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RESUMEN
El objetivo fue obtener y caracterizar los extractos de Larrea tridentata, Origanum vulgare, Artemisa
ludoviciana y Ruta graveolens para utilizarlos en la digestibilidad ruminal in vitro y cuantificar su produccién
de gas, &cidos grasos volatiles y de metano. Se determiné la composicion quimica de los extractos por
cromatografia de gases y para la produccién de gas in vitro se utilizé fluido ruminal. La determinacién de
acidos grasos volétiles se efectud por cromatografia de gases. El metano se infirié con la concentracion de
acidos grasos volatiles. Para la composicién quimica se identificaron en los extractos los compuestos:
terpineno, limoneno, linalool, timol y carvacrol. En la digestibilidad el que menor concentracion de gas
produjo a un volumen de 100 uL de extracto fue L. tridentata y el metano se reporta 1.4 veces mas que el
control de alfalfa (0.514 mL g?). Para la concentracion de 330 pL del extracto O. vulgaris, presentd
inhibicién de metano con respecto al control de alfalfa. Se concluye que el extracto cuatro de O. vulgaris
fue el que presenté una mejor digestibilidad con respecto a la produccion de gas, AGV (acidos grasos
volatiles) y menor concentracion de metano con respecto al control.
Palabras clave: extractos de plantas, Acidos grasos volatiles y Metano.

ABSTRACT
The objective was to obtain and characterize plant extracts of Larrea tridentata, Origanum vulgare, Artemisa
ludoviciana and Ruta graveolens to be used in ruminal digestibility in vitro and to quantify the production of
gas, volatile fatty acids and of methane. The chemical composition of the extracts was determinate by gas
chromatography. Ruminal fluid was estimated according to Theodorou methodology for in vitro gas
production. The determination of volatile fatty acids was carried out by gas chromatography. Methane was
inferred from the concentration of volatile fatty acids. For the chemical composition, the following
compounds was identified in the extracts: terpinene, limonene, linalool, thymol and carvacrol. In the
digestibility that less gas produced at a volume of 100 pL of extract was L. tridentata and methane is reported
1.4 times more than the standard of alfalfa (0.514 mL g1). For the concentration of 330 uL of the extract O.
vulgaris was present inhibition of methane with respect to the control of alfalfa. This concluded that the
extract four of O. vulgaris was the one that presented a better digestibility with respect to gas production,
AGV and lower concentration of methane with respect to the control.
Keywords: Plant extracts, Volatile fatty acids and Methane.
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INTRODUCCION

El metano (CHa), producido por los rumiantes domeésticos representa una pérdida del 2
al 12 % de la ingesta de energia bruta (EB) (Hristov et al., 2015, Moumen et al., 2016),
ineficiencia importante en los sistemas de produccion de estos (Moss et al., 2000,
Moumen et al., 2016). Un mol de CHg, tiene la misma EB como para eliminar acetato; es
decir 0.88 MJ mol?, asi la energia metabolizable neta de cualquier dieta aumenta el poder
reductor de la formacion CHa en los productos finales que son utilizables por el rumiante.
Un ovino adulto consume 22 Kg materia seca (MS), con pérdida promedio de energia
bruta (EB) del 6 %, y produce alrededor de 27 mol CHa4, que equivale a 2.5 kg de glucosa
fermentada a 27 mol de acetato (Johnson et al., 1991, Moss et al., 2000).

La fermentacion y degradacion ruminal es principalmente el resultado de la actividad de
bacterias, protozoos y hongos que habitan en el rumen del animal, los cuales actlan
sobre las diferentes fracciones que componen el alimento. De manera patrticular, esta
microflora ruminal hace posible que la fraccion fibrosa ingerida que no puede ser
enzimaticamente digerida por el animal, sea degradada y fermentada hacia acidos grasos
volatiles, gases de fermentacion y calor; o incorporada a la materia microbiana digestible
(Alejos et al., 2018).

Galicia et al. (2017), sefialan que la capacidad de adaptarse rapidamente a los cambios
del entorno es una de las principales caracteristicas de la célula bacteriana; el rumen es
un entorno altamente dinamico, y ninguno de los cambios es permanente, debido a las
diversas especies microbianas que se encuentran en el rumen. Redes de transduccion
de sefiales, son las vias de procesamiento de informaciéon que reconocen diversos
estimulos fisicos y quimicos, amplificacion, procesamiento de sefales y que
desencadenan las respuestas de adaptacion de la célula bacterianas.

Getachew et al. (2005) y Tapio (2017), mencionan que la fermentacién microbiana que
ocurre en el rumen, genera productos que pueden ser aprovechables por el animal; tales
como los acidos grasos volatiles, proteina microbiana y otro tipo de productos que se
consideran desechos, como el dioxido de carbono y el metano. La fermentacion
microbiana de la fibra comprende varias acciones secuenciales, las cuales son sefialadas
por France (2005) y éstas son: hidratacion, adherencia de los microorganismos
apropiados, liberacion de una mezcla de enzimas hidroliticas y finalmente hidrolisis. La
liberacion resultante de mondmeros es seguida por su posterior degradacion intracelular
en acidos grasos volatiles (AGV) y gases de fermentacion.

Debe considerarse que, junto a los carbohidratos, la fermentacion de los lipidos y proteina
de la racion también contribuyen en la produccién de acidos grasos volatiles; siendo
menor para los lipidos y considerable para las proteinas cuando las dietas tienen alto
contenido de proteina degradable en el rumen (Popova et al., 2017). Para la poblacion
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microbiana, la mayoria de estos AGV constituyen productos de desecho; pero para el
rumiante representan la principal fuente de energia absorbida, lo que corresponde de un
50 a 70 % de la energia digestible (Zhang, 2017). Se reporta que del 6 al 10 % de la
energia bruta consumida por una vaca se convierte a metano, y se elimina por via
respiratoria (Eckard et al., 2010). El exceso de dihidrégeno (H2) generado durante la
conversion de glucosa a acido aceético o butirico, y el CO2 producido por la
descarboxilacion de metabolitos durante la fermentacion, son utilizados por arqueas
metanogénicas; las cuales los utilizan como sustratos para formar metano (Alayon et al.,
2018). Cabe resaltar la relevancia de los protozoos en los procesos de formacion de
metano, pues ellos mantienen una relacion simbidtica con las arqueas metanogénicas,
con quienes estan asociados intra y extracelularmente y realizar la transferencia de este
hidrogeno (Hook et al., 2010).

Existen metodologias usadas para reducir la cantidad de CHa producido por los
rumiantes; entre ellas la implementacion de aditivos quimicos en la alimentacion del
ganado; sin embargo, el uso de estos se ha visto limitado por la aparicion residual en los
productos de consumo humano, lo que originé su prohibicién en algunas legislaciones,
como la de la Union Europea en enero de 2006 (Alejos et al., 2018). Estas medidas dieron
origen a la busqueda de nuevas estrategias y alternativas orientadas al uso de aditivos
naturales, como los extractos de plantas; los cuales son una opcién en la alimentacion
del ganado para modificar su fermentacion ruminal de manera positiva y mitigar las
emisiones de CH4 entérico (Wallace, 2004).

Por ello, las practicas orientadas a la mitigacion de metano, pueden constituirse en
factores importantes que impactan en la rentabilidad de un sistema de produccion (Alayén
et al., 2018). En este sentido, es importante considerar que cualquier practica de
mitigacion que requiera una inversién adicional y que no sea compensada por agentes
externos, o que afecte a la productividad animal, o aumente los costos de produccion; es
muy probable que se ha rechazado por el productor (Gerber et al., 2013).

Una alternativa de mitigacion para evitar incrementos en la produccion de metano, es el
uso de extractos de plantas; los cuales contienen compuestos bioactivos que han sido
investigados como alternativa en nutricibn animal, cambiando la degradabilidad y
fermentacion del alimento; este efecto esta relacionado con su actividad quimica y/o
propiedades antimicrobianas de los extractos (Patra y Saxena, 2010). Por lo tanto, el
objetivo fue obtener y caracterizar los extractos de plantas (Larrea tridentata, Origanum
vulgare, Artemisa ludoviciana y Ruta graveolens), para probarlas en la digestibilidad
ruminal in vitro y cuantificar la produccion de gas, AGV y produccion de metano.
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MATERIAL Y METODOS

Regién de estudio y recoleccién de muestras

El estudio se llevo a cabo en el estado de Zacatecas, México, se utilizaron plantas (hojas
y flor) de Larrea tridentata, Origanum vulgare, Artemisa ludoviciana y Ruta graveolens;
éstas fueron recolectadas de crecimiento silvestre durante primavera-verano de 2014 y
2015 de manera aleatoria. Cada una de las plantas fue secada a temperatura ambiente
durante dos semanas, posteriormente desecadas a 45 °C en un horno convencional
durante 24 h para eliminar la humedad; se molieron y almacenaron en bolsas de plastico.

Obtencion de los extractos de plantas

En la extraccion se utilizé 20 g de la muestra molida por cada 300 ml de etanol, al 70 %
(J.T. Baker); fue colocada en frascos color ambar. La mezcla se sell6 y agitod
vigorosamente por 10 min, se dejé macerar durante un mes a temperatura ambiente. El
sobrenadante se filtr6 (Whatman No. 2), para remover los restos del polvo de la planta 'y
el solvente fue evaporado en un extractor tipo Soxhlet a 85 °C. Se hicieron dos alicuotas;
una de ellas fue utilizada para determinar la composicién quimica del extracto y la otra
para evaluar la actividad antimicrobiana.

Composicion quimica del extracto por cromatografia de gases

Se determin6 mediante un cromatégrafo de gases (CG; Agilent Tecnologies serie 6890N),
empleando la columna polar DB_WAXetr. Las condiciones de trabajo fueron: temperatura
después de la inyeccion 250 °C, a una presion de 12.13 psi con un flujo de He 36.5 ml
min-. Las condiciones para la columna fueron: temperatura inicial 50 °C, de cero a dos
minutos, con un aumento de 10 °C hasta llegar a 250 °C; manteniendo esta temperatura
constante por 5 min, para luego descender a 50 °C por dos minutos, con un flujo de He
de 1.6 mL min a una presién de 12.13 psi y una velocidad promedio de 25 cm s,
Utilizando un detector de flama ionizante (FID) a una temperatura de 210 °C, con un flujo
de H2de 40 ml min y un flujo de aire de 450 ml mint. Previamente se realiz6 una curva
de calibracion, los estdndares utilizados fueron: grado reactivo, marca Sigma Aldrich:
carvacrol, timol, limoneno, linalol y terpineno, con un porcentaje de pureza de 98, 99.5,
98, 97 y 85 % respectivamente. Cada una de las determinaciones se realizo por triplicado.

Determinacion de la produccion de gas in vitro

Alimentacion de los ovinos

Para la produccion de gas in vitro se utilizé6 fluido ruminal de dos ovinos de pelo,
canulados, alimentados con una dieta que contenia 83 % de heno (50 % de alfalfa y 50
% de paja de trigo) y 17 % de concentrado (63 % maiz molido, 25 % de harinolina, 5.5 %
de carbonato de calcio, 5.5 % de fosfato mono-calcico, 0.5 % de pre mezcla de vitaminas
A, Dy E, 0.5 % de microminarales) (NRC, 2003). El alimento se proporcioné diariamente
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a las 08:00 y 16:00 horas, con acceso libre al agua. Se alimenté a los ovinos por 30 dias
antes de la extraccion del fluido ruminal, como tiempo de adaptacion a la racion.
Produccion de gas in vitro

Los extractos fueron adicionados de manera individual en cada una de las jarras de
digestibilidad, en diferente volumen (Agarwal et al., 2009); como control se utilizé el
sustrato de alfalfa sin la adicion de aditivos. La produccion de gas in vitro se determiné
empleando el método propuesto por Theodorou et al. (1994); para lo cual se utilizaron
unidades de fermentacién (UF) de 120 ml para cada muestra. En el registro de gas
producido, se utilizé6 un medidor de presion marca Sper Scientific; la presién de gas fue
acumulativa y determinada en unidades de presion (Psi); el tiempo de medicion fue a las
3,6,9, 12, 24 y 48 h. Para cada volumen de los diferentes extractos, se realizaron tres
repeticiones.

Determinacion de acidos grasos volatiles en liqguido ruminal

Los AGVs (acético, propionico y butirico) se cuantificaron por cromatografia de gases.
Las condiciones de trabajo fueron: temperatura de entrada después de la inyeccién de la
muestra es de 50 °C a una presién de 12.13 psi, con un flujo de He 36.5 ml min. Las
condiciones para la columna fueron: temperatura inicial 50 °C, de cero a dos minutos con
un aumento de 10 °C por minuto hasta llegar a 250 °C, manteniendo esta temperatura
constante por 5 minutos, para luego descender a 50 °C manteniendo por dos minutos
con un flujo de He de 1.6 ml min a una presiéon de 12.13 psi y una velocidad promedio
de 25 cm s,

Se utiliz6é un detector de flama ionizante (FID) a una temperatura de 210 °C, con un flujo
de Hz de 40 ml min-ly un flujo de aire de 450 ml min-l. Previamente se realizd una curva
de calibracion. Los estandares utilizados fueron: grado reactivo, marca Sigma Aldrich:
acético, propioénico y butirico; con un porcentaje de pureza de 99.5, 98 y 99 %
respectivamente. Cada una de las determinaciones se realizé por triplicado.

Determinacion de metano
El metano se infirid6 a partir de la concentracidon de AGV, mediante la aplicacion de
modelos matematicos no lineales establecido por Moss et al. (2000); donde se sefiala
que la produccion de CHa4 se puede calcular de forma estequiométrica, empleando la
siguiente ecuacion:

CH, = 0.45 C,(acetato) — 0.275 (propionato) + 0.4 C4 (butirato)

Andlisis estadistico

Se utilizé6 un disefio completamente al azar para determinar diferencias entre los
tratamientos y la prueba Tukey, para encontrar la diferencia entre los tratamientos con el
paquete estadistico SPSS®.



ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 Editorial Sergio Martinez Gonzalez abanicoacademico.mx/revistasabanico

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados en rendimiento de los extractos L. tridentata, O. vulgaris, A. ludiviciana y
R. graveolans (tabla 1), se deben al tiempo de concentracion de la muestra en el equipo
Soxleth, obteniendo el volumen del extracto (ml), equivalente al rendimiento en
porcentaje (w/w), esto depende segun el tiempo y modo de proceso, desde su recoleccion
hasta su extraccion. Los rendimientos de los extractos uno y dos de L. tridentata fueron
de 11.6 % y 30 % respectivamente, esto se debe a el tiempo de concentracién en el
equipo Soxleth.

Tabla 1. Rendimientos por cada 20 g de muestra
Volumen extracto  Rendimiento %

Muestra Extracto

(mL) (wiw)
1 L. tridentata (2014) 35 11.66
2 L. tridentata diluido (2015) 90 30
3 O. vulgare (2014) 415 13.83
4 O. vulgare (2015) 30 10
5 A. ludoviciana (2014) 36 12
6 A. ludoviciana diluido (2015) 105 35
7 R. graveolens (2014) 315 10.5

Para los extractos de O vulgaris, los rendimientos fueron de 13.8 % y 10 %. Albado et al.
(2001), informan diferentes rendimientos segun el tiempo y modo de proceso, desde su
recoleccion hasta su extraccion. Para A. ludiviciana el mayor rendimiento fue en el
extracto seis, con un 35 %, y el menor en el extracto cinco con un 12 %. Por ultimo, el
rendimiento del extracto de R. graveolans fue de 10.5 %.

Los extractos preparados se analizaron por cromatografia de gases para conocer su
composicién quimica. El tiempo de corrimiento de los estandares en el CG fue de 18 min.
con un tiempo de retencién para terpineno de 3.524 min., limoneno 3.62 min., linalol 4.218
min., timol 8.870 min. y carvacrol 9.456 min. El volumen de inyeccion tanto para
estandares como para muestras fue de 2 pyL. En la tabla 2 se muestran las
concentraciones empleadas de los estandares para la determinacién de la concentracion
en las muestras, lo que permitié realizar una curva de calibracién de la sefial medida en
funcién de la concentracién del andlito. La calibracién permitié estimar los parametros
para determinar la linealidad de esa curva, y en consecuencia la capacidad de un método
analitico para obtener resultados, que fueran directamente proporcionales a la
concentracion del compuesto en la muestra. En la tabla 3 se muestra la composicion
guimica de los extractos de L. tridentata O. vulgare, A. ludoviciana y R. graveolens.

Para la composicién quimica se determinaron carvacrol, timol, terpineno, linalool y
limoneno. En los extractos uno, dos y tres de L. tridentata se encontraron los compuestos
timol y carvacrol en concentraciones para timol de 4.30 mg mlt y 0.30 mg ml?

6
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respectivamente, obtenidos mediante el uso de la ecuacion de la regresion lineal de los
estandares utilizados. Mientras que carvacrol las concentraciones fueron 7.79 mg milty
4.43 mg ml?, siendo mayor la concentracion de este compuesto. Partes de las plantas
medicinales (raices, hojas, ramas, cortezas/tallos, flores y frutos) son comunmente ricos
en terpenos (carvacrol, citral, linalool y geraniol) y compuestos fendlicos (flavonoides y
acidos fendlicos), y estos han sido eficaces como aditivos alimentarios (Cai et al., 2004).

Tabla 2. Concentraciones de estandares empleadas para la determinacién quimica de extractos de
Larrea tridentata, Origanum vulgare, Artemisa ludoviciana y Ruta graveolens mediante
cromatografia de gases.

Estandar Timol Carvacrol Linalol Terpineno Limoneno
(mg ml-1) (mg ml-1) (mg ml-1) (mg ml-1) (mg ml-1)

1 10.37 8.28 7.74 7.15 8.49

2 5.18 4.14 3.87 3.57 4.24

3 2.59 2.07 1.93 1.78 2.12

4 1.29 1.03 0.96 0.89 1.06

5 0.64 0.51 0.48 0.44 0.53

6 0.32 0.25 0.24 0.22 0.26

Tabla 3. Composicidon quimica por cromatografia de gases

Muestra Extracto Terpineno Limoneno Linalool Timol Carvacrol
(mgmL?) (mgmL*) (mgmL*) (mgmL?) (mgmL™)
1 L. tridentata (2014) 0 0 0 4.303 7.798
2 L. tridentata diluido (2015) 0 0 0 0.302 4.434
3 O. vulgare (2014) 0 0.066 0.125 4.185 9.102
4 O. vulgare (2015) 0.063 0 0.100 4.360 10.750
5 A. ludoviciana (2014) 0.051 0 0.288 0.025 0.049
6 A. ludoviciana diluido (2015) 0 0 0.116 0.013 0.023
7 R. graveolens (2014) 0 0.060 0 0 0

En los extractos de O. vulgaris se encontré que el extracto tres, entre su composicion
esta el limoneno (0.6 mg ml?), linalool (0.125 mg ml?), timol (4.18 mg ml?) y carvacrol
(9.10 mg ml1); el extracto cuatro se encontré terpineno a una concentracion de 0.063 mg
mlL, pero no limoneno. Albado et al. (2001), reporta en aceites de orégano la presencia
de terpineoles, fenoles y compuestos relacionados metabdlicamente con el carvacrol al
9%y 12.19 % de terpineno.

En cuanto a la composicion quimica de los extractos de A. ludoviciana, se encontro el
extracto cinco: terpineno (0.051 mg ml?), linalool (0.288 mg mlt), timol (0.025 mg mlY) y
carvacrol (0.049 mg ml1). Para el extracto seis los compuestos fueron linalool (0.116 mg
ml1), timol (0.013 mg mlt) y carvacrol (0.023 mg ml?). Kordali et al. (2005) investigaron
la composicion quimica de A. ludoviciana, encontraron que el extracto contiene
principalmente anetol (81 %), beta-ocimeno (6.5 %), limoneno (3.0 %) y metileugenol (1.8

7
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%); ninguno de estos compuestos reportados fue identificados en el presente trabajo. En
el extracto de R. graveolans se encontré limoneno. De Feo et al. (2002) reportan que los
terpenoides constituyen 11.2 % del aceite de R. graveolans con a-pineno (1.3 %),
limoneno (3.0 %) y cineole (2.9 %), como los principales constituyentes de monoterpenos.
Los resultados coinciden con los autores en la determinacion de limoneno, mas no en la
concentracion.

En la figura 1 se observa la cinética de degradacion ruminal aplicando para la
modificacion de la fermentacién de extractos de las plantas L. tridentata O. vulgare, A.
ludoviciana y R. graveolens. En la técnica de produccion de gas in vitro se observé en el
extracto de L. tridentata a 100 uL mayor produccion de gas en el extracto uno (168.9 ml
g?) (figura 1); pero conforme aument6 la concentraciéon del extracto fue disminuyendo,
siendo a 665 pL de 50 ml g* (figura 3).
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Figura 1. Digestibilidades de extractos a una dosis de 100 pL dL! de liquido ruminal.

En las digestibilidades para los extractos de O. vulgaris a 100 uL, la mayor produccion de
gas se reporta en el extracto tres (98.54 ml g1), pero conforme aumenté la concentracion
del extracto también se increment la produccion de gas, a 665 L de 180.06 ml g*. Para
el extracto cuatro la produccion de gas fue (665 pL), de 181.41 ml g'. Para las
digestibilidades de los extractos de A. ludoviciana a 100 pL, 330 pL (figura 2) y 665 pL en
produccion de gas en los extractos cinco y seis fue muy similar 232 + 27 ml g*; en estas
digestibilidades no se ve un cambio si se adiciona mas o menos volumen. Por ultimo, el
extracto siete de R. graveolans reporta a 100 pL un volumen de 222.39 ml g%, a 330 pL
219.19 ml g!y a 665 pL 210.86 ml g* siendo mayor que el control de alfalfa empleado
(117.23 ml gb).
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Figura 2. Digestibilidades de extractos a una dosis de 330 pL dL! de liquido ruminal.
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Figura 3. Digestibilidades de extractos a una dosis de 665 pL dL* de liquido ruminal.

En la tabla 4 se puede observar las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos y las diferencias significativas que existen entre los diferentes extractos y
las dosis aplicadas de cada uno de ellos; confirmando de forma estadistica que el gas
(mg/ml) que se produjo, mostré diferencia estadisticamente significativa (p<0.05), ya que
la mayor produccién de gas se obtuvo en la dosis de extracto (330 pL) de A. ludoviciana.
Los compuestos secundarios de plantas, son reconocidos como agentes antimicrobianos
gue actuan contra las bacterias, protozoos y hongos. Los compuestos fendlicos son los
principales componentes activos (Dorman y Deans, 2000, Burt, 2004), y la actividad
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antibacteriana se puede dar por una variedad de sustancias no fendlicas (Newton y Van

2002; Burt, 2004).

Tabla 4. Analisis de medias de la produccién de gas con las diferentes dosis de los siete extractos

utilizados.
Extract Dzzis Gas producido (mL/g) = *DE
0 eoXt(LaII_C)t 3 horas 5 horas 9 horas 12 horas 24 horas 48 horas
1 100 0.10£0.12: 8.49+0.74p 2>08*1.59 10288£7.35 15, 75,10p 168.9112.2
2 100 0.00:0.000 591013 0912063 35,4.0712 53.85:0.68° 81.62+0.690
3 100 0-23*0-10% g76.0.300 28.44+0.84c 121.86:2.29c 101-36%2.39 183.07x2.28
4 100 0.0040¢ 9.18+0.28> 26.8+1.07% 115.12+0.60c 48:97%043 181.42£2.89
5 100 1.18:0.2¢c [467*0.93 41.22x1.99 15590104 19 53411 70 232.41+17.60
6 100 045*045% 15 4gio.g5c 39:69%2.20 145.938.92 129 6741090 223.46+10.40
7 100 0.65:0.20% 12.25+1.1gc 5>08+2.50 149.30£6.98 191 77,103 222.40+20.4¢
1 330  0.28:0.43% 4.22:0.43 1002¥0-69 55 45,5040 49.56+3.232 61.10+2.90
2 330  0.28:0.432 4.22:0.432 10028089 55 45,5 940 134508633 41 104000
3 330  0.19:0.190 7.61+0.500 22:40%1.54 10187652 059407 160 170.947.50¢
4 330  0.08+0.10° 6.69+0.360 1978071 g335,0ggp 209.237.36 142.32:0.44
5 330 16260000 16196020 4325:0.78 168.974587 187.11+17.8 251014487
6 330  0-63%055° 15 7140.09c 35.71+1.86c 152.67+19%¢  180.56x4ce 2°0-71¥16:2
7 330 089080 139g.0 8 3840453 143.68:3.05c 1o0-30*61.2 219.19:5.16
1 665 0.00:0° 1.47+0.19° 7.69£0.317 34.55:1.48% 42.10:1.512 50.88+1.642
2 665  2.04+0.05% 9.32+0.05° 22.9+0.45¢ 40.94+0.36% 74.17+0.79b 126.94+1.92°
3 665 0.00£0° 2.43+0.22% 8.03+0.20° 45.13+3.20° 69.22+43.47> 98.55+8.55
4 665 0.00£0° 3.68+0.36° 10.240.64" 54.74+1.96° 72.2042.07° 97.11+1.99
5 665  2.16:0520 1490100 3951 79c 151642646 189 9447 0gc 226-56+9.80
6 oos  096:0.29° I1LE306T oo ony 131302125 100 400 oo 226.6024.47
7 665  1.08:0.9 121308 336:0.67¢ Lo040013 479 70,58pc 210.87£6.03

d

d

* DE: Desviacién estandar, valores de medias con letras distintas en la misma columna y en la misma dosis

difieren estadisticamente (p<0.05).

El modo de accion antimicrobiana, se considera principalmente por el potencial en la
membrana de la célula bacteriana al desintegrar las estructuras de ésta, que provoca la
fuga de iones; sus efectos sobre la actividad de los microorganismos ruminales depende
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de las especies de plantas consumidas y de su composicion quimica. Monoterpenos
particularmente alcoholes monoterpenos y aldehidos, inhiben fuertemente el crecimiento
y el metabolismo de los microbios del rumen; mientras que los hidrocarburos
monoterpenos inhiben ligeramente y, a veces estimulan la actividad microbiana del rumen
(Benchaar et al., 2008). Los efectos de estos compuestos son modulados por el pH del
rumen, la dieta en la que se incluyen y por métodos de preparacion y de extraccion (Patra
y Saxena, 2010; Patray Yu, 2014).

Se hareportado que los extractos y aceites de plantas inhiben a las bacterias productoras
de nitrdgeno amoniacal, decreciendo asi la desamimacion de los aminoéacidos,
principalmente en dietas que contienen cantidades no muy altas de proteina (Patra y
Saxena, 2010). También se ha observado que el nimero total de bacterias viables no es
afectado, es decir cambian solamente las proporciones de grupos bacterianos; pero en
estudios in vitro donde se han incluido dosis altas, como por ejemplo 400 pg ml* de timol
en comparacion con las comunmente reportadas en la literatura, si provocan descenso
en el numero total de microorganismos (McKay y Blumberg, 2006). Las modificaciones
en el total y proporcion de los AGV impactan sobre los perfiles de produccion de metano,
sobre todo si reduce la proporcion de acetato y se incrementa la de propionato; por lo
tanto, cambios en estos repercutiran positiva 0 negativamente en la produccién de
metano.

En volumen de 100 pL por cada 100 ml de liquido ruminal, al final de la digestibilidad se
tomd muestra para la determinacion de AGV; los resultados se muestran en la tabla 5.
Asimismo, se reporta la produccion de metano obtenida por la ecuacion estequiométrica;
de Moss et al. (2000), encontrando la mayor produccién en metano con el extracto tres
de O. vulgaris con 1.162 g L, y la minima en el extracto de A. ludoviciana 0.204 g L.

Para la muestra donde se agregé 300 puL por cada 100 ml de liquido ruminal, los
resultados encontrados son los siguientes, la mayor digestibilidad se reporta en las
muestras cinco y seis correspondientes al extracto de A. ludoviciana. En la tabla 5 se
observa los resultados de los AGV y la produccion de metano, siendo los extractos seis
de A. ludoviciana (1.030 g L) y siete de R. graveolans (1.029 g L) los de mayor
produccion generados en esta digestibilidad. Para la dosis de 665 pL los resultados
obtenidos son los siguientes; mayor digestibilidad se reporta en las muestras cinco y seis
correspondientes al extracto de A. ludoviciana. En la tabla 5 se observa las
concentraciones de los AGV y la produccién de metano, siendo mayor en el extracto cinco
de A. ludoviciana (1.148 g L) y la menor produccién de metano se reporta en el extracto
uno de L. tridentata generando 0.193 g L™t

En cuanto a la produccion de AGV, la menor produccién de acido acético se reporté en
el extracto uno con 665 pL, siendo de 0.680 g L™ (produccion de gas 50 ml gt); mientras

11
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Tabla 5. Produccién de AGV y metano alas 48 h de la digestibilidad ruminal aplicando 100, 330 y
665 pL de extracto

Acido acético

gL1+DE
100 pL 330 pL 665 pL

Control 1.67+0.00006¢ 1.67+0.00006¢ 1.67+0.00006bc
1 1.72+0.00006° 0.90£0.000122 0.6£0.000132
2 2.41+0.00002h 1.73+£0.00016¢° 1.83+0.00021¢
3 2.14+0.000249 1.28+0.00017° 0.82+0.714422
4 1.80+0.00007f 1.31+0.00009¢ 1.01+0.000092b
5 0+02 1.74+0.00006f 1.99+0.00027¢
6 0.62+0.00013P 1.84+0.00026¢ 1.97+0.00009¢
7 1.59+0.00007¢ 1.86+0.00005" 1.94+0.00005¢

Acido propiénico

Control 0.923+0.00017¢ 0.923+0.00017b 0.923+0.00017¢
1 0+02 0+02 0.436+0.00020b
2 1.19+0.000164 0+02 0+02
3 0+02 0+02 0+02
4 0+02 0.94+0.00017¢ 0+02
5 0+02 0+02 0+02
6 0+02 0+02 0+02
7 0.74+0.00018P 0+02 0.883+0.00018¢

Acido butirico

Control 0.036+0.00022° 0.037+0.00022° 0.037+0.000222
1 0.434+£0.00013¢ 0.37+0.00015¢ 0.016+0.000222
2 0.053+0.00021¢ 0.424+0.00014¢ 0.437+0.00013b¢
3 0.492+0.00012f 0.349+0.00015¢ 0.413+0.15101°bc
4 0.539+0.00011"h 0.014+0.000222 0.336+0.00016°
5 0.509+0.00012¢ 0.444+0.00013f 0.622+0.00010¢
6 0.076+0.00021¢ 0.482+0.00012" 0.508+0.00012¢d
7 0.029+0.000222 0.469+0.00013¢ 0.037+0.000222

Metano

Control 0.514+0.00007¢ 0.515+0.00007b 0.515+0.00007b
1 0.951+0.00008f 0.554+0.00011¢ 0.193+0.000092
2 0.777+£0.00005¢ 0.95+0.00012¢ 1.002+0.00014¢
3 1.162+0.00010" 0.716+0.00010¢ 0.536+0.26108P
4 1.03+0.000079 0.338+0.000082 0.59+0.00010¢
5 0.204+0.000052 0.964+0.00008f 1.148+0.00011¢
6 0.312+0.00014b 1.021+0.000169 1.09+0.00006¢
7 0.525+0.00007¢ 1.029+0.00007" 0.648+0.00006"

* DE: Desviacién estandar, valores de medias con letras distintas en la misma columna y en la misma dosis
difieren estadisticamente (p<0.05).

que el extracto dos presenté la mayor concentraciéon a 100 pL (2.411 g L™Y); siendo éste
el que menor cantidad de gas produjo a esta concentraciéon (81.62 ml g*). Para acido
propionico se inhibe la produccion de este AGV, solo encontrandose en el extracto dos a
100 pL (1.197 g L), y en el extracto uno a 665 pL (0.436 g L1). El 4cido butirico presenté
concentracion no mayor a 0.622 g L1 100 pL, 330 pL y 665 pL. En cuanto a la produccion
de metano calculada fue menor en el extracto uno a 330 pL (0.554 g L'1) y a 665 pL (0.193
g LY) con respecto a el estandar de alfalfa que produjo 0.514 g L* de metano; la mayor
produccion de metano se reporta a 665 L en el extracto dos (1.002 g L), siendo ésta la
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mayor produccion de gas (126.94 ml gt) a este volumen de extracto. Agarwal et al. (2009)
y Cobellis et al. (2016), reportan que al adicionar extractos y aceites de plantas en la
produccion de AGV, éstos se modifican; ellos reportan que la relacion de acetato-
propionato se incrementa; aunque en otros estudios no se han encontrado diferencias al
adicionar extractos (Ravindra et al., 2009, Wang et al., 2009).

La menor produccion de acido acético se reportd en el extracto tres con 665 pL, siendo
de 0.825 g L (produccién de gas 180.54 ml g1); mientras que el extracto tres presenté
la mayor concentraciéon a 100 pL (2.145 g L), siendo éste uno de los que menos gas
produjo (98.54 ml g1).

Para &cido propionico se inhibe la produccion de este AGV, s6lo encontrandose en el
extracto cuatro a 330 pL (0.947 g L) y una produccién de gas de 143.32 mL g. Mientras
que el acido butirico presenté la concentracion mayor de 0.539 g Lt a 100 L, y la menor
concentracion se reporta en el extracto cuatro a 330 pL (0.014 g L1). En cuanto a la
produccion de metano calculado fue menor en el extracto tres a 665 pL (0.536 g L), y
en el extracto cuatro a 665 pL (0.590 g L), con respecto a el control de alfalfa que produjo
0.514 g L'* de metano. La mayor produccién de metano se reporta a 100 pL en el extracto
tres (1.162 g L1), siendo ésta una de la menor produccion de gas (98.54 mL g!) a este
volumen de extracto.

El extracto seis con 100 L presentd una concentracion de acido acético de 0.625 g L
(produccién de gas 223.45 ml g1), mientras que el extracto cinco present6é la mayor
concentracion a 665 pL (1.997 g L), con una produccién de gas de 226.54 mL g. Para
acido propionico se inhibe la produccién de este AGV. Mientras que el acido butirico
present6 concentraciones no mayores a 0.746 g L™ a 100 pL, 330 pyL y 665 p. La menor
produccién se observa a 100 pL en el extracto seis (0.076 g L'1).

En cuanto a la produccién de metano calculado, fue menor en el extracto cinco a 100 pL
(0.204 g LY) y en el seis a 100 pL (0.312 g L), con respecto al control de alfalfa que
produjo 0.514 g L'* de metano. La mayor produccién de metano se reporta a 665 pL en
el extracto cinco (1.148 g L), siendo ésta la mayor produccién de gas (226.54 mL g1) a
este volumen.

En el extracto de R. graveolans a 100 pL, la produccion de acido acético se report6 de
1.596 ml g* (produccién de gas 222.39 ml g1), a 330 uL de 1.869 g L* (produccion de
gas 219.19 ml g') y a 665 pL de 1.947 mL g* (produccién de gas 210.86 ml gt); mientras
que el estandar de alfalfa reporta 0.923 ml g* siendo mayor la encontrada en el extracto
siete a 330 uL y a 665 pL. Para acido propionico la produccion es a 100 puL de 0.746 g L-
1y a 665 pL de 0.883 g L1; mientras que el &cido butirico presenté la concentracién mayor
de 0.469 g L't a 330 pL; la menor produccién se observa a 100 pL de 0.029 g L. En
cuanto a la produccién de metano calculado, fue menor a 100 pL (0.525 g L1) (siendo
donde se produjo la mayor cantidad de gas 222.39 ml g*) y a 330 pL se produjo 1.029 g
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L1; el estAndar de alfalfa produjo 0.515 g L* de metano, lo que nos indica que no hubo
disminucién de éste con el extracto de R. graveolans.

Debido a que del 40 al 60 % del total de los gases de efecto invernadero (GEI) de la
ganaderia provienen de la fermentacion entérica, el manejo del estiércol y las diferentes
actividades relacionadas con la obtencion de alimentos para los animales (Sejian et al.,
2015); una estrategia a seguir y considerar para la mitigacion de metano se debera
enfocar a la modificacion de la fermentacion ruminal sin alterar la produccion animal,
mejorando la conversién del alimento.

CONCLUSION

El extracto de O. vulgaris con mayor concentracion de timol y carvacrol presenté mejor
digestibilidad de gas, menor produccién de AGV y menor concentracion de metano
empleando los volimenes 330 y 665 uL; por lo tanto, consideramos necesario continuar
investigando el empleo de los extractos estudiados como aditivos en pruebas in vivo.
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