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RESUMEN
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inclusion de 1, 2 y 3 % de

eucalipto (Eucalyptus spp), clavo (Syzygium aromaticum) y menta (Mentha piperita),
asi como 0.20 ppm de monensina sédica en una dieta para ovinos en finalizacion
sobre la fermentacion ruminal y produccion de metano in vitro. Se registraron las
lecturas de presion y volumen de gas a las 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h,
evaluando volumen maximo de gas, tasa de produccion de gas, fase lag,
degradabilidad de la materia seca, CH4, CO2 y acidos grasos volatiles (AGV). Los
datos obtenidos fueron analizados mediante un disefio completamente al azar,
comparando las medias con una prueba de Tukey (P<0.05), ademas de realizar un
arreglo factorial 3 x 4, determinando las interacciones entre las tres plantas y los
cuatro niveles. Las dietas con monensina sodica y eucalipto presentaron una
disminucién en el volumen maximo de gas (P=0.0001), asi como menor produccion
de CHs4 (P=0.01) y CO2 (P=0.004); la produccion de AGV mostré diferencias
(P=0.01) en &cido acético con el 1 % de eucalipto, ademas de menor produccion de
acido butirico (P=0.01), mientras que con el 2 % aumenté (P=0.01) el &cido
propionico y se obtuvo una menor relacion acético:propionico. Al emplear eucalipto
sin monensina, se presentd una disminucién en tasa de produccion de gas
(P=0.0008), asi como menor produccion de gas (P=0.0001) y degradabilidad
(P=0.0007), por otro lado al emplear menta la fase lag fue menor (P=0.0001) y se
observo mayor reduccion en COz y CHa4 (P=0.0001), finalmente la adicion del clavo
redujo la tasa de produccion de gas (P=0.0004). Por lo cual se concluye que el uso
de eucalipto al 3 % disminuye el volumen maximo de gas, tasa de produccion de gas
asi como produccion de CHas, ademas de incrementar la produccion de acido

propionico.

Palabras clave: Productos herbales, gases de efecto invernadero; ionoforo;

produccion de gas in vitro.



ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the effect of inclusion of 1, 2 and 3% of

eucalyptus (Eucalyptus spp), cloves (Syzygium aromaticum) and mint (Mentha
piperita), as well as 0.20 ppm of monensin sodium in a diet for sheep in ending, on
ruminal fermentation and methane production in vitro. Gas pressure and volume
readings were recorded at 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 60 and 72 h, evaluating maximum
gas volume, gas production rate, lag phase, degradability of the material dry, CHa,
CO2 and volatile fatty acids (VFA). The data were analyzed using a completely
randomized design, comparing the means with a Tukey test (P <0.05), in addition to
making a 3 x 4 factorial arrangement, determining the interactions between the three
plants and the four levels. The diets with monensin sodium and eucalyptus showed a
decrease in the maximum gas volume (P = 0.0001), as well as lower production of
CH4 (P = 0.01) and COz2 (P = 0.004); the production of VFA showed differences (P =
0.01) in acetic acid with 1% of eucalyptus, in addition to lower production of butyric
acid (P = 0.01), while 2% increased (P = 0.01) propionic acid and a lower acetic:
propionic ratio. When using eucalyptus without monensin, a decrease in gas
production rate (P = 0.0008) was observed, as well as lower gas production (P =
0.0001) and degradability (P = 0.0007). On the other hand, when using lag phase
mint was lower (P = 0.0001) and a greater reduction in CO2 and CH4 (P = 0.0001)
was observed, finally the addition of the nail reduced the gas production rate (P =
0.0004). It is concluded that the use of 3% eucalyptus showed a decrease in
maximum gas volume, gas production rate as well as CHa4 production, in addition to

increasing propionic acid production.
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1. INTRODUCCION

El metano (CHs4) es un gas de efecto invernadero, el cual presenta un
potencial de calentamiento 23 veces superior al CO2 (Peters et al., 2012),
contribuyendo significativamente al calentamiento del planeta (Hartung y Monteny,
2000; Lassey, 2007), es derivado principalmente por la digestion de carbohidratos
estructurales bajo condiciones anaerobias en el interior del rumen produciéndose
algunos otros compuestos finales de la fermentacién tales como acidos grasos
volatiles (AGV; acetato, propionato, butirato) formato, etanol, lactato, succinato y
acidos grasos ramificados (Janssen, 2010; Banik et al., 2013), de estos los AGV son
la principal fuente de energia para el animal, generandose amonio, hidrégenos y
diéxido de carbono, estos dos ultimos subproductos son reducidos y convertidos en
metano por un grupo de bacterias denominadas Arqueas metanogénicas, la
generacion de este gas es un proceso en el que se pierde aproximadamente del 2 al
12% de la energia bruta que consumen los rumiantes el cual es liberado a la
atmosfera a través del eructo principalmente (Kamra et al.,, 2012; Inamdar et al.,
2015).

Existen diferentes estrategias las cuales han sido empleadas con el fin de
aminorar éstas emisiones de metano, tal es el caso de la inmunizacion, control
bioldgico, probidticos, eliminacion de protozoarios del rumen, manipulacion en la
dieta de los animales (Patra, 2012), asi como el uso de extractos de plantas y
aditivos alimenticios, los cuales han mostrado efecto antimetanogénico alterando el
patron de fermentacion, inhibiendo directamente a bacterias productoras de metano
(Sliwinski et al., 2002; Patra et al., 2006; Goel et al., 2008).

Dentro de estas alternativas se destaca el uso de iondéforos, los cuales han
sido utilizados como aditivos en la alimentacion de rumiantes incrementando la
eficiencia en la conversion alimenticia. La monensina sodica presenta efectos sobre
la fermentacidn ruminal, se ha demostrado su eficacia contra bacterias gram
positivas ejerciendo limitada o nula actividad contra bacterias gram negativas,
aumentando las concentraciones de acido propiénico y disminuyendo el acetato
ruminal indispensable para la formacion del metano (Van Vugt et al., 2005; Odongo
et al.,, 2007), sin embargo el uso de agentes antimicrobianos como aditivos

alimenticios puede contribuir a la generacion de resistencia bacteriana en animales y
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humanos (Chesson, 2006), por lo que actualmente ha crecido el interés de utilizar

extractos de plantas como alternativas en la alimentacion de rumiantes.

Investigaciones realizadas en las cuales han empleado metabolitos
secundarios de plantas como saponinas, taninos y aceites esenciales (Wallace,
2004; Benchaar et al., 2008; Rira et al., 2015) han mostrado el potencial que
presentan para promover la fermentacion microbiana del rumen, disminuyendo las
emisiones de metano, exhibiendo actividad antimicrobiana contra una gran variedad
de microorganismos como bacterias, protozoarios y hongos atribuyendo su efecto al
namero de terpenoides y compuestos fendlicos (Chao et al.,, 2000). Es por este
motivo que al disminuir estas emisiones de metano entérico se incrementa la
productividad animal disminuyendo las pérdidas energéticas y el impacto ambiental
(Niggli et al., 2009).



2. ANTECEDENTES

2.1 Cambio climéatico en México

México es uno de los paises mas comprometidos con los esfuerzos globales de
mitigacion del cambio climatico, es por ello que el pais firmd la Convencién Marco de
las Naciones Unidas sobre Cambio Climatico (CMNUCC) en 1992 y el Protocolo de
Kioto en 1997, y ha disefiado una Estrategia Nacional de Cambio Climatico (ENCC)
en 2007. Adicionalmente, se ha conformado una Comision Intersecretarial de
Cambio Climético (CICC) con el objeto de coordinar las acciones de la
administracion publica federal relativas a formular e instrumentar la politica nacional
para prevenir, mitigar y adaptarse al cambio climatico (Banco Mundial, 2010). La
CICC es responsable de trazar la ENCC e incluirla en el plan nacional de desarrollo
2007-2012, cuyos objetivos se traducen en: a) reducir las emisiones de gases de
efecto invernadero (GEI), y b) impulsar medidas de adaptacion a los efectos del
cambio climético (SAGARPA, 2010).

2.2 Gases de efecto invernadero

Los GEI mas importantes son el dioxido de carbono (CO2), metano (CH4) y éxido
nitroso (N20), los cuales tienen un potencial de calentamiento, de 1, 23 y 196 veces
superior al CO2 respectivamente (Solomon et al., 2007). EI CO2 es emitido
mayoritariamente por la quema de combustibles fosiles, mientras que el metano es
originado principalmente por fermentacion entérica en rumiantes, mientras que el
N2O es derivado por el uso de fertilizantes nitrogenados en la produccion
agropecuaria (Cabrera et al., 2010). El metano es un potente gas de efecto
invernadero mas importante debido a los cambios atmosféricos que genera
ocasionando el calentamiento global, las emisiones provenientes de la agricultura
representan alrededor del 50 % del total del metano de fuentes antropogénicas
(Scheehle y Kruger, 2006), es un gas incoloro e inodoro, se produce
predominantemente en el rumen (87%) y en menor medida en el intestino grueso
(13%) (Murray et al., 1976; Torrent y Johnson 1994), a pesar de poseer un mayor
poder de calentamiento respecto al COz2, su tiempo de vida media en la atmodsfera es
de 10 afios (Moss et al., 2000).



Los rumiantes son responsables de alrededor del 23 % de la produccion de
metano global, este gas es emitido a la atmésfera mediante la eructacion y la
cantidad que es liberada depende del volumen de alimento consumido y de la
composicion de la dieta, originandose a partir de la fermentacion de carbohidratos de
la dieta en el rumen (McGinn et al., 2008). Dentro de los principales paises que
generan mayores cantidades de metano son: China, Brasil, India, Estados Unidos,
Australia, Pakistan, Argentina, Rusia, México y Etiopia (Figura 1).
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Figura 1. Principales paises generadores de metano (Tg)
(US EPA, 2006).
La produccion de 1 L de metano equivale a 39.5 kJ de energia del alimento
(IPCC, 2001), reportdndose pérdidas de energia en forma de metano en la dieta de
los rumiantes del 2 al 12 %, en ganado lechero la pérdida de energia varia de 5.5 -
9.0 y de 3.5 - 6.5 % en ganado de engorda, lo cual depende de la calidad, consumo
de alimento, composicién de la dieta y el procesamiento del alimento. Los rumiantes
domeésticos como bovinos, ovinos y cabras producen hasta 86 millones de toneladas
métricas (Tg) de metano al afio, aproximadamente 18.9 Tg corresponden a ganado
lechero, 55.9 Tg a bovinos productores de carne y 9.5 Tg a ovinos y caprinos
(McMichael et al., 2007). La contribucién de metano mundial al afio de bufalos es de
6.2-8.1Tg, 0.9-1.1gT en camellos, y la produccion de metano del ciego de cerdos
y caballos es aproximadamente de 0.9 - 1.0 gT y 1.7 Tg respectivamente (Johnson y
Ward 1996).



En México, el sector agropecuario es una fuente importante de emisiones de
GEl, en el inventario nacional de 1990-2002, se observa que en el 2002 el 8.3% de
las emisiones totales (46,146 Gg CO2 eq) fueron producto del sector agropecuario,
mientras que para el 2006 las emisiones de este sector disminuyeron en un 6.4%
(45,552 Gg CO2 eq), representado por el 81.6% fermentacion entérica, 15.3% a
suelos agricolas, 2.6% a manejo del estiércol y el resto a cultivo de arroz y quema
de residuos (CICC, 2007) (Figura 2).
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Figura 2. Fuentes de emisiones de metano globales
(EPA, 2010; 2011).

2.3 Fermentacion y digestién ruminal

La alimentacién del rumiante esta basada principalmente en alimentos fibrosos como
los forrajes y alimentos concentrados (Church, 1974). En ovinos, el volumen ruminal
es de 5.3 L equivalente al 13 % de su peso corporal, mientras que en bovinos el

volumen es de 48 L 0 15 — 21 % del peso corporal (Owens et al., 1993).

El proceso de fermentacién es llevado a cabo por los microorganismos que
habitan en el rumen tales como protozoarios, hongos y bacterias (Lovett et al.,
2006). El producto final del proceso de fermentacion ruminal son los AGV,
principalmente acético, propionico y butirico, que constituyen mas del 90% de los
acidos que se producen en el rumen. El propidnico es el Unico acido gluconeogénico
y es responsable del 65 al 80% del suministro de glucosa (Reynolds et al., 2003), el

acido acético es el que mas se produce en el rumen llegando a un 70% o mas, el
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acido butirico es el acido que tiene mayor valor energético molar de los tres AGV
mas importantes (Maynard et al., 1979), siendo el AGV mas metabolizado en el
epitelio ruminal, los cuales son absorbidos a través de la pared del rumen (Baldwin y
Jesse, 1996; Baldwin y Mc Leod, 2000).

Otros productos del proceso fermentativo son el CO2 e hidrégeno (H2), los
cuales no son utilizados por el rumiante, pero sirven como sustrato para una
comunidad particular de microorganismos responsables de producir metano como
estrategia metabdlica para obtener la energia necesaria para su crecimiento
(Schéafer et al., 1999). El metano originado por el proceso fermentativo es eliminado
por tres vias: 1) es absorbido por sangre y exhalado via expiracion, 2) es emitido
directamente del rumen por la eructacién y 3) es eliminado por las flatulencias (Ricci
et al., 2014). La eliminacion de metano via eructo en el ganado inicia
aproximadamente a las cuatro semanas de vida, cuando los alimentos sdlidos
empiezan a ser retenidos en el reticulo-rumen, aumentandose la fermentacion y la
produccién de gases a medida que el reticulo-rumen se va desarrollando (Carmona
et al., 2005).

2.4 Microorganismos ruminales

Los rumiantes presentan una comunidad microbiana muy diversa en el interior del
rumen la cual comprende varios cientos de especies bacterianas y al menos 30 de
estas son predominantes, llegando a cantidades de aproximadamente 101! células
bacterianas mlt, se pueden encontrar unas 40 especies de protozoarios (10%-107 ml-

1) y alrededor de 5 especies de hongos (10° mlt) (Hespell y Bryant, 1979).

Los microorganismos ruminales viven en estrecha relacion simbiotica con el
animal rumiante, el hospedero les ofrece un nicho ambientalmente favorable, con un
suministro continuo de alimentos y remocion de productos finales, mientras que los
microorganismos proveen un servicio digestivo, que proporciona grandes cantidades
de energia disponible al animal hospedero, desempefian un papel fundamental en la
digestion de carbohidratos presentes en las plantas, la conversion de glucosa a
AGV, sintesis de proteina bacteriana, de vitaminas del complejo B y K; y digestion
de grasas (Miron et al., 2001).



2.5 Bacterias metanogénicas

Las bacterias metanogénicas ruminales forman parte de un grupo de
microorganismos que son responsables de la degradacion de los alimentos, al
utilizar los productos finales de la hidrdlisis para la formacion de metano (Bryant
1979; Demeyer y Fievez, 2000), el cual es producido en el rumen por un grupo
altamente especializado de microorganismos, los cuales son anaerobios obligados
(Brock et al., 1984), es generado por microorganismos pertenecientes al dominio
Archaea, un grupo microbial filogenéticamente distinto de las eubacterias (bacterias
verdaderas) (Van Soest, 1994; Weimer, 1998). Moss et al. (2000) mencionan que
divergen unas de otras en algunos aspectos, entre los que resaltan que las Archaea
no tienen polimeros de peptidoglicanos en su pared celular y los lipidos
intracelulares son diferentes en composicion, comprende dos reinos:
Euryarchaeaota (metanogénicos, haldfilos extremos y algunos hipertermofilos) y
Crenarchaeota (Jarrell et al., 1999).

Las Archaea metandégenas son microorganismos que se encuentran en el
tracto digestivo de rumiantes (Deppenmeier y Muller, 2007), estas colonizan el
rumen rapidamente, incluso antes que la dieta contenga material fibroso, en
corderos los metandgenos aparecen a los tres o cuatro dias de vida y al final de la
primera semana las poblaciones son muy parecidas a la de los animales adultos
(Skillman et al., 2004).

Algunas de las especies de microorganismos que han sido clasificadas segun

Klass (1984) se muestran en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Bacterias metanogénicas

e Methanobacterium formicicum e Methanococcus voltae

¢ Methanobacterium bryantii e Methanomicrobium
mobile

e Methanobacterium e Methanogenium cariaci

thermoautotrophicum

e Methanobrevibacter ruminantium e Methanogenium
marisnigri

e Methanobrevibacter arboriphilus e Methanospirillium
hungatei

e Methanobrevibacter smithii e Methanosarcina barkeri

e Methanococcus vannielii

Klass (1984).

Los principales metandgenos en el rumen utilizan Hz y COz2, siendo del género
Methanosarcina que crecen lentamente en H2 y CO2, por lo tanto mantienen un
nicho distinto mediante la utilizacion de metanol y metilaminas para producir metano
(Hungate et al., 1970; Patterson y Hespell, 1979). El formato, que se forma en la
produccién de acetato, es utilizado como un sustrato para la metanogénesis, aunque
a menudo se convierte rapidamente en Hz y CO2 (Hungate et al., 1970; Archer y
Harris, 1986).

Los metandgenos representan un Unico grupo de microorganismos, los cuales
poseen tres coenzimas, que no estan presentes en otros microorganismos. Estas
tres coenzimas son: coenzima 420, involucrada en la transferencia de electrones en
lugar de ferredoxina, coenzima M, participa en la transferencia de metilo y el factor
B, bajo peso molecular, sensible al oxigeno, coenzima involucrada en la formacién
de metano de la coenzima metil M (Jones et al., 1987; Baker, 1999), utilizan el
proceso de formacién de metano para la generacion de energia para el crecimiento.
Los sustratos utilizados incluyen Hz, CO2, formiato, acetato, metanol, metilaminas,

sulfuro de dimetilo, y algunos alcoholes (Jones 1991; McAllister et al., 1996).



2.6 Metanogeénesis

La produccién de metano en el rumen es un proceso complejo, el cual
involucra a bacterias anaerdbicas microbianas y arqueas metandgenas para el
proceso fermentativo de carbohidratos en el rumen (McAllister et al., 1996), siendo
un proceso ineficiente ya que origina pérdidas del 2 — 12 % de la energia bruta que
consumen los animales rumiantes (Bryant, 1979), es una ruta metabdlica Unica,

donde ocurre una reduccion de grupos metilo a metano (Deppenmeier, 2002).

En el rumen existen tres sustratos indispensables para la metanogénesis:
CO2, compuestos con grupo metilo y acetato, los metandégenos utilizan
principalmente Hz para reducir el CO2 a CH4 mediante una serie de reacciones
(Leahy et al., 2010), donde el CO:2 es utilizado como fuente de carbono y el H2 como
donador de electrones. El formato también es donador de electrones contribuyendo
con el 18% del metano producido en el rumen (Hungate et al., 1970), las
metilaminas y el metanol son utilizados para la produccion de metano por los
ordenes Metanosarcinal y Metanobacterial, produciéndose a partir del acetato, a
través de la via aceticlastica (Figura 3), siendo esta ruta metabdlica utilizada por

bacterias del orden Metanosarcinal (Janssen y Kirs, 2008).

Segun Weimer (1998), la produccién de metano es una via aceptora de
electrones, en donde la metanogénesis continuamente remueve Hz, un producto
derivado de la fermentacibn que al acumularse puede llegar a disminuir la
degradacion de la materia organica. Trabajos realizados por Yokoyama y Johnson.
(1993), han demostrado que la produccibn de metano, en vez de representar
ineficiencia para el animal rumiante, promueve una mejor fermentacién y mejores
rendimientos en la sintesis de ATP al mantener baja la concentracion de Hz, lo cual
implica mayor formacion de células microbianas aumentando la proteina disponible

para el rumiante.
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Figura 3. Rutas empleadas en la formacion de metano ruminal
(Mitsumori y Sun, 2008).

2.7 Opciones de mitigacion en la produccién de metano

Numerosas son las estrategias que se han propuesto para reducir la metanogénesis
ruminal (Figura 4), entre las que se incluyen la disminuciéon en el niumero de
rumiantes, la manipulacion genética de las bacterias metanogénicas del rumen, el
desarrollo de razas de animales que produzcan menos metano y las manipulaciones
de la dieta (McAllister y Newbold, 2008), la cual involucra modificaciones en la
alimentacion, la suplementacion, el suministro de aditivos alimenticios (compuestos
quimicos, acidos organicos), dietas con metabolitos secundarios de plantas
(saponinas, taninos) y acidos grasos insaturados (Sharma, 2005). Investigaciones

encaminadas a estudiar el proceso de formacion del metano en el rumen y los
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factores que intervienen, coinciden en que el nivel de alimentacion, los tipos de
alimentos empleados y sobre todo su digestibilidad influyen en la cantidad que se
produce (Beauchemin y McGinn, 2005). Cuando el ganado es sometido a un sistema
de alimentacion intensivo se produce menor cantidad de metano que si se encuentra
en un sistema extensivo ademas de encontrarse menor cantidad de bacterias
metanogénicas en el rumen de animales que se alimentan con concentrado

(Demeyer y Fievez, 2000).

Tecnologias para reducir las
emisiones de metano entérico

Manipulacién Manipulacién Manipulacién
animal dietaria ruminal

|| Cria de animales Calidad del forraje Control biolégico

Consumo de Mejoramiento i6

alimento residual I forrajes g;ggﬁgﬁggﬁ

Eficiencia énesi
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dietarios
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manejo
_M Vacunacion
lganado alternativo _w
Defaunacion
improductivos _W quimica

dicarboxilicos

Componentes
secundarios de
plantas

Taninos y

saponinas

Figura 4. Alternativas empleadas en la disminucion de metano entérico
Adaptado de Eckard et al. (2010).

En estudios recientes, una gran variedad de compuestos y sustancias han
sido evaluadas por su capacidad de reduccion de metano en el rumen (Beauchemin
et al., 2008; Buddle et al., 2011; Patra, 2012) incluyendo nitratos, compuestos nitro
organicos (Anderson et al., 2010; Zhou et al., 2011), compuestos secundarios de
plantas como saponinas, taninos, flavonoides y aceites esenciales, los cuales han
sido evaluados como aditivos empleados en la dieta de los animales para mejorar el

metabolismo microbiano del rumen, aumentando la eficiencia de la fermentacion y
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disminuyendo la metanogénesis (Mcintosh et al., 2003; Calsamiglia et al., 2007,
Patra, 2011).

2.7.1 Efecto de la alimentacién sobre la produccion de metano

La produccion de metano puede ser controlada a través de dos mecanismos: 1) la
cantidad de carbohidratos de la dieta fermentados en el rumen y 2) la estequiometria
de los AGV producidos, que afecta la disponibilidad de hidrogeno disponible para la
produccion de metano (Ellis et al.,, 2008). La produccién de éste gas puede
disminuirse a través de la manipulacion de la dieta, nivel de consumo, tasa de
pasaje, presencia de compuestos secundarios, inclusion de aditivos y manipulacién
de los microrganismos ruminales (Jakhmola et al.,, 2010; Eckard et al., 2010;
Lascano y Cardenas, 2010). Algunos autores argumentan que es indispensable
mejorar la eficiencia de los animales desarrollando estrategias de seleccidon genética
o el potenciamiento de la eficiencia alimenticia, lo que disminuiria la produccion de

metano entérico por unidad de producto (Beukes et al., 2010; Buddle et al., 2011).

2.7.2 Composicion de la dieta

Las raciones proporcionadas en la alimentacion de rumiantes especialmente el tipo
de carbohidratos empleados son de vital importancia en la produccién de metano, ya
qgue influyen sobre el pH ruminal alterando la microbiota del rumen (Johnson y
Johnson, 1995), su naturaleza y tasa de fermentacién influyen sobre los AGV
formados y sobre la cantidad de metano producido. La fermentacion de las paredes
celulares de carbohidratos, producen mas metano que la fermentacion de azlcares
solubles, los cuales a su vez generan mayor cantidad de metano que la

fermentacion de almidones (Johnson et al., 1996).

Las dietas ricas en almidones favorecen la produccion de propionato
disminuyendo la cantidad de metano obtenido por unidad de materia organica
fermentable generando un cambio sobre las bacterias amiloliticas y una disminucion
en la metanogénesis (Van Kessel y Russell, 1996), mientras que aquellas dietas

basadas en forrajes favorecen la produccién de acetato llevando a un aumento en la
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cantidad de metano por unidad de materia organica fermentable (Johnson y Johnson
1995). En un trabajo realizado por Sauvant y Giger-Reverdin, (2007) observaron una
relacion entre la produccion de metano y la cantidad de concentrado administrado en
la dieta, al incluir un 80 — 90 % de concentrado encontraron una disminucion en

metano del 2 — 3 %.

2.8 Uso de aditivos para reducir la produccién de metano entérico

2.8.1 lono6foros

Son compuestos que forman complejos solubles en lipidos con ciertos cationes y
facilitan su transporte a través de membranas biolégicas (Pressman et al., 1980),
son eficaces contra bacterias gram positivas (Nagaraja et al., 1997), incrementando
significativamente la produccion de propionato a expensas de la produccion de
acetato y butirato (Jouany 1994; Guan et al., 2006), son afadidos a la dieta de los
rumiantes para mejorar la eficiencia en la utilizacién del alimento (Mathison et al.,
1998; Moss et al.,, 2000) disminuyendo la liberacion de hidrogeno de ciertos
compuestos como el formiato, de esta forma reducen la producciéon de metano. Los
efectos de los iondforos sobre la fermentaciébn ruminal, particularmente las
proporciones de acidos grasos volatiles, produccién de metano y concentraciones de
amoniaco han sido extensivamente documentados en la literatura (Johnson y
Johnson, 1995; Guan et al., 2006; Grainger et al., 2008).

2.8.2 Monensina sdédica

La monensina sddica es un ionéforo poliéster carboxilico que altera el movimiento de
los iones a través de la membrana de las células de las bacterias gram positivas
forzandolas a gastar mas energia para mantener el pH y el balance de iones
intracelular (Bagg, 1997). Es producida por Streptomyces cinnamonensis (Brown et
al., 1974) y utilizada ampliamente para mejorar la eficiencia en la alimentacion de

ganado de engorda (Van Nevel, 1991).

lonoforos como la monensina y lasalocida han mostrado su eficacia en la
disminucién de las emisiones de metano (Mitsumori y Sun, 2008). Estudios

mencionan que alteran la fermentacién ruminal mediante el aumento de la
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produccion de propionato y por la disminucién de la produccion de metano (Fuller y
Johnson, 1981; Barman et al., 2001), reduciendo la produccién de acido lactico
(Dennis y Nagaraja, 1981) e incrementando la retencién de N (Adams et al., 1981).
Ademas de disminuir la produccién de metano en el rumen y de incrementar la
produccion de propionato inhibiendo el crecimiento de bacterias metanogénicas, sin
afectar la producciéon de AGV ni la degradacion de la materia seca (Mbanzamihigo et
al., 1996; Galindo et al., 2003).

2.8.3 La monensina en la alimentacién de rumiantes

En un estudio realizado por Sauer et al. (1998) realizaron un experimento en donde
emplearon 24 ppm de monensina sodica en vacas Holstein en ordefio, encontrando
una disminucién del 21% en la produccién de metano, mientras que Odongo et al.
(2007) emplearon 24 mg de monensina kg MS* en una dieta con una relacion
forraje:concentrado 60:40 proporcionada a vacas lecheras observando una
reduccion del 7% en la emisibn de metano. Por su parte McGinn et al. (2004)
reportaron que al emplear monensina a dosis de 33 mg kg MS™ en becerros en
crecimiento alimentados con dietas basadas en ensilado de cebada se presenté una

disminucién en metano del 9 %.
2.9 Lipidos y aceites

El uso de lipidos proporcionado en raciones de rumiantes es llevado acabo con el
propdsito de disminuir la metanogénesis a través de la inhibicién de protozoarios,
incrementando la produccion de acido propiénico y la biohidrogenacion de acidos

grasos insaturados (Johnson y Johnson 1995).

En un estudio realizado por Eugene et al. (2008) quienes suplementaron a
vacas lecheras con el 1 % de lipidos reportaron una disminucion del 2.2 % en la
produccion de metano, mientras que Beauchemin et al. (2008) reportaron una
reduccion del 5.6 % de metano en bovinos y ovinos por unidad de porcentaje de
lipidos afiadido a la dieta. Jordan et al. (2006) emplearon 6 % de aceite de soya
refinada en la alimentacién de bovinos productores de carne, encontrando una
reducciéon en metano del 39 % en términos de litros por dia (I d?!), mientras que
McGinn et al. (2004) y Beauchemin et al. (2007) mencionan que el aceite de girasol

ha sido a menudo el mas estudiado dando como resultados una reducciéon del 11.5 —
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22 % en la metanogénesis. Martin et al. (2008) indican que al emplear aceite de
linaza en un 5 % en vacas lecheras se presenta una reduccion del 55.8 % en
gramos de metano por dia. El aceite de coco reduce significativamente la produccion
de metano del 13-73 % dependiendo el nivel de inclusiéon y la dieta (Machmudller y
Kreuzer 1999; Machmuiller et al., 2000).

2.10 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son un grupo de compuestos secundarios de plantas los
cuales son obtenidos a través de procesos de destilacién, pueden obtenerse de
flores, pétalos, hojas, tallos, frutas, raices y cortezas; y su concentracién de aceite
dependera del estado de madurez y condiciones ambientales (Hart et al., 2008).
Poseen la caracteristica de ser antimicrobianos, son utilizados en la fabricacion de
perfumes, conservantes de alimentos y productos farmacéuticos (Wenk, 2003).
Desempefian un papel protector contra infecciones bacterianas, fungicas o ataque
de insectos, su actividad antimicrobiana es atribuida a una serie de terpenoides y
compuestos fendlicos tales como monoterpenos, sesquiterpenos y sus derivados
oxigenados (alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, cetonas, fenoles y 0xidos)
algunos otros compuestos volétiles incluyen fenilpropenos, limoneno, timol y
carvacrol (Helander et al., 1998; Hammer et al., 1999; Wallace et al., 2002;
Delamare et al., 2007). Se ha demostrado que los aceites esenciales alteran el
crecimiento bacteriano y el metabolismo de varios tipos de bacterias incluyendo las
del rumen (Wallace, 2004), por lo cual pueden ser utilizados como aditivos naturales
para rumiantes (Wallace et al., 2002). En estudios realizados in vitro han demostrado
el potencial de los componentes de los aceites esenciales alterando la fermentacion
y el metabolismo ruminal disminuyendo de esta forma las emisiones de metano
(McIntosh et al., 2003; Busquet et al., 2006; Gunal et al., 2017). Los aceites
esenciales pueden ralentizar la degradacion del almidén y de las proteinas,
disminuyendo el riesgo de acidosis ruminal en bovinos alimentados con altas
cantidades de concentrados, ademas de reducir la cantidad de nitrégeno en rumen
inhibiendo la metanogénesis (Mclntosh et al., 2003; Calsamiglia et al., 2007; Patra,
2011).
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2.11 Acidos grasos

Los acidos grasos poseen propiedades antimicrobianas y cito toxicas (Desbois y
Smith, 2010), investigaciones realizadas con el objeto de disminuir la produccién de
metano informan que el &cido ladrico no esterificado (C12) tiene una alta
particularidad de potencial en la supresion de la metanogénesis ruminal, seguido por
el acido miristico (Machmiuller y Kreuzer, 1999; Dohme et al., 2001; Soliva et al.,
2004), mientras que el &cido palmitico (C16) y el &cido esteérico (C18) no mostraron
efecto sobre la metanogénesis ruminal in vitro (Dohme et al.,, 2001; Zhang et al.,
2008). Machmuiller et al. (2003) realizaron un estudio donde emplearon 50 mg kg*
de MS de &cido miristico encontrando una reduccion de metano del 22 % en dietas
de borregos basadas en forrajes y una disminucion del 58 % en dietas a base de
concentrado. Por su parte Odongo et al. (2007) incluyeron en su estudio 5% de

acido miristico en vacas lecheras, encontrando una reduccién en metano del 36 %.
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3. JUSTIFICACION

El cambio climatico es un problema de caracter global por la produccion de gases de
efecto invernadero y el impacto que presenta el metano producido por el sector
agropecuario debido a las consecuencias que conlleva tanto ambientales como
socioecondmicas, los niveles de dioxido de carbono y otros gases se han ido
incrementando en la atmdsfera, generando cambios en el sistema climatico,
evidenciados por el aumento de las temperaturas, el deshielo y el aumento en el
nivel del mar. Debido a esto se han intensificado investigaciones encaminadas a
mitigar éstas emisiones de metano de origen entérico, tal es el caso del uso de
aditivos quimicos como antibioticos, los cuales han mostrado alterar la fermentacion
ruminal mejorando el consumo y la eficiencia alimenticia ademés de presentar
disminucién en la produccién de metano, pero el uso de estos ya no es permitido
debido a la resistencia bacteriana que generan comprometiendo la salud humana,
por lo cual se buscan alternativas alimenticias tales como el uso de plantas que
contienen compuestos bioactivos (taninos, saponinas) que presentan actividad
antimicrobiana contra una gran variedad de bacterias, protozoarios y hongos, las
cuales pueden ser empleadas en la alimentacién animal con el objetivo de alterar la
fermentacién ruminal disminuyendo las emisiones de metano emitidas por los
rumiantes. Por tal razén es de importancia evaluar el efecto del uso de metabolitos

secundarios de plantas y monensina sodica en la fermentacién ruminal in vitro.
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4. HIPOTESIS

La inclusion de hojas de menta, eucalipto y clavo en una dieta adicionada con y sin
monensina sddica altera la fermentacién ruminal disminuyendo las emisiones de

metano in vitro.
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5. OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de la adicién de hojas de menta, eucalipto y clavo en una dieta con

y sin monensina sédica en la fermentacion ruminal y produccién de metano in vitro.

Especificos

Evaluar los cambios en el patrén de fermentacion con la inclusion de hojas de
menta, eucalipto y clavo en una dieta con y sin monensina sddica en cuanto a la

emision de gases de efecto invernadero in vitro.

Determinar la digestibilidad in vitro de las dietas adicionadas con hojas de menta,

eucalipto, clavo y monensina soédica.
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6. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del Centro Universitario
UAEM Amecameca (Posta Zootécnica y Laboratorio Multidisciplinario de
Investigacion) de la Universidad Autonoma del Estado de México, Amecameca,

Estado de México.
6.1. Dietas experimentales

La dieta empleada para la fermentacién in vitro, se formul6 siguiendo las
recomendaciones del NRC (2007) para ovinos, con una ganancia diaria de 250 g
(Cuadro 2), la cual contenia 25.7 % grano de maiz, 25 % grano de sorgo, 10 %
pasta de soya, 1.3 % urea, 1 % melaza de cafia de azlcar, 35 % rastrojo de maiz, 1
% buffer y 1 % nacleo mineral, se elaboraron dietas, las cuales contenian los
mismos ingredientes adicionando a cada una el 1, 2 y 3 % de hojas de menta, clavo
molido u hojas de eucalipto asi como la adicién de 0.2 mg kg* de monensina sédica.
A las dietas experimentales se les determind su composicidn quimica; materia seca,
cenizas y proteina cruda empleando los métodos correspondientes de la AOAC
(1990). Por otro lado, la fibra detergente acido y fibra detergente neutro fueron
determinadas como describe Van Soest et al. (1991). Se estimo la energia digestible

y metabolizable mediante el método propuesto por Osorio et al. (2015).

6.2. Produccion de gas in vitro
In6éculo ruminal e incubaciones in vitro

El inéculo ruminal para las incubaciones in vitro fue colectado de forma prepandial
de dos vacas donadoras Holstein fistuladas en rumen, cuya dieta estaba conformada
por ensilado de maiz (50%) y una mezcla de veza de invierno con avena forrajera
(50%). Se extrajeron 500 ml de liquido ruminal colocandolo en un termo a 39 °C y
llevado al laboratorio de Investigacién en donde fue filtrado a través de cuatro capas
de tela gasa, con la finalidad de obtener Gnicamente la fraccion liquida, e
inmediatamente fue saturado con dioxido de carbono (CO2). Se realiz6 la mezcla de
liguido ruminal y solucion mineral reducida en una relacion 1:9, se utilizaron frascos

ambar con una capacidad de 120 ml, los cuales contenian como sustrato 500 mg de
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la dieta molida a un tamafio de particula de 1 mm; se agrego a cada frasco 90 ml de
liguido ruminal estandarizado con un flujo continuo de CO:2 y se cerraron
herméticamente. Se incluyeron cuatro frascos como blancos, que solo contenian
in6culo ruminal. Los frascos se colocaron en un bafio maria a 39 °C y se midio la
presion de gas a 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 60, 72 h de incubacién empleando un

manometro manual (Theodorou et al., 1994).

Cuadro 2. Composicion de la dieta experimental.

Ingredientes % de inclusion en MS
Maiz Grano 25.7
Sorgo grano 25
Pasta de soya 10
Urea 1.3
Melaza de cafia de azucar 1
Maiz Rastrojo 35
Buffer* 1
Nucleo Max Plus** 1
Composicion quimica

Materia seca, % 89.8
Fibra detergente neutra, % 30.3
Fibra detergente acido, % 15.7
Cenizas, % 4.6
Proteina Cruda, % 14.8
Digestibilidad, % 79.7
Energia digestible, Mcal kg MS-* ¥ 2.5
Energia metabolizable, Mcal kg MS* ¥ 2.0

¥ Osorio et al. (2015). *Buffer: 95% cenizas, 30% calcio, 5% magnesio, 0.5% azufre, 1.2% sodio, 575
ppm fosforo, 650 ppm potasio, 9.5 ppm boro, 190 ppm fltor, 1825 ppm hierro, 4 ppm cobalto, 16 ppm
cobre, 25 ppm zinc, 2.25 ppm molibdeno, 1 ppm selenio, 160 ppm yodo. **Nicleo Max Plus:
Vitaminas A, D y E, sulfato de manganeso, sulfato de cobalto, yodo, sulfato ferroso, sulfato de cobre,
Oxido de zinc, selenito de sodio, flor de azufre, carbonato de calcio, fosfato monodicalcico, cloruro de
sodio, clinoptilolita (como adsorbente de micotoxinas), bicarbonato de sodio (como buffer), levadura
viva, monensina sédica (como ionoforo), saborizante, estimulante del apetito y antioxidante.

Los valores de presion se transformaron a volumen de gas empleando una ecuacién
de regresion lineal. En cada fraccién de tiempo fueron estimados tres parametros de
la cinética de produccion de gas, los cuales son: fase lag (h), volumen maximo (Vm)

y tasa de produccion de gas (S) utilizando el modelo propuesto por Menke y

Steingass, (1988) a través de la ecuacion: Vo = Vm/ (1 +e(2—4xsx (tL)))
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Al finalizar el tiempo de incubacion el contenido de los frascos se filtr6 para
determinar la degradabilidad in vitro de la materia seca. Para la estimacion de CHa y
CO:z2 se sigui6 la metodologia propuesta por Menke y Steingass, (1988), midiendo el
volumen de gas producido a las 0, 6, 12, 18 y 24 h, utilizando una jeringa
hipodérmica graduada de 60 mL. En cada medicién, el gas atrapado en la jeringa fue
transferido por inyeccion a otro frasco herméticamente cerrado, el cual contenia una
solucién de hidroxido de sodio, mezclando el gas perfectamente con la finalidad de
fijar el bioxido de carbono y formar la sal de bicarbonato de potasio, el gas que no
reacciono retorno a la jeringa midiendo el volumen de gas residual, correspondiendo
al volumen de CH4, ademéas de gases menores. Por diferencia del volumen inicial

menos el volumen residual se estim6 el volumen de COa..
6.3. Determinacion de acidos grasos volatiles

Para la determinacién de AGV se tomaron 0.8 ul de muestra de cada frasco, la cual
fue colocada en una alicuota agregandole 0.2 pl de acido metafosférico (25% p/v) en
una relacion 4:1 y centrifugadas a 11 000 rpm x 20 min determinando la
concentracion de AGV mediante la técnica de cromatografia de gases (Erwin et al.,
1961) empleando un cromatografo de gases (Perkin Elmer Clarus 580) utilizando
una columna capilar de 30 m x 0.25 mm x 0.25 pum (Agilent Technologies, modelo

HP—-FFAP) y nitrdgeno como gas acarreador.

6.4. Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos al emplear monensina y un nivel de adicion de cada una de

las plantas fueron analizados mediante un disefio completamente al azar,
empleando para la comparacion de medias la prueba de Tukey con un nivel de
significancia de P<0.05.

Por otra parte, para determinar el efecto de planta y nivel se realiz6 un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial 3 x 4, (tres plantas y cuatro niveles 0,
1, 2y 3 %), estos analisis se realizaron empleando el programa JMP de SAS (Sall et
al., 2012).
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7. RESULTADOS

Los resultados obtenidos tras esta investigacion son:

e Capitulo de libro titulado “Efecto del aceite esencial y destilado de menta
(Mentha Piperita) en la fermentacion ruminal y la produccion de metano in
vitro” el cual fue publicado en el libro electrénico Perspectivas y avances de la
produccion animal en México de la Universidad de San Luis Potosi, Lee
Rangel, Ramirez Tobias y Roque Jiménez, Editorial Universitaria Potosina,
ISBN 978-607-9453-73-2.

e Articulo cientifico, titulado “EFECTO DE LA INCLUSION DE MENTA (Mentha
piperita), CLAVO (Syzygium aromaticum) Y EUCALIPTO (Eucalyptus spp) EN
LA FERMENTACION RUMINAL Y PRODUCCION DE METANO IN VITRO” el

cual fue enviado a la revista Agrociencia.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
del aceite esencial y destilado de menta
(Mentha Piperifa) en la fermentacion ruminal y
produccion de metano in vifro. Para lo cual se
empled como sustrato alfalfa molida v se
agregd 0.5 g en frascos ambar con una
capacidad de 120 ml a los cuales se les
adiciono la dosis de aceite esencial y destilado:
0.5, 1.0 v 1.5 ml, se emplearon cuatro frascos
como blancos, incubados a 39 °C registrando
las lecturas de presion v volumen de gas a 3, 6,
9, 12, 24 36, 48. 60, 72 b Se observd un
mayor volumen de gas con el uso del destilado
(efecto lineal P =0.031 y cuadratico P = 0.029)
en comparacion con el aceite esencial, el cual
mostro una marcada reduccion de gas generado
(efecto lineal v cuadratico P=0.0001), a su vez
se observa una menor DIVMS con el aceite
esencial (efecto lineal v cuadritico P= 0.0001),
1o se generd produccion de CHy con el uso de
este mismo aceite (efecto lineal v cuadritico P=
0.0001) en comparacion con el destilado
(efecto cuadratico 0.020) encontrando una

SUMMARY
The aim of this study was to evaluate the effect
of essential oil and distilled peppermint
(Mentha piperita) in muminal fermentation and
methane production in vifro. For which was
used as substrate ground alfalfa and 0.5 g was
added in amber bottles with a capacity of 120
ml. to which were added dose of essential and
distilled oil: 0.5, 1.0 and 1.5 ml, four jars were
used as white, incubated at 39 ° C recorded
readings of pressure and volume of gas at 3, 6.
9,12, 24, 36, 48, 60. 72 h. A greater volume of
gas was observed with a distillate (linear effect
P =0.031 and quadratic P = 0.029) compared
to the essential oil. which showed a marked
reduction of generated gas (linear and quadratic
effect P = 0.0001), tum one IVDMD lower
with the essential oil (hnear and quadratic
effect P = 00001) is observed no CHs
production was generated using the same oil
(linear and quadratic effect P = 0.0001)
compared with the distillate {quadratic effect
0.020) found a decreased CO: generated with
the essential o1l (linear and quadratic effect P =
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reduccion del CO: generado con el aceite
esencial (Efecto lineal v cuadratico P =0.0001)
en comparacion con el destilado (Efecto lineal
P =0006). Por tanto, €l empleo del aceite
esencial de menta (Mentha Piperita) es una
alternativa para ser utilizado en la disnunucion

de gas metano, por lo cual se sugiere la

0.0001) compared with the distillate (linear
effect p = 0.006). Therefore the use of essential
o1l of peppermint (Mentha pipenta) is an
alternative for use in reducing methane gas, so
the future research is suggested using the same
o1l in order to establish the optimal dose for
decrease in this gas emifted from enteric

realizacion de  fomwas  invesfigaciones fermentation of mminants.
empleando el mismo aceite con la finalidad de __ .
o ~ Kev words: gas production, methane,
establecer la dosis dptima para la disminucién L
- - » essential oils.
de este gas emitido por 1a fermentacion enférica

de los mumiantes.

Palabras clave: produccién de gas, metano,

aceites esenciales.

INTRODUCCION

La ganaderia confribuye cerca del 23% del gas metano global que se deniva de la digestion que
realizan los microorganismos de los mumiantes por fermentacion entérica v en menor medida por
la fermentacion de las deposiciones ganaderas (Khalil, 2000), siendo los pnincipales generadores
de este gas de efecto invernadero, repercutiendo sigmficativamente al calentamuento global
(Lassey, 2007). La generacion de este gas ocasiona peérdidas de aproximadamente 6% de la
energia bruta que consumen liberando este gas a la atmosfera a traves del eructo (DeRamus ef al
2003). Johnson v Johnson (1995), demostraron que el ganado mmiante produce de 250 a 500
litros de CHy al dia contribuyvendo al calentanuento global, debido a diferentes factores tales
como el tipo ¥ nivel de consumo de alimentfo, tipo de carbohidratos, lipidos o ionoforos, entre
otros, determinando que la mamipulacion de estos factores puede reducir e incrementar las
enusiones de CH: que genera el ganado. Actwalmente se ha incremenfado el inferés de los
mvestigadores por ufilizar fuentes alternativas en la alimentacion de los minuantes con el objetivo

de disminuir la produccion de mefano entérico, recientes investigaciones sobre los metabolitos
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secundarios de plantas (Benchaar ef ol 2008), han mostrado el potencial que tienen algunos
aceites esenciales para promover la fermentacion microbiana del mumen presentando actividad
antimicrobiana disminuyendo de esta forma la produccion de gas metano (Chao v Young, 2000).
Por tanto el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del aceite esencial v destilado de
menta (Mentha Piperifa) en 1a fermentacion muminal v produccion de metano i vitro.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Centro Universitario UAEM
Amecameca (Laboratorio Multidisciplinario de Investigacion) de la Universidad Autonoma del
Estado de México, Amecameca, Estado de México.

Aceite y destilado de menta. Para la realizacion de este estudio se empleo el destilado de menta
(Mentha Piperita). el cual se obtuvo por procesos de hidrodestilacion utilizando hojas v tallos. El
aceite esencial empleado fue adquirido comercialmente. Cada uno fue utilizado a dosis 0, 0.5, 1.0
v 1.5 ml en un medio de fermentacion in vifro.

Indenle ruminal e incubaciones in vifre. El indculo muminal para las incubaciones in vifro fue
colectado de una vaca Holstein canulada, fres horas antes de su alimentacion, la cual estaba
comprendida por ensilado de maiz (50%) v una mezcla de ebol con avena (50%). Se extrajeron
500 ml de liguido muminal v se coloco en un termo a 39 °C vy llevado al laboratono de
Investigacion en donde fue filirado a través de cuatro capas de tela gasa, con la finalidad de
obfener tnicamenfe la fraccion liquida, e mmediatamente fue saturado con dioxido de carbono
(CO2). Para las incubaciones in vifro se realizo la mezcla de liquido rumimal v solucion mineral
reducida en una relacion 1:9, se utilizaron frascos ambar con una capacidad de 120 ml los cuales
contenian como sustrato 0.5 g de alfalfa molida a un tamario de particula de 2 mm; se agrego a
cada frasco 90 ml de liquido muminal estandarizado con un flujo continuo de CO; v se cerraron
herméticamente. Se incluveron cuatro frascos como blancos, que solo confenian inoculo muminal.
Los frascos se colocaron en un bafio maria a 39 °C y se midio la presion de gas a 0, 3. 6, 9, 12,
2436, 48, 60, 72 h de mcubacion empleando un manometro manual (Theodorou ef al ., 1994).

Los valores de presion se transformaron a volumen de gas empleando una ecuacion de regresion
lineal. En cada fraccion de tiempo fueron estimados tres parametros de 1a cinética de produccion
de gas las cuales son: fase lag (h), volumen maximo (Vm) v tasa de produccion de gas (5)
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utilizando el modelo propuesto por Menke v Steingass. (1988) Vo=Vm / (1 + e (2-4 * s * (tL))).
Al final del tiempo de incubacion se filtraron para estimar la degradabilidad de la materia seca.

La produccion fotal de gas, la proporcion de CHs, asi como la degradabilidad de la materia seca
fueron analizados empleando un disefio completamente al azar con un nivel de significancia de
P=0.05 Ademas de analizar por polinomios ortogonales enfre tratamientos. efecto lineal v
cuadratico (Steel ef al, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se observa un mavor volumen de gas con el uso del destilado (efecto lineal P=
0.031 v cuadratico P= 0.029) en comparacion con el aceite esencial el cual mostro una marcada
reduccion de gas generado (Efecto lineal P = 0.0001 v cuadratico P =0.0001), lo cual concuerda
con lo reportador por Patra v Yu (2012) quienes encontraron que la mclusion de aceite esencial
de menta disminuye la canfidad de volumen de gas v 1a degradabilidad de la matenia seca in vifro,
por su parte Agarwal et al. (2009) mencionan que al incrementar el nivel de aceite disminuye la
produccion de gas. Ademas se observa una menor DIVMS con el aceite esencial (efecto lineal P
=0.0001 v cuadratico P =0.0001), no se genero produccion de CH: con el uso de este mismo
aceite (efecto lineal P =0.0001 v cuadritico P = 0.0001) en comparacion con el destilado (efecto
cuadratico P =0.020), lo que concuerda con lo reportado con Canbolat ef al. (2011; 2012) quienes
mencionan que la adicion de aceite esencial de menta disminuye la produccion de metano in vitro
encontrando mna reduccion del COy, generado con el aceite esencial (efecto lineal P = 0.0001 v
cuadratico P =0.0001) en comparacion con el destilado (efecto lineal P= 0.008).
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Cuadro 1. Produccion de gas in vifro empleando diferentes dosis de aceife en su forma destilada v

comercial
Destilado Comercial
P F

i] 0.5 10 15 Lim Cuoa 0.5 1.0 1.5 Lin Coa EE
Vmax ml 14146 15476 15266 15223 0031 0.029 4486 365% 3626 00001 00001 1352
5, %h 0031 0036 0033 0032 0808 0.002 0.030 0033 0031 0866 0886 0.001
Lag.h 1.290 0644 0994 0835 0413 0381 2848 7315 7030 0270 0827 1449
DIVMS, % 75.006 73.916 77.077 7461 0576 0398 34199 54231 54095 00001 00001 0405
CHy, ml 250 285 260 205 0051 0.020 0 ] 0 00001 00001 0.688
COy, ml 5883 3633 6133 6733 0006 0.053 1583 1333 933 00001 00001 0934

Vol mix : Produecion maxima de gas (ml), 5= Maxima tasa de produccion de gas (ml'h), que se presenta en el punto
de inflexién de la curva; L= Fase lag (), definido comeo el intercepte del eje-tiempo de la linea de la tangente en el
punto de mnflexion; DIVMS= Degradabihdad de la materia seca (%), Lin= Efecto Lineal; Cua= Efecto Cuadratico;

EE= Emror estandar de la media.
CONCLUSIONES

La eficiencia del uso del aceite esencial de menta (Mentha Piperita) se muestra como una
alternativa en la disminucion de gas mefano en comparacion con el uso del destilado, por lo cual
se sugiere la realizacion de futuras investigaciones empleando el mismo aceite con la finalidad de
encontrar la dosis optima para la dispunucion de este gas emifido por la fermentacion entérica de

los mumiantes.
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Resumen

El objetivo fue evaluar el efecto de la inclusion de 1, 2 y 3 % de eucalipto
(Eucalyptus spp), clavo (Syzygium aromaticum) y menta (Mentha piperita), asi como
0.2 mg kg de monensina sédica en una dieta para ovinos, sobre la fermentacion
ruminal y produccion de metano in vitro. Se registraron las lecturas de presion y
volumen de gas a las 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h, evaluando volumen maximo
de gas, tasa de produccidn de gas, fase lag, degradabilidad de la materia seca, CHa,
CO2 y acidos grasos volatiles (AGV). Los datos se analizaron mediante un disefio
completamente al azar, comparando las medias con una prueba de Tukey (P<0.05),
ademas de realizar un arreglo factorial 3 x 4, determinando las interacciones entre
las tres plantas y los cuatro niveles. Las dietas con monensina sddica y eucalipto
presentaron una disminucién en el volumen méaximo de gas (P=0.0001), asi como
menor produccién de CH4 (P=0.01) y CO2 (P=0.004); la produccion de AGV mostré
diferencias (P=0.01) en acido acético con el 1 % de eucalipto, ademas de menor
produccion de acido butirico (P=0.01), mientras que con el 2 % aumento6 (P=0.01) el
acido propionico y una menor relacion aceético:propionico. Al emplear eucalipto sin
monensina, se obtuvo una disminucion en tasa de produccién de gas (P=0.0008),
asi como menor produccién de gas (P=0.0001) y degradabilidad (P=0.0007), por otro
lado al emplear menta la fase lag fue menor (P=0.0001) y se observd mayor
reduccion en CO2 y CH4 (P=0.0001), finalmente la adicién del clavo redujo la tasa de
produccién de gas (P=0.0004). Por lo cual se concluye que el uso de eucalipto al 3
% mostré una disminucién en volumen maximo, tasa de produccion de gas asi como

produccion de CH4, ademas de incrementar la produccion de acido propionico.

Palabras clave: Productos herbales, gases de efecto invernadero; ionéforo;

produccion de gas in vitro.
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Introduccién

Los rumiantes son responsables de la emision del 15 % del metano global
liberado a la atmoésfera (Beauchemin y McGinn, 2005), este gas es derivado de la
fermentacién ruminal y entérica de los carbohidratos estructurales efectuada por una
gran diversidad de microorganismos ruminales, principalmente por bacterias
metandgenas, pertenecientes al orden de Methanobacterial, Methanomicrobial y
Methanosarcinal (Poulsen et al., 2013), cabe hacer mencidén que el metano presenta
un potencial de calentamiento 25 veces mayor al COz2, por lo que se considera un
gas que contribuye al efecto invernadero y en consecuencia al calentamiento global
(Solomon et al., 2007), ademas del efecto ambiental, este gas en el rumiante
ocasiona una pérdida del 2 al 12 % de la energia bruta consumida, dicha variacion

depende de la cantidad, calidad y composicion de la racion (Nkrumah et al., 2006).

Por tales motivos se han intensificado investigaciones para mitigar la emision de
metano (Kumar et al., 2009; Pawar et al., 2014). Diversos estudios reportan que el
uso de ionéforos (monensina soédica) han tenido un impacto positivo en la
disminucién de este gas, debido a que ha mostrado potencial para modificar la
fermentacion ruminal mediante el aumento de la produccién de propionato (Tedeschi
et al.,, 2003; Beauchemin et al., 2009), ademas se ha reportado que este producto
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias metanogénicas, sin afectar
la produccion de acidos grasos volatiles (AGV), ni la degradacion de la materia seca
(Galindo et al., 2003).

Otros aditivos que se han empleado para la disminucién del metano entérico son
los compuestos secundarios de plantas, principalmente compuestos fendlicos como
taninos y saponinas (Greathead, 2003; Burt, 2004), plantas como el eucalipto
(Eucalyptus spp) ademas de contar con compuestos fendlicos tiene metabolitos
como la citronellal (72.8 %) y citronellol (14.5 %), los cuales presentan actividad
antimicrobiana (Chao et al., 2000) y por consecuencia disminuyen la produccion de
metano por la inhibicion de bacterias metanogénicas (Sallam et al., 2010). Otra
planta con potencial en la disminucion de metano es el clavo (Syzygium aromaticum)
al presentar compuestos como el eugenol en un 83.6 %, acetato de eugenilo en 11.6

% vy cariofileno en 4.2 % ya que desnaturalizan proteinas reaccionando a la
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presencia de fosfolipidos de la membrana celular, cambiando su permeabilidad y
ocasionando la lisis microbiana (Costa et al., 2011; Nonsee et al., 2011), tal situacion
disminuye las poblaciones bacterianas con potencial metanogénico (Patra y Yu,
2012). Por otra parte la menta (Mentha piperita) al contener a- terpineno 19.7 %,
isomentona 10.3 %, trans-carveol 14.5 %, O6xido de pipertitinona 19.3 % y B-
cariofileno 7.6 %, presentan efecto directo sobre la actividad y numero de bacterias
metandgenicas y protozoarios disminuyendo las emisiones de metano (Yadegarinia
et al., 2006; Agarwal et al., 2009).

Estudios realizados con aceites esenciales de clavo, eucalipto, ajo, orégano y
menta en pruebas in vitro han mostrado su potencial en la disminucion de metano,
reportando disminuciébn de este gas del 34.4, 17.6, 423, 87 y 257 %
respectivamente, dependiendo del tipo de aceite y la dosis (Patra 'y Yu, 2012; Ozkan
et al., 2015). En un estudio realizado por Sallam et al. (2010) al emplear hojas
frescas y residuos de eucalipto, encontraron una reduccion en la produccién de
metano del 21 y 16 % respectivamente. Considerando lo antes expuesto, el objetivo
de esta investigacion fue evaluar la adicion de 1, 2 y 3 % de hojas de eucalipto
(Eucalyptus spp), clavo molido (Syzygium aromaticum) y hojas de menta (Mentha
piperita) asi como monensina sddica (0.2 mg kg) en una dieta para ovinos sobre los
pardmetros de fermentacion ruminal, degradabilidad de la materia seca, producciéon

de metano y diéxido de carbono empleando produccién de gas in vitro.
Material y Métodos

La investigacion se llevo a cabo en el Centro Universitario UAEM Amecameca de
la Universidad Autonoma del Estado de México, México.

Dietas experimentales

La dieta empleada para la fermentacion in vitro, se formul6 cumpliendo las
recomendaciones del NRC (2007) para ovinos, con una ganancia diaria de 250 g, la
cual contenia 25.7 % grano de maiz, 25 % grano de sorgo, 10 % pasta de soya, 1.3
% urea, 1 % melaza de cafia de azucar, 35 % rastrojo de maiz, 1 % buffery 1 %
nacleo mineral, se elaboraron dietas las cuales contenian los mismos ingredientes
adicionando a cada una el 1, 2 y 3 % de hojas de menta, clavo molido u hojas de

eucalipto asi como la adiciéon de 0.2 mg kg de monensina sédica (Cuadro 1); a
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estas se les determind materia seca, cenizas y proteina cruda (AOAC, 1990), la fibra
detergente acido (FDA) y fibra detergente neutro (FDN) fueron determinadas por la
técnica descrita por Van Soest et al. (1991). Se estimo la energia digestible y

metabolizable mediante el método propuesto por Osorio et al. (2015).
Inéculo ruminal e incubaciones in vitro

El in6culo ruminal empleado en la prueba in vitro fue colectado prepandial de dos
vacas donadoras Holstein fistuladas en rumen, cuya dieta consistia en ensilado de
maiz (50 %) y una mezcla de veza de invierno (25 %) con avena forrajera (25 %). El
liguido ruminal se colecto y colocé en un termo a temperatura de 39 °C,
posteriormente se traslado al laboratorio, donde se adicionaron soluciones minerales
(Theodorou et al., 1994), con la incorporacion de CO:2 continuo asegurando asi

condiciones anaerobias.

En frascos ambar (120 ml) se colocé como sustrato 500 mg de la dieta molida a
un tamafio de particula de 1 mm; agregando a cada frasco 90 ml de liquido ruminal
estandarizado con un flujo constante de CO:2 y se cerraron herméticamente. Se
incluyeron cuatro frascos como blancos (liquido ruminal estandarizado), tanto a los
blancos como a los tratamientos se les midio la presion de gas a las 0, 3, 6, 9, 12,
24, 36, 48, 60, 72 h de incubacién a 39 °C, empleando un manémetro digital (SSI
Technologies, Inc MG-15-A-9V-R). Transcurridos los tiempos de incubacion los
valores obtenidos de presion fueron transformados a volumen de gas, empleando
regresion lineal, en cada fraccién de tiempo se estimaron la fase lag (h), volumen

maximo (Vm) y tasa de produccion de gas (S), utilizando el modelo propuesto por

Menke y Steingass, (1988) a través de la ecuacion Vo = Vm/ (1 +e(2—4xsx
(tL))).

Al finalizar el tiempo de incubacion el contenido de los frascos se filtro para
determinar la degradabilidad in vitro de la materia seca. La emision de metano y CO:

se obtuvo por la metodologia descrita por Menke y Steigass (1988).
Determinacion de acidos grasos volatiles

Para determinar los AGV se tomaron 0.8 pl de muestra de cada frasco, la cual fue

colocada en una aliquota, adicionandole 0.2 pl de acido metafosférico (25 % p/v) en
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una relacion 4:1 y centrifugadas a 11,000 rpm x 20 min determinando la
concentracion de AGV mediante la técnica de cromatografia de gases (Erwin et al.,
1961), empleando un cromatégrafo de gases (Perkin Elmer Clarus 580) utilizando
una columna capilar de 30 m x 0.25 mm x 0.25 pum (Agilent Technologies, modelo

HP—-FFAP) y nitrdgeno como gas acarreador.
Analisis estadistico

Los resultados obtenidos al emplear monensina y un nivel de adiciéon de las
plantas fueron analizados mediante un disefio completamente al azar, empleando la
prueba de Tukey para la comparacion de medias con una significancia de P<0.05.
Por otra parte, para determinar el efecto de planta y nivel se realizé un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial 3 x 4, (tres plantas y cuatro niveles 0,
1, 2 y 3 %), estos analisis se realizaron empleando el programa JMP de SAS (Sall et
al., 2012).

Cuadro 1. Composicion de la dieta experimental.

Ingredientes % de inclusion en MS
Maiz Grano 25.7

Sorgo grano 25

Pasta de soya 10

Urea 1.3

Melaza de cafia de azucar 1

Maiz Rastrojo 35

Buffer* 1

Nucleo Max Plus** 1

Composicion quimica

Materia seca, % 89.8
Fibra detergente neutra, % 30.3
Fibra detergente acido, % 15.7
Cenizas, % 4.6
Proteina Cruda, % 14.8
Digestibilidad, % 79.7
Energia digestible, Mcal kg MS* ¥ 2.5
Energia metabolizable, Mcal kg MS1¥ 2.0
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¥. Ozorio et al. (2015). *Buffer: 95% cenizas, 30% calcio, 5% magnesio, 0.5% azufre, 1.2% sodio, 575
ppm fosforo, 650 ppm potasio, 9.5 ppm boro, 190 ppm fltor, 1825 ppm hierro, 4 ppm cobalto, 16 ppm
cobre, 25 ppm zinc, 2.25 ppm molibdeno, 1 ppm selenio, 160 ppm yodo. **Nicleo Max Plus:
Vitaminas A, D y E, sulfato de manganeso, sulfato de cobalto, yodo, sulfato ferroso, sulfato de cobre,
oxido de zinc, selenito de sodio, flor de azufre, carbonato de calcio, fosfato monodicalcico, cloruro de
sodio, clinoptilolita (como adsorbente de micotoxinas), bicarbonato de sodio (como buffer), levadura

viva, monensina sodica (como inoforo), saborizante, estimulante del apetito y antioxidante.

Resultados y discusion

En cuanto al volumen méximo de gas (Cuadro 2) se observaron diferencias
significativas (P=0.0001), encontrando que el tratamiento de clavo sin monensina
presentd el mayor volumen (18.7 %) con respecto al control sin monensina, en
contraste, el uso de eucalipto con monensina mostré el menor volumen (12.8 %) en
comparacion al control con monensina. Los resultados observados muestran una
tendencia similar a lo reportado por Ravindra et al. (2009) quienes al emplear aceite
esencial de eucalipto en un estudio in vitro a dosis de 1.66 pl ml** encontraron una
disminucién del 39.7 % en el volumen total de gas, destacando una respuesta
elevada debido a que se emple6 Unicamente el aceite y no la hoja en su totalidad, el
aceite de eucalipto altera la fermentacion ruminal debido a la presencia de
terpenoides y compuestos fendlicos, alterando la poblacion microbiana ruminal,
fermentacién y metanogénesis. (Chao et al., 2000). La tasa de produccion de gas (S)
mostré diferencias (P=0.0008), ya que el eucalipto sin monensina presento la menor
tasa (6.2 %) con respecto al control sin monensina. La fase lag aument6é con la
adicién de eucalipto con monensina (P=0.0001), mientras que la incorporacion de

menta sin monensina presentd la menor fase lag.

En cuanto a la produccion de CHa4 (P=0.0105) y CO2 (P=0.0049) se destaca que el
eucalipto mas monensina disminuyo un 22.3 % el CHsa y un 7.6 % el CO2 con
respecto al control con monensina (Cuadro 2). Estos resultados son similares a los
reportados por Sallam et al. (2010) quienes al emplear hojas frescas y residuos de
eucalipto (después de la extraccion del aceite esencial) in vitro, encontrando una
reduccion en metano, la cual fue atribuida al contenido de taninos condensados
(proantocianidinas), quienes presentan potencial para reducir la metanogénesis

ruminal (Tavendale et al., 2005).
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Con respecto a la produccion de AGV (Cuadro 2) se observa una modificacion
(P=0.0001) al emplear eucalipto mas monensina, disminuyendo el 4cido acético en
3.7 % y el butirico en 0.24 %, incrementando el propionico en 7.6 %, por lo cual se
modificé la relacion acético:propidnico, dichos resultados concuerdan por lo
reportado por De y Sing. (2005) quienes observaron que a una dosis de 200 ppm de
monensina empleando liquido ruminal de bovinos previamente adaptados durante
un periodo de cinco semanas a dicho ionéforo, reportaron una disminucion del 15.8
% en acético, 1.3 % de butirico y el aumento de 27 % en propiénico. En el mismo
sentido, Castillejos et al. (2008) en condiciones in vitro muestran una tendencia
similar al emplear 10 mg L"! de monensina y aceite de hojas de clavo a dosis de 5,
50 y 500 mg L de fluido ruminal, reportando una disminucién en acético del 9 %, del
24 % de butirico y un incremento del 40.6 % en propionico, con respecto al control.
La disminucién de acético e incremento de propionico puede deberse a que los
metabolitos de las plantas afectan a las bacterias celuloliticas disminuyendo asi los
niveles de H* en el medio, el cual es indispensable para los microorganismos

metanogénicos disminuyendo asi la sintesis de metano (Carulla et al., 2005).
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Cuadro 2. Inclusion de eucalipto, clavo, mentay monensina sédica en los pardmetros de fermentacion y produccién de

gas in vitro.
Control Monensina Sin monensina Con monensina
Sin Con Eucalipto Clavo Menta Eucalipto  Clavo Menta EEM P

Vol max, mi 114.46° 108.36°® 110.33°d 135.932 126.73% 94.40¢ 120.663¢ 122.663°° 3.45 0.0001
S, %/h 0.032 0.0352 0.030° 0.033% (0.0342 0.0332° 0.0332  0.0342 0.0006  0.0008
Lag, h 3.8b¢ 3.7b¢ 4.2b 3.0¢d 2.44 5.22 2.64 3.0¢d 0.19 0.0001
DIVMS, % 79.73b 78.92b 78.73b 81.62  79.4% 77.7° 80.52° 80.02° 0.80 0.0847
CHa, ml 30.52 33.5% 27.5° 29.53  40.52 26.0° 34.5% 31.5% 2.28 0.0105
CO2, ml 59.0P 58.5P 59.0° 68.5%  62.0% 54.0° 63.020 77.52 3.36 0.0049
Acético, % 64.042 60.50P¢ 64.572  64.87% 64.672 58.23¢ 62.622>  65.132 0.60 0.0001
Propionico, % 24.75°¢ 31.13% 24.71¢ 23.16¢  24.55¢ 33.502 28.69>  23.95¢ 0.54 0.0001
Butirico, % 11.212 8.37° 10.712  11.96% 10.782 8.35P 8.69P 10.912 0.27 0.0001
A:P; % 2.592 1.94bc 2.622 2.802 2.642 1.74¢ 2.18° 2.722 0.08 0.0001

Vol méx: produccion maxima de gas (ml); S: M&xima tasa de produccién de gas (ml/h), que se presenta en el punto de inflexion de la curva; L: Fase lag (h);

DIVMS: Degradabilidad de la materia seca (%); EEM: Error estdndar de la media; 2 medias dentro de cada fila con diferente superindice son

significativamente diferentes P<0.05.
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En volumen maximo de gas (Cuadro 3) fue modificado por el tipo de planta,
nivel e interaccion (P=0.0001), donde el eucalipto con el 3 % de inclusién
presentd una disminucién del 13.8 % en comparacion al control, resultados
similares a lo reportado en un estudio in vitro por Patra y Yu (2012) quienes
emplearon 1.0 g L' de aceite esencial de eucalipto, observaron una
disminucién del 10.3 % en el volumen total de gas. Por su parte Ozkan et al.
(2015) encontraron una reduccion en el volumen total de gas del 48 % al

emplear 1200 mg L! de aceite esencial de menta.

En la tasa de produccion de gas se observan efectos por planta y nivel
(P=0.0004) siendo el clavo con 3 % el cual mostré una reduccion significativa
de gas. En un estudio realizado por Ozkan et al. (2015) al emplear aceite
esencial de menta encontraron una reduccion del 17.3 % en la tasa de
produccion de gas, atribuyendo el efecto a la composicion quimica del clavo
(Costa et al., 2011), ya que presenta actividad antimicrobiana por los

compuestos fenolicos (Dorman y Deans, 2000; Rahnama et al., 2012).

Por otra parte se observaron cambios (P=0.0002) en la fase lag por planta e
interaccién, siendo la inclusién de menta con el 1 % la que presentd el menor
tiempo de reconocimiento entre microorganismos y sustrato en comparacion al
control, efecto atribuido a los compuestos fendlicos y metabolitos secundarios,
que inciden sobre la actividad y numero de metandégenos y archaeas
(Yadegarinia et al., 2006; Agarwal et al., 2009).

La degradabilidad in vitro de la materia seca mostré efectos (P=0.0007) por
planta e interaccion, observando que al emplear 3 % de eucalipto la
degradabilidad se reduce 3.4 % con respecto al control. Lo cual concuerda con
lo reportado por Patra y Yu. (2012) quienes emplearon 1.0 g L de aceite
esencial de eucalipto, observando que la degradabilidad de la materia seca
disminuy6é en un 3.6 %, por su parte Patra. (2011) sugiere que los aceites
esenciales pueden disminuir la degradacién de proteina y de almidén por su
efecto inhibitorio sobre bacterias amiloliticas y proteoliticas. Del mismo modo
Sallam et al. (2010) reportan una disminucién sobre la degradabilidad de la

materia seca y organica del 34 al 47 % respectivamente al emplear hojas de
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eucalipto, atribuyendo este efecto a los taninos condensados; los cuales

disminuyen la poblacién de bacterias celuloliticas (McSweeney et al., 2001).

En cuanto a la produccion de CO2 y CH4 se observan efectos por planta
(P=0.0001), siendo el eucalipto con el 2 % que presenta una reduccién de 7.2 y
25 % respectivamente comparado con el control. En el mismo sentido Kumar et
al. (2009) reportaron en un estudio in vitro una reduccion del 56 % de metano
con la adicién de 1.66 pl mlt de aceite esencial de eucalipto, mientras que
Patra y Yu. (2012) reportaron una reduccién del 87 % al emplear 1.0 g L de

aceite esencial de orégano.

Con respecto a la produccién de AGV, se observa que la inclusion del 3 %
de eucalipto modifico el acido acético disminuyendo en 4.7 %, en cuanto a la
produccion de acido propionico se presentaron efectos por planta, nivel e
interaccidbn mostrando un incremento del 17.9 %, el &cido butirico disminuyo en
125 % por el efecto de nivel de inclusién, finalmente la relacion
acético:propionico se modificé (P=0.01) por planta e interaccién. Por su parte
Pawar et al. (2014) realizaron un estudio in vitro empleando aceite esencial de
seis plantas: ajo, clavo, limén, cdrcuma, carcuma silvestre y canela con cinco
dosis: 167, 333, 500, 667 y 833 ul L, reportando mayores efectos con ajo a
dosis de 167 pl L1, presentando una disminucién del 5.8 % en la produccién de
acido aceético, un aumento del 10.8 % en &cido propiénico y una menor relacion

acético:propionico.
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Cuadro 3. Efecto de la inclusion de niveles de eucalipto, clavo y menta en los parametros de fermentacion y produccién

de gas in vitro.

Eucalipto % Clavo % Menta % P
0 1 2 3 1 2 3 1 2 3 EEM PI N PIxXN

Volmax, ml  111.41 102.37 97.85 95.96 128.3 12443 121.1 124.7 12295 12425 293 ** % ok
S, %/h 0.033 0.031 0.032 0.031 0.033 0.031 0.029 0.034 0.035 0.035 0.0006 *** Hkk  kkk
Lag, h 3.8 4.8 3.8 3.6 2.8 3.7 3.2 2.78 3.69 3.44 0.23 ** NS  **
DIVMS; % 79.3 78.2 775 76.6 81.1 81.26 80.0 79.74 80.33 8160 057 ** NS  ***
CHa,ml 32.0 26.7 24.0 26.0 32.0 32.75 27.75 36.0 3425 36.0 207 ** NS NS
CO2, ml 58.7 56.5 545 59.0 65.7 62.75 635 69.75 705 66.75 2.89 ** NS NS
Acético, % 64.04 6457 62.46 60.99 64.87 65.24 65.98 64.67 65.17 65.26 0.746 ** NS *

Propiénico,% 24.75 24.71 26.99 29.19 23.16 23.72 23.99 2455 2341 2403 0573 ** * i
Butirico, % 11.21 10.72 1054 9381 11.96 11.03 10.02 10.78 1142 10.71 0321 NS ** NS
AP 2.59 2.62 231 2.09 280 275 276 2.64 2.78 272 0.091 ** NS *

Vol max: produccion maxima de gas (ml); S: maxima tasa de produccién de gas (ml/h), que se presenta en el punto de inflexion de la curva; L: fase lag (h),

definido como el intercepto del eje-tiempo de la linea de la tangente en el punto de inflexion; DIVMS: degradabilidad de la materia seca (%); A:P: relacion

acético propionico; EEM: error estandar de la media; PI: planta; N: nivel, * P<0.05, *** P<0.001, NS: no significativo.
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Conclusion

El uso de eucalipto en su inclusion del 3 % mostré una disminucion en el
volumen méximo, en la tasa de produccién de gas asi como en la produccién
de metano, ademas de incrementar la produccion de &cido propionico, por tal
motivo el empleo de esta planta aminora la emision de gases de efecto
invernadero. Por lo cual futuras investigaciones son requeridas para determinar
el efecto en estudios in vivo.

47



Bibliografia

Agarwal, N. Shekhar, C. Kumar, R. Chaudhary, L., C. Kamra, D., N. 2009.
Effect of peppermint (Mentha piperita) oil on in vitro methanogenesis and
fermentation of feed with buffalo rumen liquor. Anim. Feed Sci. Tech. 148
(2), 321-327.

AOAC, 1990. Official Methods of Analyses, 15th edn. Association of Official
Analytical Chemists, Arlington, VA.

Beauchemin, K., A., and McGinn, S., M. 2005. Methane emissions from feedlot
cattle fed barley or corn diets. J. Anim. Sci. 83(3), 653-661.

Beauchemin, K., A. McGinn, S., M. McAllister, T., A. 2009. Dietary mitigation of
enteric methane from cattle. CAB Rev. Perspect. Agric. Vet. Sci. Nutr.
Nat. Resour. 4 (35), 1-18.

Burt, S. 2004. Essential oils: their antibacterial properties and potential
applications in foods a review. Int. J. Food Microb. 94 (3), 223-253.

Carulla, J., E. Kreuzer, M. Machmtiller, A. Hess, H., D. 2005. Supplementation
of Acacia mearnsii tannins decreases methanogenesis and urinary
nitrogen in forage-fed sheep. Aust. J. Agric. Res. 56(9), 961-970.

Castillejos, L. Calsamiglia, S. Martin-Tereso, J. Ter Wijlen, H. 2008. In vitro
evaluation of effects of ten essential oils at three doses on ruminal
fermentation of high concentrate feedlot-type diets. Anim. Feed Sci.
Tech. 145(1), 259-270.

Chao, S., C. Young, D., G. Oberg, C., J. 2000. Screening for inhibitory activity
of essential oils on selected bacteria, fungi and viruses. J. Essent. OIl
Res. 12(5), 639-649.

Costa, A., R., T. Amaral M., F., Z., J. Martins, P., M. Paula J., A., M. Fiuza, T.,
S. Tresvenzol, L., M., F. Paula, J., R. Bara, M., T., F. 2011. Acao do oleo
essencial de Syzygium aromaticum (L.) Merr y L.M. Perry sobre as hifas
de alguns fungos fitopatogenicos. Rev. Bras. Plantas Med. 13 (2): 240-
245,

48



De, D., and Singh, G., P. 2005. Effect of different level of monensin
supplemented with cold process urea molasses mineral block on in vitro
rumen fermentation at different days of adaptation with monensin. Asian-
Australas. J. Anim. Sci. 18(3), 320-325.

Dorman, H., J., D., and Deans, S., G. 2000. Antimicrobial agents from plants:
antibacterial activity of plant volatile oils. J. Appl. Microbiol. 88(2), 308-
316.

Erwin, E. Marco, G. Emery, E. 1961. Volatile fatty acid analysis of blood and
rumen fluid by gas chromatography. J. Dairy Sci. 44(9), 1768-1771.

Galindo, J. Elias, A. Palenzuela, I. Perez, M., D. Aldama, A., I. 2003. Effect of
monensin on the in vitro methane production in three ruminal ecological
systems. Cuban J. Agr. Sci. 37(2), 181-186.

Greathead, H. 2003. Plant and plant extract for improving animal productivity.
Proc. Nutr. Soc. 62(2), 279-290.

Kumar, R. Kamra, D., N. Agarwal, N. Chaudhary, L., C. 2009. Effect of
eucalyptus (Eucalyptus globulus) oil on in vitro methanogenesis and
fermentation of feed with buffalo rumen liquor. Anim. Nutr. Feed Techn.
9(2), 237-243.

McSweeney, C., S. Palmer, B. Bunch, R. Krause, D., O. 2001. Effect of the
tropical forage calliandra on microbial protein synthesis and ecology in
the rumen. J. Appl. Microbiol. 90(1), 78-88.

Menke, K., E., and H. Steingass. 1988. Estimation of the energetic feed value
obtained from chemical analysis and in vitro gas production using rumen
fluid. Anim. Res. Dev. 27:7-55.

Nkrumah, J., D. Okine, E., K. Mathison, G., W. Schmid, K. Li, C. Basarab, J., A.
Price, M., A. Wang, Z. Moore, S., S. 2006. Relationships of feedlot feed
efficiency, performance, and feeding behavior with metabolic rate,
methane production, and energy partitioning in beef cattle. J. Anim. Sci.
84(1):145-153.

49



Nonsee, K. Supitchaya, C. Thawien, W. 2011. Antimicrobial activity and the
properties of edible hydroxypropyl methylcellulose based films
incorporated with encapsulated clove (Eugenia caryophyllata Thunb) oil.
Int. Food Res. J. 18 (4).

NRC. 2007. Nutrient requirements of small ruminants. Sheep, goats, cervids,

and new world camelids. Washintong, DC: National Academy Press.

Osorio A., I. Mendoza, G., D. Plata, P., F. Martinez, J., A. Vargas, L. Ortega, G.,
C. 2015. A simulation model to predict body weight gain in lambs fed
high-grain diets. Small Ruminant Res. 123(2), 246—-250.

Ozkan, C., O. Kamalak, A. Atalay, A., I. Tatliyer, A. Kaya, E. 2015. Effect of
peppermint (Mentha piperita) essential oil on rumen microbial
fermentation of barley grain. J. Appl. Anim. Res. 43(3), 287-290.

Patra, A., K. 2011. Effects of essential oils on rumen fermentation, microbial

ecology and ruminant production. Asian J. Anim. Vet. Adv. 6, 416-428.

Patra, A., K., and Yu, Z. 2012. Effects of essential oils on methane production
and fermentation by, and abundance and diversity of rumen microbial
populations. Appl. Environ. Microb. 78(12), 4271-4280.

Pawar, M., M. Kamra, D., N. Agarwal, N. Chaudhary, L., C. 2014. Effects of
essential oils on in vitro methanogenesis and feed fermentation with

buffalo rumen liquor. Agric. Res. 3(1), 67-74.

Poulsen, M. Schwab, C. Jensen, B., B. Engberg, R., M. Spang, A. Canibe, N.
Hojberg, O. Milinovich, G. Fragner, L. Schleper, C. Weckwerth, W., L.
Schramm, A. 2013. Methylotrophic methanogenic Thermoplasmata
implicated in reduced methane emission from bovine rumen. Nat.
Commun. 4:1428.

Rahnama, M. Najimi, M. Ali, S. 2012. Antibacterial effects of Myristica fragrans,
Zataria multiflora Boiss, Syzygium aromaticum, and Zingiber officinale
Rosci essential oils, alone and in combination with nisin on Listeria
monocytogenes. Comp. Clin. Path. 21(6), 1313-1316.

50



Ravindra, K. Kamra, D., N. Neeta, A. Chaudhary, L., C. 2009. Effect of
eucalyptus (Eucalyptus globulus) oil on in vitro methanogenesis and
fermentation of feed with buffalo rumen liquor. Anim. Nutr. Feed Techn.
9(2), 237-243.

Sall, J. Lehman, A. Stephens, M., L. Creighton, L. 2012. JMP start statistics: a

guide to statistics and data analysis using JMP. SAS Institute.

Sallam, S., M. Bueno, |., C. Nasser, M., E. Abdalla, A., L. 2010. Effect of
eucalyptus (Eucalyptus citriodora) fresh or residue leaves on methane

emission in vitro. Ital. J. Anim. Sci. 9(3), e58.

Solomon, S. Quin, D. Manning, M. Chen, Z. Marquis, M. Averyt, K. Miller, H.
2007. The physical science basis. Contribution of working group 1 to the
fourth assessment report of the intergovernmental panel on climate
change, 235-337.

Tavendale, M., H. Meagher, L., P. Pacheco, D. Walker, N. Attwood, G., T.
Sivakumaran, S. 2005. Methane production from in vitro rumen
incubations with Lotus pedunculatus and Medicago sativa, and effects of
extractable condensed tannin fractions on methanogenesis. Anim. Feed
Sci. Tech. 123, 403-419.

Tedeschi, L., O. Fox, D., G. Tylutki, T., P. 2003. Potential environmental
benefits of ionophores in ruminant diets. J. Environ. Qual. 32(5), 1591-
1602.

Theodorou M., K., B., A. Williams, M., S. Dhanoa, A., B. McAllan. 1994. A
simple gas production method using a pressure transducer to determine
the fermentation kinetics of ruminant feeds. Anim. Feed Sci. 48 (3-
4):185-197.

Van Soest, P., J. Robertson, J., B. Lewis, B., A. 1991. Methods of dietary fiber,
neutral detergent fiber and non-starch carbohydrates in relation to animal
nutrition. J. Dairy Sci. 74, 3583-3597.

51


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

Yadegarinia, D. Gachkar, L. Rezaei, M., B. Taghizadeh, M. Astaneh, S., A.
Rasooli, . 2006. Biochemical activities of Iranian Mentha piperita L. and
Myrtus communis L. essential oils. Phytochemistry, 67(12), 1249-1255.

52



8. CONCLUSION

El uso de plantas como menta, eucalipto y clavo, disminuyeron los
parametros de fermentacion ruminal, situacion similar al obtenido con el uso de
monensina sodica, se observo que la inclusién de eucalipto al 3 % gener6 una
disminucién en el volumen maximo, en la tasa de produccion de gas, asi como
en la produccion de metano, ademas de presentar un incremento sobre la
generacion de &cido propionico, por tal motivo el empleo de esta planta

aminora la emision de gases de efecto invernadero.

Los resultados obtenidos con las otras dos plantas también indican una
disminucién en en la produccion de gas y de metano, por tal motivo es

necesario realizar futuras investigaciones in vivo con diversas dosis.
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