dar paso al intestino grueso. El gran desarrollo del intestino
grueso de esta especie le permite obtener energia en forma de &cidos grasos volatiles mediante
la fermentacion microbiana de la fibra (Pagan, 1998).

Los alimentos que disponemos para los caballos contienen elementos estructurales necesarios
para la correcta nutricion de estos, pero estos se encuentran representados en distintas
proporciones. El alimento es la suma de varios elementos, para una alimentacion equilibrada,
se debe empezar por conocer que ingredientes hay en la comida que consume el caballo. De
esta manera se puede seleccionar el tipo, la calidad y cantidad de racién que se le dara al
caballo (Bajon et al., 2013).

Los caballos pueden usar grandes cantidades de forraje para satisfacer sus requerimientos
nutricionales (Brandi, 2009). Sin embrago, las dietas con altas proporciones de granos se
utilizan para maximizar la productividad (Oliveira, 2002). En la actualidad, las investigaciones
buscan ingredientes alternativos que puedan reemplazar a los ingredientes tradicionales como
el maiz, la harina de soya y el salvado de trigo por el uso de ingredientes alternativos, las fibras
de facil fermentacion, o “superfibras”, parecen ser especialmente prometedoras (Furtado, 2011).



Hablando de alimentos compuestos, el rango de insumos que se utilizan es bastante amplio lo
gue conlleva a un gran interés por parte de la industria de alimentos balanceados a encontrar
nuevas alternativas en la alimentacion del caballo.

La manera en que se clasifica los alimentos, puede depender de lo que estos aporten a la dieta,
ya sea un alto nivel de proteina o energia. El sistema internacional de identificacion de
alimentos, clasifica a los insumos de la siguiente manera (Shimada, 2009).

1- Forraje seco.

2- Pasturay pastizales.

3- Forraje ensilado.

4- Concentrados altos en energia.
5- Fuentes proteicas.

6- Minerales.

7- Vitaminas.

8- Aditivos.

La clasificacién debe ser basada en las propiedades y el contenido nutricional del alimento (ricos
en proteina, ricos en grasa, de rapida fermentacion, ricos en carbohidratos, ricos en fibra). En
la practica de alimentacion la clasificacién se basa en los alimentos mayormente utilizados,
como son los forrajes y concentrados balanceados. (Shimada, 2009).

El forraje debe ser lo principal en la dieta de los caballos ya que este proporciona energia y
nutrientes esenciales, ademas de que promueve la motilidad intestinal y mantiene a la flora
equilibrada, asimismo este participa en los procesos de fermentacion (Bajon, 2013).

También se debe tomar en cuenta la buena relacibn simbidtica que existe con los
microorganismos del aparato digestivo del caballo, asi como la produccién de energia dejando
residuos en forma de acidos grasos volatiles. Esto nos lleva a decir que es posible cubrir los
requerimientos energéticos en la mayoria de los caballos solo con dietas a base de forrajes
(NRC, 2007). Sin embargo las practicas mas comunes en la alimentacion de caballos que
practiqguen cualquier deporte, es la suplementacion de una parte de la dieta con forraje y otra
con un concentrado generalmente elaborado a base de cereales (Gallagher et al., 1992,
Richards et al, 2006).

El concentrado es incluido en dietas para caballos atletas para incrementar la densidad
energética y de esta manera poder llegar a cubrir los requerimientos energéticos. Para el caso
de las fuentes de fibra se tienen varias alternativas, sin embargo los mas utilizados en la
actualidad son los forrajes achicalados y la paja, en diferentes composiciones botanicas (pastos,
leguminosas). (NRC, 2007, Nehra et al 2005).

Los forrajes son una fuente de energia que frecuentemente se subestima en la nutricion del
caballo. Los caballos tienen un colén muy desarrollado con una amplia microbiota que es capaz
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de fermentar grandes cantidades de fibra de las plantas. Los acidos grasos volatiles, el producto
final de la fermentacion de la fibra son absorbidos desde el colon y transportados al higado.
Cuando llegan a higado los acidos grasos volatiles pueden ser aprovechados como glucosa
aunque también se pueden almacenar en higado como glucégeno o incluso ser transformados
en grasa y asi formar parte del tejido adiposo. La fibra al ser digerida se usa como fuente de
energia ya que la fermentacion de esta produce AGV y estos estan disponibles por largo tiempo
luego de la comida. La salud intestinal de un caballo es critica para el éxito. Normalmente el
tracto digestivo del caballo esta activo moviendo los ingredientes de las comidas por todo el
largo del tracto (Mersales, 2017).

Los aceites son una fuente de energia muy importante, por su gran aporte de calorias en un
volumen reducido. La fuente mas comunes y econdmica son los aceites vegetales. De los
distintos aceites vegetales, el de maiz es de mas facil digestion (Bajon, 2013).

La inclusion de distintas proporciones de grasa en la dieta de los caballos, ha sido objeto de
mucha investigacion. La mayoria de las raciones para caballos contienen del 3-5 % de grasa.
Estudios recientes han demostrado que el tipico equino adulto y de trabajo pueden tolerar hasta
un 12 % de grasa en su dieta sin efectos perjudiciales. La grasa en la alimentacion del equino
es importante, ya que proporciona 2.25 veces mas energia que igual peso de carbohidratos y
proteinas (Venter, et al., 2007).

La adaptacion a dietas grasas afecta a la seleccion del sustrato a utilizar durante el ejercicio, se
observa una mayor oxidacion de lipidos con dietas grasas y una reduccion del uso total de
hidratos de carbono para la produccion de energia durante el ejercicio de baja intensidad
(aerdbico), asi una disminucién desde el 60 al 45 % en la contribucion total a la produccién de
energia por los hidratos de carbono ha sido descrita por (Pagan et al., 1998).

Algunas de las ventajas de la utilizacion de aceites en la alimentacion de los caballos de
deportes son: el aumento de la densidad energética de la racién y la disminucién del volumen
de alimento necesario para alimentar al caballo (Potter et al., 1992); se puede reducir la cantidad
de hidratos de carbono que reduce el riesgo de problemas de fermentaciones en el intestino
grueso (colicos, laminitis), el ahorro de glucégeno del musculo, la disminucién del acido lactico
producido durante el esfuerzo aerdbico (baja intensidad de trabajo) y por tanto retraso en la
aparicion de la fatiga (Greiwe et al., 1989).

Los estudios recientes en nutricién de equinos se han concentrado en disminuir los riesgos que
se asocian con una alimentacion alta en granos, con el fin de mitigar estos efectos se han
administrado probiéticos como aditivos en la dieta y han demostrado mejorar el equilibrio
intestinal y la salud digestiva de los caballos (Elghandour, 2018).

El uso de aditivos de origen natural, en especial de las levaduras activas o vivas y de productos
derivados de ellos como minerales en levadura, paredes celulares (Oligosacaridos y B-
glucanos), en los ultimos afios han tomado importancia por los resultados positivos obtenidos
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de evaluaciones especificas para cada especie productiva. Lo anterior conlleva a una mejor
salud del animal, maximiza los procesos de digestion e incrementa la utilizacion de los
nutrientes, asi como una mayor produccion de energia y sintesis de proteina y hasta una
reduccion en el uso de antibiéticos (Ramirez, 2008).

En los equinos la suma de estos factores favorece la salud del caballo, la condicidon corporal,
reduce trastornos de tipo metabdlico como gastritis, cdlicos y laminitis, y en consecuencia el
aspecto fisico y semblante del caballo luce de mejor manera para poder expresar su potencial
al maximo (Ramirez, 2008).

Por su parte los gases de efecto invernadero reciben su nombre porque, de manera semejante
en que las paredes de vidrio elevan la temperatura interior de los invernaderos, conducen al
aumento de la temperatura de la superficie de la tierra al interactuar con la energia que proviene
del Sol. Aunque la manera de atrapar el calor de un invernadero es fundamentalmente diferente
a como funcionan los gases de efecto invernadero, la analogia ha perdurado y a su efecto se le
denomina efecto invernadero (Bulege, 2013). Los principales gases responsables del efecto
invernadero natural son:

e EIl dioxido de carbono (CO2) generado a partir de la respiracion de los seres vivos, la
descomposicion de la materia organica muerta y los incendios naturales.

e Vapor de agua

e Elmetano (CH4) emitido por los humedales y los rumiantes durante su proceso digestivo.

e EIl 6xido nitroso (N20) producido por la descomposicion bacteriana de la materia
organica.

e El ozono (Os) cuando resulta de la union natural de tres dtomos de oxigeno.

Sin embargo, a partir de la era industrial, las actividades humanas han afiadido una mayor
cantidad de gases de efecto invernadero a la atmaésfera, principalmente por la quema de
combustibles fosiles y el cambio de uso de suelo o deforestacion (Bulege, 2013).
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[I. REVISION DE LITERATURA

Los caballos son una especie perteneciente al reino animal y forman parte de la familia Equidae.
Se le conoce con el nombre cientifico de Equus caballus (Bonilla, 2013).

El manejo nutricional del caballo debe ser el adecuado en cada una de sus etapas fisiologias
tales como crecimiento, mantenimiento, reproduccion y para un adecuado desempefio en la
funcidn zootécnica para la cual esta destinado (Bonilla, 2013).

2.1 Aparato digestivo en equinos
El caballo es un herbivoro con un aparato digestivo que tiene caracteristicas especiales como

lo son: un estdémago de poco volumen y un ciego e intestino muy desarrollado (Pérez de Ayala,
1995).

Esta compuesto de dos secciones bien definidas un tracto anterior compuesto por boca,
es6fago, estdbmago e intestino delgado y un tracto posterior compuesto por el ciego, colon
mayor, colon menor y el recto (Venter, 2007).

Fig. 1. Representacion del aparato digestivo del equino (modificado de Bonilla, 2013).

WA APARATO DIGESTIVO

/.~

I. grueso Recto

Estobmago

5 Ciego
Capacidad Estomago

66 I. delgado

Intestino grueso * 11

('i('go
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El caballo es un animal monogastrico con un estomago pequefio, en donde la mayor parte de
la comida es degradada en el ciego y el colon. Una gran cantidad de saliva es producida para
facilitar el transito del bolo alimenticio, ademas la saliva actia como bufferizante en el proceso
de digestion (Cunha, 1991). Una vez recorrido el esofago, el alimento llega al estomago en
donde el paso por el mismo es relativamente rapido, sin embargo, una buena porcion del
alimento permanece de 2 a 3 horas en la parte inferior del estbmago (Pilliner, 1993).

El estbmago de los caballos es de aproximadamente 10-16 litros de capacidad. La digestion
que se lleva en esta parte es una predigestion y es muy limitada para el resto de los
componentes de la dieta como los carbohidratos y nula en lipidos y minerales (Pérez de Ayala,
1995).

Como producto del proceso de digestion de carbohidratos se obtiene acido lactico y el nivel del
pH disminuye a 2.6 en el estbmago. Llegando al duodeno el alimento proveniente del estbmago
es muy acido y es neutralizado por la bilis producida en el higado (Frape, 2010).

Elintestino delgado es de (16-24m)y la velocidad de transito es rapido de (1-2h) y lo componen
el Duodeno, Yeyuno e ileon, en este se digieren los azucares, almidones, los lipidos y la fraccion
nitrogenada, los minerales también se absorben en este tramo a excepcidén del fosforo,
absorbido principalmente por el colon. (Venter, 2007)

Aqui se lleva a cabo la digestion de los azucares, almidones, lipidos y la fraccion nitrogenada.
La digestion enzimatica en el intestino delgado aumenta en relacion a la cantidad de
concentrado que tiene la racion. Los minerales también se absorben en el intestino delgado a
excepcion del fosforo, ya que este se absorbe principalmente a nivel de colon. (Pagan, 1998).

El pH del ciego y del colon tiene las condiciones ideales para el correcto funcionamiento de las
bacterias anaerébicas. Dentro del colon y ciego se presenta la fermentacién de carbohidratos
complejos, asi como la sintesis de aminoacidos esenciales y de algunas vitaminas (Pagan,
1998). El colon es muy voluminoso con una capacidad de (180-220I) siendo su velocidad de
transito de (24 a 48h), se estima que puede haber sintesis proteica con alguna absorcion de
aminoacidos, siendo su principal actuacion como si fuera una gran cuba de fermentacion para
los organismos microbianos que alli habitan, sino se les proporcionara fibra a estos
organismos, moririan descargando toxinas en el cuerpo del caballo. (Venter, 2007)

El intestino grueso esta disefiado para utilizar la fibra de las plantas. Los carbohidratos
insolubles, tales como la celulosa y la hemicelulosa de los forrajes, asi como el almidon y otros
carbohidratos solubles que no fueron digeridos en el intestino delgado. Cuando el alimento sale
del intestino delgado entra en el ciego. Aqui es donde los nutrientes no digeridos tienen un
proceso de fermentacion similar al que ocurre en el rumen de los rumiantes. Después de la
fermentacion, el alimento va al colon para que ahi continte el proceso de digestién y absorcion
(Cunningham, 2007).
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La fermentacion microbiana que se lleva a cabo en el intestino grueso da lugar a la produccién
de acidos grasos volatiles que son una fuente importante de nutrientes para el caballo. El
intestino grueso también sirve como un reservorio de agua Yy electrolitos que son vitales para
mantener el rendimiento durante el ejercicio (Mersales, 2017).

Las funciones del intestino grueso son similares a las del rumen: guardar las condiciones
favorables para mantener una fermentacion optima, lo que incluye el aporte de sustrato, el
control de pH, la osmolaridad, la anaerobiosis, retencion del material fermentante y una
evacuacion optima de desechos producidos durante la fermentacion (Cunningham, 2007).

Fig. 2: Digestion y absorcion de carbohidratos en monogastricos (modificado de Biddle et. al.,
2013).
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Cuando se tiene un alimento rico en almidones, los residuos son fermentados en el ciego y el
colon y el proceso tiende a volverse mas lento, lo cual puede favorecer el crecimiento de
bacterias amiloliticas y ocasionar un incremento de AGV y la produccion de acido lactico, lo que
genera una baja considerable del pH. La diminucién del pH puede llevar al caballo a un estado
de acidosis o incluso generarle un sindrome abdominal agudo (SAA) (Biddle et al, 2013).

El cuidado de la dieta y el aporte de los suplementos al caballo son una de las partes mas
importantes de su manejo diario. Cada caballo debe tomar alimentos y suplementos
nutricionales acordes a la disciplina que vaya a realizar, su estado de salud y la etapa fisioldgica
en la que se encuentre. Normalmente, al planear la alimentacion del caballo la mayoria de la
gente tiene en cuenta los hidratos de carbono en forma de cereales, la proteina y la fibra. Existe
sin embargo una parte muy importante de la dieta que a veces pasa desapercibida, y esos son
los aceites (Rossister, 2008).

Una dieta para caballos bien balanceada debe de contener solo el 4 % de grasa (Pilliner, 1993).
La grasa es degradada mediante un proceso enzimatico en AGV’s y glicerol en el intestino
delgado y posteriormente son absorbidos (Cunha, 1991). Si se exceden los niveles de grasa
pueden reducir la fermentacion y la digestibilidad de la fibra.

2.2 Propiedades nutricionales de los forrajes y concentrados

Forraje

Los forrajes estan compuestos de contenido celular (proteina, grasa y carbohidratos solubles)
y también de paredes celulares (celulosa, hemicelulosa y lignina); existe una variacion entre la
proporcién de los contenidos o tipos de paredes celulares y es debido a la fuente de forraje y la
madurez del mismo al tiempo que fue realizada la cosecha. El contenido celular es altamente
digestible (80 — 100%) mientras que la verdadera digestibilidad de las paredes celulares es
menor (40 — 50%) (Fonnesbeck, 1969).

Los carbohidratos en las plantas se presentan en forma de monosacaridos, disacéaridos,
almidones, celulosa vy lignina. Las enzimas digestivas en los animales no pueden digerir la
celulosa y la lignina, pero en el caso de los herbivoros, como las vacas y caballos; en el tracto
digestivo los microorganismos funcionan para la descomposicion y digestién de los alimentos
(Shimada, 2009).

Clasificacion de los carbohidratos:
Monosacaridos o azucares sencillos (glucosa, fructosa, galactosa y manosa).

Oligosacéridos o disacaridos: contienen de dos a ocho unidades de azlcares (sacarosa,
lactosa, maltosa, isomaltosa, trehalosa y celobiosa).
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Polisacéaridos: contienen gran cantidad de azucares sencillos (almidon, glucégeno, celulosa,
hemicelulosa, pectinas y lignina).

Cereales
La composicion de proteina, grasa y carbohidratos puede variar considerablemente segin sean
las fuentes de cereales.

Tomando como ejemplo alimentos que se utilizan en la dieta de equinos el contenido proteico
es en orden descendiente el grano de maiz, avena y cebada. Sin embargo, la calidad de la
proteina es mayor para el grano de avena y cebada, que para el maiz (Degussa, 1996).

Los carbohidratos se descomponen por las enzimas digestivas como la amilasa y finalmente se
convierten en monosacaridos como la glucosa, absorbiéndose de esta forma en el intestino
delgado. La glucosa se utiliza para brindar energia a las células. El exceso de glucosa se
almacena en el masculo y en el higado en forma de glucégeno, o se almacena en las células
de grasa de los 6rganos internos y la piel sintetizandose en triglicéridos (Shimada, 2009).

El almidon esta compuesto de polimeros de glucosa y se presenta en 2 formas: amilasa y
amilopectina. El almiddn contiene distintas proporciones de amilasa y amilopectina y el rango
entre uno y otro depende del origen botanico del almidon. Por ejemplo, la cebada contiene un
30% de amilasa del total de almidén, mientras que el maiz contiene el 70%. Por lo que el peso
molecular del almidén puede variar significativamente, influyendo en la digestibilidad del
alimento. La disponibilidad de glucosa es mayor cuando el tipo de almidon es amilopectina
(Lindberg, 2006). Una ingesta alta de almidon puede derivar en varias enfermedades para el
caballo, tales como SAA, ulceras gastricas y laminitis (Beyer, 1998). Para la porcion de fibra el
grano de avena es el de mayor contenido, seguido de la cebada y maiz (Lindberg, 2006).

Alimentos proteicos
Los alimentos que contienen mas de un 20% de proteina se clasifican como suplementos
proteicos (Shimada, 2009).

Las proteinas son los componentes de la mayor parte de las células del organismo, son de
alguna manera los “ladrillos” que constituyen el cuerpo. Las proteinas a su vez estan
compuestas de unas estructuras menores llamadas aminoacidos, existen 22 tipos y sus
diferentes combinaciones hacen posible la formacién de distintas proteinas (Bonilla, 2013).

Estos aminoacidos pueden ser: esenciales (deben estar incluidos en la dieta pues el caballo no
es capaz de producirlos s6lo) y no esenciales (el organismo es capaz de crearlos por si solo).
En cuento a la cantidad de proteina que necesita un caballo depende de varios factores, como
la calidad de la proteina administrada, asi como de su edad, condicion fisica, estado de
actividad. (Bonilla, 2013).
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El exceso de proteinas en la dieta sélo sirve para proporcionar energia, pero desde el punto de
vista metabolico esta no es una buena fuente de energia, ademas es bastante cara y el exceso
de energia es eliminado por via urinaria (Lindberg, 2006).

2.3 Metabolismo del caballo con dietas altas en grasa

En los animales monogastricos los lipidos se descomponen en acidos grasos y glicerol por la
lipasa secretada por la vesicula biliar y se absorben en el intestino delgado. Los acidos grasos
y glicerol absorbidos se sintetizan en triglicéridos en la pared del intestino delgado, se
transportan por la sangre a las partes del cuerpo y se utiliza como energia. El exceso de
triglicéridos se sintetiza en la grasa corporal. La energia de la grasa en comparacion con otros
nutrientes representa 2.25 veces de la cantidad de calor (Greiwe et al., 1989).

La mayor parte del metabolismo se lleva a cabo en el intestino grueso produciendo acidos
grasos volatiles como acético, propiénico y butirico. Solo una pequefia fraccion se metaboliza
en el intestino delgado por accion directa de la lipasa y bilis (Shimada, 2009).

La adaptacion metabdlica a las dietas altas en grasa implica el aumento de la produccién de
bilis y lipasa pancreatica que estimula la absorcion intestinal de grasa (Hyyppa, 1999), aumenta
el flujo sanguineo de acidos grasos (Geelen et al., 1999) sin alterar la concentracién de los
mismos por lo que la movilizacion de &cidos grasos corporales debe estar también
incrementada. La adaptacion a dietas altas en grasa también aumenta la capacidad oxidativa
del masculo (Dunnett et al., 2002) ya que aumenta la actividad de algunos enzimas (carnitina
palmitiltransferasa, citrato sintetasa) que son altamente oxidativos (Geelen et al., 2001).

2.4 Efectos de la suplementacién de levaduras en caballos

Los caballos tienen una limitada capacidad para digerir las grandes cantidades de almidén
contenidas en los granos y de manera comun cierta cantidad de almidén, que llega a nivel de
intestino delgado no es digestible en su totalidad, Potter et al., (1992).

Una de las estrategias nutricionales con mayor eficacia para contrarrestar dichos problemas ha
sido el uso de levaduras vivas S. cerevisiae. Medina et al., (2002) sefialan que el suministro de
levaduras vivas mejora el balance microbiano a nivel intestinal, estimula la actividad de
bacterias celuléticas e incrementa la digestibilidad de los nutrientes.

Con la suplementacion de levaduras en el proceso de digestidon y la poblaciéon microbiana del
caballo se observan efectos positivos como el incremento en la disponibilidad de los nutrientes
de la dieta, por otro lado, la poblacién microbiana puede o no ser incrementada (Lattimer et al.,
2007). Ademas hay una conservacion del pH, generando un ambiente con las caracteristicas
necesarias para la actividad microbiana (Jouany et al., 2008).
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Caracteristicas generales de levadura Saccharomyces cerevisiae

La levadura es un hongo microscopico (organismo unicelular del reino fungi) que suelen medir
de 5 a 10 micras, se consideran como un organismo facultativo anaeroébico, lo cual significa que
pueden sobrevivir y crecer con o sin oxigeno. La propagacion de las levaduras es un proceso
mediante el cual la levadura convierte al oxigeno y al azlcar por medio del metabolismo
oxidativo (Garcia, 2001).

La levadura en si, proporciona vitaminas del complejo B, minerales, es buena fuente de proteina
y aminoacidos. Aproximadamente el 40% del peso de la levadura seca consiste en proteina.
Aun cuando la levadura no es un ingrediente proteico como tal, la proteina de la célula de la
levadura en su gran mayoria estd compuesta por aminoacidos esenciales como Lisina,
Metionina, Triptoéfano, entre otros). Los principales productos utilizados comercialmente en la
alimentacion animal, provienen de cultivos de Saccharomyces cerevisiae y Aspergyllus oryzae
(Garcia, 2001).

Tipos de levadura
Las descripciones mas acordes y afines a produccion animal sobre los tipos de levaduras
corresponden a las realizadas por Garcia (2007), siendo las siguientes:

Levadura inactiva o muerta: Comprende una mezcla fisica de granos de fermentacion y
levadura viva no presentar viabilidad, finalidad proporcionar péptidos al rumen.

Levadura activa o viva: Es un producto compuesto tanto de levadura viva como de productos
de fermentacion, tiene una alta viabilidad. Con la factibilidad de cambiar el tipo y nimero de
microorganismos presentes, a manera de mejorar el patrén de fermentacion.

Levadura mineralizada: Por medio de la fermentacion se obtiene un producto, en este caso
una levadura que es sometida a un medio alto de un determinado mineral de interés, mediante
este proceso la levadura absorbe el mineral, dando como resultado un mineral ligado a una
levadura.

La levadura de cerveceria: (Saccharomyces cerevisiae) es un subproducto derivado de la
produccion de cerveza. Su principal funcion es aportar proteina de alta digestibilidad, un
adecuado perfil de aminoécidos esenciales, minerales y vitaminas del grupo B. (Garcia, 2007)

Mecanismo de accion de una levadura en caballos

A pesar de su sabor amargo, Saccharomyces cerevisiae tiene una elevada palatabilidad en
todas las especies. El efecto de accidbn de S. cerevisiae en caballos es maximizar la
digestibilidad, mejorar el patrén de fermentacion a nivel del ciego, reducir la acumulacion de
acido lactico (AL) e incrementar la sintesis tanto de energia como de proteina (Pagan, 1998).
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Potter et al., (1992) sefialan que cierta cantidad de almidén a nivel de intestino delgado no es
digestible, lo cual altera la relacion forraje-grano e induce a un disturbio del balance microbiano.
Lo anterior conlleva a una acumulacion de acido lactico (baja del pH) y reduce la poblaciéon de
bacterias celuliticas a nivel intestinal, esto incrementa la posibilidad de incidencia de cdlicos,
Ulceras gastricas y laminitis (Kronfeld, 2005). Una de las estrategias nutricionales con mayor
eficacia para contrarrestar dichos problemas ha sido el uso de levaduras vivas Saccharomyces
cerevisiae. Medina et. al., (2002) sefialan que el suministro de levaduras vivas mejora el balance
microbiano a nivel intestinal, estimula la actividad de bacterias celuliticas e incrementa la
digestibilidad de los nutrientes.

2.5 Emisién de gases de efecto invernadero

Globalmente, la causa principal del incremento en las emisiones de éstos GEI son las
actividades relacionadas con el sector energético que representan 26% de las emisiones,
seguido del sector industrial (19%), forestal (17%), agricola y ganadero (14%), residencial y
comercial (8%) y de manejo de desechos (3%) (IPCC, 2013). Aunque las actividades agricolas
y ganaderas son la cuarta causa de emisiones de GElI, éste sector emite grandes cantidades
de los llamados “gases que no son CO2” (Montzka et al., 2011).

El vapor de agua es el GEI mas abundante en la atmosfera siendo las nubes una parte
importante de esto, también reflejan los rayos solares hacia la superficie del planeta sin embargo
tienen un efecto refrigerante afectando a la temperatura del aire que a su vez afecta a la
formacién de nubes convirtiéndose en una relacién circular complejo para su estudio en
comparacién con GEI como el CO2y el CHason mas investigados. Las actividades humanas no
afectan directamente la concentracion media global del vapor de agua, sin embargo, el
incremento en la concentracion de otros GEI puede afectar indirectamente el ciclo hidrolégico.
Una atmosfera mas caliente tiende a incrementar su contenido de vapor de agua y con esto
mayor formacion de nubes (IPCC, 2013).

Di6xido de carbono (CO2)

El dioxido de carbono es uno de los gases traza mas comunes e importantes GEI asociado a
actividades humanas. En relacion a las actividades humanas el CO2 se emite principalmente,
por el consumo de combustibles fosiles (carbon, petroleo y sus derivados y gas natural) y lefia
para generar energia, por la tala y quema de bosques (segun la FAO, el 26% de la superficie
terrestre se destina al pastoreo, y la produccién de forrajes requiere de cerca de una tercera
parte del total de la superficie agricola. Las mayores concentraciones de CO2 se presentan en
el hemisferio norte, donde se encuentran los paises industrializados responsables del aumento
excesivo en la concentracion de los GEI que se han ido acumulando en la atmosfera desde la
revolucion industrial a mediados del siglo XIX (IPCC, 2013).
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Metano (CHa)

Por otra parte el CH4 es el gas “no CO2” mas abundante en la atmosfera (Montzka et al., 2011),
tiene un potencial de calentamiento 28 veces mayor en comparacion con el CO2 y un tiempo de
residencia en la atmosfera de 9 a 15 afios (IPCC, 2013). El CH4 es emitido por fuentes naturales
como los humedales pero también por actividades humanas como fugas de los sistemas de gas
natural y las crecientes actividades ganaderas (FAOSTAT, 2014).

Una fuente muy importante de metano son las actividades agricolas relacionadas con
fermentacion entérica como consecuencia del proceso digestivo de los herbivoros;
descomposicion en condiciones anaerobias del estiércol generado en la ganaderia. Otra fuente
importante de metano esta relacionada con la produccién y distribucion de gas natural y
petrdleo.

El efecto de las emisiones de metano por fermentacion intestinal de los herbivoros
(principalmente bovinos y equinos) es bastante grande a nivel global y se estima que de esta
manera se pueden producir hasta el 37% del metano que se encuentra en la atmosfera
(Montzka et al., 2011).

Por ésta razon es importante monitorear e incluir las emisiones del sector agricola y ganadero
en las estrategias de mitigacién, ya que remover gases como el N20O y CH4 de la atmésfera
podria tener un impacto mayor que remover la misma masa de CO:2 (Robertson, 2004).

2.6 Produccioén de gas in vitro

La técnica de produccion de gas in vitro se ha utilizado para determinar el valor nutritivo de los
forrajes. El principio fundamental de la técnica es la cantidad de gas liberado, cuando una
muestra de alimento es incubada in vitro con liquido cecal, es directamente proporcional con la
digestibilidad o la degradacién del sustrato de la muestra y por lo tanto con el valor energético
del alimento (Menke y Steingass, 1988).

Los métodos in vitro tienen la ventaja de utilizar un mayor nimero de alimentos y repeticiones
de los mismos, ademas, el mantenimiento de las condiciones experimentales permite controlar
una serie de factores extrinsecos (eliminar efecto animal) (Posada y Noguera, 2005).

La energia para el crecimiento microbiano deriva de la fermentacion de los carbohidratos,
principalmente almidén y celulosa, cuya digestion anaerobia produce AGYV, succinato,
generando, etanol, dioxido de carbono (CO2), metano (CHas), y trazas de hidrégeno (Hz); sin
embargo, ellos también aportan esqueletos de carbono esenciales para la sintesis de biomasa
microbiana (Opatpatanakit et al., 2001). La produccion de gas desde la fermentacién de la
proteina es relativamente pequefia (Makkar, 2001).

En la prueba de produccion de gas in vitro usando tampdn de bicarbonato, el CO2 es también
producido en la neutralizacién de los AGV generados (Pell y Schofield 1993). Para los forrajes,
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cuando el tampén de bicarbonato es usado, alrededor del 50% del volumen total de gas
producido tiene este origen, y puede aproximarse al 60% en dietas con alta proporcion molar
de propionato (Getachew et al., 1998). El CO2 producido desde el tampdn puede encontrarse
asumiendo que por cada mmol de AGV producido se libera 0.8-1.0 mmol de CO2, dependiendo
de la cantidad de tampodn de fosfato presente (Opatpatanakit et al., 1994; Makkar 2001).

En conclusion, la técnica de produccién de gas mide la cantidad de gas liberado directamente
como un producto de la fermentacion e indirectamente desde el fluido ruminal o cecal
neutralizado (Opatpatanakit et al., 2001).

El gas es producido principalmente cuando el sustrato es fermentado hasta acetato y butirato.
La fermentacion del sustrato hasta propionato produce gas solamente desde la neutralizacion
del &cido; por consiguiente, una menor produccién de gas es asociada con la fermentacion
propionica (Getachew et. al., 1998).

2.7 Medicion de la presién del gas

La cinética de produccién de gas puede medirse de una forma mas precisa empleando
transductores de presion y variantes del sistema descritos por Pell y Schofield (1993),
Theodorou et al., (1994), Davies et al., (1995) y Cone et al., (1996).

2.8 Preparacion paralainoculacion
La técnica de produccién de gas al igual que otros procedimientos de digestibilidad usan
sustratos molidos, medio anaerdbico, temperatura de 39°C e in6culo fecal (Williams, 2000).

2.9 Secado de las muestras

El contenido y la naturaleza de varios constituyentes del alimento y por consiguiente, la cinética
de fermentacion, pueden ser influenciados por la temperatura y el proceso de secado del
sustrato. La mayoria de los grupos hacen secado en el horno a baja temperatura (60 o 70°C)
(Williams, 2000).

2.10 Molienda de los sustratos

La cantidad de material requerido para evaluar la cinética de fermentacion varia desde 0.1 a 1
g (Williams 2000). Con un aumento en el tamafio de la muestra se produce una disminucion en
la produccion de gas por cada gramo de MS, debido a la baja proporcion de microorganismos
en relacion al sustrato o al agotamiento del tampon (Getachew et al., 1998).
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2.11 Preparacion del medio

Todos los medios en uso tienen en comun tampon de bicarbonato y fosfato, un agente reductor,
una fuente de nitrégeno, varios minerales, y resazurina como indicador de potencial redox. En
todos los casos, el CO2 es usado durante la preparacion del medio para asegurar un bajo
potencial redox al momento de la inoculacion, ya que la ausencia de anaerobiosis resulta en
pérdidas de bacterias celuloliticas y amiloliticas. Esto a su vez indican que el gaseo continuo
con CO2 y los agentes reductores promueven un menor tiempo de colonizacion y una mas
rapida digestion de la FDN (Williams 2000).

2.12 Obtencién del inoculo

El contenido cecal es tomado después del ayuno es menos activo que el colectado dos horas
después de alimentar, pero es mas consistente en su composicion y actividad. Como regla
general, se recomienda colectar el in6éculo antes de la alimentacion y de por lo menos tres
animales consumiendo la misma dieta. (Williams 2000). La incubacion de un mismo sustrato
puede conducir a diferente produccién de gas si el contenido cecal es tomado en diferentes
dias, situacidon que debera corregirse por la introduccion de estandares de conocida produccion
de gas (Getachew et al., 1998).

2.13 Preparacion del inoculo

El licuado incrementa en el indculo el nUmero de bacterias previamente adheridas a la fibra, la
mayoria celuloliticas, pero también el nUmero de particulas pequefas del alimento, por lo que
la produccion de gas en los frascos de incubacion y en los blancos se hace mayor (Pell y
Schofield 1993). El procedimiento de licuado puede también aumentar el riesgo de exposicion
al oxigeno si el flujo de CO2 no es suficientemente fuerte (Williams 2000).

2.14 Blancos

Una serie de botellas blanco conteniendo medio e indculo, pero no sustrato, es rutinariamente
incluida en cada corrida. EI promedio de gas registrado por los blancos, que normalmente
corresponde al 13-27% de la lectura final, es substraido desde el total de gas producido por los
sustratos evaluados, obteniendo asi el total de gas realmente derivado desde la fermentacion
del sustrato (Pell y Schofield 1993).

2.15 Método de digestibilidad in vitro
A través de los métodos in vitro se simulan las condiciones controladas, la fermentacion que se
produce en el ciego en las cuales se obtiene contenido fecal. Después de que se elimina la
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mayor parte de particulas fecales, se coloca el liquido en un recipiente con una solucién
amortiguadora buffer (para simular la saliva) y la muestra de prueba. Continuamente se hace
fermentar esta mezcla a 39 °C que es la temperatura del ciego en un lapso de tiempo
determinado dependiendo del tipo de alimento (Church et al., 2004).

Los métodos in vitro miden la fermentacion microbiana de los alimentos a partir del volumen de
gas in vitro. Debido a esto se necesita usar animales como donantes de inoculo, ademas de
solucién buffer, reactivos y equipo que garantice el pH, mantener un ambiente anaerdbico,
optima concentracion microbiana de ingredientes esenciales para los microorganismos, con la
finalidad de evitar todos aquellos factores que limiten la cinética de degradacion cecal durante
el tiempo que transcurra para la toma de datos necesarios (Vieyra y Martinez, 2001).

2.16 Cinética de fermentacion in vitro

Expresiones cuantitativas de la cinética de digestion son necesarias para estimar de una forma
mas precisa la cantidad de nutrientes digeridos desde los alimentos y las propiedades
intrinsecas de éstos que limitan su disponibilidad para los rumiantes (Lépez et al., 2008).

La cinética de produccion de gas depende de las proporciones de particulas solubles, insolubles
pero degradables, y no degradables del alimento (Getachew et al., 1998). La sincronizacion
entre la energia y el nitrdgeno suplementados en el rumen es una aproximacion para mejorar
la eficiencia de la fermentacion ruminal o del intestino grueso. Para aplicar este principio en
formulacién de alimentos, se necesitan datos sobre las tasas de degradacién de las proteinas
y de fermentacion de los carbohidratos. Las técnicas de produccion acumulativa de gas pueden
ser usadas para generar esta informacion (Williams 2000). La produccion de gas podria también
ser potencialmente usada para comparar la cinética de fermentacion desde el rumen o el
intestino grueso de diferentes especies y/o del resultado de diferentes dietas (Williams et al.,
2000).

En resumen, la técnica Produccion de gas in vitro fue descrita por Theodorou et al., (1994) con
base en un transductor (Druck Incorporated DPI 701 555 in H20/20 psi), para medir la presion
generada por la produccion de CO: y jeringas de plastico para medir el volumen de gas
(milimetros).

La preparacion del medio segin Menke y Steingass (1988) consider6 diversos componentes:
Solucion de Microminerales, Solucién Buffer, Solucién de Macrominerales, Solucion Reductora,
Cisteina, Indicador Anaerobio y Resazurina.

Para las mediciones por produccién de gas in vitro se considera la produccion acumulada in
vitro de gas a 24 h y las variables de produccion de gas de las especies arboreas forrajeras en
estudio. Para efecto de comparar los incrementos (%) en la produccion de gas en las especies
tratadas con respecto a las no tratadas a las 24 horas de incubacién puede utilizar la siguiente
férmula: Incremento (%)= ((volumen de gas con tratamiento) - (volumen de gas sin tratamiento))
/ (volumen de gas sin tratamiento) *100 (Williams et al., 2000).

24



Para el procesamiento de los datos, por ejemplo: se toman los datos de los perfiles de
produccion de gas de 0 a 96 h se procesan con base en el modelo sin el tiempo de L (Theodorou
et al., 1994) para derivar las variables de degradacion a, b y c:

Y =a+ b (1-exp-ct)

Donde:

Y = Produccion de gas en el tiempo t.
a, b = Constantes de la ecuacion.

¢ = Tasa de produccioén del gas.
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lIl. JUSTIFICACION

El presente trabajo se centra en evaluar la adicion con aceite de cartamo y de pescado en
combinacion con Saccharomyces cerevisiae en dietas, como alternativas nutricionales para la
alimentacion de equinos como productos altos en energia y bajos en almidén para favorecer la
salud de estos animales y asi poder evitar ciertas enfermedades que los predisponen las dietas
altas en granos, asi mismo buscar soluciones que disminuyan la produccion de gases de efecto
invernadero relacionados con la fermentacién cecal para reducir el calentamiento global.
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IV. HIPOTESIS

La inclusion de aceite vegetal (cartamo) y de pescado en conjunto con el aditivo
Saccharomyces cerevisiae, mejora el aporte energético en la alimentacion de caballos y
disminuye la produccion de gases de efecto invernadero.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la inclusion de niveles diferentes de aceite de cartamo y pescado con o sin
la adicion de Saccharomyces cerevisiae sobre la digestibilidad y produccion de gases en
caballos maduros con trabajo moderado.

5.2 Objetivos especificos
- Determinar la digestibilidad de los Nutrientes (Materia Seca, Materia Organica) para cada
uno de los niveles de inclusidn de aceite y Saccharomyces cerevisiae.

- Evaluar la estabilidad microbiana y el nivel de pH para cada uno de los niveles de
inclusién.

- Determinar la produccion de gas in vitro de los distintos niveles de inclusion utilizando
diferentes fuentes de aceite.

- Analizar la produccién de gas in vitro utilizando contenido fecal de las muestras
adicionadas con Saccharomyces cerevisiae.

- Medir la produccién de gases de efecto invernadero en cada uno de los niveles de
inclusion.
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VI. MATERIALES

6.1 Material biolégico

Se utilizaron 4 caballos adultos del Hospital de Grandes Especies de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad del Estado de México, México (7 a 9 afios de edad y un
peso de 490 + 20.1 kg) Alimentados con 2 kg de alimento concentrado al dia de marca comercial
(Horse power®), heno de avena y agua ad libitum.

6.2 Extraccién de contenido cecal de los caballos donantes

Antes de comenzar la incubacion, se colectaron muestras fecales (la fuente de inoculo) directo
del recto de los caballos en el Hospital de Grandes Especies de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad del Estado de México, México (En Toluca Estado de
México, coordenadas 19°17'32"N 99°39'14"0).

Las muestras se conservaron en refrigeracion.

6.3 Material de laboratorio
Vasos de precipitado de 250 ml

Vasos de precipitado de 500 ml
Pipetas de 1 ml

Pipetas de 5 ml

Probeta 120 ml

Probeta 25 ml

Gasas

Frascos de 100 ml con tapa de goma
Crisoles de vidrio

Agua destilada

6.4 Equipo
Monitor de calidad del aire YesAIR (critica ambiental Technologies Canada Inc., Delta, BC, V4G
1M3, Canada)

Potenciometro digital (Conductronic pH 15, Puebla, México).
Transductor de presion (Extech, Waltham, USA).

Molino
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Estufa
Incubadora
Bascula

6.5 Reactivo y sustancias
Solucién buffer:

35 g de bicarbonato sédico (NaHCO3)
4 g de carbonato de amonio (NH4HCO3)

(Para aproximadamente 500 ml de agua destilada y luego hacer el volumen a 1 litro con agua
destilada)

Solucién macromineral:

6.2 g de fosfato dihidrégeno potésico (KH2PO4),
5.7 g de hidrogeno fosfato disddico (Na2HPOa4)
0.6 g de sulfato de magnesio (MgSOa4.7H20)

(Para aproximadamente 500 ml de agua destilada y luego hacer el volumen a 1 litro con
destilacién Agua)

Solucién micromineral:

10 g de cloruro de manganeso (MnCl2.6H20)
13.2 g de cloruro célcico (CaCl2.2H20)

1 g de cloruro de cobalto (CoCl2.6H20)

8 g de cloruro férrico (FeClz.6H20)

(Para aproximadamente 50 ml de agua destilada y luego realizar el volumen a 100 ml de agua
destilada)

Resazorina;:

Resazorina 0.1 g en 100 ml de agua destilada.
Solucion reductora:

996 mg de sulfuro de sodio (Na2S.9H20)
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Para 94 mL de agua destilada y luego afiadir 6 ml de solucion de hidréxido sédico 1 N (disolver
4 g de hidroxido sédico en 100 ml de agua destilada para 1 N de hidroxido soédico).

6.6 Equipo de seguridad personal
Bata blanca

Guantes de latex
Guantes de palpacion

Cubre bocas
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VIl. METODO

La técnica de producciéon de gases es un método in vitro que permite determinar la extension y
la cinética de degradacion del alimento mediante del volumen de gas producido durante el
proceso fermentativo (Theodorou et al.,, 1994). Una de las mdltiples ventajas de este
procedimiento es que el curso de la fermentacion y el papel de los componentes solubles del
sustrato puede ser cuantificado (Pell et al., 1997).

La técnica de produccion de gas in vitro es una prueba que ha sido usada para la evaluacion
de alimento para ganado, principalmente porque pueden estimarse las tasas de fermentacién
via acumulacién de gas. Aunque los productos de desecho, gases fermentados (principalmente
CO2 y CHa) representan parte del alimento que ha sido degradado (Posada y Noguera, 2005).

Procedimiento:

1. Se pesaron 0.5 g del sustrato de cada uno de los tratamientos para posteriormente
mezclarlo con la solucién nutritiva y el contenido cecal.

Fig. 3 Pesaje de muestras

2. Las heces que fueron recolectadas, se filtran en un vaso de precipitados con una capa
de cuatro gasas, para separar la parte liquida de la parte sélida.
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Fig. 4 Filtracion de heces

3. Para la solucion nutritiva se mezclaron; solucion macromineral 850ml, solucién buffer
850ml, resazurina 4ml, solucién micromineral 0.4 ml y agua destilada 2000ml.

Fig. 5 Preparacion de soluciones (de izquierda a derecha; solucion buffer, solucion
macromineral, rezasurina, solucion micromineral, agua destilada, solucién nutritiva final).

4. Posteriormente se colocaron los 0.5g MS dé cada uno de los tratamientos en frascos

individuales de 120 ml y se adiciono la solucion nutritiva (40 ml), mas liquido cecal (10
ml); ademas se utilizaron por triplicado blancos sin sustratos en el experimento.
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Fig. 6 Colocacion de sustrato y solucién nutritiva en relacion 1:4 con contenido cecal para
procedimiento in vitro.

5. Los frascos se taparon herméticamente para después incubarse a 39°C en bafio de
inmersion durante el experimento.

Fig. 7 Frascos en incubadora 39° C

6. Se midio la producciéon de gas a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36 y 48 horas Theodorou (et.
al, 1994) usando el transductor de presion (Extech, Waltham, USA).
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Fig. 8 Medicién de produccion de gas total

7. Ademas, el nivel de CHas, CO2 y H2 se estimd mediante el detector de gas (MONITOR

de calidad del aire YesAIR, critica ambiental Technologies Canada Inc., Delta, BC, V4G
1M3, Canada).

HOLINOW ALIVND ¥V

Fig. 9 Medicién de CH4, CO2 y H2 con MONITOR de calidad del aire YesAIR

8. Las botellas fuerdn destapadas al finalizar el experimento y la medicion del pH se llevo
a cabo utilizando el medidor de pH (Conductronic pH15, Puebla, México).
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Fig. 10 Medicién de pH

9. El contenido de la botella se filtré a través de un filtro (porosidad gruesa no. 1 tamafio
de poro 100-160 um; Pyrex, Stone, UK).

Fig. 11 Filtracion de sustrato.

10.La aparente degradabilidad de materia seca (DMS) se calculé después de secar los
residuos durante la noche a 105° C.
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Fig. 12 Pesaje de muestras después del sacado

7.1 Preparacion de variables
- Factores y niveles de estudio:

a) Aceite de cartamo (Ac) y de pescado (AP) 2.4y 4.8% cada uno

b) Levadura Saccharomyces cerevisiae de Procreatin 7® (Safmex/Fermex S.A. de C.V., Toluca
México) en forma de polvo que contiene 1 x 10%° células/g) 0 mg/gy 4 mg/g de MS.
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7.2 Tratamientos y disefo experimental

Los tratamientos se definieron de acuerdo a las combinaciones de un disefio Factorial 3X2,

obteniéndose los siguientes tratamientos:

Cuadro 1: Niveles de inclusion de aceite de cartamo, de pescado y S. cerevisiae.

TRATAMIENTOS

ACEITE DE CARTAMO ACEITE DE PESCADO

LEVADURA
2.4% 2.4% 0 mg/g
2.4% 2.4% 4 mg/g
4.8% 4.8% 0 mg/g
4.8% 4.8% 4 mg/g

Se utilizaron un total de 30 frascos (8 tratamientos x 3 repeticiones) mas tres botellas sin
sustrato y sin levadura y tres con levadura como blancos.

Cuadro 2: Alimentos utilizados en los tratamientos

Nombre comun Nombre cientifico
Cascara de soya Glycine max
Maiz rolado Zea mays
Pasta de soya Glycine max
Cebada rolada Hordeum vulgare
Avena Avena sativa
Salvado de trigo Triticum aestivum
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Cuadro 3: Ingredientes de las dietas y niveles de inclusion de aceite.

Aceite de cartamo Aceite de pescado

Control Bajo Alto Bajo Alto
Ingredientes (%)
Avena 12.0 12.0 12.0 12.0 12.0
Maiz rolado 25.0 22.6 20.2 22.6 20.2
Cebada rolada 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0
Salvado de trigo 12.0 12.0 12.0 12.0 12.0
Gluten de maiz 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Pasta de soya 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Nivel de aceite 0.0 2.4 4.8 2.4 4.8
Melaza 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0
Vit/Min 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Cascarilla de soya 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Ca 1.77 1.85 1.84 1.85 1.84
P 3.54 3.92 3.85 3.92 3.85
Mg 1.56 1.68 1.65 1.68 1.65
Na 0.31 0.32 0.32 0.32 0.32
K 8.46 9.01 8.93 9.01 8.93
Cl 0.68 0.82 0.8 0.82 0.8
Zn 18.54 21.98 21.53 21.98 21.53
Cu 4.73 5.85 5.8 5.85 5.8

Fe 140.4 139.63 138.86 139.63 138.86
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7.3 Calculo y analisis estadistico

Los datos de cada una de las tres corridas, dentro de la misma muestra de cada una de las tres
muestras individuales de la raciéon totalmente mezclada (RTM) fueron promediadas antes del
andlisis estadistico. Se utilizaron los valores medios de cada muestra individual como unidad
experimental. Los resultados de la produccion de gas in vitro y de los parametros de la
fermentacion fecal serédn analizados como un experimento con arreglo factorial de tratamientos
utilizando el PROC GLM opcion de SAS (2000) como:

Yik=u+ Ri+Aj+ (R x A)j+ Eik
Donde:
Yik = es cada observacion de la i-ésima RTM
Ri= la j-ésima dosis de levadura
Aj= el j-esimo nivel de aceite en dieta
p= es la media general
(R x A)ij= es la interaccion entre el tipo de dieta y la dosis de levadura
Eix= es el error experimental; Se observo un nivel significativo en P < 0,05.

Se utilizarén contrastes de polinomios ortogonales para examinar las respuestas (lineal y/o
cuadrética) a los niveles de adicién de la prueba (niveles de adicion de aceite vegetal y dosis
de levadura). La significancia estadistica se declar6 a P <0.05. La comparacion de medias se
realizara con la prueba de Tukey.

Para calcular los parametros de cinéticos de la produccion de gas, los resultados de
produccion de gas (mL/g DM) fueron aptos segun France et. al., (2000) Ecuacion:

A=bx[1-e-c(t-L)]1

Donde:

A = volumen de produccion de gas en el tiempo t;
b = produccién de gas asintético (mL/g DM);

c = tasa de produccion de gas (/h),

L (h) = tiempo de retardo discreto antes de la produccion de gas.
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VIII. LIMITE DE ESPACIO

Departamento de Nutricion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma del Estado de México (En Toluca Estado de México, coordenadas
19°17'32"N 99°39'14"0).

Los analisis quimicos y de degradabilidad in vitro de los alimentos se realizardn en el laboratorio
de bromatologia del departamento de nutricion animal de la FMVZ-UAEM (En Toluca Estado
de México).

Hospital Veterinario de Grandes Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Autonoma del Estado de México, México (Toluca Estado de México).

41


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Toluca_de_Lerdo&params=19.292222222222_N_-99.653888888889_E_type:city

X. RESULTADOS

Gas fecal total y cinética de CH4, CO2y H2

En la presente investigacion se muestra en el Cuadro 4 el efecto de los aceites de cartamo y de
pescado (con dos concentraciones diferentes) en combinacion con S. cerevisiae como aditivos
en la dieta y su efecto en la produccién de gases fecales totales in vitro y la cinética de CHa,
CO2 y Hz de raciones mixtas totales para el proceso in vitro. La produccion de gas asintotico,
tasa de produccion de gas, y periodo de retraso (L) no se vieron afectados (P > 0.05) debido a
la suplementacion de aceite de cartamo, aceite de pescado, y S. cerevisiae. El tipo de aceite y
nivel de aceite, las interacciones del nivel de aceite y S. cerevisiae tampoco mostraron ningun
impacto en la produccién de gas asintotico, la tasa de produccion de gas y el periodo de retraso.
El nivel de aceite x S. cerevisiae mostroé una mitigacion significativa (P = 0.047) en las emisiones
de CHa4 asintética. La interaccion entre el tipo de aceite y la S. cerevisiae, y el tipo de aceite y el
nivel de aceite mostraron un impacto no significativo (P > 0.05) en la tasa de emisién de CHa.
Por otro lado, el aceite de cartamo y el aceite de pescado a 2,4 y 4,8% mostraron una influencia
significativa (P = 0.035) en el periodo de retraso de la produccién de CH4 (Cuadro 4). El tipo de
aceite x S. cerevisiae, el nivel de aceite x tipo de aceite, el nivel de aceite x las interacciones
de S. cerevisiae no mostraron ningun efecto sobre el tiempo de las producciones de CO2y H2
in vitro (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Efecto de los aceites de cartamo y de pescado en combinacién con S. cerevisiae como aditivos para raciones en el gas fecal total in vitro y la cinética
de CHs, CO. y Ha.

Tipo de Nivel de Gas total CH4 CO; H,
aceite aceite B C L B C L B C L B C L
Control 0 96.6 0.060 2.77 8.6 0.209 1547 62.8 0.036 6.87 8.2 0.036 9.58
107.3 0.046 2.12 114 0.037 17.18 76.7 0.033 717 155 0.059 10.07
Aceite de Baio 81.7 0.061 1.26 6.7 0.030 1424 53.0 0.061 6.94 13.8 0.117 8.83
cartamo J
88.6 0.046 1.35 12.2 0.033 18.30 52.2 0.028 7.13 20.0 0.039 11.29
Alto 108.4 0.052 1.35 15.6 0.035 20.24 76.0 0.034 7.46 17.8 0.034 10.43
103.8 0.064 3.28 10.5 0.039 1750 61.7 0.034 1041 9.5 0.039 9.53
Aceite de Bai 62.5 0.062 1.09 1.1 0.005 1232 38.9 0.033 7.32 6.2 0.124 11.23
ajo
pescado
106.3 0.033 3.81 16.6 0.028 13.76 75.7 0.037 7.68 11.3 0.042 10.36
Alto 95.3 0.043 2.96 5.0 0.029 1577 57.6 0.032 5.79 16.1 0.033 9.91
98.8 0.048 1.88 3.8 0.023 1852 701 0.037 6.90 8.7 0.045 9.32
SEM? 33.03 0.0180 1.503 6.45 0.0752 2966 20.91 0.0097 2.056 8.47 0.039 1.476
Efecto del
aditivo?®:
Tipo de 0.729 0.316 0.333 0.173 0.925 0.115 0.989 0.328  0.300 0.360 0.877 0.800
aceite (TA)
Nivel de 0.239 0.883 0.446 0.907 0.958 0.035 0.272 0.266  0.716 0.963 0.078 0.392
aceite (NA)
sc 0.275 0.205 0.355 0.186 0.667 0.218 0.205 0.193 0.253 0.730 0.316 0.770
TA x SC 0.428 0.582 0.881 0.304 0.985 0.643 0.125 0.038 0.682 0.996 0.966 0.304
TA x NA 0.770 0.714 0.418 0.238 0.989 0.626 0.638 0.312 0.140 0.500 0.950 0.450
NA x SC 0.361 0.101 0.447 0.047 0.961 0.378 0.362 0.089 0.391 0.190 0.066 0.295

1B es la produccion de gas asintético (mL/g de materia seca).

C es la tasa de produccion de gas (/h).
L es el retardo inicial antes de que comience la produccion de gas (h).
2SEM es el error estandar de la media.

3P El valor de la interaccion entre tres factores experimentales no significativa (P>0.05).
0 = Sin aditivo, Bajo = 2.4 %, Alto = 4.8 %, - = 0mg/g de materia seca, + = 4mg/g de materia seca, SC = S. cerevisiae.
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Perfil de fermentacion in vitro y produccion de gas

El pH de fermentacion no se vio afectado (P > 0.05) con la suplementacion de aceite de cartamo,
aceite de pescado y S. cerevisiae en concentraciones distintas. El tipo de aceite x S. cerevisiae,
el tipo de aceite x el nivel de aceite, y las interacciones de S. cerevisiae tampoco mostraron
ningun impacto (P > 0,05) en el nivel de pH. Por el contrario, el tipo de aceite x S. cerevisiae, el
tipo de aceite x el nivel de aceite y las interacciones de nivel de aceite x S. cerevisiae mostraron
un aumento significativo (P >0.05) en la degradabilidad de materia seca (Cuadro 5).

La Fig.13 muestra la produccion de gas in vitro (mL/0.5 g materia seca incubada) en diferentes
periodos de incubacion influenciados por diferentes aditivos en las dietas. La produccion de gas
in vitro (mL/0.5 g materia seca incubada) se estima que se redujo debido a la suplementacion
de aceites y levaduras.

Fig. 13: Produccidn de gas fecal total in vitro (mL/0.5g de materia seca) en diferentes periodos de incubacidn por el efecto de
inclusion dietética de aceite de cartamo (AC), aceite de pescado (AP) y S. cerevisiae (SC).

CO = control, Bajo = 2.4 %, Alto = 4.8 %, -SC = 0mg/g de materia seca y +SC = 4mg/g de materia seca.
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Las interacciones; tipo de aceite x S. cerevisiae, tipo de aceite x nivel de aceite, y el nivel de
aceite x S. cerevisiae también mostraron un incremento no significativo hacia la produccion de
gas in vitro (mL/0.5 g materia seca incubada) con aumento en el periodo de incubacion de 8 a
48 h. Por otro lado, la interaccion nivel de aceite x S. cerevisiae revelé un impacto significativo
(P < 0.05) al reducir la produccién de gas in vitro (mL/0.5 g materia seca degradada) hasta 48
h de periodo de incubacion (Cuadro 5).
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Cuadro 5: Efectos de los aceites de cartamo y de pescado en combinacidn con S. cerevisiae como aditivos para raciones en los pardmetros de fermentacion fecal
in vitro, asi como la produccién de gas total en diferentes periodos de incubacion.

Parametros de
fermentacién

Produccién de gas mL/0.5g
de materia seca incubada

Produccién de gas mL/0.5g
de materia seca degradada

Tipo de aceite [a\l(;«;/l‘il de sc pH DMS! 8 12 24 48 8 12 24 48
Control 0 ) 6.5 19.7 293 53.3 751 1020 114 211 302 411
N 6.6 21.1 34.4 50.2 825 1122 146 250 348  46.7
Aceite de cartamo  Bajo ] 6.4 22.2 28.8 48.6 71.7 84.4 12.6 215 326 385
N 6.5 22.0 27.8 46.9 63.2 93.7 12.1 207 275 406
Alto ) 6.6 37.8 34.1 65.0 846 1183 265 511 665 929
N 6.5 20.0 28.2 52.7 832 1109 116 217 343 451
Aceite de pescado  Bajo ) 6.5 20.7 20.9 37.9 55.6 65.9 9.2 166 253  29.9
N 6.6 26.9 28.6 47.7 772 1070 169 274 421 517
Alto ) 6.6 22.6 30.7 48.6 798 1003 141 226 376 471
N 6.6 17.7 315 545 829 1045 110 197 297 371
SEM? 0.14 5.60 950 1675 2836 3349 647 1221 1916 2352
Efecto del aditivo®:
Tipo de aceite (TA) 0.229 0.121 0.660 0376 0873  0.606 0257 0131 0364 0217
Nivel de aceite 0.383 0.484 0263 0155 0184 0155 0226 0132 0162 0132
NA
(SC : 0.537 0.143 0568 0699 0593 0306  0.621 0438 0507 0.635
TA x SC 0.876 0.035 0351 0284 0459 0452 0055 0048 0113 0.085
TA % NA 0.876 0.024 0.668  0.866 0948 0740 0165 0090  0.160  0.092
NA x SC 0.370 0.003 0357 0289 0286 0231 0017 0029 0077 0.020

'DMS Degradabilidad de materia seca (%).

2SEM error estandar de la media.

3P El valor de la interaccion entre tres factores experimentales no significativa (P>0.05).
0 = Sin aditivo, Bajo = 2.4 %, Alto = 4.8 %, - = 0mg/g de materia seca, + = 4mg/g de materia seca, SC = S. cerevisiae.
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Efecto de los aditivos sobre las emisiones de CH4

La Fig.14 muestra la emision de CHa in vitro (mL/0.5g DM incubada) con aumento en el periodo
de incubacion debido a la inclusion dietética de aditivos. Hubo una falta total de produccion de
CH4 (mL/0.5g DM incubado y mL/0.5g DM degradado) hasta 10 h de periodo de incubacion. El
aceite de cartamo y el aceite de pescado tuvieron un efecto significativo (P>0.05) en la
mitigacion de la emision de CHa4 (mL/0.5g DM incubado y mL/0.5g DM degradado) con respecto
a la dieta de control. Del mismo modo, la emision in vitro de CH4 (mL/0,5 g DM degradada) se
redujo significativamente (P-0,005) debido a la interaccion al nivel de aceite y S. cerevisiae.

Fig. 14: Produccion de CH, fecal de caballo (mL/0.5g MS) en diferentes periodos de incubacion afectados por la inclusion
dietética de cartamo (AC), aceites de pescado (AP) y S. cerevisiae (SC).

CO = control, Bajo = 2.4 %, Alto = 4.8 %, -SC = 0mg/g materia seca y +SC = 4mg/g materia seca.
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La emision proporcional de CHas fue significativamente (P>0.05) influenciada a las 24 y 48 h
debido a la suplementacion de aceite de pescado. Las interacciones entre las raciones y las
dosis mostraron un impacto no significativo hacia la emision proporcional de CH4 (Tabla 6).
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Tabla 6: Efecto de los aceites de cartamo y pescado en combinacién con S. cerevisiae como aditivos para raciones en la produccion de CH, fecal in vitro en
diferentes periodos de incubacion.

mL de CH./0.5g de materia seca incubada mL de CH./0.5g de materia seca degradada Produccion proporcional de CH4

Tipo de
aceite Nivel de aceite  SC 8 12 24 48 8 12 24 48 8 12 24 48
Control 0 R 0.00 0.77 2.12 5.86 0.00 0.30 0.84 2.34 0.00 1.35 2.68 5.34
+ 0.00 1.02 3.55 10.40 0.00 0.45 1.53 4.33 0.00 1.78 4.46 9.55
Aceite 0.00 1.23 3.05 5.57 0.00 0.61 1.49 2.65 0.00 247  3.67 6.07
de Bajo
cartamo -
+ 0.00 1.08 3.41 10.90 0.00 0.53 1.59 4,99 0.00 210 523 11.50
Alto - 0.00 0.33 3.57 13.63 0.00 0.27 2.50 9.43 0.00 050 443 12.30
+ 0.00 0.93 3.25 9.26 0.00 0.42 1.34 3.63 0.00 153 4.07 9.13
Aceite 0.00 0.33 0.72 1.29 0.00 0.16 0.34 0.60 0.00 0.83 1.27 2.13
de Bajo
pescado -
+ 0.00 0.61 1.51 3.38 0.00 0.34 0.85 1.91 0.00 1.07 1.73 3.07
Alto - 0.00 0.84 2.40 4.97 0.00 0.42 1.18 2.39 0.00 180 2.76 4.76
+ 0.00 0.32 1.13 3,51 0.00 0.11 0.43 1.28 0.00 057 1.37 3.38
SEM? 0.000 0.803 1.708 3.873 0.000 0.412 0.884 1.865 0.000 1.342 1.812 3.536
Efecto
del
aditivo®:
Tipo de 0.00 0.312 0.015 0.002 0.00 0.249 0.007 0.0001 0.00 0.341 0.003 0.001
aceite
(TA)
Nivel de 0.00 0.569 0.577 0.203 0.00 0.546 0.421 0.070 0.00 0.398 0.818 0.331
aceite
(NA)
sc 0.00 0.698 0.546 0.291 0.00 0.793 0.922 0.987 0.00 0.885 0.351 0.246
TA x 0.00 0.630 0.858 0.967 0.00 0.796 0.582 0.306 0.00 0.495 0.507 0.697
SC
TA x 0.00 0.383 0.750 0.743 0.00 0.485 0.812 0.235 0.00 0.223 0.632 0.893
NA
NA x 0.00 0.978 0.358 0.101 0.00 0.703 0.092 0.005 0.00 0.978 0.239 0.123
SC

SEM? error estandar de la media.
0 = Sin aditivo, Bajo = 2.4 %, Alto = 4.8 %, - = 0mg/g materia seca, + = 4mg/g materia seca, SC = S. cerevisiae.
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Efecto de los aditivos sobre las emisiones de COz2
La emision de CO: in vitro (mL/0.5 g materia seca incubada) aumento en el periodo de
incubacion debido a la inclusién dietética de aditivos como se muestra en la Fig.15.

Fig. 15: Produccion de CO, fecal de caballo (mL/0.5 g materia seca) en diferentes periodos de incubacion afectados por la
inclusion dietética de aceite de cartamo (AC), aceites de pescado (AP) y S. cerevisiae (SC).
CO = control, Bajo = 2.4 %, Alto = 4.8 %, -SC = 0mg/g de materia seca, y +SC = 4mg/g de materia seca.
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Tanto el tipo de aceite como S. cerevisiae tuvieron minimo efecto sobre la emisiéon de CO:
(mL/0.5 g materia seca incubada) con respecto al control. Por el contrario, la emision de CO:
(mL/0,5 g de materia seca degradada) se elevo ligeramente (P < 0,05) debido al tipo de aceite
x S. cerevisiae y a las interacciones del nivel de aceite x S. cerevisiae. De la misma manera,
la emision proporcional de CO:2 fue influenciada significativamente hasta 48 h debido a la
interaccion del tipo de aceite x S. cerevisiae (Cuadro 7)
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Cuadro 7: Efecto de los aceites de cartamo y de pescado en combinacion con S. cerevisiae como aditivos para raciones en la produccion de CO; fecal in vitro en
diferentes periodos de incubacion.

mL de CO/0.5g de materia seca mL de CO/0.5g de materia seca
Tipo de aceite Nivel de incubada degradada Produccion proporcional de CO;
aceite SC 8 12 24 48 8 12 24 48 8 12 24 48
Control 0 ) 5.55 20.09 34.47 62.81 2.15 7.97 13.89 2535 1954 3787 4594 61.78
+ 6.37 24.04 41.23 74.27 2.66 9.96 17.04 30.30 19.17 4042 49.23 6564
Aceite de Bai 4.84 19.06 40.28 57.54 2.14 8.50 18.76 26.66  18.67 40.33 54.67 67.00
. ajo
cartamo -
+ 4.85 16.02 25.00 50.27 2.20 7.24 10.95 21.85 17.67 3433 39.77 53.77
Alto } 5.48 23.45 43.64 76.91 3.96 18,58  33.22 58.84  16.67 36.00 52.33 66.00
+ 3.34 15.58 33.25 58.70 1.40 6.51 13.90 2399 1133 2887 3753 5190
Aceite de . 2.41 12.07 21.15 38.09 1.10 5.33 9.49 1733 11.33 30.67 39.73 57.73
pescado Bajo -
+ 6.66 22.56 46.08 76.82 3.84 1265  25.36 42,11 2467 48.33 60.67 72.20
Alto ) 5.98 19.44 36.29 59.07 2.74 8.99 17.00 2769 1770 36.37 42,70 56.03
+ 6.71 22.12 44.35 72.58 2.19 7.46 15.27 25,51 2233 43.00 55.00 70.67
SEM? 2.263 7.257 14.897 21.778 1205 4922 9.607 15250 6.423 7.545 8983 7.887
Efecto del
aditivo®:
Tipo de aceite 0.404 0.870 0.831 0.939 0929 0413 0511 0.425 0.295 0.163 0.400 0.325
(TA)
Nivel de aceite 0.482 0.399 0.352 0.283 0.610 0317 0.318 0234 0.699 0480 0.656 0.737
(NA)
sc 0.321 0.526 0.522 0.308 0.808 0.615 0.629 0.728 0.363 0.289 0.611 0.677
TA x SC 0.074 0.067 0.063 0.065 0.022 0.018 0.008 0.011 0.034 0.007 0.000 0.003
TA x NA 0.252 0.816 0.946 0.788 0.609 0.167 0.180 0.088 0.269 0.447 0.909 0.984
NA x SC 0.151 0.328 0.655 0.382 0.005 0.015 0.05 0.019 0.245 0.364 0.601 0.969

SEM? error estandar de la media.
0 = Sin aditivo, Bajo = 2.4 %, Alto = 4.8 %, - = 0mg/g materia seca, + = 4mg/g materia seca, SC = S. cerevisiae.
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Efecto de los aditivos en las emisiones Hz

La emision de Hzin vitro (mL/0,5 g materia seca incubada) muestra la Fig. 16 exhibe aumento
en el periodo de incubacion debido a la inclusion dietética de aditivos. La produccion de Hz in
vitro (mL/0.5 g materia seca incubada) se incremento ligeramente en los niveles de tratamiento
con respecto al control. Por otro lado, la interaccion; el tipo de aceite x S. cerevisiae reveld
significativa (P < 0.05) mitigacién en la producciéon de Hz (mL/0.5 g materia seca degradada)
sblo alas 8 y 12 h de incubacién.

Fig. 16: Produccién de H, fecal de caballo (mL/0,5 g materia seca) en diferentes periodos de incubacién afectados por la
inclusién dietética de aceite de cartamo (AC), aceites de pescado (AP) y S. cerevisiae (SC).
CO = Control, Bajo = 2.4 %, Alto = 4.8 %, -SC = Omg/g de materia seca, y +SC = 4mg/g de materia seca.
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La emision proporcional de Hz fue influenciada (P > 0.05) debido a los aceites y S. cerevisiae
después de las 12 h del periodo de incubacion (Cuadro 8).
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Cuadro 8: Efecto de los aceites de cartamo y de pescado en combinacion con S. cerevisiae como aditivos para raciones en la produccion de H; fecales in vitro en
diferentes periodos de incubacion.

mL de H,/0.5 de materia seca incubada ~ mL de H,/0.5 g de materia seca degradada  Produccion proporcional de H,

Tipo de Nivel de
aceite aceite SC 8 12 24 48 8 12 24 48 8 12 24 48
Control 0 . 0.29 2.59 4.52 8.45 0.11 1.00 1.78 3.35 1.00 517 6.25 842
+ 0.41 3.45 9.66 16.02 0.17 1.44 4.52 7.38 117 6.00 1167 1492
Aceite de Baio 0.29 5.09 10.03 14.61 0.13 2.43 4.87 7.09 1.00 10.33 12.00 14.67
cartamo ! -
+ 0.28 6.07 11.57 20.31 0.12 2.86 5.46 9.40 1.00 12.00 18.00 22.00
Alto } 0.34 5.03 8.58 17.71 0.26 3.58 6.00 12.16 1.00 800 10.67 16.00
+ 0.28 2.96 5.68 9.79 0.12 1.21 2.32 3.95 1.00 567 6.67 8.67
Aceite de Baio 0.21 2.61 4.49 7.01 0.09 1.07 1.95 3.05 1.00 6.67 833 11.00
pescado ! -
+ 0.29 3.29 6.69 11.73 0.17 2.03 3.94 6.74 100 700 933 11.33
Alto } 0.31 5.13 10.96 16.99 0.14 2.46 5.31 8.17 1.00 10.00 12.00 15.00
+ 0.32 2.81 5.68 9.25 0.11 0.96 1.99 3.23 1.00 533 7.00 9.00
SEM? 0.107 2.343 5931  8.894 0.068 1.274 3.286 4.872 0.039 4.065 6.852 7.934
Efecto del
aditivo®:
Tipo de 0.765 0.147 0.592 0.422 0.322 0.072 0.506 0.341 1.000 0.277 0.550 0.479
aceite (TA)
Nivel de 0.441 0.752 0.900  0.997 0.290 0.921 0.942 0.917 1.000 0.277 0.526 0.625
aceite (NA)
e 0.414 0.739 0.798  0.753 0.916 0.409 0.987 0.973 0.458 0.603 0.716 0.821
TA x SC 0.522 0.879 0.908 0.971 0.091 0.476 0.830 0.696 1.000 0.567 0.737 0.789
TA x NA 0.769 0.153 0.393  0.492 0.222 0.674 0.678 0.868 1.000 0.112 0.434 0.519
NA x SC 0.626 0.099 0.427 0.232 0.035 0.009 0.247 0.113 1.000 0.164 0.372 0.323

SEM?Z error estandar de la media
0 = Sin aditivo, Bajo = 2.4 %, Alto = 4.8 %, - = 0mg/g de materia seca, + = 4mg/g de materia seca, SC = S. cerevisiae.
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XI. DISCUSION

Los retos actuales para mejorar la eficiencia y la productividad de los equinos a travées de la
manipulacion de su dieta debe ser un enfoque sustancial que nos apoya para la mitigacion de
los gases de efecto invernadero. Sabemos que la calidad del forraje afecta directamente en el
proceso de fermentacion por consiguiente el rendimiento de los gases de efecto invernadero en
los animales. El forraje de alta calidad consiste en sacéaridos fermentables y un nivel reducido
de fibra, lo que nos lleva a una alta digestibilidad, mitigando asi la producciéon de CHs4, CO2 y
H2. Las variaciones en la composicion quimica de las dietas también son responsables de
reducir la produccion de gases de efecto invernadero. Actualmente, en los paises en desarrollo,
se realizan esfuerzos para tener alternativas alimenticias con alta digestibilidad y composicion
nutricional. Sin lugar a dudas estas alternativas representa conduce a la mitigacion de gases de
efecto invernadero (Kataria, 2015).

Teniendo en cuenta los hechos antes mencionados, en el presente estudio, el cartamo y el
aceite de pescado que son ricos en energia digestible, se utilizaron como aditivos dietéticos no
s6lo para mejorar la eficiencia, sino también mitigar la produccion de gases de efecto
invernadero en caballo. Por otro lado, se sabe que las levaduras mejoran el recuento total de la
flora microbiana del intestino grueso (ciego y coldn), lo que se traduce en una mejor
digestibilidad y aprovechamiento del forraje. En vista de esto, también intentamos evaluar la
capacidad de fermentacion de la racion con la adicion de dos niveles de aceites y la adicion de
S. cerevisiae (Morgan, 2006).

La produccion de gas asintético, tasa de produccion de gas, y periodo de retraso no se vieron
afectados por complementar el aceite de cartamo, aceite de pescado, y S. cerevisiae. El tipo de
aceite y S. cerevisiae, el tipo de aceite y el nivel de aceite, y las interacciones del nivel de aceite
y S. cerevisiae también mostraron un impacto no significativo en la produccion de gas asintotico,
la tasa de produccion de gas y el periodo de retraso. El aumento del tiempo de retraso para la
producciéon de gas al complementar los aceites y S. cerevisiae sugiere las estrategias de
adaptacién retardadas de la microbiota hacia las dietas. Nuestros resultados coinciden con
Ferraro et al., (2016) que demostré que los suplementos energéticos en la dieta del ganado
estimularon la adaptacion microbiana y aumentaron el periodo de retraso.

La interaccién; nivel de aceite x S. cerevisiae mostré una reduccion significativa en la produccién
de CHa4 asintética. El tipo de aceite y S. cerevisiae, y las interacciones del tipo de aceite y el
nivel de aceite mostraron un impacto no significativo en la tasa de emisién de CHa4. Por otro
lado, el aceite de cartamo y el aceite de pescado a 2,4 y 4,8% mostraron una influencia
significativa en el periodo de retraso de la producciéon de CHas. Lo observado es similar a los
resultados reportados por Elghandour et al., (2016) que revel6 un impacto racional en la tasa
de emision de CHa y el periodo de retraso de la emision. Ademas, en ese estudio los autores
revelaron la falta de efecto del tipo de racion x interaccion de la dosis en la producciéon de COo..
En este estudio las interacciones; el tipo de aceite x S. cerevisiae, tipo de aceite x nivel de
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aceite, y el nivel de aceite x S. cerevisiae mostraron falta de efecto no solo sobre el CO2
asintotico, la tasa, y el tiempo de retardo de COz, sino también la emision de H2. Actualmente
no se dispone de informes que investiguen el papel sinérgico del aceite de cartamo, aceite de
pescado, y S. cerevisiae sobre la cinética de CO2 y Hz en equinos; por lo tanto, no se discutio
la comparacién entre nuestras constataciones y los informes previos.

La suplementacion de aceite de cartamo, aceite de pescado, y S. cerevisiae en concentraciones
distintas no mostraron ningun impacto significativo en el nivel de pH. Elghandour et al., (2016)
y Lattimer et al., (2007) que no obtuvieron ninguna alteracién en el pH y DMS complementando
la levadura en la dieta alta en concentrado representado observaciones similares. Al contrario
de esto, Hernandez et. al., (2017) demostraron una reduccién significativa en el pH y en la
degradabilidad de materia seca in vitro al complementar el aceite de ajo en la dieta. La variacion
observada en este contexto podria deberse al alto rango de amortiguacion del mecanismo
fermentativo y a la diferente modalidad de accién de los aceites, asi como a S. cerevisiae en la
microbiota (Elghandour et al., 2016).

La degradacion de la racién se mide calculando la produccion de gas in vitro. En general, los
valores elevados de gas son la indicacion de una mejor disponibilidad nutricional para la
microbiota (Elghandour et al., 2018). En esta investigacion, se estima que la produccién de gas
in vitro (mL/0.5 g materia seca incubada) se incremento debido a la suplementacion de aceites
y levaduras. El tipo de aceite x S. cerevisiae, aceite tipo x nivel de aceite, y el nivel de aceite x
S. cerevisiae también mostraron incremento en la produccion de gas in vitro (mL/0.5 g materia
seca incubada y mL/0.5 g materia seca degradada) con aumento en el periodo de incubacion.
Los hallazgos del presente estudio coinciden con los informes de Hernandez et. al., (2017) que
demostraron una mejora significativa en la produccion de gas in vitro debido a la adicién de S.
cerevisiae en la dieta de alta concentracion.

Los suplementos de aceite que se implementan en la dieta no sélo para lograr los requisitos de
alta energia, sino también reducir la produccion de CHa4 en animales (Martin, 2010). En el
contexto actual, hemos emprendido un nuevo intento de evaluar la potencialidad del cartamo y
el aceite de pescado para reducir la produccion de CHa4 en el caballo. Los hallazgos mostraron
el efecto sinérgico significativo del aceite de cartamo, aceite de pescado, y S. cerevisae en la
mitigacion de la emisién de CH4 (mL/0.5 g materia seca incubada y mL/0.5 g materia seca
degradada) con respecto a la dieta de control in vitro. Se ha producido una falta total de
produccién de CH4 (mL/0.5 g materia seca incubada y mL/0.5 g materia seca degradada) hasta
10 h de periodo de incubacion. La observacion similar fue reportada por Elghandour et al.,
(2016) que estim6 una emisién de CHa insignificante al comienzo del periodo de incubacion
debido a la suplementacién con aditivos.

En el presente estudio, el tipo de dieta y S. cerevisae no revelaron ningun impacto significativo
en la emision de CO2 (mL/0.5 g materia seca incubada) con respecto al control. Por el contrario,
las emisiones de CO2 (mL/0,5 g de materia seca degradada) se redujeron debido al tipo de
aceite x S. cerevisiae y a las interacciones del nivel de aceite x S. cerevisiae. Nuestros informes
coinciden parcialmente con los hallazgos de Hernandez et al., (2017) que observaron un alto
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nivel de CO2 (mL/g materia seca incubada y degradada) en la dieta control y en los tratamientos
con aceite. La tendencia hacia el mantenimiento de las emisiones de CO2 en un periodo de
incubacion variado podria deberse a la estimulacion de la capacidad de supervivencia de los
microorganismos productores de propionato. De hecho, las levaduras desplazan la utilizacion
de H:z de la metanogénesis para reducir la acetogénesis por microorganismos
homoacetogénicos que liberan acetato de CO2 y H2 (Mwenya et al., 2004), manteniendo asi la
produccion de COz. Elghandour et al., (2016) demostraron que la levadura a diferentes dosis no
tuvo una influencia significativa en las emisiones de CO2. Ademas, en nuestra investigacion, la
interaccién del tipo de aceite x S. cerevisiae exhibié una reduccion significativa en la produccion
de H2 (mL/0.5 g materia seca degradada) hasta 12 h de incubacion. Teniendo en cuenta la falta
de estudios que investigan el papel sinérgico fundamental de los aceites y levaduras en la
mitigacion de la produccion de Hz del caballo, los resultados obtenidos en este contexto no
pudieron compararse con el protagonismo de los informes anteriores.
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XII. CONCLUSIONES

La utilizacion de aceite de cartamo, el aceite de pescado y la S. cerevisiae mostraron efecto
significativo en al reducir la produccién de gas asintética, la tasa de produccién de gas y el
periodo de retraso de CHa.

La produccion de CHas en la interaccion del nivel de aceite x S. cerevisiae mostré una mitigacion
significativa (P = 0.047). Los aditivos no mostraron influencia sobre la mitigacion de gas
asintotica, velocidad y tiempo de retraso de emisiones de COzy Hz. La inclusion de aceites de
cartamo y pescado (2,4 y 4,8%) adicionado con levadura S. cerevisiae (4 mg/g MS) puede
utilizarse para mitigar in vitro las emisiones de CHa4 en caballos.

El pH de fermentacidén no se vio afectado debido a la suplementacion de aceite de cartamo,
aceite de pescado y S. cerevisiae en concentraciones distintas.

Mas estudios in vivo son necesarios para representar la eficiencia de estos suplementos como
una alternativa viable para reducir la produccién de gases de efecto invernadero en equinos.
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