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COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO, FERMENTACION RUMINAL Y
CARACTERISTICAS DE LA CARNE DE CORDEROS SUPLEMENTADOS CON
ACEITES ESENCIALES Y MALATO DE CALCIO

Maria Angelica Ortiz Heredia, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la suplementacion de una mezcla
de aceites esenciales (AE), malato calcico (MC) y su combinacion (AE+MC) a dietas de
corderos de engorda sobre el comportamiento productivo, caracteristicas de la canal,
propiedades fisico-quimicas de la carne, degradabilidad ruminal de la materia seca,
fracciones de fibra, y produccién de biogas in vitro. Se realizaron tres experimentos. En
el primero se utilizaron cuarenta corderos DorsetxHamshire de 20 £+ 3 kg y cuatro meses
de edad, que fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro tratamientos: dieta basal (DB)
sin aditivos; DB complementada con 150 g t* de AE; DB con 2.5 kg t* de MC; y DB con
AE+MC a las dosis usadas individualmente, para medir el desempefio productivo. Para
determinar las caracteristicas de la canal y de la carne solo fueron sacrificados treinta y
seis corderos. En el segundo experimento, un disefio experimental de cuadro latino
replicado 4 x 4 con cuatro ovejas adultas y los cuatro tratamientos descritos previamente,
se determind la desaparicidn in situ de la materia seca (DMS), fibra detergente neutro
(DFDN) vy fibra detergente acido (DFDA) durante 3, 6, 9, 12, 24 y 48 h. Se hizo un
muestreo de fluido ruminal y se determind el pH, la concentracién de &cidos grasos
volatiles y nitrdgeno amoniacal. El tercer experimento de determind la produccion in vitro
de metano (CHa4) y bi6xido de carbono (CO2) de las cuatro dietas experimentales. El
desemperio productivo no fue afectado por los aditivos. La digestibilidad aparente de la
MS fue reducida (P < 0.05) con la inclusion de MC. El peso de la canal fria, rendimiento
de la canal caliente y fria fueron mayores (P < 0.05) en los corderos tratados con AE vs.
MC. El rendimiento de la canal caliente tendié (P = 0.08) a ser mayor en el tratamiento
AE vs. DB. El contenido del acido graso C20: 5 n-3 en el grupo AE+MC fue mayor (P <
0.05) que en el grupo AE, aunque similar a los demas tratamientos. La carne del grupo
AE+MC tuvo mayor contenido total de acidos grasos w3 (P < 0.05) que los grupos AE o
MC, pero similar al grupo DB. La proporcién de acidos grasos poliinsaturados y acidos
grasos saturados no fue diferente (P > 0.05) entre tratamientos. El color de la carne no
fue afectado (P < 0.05) por los tratamientos. La fuerza de corte de la carne cocida fue
menor (P < 0.05) en el tratamiento EA que en DB y MC. La DFDN fue mayor (P < 0.05)
a las tres horas de incubacién en la dieta con AE, mientras que la degradabilidad efectiva
de la fraccion potencialmente degradable de la MS fue mayor (P < 0.05) en la dieta con
AE comparada con las dietas con MC o AE+MC, pero similar (P > 0.05) a la DB. La dieta
con AE redujo (P < 0.05) produccion in vitro de CHa4 e incremento (P < 0.05) la de CO..
Los AE, MC, o AE+MC no afectan el desempeiio productivo, aunque los AE mejoran las
caracteristicas de la canal, suavidad y concentracion de acidos grasos insaturados en la
carne, degradabilidad efectiva de la materia secay reducen la produccién de CHas in vitro.

Palabras clave: aditivos, fermentacion ruminal, canal, carne, metano



PERFORMANCE, RUMEN FERMENTATION, AND MEAT QUALITY OF LAMBS
SUPPLEMENTED WITH ESSENTIAL OILS AND CALCIUM MALATE

Maria Angelica Ortiz Heredia, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022.

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of the supplementation of a mixture
of essential oils (EO), calcium malate (CM,) and their combination (EO+CM) to diets of
fattening lambs on performance, carcass characteristics, physical-chemical meat traits,
ruminal degradability of both dry matter (DM) and fiber fractions, and in vitro biogas
production. Three experiments were carried out. In the first one, forty commercial
crossbred lambs (20 £ 3 kg) four-month-old were used, and they were randomly
distributed in four treatments: basal diet (BD) without additives; BD supplemented with
150 g t* of EO; DB with 2.5 kg t* of CM; and BD with EO+CM at the doses used
individually, to measure the performance. To determine the carcass and meat
characteristics, only thirty-six lambs were slaughtered. The second experiment, a 4 x 4
replicated Latin square experimental design, with four ewes and the four treatments
previously described, was used to determine the in situ disappearance of DM (DDM),
neutral detergent fiber (DNDF), acid detergent fiber (DADF) at 3, 6, 9, 12, 24 and 48 h.
Ruminal fluid was sampled and pH, concentration of volatile fatty acids, and ammoniacal
nitrogen were determined. The third experiment determined the in vitro production of
methane (CHa4) and carbon dioxide (CO3) of the four experimental diets. The performance
was not affected by the additives. The apparent DM digestibility was reduced (P < 0.05)
with CM inclusion. Cold carcass weight, hot and cold carcass yield were higher (P < 0.05)
in EO-treated lambs vs. CM. Hot carcass yield tended (P = 0.08) to be higher in EO
treatment vs. BD. The fatty acid C20: 5 n-3 content in the EO+CM group was higher (P <
0.05) than EO group, although similar to the other treatments. The meat from EO+CM
group had a higher content of total w3 fatty acids (P < 0.05) than the EO or CM groups,
but similar to BD group. The proportion of polyunsaturated fatty acids and saturated fatty
acids was not different (P > 0.05) between treatments. Meat color was not affected (P >
0.05) by the treatments. The shear force of cooked meat was lower (P < 0.05) in the EO
treatment than in BD and CM. The DNDF was higher (P < 0.05) at three hours of
incubation in the diet with EO, while the effective degradability of the potentially
degradable fraction of DM was higher (P < 0.05) in the EO diet compared to the CM or
EO+CM diets, but similar (P > 0.05) to BD. The EO diet reduced (P < 0.05) in vitro CHa
production and increased (P < 0.05) CO2 production. The EO, CM, or EO+CM do not
modify performance, but EO improve carcass -characteristics, tenderness and
unsaturated fatty acids concentration in meat, effective degradability of dry matter and
reduce in vitro CH4 production.

Key words: additives, ruminal fermentation, carcass, meat, methane.
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INTRODUCCION GENERAL

La demanda de proteinas de origen animal se incrementa a medida que aumenta la
poblacioén global, la cual se proyecta supere los 9 mil millones de personas para el 2050
(Unites Nations, 2019). A pesar de que en paises desarrollados el consumo de carne de
rumiantes tiende a reducirse por consideraciones medioambientales, el consumo global
seguira creciendo debido a que en varios paises como China, India, Rusia, México y
Brasil, la poblacién se esta convirtiendo en clase media que busca consumir mayor

cantidad de carne, leche y queso (Chrilki y Hocquette, 2020).

Los productores dedicados a la finalizacion de corderos para abasto, consideran que la
tasa de crecimiento y el tiempo invertido del nacimiento al peso de venta, determinan la
eficiencia productiva y econémica de las mismas. En las unidades para finalizacion de
corderos se usan dietas altas en grano (concentrados integrales), para reducir el tiempo
de ceba hay riesgo de problemas metabdlicos como la acidosis subaguda y calculos
urinarios (Mendoza et al.,, 2007), que pueden afectar la eficiencia productiva y la

econémica.

Para prevenir estos desordenes digestivos y mejorar el funcionamiento del rumen, se
usan antibigticos ionoforos que en concentraciones de 20 a 40 ppm en la dieta previenen
la acidosis lactica, y disminuyen la produccién de metano al redirigir el uso de Hz hacia
la produccion de propionato, ademas reducen la desaminacion de aminoacidos
incrementando su flujo al intestino delgado (Jouany y Morgavi, 2007). La creciente
preocupacion publica y cientifica por la aparicion de cepas bacterianas patogénicas para
el ser humano resistentes a los antibidticos usados como aditivos en produccion
pecuaria, origind la restriccion de estos aditivos en regiones como la Unién Europea,
algunos paises de Asia y recientemente en Estados Unidos (Jouany y Morgavi, 2007).
Dadas estas restricciones, emerge una oportunidad para el desarrollo de nuevas

alternativas no antibioticas que puedan ofrecer los mismos beneficios que los ionéforos.

Los acidos organicos y sus sales, en particular el malato, han sido propuestos como
alternativa a los ionéforos para ser utilizados en rumiantes. Al respecto, Carro y Ranilla,

(2003) y Martin, (2004) muestran que la adicion de malato de calcio (MC) en sistemas de



fermentacion in vitro favorece el pH ruminal, principalmente entre las 2 y 4 h después de
la alimentacion (Martin et al., 2004), reduce la produccion de metano (CHas) y la
concentracion de acidos grasos volatiles (AGV), efectos analogos observados con el uso
de ionoforos. En otros estudios se observé que el malato puede estimular el crecimiento
de Selenomonas ruminantium en cultivos puros (Nisbet y Martin, 1994). El lactato puede
ser fermentado por S. ruminantium, bacteria que representa hasta el 50% del total de
bacterias viables dentro de las formadoras de propionato en el rumen (Martin et al.,

2004), mejorando asi el ambiente ruminal.

Los aceites esenciales (AE), son otra alternativa viable a los antibiéticos ionéforos. Los
AE son una mezcla de compuestos volétiles y lipofilicos extraidos de plantas, como la
canela, orégano, tomillo, eucalipto, romero y otros, a través de destilacion (Benchar et
al., 2008). Los componentes de los AE (timol, eugenol, carvacrol, citral y cinamaldehido)
pueden interactuar con las células de la membrana microbiana e inhibir el crecimiento de
algunas bacterias, tanto gram positivas como gram negativas. El resultado de esta
inhibicién es la reduccién de la desanimacién de aminoacidos y de la metanogénesis,
con el concomitante incremento de la produccién de &cido propionico y butirico
(Calsamiglia et al., 2007; Lin et al., 2013), aunque la evidencia de efecto positivo de los
AE sobre el pH del rumen no se ha difundido de manera masiva y, por tanto, sobre la
prevencion de acidosis (Malekkhahi et al., 2015). También se ha reportado que estos
aditivos no antibiéticos, modificaron la composicion quimica, estabilidad de color, vida de
anaquel, suavidad y valor nutricional en lo relacionado con el perfil de acidos grasos de
la carne de corderos (Ortuiio et al., 2014; Garcia-Galicia et al., 2020; Haro et al., 2020).
La investigacion sobre los impactos de la suplementacion con MC y AE ha sido extensiva
en bovinos productores de carne y leche, pero las evidencias de funcionamiento en
ovinos finalizados con dietas altas en grano, es limitada. Conociendo las virtudes y
limitaciones de estas dos alternativas, resulta también interesante verificar si la
combinacion de MC y AE tienen un efecto sinérgico en el ambiente y funcionamiento del

rumen.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue determinar el comportamiento

productivo, la fermentacion ruminal y caracteristicas de la canal de la carne de corderos



en finalizacién suplementados con aceites esenciales (AE), malato de calcio (MC) y su

combinacion en dietas altas en concentrado.



REVISION DE LITERATURA
Antecedentes

En México el inventario ovino ascendié a 8.9 millones en el afio 2017, el 38% se
concentrd en las entidades estado de México, Hidalgo, Tlaxcala y Puebla. De 2011 al
2017, afio en que alcanz6 su punto maximo, el crecimiento del inventario registrado fue
de 8.3% (Figura 1). Al final del periodo de andlisis (2011-2020), el incremento de 6.2%,
con un descenso del 2.4% en el afio 2018, una recuperacion del 0.28% en el 2019 y de
0.20 % para el 2020 (SIAP, 2020).
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Figura 1. Inventario ovino en México (total nacional).
Fuente: Elaboracion propia, con datos del SIAP (2020).

Produccién mundial de carne ovina

Segun FAOSTAT (2020), el pais que mas produce carne es China, seguido por Australia,
Nueva Zelanda, Argelia y Reino Unido (Figura 2Figura 2). De acuerdo con COMTRADE
(2020) China importa el 82% en la categoria canales y medias canales de ovinos, frescos
o refrigerados. En la categoria de carne de borrego Australia y Nueva Zelanda son los

principales abastecedores de carne para China.
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Figura 2. Principales paises productores de ovino en el mundo.
Fuente: Elaboracién propia, Datos FAOSTAT (2020).

De acuerdo con datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO, 2020), la produccion ovina a nivel global en el afio 2019 logré una
produccion total de 9, 476,541 toneladas de carne, cantidad a la que México aportd
64,031 toneladas (Figura 3Figura 3), lo que equivale a 0.68% de la producciéon mundial
para ese afio. La tendencia de la produccion nacional ha sido creciente, en la Figura 3,

se observa que del afio 2014 al afio 2020 la produccion incrementd en 11%.

66000
64000
62000
60000

58000

Miles de toneladas

56000

54000
2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022

Afio

Figura 3. Produccién ovina nacional.
Fuente: Elaboracion propia, Datos FAOSTAT (2021).

5



Consumo de carne ovina per capita nacional

En la produccién nacional los principales productores son los estados de México, Hidalgo
y Veracruz que aportan el 14.1%, 10.9% y 8.2%, respectivamente del total de la
produccion (SIAP, 2020). De acuerdo con el Consejo Mexicano de la Carne (2018) indico
qgue el consumo per céapita de carne ovina en México es de 600 g. Que en contraste con
lo reportado Gdémez (2011) con un consumo per capita de 700 g. per céapita
aproximadamente, del cual el 70% lo proporciona la produccién local, y el resto (30%) es

de importacion.
Caracteristicas de los Rumiantes

Los rumiantes se caracterizan por su capacidad para alimentarse de pastos y forrajes,
ya que pueden degradar carbohidratos estructurales, como celulosa, hemicelulosa y
pectina, muy poco digestibles para los no-rumiantes (Gutiérrez, 2015). Sin embargo,
estos animales no poseen enzimas que puedan digerirlos y son los microorganismos
presentes en el rumen, tales como bacterias, protozoarios y hongos, quienes fermentan
el alimento (Petri et al., 2012). Los rumiantes se distinguen del resto de los animales por
convertir alimentos fibrosos y proteinas de baja calidad, incluso el nitrégeno no proteico
(NNP), en nutrientes de calidad para los animales, como son la proteina microbianay los

acidos grasos volatiles (Dewhurst et al., 2000).
Ecosistema ruminal

Los rumiantes presentan particularidades distintivas respecto al resto de los mamiferos,
porque el rumen y el reticulo, dos de los compartimientos pre-estomacales, se
encuentran habitados por una de las mas variadas, densas y activas poblaciones
microbianas conocidas en la naturaleza (Gonzélez et al., 2011). La microbiota ruminal
comprende una poblacion diversa de microorganismos que incluyen bacterias (mas de
50 géneros), Archaea (metanogenos) y Eucarya (25 géneros de protozoos, cinco
géneros de hongos) y bacteriéfagos (Skillman et al., 2006). Esta microbiota desempefia
una funcién significativa en la degradacion del alimento que consumen, ya que ayudan

a digerir polisacaridos complejos como la celulosa y hemicelulosa, aprovechar fuentes



de nitrégeno no proteico (NNP), para su conversion en proteina microbiana (Castillo et
al., 2017).

Fermentacién ruminal

La fermentacion ruminal es anaerdbica y se realiza en mayor medida por bacterias. La
poblacién microbiana se mantiene al ingerir y masticar alimentos eliminando los acidos
organicos producidos, arrastrando los residuos alimenticios no digeribles y manteniendo
las condiciones apropiadas de pH, temperatura y humedad para el crecimiento
microbiano (Pifieriro-Vazquez et al., 2009). La fermentacion en el rumen es el resultado
de actividades fisicas y microbiolégicas que transforman los componentes de la dieta en
productos en acidos grasos volatiles, proteina microbiana, vitaminas, y gases como son
CH4 y COa2. Los valores de pH y las concentraciones de amonio y de &acidos grasos
volétiles en el liquido ruminal pueden determinar la adecuada utilizacion de los nutrientes

de diferentes alimentos (Pifieriro-Vazquez et al., 2015).

El patrén de la fermentacion ruminal es definido principalmente por la conformacion de
la poblacién bacteriana, en el sentido de la produccién de AGV’'s y de otros productos
que limitan la eficiencia de la fermentacion. Ademas, de las bacterias en el rumen existen
protozoarios y hongos que pueden influir en el patrén de la fermentacion ruminal (drskov,
1992).

Procesos microbianos

La fermentacion del alimento que es ingerido por el rumiante se lleva a cabo en el rumen,;
no es un érgano glandular, por lo que no secreta enzimas digestivas, de manera que la
digestiéon depende de las enzimas producidas por la microbiota ruminal, bacterias,
protozoarios y hongos (Mendoza et al., 2007). Los procesos microbianos del rumen
confieren la capacidad de convertir alimentos fibrosos y proteinas de baja calidad, incluso

nitrdgeno no proteico, en nutrientes valiosos para los rumiantes (Wilkins y Jones, 2000).
Bacterias

La poblacién de bacterias en el rumen fluctia de 10'° a 10! bacterias/g de contenido

ruminal (Yokohama y Johnson, 1988), la densidad de bacterias en el rumen se encuentra



en un rango de 107 a 10° células/mL de liquido ruminal (Callaway el al., 2010; Danielsson
et al., 2017). La mitad de la biomasa ruminal esta conformada por bacterias, ya que son
las que realizan la fermentacion ruminal y su capacidad fermentativa esta en relacion

inversa a su tamano (Orskov, 1992).

Actualmente estudios recientes que utilizan la secuenciacion de ADN de alto rendimiento
han reportado la presencia de 13 principales filos en el rumen, que incluyen 40 6rdenes
bacterianos, alrededor de 80 clases de bacterias, y por lo menos 180 familias
bacterianas, unos 320 géneros de bacterias y mas de 2,000 unidades taxondémicas
bacterianas operativas (Castillo-Lépez, 2014; Petri et al., 2012 et al., 2014). Los filos
bacterianos méas abundantes son Bacteroidetes y Firmicutes, que incluyen por lo menos

el 75 % de la poblacion bacteriana total (Danielsson et al., 2017).

Las bacterias ruminales se clasifican con base en el tipo de sustrato que fermentan,

productos formados o requerimientos nutricionales (Cuadro 1).



Cuadro 1. Clasificacion de las principales especies bacterianas del rumen segun el tipo
de sustrato que fermentan.

Principales especies celuloliticas
Fibrobacter succinogenes
Ruminococcus flavefaciens
Ruminococcus albus
Ruminococcus fribrisolvens

Principales especies hemiceluloliticas
Butyrivibrio fribrisolvens

Prevotella ruminicola

Ruminococcus spp.

Principales especies pectinoliticas
Butyrivibrio fibrisolvens

Prevotella ruminicola

Lachnospira multiparus

Succinivibrio dextrinosolvens
Treponema bryantii

Streptococcus bovis

Principales especies amiloliticas
Ruminobacter amylophilus
Streptococcus bovis
Succinomonas amylolytica
Prevotella ruminicola

Principales especies utilizadoras de
azucares

Lactobacillus ruminus
Treponema bryantii
Lactobacillus vitulinus

Principales especies proteoliticas
Ruminobacter amylophilus
Prevotella ruminicola

Butyrivibrio fibrisolvens
Streptococcus bovis

Principales especies utilizadoras
lipidos

Anaerovibrio lipolytica

Butyrivibrio fibrisolvens

Treponema bryantii

Eubacterium spp.

Fusocillus spp.

Micrococcus spp.

Principales especies productoras
metano

Methanobrevibacter ruminantium
Methanobacterium formicicum
Methanomicrobium mobile

Principales especies productoras
amoniaco

Prevotella ruminicola
Megasphaera elsdenii
Selenomonas ruminantium

Principales especies ureoliticas
Succinivibrio dextrinosolvens
Selenomonas spp.

Prevotella ruminicola
Ruminococcus bromii

Butyrivibrio spp.

Treponema spp.

de

de

de



Principales especies utilizadoras de
acidos
Megasphaera elsdenii

Selenomonas ruminantium
Fuente: Adaptado de Yokohama y Johnson (1988).

Por tanto, entre mas diversa sea la poblacion microbiana del rumen podra asegurarse
una tasa de fermentacion estable con menor presencia de picos en la liberacion de
productos de la fermentacion (Yokohama y Johnson, 1988).

Protozoos

Més de 20 especies de protozoarios se han identificado (Russell, 2002), cuya
concentracion en el rumen es de aproximadamente 106 células/mL. Los protozoarios son
fisicamente mas grandes que las bacterias y pueden constituir aproximadamente la mitad
de la biomasa microbiana ruminal total, aunque el nimero de géneros de protozoarios
es menor que el de los de las bacterias (Martin, 1994). Estudios recientes que utilizan la
secuenciacion del ADN de alto rendimiento han demostrado que los géneros de
protozoarios predominantes son Entodinium, Epidinium, Metadinium, Diploplastron,

Polyplastron y Diplodinium (Lima et al., 2015).

Los protozoarios (Cuadro 2), son parte de la poblacion microbiana y tienen un papel
importante en la fermentacion; sin embargo, el beneficio que aportan al rumiante ha sido
puesto en duda. Rumiantes defaunados (sin protozoarios) no siempre han registrado una
digestibilidad y comportamiento productivo diferente al de rumiantes faunados (con
protozoarios). A los protozoarios se les ha identificado como estabilizadores de la
fermentacion por evitar fluctuaciones amplias, principalmente del pH en los intervalos

entre comidas (Orskov, 1992).
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Cuadro 2. Clasificacion de los principales protozoos ruminales con los sustratos de
fermentacion preferentes.

Subclase Género Sustrato fermentado
Holotrica
Isotrica Almidén y azlcares
Dasytrica Almidén y azlcares

Entodiniomorfa

Entodinium Almidon
Epidinium Almiddén y hemicelulosa
Ophryoscolex Almidon
Diplodinium Celulosa
Eudiplodinium Celulosa
Polyplastron Celulosa

Fuente: Adaptado de Hungate (1966).

Hongos

Los hongos son pequefios organismos flagelados. En un principio se les clasifico
errbneamente como protozoarios flagelados, después se observd que esos flagelados
eran zoosporas fungicas que llegaron a colonizar las superficies de las plantas para
producir un micelio (Russell, 2002). El micelio da origen a esporangios que liberan mas
zoosporas, y el ciclo continda. Los hongos incrementan su tiempo de residencia
adhiriéndose a particulas de alimento. Por este motivo ha sido dificil calcular su biomasa

en el contenido ruminal (Russell, 2002).

Los hongos actidan como colonizadores iniciales de la lignocelulosa e incrementan la
velocidad a la cual las bacterias digieren la fibra, al alterar las paredes lignificadas de las
células de las plantas (Martin, 1994). Estudios recientes que utilizan la secuenciacion del
ADN han reportado 5 principales filos fungicos, que incluyen 55 géneros de hongos. Los
géneros predominantes son Ascomycota (27 %), Basidiomycota (3 %) vy
Neocallimastigomycota (1 %) (Kumar, 2015).

Arqueas

La densidad de las arqueas en el rumen no ha sido determinada con precisén, analisis
moleculares de ADN han revelado que las Arqueas pertenecen a un dominio diferente

gue el de las bacterias ( Zhou et al., 2017). Estos microorganismos desempefian una
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funcion especial en la eficiencia alimenticia porque participan en la formacién de metano,
la cual utiliza diéxido de carbono e hidrégeno (Morgavi et al., 2010). Se han detectado
10 géneros de arqueas en el rumen, y el género mas abundante es Methanobrevibacter,
gue representa aproximadamente el 91 %, la secuenciacion de ADN de alto rendimiento
ha expuesto que el filo arqueal mas abundante en el rumen es Euryarchaeota, que

constituye el 99 % de la poblacion de arqueas ruminales (Zhou et al., 2017).

Uno de los principales objetivos de las practicas para reducir los gases de efecto
invernadero en el &mbito de la ganaderia es disminuir la produccion de este gas por los
rumiantes, debido a que el metano emitido al medio ambiente contribuye al calentamiento
global (Hristov et al., 2013).

Interacciones entre microorganismos

Las bacterias, protozoarios y hongos ruminales interaccionan dentro del rumen, para
maximizar la eficiencia de fermentacion de lo ingerido por el rumiante (Van Soest, 1994).
Los microrganismos pueden agruparse en los fermentadores de la ingesta y de los
productos derivados de la fermentacion realizada por las bacterias, evitando que estos
productos se acumulen en el rumen y se conviertan en una realimentacién negativa,
ademas liberan al ambiente ruminal compuestos promotores del crecimiento de los
fermentadores de la ingesta (Orskov, 1992). Una interaccion de microorganismos es la
de los acidos grasos volatiles de cadena ramificada, que son producidos por
microorganismos amiloliticos y usados por microorganismos celuliticos para sintetizar

aminoécidos o &cidos grasos de cadena larga (Orskov, 1992).
Proteina microbiana

Desde hace mucho tiempo se ha reconocido la importancia de la proteina microbiana
sobre el estado nutricional de los rumiantes por ser una de las principales fuentes de
proteina metabolizable (Martin,1994). La proteina microbiana sintetizada en el rumen
satisface por lo menos el 50 % de los requerimientos de proteina metabolizable para
rumiantes en diferentes etapas de produccién; las bacterias y protozoarios ruminales
aportan la mayoria de la proteina metabolizable que llega al duodeno (Hristov et al.,1996;
NRC, 2001).
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La proteina microbiana corresponde entre el 50 y 85 % del nitrégeno total de aminoacidos
gue entra al intestino delgado, bajo la mayoria de las condiciones alimenticias (Castillo-
Lopez et al., 2013). A pesar de que hasta un 50 % de la proteina microbiana sintetizada
podria degradarse a amoniaco en el rumen, otros estudios sugieren que la proteina
microbiana sintetizada en el rumen aporta entre le 40 y el 90 % de la proteina que llega
al intestino delgado (Hristov y Broderick 1996).

La aportacion relativa de la proteina microbiana que llegan al intestino delgado depende
principalmente de la calidad y solubilidad del nitrdgeno ingerido, se ha reportado que la
concentracion de la proteina microbiana en la digesta duodenal de ovinos varia de 130
a 162 mg/g MS (Castillo-Lopez y Dominguez, 2019). Ademas, los microorganismos
ruminales son una fuente importante de otros nutrientes para los rumiantes (Hussein et
al., 1995).

Fermentacidn ruminal de carbohidratos

Los carbohidratos ingeridos por el rumiante son moléculas grandes e insolubles, que
deben ser transformadas a moléculas simples de menor tamafio, para que atraviesen la
mucosa de la membrana del tracto digestivo y lleguen a sangre (McDonald et al., 2011).
Los carbohidratos presentes en plantas que son consumidos por el rumiante, se
clasifican en carbohidratos estructurales y no estructurales. Los estructurales son
referidos como fibra y no son degradados por las enzimas producidas por la mayoria de
los mamiferos. Los rumiantes desarrollaron un proceso digestivo que incorpora la
fermentacion ruminal que es un producto de la simbiosis con microorganismos capaces
de reducir estos carbohidratos estructurales a través de la fermentacion de los mismos
(Church, 1997). La fermentacion ruminal de los carbohidratos estructurales (celulosa,
hemicelulosa) y no estructurales (almidones y azlcares) se inicia con la adhesion y
colonizacion microbiana de la superficie externa de las particulas vegetales ingeridas
(McDonald et al., 2011). Estos carbohidratos junto con el nitrégeno no proteico y proteina
verdadera del forraje, permiten a los microorganismos incrementarse y producir acidos
grasos volatiles (AGV’s) como el acetato y butirato que son precursores hipogénicos y
propionato como precursor glucogénico. La tasa de produccion de propionato y otros

AGV’s esta directamente relacionada con el consumo del sustrato fermentable donde la
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sintesis de propionato es especialmente favorecida por la fermentacion de los almidones

por las bacterias amiloliticas (Van Soest, 1994).

Algunos almidones presentes en la dieta son capaces de sobrepasar la digestion
microbiana, siendo absorbidos en el duodeno. De esta forma, constituyen otra fuente de
glucosa para el rumiante, sin embargo, no es suficiente para suplir las necesidades
energéticas (Angulo et al., 2005). Los almidones y azUcares simples se fermentan hasta
producir propionato, en este proceso no existen pérdidas de carbonos, por lo que el
proceso es energéticamente mas eficiente que la fermentacion de los carbohidratos

estructurales que lleva a la formacién de acetato (Van Soest, 1994).

En la Figura 4 se muestra de forma simplificada algunos pasos del proceso de la
fermentacion ruminal de algunos tipos de carbohidratos, en este proceso de fermentacion
es importante resaltar la formacién y posterior liberacion al ambiente del metano como

consecuencia de la fermentacion de carbohidratos estructurales como la celulosa.

Azucares Almidon  Celulosa Pectinas Hemicelulosa

} ) ) }

Maltosa Celobiosa Ac. galacturénico — Xilosa

Glucosa
Ciclode

Ruta pentosas

Embden-Meyerhoff

lPiruvato\‘\‘
Formato 4 ¢ Malato Lactato
7 22 N

CO, +H, Acetil CoA F“maf‘m \
¢ Succinato Acrilato
) '
Metano Acetato Butirato Propionato

Figura 4. Pasos de la fermentacion ruminal de carbohidratos
Fuente: Kay (1994).
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Fermentacion ruminal de proteinas

Las proteinas provistas en la dieta se dividen en proteina degradable en rumen ((PDR)
compuesta por nitrégeno no proteico y proteina verdadera) y proteinas no degradable en
rumen (PNDR). La proteina verdadera se degrada a péptidos y aminoacidos (AA) v,
eventualmente se desaminan en amoniaco o son utilizadas para la sintesis de proteina
microbiana. El nitrégeno no proteico se compone de nitrégeno presente en ADN, ARN,
AA, péptidos y amoniaco utilizado para el crecimiento microbiano (Pulido, 2010). Cuando
el alimento es ingerido, en el rumen hay una colonizacion por bacterias, protozoos y

hongos ruminales proteoliticos (Nolan, 1993).

Las proteinas estan formadas por aminoacidos (AA) unidos mediante enlaces peptidicos
entre el grupo carboxilico de un AA y el grupo amino de otro AA, la proteina total
comprende tres fracciones: nitrdgeno no proteico (NNP), proteina verdadera y nitrégeno
no degradable (Van Soest et al., 1994). Existen tres vias de suministro de proteina del
rumen; proteina de la dieta, proteina proveniente de la descamacién de células epiteliales
y el NNP enddgeno provenientes de la saliva o a través de la pared ruminal (Nolan et al.,
2005). Entre 30 y 50% de los microorganismos ruminales que se adhieren a las particulas
de la ingesta tienen actividad proteolitica extracelular, las bacterias son las principales
fermentadoras de las proteinas, los protozoos y hongos también desarrollan cierta

actividad proteolitica (Broderick et al., 1991).

Las proteasas bacterianas extracelulares peri plasmaticas forman un complejo enzima-
sustrato para potencializar su actividad (Wallace el at., 1996). Por tanto, el metabolismo
de nitrégeno en el rumen puede ser dividido en dos eventos: la degradacion de proteinas
(que ofrece fuentes de nitrégeno para las bacterias), y la sintesis de proteina microbial
(Pulido, 2010).

En la Figura 5Figura 5 se presenta un esquema con los principales pasos en el proceso
de la fermentacion ruminal de proteinas, en esto se debe resaltar que la fermentacion
implica llegar a nitrégeno en forma de amina para de ahi iniciar el proceso de sintesis de

proteina por bacterias y protozoos.
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Figura 5. Esquema de la degradacién de la proteina en el rumen
Fuente: Wallace et al., (1996).

Los protozoos tienen actividad proteolitica diez veces menor que las bacterias pero son
mas eficaces degradando proteina insoluble que soluble (Wallace et al., 1991). Los
géneros de bacterias con actividad proteolitica se identifican en el Cuadro 1, a estos se
agregan Selonomonas spp. y Eubacterias spp. Estos géneros son proteoliticos, pero no
todos usan los productos finales para su crecimiento; por ejemplo, Ruminobacter
amylophylus degrada la matriz proteica de los granulos de almidén del endospermo del
maiz, pero no usa los péptidos ni los amino &cidos resultantes de la degradacion (Bach
et al., 2005).

Fermentacion Ruminal de Lipidos

Los lipidos presentes en los alimentos tienen dos importantes transformaciones en el
rumen: lipdlisis y biohidrogenacion (Figura 6Figura 6). La lipdlisis se refiere a la liberacion
por hidrdlisis de los acidos grasos esterificados en los triglicéridos, glicolipidos y
fosfolipidos. La biohidrogenacion consiste en la reducciéon de los enlaces dobles

existentes en los acidos grasos liberados (Martinez et al., 2010).

16



Si los lipidos de la dieta son accesibles a la microbiota del rumen, son hidrolizados répida
y extensamente. La lipolisis libera los acidos grasos y el glicerol, o la galactosa en el caso
de los glicolipidos, con nula o escasa acumulacion de mono o diglicéridos (Hawke y
Silcock, 1970).

Lipidos de la racién
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Figura 6. Esquema de la digestién ruminal de los lipidos. C18:0, &cido esteérico; C18:1, &cido
oleico; C18:1 trans-11, acido vaccénico; C18:2, acido linoleico; C18:2 cis-9, trans-11, acido
ruménico; C18:3, acido linolénico.

Fuente: Adaptado de Tanaka (2005).

El glicerol y la galactosa libres son rapidamente fermentados el primero mayoritariamente
a acido propidénico mientras que el segundo lo hace a acido acético. La principal actividad
lipolitica es debida a lipasas, galactolipasas y fosfolipasas de origen bacteriano
principalmente, pero también protozoario. Las lipasas vegetales son secundarias en
relacion a las lipasas microbianas, y la lipasa de la saliva de los rumiantes tiene baja
actividad (Martinez et al., 2010).

17



La microbiota del rumen puede sintetizar endégenamente sus lipidos a partir de
precursores de cadena corta: acido acético, propionico o valérico o a partir de cadenas
carbonadas ramificadas, provenientes de la degradacion de aminoacidos del mismo tipo
(valina, leucina e isoleucina). Estos microorganismos pueden también incorporar AG
libres, tanto saturados como insaturados, en el curso de la sintesis celular microbiana.
Finalmente, como las bacterias ruminales pueden sustituir propionil CoA y valeril CoA
por acetilCoA como punto de partida en la sintesis de AG, los lipidos bacterianos incluyen
un contenido significativo de AG de cadena impar (Latrille, 2010). Los efectos negativos
de las grasas en las dietas habian sido expuestos, sin embargo, en la actualidad los
meétodos moleculares han revelado que los microorganismos ruminales que pertenecen
a los géneros Fibrobacter, Ruminocuccus, Butyrivibrio y Prevotella pueden ser muy

sensibles a la grasa (Huws, 2014; Enjalbert et al., 2017).

Se ha demostrado que los acidos grasos insaturados son toxicos para las bacterias
ruminales, especialmente para aquellas que digieren la fibra. Esta toxicidad podria
deberse a un impedimento de la digestién de los nutrientes debido a que los &acidos
grasos se adhieren a la pared celular (Huws, 2014). Por tanto, una de las principales
acciones de algunos géneros bacterianos ruminales es la biohidrogenacion de los acidos
grasos para minimizar los impactos negativos de los acidos grasos insaturados en el
crecimiento microbiano. Se han reportado efectos perjudiciales de la grasa alimentaria
en los protozoarios ruminales, hongos y arqueas cuando el alimento contiene aceite de

linaza o de soya (Huws, 2014).
Importancia de la dieta sobre la microbiota ruminal

La dieta es el factor mas determinante sobre el tipo y las proporciones de las poblaciones
microbianas, por lo que determina el perfil de fermentacién ruminal (Yokohama y
Johnson, 1988). Las diferencias son evidentes entre dietas altas en forraje y las ricas en
almidon. Las dietas altas en forraje favorecen el establecimiento de una microbiota
fibrolitica, donde predominan bacterias del género Butyrivibrio spp., mientras que, en
dietas ricas en almidon con bajos niveles de fibra, la concentracion bacteriana es mayor,
con poblaciones amiloliticas donde predominan bacterias del tipo selenomonas,

peptostreptococci y lactobacilli (Mc Allister et al., 1996). Estas dietas suelen tener altas
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velocidades de digestidn y de produccién de acidos, por lo que el medio se acidificay se
reducen las poblaciones celuloliticas y metanogénicas que son mas sensibles al pH acido
(Van Soest, 1994). Ante un cambio de dieta, la poblacion microbiana tiene que adaptarse
hacia un nuevo equilibrio. EI mayor riesgo se produce al introducir grandes cantidades
de almidén en animales que reciben una dieta alta en forraje, por su efecto sobre las
bacterias que producen y utilizan acido lactico, por un descenso en el pH; las bacterias
utilizadoras de &cido lactico desaparecen y las amiloliticas son sustituidas por bacterias
productoras de &cido lactico, provocando un descenso de pH més grave y por ello
problemas metabdlicos como la acidosis lactica (Mc Allister et al., 1996).

Manipulacion de la fermentacién ruminal

La produccion Optima del rumiante sélo puede lograrse cuando la fermentacién
microbiana ruminal y la sintesis de proteina microbiana en el rumen son adecuadas. Una
racion equilibrada para los microorganismos resultara en una eficiencia maxima; pero si
falta algun nutriente, el crecimiento microbiano no sera optimo y disminuira la cantidad

de proteina que llegue al intestino delgado (Stokes et al., 1991).

Los factores que pueden afectar la fermentacién ruminal, la sintesis de proteina
microbiana y los factores que controlan su balance, estan ligados a la fisiologia de las
especies (maxima velocidad de crecimiento, afinidad por el sustrato, energia metabdlica,
resistencia a pH acidos, entre otras) (Dewhurst et al., 2000).También, depende del
hospedero y su alimento (composicion de la dieta, frecuencia de la alimentacién, cantidad
ingerida, uso de aditivos en el alimento, etc.) y de la naturaleza de las relaciones
establecidas entre las diferentes poblaciones (Dewhurst et al., 2000).

Manipulacion de la dieta

La disponibilidad de energia y proteina para las bacterias son los factores mas limitantes
para la sintesis de proteina microbiana en el rumen (Martin, 1994). Los microorganismos
ruminales requieren de manera simultanea energia (ATP) y nitrégeno (en forma de
amoniaco, péptidos y AA) para su crecimiento, por lo que un aporte sincronizado de
energia fermentable y proteina se traduce en una mejor utilizacion de los nutrientes en

el rumen y un mayor flujo de proteina microbiana al duodeno (NRC, 2001). Existen
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tratamientos fisicos y quimicos que han permitido modificar la fermentacion de los
nutrientes de la dieta con el fin de aumentar o disminuir la disponibilidad de nutrientes en
el rumen y en el intestino delgado, entre los métodos fisicos aplicados a los alimentos
estan el triturado, aplastado, extrusionado, partido, molido, peletizado, entre otros; el uso
de calor y la hidratacién, el uso de sustancias quimicas como el formaldehido, taninos y

amonio, estarian dentro de los procesos fisico-quimicos (Nocek y Tamminga, 1991).
Manipulacion del medio liquido ruminal

La modificacion de las variables fisico-quimicas del rumen permite manipular la
fermentacion ruminal. Por ejemplo, la digestibilidad de la fibra se ve reducida cuando el
pH ruminal es igual o menor a 6.0 (Jrskov y McDonald, 1979). Las bacterias celuloliticas
(Bacteroides succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, R. albus, y Butyrivibrio
fibrosolvens) son muy sensibles a la reduccion del pH ruminal; sin embargo, las bacterias
amiloliticas (Bacteroides amylophilus, Streptococcus bovis, Succinomonas amylolytica,
Bacteroides ruminicola) son mucho mas resistentes a dicha reduccion de pH (Russell,
2002). La reduccion del pH ruminal afecta al metabolismo del rumen, a la velocidad de
crecimiento microbiano, a la produccion y proporcion de AGVs y a la degradacion de la

fibra y la proteina (Calsamiglia, 2007).
Manipulacion de los microorganismos ruminales

Una de las estrategias para manipular la fermentacion ruminal consiste en modificar la
poblacién microbiana para suprimir procesos no deseados, como la pérdida de energia
en forma de metano o CO:2 y de proteina en forma de amonio (Czerkawski, 1976). Se
han estudiado los efectos de los protozoarios ruminales; el impacto de la presencia o
ausencia de protozoarios en el rumen esta en funcion del tipo de dieta y de los

protozoarios predominantes (Nagaraja et al., 1992).

La defaunacion de protozoarios ruminales resultd en un descenso en la degradacion de
la proteina y la concentracion de péptidos y AA en el rumen (lvan et al., 2000).
Igualmente, los protozoos fagocitan bacterias como fuente principal de nitrégeno y la
ausencia de éstos incrementa el numero de bacterias y la produccién de AGV’s totales

en el rumen e incrementa el flujo de proteina bacteriana (Qin et al., 2012).

20



El empleo de probiéticos (cultivos simples o mezclados de microorganismos Vvivos),
puede estimular el crecimiento de algunos grupos bacterianos, algunos estudios sefalan
gue los probiodticos pueden eliminar oxigeno del medio ruminal, equilibrando el pH y

estimulando el crecimiento bacteriano ruminal (Callaway, 1997).

El uso de algunos &cidos organicos en dietas para rumiantes también puede ejercer
efectos positivos sobre la actividad de los microorganismos ruminales (Carro et al.,
2003). La adicion de fumarato y malato estimularon el crecimiento de Selonomonas
ruminantium en condiciones in vitro, dichas bacterias pueden utilizar acido lactico como
fuente de energia y producir mayoritariamente propionato por la via del succinato (Nisbet
y Martin, 1991). El uso de fumarato y malato en las raciones de los rumiantes podria
disminuir las concentraciones de &cido lactico en el rumen y asi evitar los descensos de
pH (Callaway y Martin, 1997).

La utilizacién de monensina (antibiético ionéforo carboxilico) ha permitido manipular la
fermentacion ruminal. Su capacidad de introducirse entre la bicapa lipidica de los
microorganismos le permite actuar como transportador transmembrana, intercambiando
cationes monovalentes del liquido citoplasmatico con el medio extracelular provocando
la disminucion del pH citoplasmatico y la pérdida del gradiente electroquimico de la

membrana (Bergen y Bates, 1984).
Modificadores de la fermentacién ruminal

Los modificadores de la fermentacién ruminal son un tipo de aditivos que se agregan a
la dieta, los aditivos en la alimentacién animal son usados para alcanzar diferentes
mejoras, entre ellas incrementar la palatibilidad de las materias primas y concentrados,
prevenir ciertas enfermedades, modificar y optimizar la utilizacién de los nutrientes en el
rumen, o estimular la sintesis de proteina microbiana. Bajo el término aditivo se incluyen
sustancias tan diversas como las vitaminas, provitaminas, minerales, antioxidantes,
emulsionantes, saborizantes, coccidiostaticos y agentes promotores del crecimiento
como los antibiéticos, prebidticos y enzimas, entre otros (Schneider et al., 1988). Dentro

del grupo de los aditivos antibidticos estan aquellos que se utilizan como promotores del
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crecimiento (APC), y que también son denominados "modificadores de la fermentacion

ruminal” (van Nevel y Demeyer, 1996).

Los APC se clasifican en antibiéticos de tipo ionéforos (monensina sddica, lasalocida,
salinomicina, etc.), y de tipo no ionoforos (tilosina, virginiamicina, espiramicina,
flavofosfolipol, y bacitracina de zinc), inhibidores de la producciéon de metano,
estimuladores de la produccién de propionato (monensina, avoparcina), estabilizadores
del pH, inhibidores de proteasas/desaminasas, y agentes defaunadores, entre otros
(Schneider et al., 1988). Los APC contribuyen de modo importante en la productividad
de las explotaciones y, por ello, son los mas utilizados en alimentacion animal (Yang &
Russell, 1993).

lon6foros

Los ionéforos fueron introducidos originariamente en la produccion de pollo como un
agente anticoccidial en 1971. Desde entonces, han sido utilizados en el alimento de los
rumiantes para mejorar la eficiencia de la conversion de alimento de por la regulacion de
la fermentacion ruminal en los productos finales, asi como para controlar patologias
metabolicas ( Rusell, 1987).

Los iondéforos afectan a algunas bacterias ruminales, debido a que interrumpen el
intercambio i6nico y modifican los gradientes protonicos y catiénicos de la membrana
celular. Como respuesta a esta modificacion de gradientes, las bacterias inician un
bombeo activo de protones al exterior (Figura 7Figura 7) que les permite mantener las
concentraciones ionicas y el equilibrio acido-basico en su interior; sin embargo, estos

procedimientos requieren suficiente energia metabdlica extra (Rusell, 1987).
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Figura 7. Efecto de la monensina (M) en el flujo de iones en Streptococcus bovis
Fuente: Russell (1987).

El uso de iono6foros en la alimentacion de rumiantes ha sido uno de los avances
biotecnoldgicos mas importantes, debido a que mejoran la eficiencia productiva en forma

consistente y efectiva (Rodriguez-Pinos y Gonzélez-Mufioz, 2000).
Plantas y extractos de plantas

Las plantas producen una gran variedad de compuestos bioactivos y metabolitos
secundarios como medio de defensa al ataque de insectos, microorganismos y de
adaptacion a ambientes adversos (temperatura, humedad, intensidad de luz, sequia,
etc.) (Akula y Ramakrishna, 2011).

Durante muchos afios estos compuestos se han usado principalmente para la fabricacion
de medicamentos y preservacion de alimentos, algunos de ellos han sido extraidos y
concentrados para uso en la alimentacién animal por dos propiedades, (1) por su valor
aromatico como agentes saborizantes en alimentos y (2) por su actividad antimicrobiana

y la capacidad de mejorar la digestion de algunos nutrientes (Patra y Saxena, 2010). Sin
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embargo, también se ha demostrado que son Utiles para manipular algunos procesos
metabdlicos en los rumiantes y modificar las poblaciones microbianas del rumen
permitiendo mejorar la fermentacion, el metabolismo del nitrégeno y reducir la produccion

de metano (Patra y Saxena, 2010; Bodas et al., 2012).

Entre los metabolitos que han demostrado influir en la produccion de metano se
encuentran: saponinas, taninos, aceites esenciales, ligninas, alcaloides, antioxidantes
entre otros (Patra y Saxena, 2010; Medjekal et al., 2017). Los metabolitos secundarios
muestran diferentes mecanismos de accion para reducir la metanogénesis, pero de
manera general, se asocia con una inhibicion en la actividad de las bacterias arqueas
metanogénicas, mejorando las reacciones metabdlicas (e.g. la fermentacién hacia una
mayor formacion de propionato reduciendo la produccion de CHa), disminuyendo los H:
disponibles para la produccién de metano (e.g. otras fuentes alternativas para la
eliminacion de H2) o reduciendo la fermentacion ruminal; no obstante, este mecanismo
no es de mucho interés ya que resulta en una menor eficiencia de utilizacion de los

alimentos (Bodas et al., 2012).

Existe un gran numero de especies de plantas con potencial para disminuir la produccion
de CH4 que pueden ser usados ya sea como aditivos alimenticios, suplementos o como
alimento para rumiantes. Los principales metabolitos secundarios con propiedades
antimetanogénicas se clasifican generalmente en cinco grupos principales: saponinas,
taninos, aceites esenciales, compuestos oOrganosulfurados y flavonoides (Patra y
Saxena, 2010).

Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son mezclas complejas de metabolitos secundarios volatiles
lipofilicos, obtenidos a partir de fracciones volatiles de las plantas por procesos de
destilacién a vapor (Patra y Saxena, 2010). Estos aceites son especificos de las plantas
y son responsables del sabor y fragancia. Puede existir una gran variacion en la
produccion y composicion de los aceites esenciales entre plantas de una misma especie

y en diferentes partes de una misma planta. Por su parte, la composicion de los aceites
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varia de acuerdo a la temporada del afio y el lugar de origen (Benchaar y Greathead,
2011).

Los AE presentan diversas composiciones quimicas, naturales y propiedades biolégicas.
Los compuestos activos mas importantes estan incluidos en dos grupos quimicos:
terpenoides (monoterpenoides y sesquiterpenoides) y fenilpropanoides, estos 2 grupos
provienen de diferentes precursores del metabolismo primario y se sintetizan a través de

diferentes vias metabdlicas (Calsamiglia et al., 2007).

El grupo de metabolitos secundarios mas numeroso y diversificado son los terpenoides,
los cuales se encuentran en muchas hierbas y especias. Estos compuestos se derivan
de una estructura béasica de cinco carbonos (CsHs), comunmente llamada una unidad de
isopreno y se clasifican en funcién del nimero de estas unidades en su esqueleto. Entre
los terpenoides, los componentes mas importantes de la mayoria de los aceites esencial
pertenecen a las familias monoterpenoide y sesquiterpenoides (Calsamiglia et al., 2007;
Patra y Saxena, 2010). Por otro lado, los fenilpropanoides a pesar de no ser los
compuestos mas comunes en los aceites esenciales, algunas plantas los tienen en
grandes proporciones, estos compuestos presentan una cadena de tres carbonos unidos
a un anillo aromatico de seis carbonos. Los fenilpropanoides se derivan principalmente
de la fenilalanina (un aminoacido aromatico) sintetizado por la via metabdlica del acido
shikimico que sélo funciona en microorganismos y plantas. Los AE se pueden obtener a
partir de flores, pétalos, hojas, tallos, frutos, raices y las concentraciones depende de la
etapa de crecimiento y condiciones ambientales (Calsamiglia et al.,, 2007; Patra y
Saxena, 2010).

Los AE presentan una fuerte actividad antimicrobial que inhibe el crecimiento y la
supervivencia de la mayoria de microorganismos en especial de bacterias. A pesar de
que los AE pueden reducir la metanogénesis ruminal, se cree que esta reduccion se
produce dependiendo de la dosis en la dieta. Con dosis altas se puede observar una
reduccion en la produccion de metano, pero también se afecta la fermentacion ruminal y
por lo tanto la formacién de otros productos finales (Benchaar y Greathead, 2011; Bodas
et al., 2012). Sin embargo, existen algunos AE que han demostrado reducir la

metanogénesis entre 20-60% sin afectar la fermentacion. Entre los mas estudiados
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estan: timol (tomillo), carvacrol (orégano), eugenol (clavo, canela), cinamaldehido
(canela), anetol (anis, hinojo), bayas de enebro y aceite de menta (Calsamiglia et al.,
2007; Benchaar y Greathead, 2011; Bodas et al., 2012).

El efecto de los AE sobre los microorganismos ruminales se produce dado su naturaleza
lipofilica la cual genera una alta afinidad por las membranas celulares de los microbios
en donde los grupos funcionales de los AE interactdan con los componentes de las
membranas (Calsamiglia et al., 2007). El resultado de ellos es la alteracion del transporte
normal de iones (electrones) generando fallas en algunos procesos (e.g. translocacion
de proteinas, fosforilacién, reacciones enzima dependientes); de esta manera, la
membrana se altera y las enzimas microbianas son inactivadas, el principal problema es
gue también se afecta la actividad de algunos microorganismos benéficos para la
fermentacion (Benchaar y Greathead, 2011). Los AE afectan en mayor proporcion a las
bacterias Gram-positivas que las Gram-negativas. En general se ha encontrado que los
metanogenos ruminales parecen ser afectados por los AE cuando se suministran en altas
concentraciones en la dieta (Calsamiglia et al., 2007; Benchaar y Greathead, 2011;
Bodas et al., 2012).

La disminucién en la produccién de metano generada por los AE parece estar mediada
por una aparente reduccion de los metandgenos y los microorganismos productores de
hidrogeno (Patra y Saxena, 2010). También se ha observado una inhibicién en bacterias
productoras de amonio y otras bacterias poco deseables, lo que permite modular
favorablemente la fermentacion ruminal incrementado las concentraciones de acidos
grasos volatiles y reduciendo la produccién de metano y amonio ruminal (Patra y Saxena,
2010). La mayoria de los resultados que se han obtenido de estudios in vitro e in vivo,
indican que los beneficios obtenidos con los AE tienden a disminuir a traves del tiempo

dado a los cambios y adaptacion en las poblaciones microbianas (Patra y Saxena, 2010).

Los AE también presentan propiedades antioxidantes que permiten mejorar la calidad de
los productos animales. Nieto et al. (2010a) encontraron que la suplementacion de ovejas
con hojas de romero (Rosmarinus officinalis L.) mejoré la calidad de la carne, el color de
la grasay redujo el olor rancio al final de un periodo de evaluacion de 21 dias. Resultados

similares encontraron Nieto et al. (2010b) con la adicion de hojas de tomillo en ovejas en

26



donde, ademas, se observaron bajos recuentos de bacterias, lo que se atribuye a la

capacidad antimicrobial de los AE.
Acidos orgéanicos o dicarboxilicos

Los &cidos organicos se encuentran de forma natural en los tejidos biolégicos, ya que
son productos intermedios de algunos ciclos metabdlicos, y algunos de ellos se producen
también en el tracto digestivo de los rumiantes durante los procesos de fermentacion.
Estos acidos se utilizan frecuentemente como aditivos en la alimentacion de los animales
no rumiantes, pero su uso en los animales rumiantes es todavia limitado. De hecho, la
mayoria de las experiencias realizadas en estos se reducen a los acidos fumarico y
malico, acidos dicarboxilicos que intervienen en el metabolismo del piruvato. Cuando se
utilizan como aditivos, los acidos orgénicos pueden ser administrados como tales, pero
su manejo es probleméatico, ya que son liquidos corrosivos; por ello, resulta mas
conveniente la utilizacion de sus sales, que son solidas y mas faciles de manipular (Carro
y Ranilla, 2000).

Los &cidos dicarboxilicos (aspartato, fumarato y malato) son sustancias que se producen
naturalmente ya que se consideraran importantes intermediarios metabdlicos del ciclo de
acido citrico y por lo tanto se encuentran comunmente en los tejidos animales y
vegetales. Se utilizan como aceptadores del electrén en la via succinato-propionato y asi
un papel importante en la produccién de ATP en un rumen las células microbianas (Carro
y Ranilla, 2003). La propionogenesis como resultado del metabolismo de acidos
dicarboxilicos compite con la metanogénesis del rumen para el uso de hidrogeno
metabdlico. De acuerdo con la estequiometria de la fermentacion ruminal, la
suplementacion de acidos dicarboxilicos en la dieta de los rumiantes reducira por tanto
la produccién de metano del rumen (Carro y Ranilla, 2003; Newbold et al., 2005) y

mejorar el balance energético del animal.

Newbold et al. (2005) calcula a partir de ensayos in vitro que 2.9 kg fumarato de sodio
debe agregarse todos los dias a una dieta de la vaca lechera para disminuir en un 10%
su produccion de metano. Los autores también indican que los acidos libres son mas

eficientes que sus sales. La adicion directa de grandes cantidades de &cidos
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dicarboxilicos puros a las dietas animales no es practico debido a la indeseable caida de
pH ruminal y el consumo reducido y también por costos. El efecto del pH ha evitado
mediante el uso de una forma encapsulada de acido fumarico de una mezcla de acido

fumarico (85%) y aceite vegetal parcialmente hidrogenado (15%) (Newbold et al., 2005).

Los &cidos dicarboxilicos también pueden ser eficaces en la prevencion de la caida en
el pH ruminal observada generalmente una a dos horas después de la alimentacién de
dietas de concentrado, redirigiendo la fermentacion hacia la formacién de propionato a
expensas de lactato. De acuerdo con la reaccidon estequiométrica (1), Evans y Martin
(1997), demostraron que la acumulacion de Hz inhibe la conversion de lactato a piruvato
por S. ruminantium lactato deshidrogenasa. Por tanto, acidos dicarboxilicos prevén un
receptor de electrones Hz que aumenta la utilizacién de lactato por esta bacteria ruminal
predominante. Segun Nisbet y Martin (1994b), la captacion de lactato por S. ruminantium
debido a la suplementacién con malato es una via inducible. Evans y Martin (2002),
sugieren otra posibilidad para &cidos dicarboxilicos en estimular el crecimiento de S.
ruminantium en medio enriquecido de lactato superando la deficiencia del oxaloacetato
asociado con la gluconeogénesis a través de la via fosfoenol piruvato. EIl fumarato y el
malato se usan directamente como precursores de oxaloacetato y aspartato se utiliza
para la sintesis de glucosa en lugar de oxaloacetato, que por lo tanto sigue estando

disponible como sustrato para S. ruminantium.
Malato de sodio

El malato es una sal del acido malico (acido dicarboxilico) de cuatro carbonos que es
comunmente encontrado en tejidos biologicos debido a que es un intermediario del ciclo
del acido citrico (Lehninger, 1977). Aungue solamente las bacterias aerdbicas capaces
de respirar (i.e., Escherichia coli), poseen un ciclo del &cido citrico funcional (oxidativo)
(Nisbet y Martin, 1991). Algunas bacterias estrictamente aerdbicas usan un ciclo
reductivo inverso del ciclo del acido citrico, conocido como la via succinato-propionato
para sintetizar succinato y/o propionato (Nisbet y Martin, 1991). EI malato es también un
intermediario clave en la via succinato-propionato, y la bacteria ruminal predominante
Selenomonas ruminantium usa este paso metabdlico (Gottschalk, 1986). En un estudio
de Nisbet y Martin (1991a), diferentes concentraciones de L-Malato (0.03 a 10 mM)
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fueron evaluadas in vitro, observando un efecto dosis-respuesta con respecto a la
utilizacion de lactato por Selenomonas ruminantium. Estudios in vitro han reportado que

el DL-Malato altera favorablemente la fermentacion ruminal (Martin y Streeter, 1995).

Los intermediarios del ciclo del acido citrico se acumulan en tejidos vegetales y el Malato
puede componer hasta 1.5% de la materia seca de los zacates maduros. Sin embargo,
debido a que el Malato de los henos de alfalfa y zacate Bermuda desaparecen demasiado
rapido del rumen, la suplementacién de malato pudiera ser necesaria para asegurar
concentraciones adecuadas en el rumen de este acido organico, a través de la estancia
del ganado en los corrales de engorda (Martin et al., 2004), especialmente con las
raciones de finalizacion, que contienen niveles muy bajos de forraje (generalmente de 6
a 12%). La dosis efectiva minima de malato que actia sobre el metabolismo del rumen
y reduce el riesgo de acidosis, se ha estimado en 40 a 80 g/dia para novillos 450 kg de
peso (Domescik y Martin, 1999); es decir, de 55 a 115 g d* para una vaca de 650 kg de

peso.

Otro de los efectos que se ha observado tras la administracibn de malato es una
reduccion de la produccion de metano. El metano es uno de los productos finales de la
fermentacion ruminal y constituye una pérdida energética importante para el animal, que
oscila entre el 11-13% de la energia metabolizable de la racién. Por otra parte, el metano
contribuye al efecto invernadero, y el producido por los animales se estima que puede
representar entre el 15-20 % de la produccion global (Cicerone, 1988).

Carne ovina

La carne es el producto pecuario de mayor valor ya que posee proteinas y AA, minerales,
grasas y acidos grasos, vitaminas y otros componentes bioactivos, asi como pequeias
cantidades de carbohidratos. Desde el punto de vista nutricional, la importancia de la
carne deriva de sus proteinas de alta calidad, que contienen todos los aminoacidos
esenciales, asi como de sus minerales y vitaminas de elevada biodisponibilidad (FAO,
2018).
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Importancia del consumo de carne

En los ultimos afios se estan produciendo importantes cambios en los habitos de
consumo de carne, inducidos por la continua aparicion de evidencias cientificas que
reportan; como a través de la dieta y sus componentes se pueden modular algunas
funciones fisioldgicas especificas en el organismo y por tanto favorecer el bienestar y la
salud humana. Por otra parte, las enfermedades cronicas no trasmisibles como la
aterosclerosis, diabetes tipo 2, obesidad, y ciertos canceres, comunes en los paises ricos
y en aumento en los paises en vias de desarrollo, estan influenciadas por la alimentacion
(Reedy y Krebs-Smith, 2008).

La relacion entre alimentacion/nutricion y salud/enfermedad ha variado en las ultimas
décadas, pasando del concepto de “nutricion adecuada”, cuyo objetivo es cubrir los
requerimientos nutricionales y por tanto, evitar enfermedades asociadas a una carencia
nutricional, al de “nutricion 6ptima”, con la que se busca obtener un mayor bienestar y
calidad de vida, asi como una reduccién en el riesgo de enfermedades crénicas
(Biesalski, 2002). En este sentido es importante preguntarse sobre el papel y las
posibilidades que ofrece un sector como el carnico en el marco de la alimentacion
funcional (Roberfroid, 1999).

Caracteristicas de la carne

Las caracteristicas particulares de la carne dependen de muchos factores asociados al
sistema de produccion; especie, raza, alimentacion, edad al sacrificio, entre otros. El
conjunto de ellos hacen que el producto final sea heterogéneo y diverso, permitiendo que
el consumidor disponga en el mercado de una gran variedad de productos para elegir
(Priolo et al., 2001).

La principal caracteristica de los rumiantes es la capacidad de los microorganismos
presentes en el sistema digestivo para degradar la celulosa convirtiendo el forraje en
productos de alto valor bioldgico, utiles para la nutricibn humana. Sin embargo, el actual
potencial genético de los animales y las diferentes préacticas zootécnicas utilizadas,
vinculadas en algunos casos a la necesidad de obtener mayores niveles de

productividad, estdn cambiando las metodologias tradicionales. Animales alimentados
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bajo distintos sistemas de produccién ofrecen carnes con diferentes caracteristicas de
calidad en relacion, principalmente, al color de la grasa subcutanea, al grado de
terminacién y a los atributos sensoriales (Priolo et al., 2001). También se producen
cambios importantes en varios componentes nutricionales relacionados positiva o
negativamente con la salud humana. Ellos se refieren fundamentalmente a la
composicién en acidos grasos, contenido de colesterol e isémeros del acido linoléico
conjugado (CLA) (Priolo et al., 2001).

Aunque el consumidor dispone de informacion suficiente de un producto céarnico, sus
necesidades y preferencias son variables. De acuerdo con Resurreccion (2020) algunas
caracteristicas importantes a considerar podrian ser agrupadas de la siguiente manera:
apariencia visual (color de la carne y de la grasa subcutanea, firmeza o consistencia,
textura, cantidad de grasa extra-muscular, marmoleado y exudado), calidad comestible
(jugosidad, terneza, aroma, sabor) y otros factores que podrian incluir precio, tamafio de
la porcion, facilidad y forma de preparacion, envasado e informacion sobre el valor
nutritivo, de salud y seguridad.

Para Garmyn, (2020) no es facil definir los criterios de la calidad para la carne, ya que se
trata de un producto diverso, que va cambiando en el tiempo y que tiene una durabilidad.
Sin embargo, se han establecido algunos métodos de analisis para valorar mas

objetivamente los diferentes atributos de la carne.
Calidad de carne

La calidad comprende la palatabilidad, la sanidad y estar libre de patdgenos y toxinas.
La palatabilidad incluye terneza, sabor y suculencia. Cada uno de estos criterios depende
nuevamente de una larga lista de otros factores que incluyen la edad y el sexo del animal,
el estado fisiolégico del animal vivo y la bioquimica del masculo, la grasa y el tejido
conectivo post mortem, la composicion de la canal y la contribucién del alimento; al sabor,
la acumulacion de proteinas y grasas y las caracteristicas de cada uno de ellos, asi como
el efecto de la genética sobre el caracter de los tejidos y el metabolismo. Por lo tanto,
definir la calidad de la carne es un ejercicio complicado porque el concepto es
multifacético (Weeb et al., 2005).
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Sabor y olor

El sabor y el olor son dos atributos complejos de la carne afectados por la especie, la
edad, el grado de finalizacion y el tipo de tejido, la localidad, el género, la dieta, el manejo
postmortem y el método de coccidn son también los atributos mas facilmente detectables
y evaluados por los consumidores como aceptables o no (Tshabalala et al., 2003). El
sabor, suavidad y el olor o los factores antes mencionados se conjugan para producir la
sensacion que el consumidor experimenta al comer. Esta sensacién proviene del olor
gue penetra a través de la nariz y del gusto (salado, dulce, agrio y amargo) que se percibe
en la boca. En el sabor de la carne incide el tipo de especie animal, dieta, método de
coccién y método de preservacion (p.ej., ahumado o curado) (Cross et al., 1986).
Asimismo, el producto debe tener un olor normal, que diferira segun la especie (p.ej.,
vacuno, cerdo, pollo, ovino), pero que variara soélo ligeramente de una especie a otra.
Debera evitarse la carne que desprenda cualquier tipo de olor rancio o extrafio
(Tshabalala et al., 2003).

Firmeza

La carne debe aparecer mas firme que blanda. Cuando se maneja el envase para uso y
distribucion al por menor, debe tener una consistencia firme pero no dura. Debe ceder a

la presion, pero no estar blanda (Cross et al., 1986).
Suavidad

Esta relacionada con diversos factores como la edad y el sexo del animal o la posicion
de los musculos. Un factor que incide positivamente en la suavidad de la carne es la
maduracién post-mortem. Las canales se maduran almacenandolas a temperaturas de
refrigeraciéon durante un cierto periodo de tiempo después de la matanza y el
enfriamiento inicial (Cross et al., 1986).

Los factores mas comunes asociados a la suavidad, son el tamafio del musculo,
existiendo mayor suavidad a menor tamafio, la localizacion del musculo en el animal vivo,
la funcion fisiologica del muasculo, la edad del animal, la especie, el sexo, factores

genéticos, procesos industriales posteriores al sacrificio, y hasta el temperamento del
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animal (Voisinet et al. 1997). La suavidad se encuentra determinada por la ultra
estructura que conforman los diferentes componentes de la misma, tales como las
proteinas, la grasa y el tejido conectivo, asi como por la cantidad y calidad de estos
componentes. De este modo la composicidn y organizacion estructural sumadas a los
cambios bioquimicos post-mortem son factores importantes para describir el mecanismo
gue define la suavidad final de un corte de carne (Field et al.1997).La inconsistencia en
la suavidad de la carne es un gran problema que afecta a la industria, por ello la
investigacion de metodologias orientadas a solucionar este problema es una prioridad
hoy en dia (Field et al.1997).

Jugosidad

La jugosidad depende de la cantidad de agua retenida por un producto cérnico cocinado.
La jugosidad incrementa el sabor, contribuye a la blandura de la carne haciendo que sea
mas facil de masticar y estimula la produccion de saliva. La retencion de agua y el
contenido de lipidos determinan la jugosidad. El estriado y la grasa presente en los
bordes ayudan a retener el agua. Las pérdidas de agua se deben a la evaporacion y
goteo (Cross et al., 1986). La maduracion post mortem de la carne puede incrementar la

retencién de agua y, en consecuencia, aumentar la jugosidad (Cross et al., 1986).
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CAPITULO I. COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO DE CORDEROS
SUPLEMENTADOS CON MALATO DE CALCIO Y ACEITES ESENCIALES

1.1 RESUMEN

Los aceites esenciales y el malato de calcio han sido propuestos como aditivos
alimenticios para mejorar la eficiencia de transformacion de alimentos en rumiantes
consumiendo dietas altas en grano. El objetivo de este estudio fue determinar el
comportamiento productivo y caracteristicas de la canal de corderos suplementados con
aceites esenciales, malato de calcio y su combinacién. Cuarenta corderos de 20 + 3 kg
PV 'y 4 meses de edad, fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro tratamientos: 1) dieta
basal (DB) sin aditivos, como grupo control (CTL); 2) DB + 150 g t'* de aceites esenciales
(AE); 3) DB + 2.5 kg de malato de calcio (MC) t; y 4) DB + 150 g AE + 2.5 kg MC t.
No hubo diferencias (P>0.05) en la ganancia diaria de peso (GDP), consumo de materia
seca (CMS), conversion o eficiencia alimenticia (CA; EF) entre tratamientos. La
digestibilidad total aparente de la MS fue menor (P <0.05) en los tratamientos con MC.
El peso de la canal fria, rendimiento de la canal caliente y fria fueron mayores (P < 0.05)
en los corderos con AE que con MC. El rendimiento de la canal caliente tendio (P = 0.08)
a ser mayor en los corderos con AE que con la DB. Una tendencia similar se observé
para el rendimiento de la canal fria en los corderos con AE que con la DB. La inclusion
de AE, MC o AE+MC no modifica las variables productivas, pero la suplementacién con
AE mejora las caracteristicas de la canal de corderos en finalizacion. El peso de canal

fria, rendimiento de la canal caliente y fria se mejoran con el uso de AE.

Palabras clave: corderos, productividad, canal, aceites esenciales, malato de calcio.
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PRODUCTIVE BEHAVIOR OF LAMBS SUPPLEMENTED WITH CALCIUM MALATE
AND ESSENTIAL OILS

1.2 ABSTRACT

Essential oils and calcium malate have been proposed as feed additives to improve feed
conversion efficiency in ruminants consuming high-grain diets. The objective of this study
was to determine the productive behavior and carcass characteristics of lambs
supplemented with essential oils, calcium malate and its combination. Forty male lambs
of 20 £ 3 kg LW and 4 months of age were randomly distributed in four treatments: 1)
basal diet (DB) without additives, 2) DB + 150 g of essential oils (AE) t1; 3) DB + 2.5 kg
of calcium malate (MC) t* and 4) DB + 150 g AE + 2.5 kg MC t1. There were no
differences (P>0.05) in daily weight gain (GDP), dry matter intake (CMS), conversion or
feed efficiency (CA; EF) between treatments. Cold carcass weight, hot and cold carcass
yield were higher (P < 0.05) in lambs with AE than with MC. Hot carcass yield tended (P
= 0.08) to be higher in lambs with AE than with DB. A similar trend was observed for cold
carcass yield in lambs with AE than with DB. The inclusion of AE, MC or AE+MC does
not modify the productive variables, but supplementation with AE improves the carcass

characteristics, cold carcass weight and hot and cold carcass yield of finishing lambs.

Keywords: lambs, productivity, carcass, essential oils, calcium malate.
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1.3 INTRODUCCION

Los sistemas intensivos de finalizacion de corderos, utilizan tradicionalmente dietas altas
en concentrados para lograr las maximas ganancias de peso en el menor tiempo posible.
Sin embargo, este tipo de practica conlleva a encarecer el producto debido al alto costo
de los ingredientes energéticos como el maiz, y sorgo, o proteinicos como las pastas de
oleaginosas utilizados para formulas las dietas (Mendoza et al., 2007); ademas, la
presencia de problemas metabdlicos, como la acidosis subclinica, es muy recurrente.
Una practica comun para prevenir este desorden digestivo es el empleo de ionéforos
antibioticos como lasalocid 6 monensina, que actian como modificadores de la
fermentacion ruminal (Gonzalez-Momita et al., 2009). Sin embargo, su uso se ha limitado
en los Udltimos diez afios por problemas de inocuidad del producto final. Ante esta
situacion, investigaciones recientes han buscado validar nuevos aditivos que mejoren la
eficiencia de uso de estas dietas a través de una dinAmica poblacional microbiana del
rumen que origine una fermentacion con menor transferencia de la energia de los
alimentos consumidos a compuestos como el metano que el rumiante no puede usar en
sus procesos metabolicos y que expulsa al medio ambiente incrementando los gases

tipo invernadero (Murguia et al., 2003; Benchaar et al, 2011; Carberry et al., 2014).

Los aceites esenciales vegetales agregados a dietas para rumiantes, pueden favorecer
un ecosistema ruminal con menor liberacion de metano, y asi, aumentar la eficiencia de
utilizacion de éstas, logrando tener igual ganancia de peso con un menor consumo de

alimento, disminuyendo el impacto negativo al medio ambiente (Giannenas et al., 2011).

Ademas, de los aceites esenciales, otros compuestos como el malato de calcio (forma
ionizada del acido malico) estimula la dinamica poblacional de Selenomonas
ruminantium que favorece una fermentacién con una mayor extension de uso del lactato
evitando la transferencia de la energia de los alimentos consumidos a compuestos que
el rumiante no puede integrar a su metabolismo (Evans y Martin 1997; Martinez-
Gonzalez, 2015). Existe escasa investigacion sobre un posible efecto sinérgico en la
fermentacion ruminal en corderos suplementados con la combinacidon de aceites
esenciales y malato de calcio y que esto se refleje en la productividad animal o calidad

de la canal.
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Por lo que este estudio tuvo el objetivo de analizar el proceso de finalizacién de corderos
alimentados con una dieta alta para ganancia diaria de peso con la adicion de aceites
esenciales y malato de calcio mediante un ensayo controlado de alimentacion para
generar informacion objetiva que valide el uso de los aditivos mencionados como

opciones para la mejora de este proceso.
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1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Corderos

El estudio recibi6 la aprobacion institucional y se condujo de acuerdo con lo establecido
en el reglamento de uso y cuidado de animales destinados a la investigacién en el
Colegio de Postgraduados y la norma mexicana para el cuidado de animales (NOM-062-
Z00-1999).

El experimento se llevé a cabo en las instalaciones de la Granja Experimental del Colegio
de Posgraduados Campus Montecillo, Estado de México, (coordenadas: 19.52°LN,
98.88°LO y 2250 msnm), con temperaturas medias de 24°C, entre septiembre y

noviembre de 2020.

Para esta investigacion se usaron 36 corderos machos y 4 hembras con peso inicial de
20 £ 3 kg y 4 meses de edad. Los corderos fueron alojados en corraletas individuales
bajo techo de 1.50 x 2 m, con piso de cemento y cama de aserrin, provistos de comedero
individual y agua corriente, fresca y limpia. Los corderos fueron agrupados por peso
inicial en cinco bloques, cada uno con ocho corderos y asignados al azar a uno de cuatro
tratamientos, dentro de cada bloque. El disefio experimental fue bloques completos al
azar con dos unidades experimentales por tratamiento dentro de bloque. Se considero6 a

cada cordero como una unidad experimental (n = 10).
1.4.2 Dietas experimentales

Se formulé una dieta base (DB) siguiendo las recomendaciones del NRC (2007) para
una ganancia diaria de peso de 300 g/d de corderos en finalizacién. La composicion de
la DBy su contenido quimico se presenta en el Cuadro 3.

Las dietas experimentales se formularon adicionando a la DB los aditivos a evaluar para
formular cuatro tratamientos: 1) DB sin aditivos, como grupo control (CTL); 2) DB + 150
g t* de una mezcla de aceites esenciales (AE; Emerald®, Nutryplus, México); 3) DB +
2.5 kg t* de malato de calcio (MC; Rumalato®, Norel México); y 4) DB + 50 g t* de AE +
2.5 kg t* MC. La mezcla de AE contenia cinamaldehido, timol, carvacrol y eucaliptol. La

dieta basal se muestra en el Cuadro 3, se hizo siguiendo las recomendaciones y
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estimaciones nutrimentales del NRC (2007) para una ganancia diaria de peso de 300
g/d.

Cuadro 3. Ingredientes y aporte nutrimental de la dieta basal.

Dieta basal
Ingrediente Aporte (g kg MS)
Maiz molido 304
Sorgo molido 300
Harina de soya al 47% 169
Rastrojo maiz 150
Cana melaza 50
Vitasal ovino Plus engorda®? 20
Grasa de sobrepaso 5
Composicién quimica¥
Materia seca (g kg) 880.0
Proteina cruda (g kg de MS) 150.0
Energia metabolizable (MJ kg de MS) 11.3
Fibra detergente neutro (g kg de MS) 194.2
Fibra detergente acido (g kg de MS) 110.6
Extracto etéreo (g kgt MS) 34.8
Calcio (g kg de MS) 11.5
Fésforo (g kgt de MS) 4

TComposicion declarada (g, mg, o Ul kg?): 240 g de Ca; 30 g de P; 20 g de Mg; 80 g de Na; 120
gde Cl; 5gdeK;5gdeS; 5mgde Cr; 4000 mg de Mn; 2000 mg de Fe; 5000 mg de Zn; 100
mg de I; 30 mg de Se; 60 mg de Co; 500000 Ul de vitamina A; 150000 Ul de vitamina D; 1000 Ul
de vitamina E.

Las dietas se ofrecieron diariamente a las 7:00 y 16:00 h, iniciando con 1.2 kg cordero
d? e incrementandolo 10 % sobre el consumo préximo anterior en dias posteriores para
obtener no méas del 10 % de rechazo y garantizar el consumo voluntario. El agua se
ofrecio en cubetas de 20 L de capacidad y se rellenaban diariamente para asegurar que
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tuvieran agua disponible (limpia y fresca) las 24 h. Las cubetas se lavaban cada tercer
dia.

1.4.3 Variables productivas

Los corderos tuvieron un periodo de adaptacién a las dietas de diez dias, previos a la

iniciacion del periodo experimental, el cual tuvo una duracién de 56 dias.

Para determinar el consumo de materia seca (CMS), se peso diariamente el alimento
ofrecido y, después de 24 h. el rechazado. La diferencia entre lo ofrecido y lo rechazado,
fue considerada el CMS de la dieta por dia. Se tom6 una muestra del alimento por tres
dias consecutivos para hacer una muestra compuesta de cada dieta para determinar el
contenido materia seca (AOAC, 2005).

Los corderos se pesaron al inicio del periodo experimental y luego cada 14 dias antes
de ofrecer el alimento matutino durante dos dias consecutivos. La ganancia diaria de
peso (GDP) se calculé dividiendo el peso promedio de los pesajes entre los 14 dias del
periodo. La conversion y eficiencia alimenticia (CA y EA) se calcul6 dividiendo el CMS
entre la GDP y la eficiencia alimenticia (EA), dividiendo la GDP entre el CMS.

1.4.4 Digestibilidad total aparente

Se colectaron muestras de alimento ofrecido por las mafianas y muestras de heces,
directamente del recto de cada cordero durante siete dias, del 49 al 56 del periodo
experimental, las cuales se colocaron en bolsas de plastico y posteriormente se
mezclaron para tener una muestra compuesta de alimento y una de heces. Las muestras
de alimento, se secaron en una estufa de aire forzado a 55°C por 96 h hasta obtener
peso constante (AOAC, 2005). Posteriormente, fueron molidas a través de un molino
Wiley con una malla de 2 mm. La digestibilidad total aparente de la MS (DTAMS), se

calcul6 utilizando la técnica de cenizas acido insoluble (CAl) (Van Keuleny Young, 1977).
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1.4.5 Rendimiento y peso de la canal

Para determinar el rendimiento y peso de la canal, nueve corderos (machos) por
tratamiento fueron sacrificados al final de los 56 dias del periodo experimental.
Inmediatamente después del sacrificio, se registrd el peso de la canal caliente, para ser
refrigerada por 24 h a - 4 °C y, posteriormente, pesada para registrar el peso de la canal
fria. Ambos pesajes se hicieron con una bascula digital Torrey tipo romana. Con estos
pesos se calcularon los rendimientos de la canal, caliente y fria, como el resultado de
dividir el peso respectivo de la canal entre el peso vivo al sacrificio, expresado en
porcentaje. Adicionalmente al rendimiento y peso de la canal, se midio, en los dias 20 y
56 del periodo experimental, el grosor de la grasa dorsal y area del musculo Longissimus
dorsi en todos los corderos, con un equipo de ultrasonido (Sono Vet 600®, KeeboMed

Inc, lllinois, USA), con un transductor de 7.5 MHz.
1.4.6 Anélisis econdémico

Para el analisis econémico se considero el costo de adquisicion de las materias primas
y los corderos ($ 2.08 US kg!), ademas del precio al que se pagaba la canal fria de
cordero ($ 5.00 US kg') entre septiembre y diciembre de 2020. Para el calculo del costo
de mano de obra se tomd en cuenta el salario minimo diario en el centro de México que
fue de $ 7.19 US y se multiplico por 56 dias de evaluacion y se dividié entre los 40
corderos. Para el calculo del costo de alimentacién se multiplico el consumo de cada
dieta en base humeda por su costo, esto se sumoé al costo de adquisicion de los corderos
y mano de obra. La suma de estos rubros se resto al ingreso por la venta de la canal fria
y la diferencia fue la utilidad expresada en $ US cordero™.

1.4.7 Disefio experimental y andlisis estadistico

Los datos fueron analizados de acuerdo a un disefio de bloques completos al azar y el
criterio de bloqueo fue el peso inicial. Se tuvieron dos unidades experimentales por
tratamiento dentro de bloque. El modelo estadistico fue el siguiente: Yikx= u + Ti+ Bj + €ik
donde Yik= es la variable respuesta; y = media general, T = es el efecto de tratamiento (i
=1...4); B = es efecto aleatorio de bloque (j = 1...5); €ik = error aleatorio con media 0 y

varianza 0. Se tuvieron 10 repeticiones por tratamiento, excepto para caracteristicas de
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la canal e ingreso por venta de la canal fria, donde se usaron 9 corderos por tratamiento.
Todos los analisis de datos se realizaron empleando el PROC MIXED del programa
estadistico SAS 9.4 (SAS Institute, 2013). Cuando se detectaron diferencias entre
tratamientos, las medias de minimos cuadrados fueron comparadas empleando la
prueba de Tukey, considerando un efecto significativo cuando P < 0.05, y tendencias

cuando P £0.1.
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

El peso vivo, la ganancia diaria de peso, el consumo diario de materia seca y la
conversion y eficiencia alimenticias en todo el periodo de medicion fueron iguales (P >

0.05) para todos los tratamientos (Cuadro 4Cuadro 4).

La ganancia diaria de peso estuvo en un intervalo de 340 a 420 g cordero™, lo que permite
sefialar que la dieta usada si promovid una alta ganancia de peso, dentro del nivel

esperado ya que la dieta se calculé para ganar 300 g d*.

La adicibn a la dieta de la mezcla de aceites esenciales, malato de calcio y la
combinacién de ambos, no generd mejoria en el proceso de finalizacién de los corderos
en comparaciéon a la dieta sin aditivos agregados. Esta situacion de nula mejoria
contrasto con lo registrado por Chaves et al. (2008) quienes al agregar a la dieta aceites
esenciales de canela, ajo y enebro, a dosis de 200 mg kg de MS registraron mejoria en
la conversion alimenticia y ganancia diaria de peso de corderos. La diferencia podria
estar condicionada por la composicion de aceites esenciales (cinamaldehido, timol,
carvacrol, eucaliptol) y la dosis empleada en este estudio 90 mg kg*. Los resultados de
este estudio también contrastan con los de Flores et al. (2003) quienes reportaron una
mejora significativa de la conversion alimenticia (18%) en corderos de la raza Manchega
suplementados con malato de calcio (2.5 kg t1). En este caso la diferencia entre estudios,
a pesar de usar la misma dosis de malato de calcio, pudo ser dependiente del peso de
entrada 14.9 kg vs. 20 kg PV, la raza y el aporte de proteina cruda de la dieta 18% vs
15% el nivel de forraje en la dieta, 0% vs. 15% el tipo de grano predominante cebada,
maiz vs. maiz y sorgo. El tipo de grano predominante en la dieta que se ha probado

modifica el desempefio de los corderos (Flores et al., 2003).

La ausencia de diferencias significativas en este estudio coincide con los reportado
Malekhahi et al. (2014) quienes no observaron diferencias en consumo de alimento,
ganancia de peso y conversion alimenticia en corderos Baluchi suplementados con 400
mg d! de una mezcla aceites esenciales (timol, carvacrol, eugenol, limoneno, y
cimaldehido), 0 4 g d* de malato de calcio. Mungdi et al. (2012) tampoco observaron

mejoras en el desempefio de corderos de la raza Manchega suplementados con malato
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de calcio a 2 kg t* de alimento. Esta experiencia previa fue confirmada por Loya-Olguin
et al. (2019) quienes no observaron una mejora significativa en el desempefio productivo

de corderos Pelibuey al ofrecer 4 g d* de DL-acido maélico.

Cuadro 4. Variables productivas de corderos finalizados con dietas complementadas con
aceites esenciales, malato de calcio o su combinacion.
Tratamientos?

Parametros® CTL AE MC AE+MC EEM" ValordeP
Animales, n 10 10 10 10

Peso inicial, kg 20.02 20.25 19.61 20.35 0.44 0.64
Peso final a 56 d, kg 41.19 41.54 39.71 42.24 1.68 0.21
GDP,0a56d, kg d? 0.38 0.38 0.36 0.39 0.01 0.40
CMS,0ab56d, kgd? 1.42 1.41 1.36 1.42 0.06 0.52
CA,0ab56d 3.78 3.76 3.83 3.65 0.16 0.83
EFA,0ab56d 0.26 0.27 0.27 0.28 0.01 0.67

Valores dentro de fila con distinta literal son significativamente diferentes (P < 0.05) "CTL, grupo
control, dieta basal sin aditivos; AE, mezcla de aceites esenciales (timol, carvacrol, eucaliptol);
MC, malato de calcio; AE+MC, combinacién de aceites esenciales y malato de calcio. SGDP,
ganancia diaria de peso; CMS, consumo de materia seca; CA, conversion alimenticia; EFA,
eficiencia alimenticia. "TEEM= error estandar de la media.

El coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca fue afectado (P =0.007) por
la inclusién de los aditivos. Los corderos suplementados con malato de calcio mostraron
un coeficiente de 64.8% que fue inferior (P < 0.05) a los corderos control (69.6%) y los
tratados con aceites esenciales (69.7%), pero similar (P > 0.05) a los corderos que

consumieron la combinacion de aceites esenciales y malato de calcio (68.1%).

Los resultados de este estudio coinciden con los reportado por Gonzales-Momita et al.
(2009) en cuanto a la magnitud de los coeficientes para dietas de finalizacion (68 a
73.4%) y en el hecho de que la inclusién de malato calcio tendié a (P = 0.10) reducir el
coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca. Este efecto deprimente del
malato sobre la digestibilidad aparente también fue reportado previamente por Mungoi et
al. (2012). No obstante, los resultados contrastan con Malekkhahi et al. (2014) quienes
no observaron diferencias en el coeficiente de digestibilidad aparente entre corderos
suplementados con aceites esenciales (79%) y malato de calcio (76%). Esta variacion
puede ser producto de la diferencia en la composicion de la dieta, el peso inicial de los

corderos, la raza y el método para estimar el coeficiente de digestibilidad, que fue de
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colecta total, mientras que en la presente investigacion fue estimado por el método de

cenizas insolubles en acido.

Los tratamientos mostraron efecto (P < 0.05) en el peso de la canal fria y los rendimientos
en canales caliente y fria; el peso de la canal caliente y de rumen, grosor de grasa y area
de musculo Longissimus dorsi a 20 y 56 d del periodo de mediciones se mantuvieron
iguales a través de los cuatro tratamientos evaluados (Cuadro 5).

El efecto significativo de los tratamientos en peso de la canal fria y los rendimientos en
canal se explican en la diferencia registrada entre los corderos con la dieta adicionada
con aceites esenciales vegetales en comparacion con los alimentados con la dieta con
malato de calcio. La canal fria en los primeros fue casi 13% mas pesada que en los
segundos, y los rendimientos de canal caliente y fria, de los primeros registraron 2.1y
casi 3 unidades porcentuales por arriba de los segundos, respectivamente.

Los corderos alimentados con la dieta sin aditivos o con la combinacion de ambos
mostraron siempre valores intermedios y similares a los extremos. Estos resultados
contrastan con otros investigadores (Carro et al., 2006) quienes no detectaron diferencias
en el peso de la canal fria (12 kg) y rendimiento de la canal fria (48.2%) de corderos de
la raza Manchega suplementados con malato de calcio.

El contraste en los resultados puede estar relacionado al bajo peso de sacrifico en el
estudio citado, 25 kg comparado a los 41 kg de esta investigacion. Loya-Olguin et al.
(2019) no observaron diferencia en el peso de la canal caliente y rendimiento de la canal
caliente de corderos Pelibuey suplementados con 4 g d! de DL-acido malico, lo que
coincide con lo encontrado en esta investigacién y pone en evidencia que el malato de

calcio no afecta la deposicion de proteina muscular.
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Cuadro 5. Caracteristicas de la canal y peso de rumen de corderos finalizados con
dietas adicionadas con aceites esenciales, malato de calcio y su combinacion.
Tratamientos?

Parametros$ CTL AE MC AE+MC EEMT Valor de P
Animales, n 9 9 9 9

PCC, kg 21.72 22.76 20.71 22.71 0.79 0.08
PCF, kg 20.59ab 21.68a 19.29b 21.59ab 0.77 0.03
RCC, % 52.80ab 54.70a 52.61b 53.75ab 0.52 0.03
RCF, % 50.08ab 52.08a 49.05b 51.11ab 0.66 0.02
PRV, kg 1.98 2.25 2.26 2.11 0.13 0.36
GGD, mm

20d 2.30 2.10 2.00 2.10 0.10 0.24
56d 4.05 4.10 4.10 4.15 0.10 0.92
AMLD, mm?

20d 746.00 804.00 729.80 789.40 43.78 0.34
56d 1139.43 1118.87 1216.18 1091.50 67.56 0.59

Valores dentro de fila con distinta literal son significativamente diferentes (P < 0.05) fCTL, dieta
basal, sin aditivos; AE, mezcla de aceites esenciales, (timol, carvacrol, eucaliptol); MC, malato
de calcio; AE+MC, combinacién de aceites esenciales y malato de calcio. SPCC, peso de la canal
caliente; PCF, peso de la canal fria; RCC, rendimiento de la canal caliente; RCF, rendimiento de
la canal fria; PRV, peso del rumen vacio; GGD, grosor de grasa dorsal; AMLD, area del musculo
Longissimus dorsi. TEEM: error estandar de la media.

El grosor de la grasa dorsal y el area del musculo Longissimus dorsi a los 20 y 56 dias
no fue diferente entre tratamientos. Tampoco el peso del rumen vacio fue afectado por
la adicion de AE o MC. Estos resultados coinciden con otras investigaciones (Loya-
Olguin et al., 2019) en cuanto a grosor de grasa dorsal; sin embargo, contrastan en el
area del masculo de la espalda y esto se debidé a que en su estudio Loya-Olguin et al.
(2019) midieron el area de la seccidon conocida como Longissimus lumbarum. La
ausencia de diferencias en el grosor de grasa dorsal en esta investigacion puede deberse
a que se sacrificaron corderos jovenes con baja tendencia a depositar grasa, pues aun

no alcanzan la madurez.
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Cuadro 6. Indicadores econémicos del proceso de finalizacion de corderos alimentados
con dietas adicionadas con aceites esenciales, malato de calcio y su combinacion
Tratamientost

EEM Valor de

Parametros$ CTL AE MC AE+MC T P
Animales, n 10 10 10 10
Precio de la dieta, USD kg 0.21 0.22 0.22 0.23

Costo de compra, USD animal* 41.71 4219 40.86 4240 2.90 0.65
Costo de manejo, USD animal? 17.19 17.19 17.19 17.19
Costo de alimentacion, USD

animal* 16.89 17.16 16.88 18.10 0.70 0.21

Ingreso por venta de CF, USD 98.22a 103.61 91.99 102.83a

animal* b a b b 3.67 0.04
32.97a 27.38

Utilidad, USD animal* b 37.79a b 34.96ab 2.40 0.03

Valores dentro de fila con distinta literal son significativamente diferentes (P < 0.05) CTL, grupo
control, dieta basal sin aditivos; AE, mezcla de aceites esenciales (timol, carvacrol, eucaliptol);
MC, malato de calcio; AE+MC, combinacién de aceites esenciales y malato de calcio. SUSD,
dolares de Estados Unidos de América; CF, canal fria. TEEM = error estandar de la media.

El costo de alimentacion no fue diferente entre tratamientos (P > 0.05); sin embargo, el
ingreso por la venta de la canal fria, fuel1.62 dolares mayor (P < 0.05) en los corderos
suplementados con aceites esenciales respecto a los tratados con malato de calcio,
aunque similar al grupo control y la combinacion aceites esenciales y malto (Cuadro
6Cuadro 6). La misma tendencia se observo para la utilidad total por cordero, donde los
animales tratados con aceites esenciales mostraron una diferencia (P < 0.05) de 10.4
dolares respecto al grupo tratado con malato de calcio y de 4.8 dolares respecto al grupo
control, aunque con este ultimo la diferencia fue solo numérica. Los indicadores
econdmicos observados en los corderos alimentados con las dietas complementadas
con aceites esenciales o su combinacién con malato de calcio en general mostraron que
estas dos opciones tecnoldgicas pueden ayudar una opcion para mejorar el proceso de

finalizacion de corderos.
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1.6 CONCLUSIONES

La finalizacion de corderos con dietas para alta ganancia diaria de peso puede mejorar
en peso de la canal fria y rendimientos en canal caliente y fria si a la dieta se le agrega
una mezcla de aceites esenciales vegetales; sin embargo, para influir positivamente en
otros componentes del proceso de finalizacion de corderos mediante la adicion de
aceites esenciales debera hacerse mayor investigacion. Los componentes del proceso
de finalizacién de corderos no se mejoran cuando la dieta para alta ganancia diaria de
peso es adicionada con malato de calcio o su combinacion con aceites esenciales. Los
indicadores econdémicos fueron mejores en los corderos complementados con aceites

esenciales.
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CAPITULO Il. DEGRADABILIDAD IN SITU Y PRODUCCION DE METANO IN VITRO
DE UNA DIETA ADICIONADA CON ACEITES ESENCIALES Y MALATO DE
CALCIO.

2.1 RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue medir la degradabilidad ruminal de la materia seca,
de las fracciones fibra y la produccion de biogas in vitro de dietas tratadas con aceites
esenciales (AE), malato de calcio (MC) y su combinacion (AE+MC). Se usé la técnica de
la bolsa de nylon para determinar la desaparicién in situ y parametros de degradabilidad
ruminal con cuatro borregas fistuladas en el rumen y distribuidas en un disefio de cuadro
latino. Los periodos de incubacion ruminal fueron 0, 3, 6, 9, 12, 24 y 48 h. Los
tratamientos fueron la dieta basal (DB); DB con AE 150 g t''; DB con MC 2.5 kg t*y DB
con AE 150 g t* y MC 2.5 kg t. La produccién de metano y biéxido de carbono in vitro
se medio por 24 h. La adicién de aditivos no modifico (P > 0.05) la desaparicion de
materia seca de 0 a 48 h, aunque desaparicion de la fibra detergente neutro fue mayor
(P < 0.05) a las 3 horas de incubacién en la dieta con AE. Los parametros de
degradabilidad (i.e. a, b y ¢) y concentraciéon molar de acetato, propionato, butirato, no
fueron afectados (P > 0.05) por los aditivos. La degradabilidad efectiva de la fraccion
potencialmente degradable de la materia seca fue mayor (P < 0.05) en la dieta con AE
comparada con las dietas con MC o AE+MC, pero similar (P > 0.05) a la DB. La dieta
con AE redujo (P < 0.05) la produccion in vitro de metano e increment6 (P <0.05) la de
biéxido de carbono comparada con la dieta con AE+MC. Estos datos indican que los AE,
pero no su combinacién con MC, mejoran la degradabilidad efectiva de la materia seca

y reducen la produccién de metano in vitro.

Palabras clave: fermentacion ruminal, cinética de degradacion, metano, cinética, acidos

organicos.
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IN SITU DEGRADABILITY AND IN VITRO METHANE PRODUCTION OF A DIET
ADDED WITH ESSENTIAL OILS AND CALCIUM MALATE.

2.2 ABSTRACT

The objective of this research was to measure the ruminal degradability of dry matter,
fiber fractions and in vitro biogas production of diets treated with essential oils (EO),
calcium malate (CM) and their combination (EO+CM). The nylon bag technigue was used
to determine the in situ disappearance and ruminal degradability parameters with four
sheep fistulated in rumen and distributed in a Latin-square design. The ruminal incubation
periods were 0, 3, 6, 9, 12, 24 and 48 h. The treatments were the basal diet (BD); BD with
EO 150 g t*; BD with CM 2.5 kg t* and BD with EO 150 g t* and CM 2.5 kg t. The in
vitro methane and carbon dioxide production was carried out for 24 h. The addition of
additives did not modify (P > 0.05) the disappearance of dry matter from O to 48 h,
although the neutral detergent fiber disappearance was higher (P < 0.05) at 3 h of
incubation in EO diet. The degradability parameters (i.e. a, b and c¢) and molar
concentration of acetate, propionate, butyrate, were not affected (P > 0.05) by the
additives. The effective degradability of the potential degradable fraction of dry matter
was higher (P < 0.05) in EO diet compared to CM or EO+CM diets, but similar (P > 0.05)
to BD. The EO diet reduced (P < 0.05) in vitro methane production and increased (P <
0.05) carbon dioxide production compared to EO+CM diet. These data indicate that EO,
but not their combination with MC, improve the effective dry matter degradability and

reduce methane production in vitro.

Keywords: rumen fermentation, degradation kinetics, methane, kinetics, organic acids.
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2.3 INTRODUCCION

En la actualidad manipular el microbiota ruminal para mejorar la eficiencia y conversién
del alimento en productos de origen animal para consumo humano, ha sido motivo de
investigacion de nutridlogos de rumiantes. El uso de ion6foros antibiéticos como aditivos
alimentarios, ha demostrado ser una herramienta Gtil para reducir las pérdidas de energia
(en forma de metano) y nitrégeno (en forma de amoniaco) de la dieta (McGuffey et al.,
2001). Sin embargo, el uso de antibioticos como aditivos alimentarios esta prohibido en
la Unién Europea por temor a la aparicion de residuos en los productos alimenticios
(Russell y Houlihan, 2003). Aun cuando los modificadores de la fermentacion ruminal
antimicrobianos en animales destinados al consumo humano estan siendo regulados en
algunos paises (Millet y Maertens, 2011), todavia se utilizan en los Estados Unidos y

México.

Por tanto, existe un interés creciente en encontrar alternativas nutricionales naturales
para reducir las pérdidas de energia. Por ejemplo, se estudiaron varias estrategias
nutricionales para cambiar las vias de fermentacion en el rumen. La adicion de aceites
esenciales (AE) es una de estas estrategias, el aceite esencial de romero (AER) es un
ejemplo (Cobellis et al., 2015). Los &cidos organicos, puedan tener relacion con los
procesos digestivos, eficiencia productiva, incluso utilizado como profilaxis de procesos

patoldgicos, como el meteorismo y la acidosis lactica ruminal (Castillo et al., 2004).

Busquet et al. (2005) evaluaron el efecto de ciertas concentraciones de varios extractos
de plantas en un cultivo por lotes in vitro de fermentacion microbiana ruminal a 24 h; el
aceite de canela redujo la concentracion de N amoniacal y aumento la proporcion molar
de propionato en comparacion con el testigo. En el mismo ensayo in vitro, el aceite de
ajo aumento las proporciones molares de propionato y butirato y redujo la proporcién

molar de acetato en comparacion con el testigo.

El uso de extractos de plantas como Aceites Esenciales (AE) y Malato de Calcio (MC)
(sal del Acido Malico), surgen como algunas de las alternativas méas naturales al uso de
antibioticos en la nutricion animal. Por esta razon, el objetivo de la investigacion fue

evaluar el uso de aceites esenciales, malato de calcio y su combinaciéon, mediante la
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suplementacion de estos en dietas altas en grano para la manipulacion de la microbiota

ruminal.
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2.4 MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevé a cabo en las instalaciones de la Granja Experimental del Colegio
de Posgraduados Campus Montecillo, ubicado en el km 36.5 de la carretera Federal
México-Texcoco, Montecillo, México., que se localiza geograficamente a 19° 28 4.26 LN,
y 98° 53 42.18 LO, a una altitud de 2250 m, y una temperatura media anual de 15.2 °C
(Garcia, 2004).

2.4.1 Animales, dietas y disefio experimental

El trabajo de investigacion recibi6 la aprobacion institucional y se condujo de acuerdo
con lo establecido en el reglamento de uso y cuidado de animales destinados a la
investigacion en el Colegio de Postgraduados y la norma mexicana para el cuidado de
animales (NOM-062-Z00-1999).

El experimento se disefid6 como un cuadrado latino de 4x4 equilibrado para efectos de
arrastre utilizando cuatro borregas Suffolk de 6 afios, con un peso corporal medio de 70

+ 3.5 kg al comienzo del experimento, equipadas con una canula en rumen.

Los animales se mantuvieron en corraletas individuales bajo techo de 1.50 x 2 m, con
piso de cemento y cama de aserrin, provistos de comedero individual y acceso libre al
agua en cubetas de 20 L. Se desparasitaron con 1 mL 50 kg peso vivo de Ivermectina

(lvomec F®) subcutanea, previo al inicio del experimento.

La dieta basal se formul6 con maiz molido, sorgo molido, heno de avena, harina de soya,
melaza, premezcla vitaminica mineral y grasa de sobrepaso como se describe en la
Cuadro 1. Los tratamientos experimentales fueron los siguientes: (1) Dieta basal sin
aditivos (DB), (2) DB + aceites esenciales 150 g t* (AE; Emerald®, Nutryplus, México),
(3) DB + malato de calcio 2.5 kg t* (MC; Rumalato®, Norel México, México) y (4) DB +
aceites esenciales 150 g t1, y malato de calcio 2.5 kg t* (AE+MC). Los niveles de AE
(cinamaldehido, carvacrol, timol, eucaliptol) y MC se basaron en las recomendaciones

de las casas comerciales. Los aditivos se mezclaron en la premezcla mineral.
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Cuadro 7. Ingredientes y aporte nutrimental de la dieta basal.

Dieta basal
Ingrediente Aporte (g kgt MS)
Maiz molido 304
Sorgo molido 300
Harina de soya al 47% 169
Rastrojo maiz 150
Cafa melaza 50
Vitasal ovino Plus engorda®? 20
Grasa de sobrepaso 5
Composicién quimica¥
Materia seca (g kg?) 880.0
Proteina cruda (g kg* de MS) 150.0
Energia metabolizable (MJ kgt de MS) 11.3
Fibra detergente neutro (g kg de MS) 194.2
Fibra detergente &cido (g kg* de MS) 110.6
Extracto etéreo (g kg MS) 34.8
Calcio (g kg de MS) 11.5
Fosforo (g kgt de MS) 4

ZComposicion declarada (g, mg, o Ul kg?): 240 g de Ca; 30 g de P; 20 g de Mg; 80 g de Na; 120
gde Cl; 5gdeK;5gdeS; 5 mgde Cr; 4000 mg de Mn; 2000 mg de Fe; 5000 mg de Zn; 100
mg de |; 30 mg de Se; 60 mg de Co; 500,000 Ul de vitamina A; 150,000 Ul de vitamina D; 1,000
Ul de vitamina E. YValores calculados (NRC, 2007).

2.4.2 Medicion de pH ruminal

En cada uno de los cuatro periodos de 24 dias, incluidos 21 dias de adaptacion y 3 dias
de muestreo, en el dia tres se tomaron muestras de liquido ruminal que se depositaron
individualmente en un vaso de precipitado y se les midio el pH con un potenciometro
portatil (HANNA®, Hannapro SA de CV, México) calibradoapH 4y 7.

2.4.3 Degradabilidad in situ

Para determinar la degradabilidad in situ de la materia seca (MS) las dietas fueron
ofrecidas diariamente con base al consumo de MS para mantenimiento (2 % peso
corporal) con periodos de 21 dias de adaptacion entre cambios de dietas y tres para toma

de muestras. Se utilizaron bolsas Ankom® con poro promedio de 25 uym. Las bolsas se
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pesaron (peso constante; 60°C por 24 h), posteriormente se les colocé 0.5 g de las dietas
experimentales (DB, DB+AE, DB+MC, DB+AE+MC) y se identificaron. Los horarios de
incubacion fueron los siguientes, 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 h. Se utilizaron tres bolsas para
cada horario de incubacion (una bolsa con muestra, su repeticion y un blanco) por
tratamiento, 24 bolsas por borrega, 96 bolsas por periodo y 384 bolsas para todo el
experimento. Las bolsas fueron colocadas en redes especiales con cuatro
compartimentos, identificadas con un color diferente por tratamiento, y un cordén de color
distinto (que permitia pudieran ser sacadas del rumen) que indicaba el horario
correspondiente, en el cuarto compartimento del lado contrario al cordon se coloc6 un
contrapeso de acero inoxidable para que se mantuvieran en la region ventral del rumen.
Las bolsas con los horarios 0, 3, 6, 9, 12, 24 y 48 h, se introdujeron juntas en el rumen,
se sacaron en los horarios correspondientes, al dia siguiente que se introdujo la red con
las bolsas de 24 h, y al dia siguiente cuando se sac6 en el horario correspondiente, se
introdujo la red de 48 h, para que posteriormente se sacaran juntas las redes de 48
(9rskov y McDonald 1979). Las bolsas con horario cero horas se metieron solo en agua
tibia a 39 °C por 5 min. Las bolsas que se sacaron en cada periodo fueron lavadas con
agua corriente a chorro hasta que tenian un color blanco, se pusieron a secar a
temperatura ambiente durante 2 h, y posteriormente se metieron a una estufa a 100 °C
durante 24 horas, se pesaron y registrd su peso para determinar el contenido de materia
seca (MS; ID 950.02; AOAC, 1990).

La fibra detergente neutra (FDN) y fibra detergente &cida (FDA) fueron analizadas
secuencialmente (Van Soest et al., 1991) usando un Ankom Fiber Analyzer incubator
(Ankom Technology, Fairport, New York, USA). El célculo de la desaparicion de la
materia seca (DMS), desaparicion de la FDN (DFDN) y desaparicion de la FDA (DFDA)
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de cada horario se hizo por diferencia de peso de la muestra registrado antes y después

de la incubacion.
2.4.4 Cinética de degradacion ruminal

Los datos de DMS, DFDN y DFDA fueron utilizados para estimar los parametros de

degradacion usando la ecuacion propuesta por @rskov y McDonald (1979):
Y=a+b (1-e )

donde: Y = es igual a la fraccion de la MS, FDN y FDA que desaparece de la bolsa
después del tiempo de incubacién (t) en horas; a = es la fraccidén soluble de la muestra
(intercepto); b = es la fraccion insoluble pero potencialmente degradable de muestra; ¢ =

es la tasa fraccional de degradacién de la fraccion b de la muestra.

La degradabilidad efectiva de la fraccion b (DEFb), se estimdé de acuerdo al
procedimiento puesto por Correa (2009) que requiere el uso de métodos numéricos para
despejar el tiempo “t” de la expresion 1 = et + ety reemplazarlo en la expresion b*e-
kd*t de donde se obtuvo la DEFb asumiendo una tasa de pasaje ruminal de 0.05 h.
Donde: b y t ya fueron definidos, kd = es la tasa constante de degradacion ruminal y kp
= es la tasa constante de pasaje ruminal. Para esta estimacion se utilizd la funcién
SOLVER del programa Excel de Microsoft Office. El pasaje ruminal de la fraccion b (PRb)
fue calculado como la fraccion b - DEFb, mientras que la fraccion no degradable de la
MS, FDN y FDA (U) se calculé como 100 - (at+b).

2.4.5 Acidos grasos volatiles (AGV), metano (CHa), bi6xido de carbono (CO2)y

nitrégeno amoniacal (NHas)

Para la determinacion de acidos grasos volatiles (AGV), en el tercer dia de cada periodo
de muestreo, se recolectaron 4 mL de liquido ruminal y se depositaron en viales
Eppendorf® de 10 mL y se acidificaron con acido metafosférico (Meyer®, 0185-25) al
25% en una relacion 4:1 (Cobos-Peralta et al., 2018); posteriormente, las muestras
fueron analizadas en un cromatografo de gases (HP6890, USA.), con una columna
capilar HP-FFAP 19091F-433 (Agilent, USA.), con una pelicula de 0.25 micras, longitud

de 30 m y un didmetro de 0.25 mm. Se utiliz6 nitrgeno como gas acarreador, con un
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flujo de hidrogeno de 33 mL min, el flujo de aire fue de 330 mL min-t. Se utiliz6 nitrégeno
como Make up (14 mL mint). La temperatura del inyector fue de 230 °C y del detector
240 °C. Las condiciones del horno fueron: rampa 1, velocidad de 285 °C minY,
temperatura de 95 °C y tiempo de 0.15 min. Rampa 2: velocidad de 15°C minY,
temperatura de 145 °C y tiempo de 6 min, con una corrida total de 9.94 min. Los tiempos
de retencién fueron 1.26 min para acetato, 1.60 min propionato y 2.09 min butirato. La
concentracion molar de CH4 y CO2 se calcularon segun la ecuacion de gases ideales
(Blimmel et al., 1997).

La determinacion de nitrégeno amoniacal (N-NHs) se realizé mediante la técnica de
McCullogh (1967) y las muestras se midieron en un espectrofotometro modelo CARY 1E
(Varian, USA) a 630 nm.

2.4.6 Medicion de biogas in vitro

Se recolectaron 500 mL de liquido ruminal fresco de un bovino adulto con canula ruminal,
y fue llevado al laboratorio en un termo a 39 °C, para inocular los biofermentadores con
las dietas experimentales. Se molieron las 4 dietas experimentales con un molino Willey
y una criba de 1 mm. Se pesaron muestras de 0.5 g y se agregaron a viales seroldgicos
de 120 mL previamente identificados que contenian 45 mL de medio de cultivo para
bacterias totales (Cobos y Yokoyama, 1995), para sustituir las fuentes de energia
(glucosa, celulosa y almidon) por las dietas experimentales segun el tratamiento. Todos
los viales se mantuvieron en condiciones anaerébicas con CO:z y cada vial se considerd
un biofermentador y una unidad experimental. Las proporciones de CO2 y CHas se
determinaron en un cromatégrafo de gases (Perkin-Elmer®) equipado con un detector
de conductividad térmica y una columna empacada Poropack. Las condiciones de
deteccién fueron: temperaturas de horno 80 °C, columna empacada 170 °C y detector

de conductividad térmica 130 °C; tiempos de retencion 0.71 y 1.05 minutos para COz2y
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CHas. El helio se utilizd6 como gas acarreador con un flujo de 23 mL m™*. La medicién de

biogas se realiz6 por 24 h.
2.4.7 Andlisis estadistico

El experimento fue realizado empleando un disefio de cuadrado latino 4x4 y el modelo
estadistico fue el siguiente: Yijx = p + FILAi + COLj + 1w + €ijw; Donde: Yijk = la
observacion iji); g = la media general; FILAI = el efecto de fila (periodo) i; COLj = el efecto
de columna (animal) j; Tk = es el efecto fijo de tratamiento k; €ijk) = es el error aleatorio
con media 0 y varianza o?. Para la estimacién de los parametros de cinética de
degradacion (a, b y c), la ecuacion de @rskov y McDonald (1979) se ajusté a un modelo
de regresion no lineal bajo el procedimiento NLIN de SAS 9.4. Para los datos de
produccion de biogéas in vitro el disefio fue completamente al azar. Los datos fueron
analizados empleando el PROC GLM de SAS 9.4, cuando se detectaron diferencias con

a=0.05 la separacion de medias se hizo empleando la prueba de Tukey.
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

La DMS no fue afectada (P < 0.05) por los tratamientos en las horas 3, 6, 9, 12y 24 de
incubacion (Cuadro 8). Sin embargo, en la hora 48 la dieta con aceites esenciales tendio
a mostrar mayor DMS que la dieta basal (P = 0.08) o la dieta con aceites esenciales y
malato de calcio (P = 0.09). Catala-Gregori et al. (2019) también observaron un aumento
de la DMS a la hora 48 con dieta suplementadas con cinamaldehido (250 o 500 mg kg
1). Pero Salem et al. (2012) observaron una disminucién en la DMS de harina de soya al
adicionar extractos de Acacia saligna y Atriplex halimus. Mientras que Newbold et al.
(2004) no notaron cambios en la DMS en la hora 48 cuando agregaron una mezcla de
aceites esenciales. Estas variaciones pueden asociarse a la diferencia en sustratos de

las dietas empleadas y a los componentes de la mezcla de aceites esenciales.

Cuadro 8. Desaparicién ruminal y variables de degradacién de la materia seca de
dietas adicionadas con aceites esenciales, malato de calcio y su combinacion.

TRATAMIENTOS?

PARAMETROSY DB AE MC AE+MC EEMX  Valor de P
Desaparicion (D h?), % de MS

DO 22.02 20.67 21.60 20.55 0.65 0.3829
D3 31.18 34.81 33.19 29.12 2.58 0.4890
D6 38.27  40.10 36.13 36.42 2.45 0.6586
D9 41.18 43.85 37.81 36.01 3.25 0.4011
D12 48.63 52.71 43.99 43.34 2.49 0.1107
D24 58.14 60.91 59.43 52.68 2.48 0.2012
D48 65.13 7469 66.80 65.53 2.21 0.0657
Degradabilidad ruminal

a, % MS 22.15 22.57 23.02 21.45 1.01 0.7327
b, % MS 53.80 59.66 50.53 53.26 5.01 0.6444
c, ht 0.07 0.07 0.05 0.06 0.02 0.8661
a+b, % MS 75.94  82.23 73.55 74.71 4.85 0.6179
DEFb % MS 26.30% 29.802 24.69° 24.49° 0.95 0.0245
PRb, % MS 27.50 29.87 25.84 28.77 4.76 0.9371
U, % MS 24.06 17.77 26.45 25.30 4.85 0.6177

abMedias en la misma fila con distinta literal son significativamente diferentes (P < 0.05). ?DB=
sin aditivos; AE= mezcla de aceites esenciales (cinamaldehido, carvacrol, timol, eucaliptol); MC=
malato de calcio; AE+MC= combinacién de aceites esenciales y malato de calcio. YMS= materia
seca; a= fraccion soluble del sustrato; b= fraccién insoluble pero potencialmente degradable;
a+b= degradabilidad potencial, c= tasa constante de degradacion; DEFb= degradabilidad
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efectiva de la fraccién b con una tasa de pasaje ruminal kp= 0.05 h't; PRb= pasaje ruminal de la
fraccién b; U= fraccion no degradable de la MS. XEEM = error estandar de la media.

Los parametros de degradabilidad de la materia seca (i.e. a, b, a+b y c,), tasa de pasaje
ruminal y fraccion no degradable de la MS no fueron modificados (P < 0.05) por la adicion
de los aditivos a la dieta basal. Estos resultados contrastan con Liu et al. (2009) quienes
observaron que la fraccién soluble (a) y la tasa fraccional de degradacion de la MS (c),
disminuyeron con la adiciéon de una dosis alta (23.4 g kg de MS) de malato, y la fraccion
insoluble potencialmente degradable (b) se incrementd. Esto confirmé lo observado por
Newbold et al. (2004) que no notaron cambios en los parametros a y b de dietas que
contenian una mezcla de aceites esenciales, aunque estos autores si observaron
diferencias en el pardmetro c. La diferencia de nuestra investigacion con estudios previos
se puede asociar a la presentacion de la dieta que en nuestro estudio fue dieta totalmente
mezclada, mientras que los estudios citados, la dieta fue una mezcla de granos o pasta
de soya sin forraje. La dosis de aditivos empleada también puede ser una fuente de

variacion.

La degradabilidad efectiva de la fraccion b de la MS fue mayor (P < 0.05) en la dieta con
aceites comparada con las dietas con malato de calcio o aceites esenciales mas malato
de calcio, pero similar (P > 0.05) a la dieta basal. Este efecto de los aceites esenciales
contrasta con lo reportado por Catala-Gregori et al. (2019), aunque el efecto deprimente
del malato de calcio en la degradabilidad efectiva de la MS fue previamente reportado
por Liu et al. (2009).

La DFDN en la hora 0 fue inferior (P < 0.05) en la dieta con aceites esenciales y su
combinacion con malato de calcio comparados con la dieta basal (Cuadro 9). Aunque en
la hora 3 de incubacién, la dieta con aceites esenciales mostré6 mayor (P < 0.05) DFDN
que la dieta con malato de calcio o la combinacién. En contraste Catala-Gregori et al.
(2019) observaron una disminucion de la DFDN en la hora 4 en la dieta complementada
con cinamaldehido. En el resto de tiempo de incubacion (i.e. 6 a 48 horas) no se modificd

(P > 0.01) la DFDN. Los parametros de degradabilidad ruminal (i.e. a, b, a+b, y ),
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degradabilidad efectiva y pasaje ruminal y fraccion no degradable no fueron afectados

(P > 0.05), resultados que confirman los reportado por Catala-Gregori et al. (2019).

Cuadro 9. Desaparicion ruminal y variables de degradacion de la fibra detergente neutro
(FDN) de dietas adicionadas con aceites esenciales, malato de calcio y su combinacion.
TRATAMIENTO?

PARAMETROS" DB AE MC AE+MC EEMX Valor de P
Desaparicion (D ht), % de la FDN

DO 21.992 19.20° 21.23%  19.83* 0.49 0.0113
D3 25.613> 30.822 23.85° 24.80° 1.80 0.0483
D6 34.36 33.30 29.06 29.41 1.61 0.0593
D9 36.99 36.60 29.58 34.73 243 0.1441
D12 45.79 4477 36.84 39.65 292 0.1230
D24 53.26 54.01 50.26 49.80 2.07 0.3900
D48 59.92 65.78 57.45 50.79 254 0.1472
Degradabilidad ruminal

a, % 20.17 21.02 19.50 19.17 0.85 0.4891
b, % 4555 53.27 50.01 46.38  3.48 0.4403
c, ht 0.07 0.06 0.04 0.05 0.01 0.2643
atb, % 65.73 74.28 69.51 65.55 3.76 0.3887
DEFb, % 23.83 25.15 2151 22.37 1.54 0.4213
PRb,% 21.72 2812 28.49 24.01 2.76 0.3274
U, % 34.27 25.72 30.49 3445 3.76 0.3887

abMedias en la misma fila con distinta literal son significativamente diferentes (P < 0.05). 2DB=
sin aditivos; AE= mezcla de aceites esenciales (cinamaldehido, carvacrol, timol, eucaliptol); MC=
malato de calcio; AE+MC= combinacién de aceites esenciales y malato de calcio. Ya= fraccion
soluble del sustrato; b= fraccion insoluble pero potencialmente degradable; a+b= degradabilidad
potencial; c= tasa constante de degradacion; DEFb= degradabilidad efectiva de la fraccién b con
una tasa de pasaje ruminal kp= 0.05 h'; PRb= pasaje ruminal de la fraccién b; U= fraccién no
degradable de la FDN.

La DFDA en la hora 0 de incubacién fue mayor en las dietas con aceites esenciales, y
malato de calcio, respecto a la dieta basal o la combinacion de aceites esenciales y
malato de calcio (Cuadro 10). A las 12 horas post incubacién la DFDA fue inferior (P <
0.05) en la dieta con malato de calcio comparada con la dieta basal, pero similar al resto
de tratamientos, aunque a las 24 y 48 horas de incubacion la DFDA no fue diferente (P
> 0.05) entre tratamientos. Estos datos coinciden con Catala-Gregori et al. (2019) cuando
suplementaron cinamaldehido en dosis de 250 mg kg*. La fracciéon soluble de la FDA

en la muestra (i.e. a) fue mayor (P < 0.05) en la dieta con malato de calcio comparada
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con la dieta basal, y la combinacién de aceite esenciales con malato. El resto de
parametros de degradabilidad no fue afectado (P > 0.05) por los aditivos, confirmando lo

observado por Catala-Gregori et al. (2019).

Cuadro 10. Desaparicion ruminal y variables de degradacion de la fibra detergente acido
(FDA) de dietas adicionadas con aceites esenciales, malato de calcio y su combinacion.
TRATAMIENTO?

PARAMETROY DB AE MC AE+MC EEM* Valor de P
Desaparicién (D h'l), % de la FDA

DO 3.05° 4.272 4.262 3.340 0.09 <0.0001
D3 6.88 5.76 5.67 5.70 0.50 0.2779
D6 8.33 7.58 7.35 7.89 0.46 0.4710
D9 8.18 7.29 8.53 8.12 0.53 0.4146
D12 10.382 8.962° 7.94b 8.9920 0.54 0.0321
D24 11.11 10.57 9.71 9.96 0.65 0.4417
D48 12.70 15.53 14.59 15.52 1.38 0.4373
Degradabilidad ruminal

a, % 3.62°¢ 4,792 4.982 4,26 0.13 0.0015
b, % 12.88 19.04 18.78 17.95 5.11 0.8104
c, ht 0.11 0.02 0.02 0.05 0.02 0.0582
a+b, % 16.50 23.82 23.76 22.21 5.19 0.7298
DEFb, % 7.61 5.80 5.73 5.73 1.12 0.5943
PRb,% 5.27 13.23 13.05 12.22 4.04 0.4989
U, % 83.50 76.18 76.24 77.79 5.19 0.7298

aMedias en la misma fila con distinta literal son significativamente diferentes (P < 0.05). 2DB=
sin aditivos; AE= mezcla de aceites esenciales (cinamaldehido, carvacrol, timol, eucaliptol); MC=
malato de calcio; AE+MC= combinacion de aceites esenciales y malato de calcio. Ya= fraccion
soluble del sustrato; b= fraccion insoluble pero potencialmente degradable; a+b= degradabilidad
potencial; c= tasa constante de degradacion; DEFb= degradabilidad efectiva de la fraccién b con
una tasa de pasaje ruminal kp= 0.05 h'; PRb= pasaje ruminal de la fraccién b; U= fraccién no
degradable de la FDA.

La adicion de los aditivos no modificé (P < 0.05) la concentracibn molar de acetato,
propionato y butirato, ni el total de &cidos grasos volétiles, CHz o COz. El porcentaje molar
de acetato, propionato, butirato y la relacion acetato: propionato tampoco fueron

afectados (P < 0.05) por los aditivos (Cuadro 11).

El pH del liquido ruminal y el contenido de nitrdgeno amoniacal fue similar (P > 0.05)

entre tratamientos. Estos resultados confirman lo observado en estudios previos para
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pH, nitrégeno amoniacal, contenido de acetato, butirato o la relacién acetato: propionato
(Newbold et al., 2004; Gonzalez-Momita et al., 2009; Malekkhahi et al., 2014; Catala-
Gregori et al., 2019) pero contrasta con estudios donde el malto de calcio incrementé la
produccion de propionato (Carro y Ranilla, 2003; Malekkhahi et al., 2014) y redujo la
proporcion acetato: propionato (Carro y Ranilla, 2003). Contrastan también estudios con
aceites esenciales de tomillo (2.50 g kg de la MS) que redujeron la proporcién molar de

propionato e incrementaron la relacion acetato propionato (Ribeiro et al., 2019).

Estudios previos han sefalado que el malato de calcio tiene un efecto estimulante de la
fermentacion debido a cambios en la poblacion bacteriana, por ser un metabolito
intermediario en la ruta succinato-propionato en la bacteria Selenomonas ruminantium,
entonces ésta bacteria utiliza el malato para transformarlo en propionato, cuando esta en
un medio rico en lactato (Martin 1998; Carro y Ranilla, 2003), como lo es la dieta de
corderos de engorda. En interés por los aceites esenciales para modificar la fermentacion
ruminal radica en sus propiedades antimicrobianas contra bacterias gram positivas y
gram negativas, por su caracter lipofilico que afecta la membrana celular; el grado de
inhibicion depende de la estructura quimica de los aceites, compuestos como timol,
carvacrol, monoterpenos, han mostrado ser efectivos para inhibir el crecimiento de

bacterias ruminales (Benchaar et al., 2008).

La usencia de efectos entre los aditivos evaluados indican que las dosis de los aditivos
empleadas en esta investigacion pudieron no ser suficientes para cambiar la
fermentacion ruminal. Aunque otros estudios de referencias in vitro sugieren que los
microorganismos ruminales pueden adaptarse a la mezcla de aceites esenciales que se
esté empleando, lo cual puede explicar la ausencia de resultados de efectos en el

metabolismo ruminal y el desempefio animal en estudios in vivo (Benchaar et al., 2008).
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Cuadro 11. Contenido de &cidos grasos voléatiles (AGV), nitrdgeno amoniacal (NHs-N),
metano (CHa4), bioxido de carbono (CO2) y pH en liquido ruminal de ovejas adultas
alimentadas con dietas adicionadas con aceites esenciales, malato de calcio y su
combinacion.

TRATAMIENTO?

PARAMETROS DB AE MC AE+MC  EEMY Valorde P
AGV (mmol L)

Acetato 40.81 37.75 43.68 42.36 4.01 0.7551
Propionato 20.97 23.79 21.13 22.27 3.76 0.9452
Butirato 2.78 5.38 6.04 3.89 1.27 0.3467
AGYV total 64.55 66.91 70.86 68.52 5.56 0.8735
CHa 15.23 14.44 17.71 16.50 1.86 0.6390
CO2 30.20 27.50 35.56 31.15 3.43 0.4730

AGV (% molar)

Acetato 63.84 56.67 61.19 62.47 3.50 0.5427
Propionato 31.86 35.45 30.61 31.56 4.59 0.8835
Butirato 4.30 7.88 8.20 5.97 1.52 0.3228
Acetato: Propionato 1.78 1.32 1.78 1.73 0.39 0.8056
pH ruminal 5.98 6.15 5.75 6.08 0.13 0.2591
NHz-N, mg 100 mL™* 9.71 9.07 6.19 7.74 0.33 0.7730

abMedias en la misma fila con distinta literal son significativamente diferentes (P < 0.05). ?DB=
sin aditivos; AE= mezcla de aceites esenciales (cinamaldehido, carvacrol, timol, eucaliptol); MC=
malato de calcio; AE+MC= combinacién de aceites esenciales y malato de calcio. YEEM = error
estandar de la media.

La produccion de CH4 y CO:z2 in vitro fue afectada (P = 0.03) por adicion de los aditivos
(Cuadro 12). La dieta con aceites esenciales redujo (P < 0.05) la produccién CHas
comparada con la dieta con aceites esenciales y malato de calcio, pero fue similar a los
otros tratamientos. La produccion de CO:2 fue mayor (P < 0.05) en la dieta con aceites
esenciales, comparada con la dieta que tenia la combinacion de aceites esenciales y

malato de calcio, pero similar a las otras dietas.
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Cuadro 12. Produccion de metano (CHa4) y biéxido de carbono (COz2) in vitro de dietas
adicionadas con aceites esenciales, malato de calcio y su combinacion.
TRATAMIENTO?

PARAMETROS DB AE MC AE+MC EEMY ValordeP
CHs, mL 100 mL! de gas 6.66%®  5.62°  6.05%° 6.852 0.29 0.0288
CO2, mL 100 mL* de gas 93.34%> 94.382 93.95% 93.15P 0.29 0.0288

abMedias en la misma fila con distinta literal son diferentes (P < 0.05). 2DB= dieta sin aditivos;
AE= mezcla de aceites esenciales (cinamaldehido, carvacrol, timol, eucaliptol); MC= malato de
calcio; AE+MC= combinacién de aceites esenciales y malato de calcio. YEEM = error estandar
de la media.

Varias investigaciones con cultivos in vitro han reportado que aceites esenciales
derivados del tomillo, orégano, canela, ajo, rabano y frAngula reducen la produccién de
CHa in vitro en una forma dosis dependiente, aunque la inhibicién ocurre a dosis altas
(>300 mg L de fluido de cultivo), infiriéndo que estos compuestos ejercen un efecto

sobre las bacterias metandgenas (Benchaar y Greathead, 2011).

Carro y Ranilla (2003) observaron que en un cultivo in vitro la adicién de 10 mmol L de
malato de calcio redujo la produccion de CH4 e incremento la produccion de COz. Tales
resultados contrastan con esta investigacion donde el malato no redujo la produccion de

CHasy cuando se combiné con aceites esenciales la produccion de CHa4 fue incrementada.

Es importante resaltar que la produccion de CHa4 en el estudio in vivo no coincidio con la
reduccion en la produccion de metano in vitro en las dietas que contenian aceites
esenciales, probablemente por la capacidad de los microrganismos ruminales de
adaptarse y degradacion estos metabolitos secundarios de origen vegetal (Benchaar y
Greathead, 2011) por lo que son necesarias mas investigaciones para identificar cual es
la dosis de aceites esenciales que puede ser usada de manera practica para reducir la

produccion de CHa in vivo.
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2.6 CONCLUSIONES

Se encontré que la adicién de aceites esenciales, pero no su combinacién con malato de
calcio, tiene el potencial de incrementar la degradabilidad efectiva de la fraccion
insoluble, pero potencialmente degradable de la MS y reducir la produccién de CH4 in

vitro de dietas altas en almiddn para corderos en etapa de finalizacion.
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CAPITULO IIl. CARACTERISTICAS DE LA CARNE DE CORDEROS
SUPLEMENTADOS CON ACEITES ESENCIALES Y MALATO DE CALCIO

3.1 RESUMEN

Los extractos de plantas y acidos organicos se han estudiados como una alternativa al
uso de antibidticos para mejorar la produccion animal, salud y la calidad de la carne. El
objetivo de este estudio fue determinar el efecto de una mezcla de aceites esenciales
(AE), malato célcico (MC) o su combinacion (AE+MC) en las caracteristicas fisico-
guimicas de la carne de corderos. Treinta y seis corderos cruza comercial de cuatro
meses de edad, se distribuyeron aleatoriamente en cuatro tratamientos: T1, control (CTL)
una dieta basal (DB) sin aditivos; T2, DB + 150 g de AE t1; T3: DB + 2.5 kg de MC t1; y
T4: DB + 150 g AE + 2.5 kg t* MC. Los aditivos no modificaron (P > 0.05) la composicion
quimica de la carne. El contenido del acido graso C20: 5 n-3 en el grupo AE+MC fue
mayor (P < 0.05) que en el grupo AE, aunque similar a los demas tratamientos. La carne
del grupo AE+MC tuvo un contenido total de acidos grasos w3 mayor (P < 0.05) que los
grupos AE o MC, pero similar al grupo CTL. La proporcion de &cidos grasos
poliinsaturados y acidos grasos saturados no fue diferente (P > 0.05) entre tratamientos.
El color de la carne no fue afectado (P > 0.05) por los tratamientos. La fuerza de corte
de la carne cocida fue menor (P < 0.05) en el grupo AE que en CTL y MC. La conclusion
es que los AE o AE+MC tienen el potencial para incrementar la ternezay la concentracion
de acidos grasos insaturados de la carne de corderos, pero no afectan el color o

composicién quimica.

Palabras clave: composicion quimica, suavidad, acidos grasos, color de la carne.
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CHARACTERISTICS OF LAMBS SUPPLEMENTED WITH ESSENTIAL OILS AND
CALCIUM MALATE
3.2 ABSTRACT

Plant extracts and organic acids have been studied as alternatives to the antibiotics to
increase animal performance, health and meat quality. The objective of this study was to
determine the effect of a mixture of essential oils (EO), calcium malate (CM) or their
combination (EO+MC) on physical-chemical characteristics of lamb meat. Thirty-six four-
month-old commercial cross lambs were randomly distributed in four treatments: T1,
control (CTL) with a basal diet (BD) without additives; T2, BD + 150 g EO t; T3, BD +
2.5 kg CM tt; and T4, DB + 150 g EO + 2.5 kg CM t1. Feed additives addition did not
modify (P > 0.05) meat chemical composition. The fatty acid C20: 5 n-3 content in EO+MC
was higher (P < 0.05) than the EO treatment, although similar to the others. The EO+CM
group meat had w3 fatty acids total content higher (P < 0.05) than EO or CM groups, but
it was similar to CTL group. The proportion of polyunsaturated fatty acids and saturated
fatty acids was no different (P > 0.05) between treatments. Meat color was not affected
(P > 0.05) by the treatments. The cutting force of cooked meat was reduced (P < 0.05) in
EO compared to CTL and CM. The conclusion is that EO or EO+CM have the potential
to increase tenderness and the unsaturated fatty acids in without affecting the color or

chemical composition.

Keywords: Chemical composition, tenderness, fatty acids, meat color.
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3.3 INTRODUCCION

La demanda de proteinas de origen animal se incrementard a medida que aumente la
poblacién mundial, la cual se proyecta que supere los 9 mil millones en 2050. En paises
desarrollados, el consumo de carne de rumiantes tiende a reducirse por consideraciones
de la salud humana y medio ambientales; sin embargo, el consumo en algunos otros
paises como China, India, Rusia, México y Brasil, la poblacién, al tener mejores ingresos
se convierte en clase media que busca adquirir mas y mejores productos para su
consumo como la carne, leche y queso (Chrilki y Hocquette, 2020). Sin embargo, a
medida que la poblacién tiene acceso al consumo de carne, pone mas énfasis en su
calidad en términos de color, suavidad, jugosidad (Mancini y Hunt, 2005; Garmyn, 2020;),
y composicién nutricional, en especial el nivel de &cidos grasos saturados que puede

afectar la salud humana (Junkuszew et al., 2020).

En la finalizacion de corderos con dietas altas en almidon se usan aditivos modificadores
de la fermentacion ruminal, como la monensina sédica y otros antibioticos iondforos
(Castillo et al., 2004). Estos compuestos previenen la aparicion de enfermedades
metabdlicas como la acidosis y pueden incrementar la eficiencia de utilizacion de la dieta
con mejor conversion alimenticia, ganancia de peso y rendimiento de la canal (Garcia-
Galicia et al., 2020). Los aceites esenciales y las sales de acidos organicos, como el
malato de calcio, se evaluaron como sustitutos de los aditivos (ionoforos), pueden ser
usados en la preservacion de la salud ruminal y mejorar el comportamiento productivo
animal (Ortufio et al. 2014; Malekkhahi et al., 2015; Loya-Olguin et al., 2019; Garcia-
Galicia et al. 2020 & Haro et al., 2020) estos aditivos no antibiéticos de acuerdo a los
resultados publicados pueden modificar la composicion quimica, el color, vida de
anaquel, suavidad y mejorar el perfil de los acidos grasos de la carne de corderos,

cuando se les suministran.

Los resultados publicados con el uso aceites esenciales en la finalizacion de corderos,
en las caracteristicas fisico-quimicas de la carne, son muy variables. Smeti et al. (2013)
no observaron efectos de los aceites esenciales de romero en la oxidacion de lipidos, ni
en la decoloracion de la carne (coordenadas L*, a*, b*); sin embargo, en un estudio

posterior Smeti et al., (2018) administraron aceite esencial de romero (0.3 y 0.6 mL d?)
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a corderos a través del concentrado o de forma directa via oral. Los resultados no
mostraron alteraciones en las coordenadas de color, pero los atributos sensoriales (sabor
y aceptabilidad) fueron mejorados, ademas, se incrementé el nivel de acidos grasos
poliinsaturados y el nivel de w6. Por su parte, Ortufio et al. (2014), administraron dosis
crecientes (0, 200 y 400 mg kg de alimento) de extracto de romero a dietas de corderos
y observaron que la decoloracion, oxidacion de lipidos y contaminacion microbiana se
redujeron, y se extendid la vida en anaquel de la carne. Simitzis et al. (2008)
administraron aceite esencial de orégano a corderos en dosis de 1 mL kg y observaron
gue se redujo la oxidacioén de lipidos en la carne y se mejoré el color, pero no la suavidad.
En contraste, Garcia-Galicia et al. (2020) reportaron mayor suavidad de la carne al
administrar aceite esencial de orégano en dosis de 0.2, 0.3y 0.4 g kg* MS. Los estudios
de malato de calcio y su efecto en la calidad de la carne son escasos. Haro et al. (2020)
usaron &cido malico en dietas de corderos en finalizacidn y reportaron una mejora en las
coordenadas de color (a* y C*) pero no fue modificada la composicion quimica, pH o el
perfil de acidos grasos de la carne. Considerando los pocos estudios publicados del
malato de calcio en la calidad de la carne, y de los aceites esenciales, los estudios mas
recientes se han hecho solo con extractos individuales de romero y orégano, resulta
interesante evaluar si una mezcla de varios extractos de aceites esenciales, solos o
combinados con malato de calcio, pueden potencializar el efecto benéfico en la calidad
de la carne. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto del malato
de calcio, aceites esenciales (timol, carvacrol, eucaliptol y cinamaldehido) y su
combinacion, en las caracteristicas fisico-quimicas relacionadas con la calidad de la

carne de corderos finalizados con dietas altas en grano.
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3.4 MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacién se condujo de acuerdo con lo establecido en el reglamento de
uso y cuidado de animales destinados a la investigacion en el Colegio de Postgraduados
y la Norma Mexicana para el Cuidado de Animales (NOM-062-Z00-1999).

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la Granja Experimental del
Colegio de Posgraduados Campus Montecillo, México. La ubicacion geogréfica es 19°
28 4.26 LN, y 98° 53 42.18 LO, a una altitud de 2250 m, y una temperatura media anual
de 15.2°C (Garcia, 2004).

Se usaron 36 corderos machos con un peso vivo (PV) inicial de 20 £ 3 kg y 4 meses de
edad. Los corderos fueron alojados en forma aleatoria (aleatorizados de acuerdo, a su
peso inicial, en bloques completos al azar) en corraletas individuales bajo techo de 1.50
x 2 m, con piso de cemento y cama de aserrin, provistos de comedero individual y agua
limpia y fresca (botes de 20 L). Estos animales se desparasitaron con 1 mL 50 kg? PV
de Ivermectina (lIvomec F®) subcutanea, previo al inicio del experimento. Asi mismo,
tuvieron un periodo de adaptacion de 5 dias a las dietas y pasaron 56 dias en

finalizacion. Los corderos fueron pesados al inicio y final del periodo experimental.
3.4.1 Dietas experimentales

Se formuld una dieta basal (DB) para cubrir los requerimientos nutricionales para una
ganancia diaria de peso de 300 g d* (NRC, 2007). A la DB se le adicioné la mezcla de
aceites esenciales (AE) que contenia timol, carvacrol, eucaliptol y cinamaldehido (AE;
Emerald®, Nutryplus, México), malato de calcio (MC; Rumalato®, Norel, México) y la
combinacién de estos (Cuadro 13). Los tratamientos fueron: 1) DB; 2) DB + 150 g t* AE;
3)DB + 2.5 kg t1MC y 4) DB + 150 g t* AE + 2.5 kg t1 MC.
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Cuadro 13. Ingredientes y aporte nutrimental dieta basal.

Ingrediente Aporte (g kgt MS)
Maiz harina 60% fino 304

Sorgo harina 300

Pasta de soya 44% 169
Rastrojo maiz 150
Melaza de cafa al 49% 50

Vitasal ovino Plus engorda ® 20

Grasa de sobrepaso 5

Composicion quimica

Materia Seca (g kgt MS) 880.0
Proteina cruda (g kg* de MS) 150.0
Energia metabolizable (MJ kgt de MS) 11.3
Fibra detergente acido (g kg de MS) 110.6
Fibra detergente neutro (g kg de MS) 194.2
Extracto Etéreo (g kgt MS) 34.8
Calcio (g kg de MS) 11.5
Fosforo (g kgt de MS) 4

TComposicion declarada (g, mg, o Ul kg?): 240 g de Ca; 30 g de P; 20 g de Mg; 80 g de Na; 120
gde Cl;5gde K; 5gde S; 5mg de Cr; 4000 mg de Mn; 2000 mg de Fe; 5,000 mg de Zn; 100
mg de I; 30 mg de Se; 60 mg de Co; 500,000 Ul de vitamina A; 150,000 Ul de vitamina D; 1,000
Ul de vitamina E.

3.4.2 Sacrificio de los corderos y toma de muestras

Los corderos fueron pesados 24 h previo al sacrificio, y sacrificados en un rastro local,
de acuerdo con lo establecido en el reglamento de uso y cuidado de animales destinados
a lainvestigacion en el Colegio de Postgraduados y a la Norma Mexicana para el Cuidado
de Animales (NOM-062-Z00-1999). Los corderos sacrificados fueron desollados y
eviscerados manualmente. Los restos del sacrificio fueron embolsados, pesados y
registrados. Las canales de los corderos fueron lavadas con agua potable y dejadas en
ventilacion por 2 h. Posteriormente, las canales se pesaron y se tomaron muestras de 7
cm de ancho de la media canal izquierda, entre la 112 y 13?2 costilla del musculo
Longissimus dorsi con un peso promedio de 300 g, las cuales se identificaron, envasaron
en forma individual y se refrigeraron a 4°C para su posterior analisis. Las canales fueron
envueltas en bolsas de polietileno y refrigeradas, para registrar su peso frio a las 24 h

post mortem. Las variables que se determinaron en las muestras del Longissimus dorsi,
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fueron pH, temperatura, analisis quimico proximal, color, capacidad de retencion de
agua, fuerza al corte (carne cruday cocida), pérdida de agua por coccion y concentracion
de acidos grasos de cadena larga. El peso promedio del musculo Longissimus dorsi para

cada muestra fue de 300 + 3 g.
3.4.3 Temperaturay pH de la carne

La medicion del pH y temperatura se realiz6 en diferentes areas del musculo
(Longissimus dorsi), a las 0 y 24 h post mortem. El pH se midié con un potenciémetro
portatil con compensacion de temperatura automatica (HANNA® instruments, HI 99163,
USA). Después, las muestras fueron divididas en dos porciones iguales, identificadas y

almacenadas a -20 °C para analisis posteriores.
3.4.4 Composicion quimica de la carne

Para determinar la composicion quimica de la carne se pesaron muestras de 120 g del
musculo Longissimus dorsi de cada cordero, se identificaron, homogenizaron y molieron
en un molino para café (BRAUN®, México), y posteriormente se les determind el
contenido de grasa, humedad, proteina y colageno, por medio de un equipo de
espectroscopia de infrarrojo cercano NIR por sus siglas en inglés (FoodScan®, Foss,
Dinamarca) en la region de 850 a 1050 nm equipado con una calibracién de redes

neuronales artificiales.
3.4.5 Color de la carne

A muestras de Longissimus dorsi de cada cordero se les elimind el tejido graso
manualmente, se hicieron tres mediciones del color por muestra a las 0, 3, 6, 12, 24, 48,
72, 96, 120, 144, 168, y 192 h post mortem, con un colorimetro marca (Konica Minolta
CM-700 d). Las coordenadas de color fueron expresadas siguiendo el sistema CIELab

(Internationale Beleuchtungskommission, 2004) como “L” (luminosidad), “a” (coordenada
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roja a verde), “b” (coordenada amarilla a azul). Los valores de croma (C*) y angulo hue

(H*) fueron calculados como: C* = (a*2 + b*2) 0.5 y H* =tan — 1 (b* / a*), respectivamente.
3.4.6 Retencidn de agua

La capacidad de retencién de agua (CRA), se determiné por el método de centrifugaciéon
(Leal y Jiménez, 2015). Se pesaron 5 g por triplicado de carne finamente picada y sin
tejido graso, y se colocaron en tubos para centrifuga de 50 mL (Nalgen), se
homogenizaron con 8 mL de solucion de cloruro de sodio a 0.6 M, se agitaron con una
varilla de vidrio y se colocaron los tubos en bafio de hielo durante 30 minutos y en
refrigeracion a 4°C. Posteriormente, se centrifugaron durante 15 minutos a 15,652 g en
una centrifuga (modelo J2-HS, BECKMAN), se recogio el sobrante por decantacion y

se midi6 el volumen final utilizando la siguiente férmula: mL de NaCl 0.6 M/100 g de carne
= (Vi—g) 100 ddénde: Vi= Volumen inicial de solucién de NaCl 0.6 M (8ml); Vs=

Volumen recuperado del sobrenadante (después de la centrifugacion); m= Peso de la
muestra (5 g). Los resultados se reportaron como los mL de solucion retenida en 100 g

de carne.
3.4.7 Pérdida de agua por coccion

El porcentaje de pérdida de agua por coccion (PPC) se determiné de acuerdo con lo
propuesto por Bejerholm y Aaslyng (2004). Con la finalidad de evaluar una metodologia
préxima a lo que hace el consumidor, se hicieron filetes de 5 g y 1.5 cm de espesor de
carne cruda de 24 h de maduracion. Se pesaron y fueron cocidas en un sartén a 155°C,
girando la carne cada 2 min hasta alcanzar una temperatura interna de 70°C, (la
temperatura se midid introduciendo un termémetro). Posteriormente, las muestras se
enfriaron durante 15 min a temperatura ambiente, (20 a 25 °C), y se pesaron. El PPC se
calculd con la ecuacion, donde Pi es el peso inicial de la muestra y Pf el peso final de la

muestra.

PPC = 100

(7)
Pi
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3.4.8 Fuerza de corte

La fuerza o resistencia al corte de la carne cruda y cocida se midié por el método de
Warner-Bratzler (WB) y se determin6 de acuerdo con lo establecido por AMSA (1995).
Los filetes se cocieron con la misma metodologia descrita anteriormente para determinar
la PPC. Los filetes de la carne cruda y cocida fueron perforados transversalmente
(paralelo a las fibras musculares) en tres diferentes sitios. Se midié la fuerza de
cizallamiento mediante una célula Warner-Bratzler (WB) con el borde cortante de ranura
triangular montado en Salter Modelo 235 (cizalla de carne Warner-Bratzler, GR
manufacturing Co. 1317 Collins LN, Manhattan, Kansas, 66502, EE. UU.) asociada a un
texturometro (TAXT Express Standard, Stable Micro Systems Surrey, UK). Este método
midié la fuerza necesaria (kg/cm?) para cortar el bocado de carne. Los datos se

expresaron en kg fuerza.
3.4.9 Contenido de acidos grasos en la carne

La determinacion de acidos grasos (AG) de cadena larga en la carne se realizo de
acuerdo con Jenkins (2010), con una esterificacion y trans-esterificacion catalizada por
cloruro de hidrégeno metandlico al 5%. Las muestras de carne preparadas se analizaron
mediante cromatografia de gases (Cromatografo de gases HP6890 con detector de FID,
con inyector automatico), con una columna cromatografica (100 m x 0.25 mm x 0.20 ym;
SUPELCO SP-2560). La identificacion de los picos se hizo comparando los tiempos de
retencién de las incognitas con la mezcla estandar SupelcoTM 37 Component FAME
(Sigma). Los AG se cuantificaron como ésteres metilicos (FAME) (French et al.,
2000). Los FAME se separaron y determinaron mediante cromatografia de gases la
cantidad de AG saturados (AGS), AG mono insaturados (AGMI) y AG poliinsaturados
(AGPI). Se calcularon los indices de acidos grasos de interés para la salud humana: P/S=
proporcién AGPI / AGS, P/S2= proporcion AGPI / (AGS-C18:0). Se rest6 el aporte del
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C18:0 debido a que no es considerado y es hipercolesterolémico (Diaz et al., 2005), ATT=
potencial antitrombotico (C20:3+C20:5 n-3) / C20:4 n-6.

3.4.10 Analisis estadistico

Se utilizé un disefio de bloques completos al azar. Todos los datos fueron analizados con
la prueba de Shapiro-Wilk para determinar su normalidad. Los valores de composicion
guimica, perfil de acidos grasos, fuerza de corte, capacidad de retencion de agua y
pérdidas por coccion de la carne fueron analizadas empleando el PROC GLM de SAS
9.4, con el tipo de dieta, bloque (con dos unidades experimentales por tratamiento dentro
de blogue) y su interaccion como efectos fijos. EI modelo estadistico fue: Yik=p + Ti + f;
+ (TB);j + €ix; Donde: Yix = la observacion k en el tratamiento i y bloque j; p = la media
general; 1; = el efecto de tratamiento i; §j = el efecto del bloque j; (TB)ij = el efecto de la
interaccion de tratamiento i y bloque j; €ix = es el error aleatorio con media 0 y varianza

o2,

Los datos de color de la carne se analizaron con el PROC MIXED de SAS 9.4 en un
disefio de medidas repetidas en el tiempo donde el tipo dieta (TRAT: CTL, AE, MC,
AE+MC), horas de almacenamiento (TIEMPO: 0 a 192 horas) y su interaccion
(TRATXTIEMPO) fueron considerados como efectos fijos, mientras un cordero individual
dentro de tratamiento se consideré como efecto aleatorio. La estructura de covarianza
fue simetria compuesta. El modelo estadistico fue el siguiente: Y=y + Ti + jj + tk + Bj +
(T"t)ik + €ik; Donde: p = la media general; 1; = el efecto de tratamiento i; t = es el efecto
del tiempo k; (T*t)ik = el efecto de la interaccidén entre tratamiento i y tiempo k;djj= error
aleatorio con media 0 y varianza o2 q, la varianza entre animales (sujetos) dentro de
tratamiento, igual a la covarianza entre medidas repetidas dentro de animales; ¢ix = es el

error aleatorio con media 0 y varianza o2, la varianza entre medidas dentro de animales.

Cuando se detectaron diferencias la comparacién de medias se realizd la prueba de

Tukey considerando diferencias con a= 0.05 y tendencias cuando a= 0.1.
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSION
3.5.1 Composicion quimicay pH de la carne

No hubo diferencias en la composicion quimica de la carne (P>0.05) entre tratamientos
(Cuadro 2). Los valores promedio de humedad, proteina y grasa coinciden con los
reportado por Junkuszew et al. (2020). La ausencia de efectos de los aceites esenciales
sobre la composicién quimica de la carne de corderos ya ha sido reportada por Yagoubi
et al. (2018), Smeti et al. (2018) y Rivaroli et al. (2016) en bovinos. Por su parte Haro et
al. (2020) observaron que el acido malico tampoco modifica la composicion quimica de
la carne de corderos. La ausencia de efectos en la composicion quimica de la carne pudo
deberse a que la dieta basal fue la misma para todos los tratamientos o bien porque las
cantidades usadas de los aditivos no permitié que la fermentacion ruminal se modificara
lo suficiente para favorecer la tasa de deposicion de grasa y proteina muscular, como se

ha observado en otros estudios (Malekkhahi et al., 2015).

El colageno fue mayor (P < 0.05) en el tratamiento con aceites esenciales mas malato
de calcio que los grupos control y malato de calcio. El contenido de colageno varia en
funcion de la raza, aptitud productiva, precocidad y la edad, adicionalmente, en animales
con alta tasa de crecimiento, la tasa de reposicion de proteinas y de colageno, también
es alta (Rivaroli et al., 2016). En este estudio los corderos del grupo control o
suplementados con malato mostraron menor contenido de colageno, probablemente
relacionado con la menor ganancia de peso observada en el estudio de desempefio
productivo (Ortiz et al., 2021).

El pH inicial y 24 h post mortem fueron mayores (P < 0.05) en la carne de los corderos
suplementados con aceites esenciales o aceites esenciales mas malato de calcio
(Cuadro 14Cuadro 14). Los valores de pH final son similares a los reportados por Yagoubi
et al. (2018), pero inferiores a los reportados por Smeti et al. (2018). El pH post mortem
es un pardmetro muy importante en la calidad de la carne, ya que después de 24 h las
reservas de glucogeno son agotadas y el pH se estabiliza (Yagoubi et al., 2018).

El pH a 24 h post mortem, en un rango entre 5.57 y 5.6, se asocia a un color claro de la

carne y evidencian un proceso de sacrificio adecuado, mientras que un pH mayor a 5.6,
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se asocia con carnes oscuras, lo cual es comun en animales pesados y estresados al
sacrifico con menos reservas de glucogeno en el musculo (Smeti et al., 2018). McGeehin
et al. (2001) reportaron que los factores mas importantes que afectan el pH a las 24 h
post mortem son el sexo, peso de la canal fria (R?= 0.80) y, en menor medida, la edad y
temperatura ambiental. El pH alto a las 24 h post mortem en la carne de corderos del
grupo tratado con aceites esenciales o0 aceites esenciales mas malato de calcio

probablemente se asocie con el mayor (P < 0.05) peso de la canal fria (Ortiz et al., 2021).

Cuadro 14. Composicién quimica (g 100 g*) y pH de la carne de corderos
suplementados con aceites esenciales, malato de calcio y su combinacion.
TRATAMIENTO?

PARAMETROS CTL AE MC AE+MC EEM*  Valor de P
n 9 9 9 9

Humedad 71.91 71.31 71.79 71.72 0.35 0.66
Proteina 21.86 21.72 22.18 22.23 0.19 0.34
Grasa 4.77 531 4.57 4.19 0.36 0.18
Colageno 1.43° 1.49% 1.40° 1.582 0.05 0.02
pH inicial 0 h 5.664 6.222 5.77¢ 6.07° 0.03 <0.0001
pH final 24 h 5.39 5.862 5.51b 5.722 0.04 <0.0001

aMedias en la misma fila con distinta literal son diferentes (P<0.05).

ZCTL= dieta sin aditivos; AE= mezcla de aceites esenciales (timol, carvacrol, eucaliptol); MC=
malato de calcio; AE+MC= combinacion de aceites esenciales y malato de calcio. *EEM= error
estandar de la media.

3.5.2 Perfil de acidos grasos

No hubo diferencias (P > 0.05) en el contenido total de &cidos grasos de la carne de
corderos. No se observaron diferencias (P > 0.05) en el contenido de acidos grasos

saturados, monoinsaturados o poliinsaturados entre tratamientos

(Cuadro 15). Sin embargo, el contenido de C20: 5 n-3 del grupo de corderos con aceites
esenciales y malato de calcio fue 0.3% mayor (P < 0.05) que en el grupo solo con aceites
esenciales. El contenido total de acidos grasos w3 fue mayor (P < 0.05) en la carne de
corderos suplementados con aceites esenciales y malato de calcio, pero no hubo

diferencias (P > 0.05) en el contenido total de 4cidos grasos w6 entre tratamientos.
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Cuadro 15. Composicion de acidos grasos (% del total de acidos graso) de la carne de corderos suplementados con
aceites esenciales, malato de calcio y su combinacion (media + error estandar).

TRATAMIENTO#

PARAMETROSY CTL AE MC AE+MC Valor de P
n 6 8 7 7

Cl14: 0 1.90+0.11 1.89 +0.09 1.89 +0.10 1.84+0.11 0.99
C16:0 22.07 +0.54 23.44 + 0.48 22.70 +0.51 23.07 +0.51 0.35
Ci18:0 15.72 £ 0.59 14.79 £ 0.52 16.33 £ 0.56 15.06 + 0.56 0.27
Cl4:1 0.06 £0.01 0.05+0.01 0.05+0.01 0.06 £0.01 0.53
C15:1n-5 0.37 £0.03 0.40 £ 0.03 0.40 £ 0.03 0.33+0.03 0.40
C16: 1 n-7 2.15+0.09 2.24 +0.08 2.11 £ 0.08 2.21+0.08 0.67
C17:0 1.69 £ 0.15 1.68 +0.14 1.82+0.15 1.48 £ 0.15 0.47
Clr:1 1.36 £ 0.10 1.17+0.08 1.15+0.09 1.22 +0.09 0.41
C18: 1 n-9trans 3.16 +0.43 4.45 + 0.38 3.68 +0.41 3.29+041 0.17
C18: 1 n-9cis 42.04 +£1.03 40.96 £ 0.91 40.68 + 0.97 40.99 £ 0.97 0.79
C18: 2 n-6¢is 4.19+0.32 3.96 +0.28 3.77 £ 0.30 4.69 +£0.30 0.23
C18:3 n-6 0.11+0.01 0.12+0.01 0.10+0.01 0.12+0.01 0.24
ALC 0.07£0.01 0.08 £0.01 0.08 £0.01 0.08 £0.01 0.90
C20:1n-9 0.06 £0.01 0.06 £ 0.00 0.06 £0.01 0.07+£0.01 0.82
C20: 3 n-6 0.12+0.01 0.10+0.01 0.13+0.01 0.14 £ 0.01 0.09
C20: 4 n-6 1.30+0.11 1.10+0.10 1.04 £0.10 1.31+0.10 0.22
C20:5n-3 0.91 + 0.072° 0.77 £ 0.06° 0.83 + 0.072° 1.07 +0.072 0.05
C20: 3n-3 0.21+0.04 0.21+0.03 0.21+0.04 0.22 +0.04 0.99
Total, AGS 39.69 + 0.63 39.80 + 0.56 40.92 £ 0.60 39.66 + 0.60 0.43
Total, AGMI 51.26 £ 0.77 50.96 + 0.68 50.43 +£0.73 49.67 £ 0.73 0.48
Total, AGPI 7.17 £0.52 6.00 =+ 0.46 6.23 £ 0.49 7.76 £0.49 0.10
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TRATAMIENTO#

PARAMETROSY CTL AE MC AE+MC Valor de P
Total, w9 47.45 +0.81 47.66 + 0.76 46.52 + 0.76 46.54 + 0.76 0.64
Total, w6 5.91+0.39 5.61 +0.37 5.12 +0.37 6.33 + 0.37 0.22
Total, w3 1.12 +0.08% 0.98 + 0.07° 1.04 £ 0.07° 1.37 +£0.072 0.02
P/SX 0.18 £0.01 0.15+0.01 0.15+0.01 0.20+0.01 0.08
P/S2W 0.30 £ 0.02 0.24 £ 0.02 0.25+0.02 0.32 £0.02 0.09
ATTY 0.85+0.12 0.98 £0.13 0.99+0.11 1.17+£0.11 0.32

abMedias en la misma fila con distinta literal son significativamente diferentes (P<0.05). ?CTL= dieta sin aditivos; AE= mezcla de aceites
esenciales (timol, carvacrol, eucaliptol); MC= malato de calcio; AE+MC= combinacién de aceites esenciales y malato de calcio; YALC
= &cido linoleico conjugado; AGS= acidos grasos saturados; AGMI= &acidos grasos monoinsaturados; AGPI= &cidos grasos
poliinsaturados; w3= omega 3; w6= omega 6; w9= omega 9. *P/S= proporcién AGPI / AGS. WP/S2= proporcion AGPI / (AGS-C18:0).
VATT= potencial antitrombético (C20:3+C20:5 n-3) / C20:4 n-6
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La proporcién P/S tendié a ser mayor (P < 0.1) en la grasa de los corderos con aceites
esenciales mas malato de calcio que en los demas tratamientos. La proporcion
AGPI/AGS en los corderos con aceites esenciales mas malato de calcio tendié a ser
mayor (P < 0.1) que la carne de los grupos con malato calcio o aceites esenciales pero
similar al grupo control. El potencial antitrombdético (ATT) es un indice que toma en cuenta
los roles especificos de los acidos grasos individuales sobre la salud humana. En este
estudio no se observaron diferencias entre tratamientos, con un valor promedio de 1, lo
gue coincide con valores reportados en la grasa intramuscular de corderos alimentados
con dietas estandar, sin aditivos, de algunos paises de América y Europa (Diaz et al.,
2005).

La concentracion total de acidos grasos w3 fue mayor al 0.66% reportado por Haro et al.
(2020), en corderos suplementados con acido malico, pero inferior al 1.87% reportado
por Garcia-Galicia et al. (2020) en corderos suplementados con 0.4 g kg de MS de
aceite esencial de orégano. Una baja proporciéon w6/w3 es deseable como medio para
reducir las enfermedades crénicas de alta incidencia en sociedades occidentales y

paises en desarrollo (Junkuszew et al., 2020).

En este estudio la relacion w6/w3 del grupo control fue 5.3, pero en el grupo con aceites
esenciales mas malato fue 4.6. Junkuszew et al. (2020) encontraron una relacion w6/w3
de 8.83 en corderos, pero en ovejas adultas la relacion fue 4.5, similar a lo observado en
esta investigacion. La proporcion w6/w3 depende principalmente de la nutricion y, en
especial, de las fuentes de acidos grasos y su metabolismo en rumen como lo reportaron
Romero-Bernal et al. (2017) quienes suplementaron corderos con heno de ryegrass,

harina de pescado o harina de soya.

El perfil de &cidos grasos predominantes en el rumen, dependiendo si los corderos se
finalizan en pastoreo o con dietas altas en almidon y el tipo de modificador de la
fermentacion ruminal que se esté incluyendo en la dieta, también puede ser un factor a
considerar (Garcia-Galicia et al., 2020). Una grasa con nivel alto de omega 3 y con una

relacion w6/w3 de 4, se ha asociado con un 70% de descenso en la mortalidad debida a
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enfermedades cardiovasculares, y una relacion de 2.5 reduce la proliferacion de células

cancerosas en el recto (Simopoulus, 2008).
3.5.3 Resistencia al corte

La fuerza de corte de la carne cocida de corderos suplementados con aceites esenciales
fue menor (P < 0.05) a la del grupo control o con malato de calcio, pero similar al grupo
tratado con aceites esenciales mas malato de calcio. La fuerza de corte de la carne cruda
fue mayor (P < 0.05) en el grupo testigo que en la de los corderos con aceites esenciales
pero similar con los demas tratamientos (Cuadro 16Cuadro 16).

Cuadro 16. Resistencia al corte, capacidad de retencion de agua y pérdida de agua por
coccion de la carne de corderos suplementados con aceites esenciales, malato de
calcio y su combinacion.

TRATAMIENTO?

PARAMETROSY CTL AE MC AE+MC EEMX  Valor de P
FCWB carne cocida, kg 3.562  2.60°  3.392 3.102 0.16 <0.01
FCWB carne cruda, kg  5.772  4.84°> 5333 5243 0.17 <0.01
CRA, % 2473 27.47 27.20 27.53 1.20 0.33
PPC, % 33.13 33.37 37.07 33.15 1.42 0.19

abMedias en la misma fila con distinta literal son diferentes (P<0.05). ?CTL= dieta sin aditivos;
AE= mezcla de aceites esenciales Emerald® (timol, carvacrol, eucaliptol); MC= malato de calcio
Rumalato®; AE+MC= combinacién de Emerald® y Rumalato®. YFCWB= fuerza de corte Warner-
Bratzler; CRA= capacidad de retencion de agua; PPC pérdida de agua por coccién. XEEM= error
estandar de la media.

La reduccion de la fuerza de corte de la carne cocida de corderos suplementados con
aceites esenciales coincide con lo reportado por Garcia-Galicia et al. (2020) en corderos
suplementados con 0.2, 0.3y 0.6 g kg-1 de MS aceite esencial de orégano; sin embargo,
Simitsiz et al. (2008) no observaron diferencias con 1 mL kg-1 de MS del mismo

suplemento.

Algunos de los factores intrinsecos que afectan la textura de la carne son el contenido y
solubilidad del colageno, el diametro del sarcémero, el contenido de grasa intramuscular
y la protedlisis de las calpainas durante la maduracién (Garcia-Galicia et al., 2020). Es
en esta investigacion un analisis de contrates mostré que el contenido de grasa en la

carne de los corderos suplementados con aceites esenciales tendié (P = 0.06) a ser
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mayor en 18% que en los demas tratamientos, y esto podria en parte explicar la mayor
suavidad de la carne de corderos del grupo aceites esenciales, ya que existe una
asociacion positiva entre el contenido de grasa y la suavidad de la carne (Watkins et al.,
2013).

No hubo diferencias (P > 0.05) en la capacidad de retencion de agua o pérdida de agua
por coccion de la carne entre tratamientos (Cuadro 4). Haro et al. (2020) no observaron
diferencias en la capacidad de retencion de agua de corderos suplementados con acido
malico. La suplementacion con aceites esenciales de mirto o romero en corderos, ovejas
0 cabras tampoco afectaron la pérdida por coccion de la carne (ben Abdelmalek et al.,
2019; Smeti et al., 2020). El pH de la carne afecta la pérdida de agua, incrementandose
esta conforme el pH es mas acido (Atti et al., 2013). En la presente investigacion, el pH

de la carne 24 h post morten no mostré descensos drasticos.
3.5.4 Color de la carne

En la Figura 8Figura 8 se muestra el comportamiento de los parametros de color (L*, a*,
b* y C*) de la carne en los diferentes tratamientos. No hubo diferencias (P > 0.05) en
estos parametros o interacciones tratamiento x tiempo entre tratamientos. Sin embargo,
el tiempo modifico (P < 0.05) todos los parametros, lo cual coincide con lo reportado por
Ortufio et al. (2014). La transformacion gradual de la carne de un color rojo brillante a un
color marron fue reflejada en términos de las coordenadas CIELab con un incremento en
L*, b* H* (Figura 9Figura 9), acompafiado con una reduccién de a* y C* en la carne de

todos los grupos.

La ausencia de efecto de los aceites esenciales, malato de calcio y su combinacion en
los parametros de color de la carne coincide con lo reportado por Ortuiio et al. (2014)
guienes administraron extractos destilados de romero en dosis de 200 o 400 mg kg de
alimento a corderos en finalizacion de la raza Segurefia y no observaron diferencias en
los pardmetros de color a los siete dias. Smeti et al. (2018) tampoco observaron
diferencias en los parametros L*, a*, b*, C* y H* medidos a las 24 h en corderos en
finalizacion suplementados con aceites esenciales de romero, al igual que Yagoubi et al.

(2018), quienes no reportaron diferencias en los parametros L*, a*, b* en la carne de

83



corderos suplementados con destilados de extracto de romero. Estos resultados
contrastan con los de Haro et al. (2020) quienes observaron diferencias en los
pardmetros de color de la carne medidos a las 24 h, en corderos suplementados con

acido malico.

El color de la carne es afectado por nhumerosos factores como la raza, alimentacion,
edad, peso al sacrificio, estrés en el sacrificio y las condiciones de almacenamiento de
la carne, entre otros (Haro et al., 2020). En este estudio las condiciones de alimentacion,
raza, manejo en el proceso de finalizacion, y en el sacrificio fueron similares, por lo que
se piensa que las dosis empleadas de aceites esenciales o malato de calcio no fueron

suficientes para generar un cambio detectable.

El color de la carne es crucial para asegurar la apreciacion positiva del consumidor, ya
gue éste normalmente asocia un color rojo brillante con carne fresca y de calidad (Wood
et al., 2008). En este estudio el parametro L* tuvo un promedio de 40.8 indicando que
fue una carne dentro de un rango de aceptabilidad media. Carne con valor de L* igual o
superior a 34 es aceptable y una con L* cercana a 44 se considera el valor de
aceptabilidad ideal para el 95% de los consumidores (Khliji et al., 2010).
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Figura 8. Coordenadas CIELab de color (Mediatz EEM), L*(A), a*(B), b*(C) y croma calculado
(C*) (D) de carne de corderos suplementados con aceites esenciales, malato de calcio y su
combinacion.
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Figura 9. Angulo de matiz (Media + EEM) de carne de corderos suplementados con aceites
esenciales, malato de calcio y su combinacion.
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3.6 CONCLUSIONES

Los aceites esenciales solos o combinados con malato de calcio en la dieta de corderos
en finalizacion, mejoran el pH de carne, aumentan la terneza de la carne cocida,
incrementan el contenido total de acidos grasos w3 en la grasa, sin modificar el color,
composicién quimica o capacidad de retencion de agua, lo que significa que estos

aditivos pueden mejorar la calidad de la carne de corderos.
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CONCLUSIONES GENERALES

La finalizacion de corderos con dietas para alta ganancia diaria de peso puede mejorar
en peso de la canal fria y rendimientos en canal caliente y fria si a la dieta se le agrega
una mezcla de aceites esenciales. Los componentes del proceso de finalizacion de
corderos no se mejoran cuando la dieta para alta ganancia diaria de peso es adicionada
con malato de calcio o su combinacion con aceites esenciales. Los indicadores
econdmicos fueron mejores en los corderos complementados con aceites esenciales; se
encontré que la adicion de aceites esenciales, pero no su combinacion con malato de
calcio, tiene el potencial de incrementar la degradabilidad efectiva de la fraccién insoluble
pero potencialmente degradable de la MS y reducir la produccion de CHa in vitro de dietas
altas en almidon para corderos en etapa finalizacién. Los aceites esenciales solos o
combinados con malato de calcio en la dieta de corderos en finalizacion, mejoran el pH
de carne, aumentan la terneza de la carne cocida, incrementan el contenido total de
acidos grasos w3 en la grasa. A la vez no modifica el color, composicion quimica o
capacidad de retencion de agua. En cierta manera, estos aditivos pueden mejorar la

calidad de la carne de corderos.
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