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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la sustitucién de heno de alfalfa por hojas de ajo
en la produccion de gas in vitro y metano, asi como en los patrones de fermentacion ruminal. Se
evaluaron cuatro tratamientos: (T1) heno de alfalfa (50%); (T2) heno de alfalfa (33%) + hojas de
ajo crudo (17%); (T3) heno de alfalfa (17%) + hojas de ajo crudo (33%) y (T4) hojas de ajo crudo
(50%). Los valores mas altos de "a" (producciéon de gas a partir de la fraccion soluble); "b"
(produccién de gas a partir de la fraccién insoluble) y "c" (tasa de produccion de gas) se
encontraron en T4 (mL); mientras que fueron menores en T1 (P <0.05); pero no se observaron
diferencias entre T2 y T3 (P> 0.05). La concentracién mas alta de nitrégeno amoniacal (N-NH3)
se registré en T4 y la mas baja en T1 (P <0.05). Las concentraciones de propionato aumentaron
con T4 y disminuyeron con T1, mientras que las de acetato disminuyeron con T4 y aumentaron
con T1 (P <0.05). La produccion de metano mas alta se registré en T1 y la mas baja en T4 (P
<0.05). Se concluye, que la sustitucion de heno de alfalfa por hojas de ajo en dietas de bovinos
carne, mejoré la fermentacion ruminal y disminuy6 la producciéon de metano en condiciones in
vitro.

Palabras clave: hojas de ajo, produccion de gas, fermentacion ruminal y metano.

ABSTRACT
This research aimed to evaluate the substitution of alfalfa hay to garlic leaves during the in vitro
gas and methane production, as well as in ruminal fermentation patterns. There were four
treatments: (T1) alfalfa hay (50%); (T2) alfalfa hay (33%) + raw garlic leaves (17%); (T3) alfalfa
hay (17%) + raw garlic leaves (33%) and (T4) raw garlic leaves (50%). The highest values of "a"
(gas production from the soluble fraction); "b" (gas production from the insoluble fraction) and "c"
(gas production rate) were found in T4 (mL); while lower in T1 (P<0.05); but no differences were
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observed among T2 and T3 (P>0.05).The highest ammonia-nitrogen (NH3-N) concentration was
recorded in T4 and the lowest in T1 (P<0.05). The propionate concentrations increased with T4
and decreased with T1, whereas the acetate decreased with T4 and increased with T1 (P<0.05).
The highest methane production was recorded in T1 and the lowest in T4 (P<0.05). It is concluded
that substitution of alfalfa hay to garlic leaves in beef cattle diets, improved the ruminal
fermentation and decreased methane production under in vitro conditions.

Keywords: garlic leaves, gas production, ruminal fermentation, methane.

INTRODUCCION

Hay una tendencia en la demanda a nivel mundial de consumo de ajo, lo que ha
generado el empleo en la alimentacién, particularmente de rumiantes, de sus
principales subproductos como cascaras, hojas y pajas (Kallel y Ellouz, 2017). En
diversos paises las hojas de ajo que se obtienen durante la cosecha son
incineradas, y como consecuencia surgen problemas asociados con los costos de
eliminacién y contaminacion ambiental (Han et al., 2013).

En este sentido, se puede decir que las emisiones de metano por los rumiantes no

solo causan serios problemas ambientales, sino también representa una fuente
importante de pérdida de energia para los animales. (Gallegos et al., 2019; Lan y
Yang, 2019). La produccion de gases de efecto invernadero (GEI) que se producen
en los diferentes sistemas ganaderos y su impacto en los cambios climéticos, son
una preocupacion importante en todo el mundo. Se ha informado que el metano
entérico es el GEI mas importante emitido (50-60%), en los sistemas de produccion
de rumiantes (Tapio et al., 2017; Haque, 2018).

Como resultado de esta problematica, se han hecho muchos intentos para modificar la
fermentaciéon ruminal y disminuir la produccion de metano; entre ellos se encuentra la
incorporacion a las dietas de rumiantes de forrajes de buena calidad, como el heno de
alfalfa. También se ha demostrado que el ajo y algunos de sus componentes disminuyen
la produccién de metano en condiciones in vivo e in vitro (Kamra et al., 2012). De hecho,
hasta ahora pocos estudios han investigado los efectos del ajo y sus subproductos de
cosecha sobre la fermentacion ruminal y la produccién de metano.

En funcion de lo anterior, nosotros asumimos que la sustitucién de hojas de ajo por heno
de alfalfa en dietas de bovinos carne, produce cambios similares en los patrones de
fermentacién ruminal y produccién de metano durante la fermentacion in vitro. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la sustitucion de heno de alfalfa por
hojas de ajo en la produccién de gas in vitro y metano, asi como en los patrones de
fermentacion ruminal.

MATERIAL Y METODOS

El experimento se realizé en la unidad metabdlica y en el laboratorio de Nutricibn Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Juarez del estado
de Durango (México).
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Muestreo de hojas de ajo crudo. Las muestras (hojas con 25 cm de longitud) de ajo
crudo (Allium sativum) utilizadas en este estudio, se recolectaron en la regién norte de
México. Para garantizar un muestreo representativo, las muestras se recolectaron cinco
veces, entre enero y mayo del afio 2019. Antes del analisis quimico y de los ensayos in
vitro, las muestras se secaron y luego se molieron a través de una malla de 1 mm.

Tratamientos experimentales. En cada tratamiento experimental se utiliz6 como fuente
de forraje heno de alfalfa y heno de hojas de ajo crudo. La composicion quimica del heno
de alfalfa y de heno de hojas de ajo crudo se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica del heno de alfalfa y de las hojas de ajo (MS %)

Heno de alfalfa Hojas de ajo
MS 90.2 89.5
MO 88.9 90.1
PC 18.0 18.1
EE 1.6 2.1
FDN 33.2 35.1
FDA 23.7 26.7
CHT 68.8 66.3
CNF 35.6 31.2
L 5.7 6.8

MS = materia seca; MO = materia organica; PC = proteina cruda; EE = extracto de etéreo; FDN = fibra de detergente neutro; FDA =
fibra detergente &acida; CHT = carbohidratos totales, CNF = carbohidratos no fibrosos; L = lignina

Se evaluaron cuatro tratamientos: (T1) heno de alfalfa (50% MS) + hojas de ajo crudo
(0% MS); (T2) heno de alfalfa (33% MS) + hojas de ajo crudo (17% MS); Heno de alfalfa
T3 (17% MS) + hojas de ajo crudo (33% MS); T4 heno de alfalfa (0% MS) + hojas de ajo
crudo (50% MS). En todos los tratamientos se utilizaron proporciones similares de maiz
molido, semillas de algodon y minerales. La composicion nutricional de los tratamientos
experimentales se muestra en la tabla 2.

Composicion nutricional. Cada muestra de los tratamientos experimentales, se analizé
por triplicado para materia seca (MS), proteina cruda (PC), extracto de éter (EE) y materia
organica (MO) (AOAC, 2000). Los analisis de fibra de detergente neutro (FDN), fibra de
detergente acido (FDA) y lignina en detergente acido (ADL), se determinaron utilizando
la técnica de bolsas filtros con un analizador de fibra (ANKOM Technology, Fairport, NY,
EE. UU.). El contenido de carbohidratos no fibrosos (CNF), se calculé utilizando la
diferencia entre el total de carbohidratos (CHT) y el % de FDN. La digestibilidad in vitro
de la materia seca (DIVMS) y de la materia organica (DIVMO), se determiné utilizando el
incubador Daisy (ANKOM Technology, Fairport, NY, EE. UU.).


https://www.aoac.org/official-methods-of-analysis-21st-edition-2019/
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Tabla 2. Composicién nutricional de los tratamientos experimentales

Tratamientos

T1 T2 T3 T4
Heno de alfalfa 50 33 17 0
Hojas de ajo 0 17 33 50
Maiz molido 39 39 39 39
Harinolina 10 10 10 10
Minerales 1 1 1 1

Composicion quimica (MS%)

MS 96.1 95.6 95.6 93.9
MO 92.5 91.8 92.0 93.0
PC 15.0 14.6 14.7 15.6
EE 2.0 2.0 25 21
DIVMS 58.2 60.3 62.2 64.2
DIVMO 56.1 58.5 59.1 62.2
FDN 53.3 49.3 50.9 47.1
FDA 28.3 23.3 217 19.2
CNF 215 27.2 23.9 28.2

MS = materia seca; MO = materia organica; PC = proteina cruda; EE = extracto de etéreo; DIVMS= digestibilidad in vitro de la materia
seca, DIVMO= digestibilidad in vitro de la materia organica; FDN = fibra de detergente neutro; FDA = fibra detergente acida; CNF =
carbohidratos no fibrosos

Gas in vitro, patrones de fermentacién ruminal y produccion de metano. La
produccién de gas in vitro se midio utilizando el sistema de produccion de gas ANKOM.
El liqguido ruminal se recolectd aproximadamente 3 h después de la alimentacién matutina
de dos novillos fistulados en el rumen, alimentados a libre acceso con heno de alfalfa. El
fluido ruminal se filtré inmediatamente a través de cuatro capas de gasa y se transporto
al laboratorio en un termo sellado. El fluido ruminal resultante se purg6 con CO:z antes de
su uso como inéculo. Se pesaron por triplicado aproximadamente 1 g de muestras secas
y molidas de cada tratamiento y se colocaron en mdédulos de vidrio. Se pipete6 en cada

maodulo liquido ruminal y se mezclé con saliva de McDougall (120 mL).

La produccion de gas se registré después de 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36, 48, 72 y 96 h de
incubacion. La cinética de produccion de gas (PD) se ajusté al modelo no lineal propuesto
por @rskov y McDonald (1979), el cual es el siguiente: PD (t) = a+bx(1-exp); donde “a”
es la produccién de gas a partir de la fraccién soluble (mL), “b” es la produccién de gas
a partir de la fraccion insoluble, (mL), “c” es latasa constante de produccion de gas (mL/h)
y “t” es el tiempo de incubacion.

Para la determinacion de metano, se recolectaron después de 24 h de incubacion, 10 mL
de gas del espacio superior de los médulos del sistema de produccién de gas, de los
cuales se tomaron submuestras de 3 mL y enseguida se determiné la produccién de
metano en un cromatografo de gases (Kara, 2015).

Asimismo, después de la finalizacién de la incubacion de las 24 h y antes de la filtracion,
se recolectaron dos muestras (5 mL) del liquido de cada médulo, e inmediatamente se


https://www.cambridge.org/core/services/aop-cambridge-core/content/view/E2DB4F2290E374E10E9800E512D127A7/S0021859600063048a.pdf/estimation_of_protein_degradability_in_the_rumen_from_incubation_measurements_weighted_according_to_rate_of_passage.pdf
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midio el pH y se almacenaron a -20 °C hasta el posterior analisis de nitrdgeno amoniacal
(N-NH3) y acidos grasos volatiles (AGV) (Ammar et al., 2005).

Andlisis estadistico. Se realizd un analisis de varianza para un disefio completamente
al azar, para comparar los pardmetros produccion de gas in vitro, metano y patrones
fermentacion ruminal con el procedimiento MIXED de SAS (2002). Las medias
individuales se separaron mediante la prueba de rango multiple de Tukey. Las diferencias
de medias se consideraron significativas a P <0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros de produccién de gas in vitro. Los valores mas altos de "a", "b" y "c" (tabla
3), se encontraron en T4; mientras que los valores mas bajos en T1 (P <0.05); pero no
se observaron diferencias entre T2 y T3 (P> 0.05). Se observaron diferencias en el valor
"a + b" entre tratamientos (P <0.05). Los resultados son consistentes con los reportados
por Tag EI-Dini et al. (2012), quienes encontraron un valor "a" de 0.60% cuando se
fermentd en condiciones in vitro pulpa de ajo a un nivel del 3% del concentrado.

En este estudio, las diferencias observadas entre tratamientos en el valor "a" pueden
atribuirse a las diferentes concentraciones de los tratamientos en carbohidratos no
fibrosos (La O et al., 2008). Los valores promedio de "b" y a + b encontrados en el
presente estudio fueron 116.0 mL 200 mg?! MS y 1165 mL 200 mg?! MS,
respectivamente. Estos valores coinciden con los informados por Sahli et al. (2018)
cuando se incubaron in vitro ajo en polvo, en dosis de 32 mg, en una dieta compuesta de
50% de heno de ryegrass y 50% de concentrado comercial.

El valor "¢" registrado con T4 (9.2 mL h1) fue superior al encontrado por Anassori et al.
(2012) (3.5 mL h1), quienes evaluaron la cinética de produccién de gas in vitro de bulbo
de ajo crudo.

En el estudio actual, la alta tasa constante de produccién de gas "c" registrada en T4,
indica una alta disponibilidad de nutrientes para los microorganismos ruminales; mientras
qgue los valores "c" méas bajos observados en T1 podrian ser el resultado de un alto
contenido de FDN, cuyos componentes quimicos podrian disminuir la velocidad de
fermentacion del sustrato (Fievez et al., 2005).

Tabla 3. Parametros de produccién de gas de los tratamientos experimentales

Tratamientos

T1 T2 T3 T4 media EEM
a(mL 0.2 g* MS) 0.56°¢ 0.70° 0.72° 0.762 0.68 0.12
b (mL 0.2 g* MS) 110.7¢ 117.7° 115.1° 120.22 116 0.81
¢ (mL h?) 6.0¢ 8.0° 8.0° 9.22 5.8 0.025
a+b (mL 0.2 g MS) 111.24 118.4° 115.8°¢ 120.92 116.5 1.10

abe| os valores con letras diferentes en la misma fila son estadisticamente diferentes (P <0.05).
a = Produccién de gas a partir de la fraccién soluble, b = Produccién de gas a partir de la fraccién insoluble; ¢ = Tasa constante de
produccion de gas; a + b = Produccion potencial de gas; EEM: Error estandar de la media
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Patrones de fermentacién ruminal y produccién de metano. Los patrones de
fermentacion ruminal y la produccion de metano se presentan en la Tabla 4. La
concentracion de N-NH3 varié de 15.1 a 18.1 mg/dL. La concentracién mas alta de N-
NH3 se registréo en T4 y la mas baja en T1 (P <0.05). No hubo diferencias entre T2, T3y
T4 en las concentraciones de AGV totales (P> 0.05); pero ambos tratamientos fueron
diferentes a T1 (P <0.05).

La concentracion de acetato mas alta se registro en T1 y la mas baja en T4 (P <0.05);
mientras que la concentracion mas alta de propionato se registré en T4 y la mas baja en
T1 (P <0.05). No hubo diferencia entre T1, T2 y T3 en la relacion acetato:propionato (P>
0.05); pero ambos tratamientos fueron diferentes a T4 (P <0.05). La producciéon de
metano mas alta se registré en T1 y la mas baja en T4 (P <0.05).

Las concentraciones ruminales de N-NH3 registradas en todos los tratamientos
evaluados, se mantuvieron dentro del rango sugerido para un Optimo crecimiento
microbiano. Segun Wanapat y Pimpa (1999) un rango de 15 a 30 mg/100 mL son las
concentraciones minimas requeridas para una sintesis 6ptima de proteinas microbianas.
En contraste, con los resultados obtenidos en este estudio, varios estudios in vitro e in
vivo informan que el aceite de ajo y el polvo de ajo reducen o no tienen efecto sobre la
concentracion de N-NH3 en el fluido ruminal (Cardozo et al., 2004); sin embargo, Yang
et al. (2007) encontraron un aumento en la concentraciéon de N-NH3 ruminal, cuando se
incorporoé ajo crudo a dietas de vacas lactantes. En este estudio, la mayor concentracion
de N-NH3 obtenida con T4 podria explicarse por el alto contenido de proteina cruda que
suministran las hojas de ajo (Panthee et al., 2017).

Tabla 4. Patrones de fermentacién ruminal y produccién de metano de los tratamientos

experimentales

Tratamientos

T1 T2 T3 T4 Media EEM
pH 6.72 6.72 6.6% 6.52 6.6 0.07
N-NHs, mg dL* 15.1°¢ 17.1° 17.5° 18.12 16.7 0.03
AGV totales, mM 86.6° 104.42 104.6 104.82 100 0.36
Acetato VFA, mol 100 mol* 52.82 50.5° 50.8° 48.1° 50.5 0.10
Propionato mol 100 mol* 24.8° 28.0° 27.8° 33.0% 28.4 0.08
Butirato mol 100 mol* 12.22 12.62 13.52 13.22 12.8 0.02
AP relacion 2.18 1.82 1.82 1.4° 1.7 0.03
Metano (mL g* MS) 19.17 17.0° 16.8° 9.5¢ 15.6 0.53

ac| os valores con letras diferentes en la misma fila son estadisticamente diferentes (P <0.05).
EEM: Error estandar de la media

Las concentraciones totales de AGV obtenidas con T2, T3 y T4 son consistentes con
otros estudios in vitro, donde no difirieron con la adicion de aceites de ajo (Klevenhusen
etal., 2011). La concentracion de propionato observada en T4 fue mayor que en los otros
tratamientos; esto se evidencia con la disminucion de la proporcidn acetato:propionato.
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Ademas, el aumento en la concentracion de propionato podria atribuirse a la cantidad de
carbohidratos no fibrosos suministrados por T4 (Van Soest, 1994). De igual manera, la
reduccion en la proporcidén de acetato a propionato registrada en T4, indica una mejora
en el aporte de energia neta (Zhong et al., 2019). Resultados similares son reportados
Mirzael-Aghsaghali y Maheri-Sis (2011), quienes encontraron que el aceite de ajo
aumento las proporciones de propionato y butirato, pero redujo la proporcion de acetato.
En este estudio, la baja concentracion de metano se obtuvo con T4 (alto en hojas de ajo);
y coincide con los resultados encontrados por Kongmun et al., (2010), quienes informan
una disminucién en la produccién de metano cuando se evalud el ajo en polvo en las
dietas de rumiantes. En nuestro estudio, los valores de metano registrados en los cuatro
tratamientos, fueron inferiores a los reportados por Zafarian y Manafi (2013), quienes
evaluaron en condiciones in vitro, la adicion de diferentes dosis de ajo en polvo (2, 4 y
6% MS) en dietas con un 50% de fibra y un 50% de concentrado.

En este estudio, la reduccién en la produccidon de metano registrada en T4 en
comparacion con los otros tratamientos, podria atribuirse al aumento en la concentracion
de propionato, debido a que la formacion de propionato consume equivalentes
reductores; mientras que la formacion de acetato genera H2 para la metanogénesis
(Moss et al., 2000). Cualguier componente o variable de la dieta que cause un cambio a
favor de la produccién de propionato ird acompafnado de una reduccién en la produccién
de metano por unidad de dieta fermentada; mientras que se observa lo contrario para el
acetato y el butirato (Pinares-Patifio, 2003). Sin embargo, las diferencias observadas en
este estudio en la produccién de metano, en comparacion con las reportadas en la
literatura, pueden estar relacionadas con diferentes variedades genéticas y posiblemente
con el estado fenoldgico de la planta de ajo; lo que resulta en diferentes contenidos de la
pared celular y como consecuencia en los patrones de fermentaciéon ruminal (Lee et al.,
2017).

CONCLUSIONES

La sustitucion de heno de alfalfa por hojas de ajo en dietas de bovinos carne, mejoro
algunos indicadores de importancia nutricional, como la produccién de gas a partir de la
fraccion soluble y la tasa constante de produccion de gas. De igual manera, incremento
las concentraciones de N-NH3 y AGV totales y redujo la produccion de metano. Se
necesitan investigaciones adicionales para evaluar los efectos de las hojas de ajo en las
dietas de rumiantes sobre los patrones de fermentacion ruminal y la produccion de
metano en condiciones in vivo; asi como para evaluar la sostenibilidad de la
suplementacién de hojas de ajo para mitigar la metanogénesis del rumen sin efectos
perjudiciales en el rendimiento animal.
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