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RESUMEN

Las brassicas como canola (Brassica napus) y brdcoli (Brassica oleracia) son una
importante alternativa forrajera para sustituir al ensilado de maiz en la alimentacion de los
rumiantes. Son buena fuente de nutrientes y componentes bioactivos, sin embargo, existe
poca informacidén sobre su inclusién en la dieta animal y sus efectos en la produccion de
metano (CH,) y composicion de la leche de cabras. Tres experimentos fueron llevados a
cabo, dos estudios in vitro con el objetivo de evaluar diferentes porcentajes de inclusion (0,
15, 25, 35% base seca) de ensilados de canola (CS), y el efecto de los compuestos
hidroalcohdlicos del brécoli (0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.5 y 2.0% BS), sobre las
caracteristicas de fermentacion ruminal y produccién de CH,4; ademas, se realiz6 un estudio
in vivo sobre la respuesta productiva y perfil de acidos grasos en la grasa de la leche cabras
alimentadas con y sin ensilado de canola al final de la lactacion. En el experimental in vitro
el contenido de &cido linolénico (C18:3 c9c12c15) y heneicosanoico (C21:0) se incrementd
en la racion (P<0.05) conforme aumento el nivel de ensilado de canola en la dieta, contrario
a lo observado con el &cido linoleico (C18:2 c9c¢12). La digestibilidad de la materia seca in
vitro (DIVMS) y el pH, no mostraron diferencias (P>0.05) entre tratamientos. La
digestibilidad in vitro de la fibra detergente neutro (DIVFDN) disminuyo (P<0.01) un
14.7% en el tratamiento CS35 en comparacion con el tratamiento control. Los tratamientos
CS35 y CS25 redujeron la produccion de CH4 a 24 h post incubacion. Los acidos grasos
(FA) C18:3 c9cl2c15 y C18:2 c9cl2 tuvieron una correlacion positiva (P<0.001) con la
DIVFDN vy la tasa de la fraccion insoluble de la fibra (c.,). La produccion de CH,4 tuvo una
correlacién negativa (P<0.001) con c., y la tasa de la fraccion soluble de la fibra (c.5), y una
relaciéon positiva (P<0.05) con la DIVMS. Por otro lado, en el experimento in vivo, las
cabras alimentadas con ensilado de canola (25% BS) incrementaron (P<0.05) 25% la
produccion de leche, mientras el contenido de proteina, grasa y lactosa de la leche, el
consumo de materia seca y el peso vivo no fueron afectados (P>0.05). Los AG de la leche
(C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C18:1 c9 y C18:2 c9c12) no fueron afectados por la inclusion
de ensilado de canola en la dieta de las cabras. Sin embargo, se observé un incremento
(P<0.05) de 60 y 57%, sobre el contenido de acido vaccénico (VAC) y ruménico (AR) en la

leche, en comparacion con la dieta sin ensilado de canola. La inclusion de ensilado de

viii



canola no tuvo efecto (P>0.05) sobre el indice de aterogenicidad de la leche de cabra.
Finalmente, en el experimento in vitro con extractos de brocoli, la inclusion de 1.5y 2% de
compuestos hidroalcohdlicos en incubaciones in vitro, representé la mayor (P<0.05)
produccion de gas derivado de la fermentacion de los carbohidratos rapidamente
degradables. Contrariamente, la DIVMS disminuy6 (P<0.05) con el extracto
hidroalcohdlico. La inclusion de 0 y 2% de compuestos hidroalcoh6licos mostré una menor
(P<0.05) produccion de CH4 (~24.7%) comparado con 0.75 y 1% de inclusién, estos
tratamientos tuvieron mayor (P<0.05) produccion de acido acético. El acido propionico se
incrementd (P<0.05) con la inclusion del extracto hidroalcohdlico. Se concluye que la
inclusion de ensilado de canola modifica el la fermentacion ruminal in vitro y el perfil de

AG de la leche de cabras.

Palabras clave: Ensilado de canola, brassicas, &cidos vaccénico y ruménico, cabras,

glucosinolatos, fermentacion in vitro.



ABSTRACT

Brassicas such as canola (Brassica napus) and broccoli (Brassica oleracea) are an
important forage alternative to replace corn silage in ruminant feeding. They are a good
source of nutrients and bioactive components; however, there is little information on their
inclusion in the diet and effects on the production of methane (CH,) and the composition of
goat milk. Three experiments were carried out, which two in vitro studies with the objective
of evaluating different inclusion levels (0, 15, 25, 35% dry basis) of canola silages (CS),
and the effect of the hydroalcoholic compounds (0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.5 y 2.0% dry
basis) of broccoli, on ruminal fermentation characteristics and CH, production in addition.
A was made one in vivo study on the performance productive and milk fatty acid profile of
goats fed with and without canola silage at the end of lactation. In the in vitro study
linolenic acid (C18:3 c9c12c15) and heneicosanoic acid (C21:0) contents increased in the
ration (P<0.05) as the level of canola silage in the diet increased, contrary to that observed
with linoleic acid (C18:2 ¢9c¢12). In vitro dry matter digestibility (DIVMS) and pH did not
show differences (P>0.05) between treatments. In vitro digestibility of neutral detergent
fiber (DIVFDN) decreased (P<0.01) 14.7% in the CS35 treatment compared to the control
treatment. The CS35 and CS25 treatments reduced CH,4 production at 24 h post-incubation.
The fatty acids (FAs) C18:3 c9c12c15 and C18:2 ¢9cl2 showed a positive correlation
(P<0.001) with the DIVFDN and the rate of insoluble fraction of fiber (c). On the other
hand, in the in vivo study, goats fed canola silage (25% dry basis) increased (P<0.05) 25%
milk production, while the protein, fat and lactose content of milk, dry matter intake and
live weight were not affected (P>0.05). The milk FAs (C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C18:1
c9 and C18:2 c9c12) were not affected by the inclusion of CS in the diet of the goats.
However, an increase (P<0.05) of 60 and 57% was observed on the content of vaccenic
(VAC) and rumenic (RA) acids in milk, compared to the diet without CS. The inclution of
CS had no effect (P>0.05) the atherogenicity index of goat milk. Finally, in the in vitro
study with broccoli extract the, inclution of 1.5 and 2.0% hydroalcoholic compounds in in
vitro incubations represented the highest (P<0.05) gas production derived from the
fermentation of rapidly degradable carbohydrates. In contrast, DIVMS decreased (P<0.05)

with the hydroalcoholic extract. The inclusion of 0 and 2.0% of hydroalcoholic compounds



showed a lower (P<0.05) production of CH4 (~24.7%) compared to 0.75 and 1% of
inclusion, these treatments had higher (P<0.05) production of acetic acid. Propionic acid
increased (P<0.05) with the inclusion of the hydroalcoholic extract. It is concluded that the
inclution of canola silage modifies the in vitro ruminal fermentation and the fatty acids
profile of goat milk.

Keywords: Canola silage, vaccenic and rumenic acids, goats, glucosinolates, in vitro

fermentation

Xi



I. INTRODUCCION



Introduccién

. INTRODUCCION

En afios recientes, la mejoria nutrimental y funcional de los productos de rumiantes (leche y
carne), con efectos benéficos a la salud humana, y reduccion simultanea de la produccion
de gases de efecto invernadero, metano (CH,) principalmente, ha sido el énfasis puesto en
la nutricion animal. La leche de cabra, asi como sus productos derivados, son considerados
excelentes fuentes de nutrientes de alta calidad, particularmente de proteina y grasa (Park,
2017). Se ha demostrado que diferentes &cidos grasos poliinsaturados (AGPI), presentes en
la grasa de la leche, tienen efectos positivos en la salud humana (Salter, 2013), como
prevenir enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer (Parodi, 1999). De esta
forma, la manipulacion de la dieta ha sido el principal factor para modificar el perfil de
acidos grasos en la leche, poniendo de manifiesto que el efecto es mas marcado cuando se
incluyen forrajes en la racion, los cuales contienen altos contenidos de &acido linolénico
(C18:3 ¢c9c12c15) y acido linoleico (C18:2 ¢9¢c12) (Nudda et al., 2020); por consiguiente;

hay un incremento de acidos grasos poliinsaturados en leche de las cabras.

En México, la principal fuente de forraje conservado, utilizado para la produccion de leche
en cabras y vacas, es el ensilado de maiz (EM). Sin embargo, este forraje presenta un
elevado contenido de fibra detergente neutro (FDN) (>420 g kg™ MS) y bajo contenido de
proteina (<80 g kg MS) (Schulz et al., 2017a). Ademas, el cultivo presenta alto
requerimiento de agua, una limitada época de siembra, asi como baja tolerancia a cambios
de temperatura (Khrosravi et al., 2017). Por esta razon, se han buscado fuentes de forraje
alternativas para la produccion de leche. Al respecto, las oleaginosas forrajeras como la
canola (Brassica napus), se presenta como un forraje de rotacion (Kaur et al., 2011; Reta-
Sanchez et al., 2015), el cual, al no competir con los forrajes convencionales como el
propio maiz y avena, y usado como forraje conservado (heno o ensilado), puede aportar un
contenido alto de proteina (>147g kg™ MS), contenido medio de FDN (<365 g kg™ MS)
(Limén-Hernandez et al., 2019) y contenido medio, 2.39 Mcal kg' MS de energia
metabolizable (Reta-Sanchez et al., 2015). Asimismo, el forraje de canola tiene alta
digestibilidad de la MS (89%) (Barry, 2013; Villalobos y Brummer, 2015).
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El forraje de canola (fresco y conservado ensilado), es buena fuente de AGPI,
principalmente linolénico y linoleico (Williams et al., 2016; Limon-Hernandez et al.,
2019), ambos &cidos son esenciales y necesarios para la sintesis de acido ruménico (AR;
C18:2 cotll) y éacido vaccénico (VAC, C18:1 t11) en rumen, debido a la extensa
hidrogenacion e isomerizacion, que las bacterias ruminales ejercen sobre aquellos AGPI de
la dieta (Buccioni et al., 2012). EI AR es el principal isomero del conjunto de acidos grasos
que componen al acido linoleico conjugado (CLA, por sus siglas en inglés); el AR puede
ser sintetizado directamente en el rumen, o a partir del &cido vaccénico, a través de la
actividad de la enzima delta-9 desaturasa en la glandula mamaria (Chilliard et al., 2007;
Bauman et al., 2000). Estudios realizados, mayormente en modelos animales, han

demostrado que el CLA posee efectos benéficos para la salud humana (Williams, 2000).

La ruta de la biohidrogenacion ruminal de los AGPI incluye diferentes isomeros de C18,
teniendo como punto final una reduccion a acido estearico C18:0 (Harfoot y Hazlewood,
1988). Dicha biohidrogenacion puede ser influenciada por el tipo de alimento ofrecido al
animal, provocando una disminucion o un aumento de ciertos acidos sintetizados en rumen
y, posteriormente, encontrados en la leche (Chilliard et al., 2003; Sanz-Sampelayo et al.,
2007).

La utilizacion de ensilado de canola (EC) como un forraje alternativo, en sustitucion al
ensilado de maiz, ha sido poco estudiada (Williams et al., 2016), sobre todo desde el punto
de vista de su potencial para modificar el perfil de &cidos grasos en leche, con efecto
benéfico para la salud humana. Kincaid et al. (2012) reportan que la produccion y
composicion quimica de la leche no fueron afectadas cuando el ensilado de canola y
chicharo, fueron incluidos como parte de la dieta de bovinos, sustituyendo al ensilado de

maiz y heno de alfalfa, con una digestibilidad in vitro de 750 g kg™ de MS.

Mediante la manipulacion de la dieta de los rumiantes, ademas de mejorar el perfil de AG
en la grasa de la leche, las investigaciones hoy en dia buscan identificar métodos eficientes
para mitigar las emisiones de CH,. Se considera que el CH,4 es el gas que mas contribuye al
efecto invernadero, producido por la ganaderia. Asimismo, el CH4 producido en rumen
representa una pérdida de 2 a 12% de la energia presente en la dieta (Beauchemin et al.,

2008), ésta pérdida difiere segin la composicién de los nutrientes, tipo y procesamiento del

2
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alimento, la digestibilidad (Patra y Yu, 2013) y la presencia de componentes secundarios
como glucosinolatos y taninos en las plantas brassicas (Durmic y Blache, 2012). Por
consiguiente, a través de una serie de reacciones quimicas, acopladas para la sintesis de
ATP, los microorganismos metanogénicos utilizan H, como resultado de la fermentacion de
los carbohidratos, para reducir el CO, a CH,4 (Jeyanathan et al., 2013). En consecuencia, se
requiere identificar componentes con potencial para modificar la fermentacién ruminal y
potencializar el uso de la energia, mediante la disminucién de la produccion de CH, en el
rumen, evitando asi su liberacion al ambiente (Batta et al., 2014). Recientes investigaciones
han demostrado una disminucién de la produccion de CHy al incluir forraje de canola en la
dieta de bovinos (Williams et al., 2016) y ovinos (Sun et al., 2015). En adicién, la
busqueda de estrategias para mitigar la produccion de CHy incluye seleccionar plantas con
potencial para reducir la produccién ruminal de CH4. La planta de brdcoli (Brassica
oleracea), que se genera como consecuencia de su cultivo para el consumo humano, es un
subproducto que ha sido utilizado en la alimentacion de rumiantes; esta, al igual que el
resto de brassicas, contiene componentes secundarios (glucosinolatos, azlcares Yy
polifenoles), que presentan un amplio rango de propiedades bioactivas, incluyendo el
potencial para inhibir la produccion de CH4 en rumen (Durmic et al., 2016; Sun, 2020).
Tripathi y Mishra (2007), mencionan que el grupo y contenido de componentes bioactivos
presentes en las brassicas varian segun el cultivo, manejo agrondémico y condiciones
climaticas. Sin embargo, el brdcoli (Brassica oleracea), no ha sido extensamente
investigado, y se conoce poco sobre los efectos que tiene en la fermentacion ruminal, asi
como su relacién con la disminucion de la produccion de CH,. Esta tesis ha sido realizado
en cotutela entre la Universidad Auténoma del Estado de México y la Universidad de
Murcia, abordando el estudio de dos brassicas importantes en ambas zonas: la canola en
Meéxico por su interés de utilizacion como forraje alternativo en sustitucion al ensilado de
maiz, y los subproductos del brdcoli en la region de Murcia con una abundante produccion

y su uso en la alimentacién de los rumiantes.

Con base en lo antes expuesto, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar, a través
de diferentes estudios, por un lado, el efecto del nivel de inclusion de ensilado de canola, en
sustitucién de ensilado de maiz, sobre: i) los parametros de fermentacion ruminal y

produccion de metano in vitro, y ii) la respuesta productiva, produccién de intermediarios
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de la biohidrogenacién de los acidos grasos insaturados, principalmente los &cidos
vaccénico y rumenico, presentes en la leche de cabras; y por otro lado, iii) evaluar el efecto
de extractos hidroalcohdlicos, presente en la planta de brdcoli (Brassica oleracea), sobre

las caracteristicas de fermentacion ruminal y produccion in vitro de metano.
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Revision de literatura

Il. REVISION DE LITERATURA

1. Forraje de canola (Brassica napus)

La planta de canola, tradicionalmente se ha cultivado para la produccién de aceite y
biodiesel en el mundo (Kincaid et al., 2012). Por ejemplo, Canada produce cerca de 20% de
la produccién mundial de canola (Neely et al., 2015). En paises como Nueva Zelanda y
Australia, la canola se ha utilizado como cultivo de rotacion y fuente de forraje para la
alimentacion de rumiantes en pastoreo (Barry, 2013). En México, por presentar una alta
produccion de MS, adaptabilidad a las épocas de otofio e invierno, alta eficiencia en la
utilizacion del agua y nitrogeno, se ha utilizado como un forraje alternativo para cubrir los

déficits durante las épocas de otofio e invierno (Reta-Sanchez et al., 2015).

En Meéxico, la produccion de forraje de canola es limitada, en afios recientes se han
realizado estudios sobre el uso de forrajes alternativos para la alimentacién de rumiantes
lecheros (Reta-Sanchez et al., 2010; Reta-Sanchez et al., 2015). Es asi que uno de los
cultivos sobresalientes ha sido la canola; este forraje se caracteriza por su alto aporte
nutricional en cuanto a energia, proteina y digestibilidad, resistencia a escasez de agua y a
climas frios (otofio-invierno), es considerado como un cultivo alternativo o rotacional para
sustituir o alternar con forrajes de avena o maiz, que tradicionalmente son los principales

cultivos en México (Burbano et al., 2018).

1.1. Composicion quimica y técnica de conservacion del forraje de canola

Para mantener la calidad nutrimental del forraje de canola se requieren condiciones éptimas
para su crecimiento, entre ellas, nivel de fertilizacion, época de siembra (verano-invierno) y
clima (Garcia et al., 2008). Al margen de esto, se ha reportado que las brassicas (Brassica
napus) pueden llegar a tener un alto rendimiento en forraje (8 a 15 ton de MS ha™), en un

periodo de 60 a 120 dias posteriores a la siembra (Neely et al., 2015).
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El forraje de canola puede aportar un contenido de protefna cruda de 230 g kg™ MS,
energia neta de lactancia 5.69 MJ kg™ MS y contenido medio de fibra detergente neutro
(FDN) 398 g kg* MS (Reta-Sanchez et al., 2010). La composicién quimica de los forrajes
puede variar de acuerdo a las condiciones de desarrollo y manejo agrondmico. Al respecto,
Espinoza-Canales et al. (2017), evaluaron dos momentos de floracién del forraje de canola;
temprana (52 dias post siembra) y tardia (89 dias post siembra), reportando una
disminucién de hasta 52% del contenido de proteina (263.2 g kg™ MS vs 123.6 g kg™ MS),
cuando el forraje fue cosechado en floracion tardia. Ademas, la parte de la planta y la edad
del forraje juega un importante papel en la composicién bromatoldgica de esta; Kaur et al.
(2011), evaluaron las hojas, peciolos y tallos de la planta de canola (Brassica napus) a
diferentes semanas después de la siembra, reportando que a la semana 13 de la siembra el
contenido de proteina fue superior en las hojas (322 g kg™ MS) con respecto a la peciolos
(190 g kg™ MS) v tallo (160 g kg™ MS), en tanto que para FDN, los tallos mostraron el
mayor contenido (441 g kg™ MS), concluyendo que a mayor edad declina la calidad del

forraje.

Por otro lado, los forrajes de brassicas presentan alto contenido de humedad, de 80 a 95%,
lo que puede ocasionar pérdidas de nutrientes si se desea conservar y utilizar como ensilado
(Balakhial et al., 2008). Debido a esto se requiere de un pre secado o la utilizacion de
aditivos. Estudios recientes (Limon- Hernandez et al., 2019) evaluaron la adicion de cuatro
niveles (1, 2, 3, y 4 % base fresca) de melaza al ensilado de forraje de canola, observando
que el contenido de MS de los ensilados se incremento hasta 9% con el nivel mas alto de
melaza con respecto al control. Similar respuesta fue reportada por Balakhial et al. (2008)
al utilizar 4 y 8% de melaza. Con la utilizacion de la melaza se pretende cumplir dos
objetivos, ser utilizada como proveedora de energia a los microorganismos para desarrollar
una fermentacion lactica durante el proceso de ensilaje e incrementar la materia seca del

ensilado (Carfieque y Sancha, 1998).

Una caracteristica importante del forraje de canola es su aporte de proteina cruda, Sdnchez-
Duarte et al. (2011) reportaron un contenido de 240 g kg™ MS de proteina cruda cuando el
forraje fue ensilado. Sin embargo, Limon-Hernandez et al. (2019) obtuvieron niveles

inferiores (147 g kg™ MS), bajo el mismo proceso de conservacion del forraje (Cuadro 1).
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Por lo cual, el contenido de proteina cruda del forraje es importante en la produccion
pecuaria, si consideramos que es uno de los nutrientes de mayor costo e importancia

nutritiva.

Cuadro 1. Composicién quimica (g kg* MS) de forrajes fresco y ensilado de canola

(Brassica napus), adaptado de Williams et al. (2016) y Limdn-Hernandez et al. (2019).

Nutriente Forraje fresco Forraje ensilado
MS 217 202
PC 203 143
FDN 202 365
FDA 140 206
MO 887 892

Acidos grasos (g/100g AG)

C18:1c9 2.23 541
C18:2 c9c12 7.30 10.70
C18:3 c9cl2cl5 25.10 38.10

C18:1 ¢9, acido oleico; C18:2 c9c12, acido linoleico; C18:3 c9c12c15, acido linolénico.

Con anterioridad (Fales et al., 1987) se reportaron estudios sobre los efectos del proceso de
ensilaje en la composicién quimica, principalmente sobre la presencia de metabolitos
secundarios (glucosinolatos, nitrilos, sulféxidos). Estos autores concluyen que el efecto del
proceso de ensilaje es diferente sobre el contenido de metabolitos secundarios, sin embargo
al ensilar el forraje de canola puede disminuir de 0.3 a 0.03% la concentracion de
glucosinolatos, probablemente debido al calor producido y reduccion del pH durante el
proceso de fermentacion. Por lo cual, ésta disminucion de los glucosinolatos tendria efecto
benéfico sobre el animal al reducir el riesgo de intoxicacion (Barry, 2013). Velasco et al.
(2008) mencionan que la mayor concentracion de estos metabolitos secundarios estan
presentes en la semilla vs hojas, por lo cual la madurez de la planta también es un factor

determinante en el contenido de glucosinolatos en el forraje de canola.
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1.2. Utilizacién del forraje de canola en la alimentacion animal

El principal objetivo de cultivar canola (Brassica napus) es la produccién de aceite para el
consumo humano, y el subproducto (pasta de canola) se destina para la alimentacion
animal. Sin embargo, estudios recientes (Kincaid et al., 2012) han demostrado que la planta
entera puede ser utilizada como fuente de forraje para los rumiantes. En paises como Nueva
Zelanda y Australia su utilizacion ha tomado importancia como forraje de pastoreo de
pequefios rumiantes en finalizacion durante la época de otofio-invierno (Barry, 2013).
Ademas, el forraje de canola se ha utilizado como un complemento con otros forrajes. Al
respecto, Kaur et al. (2010) en un estudio in vivo con ovinos, evaluaron el forraje de canola
(Brassica napus) o trébol Persa (Trifolium resipinatum) en 10, 25 y 40 % MS de inclusion,
en asociacion con ensilado de maiz y raygrass; el forraje de canola disminuyo el consumo
de MS respecto a los que consumieron las dietas que contenian trébol persa, sin embargo,
no afectd la digestibilidad de la FDN, ni la sintesis de nitrégeno microbiano, concluyendo
que se requiere de mas estudios para verificar las posibles causas de la disminucion del
consumo de MS del forraje de canola. Barry (2013) menciond que las brassicas como la col
0 el nabo contienen compuestos secundarios (sulfoxidos y glucosinolatos), que al ser
fermentados en rumen, sufren un proceso de hidrélisis y sus metabolitos como S-dimetil-
disulfuro, isotiocinatos y nitrilos, son potenciales depresores del consumo voluntario.
Kincaid et al. (2012) evaluaron la incorporacion de ensilado de canola en asociacién con
leguminosas, remplazando al ensilado de maiz y heno de alfalfa en dietas completas
mezcladas (TMR) para bovinos productores de leche. Asi, con la inclusion de 9 y 15% de
MS de ensilado de canola-chicharo, no encontraron diferencias en la produccion y la
composicion quimica de la leche con respecto al control. Ademas, estos autores concluyen
que el proceso de ensilaje y su inclusion a los porcentajes antes mencionados, reduce el

riesgo de problemas metabdlicos en el animal, ocasionados por los metabolitos secundarios.

2. Componentes bioactivos de las brassicas

Las brassicas contienen componentes bioactivos y metabolitos secundarios, estos Gltimos

son utilizados como mecanismo de defensa hacia los insectos y adaptacion a diferentes
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ambientes, principalmente al factor temperatura (Barry, 2013). De acuerdo con Durmic y
Blache (2012), los componentes bioactivos son aquellos compuestos capaces de provocar

efectos farmacoldgicos o toxicoldgicos en humanos o animales.

2.1 Acidos grasos

Hay poca literatura cientifica sobre la evaluacién del contenido de acidos grasos en el
forraje de canola. En estudios recientes, Williams et al. (2016) al evaluar el forraje de
canola para la alimentacion de vacas en pastoreo, reportan un contenido de 7.3 g 100g AG
de acido linoleico y 25.1 g 100g AG de acido linolénico; similares resultados fueron
reportados por Limén-Hernandez et al. (2019), quienes al ensilar forraje de canola con
diferentes niveles de melaza obtuvieron valores de 10.7 g 100g AG de acido linoleico y
38.1 g 100g AG de acido linolénico, lo cual indica que estos acidos pueden llegar a

representar hasta 40% del total de los AG presentes en el forraje de canola.

2.2. Glucosinolatos

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios naturales de la mayoria de la familia de las
brassicas, a la que pertenecen la canola (Brassica napus) y el brocoli (Brassica oleracea),
sus compuestos glucésidos y su grupo R son derivados de un aminoacido (metionina,
fenilamina o triptofano), que puede ser alifatico, aromatico o indol (Velasco et al., 2008).
Tipicamente llegan a producir entre 30 y 40 diferentes glucosinolatos (Halkier y
Gerhenzon, 2006), la concentracion depende de la especie, la variedad y las condiciones
ambientales en las cuales se desarrolla el cultivo (Tripathi y Mishra, 2007). Asi, las
concentraciones en el forraje de la planta pueden ser de bajos a moderados, en un rango de
1,000 a 3,000 ppm; sin embargo, las inflorescencias y las semillas presentan la mayor

concentracion de glucosinolatos (Burrows y Tyrl, 2013).

Se ha reportado que los glucosinolatos presentes en las brassicas deprimen el consumo de
MS, disminuyen la absorcién de yodo y cobre, y producen anemia (Barry, 2013). Los
rumiantes son menos susceptibles a intoxicaciones (Tripathi y Mishra, 2007); la microflora
del rumen induce la transformacion de los glucosinolatos y/o sus metabolitos como
isotiocinatos, tiocinatos, nitrilos y sulfatos (Figura 1). Asi, el exceso de estos metabolitos

provoca diferentes efectos en el animal, por ejemplo, los sulfatos pueden inhibir la
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absorcion del cobre y selenio, los tiocinatos estan relacionados con la absorcién de yodo vy,
como consecuencia, también una inhibicion de la tirosina (Tg4), los nitrilos se han

relacionado con dafios hepaticos (Tripathi y Mishra, 2007; Bischoff, 2016).

En humanos, el consumo de glucosinolatos, se ha relacionado con la prevencion de riesgos
a padecer cancer (Velasco et al.,, 2008). Diferentes estudios epidemiologicos han
demostrado que los glucosinolatos, principalmente los isotiocinatos, tienen efecto sobre la
prevencion de canceres como el de vejiga, colon, pulmén (Huang et al., 2018), diabetes tipo

I1, desordenes neuronales e higado graso (Chen et al., 2016).

Ademas, diferentes investigaciones (Sun et al., 2015; Williams et al., 2016) han evaluado el
posible efecto de los glucosinolatos sobre la produccion de metano en rumen; sin embargo,
los resultados son inconsistentes, ambos autores concluyen que la composicion quimica de

las brassicas son el factor mas determinante para la produccién de metano.
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Figura 1. Representacion esquematica de la hidrolisis enzimatica de los glucosinolatos;
Tomado de Tripathi y Mishra (2007).
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3. Metabolismo de los lipidos en rumen

En los alimentos, los lipidos mayoritarios estan representados por grasas y glucolipidos
(McDonald et al., 2011). Al ser consumidos por el animal sufren dos importantes
transformaciones en el rumen: la lipolisis y la biohidrogenacion (BH), ambos procesos
efectuados por la poblacion microbiana ruminal, originan acidos grasos libres y glicerol
(Buccioni et al., 2012). Los lipidos contenidos en la dieta consumida por el animal son
hidrolizados ampliamente por galactosidasas y fosfolipasas producidas por la flora ruminal
(Jenkins, 1993). La bacteria Anaerovibrio lipolytica, es el mayor agente lipolitico en el
rumen, esta bacteria produce dos enzimas hidroliticas, una celulo-estereasa y una lipasa
extracelular, con actividad sobre triglicéridos y acidos grasos esterificados (Vilmar, 2011).
También estan involucrados en la lipdlisis ruminal los protozoarios, sin embargo, la
evidencia de su actividad lipolitica no es consistente debido a la poca investigacion dirigida

para conocer la lipdlisis protozoaria (Laurenco et al., 2010).

El proceso de biohidrogenacion ruminal comprende diferentes vias y procesos,
dependiendo de la dieta y ambiente ruminal. Los AG poliinsaturados representan cierto
riesgo de toxicidad para muchos de los microorganismos del rumen (Harfoot y Hazlewood,
1997). Para protegerse de estos efectos toxicos, los microorganismos del rumen tienen la
capacidad de hidrogenar los acidos grasos insaturados de la dieta (Harfoot y Hazlewood,
1997), en consecuencia, los AG de los productos de los rumiantes tienden a ser mas

saturados que aquellos de los animales no-rumiantes.

La biohidrogenacion mas estudiada y mejor conocida es la de los &cidos grasos
poliinsaturados, mayoritarios en la fraccion lipidica de los alimentos vegetales destinados
para el ganado: acidos linoleico y linolénico. Partiendo del acido linoleico, dos reacciones
tienen lugar en la primera etapa de BH; la primera, es una reaccion de isomerizacion del
doble enlace cisl12 a transll, por la enzima cis9 transll isomerasa o linoleato isomerasa;
esta enzima conduce a la formacion de uno de los isomeros mayoritarios del &cido linoleico
conjugado, el C18:2 c9 t11 (Figura 2). Esta isomerizacién es extremadamente rapida
(Kepler et al., 1966). La segunda reaccion es la reduccién del C18:2 c9 t11 a C18:1tll o
acido vaccénico (Kepler et al., 1966; Mills et al., 1970; Noble et al., 1974; Fellner et al.,
1995) y también C18:1 c11, en menor medida (Fellner et al., 1995).

12
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Cuando la reaccion parte del &cido linolénico, sus dos isémeros cis (C18:3 ¢9 c12 c15 o a-
linolénico y C18:3 ¢6 c9 c12 o y-linolénico) son isomerizados en el doble enlace cis 12 a
t11, seguido de una reaccién de los dobles enlaces cis hasta la formacion de C18:1 t11,
C18:1 c¢15 o C18:1 t15. La segunda etapa de la BH convierte los isbmeros C18:1 a acido
estedrico; esta etapa se realiza de una manera mas lenta, por lo tanto, puede tener lugar en
el rumen un incremento del producto intermedio, acido vaccenico principalmente, que lo
hace méas disponible para ser absorbido en el intestino (Bauman et al., 1999). Se ha
observado que el acido C18:1 t11 es el isomero trans predominante en la BH del &cido

linoleico (Bauman y Griinari, 2001).
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Figura 2. Ruta de biohidrogenacién de los acidos grasos insaturados (AGI): linoleico,

linolénico y oleico; adaptado de Morales-Almaraz (2009).
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3.1. Factores que afectan la digestién ruminal de los lipidos

a) El pH

La actividad lipolitica en el rumen es mas sensible a cambios de pH y puede ser
responsable de la disminucion de la aparente biohidrogenacion cuando se ofertan dietas
altas en concentrados (Mele et al., 2008). Ademas, los isomeros trans C18:1 se
incrementan cuando las dietas son altas en concentrado, indicando que la reduccion del

acido C18:0 es afectado por el pH y/o los cambios en la poblacion bacteriana.

Cuando el pH es de 6.8 a 5.2 en el fluido ruminal, existe una inhibicion sustancial de la
lipolisis, pero la biohidrogenacion de los acidos linoleico y linolénico no se altera
notablemente hasta que el pH muestra niveles inferiores a 5.2, cuando el pH se mantiene
con este valor, se obtiene 65% de la biohidrogenacion del acido linoleico y linolénico, sin
embargo, con pH de 6.8, se obtiene 96% (Mele et al., 2008).

b) La dieta

Los cambios en la poblacion bacteriana del rumen son con frecuencia el resultado de la
disminucion del pH por el incremento en la produccién de propionato (Van Soest, 1994),
asociado a los cambios en la dieta rica en concentrados y pobre en fibra, lo que influye
sobre las rutas de la biohidrogenacion predominantes y en la formacién de isomeros trans

C18:1 producidos en el rumen y su contenido en la grasa de la leche (Griinari et al., 1998).

Dietas altas en forraje, suministrado en forma de ensilado, con un largo tiempo de
permanencia en rumen, pueden estimular en mayor grado la alta densidad de los
microorganismos (Fonty y Grenet, 1994), excepto cuando la fuente de fibra esta finamente
molida o cuando la dieta es suplementada con carbohidratos solubles.

Aunque la hidrogenacién del acido linoleico y linolénico en rumen son practicamente
completas, 85 y 90%, respectivamente, el grado de BH ruminal puede disminuir con el
consumo de dietas ricas en concentrados (Doreau y Ferlay, 1994), lo cual esta relacionado

con cambios en la poblacion bacteriana, causando una reduccion de la BH en la conversién

14
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de trans C18:1 a &cido estearico (Van Nevel y Demeyer, 1996a) afectando la produccién de
la grasa en leche (Doreau, et al., 1999). Algunas investigaciones demuestran que la
proporcion de forraje en la dieta es determinante en la composicion de AG en la leche
(Chilliard y Ferlay, 2004).

3.2. Microrganismos involucrados en la biohidrogenacion ruminal

El entorno del rumen se caracteriza por tener una concentracién de 10™° bacterias, 10’
protozoarios y 10° de hongos por mL™ de liquido ruminal, con un rango de pH de 6.0 a 6.7;
cualquier desviacion de estas condiciones puede influir en la poblacién microbiana y sus

productos de la fermentacién (Buccioni et al., 2012).

Evidencias experimentales indican que la bacteria Butyrivibrio fibrisolvens es una de las
que tienen una alta capacidad de biohidrogenacion (Bauman et al., 1999; Maia et al., 2010).
Sin embargo, la biohidrogenacion completa de los &cidos grasos insaturados depende de la
actividad conjugada de mas de una especie de bacterias ruminales (Buccioni et al., 2012)
(Figura 3). Jenkins (1993), menciona que la principal bacteria involucrada en el proceso de
biohidrogenacion es B. fibrisolvens lipase, principal bacteria que puede realizar la

hidrogenacion de los acidos grasos insaturados.
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Figura 3. Funcion de Butyrivibrio spp, Propionibacterium acnés y Butyrivibrio

proteoclasticum sobre la biohidrogenacion del acido linoleico: Adaptado de Wallace et al.
(2006) y McKain et al. (2010).

En rumiantes, la alimentacion con grandes cantidades de acidos grasos polinsaturados, tiene
el potencial de inhibir la fermentacion ruminal, y por ende, reducir la concentracién de

bacterias y protozoarios presentes en rumen (Yang et al., 2009).

El efecto negativo de la suplementacién con AGI sobre los pardmetros de fermentacion
ruminal se explica por la reduccion de bacterias celuloliticas. Al respecto, Yang et al.
(2009) mencionan que el &cido linolénico es el mas potente reductor de la concentracion de

estas bacterias, comparado con el acido linoleico.

Segun Jenkins et al. (2008), los protozoos, al fagocitar bacterias, inhiben el Gltimo paso de
la BH, mientras que hay una actividad considerable de las reacciones de isomerizacion y
reduccion del primer paso, resultando en la formacion de C18:2 ¢9 t11, manteniendo la
presencia de &cido linoleico, pero disminuye la formacion de C18:0. Esto tiene

implicaciones importantes para la funcion de los protozoos en el flujo de C18:2 c9 t11y
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C18:1 t11 desde rumen. La disponibilidad de estos acidos para la absorcién intestinal por el
animal hospedador podria depender del flujo de protozoos desde rumen mas que el de las
mismas bacterias. Yafiez-Ruiz et al. (2006) observaron que el flujo de AG de origen
protozoario al duodeno de terneros fue de 30 a 43% de C18:2 c9 t11 y de 40% de C18:1
t11. Asi, los protozoarios, por si mismos, no producen C18:2 ¢9 t11 ni C18:1 t11, sin
embargo, tienen gran influencia significativa sobre los flujos de C18:2 ¢9 t11 y C18:1 t11,

disponible para el animal hospedador.

Algunos &cidos grasos trans, formados como intermediarios de la BH de los AGI por las
bacterias ruminales, han sido descritos como uno de los factores que desencadenan el
sindrome de depresion de la grasa (MFD) (Davis y Brown, 1970). Asi, el acido linoleico
puede ser isomerado por la trans10 cis12 isomerasa en lugar de la cis9, trans1l isomerasa,
dando lugar al isdbmero C18:2 t10 c12, caracterizado por sus efectos negativos sobre la
grasa en leche (Bauman et al., 1999). La intervencién de los acidos grasos trans, en este
trastorno, ha sido observado méas frecuentemente con dietas con aceites de plantas o
pescado (Bauman y Griinari, 2001), también se ha relacionado con el incremento de trans

C18:1 en la grasa de la leche en un amplio rango de dietas (Griinari et al., 1995).

La via alternativa de la BH del acido linoleico para formar C18:1 t10 comienza con una
isomerizacion del doble enlace cis9 para formar C18:2 t10 c¢12, seguido por una reduccion
del doble enlace cis12 para dar C18:1 t10 (Figura 2). El isbmero C18:2 t10 c12 del &acido
linoleico conjugado normalmente esta presente en la grasa de la leche pero en
concentraciones muy bajas (<0.06% del total de AG) y representa <2% del total de
isdmeros del &cido linoleico conjugado (Bauman et al., 2000). El efecto negativo del
isdmero del acido linoleico conjugado C18:2 t10 c12 sobre la induccion del MFD, ademas
de estar asociado con el desarrollo de acidosis ruminal, se ha observado que disminuye la
expresion de genes que codifican las enzimas relacionadas con el contenido de grasa en
leche, incluyendo la sintesis de AG de novo en la glandula mamaria, principalmente por la
reduccion de acidos grasos de cadena corta y media (Bauman y Griinari, 2001), y la

desaturacion de AG por accion de la enzima A9-desaturasa (Baumgard et al., 2002).
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4. Sintesis de metano en rumen

Mediante el proceso de fermentacion de los carbohidratos se producen &cidos grasos
volatiles (AGV): acetato, propionato y butirato, principalmente (Vilmar, 2011), que son
utilizados como fuente de energia por los microorganismos del rumen, mientras otros
compuestos como el dihidrégeno (H,) y el dioxido de carbono (CO,), productos de la
misma fermentacion, son utilizados por las bacterias metanogénicas del género Archaea
para la produccion de CH,. El acetato y el butirato son nutrientes lipogénicos y son fuentes
de H, disponible, mientras que la formacién de propionato es una ruta competitiva para
utilizar esos H, disponibles en el rumen (Van Nevel y Demeyer, 1996b). Por lo cual, se
genera una competencia por la utilizacién del H, y CO; originados por la actividad
fibrolitica de las bacterias, hongos y protozoarios para la formacion de CH,. Asi,
dependiendo del sustrato utilizado, Liu y Whitman (2008) mencionan que los

microoganismos metandgenos se clasifican en tres grupos:

1). Metandgenos hidrogenotrofos: utilizan H, y formato para reducir el CO,. Las bacterias
acetogeénicas son las principales y utilizan el H, para reducir el CO, a acetato, que es
absorbido por el animal y utilizado como energia.

2). Metandgenos metilotrofos: su principal sustrato son los compuestos metilicos a partir de

metanol, y oxidan parcialmente al CO,, se reducen los grupos metilo y se genera el CHj.

3). Metandgenos acetotrofos: son arqueas anaerobias facultativas que convierten el acetato

mediante la disimilacion del grupo metilo en CH,y CO;

De acuerdo con Kumar et al. (2014), la formacion del metano es un proceso fisiolégico
normal que contribuye al correcto funcionamiento fermentativo del rumen, contrarrestando

la inhibicion de otros microorganismos causado por la acumulacién de H,.
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4.1. Estrategias para inhibir la sintesis de metano en rumen

Varias estrategias mediante técnicas in vivo e in vitro se han usado para reducir la

produccion de metano en rumiantes. La produccién de CH, depende, en gran medida, del

nivel de ingesta de alimento y composicion de la dieta, particularmente el tipo de

carbohidratos presentes en

ella (Bauchemin et al., 2009). Knapp et al. (2014) mencionan

que los estudios para bajar las emisiones de metano se basan principalmente en tres ejes:

a) Manejo de la alimentacion, enfocado a disminuir la produccion de acetato y aumentar la

sintesis de propionato como fuente de energia.

b) Modificadores en rumen, dirigido a reducir las bacterias metanogénicas y seleccion de

animales a través de la genética (Figura 4).
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Figura 4. Rutas metabolicas de la formacion e inhibicion de metano en rumen: Tomado de

Réamirez-Bibriesca (2018).
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c) El manejo en la alimentacion ha sido el principal eje para la disminucién de la
produccion de metano, centrandose en la formacion de &cidos grasos volatiles en rumen. El
reemplazo de carbohidratos estructurales (hemicelulosa y celulosa), por carbohidratos no
estructurales (almidon) en la dieta, produce un cambio en el patrén de produccion de acido
acético a propidnico, generando una reduccion en la produccion de metano (Bauchemin et
al., 2008).

Una segunda opcidn es la utilizacion de componentes secundarios. Las plantas producen
metabolitos secundarios, usados para modificar la fermentacion ruminal con el objetivo de
inhibir la actividad de las bacterias metanogénicas (Bodas et al., 2012). Los metabolitos
mas estudiados han sido los taninos (Bhatta et al., 2009), los aceites esenciales (Patra y
Yun, 2013), obteniendo resultados positivos en la disminucion de la produccién de metano.
Sin embargo, pocos trabajos han evaluado el efecto de los glucosinolatos (Sun et al., 2015;
Williams et al., 2016) sobre la produccion de metano, debido a esto se conoce poco del

efecto de estos compuestos sobre el crecimiento y metabolismo de bacterias metanogénicas.

4.2. Utilizacion de las brassicas para mitigar la produccién de metano

La ganaderia es considerada uno de los principales sectores de la produccion de gases de
efecto invernadero en el mundo. El metano es considerado el segundo gas causante del
efecto invernadero, y los rumiantes contribuyen aproximadamente con 6% del metano

antropogenico global (Bauchemin et al., 2020).

Varios autores (Johnson y Johnson 1995; Bauchemin et al., 2008) mencionan que la
formacion del CH,4 en rumen, representa una pérdida que varia de 2 a 12% de la energia
bruta consumida por el animal, ocasionando una ineficiencia en la utilizacion de la energia

por los microorganismos del rumen.

La utilizacion del forraje de canola para disminuir la produccion de metano ha sido
estudiada por Sun et al. (2015). Estos autores realizaron un estudio in vivo en ovinos
alimentados con forraje de canola o raygrass, observando que la produccién de metano
disminuy6 24% cuando los ovinos fueron alimentados con forraje de canola con respecto al

raygrass (11.7 vs 15.4 g d* de CH,). En otro estudio in vitro con forraje de canola ensilado,
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Limon-Hernandez et al. (2019), no encontraron diferencias en la produccion de CH,4 cuando
se agregd melaza (0 a 4% BH) al forraje. Se ha hipotetizado que el contenido de
glucosinolatos en las brassicas son los responsables de la disminucién de la produccién de
metano, sin embargo los resultados son inconsistentes (Dillard et al., 2018). Asi, lo mas
aceptado ha sido en relacion a la composicion quimica de las brassicas, con bajo contenido
de FDN vy alto contenido de carbohidratos solubles. Sun et al. (2015) mencionan que una
menor cantidad de bacterias que degradan la fibra (Fibrobacter spp y Ruminococcaeae),
cuantificadas en ovinos que fueron alimentados con forraje de canola, podria estar
relacionado con la menor concentracion de carbohidratos estructurales presentes en el
forraje de canola y que a su vez resulta en una menor produccion de acetato e H,, este

ultimo considerado el principal sustrato para la formacion de metano en rumen.

5. Métodos para medir la digestibilidad de los alimentos

El conocimiento del valor nutritivo de los alimentos es fundamental para la nutricion,
considerando que es el factor mas importante que influye en la respuesta productiva del
animal (McDonalds et al., 2011); este parametro se refiere a la cantidad de nutrientes
absorbidos, por lo que las pruebas de digestibilidad permiten estimar la proporcion de
nutrientes presentes en una racion que pueden ser absorbidos por el sistema digestivo y que

son potencialmente disponibles para el animal.

En las pruebas de digestibilidad in vivo, para determinar el valor nutritivo de un alimento se
requiere varios animales, dado que aun siendo de la misma especie, raza, sexo y edad,
difieren en sus procesos digestivos y, ademas, porque la replicacidn permite detectar errores
en las pruebas de medicion. En adicion, la técnica de produccion de gas in vitro ha sido
ampliamente utilizada para la evaluacion de los efectos de la fermentacion ruminal de los

diferentes alimentos utilizados en rumiantes (Nagani et al., 2000).
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5.1 Método in vitro

La técnica de produccion de gas in vitro ha sido utilizada para la evaluacion de la calidad
nutricional de los alimentos utilizados en la alimentacion de los rumiantes desde mediados
del siglo XX (Crosby y Ramirez, 2018). En afios recientes ha ganado aceptabilidad debido
a su maxima repetitividad y una disminucion en el uso de animales. Debido a esto se ha
posicionado como una herramienta de investigacion que tiene un alto potencial de
aplicacion (Getachew et al., 2005). Esta técnica ha sido empleada para cuantificar la
produccién de CH,, ya sea mediante la utilizacion de un analizador de gases portatil o por
la utilizacion de cromatografia de gases. A lo cual, se ha mencionado que ambas técnicas
han resultado utiles para predecir y/o cuantificar el CH, producido por los alimentos
utilizados en la alimentacion de los rumiantes (Crosby y Ramirez, 2018), mostrando

ventajas y desventajas que deben ser consideradas.

Durante décadas, la técnica in vitro ha sido la adecuada para observar y explicar las
interacciones digestivas llevadas a cabo en el rumen, siendo una herramienta rapida y
rentable comparada con la técnica in vivo. EI método tiene como objetivo imitar el proceso
que ocurre en rumen y se basa en la estrecha asociacion entre la fermentacion de los
componentes de los alimentos y su produccion de gas acumulativa (Niderkorn y Baumont,
2009).

De acuerdo con Schofield y Pell (1995), la técnica de produccion de gas in vitro permite
determinar la digestibilidad de los forrajes, asi como la cinética de degradacion microbiana
del alimento a través del volumen de gas producido durante el proceso fermentativo. De esta
manera, la técnica de produccién de gas in vitro es un proceso de andlisis de la fermentacion
y degradacion de las fracciones solubles (carbohidratos) e insolubles (fibras), de la materia
organica presentes en los forrajes y alimentos, esto debido a la actividad de microorganismos
anaerobios presentes en el liquido ruminal. Por consiguiente, Blimmel et al. (1997)
mencionan que al degradarse los componentes de los alimentos, se generan productos de la
fermentacion como dioxido de carbono (CO0,), gas metano (CH,), hidrogeno (H,) y &cidos
grasos volatiles (Palmer et al., 2005). Por lo cual, el gas que se genera es producto de la

fermentacion de los carbohidratos, de modo similar, las proteinas también pueden producir
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gas, sin embargo, la cantidad es relativamente pequefia, y, el gas derivado a partir de la grasa
es insignificante (Posada y Noguera, 2005).

La técnica de produccion de gas emplea sustratos molidos, una saliva artificial en
condiciones anaerobias, temperatura de 39°C e indéculo ruminal; esta técnica mide el
volumen de gas a presion atmosférica constante. Los perfiles de produccion de gas obtenidos
pueden estimarse con diferentes ecuaciones para resumir la informacion de cinética (Crosby
y Ramirez, 2018).

Nagani et al. (2000) mencionan algunos factores que afectan la produccion de gas; el tipo de
sustrato e indculo, la especie animal donadora del in6culo y su alimentacion, el pH del medio
y del tampon empleado. Sus mayores limitaciones son el hecho de que la muestra no ha

sufrido un proceso de masticacion y rumia.
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I11. JUSTIFICACION

En afos recientes, se ha mostrado gran interés por utilizar la canola (Brasica napus) como
forraje conservado para la alimentacion de rumiantes, debido a su contenido de proteina,
bajo contenido de fibra detergente neutro y facilidad para ser ensilada. Ademas, es
considerado un cultivo de rotacion que no tiene interferencia con cultivos convencionales
como el maiz. Sin embargo, poca informacion se ha generado acerca del uso de ensilado de
canola, como fuente de forraje alternativa, y mas aun en sustitucion de ensilado de maiz
para cabras en lactacion. Por otro lado, es conocido que el factor mas importante que ha
sido objeto de investigaciones para incrementar el contenido de componentes bioactivos en
los productos de origen animal es la manipulacion de la dieta. En rumiantes, el forraje es un
alimento crucial dentro de su dieta, por ello existe la necesidad de evaluar forrajes
alternativos con potencial para modificar la fermentacién ruminal y una mejora en la
utilizacion de la energia, evitando pérdidas en forma de metano. Por consiguiente, la
utilizacion del forraje de canola conservado en forma de ensilado en la alimentacion de los
rumiantes, se muestra como una fuente de acidos grasos polinsaturados (acido linolénico y
acido linoleico), proteina y energia que podria mejorar la calidad nutricional de la leche.
Ademas, al incluirse como parte de una racién completa mezclada se reduce la presencia de
problemas metabolicos que ocurren comdnmente con el pastoreo directo del forraje de
canola; también se ha verificado que puede disminuir la produccion de metano in vitro. En
adicion, debido a la presencia de metabolitos secundarios presentes en el forraje de las
brassicas; estos han demostrado tener la eficiencia de modular el crecimiento de bacterias
metanogénicas. En relacion a este tema, la técnica de produccién de gas in vitro ha sido
utilizada para observar y explicar las interacciones digestivas que ocurren en el rumen.
Ademas, es una herramienta de bajo costo que utiliza pocos animales donadores de fluido
ruminal y, a través de ella, se pueden evaluar un nimero ilimitado de alimentos facilitando
la medicion de parametros ruminales que ayudan a conocer la calidad y valor nutricional de

un forraje.
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IV. HIPOTESIS

El ensilado de canola, usado como fuente de acidos grasos polinsaturados de cadena larga,
promueve el aumento de los intermediarios de la biohidrogenacion durante la fermentacion
in vitro, especialmente la concentracion del acido vaccenico, asi como la disminucion de la

produccion de metano, sin efectos negativos sobre las variables de fermentacion ruminal.

La inclusion de ensilado de canola en la dieta de cabras en lactacion mejora el perfil de
acidos grasos de la leche, incrementando la concentracion de los acidos grasos insaturados,
con mayores contenidos de acido linoleico conjugado y de acido vaccénico, sin afectar el

consumo de alimento, asi como la produccion y composicion quimica de la leche.

Los compuestos hidroalcohdlicos presentes en la planta de brocoli (Brassica oleracea)
disminuyen la produccion de metano bajo condiciones in vitro, sin efectos negativos sobre

las caracteristicas de fermentacién ruminal.
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V. OBJETIVOS

General
Evaluar el uso de dos brassicas, uno como forraje de ensilado de canola (Brassica napus) y

otro enfocado a la concentracion compuestos hidroalcohdlicos del brocoli (Brassica

oleracea), sobre las caracteristicas de fermentacién ruminal, la produccion de metano in

vitro, asi como la produccién in vitro de intermediarios de la biohidrogenacion de acidos

grasos poliinsaturados, la respuesta productiva y perfil de acidos grasos de la leche de

cabras alimentadas a base de dietas completas mezcladas con diferentes niveles de ensilado

de canola, asociado con ensilado de maiz.

Especificos

>

Determinar las caracteristicas de la fermentacion ruminal: produccion de gas, pH,
nitrégeno amoniacal, digestibilidad in vitro de la materia seca y composicion
quimica de dietas completas mezcladas con diferentes niveles de inclusion de
ensilado de canola (Brassica napus).

Estimar la produccion in vitro de metano de dietas completas mezcladas con
diferentes niveles de inclusion de ensilado de canola (Brassica napus).

Determinar la produccion in vitro de los intermediarios de la biohidrogenacion de
los acidos grasos poliinsaturados de dietas completas mezcladas con diferentes
niveles de inclusion de ensilado de canola (Brassica napus).

Evaluar la respuesta productiva, consumo de alimento, produccién y composicion
de la leche y cambio de peso corporal de cabras multiparas al final de la lactacion,
alimentadas con dietas completas mezcladas con y sin ensilado de canola (Brassica
napus).

Determinar el perfil de &cidos grasos de alimentos y leche de cabras al final de la
lactacion alimentadas con dietas completas mezcladas con y sin ensilado de canola
(Brassica napus).

Medir el efecto de diferentes porcentajes de inclusion (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5y
2.0%) de compuestos hidroalcoholicos del brocoli (Brassica oleracea) sobre las
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caracteristicas de fermentacion ruminal, asi como la produccién de metano en

incubaciones in vitro en un sustrato a base de heno de alfalfa y grano de cebada.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Se llevaron a cabo dos experimentos con ensilado de canola. En el primer experimento se
determind la cinética de produccion de gas, digestibilidad, nitrogeno amoniacal y
produccion de metano de dietas TMR con cuatro niveles de inclusion de ensilado de canola
mediante la técnica de produccién de gas in vitro. En el segundo experimento se evalud el
consumo de alimento, cambio de peso vivo, produccion y composicion quimica de la leche,
asi como el perfil de acidos grasos en la leche de cabras al final de la lactacion,
consumiendo dietas completas mezcladas con y sin ensilado de canola. Un tercer
experimento fue realizado, se evaluaron diferentes niveles de inclusién de extractos
hidroalcohdlicos de brocoli (Brassica oleracea) sobre la produccion de gas, digestibilidad
de la MS, produccion de acidos grasos volatiles, produccion de CH4 bajo condiciones in

vitro.
Area de estudio

La presente investigacion (experimentos 1 y 2) se realizd en las instalaciones del
Departamento de Nutricién Animal en los laboratorios de Bromatologia y Metabolismo, y
en el Area de Investigacion y Docencia en Produccion Animal, Coordinacion de
Produccién, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Auténoma del Estado de México, ubicada en el Campus Universitario “El Cerrillo”, Toluca
Meéxico, a una longitud de 19° 24° 48, latitud de 99° 40’ 45°°, con una altura de 2632
metros sobre el nivel del mar (INEGI, 2020). EIl tercer experimento se realizd en el
Departamento de Nutricion Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de

Murcia, Esparia.
Establecimiento del cultivo

La canola (Brassica napus var Monty) fue sembrada el dia 15 de octubre de 2017, con una
densidad de siembra de 6 kg/ha, se fertiliz6 con nitr6geno a una dosis de 100 kg/ha. Se

realizaron dos riegos a los 80 y 120 dias posteriores a la siembra.
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Elaboracién de microsilos

El forraje de canola fue cosechado a los 148 dias posteriores a la siembra, posteriormente
fue picado a un tamafio de particula de 10 mm con una picadora de forraje marca Swissmex
modelo SW610500. Se agregd melaza (4% base fresca. 1:1, p/v) para una mejor
ensilabilidad del material fresco. Posteriormente, se elaboraron microsilos en tubos de PVC
de 10.2 cm de diametro por 20 cm de largo, el forraje fue compactado de forma manual con
una prensa a manera de piston. Los microsilos fueron sellados con bolsas de pléstico y cinta

adhesiva.

Experimento 1: Parametros de fermentacién ruminal y producciéon de metano in vitro
de dietas completas mezcladas con diferentes niveles de inclusion de ensilado de
canola.

Dietas experimentales

Los microsilos fueron abiertos a los 28 dias posteriores al proceso de sellado. Se evaluaron
en incubaciones in vitro, tres niveles de inclusién de ensilado de canola (EC) y una dieta
control sin inclusion de EC (Cuadro 2), en sustitucion del ensilado de maiz: 0, 15, 25 y
35% (CS0, CS15, CS25 y CS35, respectivamente), estas inclusiones fueron consideradas
como parte del 60 % de forraje, mas un concentrado (40%) para tener una relacion F:C de
60:40 de la dieta total mezclada, la cual cubri6 las necesidades energéticas y proteicas de
cabras en lactacion (2.58 Mcal EM kg™ MS y 16.5% PC; NRC, 2007).

Andlisis de laboratorio

En las dietas experimentales se realizd el analisis quimico proximal acorde con el AOAC
(2012). La materia seca por desecacion de la muestra en estufa de aire forzado a 102°C por
24 h, para no subestimar pérdidas por compuestos volatiles, el resultado fue ajustado por un
factor de correccion de 1.08 (Dulphy y Demarquilly 1981); para el resto del anélisis
proximal, las muestras fueron previamente secadas a 55 °C, posteriormente molidas en un
molino con malla filtradora de 2mm de diametro, para el contenido de cenizas por
incineracion de la muestra en mufla a 550°C por 4 horas. El contenido de proteina total por

el metodo de Kjeldhal, el extracto etéreo se determind en el equipo Soxtlet. Para el
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contenido de energia bruta se utilizd una bomba calorimétrica (Marca Parr 6400
Calorimeter). En relacion a las fracciones de la fibra: FDN y FDA, segun Van Soest (1991).

Para la determinacién de FDN se adicion6 alfa amilasa.

Cuadro 2. Composicion de las dietas experimentales (g kg™ MS) y aporte nutrimental.

Tratamientos*

Ingrediente CSO0 CS15 CS25 CS35
Pasta de soya 257.4 221.6 202.1 181.1
Sorgo molido 20.0 70.0 122.9 183.9
Salvado de trigo 107.6 934 60.0 20.0
Minerales* 15.0 15.0 15.0 15.0
Rastrojo de maiz 100.0 100.0 100.0 100.0
Ensilado de canola - 150.0 250.0 350.0
Ensilado de maiz 500.0 350.0 250.0 150.0

Analisis quimico calculado

Materia seca, g kg™* MF 593.9 583.8 576.8 569.8
Proteina total, g kg™ MS 166.5 166.5 166.5 166.4
Energia Metabolizable, Mcal 2.58 2.51 2.48 2.46
kg™ MS

*Tratamiento correspondientes al nivel de inclusion de ensilado de canola, en base seca, en la dieta completa
mezclada: 0% (CS0), 15% (CS15), 25% (CS25ec) y 35% (CS35).

*Fosforysal 120L®: P, 120g/kg; Cu, 1.33g/kg; Fe, 2g/kg; Mg 10g/kg; Co, 11 mg/kg; I, 0.080g; Zn 4g/kg; S,
12.5g/kg; Se, 0.022g/kg; Ca, 120g/kg; sal, 200 g/kg; Mn, 4g/kg; Co, 0.013g/kg.

El perfil lipidico de las dietas TMR se determiné de acuerdo con la técnica descrita por
Sukhija y Palmquist (1988), con modificaciones de Palmquist y Jenkins (2003), utilizando
acido clorhidrico metandélico a 10% en la esterificacion de los acidos grasos (AG) y hexano
como solvente organico. Los ésteres metilicos de los &cidos grasos de los alimentos fueron

separados y cuantificados por cromatografia de gases con un cromatografo marca Perkin
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Elmer, modelo Claurus 500 con una columna capilar de 100m x 0.25mm x 0.2 um marca
SUPELCO TM-2560, utilizando nitrégeno como gas acarreador. La temperatura del horno
fue de 140 °C por 5 minutos y se elevo la temperatura hasta 240 °C con incrementos de 4
°C por minuto. El inyector y detector se mantuvo a 260 °C. Cada pico fue identificado de
acuerdo con los tiempos de retencion de los estandares de esteres metilicos (SUPELCO 37,
FAME MIX analytical SIGMA USA).

Fermentacién ruminal in vitro (Técnica de produccién de gas)

La cinética de fermentacion de las dietas experimentales fue evaluada mediante la técnica
de produccioén de gas in vitro descrita Theodorou et al. (1994). Asi, el liquido ruminal fue
extraido mediante sonda nasogéstrica de dos bovinos hembras de la raza Holstein y Suizo
Americano de 6 afios de edad, con peso promedio de 500 kg, alimentados con una dieta a
base de ensilado de maiz, pastoreo de pradera ryegrass y un concentrado. Se recolectd
aproximadamente 0.5 L de fluido ruminal de cada bovino antes de la alimentacion matutina
(07:00 h), el cual se deposito en un termo para mantener la temperatura (39 °C) y poder ser
transportado al laboratorio para la realizar la incubacion. Posteriormente, en el laboratorio,
el fluido ruminal fue filtrado con cuatro capas de tela manta de cielo. El liquido ruminal fue
gasificado con CO, para mantener las condiciones de anaerobiosis, hasta ser utilizado para

las incubaciones in vitro.

Las incubaciones se llevaron a cabo en tres series en botellas de vidrio (120 mL) provistas
de un tapdn de goma y selladas herméticamente. Se agregd 0.99+0.01g MS de sustrato en
cada botella por cuadriplicado, por serie, se incluyeron 4 frascos sin sustrato considerados
como blancos. A cada frasco se adiciono 90 mL de solucién de incubacion (saliva artificial)
y 10 mL liquido ruminal. La solucion de incubacién estuvo constituida por una mezcla de
solucion de macro minerales (5.7g de Na;HPO,) + (5.7 g Na,HPQO,) + (6.2 g KH,PO,) +
(0.6 g Mg SO4 x 7 H,0) y micro minerales (13.2 g CaCl, x 2H,0) + (10.0 g MnCl; x
4H,0) + (1.0 g CoCl; x 6 H,0) + (0.8 g FeCl, x 6 H,0), ademas de una solucion tampon de
bicarbonato de sodio, agua destilada, solucion reductora y rezasurina como indicador de

reduccion, se realizé un gaseado con CO, (Menke y Steingass 1988). Los frascos fueron
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incubados en un bafio a 39 °C. El volumen de gas (psi) fue medido mediante un transductor
de presion (marca Delta OHM®), a las 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 36, 40, 44,
48, 52, 56, 60, 72, 84 y 96 h post incubacion. El total de gas producido fue corregido con

los frascos blanco.

Se utilizo el modelo matematico propuesto por Jessop y Herrero (1996) para determinar los
pardmetros de fermentacion ruminal, utilizando el programa Grafit V3 para la realizacion

de los ajustes de la curva de produccién de gas.
GP=a x (1-exp (-ca+t)) + b x (1-exp (-cb x (t-lag))) x (t>lag) x -1

Donde:

GP = Produccion acumulada de gas (mL)

a = Produccién de gas a partir de la fermentacion (mL) de la fraccion soluble de los
carbohidratos

b = Produccion potencial de gas (mL) a partir de la fraccion insoluble pero potencialmente
degradable

ca = Tasa de fermentacion de la fraccion a

cb = Tasa de fermentacion de la fraccion b

lag = Tiempo que transcurre antes de iniciar la fermentacion de la FDN.

La produccion de gas relativa fue calculada como la relacion de materia seca degradable in
vitro (DIVMS) (g) para el volumen (mL): Produccion total de gas (PG 96h)/DIVMS.
Dénde: PG 96h es la produccion de gas in vitro a 96h (mL/g™ MS). La produccién de gas a
24h (PG24h) fue calculada como el volumen de gas mL gas g MS) producido después de
24h de incubacion dividida entre la cantidad (g) de DIVMS, acorde a Blimel et al. (1997).

La concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) fue calculada acorde a
Getachew et al. (2002) como AGCC (mmol/200mg MS)= 0.0222PG -0.00425, donde: PG
es la produccién de gas neta a las 24h (ml/200mg MS). La produccion de biomasa de
proteina microbiana fue calculada acorde a Bliimel et al. (1997) como PMC (mg g™ MS)=
mg DIVMS—(ml gas x 2.2 mg ml™), donde: 2.2 mg ml™ es un factor estoquiométrico que
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expresa los mg de C, H, O requeridos para la produccion de AGCC asociado con la

produccion de 1 mL de gas.

Digestibilidad aparente de la materia seca (DIVMS), materia organica (DIVMO) y
fibra detergente neutro (DIVFDN).

Posterior al tiempo de incubacion se determiné la digestibilidad in vitro, se utilizaron dos
repeticiones para medir la DIVMS, el sustrato fue filtrado en crisoles Gooch (#1), se secé a
105 °C durante una hora en estufa, se determind la digestibilidad de la MS por diferencia de
peso entre la MS inicial y la MS residual. La determinacion de la digestibilidad in vitro de
la materia organica se llevo a cabo mediante la incineracion de la muestra residual en una
mufla a 450 °C por 4.5h, el célculo se realiz6 por diferencia de peso entre la MO inicial

menos la MO residual acorde a Aragadvay et al. (2015).

La determinacién de la digestibilidad de la FDN se realiz6 acorde con Pell y Schofield
(1993), a los residuos de la incubacion se adicionaron 50 mL de solucion de FDN, después
se colocaron en una autoclave (Tuttnauer®) a una temperatura de 105°C durante 60
minutos. Posteriormente se filtraron en crisoles Gosh (#1) y se secaron en una estufa a
105°C por 1h. La digestibilidad in vitro de la FDN fue calculada por diferencia de peso del

contenido de FDN inicial menos el contenido de FDN residual.

Nitrégeno amoniacal (NH3-N)

Para cuantificar el contenido de nitrégeno amoniacal se utilizd la técnica de produccion de
gas in vitro (Theodorou et al., 1994). Posterior a las 72 horas de incubacion, se tomaron 5
mL de sustrato y se adiciono 0.5 mL de acido tricloroacético (0.25% P/V) (Meale, 2012), se
colocaron en tubos de 10 mL. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 4000
rpm por 10 minuto (13,000 g por 30 minutos a temperatura de 4 °C), se midieron por
reaccion de fenil-hipoclorito en un espectrofotémetro (Thermo Scientific, Genesys 10S

UV-VIS) a 625 nm. Como estandar se utilizo sulfato de amonio (Broderick y Kang, 1980).
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Cuantificacion de metano (CHy,)

La produccidn de in vitro de CH,4 se determiné utilizando la técnica de produccion de gas
descrita por Theodorou et al. (1994), el gas se midi6 a 24 h de iniciada la fermentacion, con
un medidor de gas portatil (Aeroqual serie 500®) provisto de un sensor removible que mide
la concentracion de CH,4 en ppm. La calibracion del sensor se realizé en fabrica (Aeroqual
Limited 109 Valley Road, Mt Eden, Auckland 1024, New Zealand).

Andlisis estadistico

Los datos recabados fueron analizados mediante un disefio experimental completamente al
azar, (SAS, 2002), el modelo general lineal fue: Y= p+Ti + Eij, Donde: Y, es la variable
respuesta; p, es la media general; Ti, es el efecto del tratamiento; eij es el error
experimental. El nivel de significancia se establecio en P<0.05 y se aplico la prueba de
Tukey para la comparacién de medias. Ademas, se utilizd un analisis de correlacion de

Pearson para evaluar la relacion entre las variables analizadas.

Experimento 2. Desempefio productivo, composicion quimica y perfil de &cidos grasos
de la leche de cabras alimentadas con dietas completas mezcladas con y sin ensilado
de canola.

Animales y tratamientos

Los procedimientos realizados (uso y cuidado) en los animales de experimentacion del
presente estudio, fueron basados acorde a las normas oficiales mexicanas (NOM-062-ZO0
1999 y NOM-051-Z00-1995).

Se utilizaron diez cabras adultas multiparas de raza Alpino Francesa en su ultimo tercio
(194+18 dias) de lactacion, divididas en dos grupos (cinco cabras por grupo) homogéneos,

acorde a la produccién lactea (405+199.7 g d™) y peso vivo (49+2.5 kg).

Las dietas ofrecidas a las cabras fueron raciones completas mezcladas (TMR, por sus siglas

en inglés) en estabulacion. Las dietas se formularon para ser isoproteicas e isoenergeticas
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de acuerdo a los requerimientos del NRC (2007) para pequefios rumiantes. Los ingredientes
de las dietas experimentales son mostrados en el Cuadro 3. Se evaluaron dos tratamientos:
i) Testigo (CTRL), TMR sin la inclusion de ensilado de canola, y ii) TMR (25EC) con la
inclusion de 25% (BS) de ensilado de canola.

Desarrollo experimental

Las cabras fueron alojadas en corraletas individuales (1.5 x 1.5 m), provistos de bebederos
y comederos. Las cabras tuvieron 15 dias de adaptacion al manejo y a la dieta. Finalizada la
adaptacion, inicié la fase de medicion, la cual tuvo una duracion de 10 dias. Las cabras

fueron pesadas con una bascula de barras al inicio y final del experimento.

Cuadro 3. Ingredientes de las dietas experimentales (g kg™ MS) suministradas.

Tratamiento

Ingrediente CTROL 25EC
Ensilado de canola - 250
Ensilado de maiz 500 250
Rastrojo de maiz 100 100
Sorgo molido 75 205
Pasta de soya 140 90
Salvado de trigo 160 80
*Minerales 25 25

* Fosforysal 120L®: P, 120 g/kg; Cu, 1.33 g/kg; Fe, 2 g/kg; Mg 10 g/kg; Co, 11 mg/kg; I, 0.080 g/kg; Zn 4
o/kg; S, 12.5 g/kg; Se, 0.022 g/kg; Ca, 120 g/kg; sal, 200 g/kg; Mn, 4g/kg; Co, 0.013 g/kg.

La alimentacion de las cabras se realiz6 en dos momentos durante el dia (09:00 y 16:00 h),
proporcionando el alimento en comederos individuales, con agua de bebida disponible a
libre acceso todo el tiempo. Cada semana fueron muestreadas las dietas experimentales
para su analisis en el laboratorio. Diariamente se realiz6 un ordefio (08:30 h) con

ordefiadora mecéanica (De Laval®), se registrd la produccion de leche de manera individual
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y se tomd una muestra de leche al momento del ordefio (50 mL), la cual fue congelada (-20

°C) para su posterior analisis.

El consumo voluntario fue registrado individualmente durante los diez dias que duro el
experimento, el cual se determind por el registro de la oferta y rechazo del alimento. Una
muestra de alimento fue tomada y conservada a temperatura de congelacion (-20 °C) hasta

su andlisis en el laboratorio.

Andlisis de laboratorio

La composicién quimica y el contenido de los acidos grasos de las dietas experimentales

fueron determinados mediante los métodos descritos anteriormente en el experimento 1.

La determinacién del contenido de proteina, grasa y lactosa en la leche de las cabras se
realizO mediante un analizador de leche (Lactoscan®, Milkanalizer), cada muestra se

analizd por duplicado.

Para el perfil de acidos grasos de la leche, se realizd, previa extraccion de la grasa, acorde
con la técnica descrita por Feng et al. (2004). La metilacion de la muestra se realizd de
acuerdo a la metodologia descrita por Christie (1982), con modificaciones de Chouinard et
al. (1999). Los esteres metilicos de los acidos grasos de la leche y de los alimentos fueron
separados y cuantificados por cromatografia de gases con un cromatografo marca Perkin
Elmer, modelo Claurus 500 con una columna capilar de 100m x 0.25mm x 0.2 um marca
SUPELCO TM-2560, utilizando nitrégeno como gas acarreador. La temperatura del horno
fue de 140 °C por 5 minutos y se elevo la temperatura hasta 240 °C con incrementos de 4
°C por minuto. El inyector y detector se mantuvieron a 260 °C. Cada pico fue identificado
de acuerdo con los tiempos de retencion de los estandares de esteres metilicos marca
SUPELCO 37, FAME MIX analytical SIGMA USA. El consumo de &cidos grasos fue
calculado acorde con Allen (2000).
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico utilizado para las variables de respuesta productiva: peso vivo,
consumo, produccién, composicion de la leche y perfil de &cidos grasos se sometieron a la
prueba t-Student’s, con un nivel de significancia de P<0.05 para determinar la diferencia
entre medias (SAS, 1999).

Experimento 3: Efecto de los compuestos hidroalcohdlicos del brocoli (Brassica
oleracea) sobre las caracteristicas de fermentacion ruminal in vitro, produccién de
acidos grasos volatiles y metano.

Area de estudio

El estudio fue realizado en el laboratorio de la Unidad Experimental de Nutricion Animal
de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia, Espafia.

Preparacion del extracto

La extraccion de los compuestos hidroalcoholicos se realizé acorde a Perez-Balibrea et al.
(2011). Previa liofilizacion y molienda de la muestra (1 mm), se tomaron 100 g de muestra
de brocoli en MS a la cual se le adicionaron 800 mL de metanol al 70%, se sonico por 5
min y se mantuvo en un bafio de agua a 70 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se
centrifugd a 13,000 g por 30 minutos a temperatura de 4 °C, se colecté el sobrenadante y
mediante un rotavapor (40 °C) se elimind el solvente organico, se precedio a la
liofilizacion del sobrenadante, Finalmente con agua ultrapura se reconstituyo aforando a un
volumen final de 200 mL; posteriormente, se procedié a realizar una depuracién con filtro
de 0.45um (Polyethersulfone filter, Millex-HV13, Millipore, Bedford, MA), posterior a la
filtracion, la muestra se mantuvo en congelacién a -20 °C hasta su utilizacion en las

incubaciones in vitro.
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Ensayo in vitro

Se evalud, en incubaciones in vitro, siete niveles de inclusion de compuestos
hidroalcohdlicos del brocoli: 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 y 2.0 % respecto a la cantidad de
sustrato incubado (0.3 g MS), el cual consistié de muestras de heno de alfalfa (700 g kg™) y

semilla de cebada (300 g kg™) molidas a 1 mm de tamafio de particula.

Las incubaciones in vitro se realizaron siguiendo la técnica descrita por Jayanegara et al.
(2015), se utilizaron frascos de 120 mL de capacidad, se adicioné 20 mL de saliva artificial
y 10 mL de liquido ruminal, obtenido del rumen de dos cabras, alimentadas con heno de
alfalfa. El liquido ruminal fue filtrado con cuatro capas de gasa, el fluido resultante de la
mezcla de cada rumen fue utilizado como indculo. La saliva artificial fue constituida por
una mezcla de solucion de macrominerales, solucion tampon de bicarbonato de sodio,
solucion reductora y rezasurina como indicador de reduccion, el cual fue gaseado con CO,
hasta obtener un pH final de 6.8 (Menke y Steingass, 1988) mantenidas a 39 °C en un bafio

de agua.

Las muestras de sustrato fueron pesadas directamente en los frascos (0.3 g), se adiciono 20
mL de saliva artificial y 10 mL de liquido ruminal, y 0, 0.81, 1.62, 2.42, 3.23, 4.85, 6.47
mL de sustrato de compuestos hidroalcoholicos del brocoli respecto al porcentaje de
inclusién. Para mantener el mismo volumen en todos los tratamientos se agregd hasta 6.47
mL de agua destilada para obtener un volumen total de 36.47 mL para cada tratamiento. Se
realizaron dos series, con cuatro repeticiones cada una. El volumen de gas en el espacio de
cabeza fue registrado mediante un transductor de presién (marca WIKA® modelo
CPT2500), ala 3, 6, 9, 12, 18 y 24 h. acorde a Theodorou et al. (1994) y Mauricio et al.
(1999). EI total de gas producido en las incubaciones fue corregido por un blanco. Los
valores de produccion de gas se ajustaron al modelo: PG= A* (1 - e 1Y) (McDodald et
al., 1981). La digestibilidad in vitro de la materia (DIVMS) se determind mediante el
lavado con agua destilada del sustrato residual del frasco, se filtré en bolsas Dakron (80
mm x 120 mm y un tamafio de poro de 53 micras), secadas a 60°C por 48h, la
digestibilidad de la MS fue determinada por diferencia de peso entre la MS inicial y la MS
residual. En adicion, a 24 h post incubacion, se tomaron muestras para determinar la

concentracion de &cidos grasos volatiles (AGV) y CH,. Para AGV, del sobrenadante
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previamente centrifugado se tomaron 1.5 mL, se adicion6 0.05 mL de &cido sulfurico al
50% y se mantuvieron a -20 °C hasta su analisis. Ademas, del gas acumulado del espacio
de cabeza se tomd muestra para determinar la produccién de CH4 por cromatografia de

gases.
Andlisis de laboratorio

El analisis quimico proximal en el sustrato se determind por métodos convencionales, el
contenido de materia seca, cenizas y proteina total (AOAC, 2012). La fibra detergente
neutro (FDN) y acido (FDA) segun Van Soest et al. (1991).

La determinacion de los glucosinolatos en el extracto (20 pL) fue realizada por
cromatografia de liquidos (HPLC; Waters Cromatography, SA, Barcelona, Espafia). Con un
sistema de administracion de multisolventes W600E, degasificador en linea, inyector
automatico W717Plus, conjunto de detectores de fotodiodos W2996 a 227 nm, una
columna Luna C8 (250 x 4.6 mm y 5um de tamafio de particula; Phenomex, Macclesfield,
UK) y un cartucho de proteccion de seguridad C18-ODS (Phenomenex 4 x 3 mm). La fase
movil fue a base de (solucion A) agua/acido tricloroacético (99.9:0.1) y (soluciéon B)
acetonitrilo/acido tricloroacético (99.9:0.1). Los glucosinolatos intactos se identificaron y
cuantificaron utilizando el método de cromatografia liquida de glucosinolato
intacto/espectrometria de masas, utilizando sinigrina como estandar (Monohidrato de
sinigrian de Sinapis nigra, Phytoplan Diehm y Neuberger, Gmbh, Heidelberg, Alemania)

acorde a Baenas et al. (2012).

La cuantificacion del contenido de azlcares se analizé mediante 1H NMR. El extracto seco
se reconstituyd en 800 L de una solucion tampén de fosfato D20 (KH,PO4 100 mM, pH=
6) que contenia 0.01% de TPS (sal sodica del acido trimetilsililpropidnico 0.05 mM) como
estandar interno. Las muestras fueron sonicadas durante 2 minutos y posteriormente
agitadas en vortex por 2 m. La mezcla fue centrifugada a 16,1009 por 10 minutos a 4 °C.
Posteriormente el sobrenadante fue filtrado y 600 pL fueron colocados en tubos NMR hasta

su analisis acorde a Massaretto et al. (2018).

Para determinar la concentracion de 4acidos grasos volatiles (AGVs), se utilizo

cromatografia de gases mediante la técnica descrita por Madrid et al. (1999), utilizando 4-
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metil valérico como estandar interno. El andlisis de CH,, fue realizado mediante
cromatografia de gases (Agilent 7890B, Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)
equipado con detector de flama de ionizacion, una columna empacada Hayesep Q, 2 m X
1/8" OD x 2.1 mm ID (Teknokroma, Agilent Technologies). La temperatura del horno se
mantuvo a 60 °C durante 2.5 minutos, utilizando Helio como gas acarreador, a una tasa de
flujo de 15 mL/min. De la muestra se inyectaron 100 pL de gas. Para la determinacion de
las cantidades presentes en las muestras se realiz6 una recta de calibrado mediante la
inyeccion de distintos volumenes de una mezcla patrén de CH, (balanceada con nitrogeno)
suministrada por Praxair (Espafia), en el rango de concentraciones de 1.89% a 18.90% en

volumen de CHa,.
Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un disefio experimental completamente al azar
usando el modelo MIXED de SPSS (version 21; 2007), la corrida de la incubacion fue
considerada como efecto aleatorio. El nivel de significancia fue P<0.05 para establecer

diferencias.

Todas las variables fueron analizadas mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y
cuando no se cumplieron los supuestos de normalidad, los valores se transformaron

logaritmicamente para el analisis estadistico (Gutiérrez y De la Vara, 2008).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1: Parametros de fermentacién ruminal y producciéon de metano in vitro
de dietas completas mezcladas con diferentes niveles de inclusion de ensilado de
canola.

Esta investigacion relne los resultados que favorecen la evaluacién del efecto de diferentes
niveles de inclusion del ensilado de canola a dietas TMR en asociacion con el ensilado de

maiz sobre las caracteristicas de fermentacion ruminal in vitro.

Los valores promedio y desviacion estandar de la composicion quimica de las dietas,

ensilados de canola y de maiz se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Composicion quimica (g kg MS + DE) de las dietas completas mezcladas con

diferente proporcion de ensilado de canola, asi como de los forrajes ensilados de canola y

de maiz.

Tratamientos’ Ensilado  Ensilado

de canola de malz

Variable? CS0 CS15 CS25 CS35
MO 034.14+1.71 929.41+1.81 924.61+0.18 923.35+1.25 892.9+0.10 949.6+0.40
PC 164.57£0.02 165.38+0.46 165.34+1.07 164.61+0.22 141.5+0.50 47.70+0.70
EE 14.41+1.67 15.04+0.63  15.39+0.04 15.94+0.05 35.7£150 15.8+0.30
CNE 325.30+5.40 358.13+4.80 387.13x6.5 416.58+10.80 351.2+0.80 291.1+13.3
FDN 429.86+2.00 391.07£1.58 361.53+0.12 332.23+1.19 364.5£1.90 594.6+10.2
FDA 211.62+1.03 200.95+0.43 187.94+0.56 176.79+1.06 212.4+3.20 206.1+17.0
LDA 50.66+£1.53  53.77+0.17 51.95+1.00 52.54+0.12 ND ND
EB 4.18+0.01 4.15+0.01 4.13+0.01 4.07+£0.01 4.02+0.30 4.24+0.08

IMS: Materia seca; MO: Materia orgénica; PC: Proteina cruda; EE: Extracto etéreo; FDN: Fibra detergente
neutro; FDA: Fibra detergente acido; LDA: Lignina detergente acido; CNE: Carbohidratos no estructurales
[100-(FDN+PC+Cenizas+EE)]; EB: Energia bruta (Mcal/kg DM); ND: No determinado; DE: Desviacion
Estandar.

*Tratamientos correspondientes al nivel de inclusion de ensilado de canola, en base seca, en la dieta completa

mezclada: 0% (CS0), 15% (CS15), 25% (CS25) y 35% (CS35).
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Las dietas fueron formuladas para ser isoproteicas e isoenergéticas. La inclusién de
ensilado de canola en la TMR disminuy6 el contenido de FDN en 6% para CS15y 22.7%
con el nivel maximo de inclusién (CS35) con respecto a la dieta control (CS0). Similar
efecto fue observado para el contenido de MS y FDA, un efecto contrario se observo para
los carbohidratos no estructurales, estos se incrementaron con la inclusion de ensilado de

canola.

El forraje de canola se destaca por su alto nivel de nutrientes, como la PC y los
carbohidratos solubles. Sin embargo, realmente su valor nutritivo esta determinado por la
digestion que realizan los microorganismos ruminales, productos de la fermentacion
ruminal y el consumo voluntario (Keim et al., 2018). Limén-Hernandez et al. (2019)
reportaron un contenido de PC (143 g kg™ MS) y energia bruta (4.1 Mcal kg MS) valores
similares a lo observado en el presente estudio en el ensilado de canola con la adicion de
4% de melaza. En otro estudio, Kincaid et al. (2012), al ensilar forraje de canola en
asociacion con forraje de chicharo reportaron un contenido de PC y FDN de 132.8 y 298.2
g kg™ MS, respectivamente. Kaur et al. (2011), mencionan que la composicién quimica y la
degradacion del forraje de canola, realizada por los microorganismos ruminales, esta
influenciada por el grado de madurez de la planta. Ademas, Kincaid et al. (2012) indicaron
que el proceso de ensilaje del forraje de canola disminuye la cantidad de nitratos presentes
en la planta, lo cual disminuye los problemas de salud en los rumiantes que consumen

directamente el forraje de canola en condiciones de pastoreo.

El perfil de &cidos grasos (AG) de las diferentes dietas se muestra en el Cuadro 5. La
inclusion de ensilado de canola tuvo efecto (P<0.05) sobre el contenido de AG de cadena
larga (>C18). El &cido linolénico (C18:3 ¢9c12c15) y heneicosanoico (C21:0)
incrementaron su contenido conforme aumento el nivel de ensilado de canola en la TMR.
Efecto contrario fue observado para el &cido linoleico (C18:2 c9c12), este disminuyo
cuando la proporcion de ensilado de canola se increment6 en la TMR. El contenido de AG
saturados: ladrico (C12:0; 0.12+0.04 g 100 g AG), miristico (C14:0; 0.22+0.03) y palmitico
(C16:0; 18.46+0.69), fueron similares (P>0.05) entre tratamientos. El incremento de C18:3
c9c12c15 fue mas evidente con la inclusion del ensilado de canola en la TMR; este AG es

un precursor del acido vaccénico (VAC); en la glandula mamaria el acido VAC es
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desaturado y transformado a C18:2 c9t11. Esta desaturacion representa la mayor fuente de
este isomero en la leche. Ambos acidos son deseables en los productos de rumiantes debido
a que se ha demostrado que tiene efectos positivos en la salud humana. (Pariza et al., 2001,
Wang et al., 2012).

Cuadro 5. Efecto del nivel de inclusién de ensilado de canola sobre el contenido de acidos

grasos (g 100 g AG) en dietas completas mezcladas.

Tratamientos’ Efectos (valor_P)

Acido graso* | CSO CS15 CS25 CS35 EEM' | Valor P | Lineal Cuadratico

C12:0 011 010 016 010 0.02 0.050 1.000 1.000
C13:0 018 023 014 015 0.03 0.060 0.027 0.093
C14:0 022 023 021 019 0.02 0.060 0.384 0.018
C16:0 186 187 186 179 040 0451 1.000 0.443
C16:1 029 030 038 036 005 0400 0.874 0.668
C18:0 2.77° 2.96® 294 303" 0.05 0.019 0.157 0.527
C18:1c9 23.8% 22.2% 214> 221* 041  0.019 0.028 0.093

C18:2 c9c12 485° 44.6° 39.6° 362 038 0.001 0.003 0.510

C18:3 5019 837 12.1° 140 0.38 0.001 0.001 0.278
c9cl2cl15

C21:.0 0.00 1.89° 4.07° 538 012 0.001 0.001 0.737
Otros 052 042 0.40 0.59 0.08 0.192 0.001 0.347

®¢\/alores medios en la misma hilera con distinta literal son diferentes (P<0.05).

'EEM= Error Estandar de la Media.

*Ladrico (C12:0), tridecanoico (C13:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico
(C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3), heneicoesanoico (C21:0)

T Tratamientos correspondientes al nivel de inclusién de ensilado de canola, en base seca, en la dieta completa
mezclada: 0% (CS0), 15% (CS15), 25% (CS25) y 35% (CS35).
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De acuerdo con Kepler y Tove (1967) hay competencia durante el proceso de
biohidrogenacion ruminal de C18:2 c9c12 y C18:3 c9c12c15, ya que ambos &cidos son
hidrogenados por las mismas bacterias, lo que podria indicar que la mayor presencia de
cierto AG podria ser hidrogenado con mayor velocidad y eficiencia segun la preferencia
bacteriana. Cuando hay un alto contenido de C18:3 c9c12c15, la isomerizacion de C18:2
c9c12 puede ser afectada debido a la competencia entre los AG C18:3 ¢9c12c15 y C18:2
c9c12 para la fijacion en la envoltura de las bacterias portadoras de isomerasas (Troegeler-
Meynaider et al., 2003), porque la isomerizacion la realizan las mismas bacterias (Kepler y
Tove, 1967). Ademas, un alto contenido de C18:3 ¢9c12c15 es importante en el proceso de
BH, mediante este proceso se sintetizan acidos grasos monoinsaturados (AGMI) como el
C18:1 trans, particularmente el acido vaccénico (C18:1 tll). Estos AGMI pueden
representar el sustrato para la sintesis de novo del acido CLA en la glandula mamaria,
ambos acidos estan presentes de forma natural en los alimentos (leche y carne) derivados de
los rumiantes, estos acidos tienen un potencial benéfico para la salud humana, incluyendo
la prevencion de ciertos tipos de cancer, reduccion del riesgo de enfermedades cardiacas,
mejora del sistema inmunologico, cuando son consumidos (Pariza et al., 2001; Wang et al.,
2012).

Por otro lado, cuando los aceites vegetales son utilizados como fuente de C18:2 c9c12,
incrementan las cantidades de CLA y VAC (Troegeler-Meynaider et al., 2003). Si
consideramos que los isémeros del CLA, principalmente acido ruménico (C18:2 c9tl1l),
son formados a partir del metabolismo del C18:2 c9c¢c12 en rumen (Wallace et al., 2007), en
este sentido, el tratamiento CSO mostro un alto contenido de C18:2 c9c12, lo que podria
favorecer la sintesis de estos intermediarios de la BH y su presencia en los productos de los

rumiantes.

Las TMR son dietas tipicas usualmente usadas en sistemas intensivos que han mostrado ser
reductoras del contenido de determinados AG saturados en la leche, comparadas con otros
sistemas de alimentacion como las TMR més pastoreo (0 TMR parciales), o cuando las
TMR incluyen ensilado de leguminosas (Morales-Almaraz et al., 2010; 2011). En el
presente estudio, la mejora en el contenido de AG podria deberse al alto aporte de C18:3

c9c12c15 en las TMR (Cuadro 5), esto esta relacionado con una alta produccion ruminal de
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VAC, seguida por la desaturacién, en glandula mamaria, para producir CLA. Por lo tanto,
puede ser posible mejorar la composicion de la grasa de la leche incorporando ensilado de
canola como una fuente de C18:3 c9c12c15 para mejorar el perfil de &cidos grasos de la
leche. Tanto C18:2 c9c12 como C18:3 c9c12c15 son esenciales para el animal, y son

precursores del VAC en el proceso de BH (Harfoot y Hazlewood, 1997).

En el Cuadro 6 se presentan los parametros de fermentacion ruminal de las TMR. La
fraccidn soluble (A) se increment6 (P<0.05) con la inclusién de ensilado de canola en la
TMR. Por otro lado, la produccion de gas de la fraccién insoluble (B) disminuy6 (P<0.05)

en CS25 y CS35, comparado con la dieta control.

No se observaron diferencias (P>0.05) para la tasa de la fraccidn soluble (c_,). Sin embargo,
la tasa de degradacion de la fraccion insoluble (c-p), incrementd (P<0.05) 0.004 mL en
CS15, CS25, y CS35. El tiempo lag mostré un efecto lineal (P<0.05), este disminuyd
cuando la proporcion de ensilado de canola aumento en la TMR; sin embargo, CS15 y
CS25 mostraron los valores mas bajos del tiempo lag, comparados con la dieta control. La
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS), la produccion de gas relativa (PGR) v el

pH, no mostraron diferencias (P>0.05) entre tratamientos.

Una mayor digestibilidad in vitro de la materia organica (DIVMO) y de produccion de gas
a 24h (PG24h) fue observada en el tratamiento CS15. Ademas, la digestibilidad in vitro de
la fibra detergente neutro (DIVFDN) disminuyé (P<0.01) en el tratamiento CS35
comparado con la dieta control (Cuadro 6). Diferentes factores tienen influencia sobre la
fermentacion de los alimentos en rumen, como la proporcién de almidon, el contenido de
FDN vy la lignificacion de la pared celular (Nagani et al., 2000). Por otro lado, la DIVMS
puede ser un indicador para determinar la calidad nutricional de la dieta. De acuerdo con
Chamberlain y Wilkinson (2002), una DIVMS superior a 700 g kg MS, es ideal para
rumiantes. En el presente estudio, la DIVMS tuvo valores de 833.07+6.29 g kg™ MS en las
TMR donde el ensilado de canola fue incluido. Kincaid et al. (2012) reportan una DIVMS
de 759 g kg MS en la TMR con inclusién de ensilado de canola (15% BS), ensilado de
maiz (8.6%) y heno de alfalfa (34%).
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Cuadro 6. Efecto del nivel de inclusion de ensilado de canola sobre los valores de pH, NH3-N, CH, y los parametros de fermentacion

ruminal in vitro.

Tratamientos’

Efectos (Valor_P)

Parametro’ CS0 CS15 CS25 CS35 EEM'  Valor_P Lineal Cuadratico
pH 6.67 6.69 6.69 6.70 0.020 0.737 1.000 1.000
AmL(gas g* MS) 28.2° 37.9° 36.8° 40.8 1.58 <0.001 1.000 1.000
ca(h) 0.166 0.165 0.167 0.171 0.004 0.683 0.007 0.010
B (mL gas g™ MS) 232.6 232.8° 223.5° 222.4° 3.89 0.043 0.961 0.717
C (h) 0.045" 0.049" 0.053 0.056° 0.001 <0.001 0.133 0.361
Lag time (h) 3.19° 2.87° 2.89° 2.99% 0.067 0.008 0.001 0.865
DIVMS 841.9 833.1 828.7 828.4 6.36 0.423 1.000 1.000
DIVMO 906.6% 924.2% 869.6" 896.4% 7.18 <0.003 0.158 0.783
DIVFDN 649.4% 617.0° 576.4° 553.9° 5.78 <0.001 0.001 0.001
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Tratamientos’

Efectos (Valor_P)

Parametro CSO CS15 CS25 CS35 EEM'  Valor_P Lineal Cuadratico
PGR 3121 317.3 311.9 317.1 6.22 0.869 0.990 0.495
PG24h 198.5° 211.9% 221.3° 220.2° 4.59 0.155 0.004 0.731
AGCC (mmol 200 0.742° 0.785% 0.825°% 0.807° 0.015 0.014 0.002 0.948
mg MSD)

PMC (mgg* MSD)  476.7° 448.2%° 432.6" 428.9° 10.01 0.021 0.008 0.610
NH;-N (mg dL™) 33.1% 33.7° 34.3 22.6° 2.41 <0.001 1.000 1.000
CH;, (mmol g' 0.346 0.263 0.227 0.264 0.034 0.115 0.142 0.707

MOD)

% \/alores medios en la misma hilera con distinta literal son diferentes (P<0.05), (P>0.1); "EEM, Error estandar de la media.

'A: gas producido de los carbohidratos rapidamente degradables; c.,: tasa de gas de los carbohidratos rapidamente degradables; B: gas producido de la fraccién
insoluble; c,: tasa de la produccién de gas de la fraccion insoluble; Lag time (h): tiempo antes de que empiece la fermentacién de la fraccion insoluble; DIVMS:
MS degradada a las 96 h (mg/g MS); DIVMO: MO degradada a las 96 h (mg/g MS); DIVFDN: FDN degradada a las 96 h (mg/g MS); PGR Produccidn de gas
relativa (ml gas 96h / g DIVMS 96h); PG24 produccion de gas a las 24 h (mL gas/g MSD); AGCC 4cidos grasos de cadena corta; PMC: produccion de biomasa
de proteina microbiana; NH3-N nitrégeno amoniacal a las 72 h pos incubacién; CH,: metano a las 24 h pos incubacidn.
T Tratamientos correspondientes al nivel de inclusion de ensilado de canola, en base seca, en la dieta completa mezclada: 0% (CS0), 15% (CS15), 25% (CS25) y

350 (CS35).
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La DIVFDN disminuy6 con la inclusién de ensilado de canola en la TMR, esto pudo
deberse a la heterogeneidad de los componentes de la pared celular de las brassicas vy el
contenido de la poblacién bacteriana presente en rumen (Keim et al., 2018). Sin embargo,
dicha variacién en la composicion quimica de las brassicas ha sido poco investigada (Kaur
etal., 2011).

El tratamiento CS35 mostr6 (P<0.05) los valores més bajos de NHs;-N y proteina
microbiana. La captacion de NHs-N por los microorganismos ruminales se basa en la
degradacion de la proteina y los carbohidratos; por lo tanto, la concentracion de NH3-N en
el rumen es un buen predictor del uso del nitrogeno por parte de los microorganismos
ruminales y de como es transformado a nitrdgeno microbiano (Hall, 2017). Al respecto, la
dieta con alta captacion de NHs-N fue la dieta control; CSO, que mostrd altos valores de
proteina microbiana (Cuadro 6). La cantidad y tasa de degradacién de la proteina cruda
tiene influencia sobre el contenido de NH3-N en rumen (Oh et al., 2008). Este proceso de
degradacion de la proteina, asociado con la fermentacion del almidon en las incubaciones,
puede explicar las diferentes concentraciones de NH3-N en los tratamientos. Gallo et al.
(2016) mencionan que la digestion ruminal depende de una secuencia dinamica de eventos
sinérgicos que influyen en los productos finales de la fermentacion y las fuentes de
produccion de carbohidratos. Por lo cual, se considera a la concentracion de NH3-N ruminal
como predictor de la eficiencia de conversion del nitrégeno consumido en nitrégeno

microbiano.

Los AG de cadena corta (AGCC) se incrementaron con la inclusion de ensilado de canola
en la TMR, mientras que la proteina microbiana disminuyd, posiblemente debido a la baja
sincronizacion entre la energia y el nitrdgeno metabdlico disponible. Al respecto, Pulido
(2010) menciono que la mayoria de los microorganismos ruminales son dependientes de los
carbohidratos presentes en el alimento como la principal fuente de energia para

potencializar la utilizacién del NH3-N y por ende, producir proteina microbiana.

No hubo diferencias para la produccion de metano (CH,;) (P>0.05), (Cuadro 6). Sin
embargo, numéricamente hubo una reduccion en la produccion de CH4 en las TMR por
efecto de la inclusion de ensilado de canola. Pocas investigaciones han sido dirigidas a

evaluar el efecto del forraje de canola sobre la produccion de CH, (Williams et al., 2016;
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Sun et al., 2015); como forraje conservado hay poca informacion de los efectos sobre la
produccion de CH,. Recientemente, Limdn-Hernandez et al. (2019) evaluaron el ensilado
de canola con la inclusion de 0, 1, 2, 3 y 4% de melaza y observaron una baja produccion
de metano, este efecto fue observado en los tratamientos con la adicion de 3 y 4% de
melaza, el CH, disminuy6 32 y 18%, respectivamente, a 24 y 48h post incubacion in vitro.
En el presente estudio, los tratamientos CS25 y CS35 mostraron disminucion de 34 y
23.9% de produccion de metano in vitro, respectivamente, comparado con CSO. Barry
(2013), menciona que las brassicas contienen glucosinolatos y taninos que tienen efecto
sobre la actividad de las bacterias metanogénicas; sin embargo, el mecanismo de accion de

estos componentes aun es desconocido.

Por otro lado, Sun et al. (2015) mencionan que los carbohidratos fermentables presentes en
la canola promueven una alta sintesis de propionato, los cuales son asociados con una baja
produccion de H, y como consecuencia una baja produccion de metano. Conviene
especificar que las bacterias metanogénicas (Arqueas) usan el hidrégeno metabdlico (Hy)
resultado de la fermentacion de los carbohidratos para reducir el CO, a CH, (Kamra et al.,
2015). En consecuencia, una disminucién en la produccion de CH,4 puede deberse a la poca
disponibilidad de H; para las arqueas (Ku-Vera et al., 2020). Por lo tanto, el mayor factor
que puede determinar la produccion de CHy en el rumen es el tipo de carbohidrato presente
en la racion (estructurales: celulosa y hemicelulosa; no estructurales: almidén y azlcares
solubles). En el presente estudio estos efectos pueden explicar la correlacion negativa de las

fracciones c_, y ¢, con la produccién de gas in vitro.

Los coeficientes de correlacion de Pearson entre la composicion quimica, la digestibilidad
in vitro y el perfil de los &cidos grasos de las dietas TMR son mostrados en el Cuadro 7.
Los AG C18:2 c9c12 y C18:3 ¢9c12c15 tuvieron una correlacion positiva (P<0.001) con la
DIVFDN y cy y baja (P<0.05) relacion con la fraccion B y los valores de pH. La
produccion de CH,4 tuvo una correlacion negativa (P<0.001) con las tasas de la fraccion
insoluble de la fibra (c,) y la fraccion soluble (c.;) y una relacion positiva (P<0.05) con
DIVMS.

Doreau y Ferlay (1995) mencionan que la presencia de AGPI en la dieta tiende a disminuir

la concentracién de NH3-N en rumen; sin embargo este Gltimo no muestra ningln efecto
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sobre el flujo duodenal, por lo que el impacto en la sintesis de proteina microbiana es
minimo. En contraste, la digestibilidad de la FDN es afectada por el contenido de AG en la
dieta (>C18), probablemente debido a la inhibicion del crecimiento de los microorganismos
celuloliticos (Doreau y Chilliard, 1997). Es por ello que, una correlacién negativa (r=-0.94,
P<0.05) fue observada entre la DIVFDN Yy el &cido graso C18:3 (Cuadro 7); sin embargo

esta correlacion no fue observada en otros acidos grasos de cadena larga.

Cuadro 7. Coeficientes de correlacion de Pearson entre variables de la composicion
quimica, digestibilidad in vitro y contenido de acidos grasos de las dietas completas

mezcladas con diferente proporcion de ensilado de canola.

Produccion de gas in vitro Acidos grasos

Variable! A Ca B C-b DIVMS C18:1 C18:2 C18:3
FDN 0.62* -0.96**

FDA 0.62* -0.96**

CNE -0.62*  0.96**

EB -0.87**

DIVFDN  0.77** 0.66**  0.80** 0.57*  0.95**  -0.94**
B -0.52** 0.69*  -0.65*
C-p -0.87**  0.81**
pH 0.40* -0.43* -0.64* -0.75** 0.72**
NH3-N 0.62*  -0.60*
CH4 24h -0.42* -0.55**  0.60*

'FDN: fibra detergente neutro; FDA: Fibra detergente acido; CNE: carbohidratos no estructurales; EB:
energia bruta; C18:1, 4cido oleico; C18:2, 4cido linoleico, C18:3, 4cido linolénico; *A: gas producido de los
carbohidratos rapidamente degradables; c_,: tasa de gas de los carbohidratos rapidamente degradables; B: gas
producido de la fraccion insoluble; c.: tasa de la produccion de gas de la fraccion insoluble; Lag time (h)
tiempo antes de que empiece la fermentacion de la fraccién insoluble; DIVMS: MS degradada in vitro;
DIVFDN: FDN degradada in vitro; NH3-N: nitrégeno amoniacal in vitro a las 72 h post incubacién; CH, 24h:
produccion de metano in vitro a las 24 h pos incubacion.

*P<0.05; ** P<0.001.

Estd aceptado que el pH ruminal es una condicion muy dindmica que puede afectar
negativamente la actividad de las bacterias celuloliticas, lo que puede resultar en una
reduccion de la BH de los acidos grasos polinsaturados (AGPI), particularmente C18:2 y

C18:3. Un bajo pH puede afectar la sintesis del acido vaccenico y CLA en el rumen
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(Harfoot y Hazlewood, 1997). EI pH no mostro diferencias (P>0.05) entre tratamientos
(Cuadro 6), mostrando valores que estdn dentro del rango fisiologico para animales
consumiendo dietas con una relacién F:C 60:40. Ademas, Beauchemin et al. (2000)
mencionan que la tasa de fermentacion de la fraccion insoluble (c,) estd intimamente
relacionada con la composicion quimica y contenido de FDN de la dieta; esto puede estar
asociado con la correlacion negativa entre ¢, con el contenido de la FDN (r= -0.96) y el

contenido de energia bruta (r=-0.87), observada en el presente estudio.

Bajo las condiciones de este estudio, se concluye que al incluir 25 y 35% de ensilado de
canola en la dieta afecta negativamente los parametros de fermentacion ruminal, la proteina
microbiana, la digestibilidad in vitro de la materia orgéanica y la digestibilidad in vitro de la
fibra detergente neutro. Sin embargo, incrementd el contenido de C18:3 ¢9c12cl5 en la

dieta.

Se sugieren estudios adicionales que evallen el efecto del ensilado de canola sobre el

desempefio animal y la calidad de la grasa de los productos de los rumiantes.
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Experimento 2: Desempefio productivo, composicion quimica y perfil de acidos grasos
de la leche de cabras alimentadas con dietas completas mezcladas con y sin ensilado
de canola.

Recientemente se ha cuestionado el consumo de acidos grasos saturados (AGS) presentes
en los productos de los rumiantes y su efecto sobre aumentar el riesgo a padecer
enfermedades cardiovasculares en humanos. La inclusion de ensilado de canola en la dieta
de cabras podria tener efecto benéfico al incrementar el contenido de AGPI en la leche, los

cuales tienen efectos positivos en la salud humana.

En el Cuadro 8 se muestra el contenido de AG de las dietas experimentales. Los acidos
linolénico (C18:3 c9c12c15) y heneicosanoico (C21:0) de la dieta fueron mayoritarios
(P<0.05) en la dieta 25EC (59.5% y 99.7%, respectivamente). Sin embargo, la dieta
CTROL aporté 19.7% mas é&cido linoleico (C18:2 c9c12) que el tratamiento 25EC. Los
forrajes frescos pueden aportar una alta cantidad de C18:3 c9c12c15. Sin embargo, el
proceso de ensilaje puede causar una disminucion de este acido. Por otra parte, los forrajes
conservados como el ensilado de maiz presentan un nivel alto de acido C18:2 c9c12 y
oleico (C18:1 ¢9) (Schulz et al., 2017b). En consecuencia, al reemplazar el ensilado de
maiz por ensilado de canola en la dieta incrementd la concentracion de C18:3 c9c12c15 y
redujo el contenido de C18:2 c9c¢12 (<20%) en el tratamiento 25EC (Cuadro 8). Los acidos
C18:3 ¢9c12c¢15 y C18:2 c9cl2 son considerados los mayores sustratos para las bacterias
ruminales usados para la produccion de acidos vaccénico (VAC; C18:1 t11) y ruménico
(AR; C18:2 c9t11) (Chilliard et al., 2007).

El &cido ruménico es el isbmero méas abundante en la grasa de la leche de los rumiantes, es
sintetizado mediante dos vias metabdlicas: 1) en rumen, debido a una incompleta BH del
C18:2 ¢9cl12 y 2) por desaturacion, en glandula mamaria a través de la A9-desaturasa.
Ademas, se ha demostrado que esta via es la principal fuente de C18:2 c9t11 en la grasa de
la leche (Mosley et al., 2006).
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Cuadro 8. Composicién quimica (g kg® MS) y contenido de 4cidos grasos de las dietas

experimentales suministradas.

Tratamientos

Componente* CTROL 25EC EEM!  Valor P
MS 379.66 365.54 4.6864 0.0589
Cz 49.42 55.31 2.0953 0.1176
PC 119.52 120.50 1.6789 0.6309
EE 20.67 19.51 0.3423 0.0736
FDN 482.57 401.07 4.7659 0.0003
FDA 176.87 172.83 0.8313 0.0265
EB (CaI/kg'1 MS) 4142.71 4068.05 9.0878 0.0004
ENL (Mcal/kg™ MS)* 1.76 1.77 0.0023 0.0161
Acidos grasos (g/100 g AG)
C12:0 0.111 0.302 0.0321 0.0015
C13:.0 0.041 0.044 0.0117 0.8673
C14:.0 0.090 1.30 0.1035 0.0001
C16:0 21.13 21.58 0.4095 0.4825
Cle6:1 0.020 0.027 0.0091 0.5830
C18:0 3.14 3.00 0.1802 0.6209
C18:1¢c9 25.85 24.35 0.5084 0.0702
C18:2 ¢c9c12 44.29 35.56 0.4312 0.0001
C18:3 c9cl2cls 3.86 9.54 0.3502 0.0001
C21:.0 0.011 3.77 0.2327 0.0001
Otros 0.987 0.956 0.1243 0.8735

1EEM=Error estandar de la media.

+Energia neta de lactancia, determinada como: EN_: (9.07-0.0097*FDA g¢/kg)/4.184 (Menke and Steingass,

1988).

*MS=Materia seca; CZ=Cenizas; PC=Proteina cruda; EE=Extracto etéreo; FDN=Fibra detergente neutro;

FDA=Fibra detergente acido; EB=Energia bruta.
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La utilizacion de EC en la dieta increment6 (P<0.05) 25% la produccion de leche de cabras
en la etapa final de lactacion (Cuadro 9). Previos estudios, donde se ha utilizado el forraje
fresco de canola en la dieta para bovinos lecheros se observd que puede mejorar el
desempefio animal (Williams et al., 2016; Keim et al., 2020). Sin embargo, son escasos los
trabajos que evaltan el efecto en la especie caprina sobre la produccion y calidad de la
leche. Williams et al. (2016) al sustituir 8.5 kg de alfalfa (BS), con forraje fresco de canola
en la dieta para vacas, observaron un incremento de 15% en la produccion de leche. Sin
embargo, cuando se incluyd 9 y 15% de ensilado de canola-chicharo en la dieta de vacas,
no hubo efecto sobre la produccion de leche (Kincaid et al., 2012). La evaluacién de
forrajes fermentados en la dieta de cabras, alternativos al ensilado de maiz, como el
ensilado de girasol, ha mostrado una disminucion lineal de la produccion de leche con el
nivel creciente de inclusién de este en la dieta (34, 66 y 100% BS), respecto al testigo
(Yildiz y Erdogan, 2018).

Cuadro 9. Consumo de materia seca (kg d™), produccién de leche (kg d™) y composicién

quimica (%) de la leche de cabras alimentadas con y sin ensilado de canola.

Tratamientos

Variable CTROL 25EC 'EEM Valor P
Peso vivo (kg) 54.55 51.43 2.6232 0.0543
CMS 1.32 1.34 0.0602 0.6723
Produccion de leche 0.260 0.347 0.0337 0.0117
FCM' 0.226 0.286 0.0204 0.0046
Grasa 4.23 4,52 0.2027 0.1563
Proteina 3.06 2.95 0.0668 0.1669
Lactosa 451 4.43 0.0575 0.1117

* EEM= Error estandar de la media.
"Produccidn de leche corregida por la grasa: FCM=PL (g/d)*(0.6340 + 0.1046* % grasa) (Pulina et al., 1991).
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No se encontraron diferencias (P>0.05) en el contenido de proteina (3.01+£0.34 %), lactosa
(4.47£0.29 %) y grasa (4.38+£1.02 %), asi como para el consumo de materia seca
(1.33+0.30 kg d™) y peso vivo corporal (52.99+7.24 kg) por efecto de los tratamientos
(Cuadro 9). Similares efectos han sido reportados en otros estudios con vacas alimentadas
con forraje o ensilado de canola (Kincaid et al., 2012; Williams et al., 2016). Castillo-
Umafia et al. (2020) al incluir 250 g kg™ MS de forraje fresco de canola en sustitucion de

ensilado de pasto no observaron cambios en la composicién quimica de la leche de vacas.

La modificacion de la dieta es el principal factor que altera el contenido de grasa en la leche
(Ferlay et al., 2017), este efecto no fue observado en el presente trabajo, probablemente por
el tiempo avanzado de la etapa de lactacion de las cabras. EI contenido de grasa en leche es
alto después del parto hasta el pico de lactacion, después decrece durante la mayor parte de
la lactacion en las cabras, lo cual esta altamente correlacionado con el efecto dilucion y con
la disminucion de la movilizacion de las reservas de grasa del animal (Chilliard et al.,
2003).

El consumo de AG mostrd diferencias (P<0.05) entre tratamientos (Cuadro 10). La dieta
con ensilado de canola produjo un menor consumo diario de AG, sin embargo, las cabras
con 25EC tuvieron 56% mayor consumo de C18:3 c9c12c15. El tratamiento control mostré
mayor (P<0.05) consumo de C16:0, C18:1 c9, C18:2 c9c12 y C21:0.
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Cuadro 10. Consumo de écidos grasos (g d™) de cabras alimentadas con y sin ensilado de

canola en dietas completas mezcladas.

Tratamientos

Acidos grasos (g d™) 'EEM Valor P
CTROL 25EC
C14.0 0.014 0.182 0.0060 0.0001
C16:0 3.275 2.880 0.1386 0.0054
C18:0 0.477 0.407 0.0199 0.0007
C18:1c9 3.924 3.349 0.1637 0.0007
C18:2 c9cl2c15 6.723 4.939 0.2635 0.0001
C18:3¢9cl12c15 0.587 1.353 0.0482 0.0001
Otros 0.178 0.745 0.0252 0.0001
Consumo total de AG 15.177 13.855 0.6538 0.0459

TEEM-= Error estandar de la media.

La leche de cabras es rica en acidos grasos insaturados, lo cual ha tomado interés por sus
efectos benéficos para la salud humana, por su efecto en reducir las enfermedades
cardiovasculares (Lordan et al., 2018). El perfil de AG en la leche es mostrado en el
Cuadro 10. La adicion de EC no tuvo efecto (P>0.05) sobre el contenido de AG
mayoritarios de la leche (C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C18:1 c9 y C18:2 c9c12).

Hubo efecto (P<0.05) del ensilado de canola sobre el contenido de acidos VAC y AR en
leche, con respecto al tratamiento control fue observado un incremento de 60 y 57%,
respectivamente. El mayor contenido de acidos VAC y AR en leche de cabras se observo
en el tratamiento 25EC, y esté relacionado con el mayor aporte de C18:3 c9c12c15 en la
dieta y su mayor consumo (Cuadros 8 y 10). ElI consumo de C18:3 c9cl2cl5 y C18:2
c9c12, es indispensable para la sintesis de acido VAC en rumen, y su posterior absorcion
intestinal representaria un incremento de la sintesis de novo de AR en la glandula mamaria,

dado que la enzima A9-desaturaza introduce un doble enlace cis entre los carbonos 9 y 10
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para dar origen al AR (C18:2 c9t11) (Harvatine et al., 2009), esta ruta representa mas de
75% del total del AR presente en la grasa de la leche (Buccioni et al., 2012). El AR es el
mayor isomero del CLA (>90%), a este isomero se le atribuyen los efectos benéficos en la
salud humana (Parodi, 2009; Salter, 2013).
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Cuadro 11. Contenido de acidos grasos (g 100g AG) de la leche de cabras alimentadas con

y sin ensilado de canola en dietas completas mezcladas.

Tratamientos

Acido graso cTROL SEEC 'EEM Valor_P
C4:.0 1.86 2.21 0.1678 0.0415
C6:0 2.76 2.86 0.1541 0.5169
C8:0 2.75 2.90 0.1820 0.3980
C10:0 9.17 10.31 0.4832 0.2153
C11:.0 0.14 0.22 0.6162 0.0014
C12:0 4.84 5.04 0.4066 0.6280
C13:.0 0.04 0.08 0.0217 0.0025
C14:.0 11.63 11.94 0.4650 0.4992
Cl4:1 0.03 0.05 0.0090 0.0028
C15:0 0.40 0.61 0.0581 0.0006
Ci15:1 0.04 0.09 0.0183 0.0080
C16:0 32.94 31.69 1.2564 0.3260
Cil6:1 0.39 0.62 0.0533 0.0001
C17:.0 0.29 0.47 0.0489 0.0006
Cir:1 0.03 0.13 0.0315 0.0030
C18:0 7.46 7.06 0.6594 0.5432
C18:1¢c9 22.01 21.00 0.6897 0.1505
C18:1t11 (VAC) 0.06 0.15 0.0198 0.0001
C18:2c9cl2 1.73 1.61 0.1229 0.3276
C18:2 c9 t11(AR) 0.09 0.21 0.0279 0.0001
Otros 0.30 0.21 0.0575 0.1220

TEEM-= Error estandar de la media.
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El total de acidos grasos segun el grado de saturacion e indices de aterogenicidad y
desaturasa de la leche de cabras alimentadas con y sin ensilado de canola se presentan en el
Cuadro 12.

Cuadro 12. Total de acidos grasos segun grado de saturacion (g 100g AG) e indices de

aterogenicidad y desaturaza en leche de cabras alimentadas con y sin ensilado de canola.

Tratamientos

Categoria CTRL 25EC 'EEM Valor_P
AGS 75.52 76.04 0.8035 0.5145
AGI 24.48 23.95 0.8035 0.5145
AGMI 22.64 22.11 0.7183 0.4696
AGPI 1.84 1.83 0.1377 0.9696
indice de aterogenicidad’ 3.53 3.58 0.2061 0.7904

A9-desaturaza®

C14:1/C14:0 0.0027 0.0049 0.0008 0.0053
C16:1/C16:0 0.0124 0.0194 0.0018 0.0003
C18:1/C18:0 0.7478 0.7567 0.0160 0.5807

'EEM=Error Estandar de la Media.

fCalculado acorde a Ulbricht y Southgate (1991): (C12 + 4 * C14 + C16) / (total AGI).

* Actividad desaturaza, calculada para cada par de cidos grasos acorde a Kelsey et al. (2003): producto A9-
desaturasa / (producto A9-desaturaza + sustrato A9-desaturaza). Por ejemplo, C14 = C14:1/ (C14:1 + C14).

La inclusion de EC no tuvo efecto (P>0.05) sobre el grado de saturacion de los AG, ni en el
indice de aterogenicidad. El contenido de AGPI en la leche increment6 al incluir forraje
fresco de canola (8.5 kg MS d™) en la dieta de vacas a mitad de la lactacién, pero no afectd
al contenido de AGS y AGMI (Williams et al., 2016). Park et al. (2007) mencionan que el
rango de AGPI en la grasa de la leche de cabras es de 3-5%, sin embargo, en el presente
estudio el contenido de estos fue inferior (<1.85%). Por otra parte, el indice de la actividad
de la enzima A9-desaturaza mostré diferencias (P<0.05) entre tratamientos; las cabras
alimentadas con EC mostraron un mayor indice desaturaza de C14:0 y C16:0 respecto a la

dieta CTROL. Sin embargo, no se observo efecto en el indice desaturaza del C18:0
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(P>0.05). Aproximadamente 40% del acido estearico es desaturado y aporta mas de 50%
del &cido oleico presente en leche (Chilliard et al., 2001). La enzima A9-desaturasa tiene
una potente actividad sobre los &cidos de 18 carbonos y en menor grado sobre los de cadena

corta.

En conclusion, incluir 25%BS de ensilado de canola en sustitucion del ensilado de maiz en
raciones completas mezcladas aumentd 33.46% la produccion de leche, sin embargo, no se
modificd el contenido de componentes mayoritarios (grasa, proteina y lactosa) de la leche
de cabras de la raza Alpina al final de la lactacién. El contenido total de AG saturados,
monoinsaturados y polinsaturados en la leche no se vio afectado. Por lo tanto, los
resultados sugieren que el ensilado de canola es una opcién viable, como un forraje
alternativo, que puede remplazar al ensilado de maiz sin afectar el consumo, la produccion
y contenido de componentes mayoritarios de la leche, pero mejora el perfil lipidico de la
grasa lactea de cabras al final de la lactacion, aumentando el contenido de los &acidos

vaccénico y rumeénico.
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Experimento 3: Efecto de los compuestos hidroalcohdlicos del brocoli (brassica
oleracea) sobre las caracteristicas de fermentacion ruminal in vitro, produccion de

acidos grasos volatiles (AGV) y metano.

Investigaciones sobre la utilizacion de las brassicas como el brocoli (Brassica oleracea) en
la alimentacion de los rumiantes han recibido poca atencion. Por otro lado, debido a su
contenido de compuestos bioactivos (glucosinolatos, isotiocinatos y compuestos fendlicos)
han sido mas objeto de estudio en el campo de la salud humana. Sin embargo, estudios
previos donde se han utilizado las brassicas en la alimentacién de rumiantes, han
demostrado que estos compuestos tienen efecto sobre la mitigacion de la produccion del

CH, (Sun et al., 2020), uno de los principales gases causantes del efecto invernadero.

La composicion quimica del heno de alfalfa y grano de cebada, asi como su combinacion

(sustrato) utilizados en las incubaciones in vitro, son mostrados en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Composicion quimica de los ingredientes y sustrato experimental utilizados en

las incubaciones in vitro (g kg™ MS).

Ingrediente MS PC FDN FDA
Heno de alfalfa 940.10 18.64 423.17 316.48
Cebada grano 948.00 9.51 238.60 47.62
Sustrato (70:30) 942.47 15.89 344.46 227.42

MS=Materia seca; PC=Proteina cruda; FDN=Fibra detergente neutro; FDA=Fibra detergente &cido.

El contenido de glucosinolatos (GLS) y azUcares presentes en el extracto de brocoli son
mostrados en el Cuadro 14. El contenido total de GLS del extracto fue de 1.17 mg mL™.
La glucorafanina, 4-hidroxiglucobrasicina y glucobrasicina aportaron 79.58% del total de
los GLS presentes en extracto de brocoli. Bischoff (2016) menciona que la glucorafanina y
glucobrasicina son GLS mayoritarios presentes en las brassicas, lo cual fue corroborado en
el presente estudio debido a que la glucorafanina represento 32.99% vy la glucobrasicina
20.66% del total de los GLS contenidos en el extracto. Ademas, estos autores indican que la
glucobrasicina se puede encontrar en todas las especies de brassicas. Sin embargo, la

cantidad de 4-hidroxiglucobrasicina fue mayor respecto a la glucobrasicina, mostrando un
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contenido de 25.93% del total de GLS. El contenido en azucares del extracto de brécoli fue
de 33.8 mg mL™. El 42.11% del total de los az(icares del extracto de brécoli esta dado por
la fructosa, otros azlcares como la glucosa aportd 36.32% y la sucrosa 17.77% (Cuadro
14).

Cuadro 14. Contenido de glucosinolatos y azlicares (mg mL™) del extracto de brécoli
(Brassica oleracea).

Glucosinolato (GLS) mg mL™ Azlcar mg mL™
Glucoiberina 0.034 Glucosa 12.28
Glucorafanina 0.388 Fructosa 14.24
4-Hidroxiglucobrasicina 0.305 Sucrosa 6.01
Glucobrasicina 0.243 Manosa 0.08
4-Metoxiglucobrasicina 0.077 UDP-Glucosa 0.02
Neoglucobrasicina 0.130 Galactosa 0.22

Total 1.176 Mioinositol 0.82
Xilosa 0.14
Total 33.81

El efecto de la incorporacion de cantidades crecientes del extracto hidroalcohdlico del
brécoli sobre los parametros de fermentacion ruminal in vitro son mostrados en el Cuadro
15. Conforme aument6 el nivel de extracto de brécoli aument6 (P<0.05) el gas producido
por la fermentacién de los carbohidratos rapidamente degradables (fraccién A). Asi, al
incluir 1.5 y 2% de compuestos hidroalcohdlicos, estos mostraron la mayor produccién de
gas, producto de la fermentacion de los carbohidratos rapidamente degradables. Similar
efecto (P<0.05) fue encontrado para la produccion de gas a 24h. Megias et al. (2020)
mencionan que el volumen de gas producido en las incubaciones in vitro, es el mejor
indicador de la digestibilidad aparente en el rumen. Asi, la produccién de gas depende de la
hidratacion y colonizacién realizada por la microbiota ruminal sobre el sustrato y sus
componentes. Luego entonces, los productos finales de la fermentacion son utilizados para

el crecimiento microbiano (Cholewinska et al., 2020).
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Cuadro 15. Efecto del nivel de extracto hidroalcoholico de brocoli (Brassica oleracea)
sobre la cinética de produccién de gas, digestibilidad y produccion de metano ruminal in

vitro.

Concentracion de extracto (%)
Parametro' 0.0 025 05 075 1.0 1.5 20 'EEM Valor_P

A (mL) 203.8° 202.6° 204.6° 213.3° 2151° 245.2® 259.6° 16.17 0.040
c(h?h 0.13* 0.14* 0.12° 0.11* 0.11*® 0.08" 0.08 0.020 0.009
Lag time 0.83a 0.89° 0.72* 0.81* 0.67 0.23° 0.29° 0.214 0.044
(h)

PG24h (mL 189.8% 199.9° 209.4° 218.1% 218.9% 2145® 212.9® 3.09  0.000
g* MS)

DIVMS 76.8° 68.4° 68.0° 69.0° 714" 702° 67.8° 057 0.021
(%)

CH,(mLg' 475° 508" 56.6* 63.1° 61.4° 558" 46.0° 4.49  0.000
MS)

¢ \/alores medios en la misma hilera con distinta literal son diferentes (P<0.05); EEM, Error estandar de la
media. *A: gas producido de los carbohidratos rapidamente degradables; c._,: tasa de gas de los carbohidratos
rapidamente degradables; Lag time (h): tiempo antes de que empiece la fermentacion de la fraccion insoluble;
PG24 produccién de gas a las 24 h (mL gas/g MSD); DIVMS: MS degradada a las 24 h (mg/g MS); CHy:
metano a las 24 h post incubacion.

La variable lag mostro diferencias (P<0.05). Los porcentajes 1.5 y 2.0 mostraron los
menores tiempos de inicio de la fermentacion de la fraccion insoluble, comparados con el
resto de los porcentajes de inclusion. Las brassicas tienen una alta proporcion de
carbohidratos solubles y estos pueden ser rapidamente fermentados (Barry, 2013). Este
puede ser el caso del extracto de brdcoli utilizado que contiene una proporcién importante

de azucares (Cuadro 14).

Cuando el extracto de brécoli no fue incluido se observo la mayor (P<0.05) DIVMS con
respecto al testigo. Sin embargo, en los tratamientos con inclusion del sustrato de brécoli

no se encontré diferencias (P>0.05) entre los diferentes porcentajes de inclusion.

Los porcentajes de inclusion de 0.0 y 2.0% redujeron (P<0.05) la produccion de CH,4

(24.7%) con respecto a 0.75 y 1.0 % de inclusion, quienes mostraron la mayor produccion
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de CH,. Es conocido que los metabolitos secundarios presentes en las plantas han sido
utilizados para modular la microbiota ruminal y modificar sus funciones (Ku-Vera et al.,
2020), entre ellas la disminucién de la produccién de metano. Sin embargo, esto involucra
una gran variedad de mecanismos de la poblacién microbiana del rumen, con efectos

variados.

El Cuadro 16 muestra el contenido de AGV y pH presentes en los tratamientos. La
produccion de AGV se vio afectada (P<0.05) por la inclusion de los compuestos
hidroalcohdlicos en el sustrato. Conforme se incremento la inclusion del extracto de brocoli
en el sustrato incubado el total de AGV se incrementd hasta en 83.9% con el nivel de 1.5%
y un 79.8% con 2.0% de inclusion. Similar efecto (P<0.05) fue observado para la
proporcidn de propionico. Respuesta contraria fue observada para isobutirico, isovalerico y
valerico; estos disminuyeron (P<0.05) por efecto de la inclusion del extracto. En adicion, el
pH disminuyd conforme se fue incrementado el nivel de inclusion del extracto. EI aumento
en la cantidad de acido propionico observado en el presente estudio podria deberse al
incremento del flujo de hidrogeno metabolico (H.) en el rumen, que pudo ser utilizado para
la sintesis de propionico. Al respecto, se ha demostrado, bajo condiciones in vitro (Chen et
al., 2020), que la sintesis de propidnico decrece la produccion de CH,, esto se logra
cambiando el flujo del H, para la formacién de CH,, por la sintesis de propionico. Sin
embargo este efecto no fue observado en el presente estudio, debido a que el extracto, si
bien aumento la sintesis de &cido propionico, no disminuyo la produccién de CHs.

Se concluye que la digestibilidad de la MS, el pH y la relacion acético:propionico
disminuyd con la incorporacion del extracto hidroalcohélico del brécoli. La produccion de
metano tuvo un efecto dependiente del nivel de incorporacion, primero subid, observandose
una reduccién a niveles altos de inclusion. Los compuestos hidroalcohdlicos aumentaron la
produccion de &cidos grasos volatiles, observandose un aumento de las fermentaciones

propionicas.
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Cuadro 16. Efecto de los niveles crecientes del extracto hidroalcohdlico de brocoli
(Brassica oleracea) sobre el contenido total y perfil de acidos grasos volatiles (AGV), y pH

del medio ruminal in vitro.

Concentracion de extracto (%6) 'EEM Valor P
Parametro! 0.0 025 05 0.75 1.0 1.5 2.0

Total AGV § ; b b
104.7* 102.8° 129.4° 1515 173.3° 184.9% 180.9° 3.45 0.000

(mM)

Proporcion molar (%)
Acético 59.5° 59.8% 60.7° 60.9%° 61.2* 60.4® 57.1° 0.24 0.000
Propi6nico  17.7¢ 18.3° 184° 185° 18.7° 19.6° 215 0.16 0.000
Butirico 16.5® 16.3® 159° 159° 158° 16.0° 16.9° 1.01 0.032

Isobutirico 227% 195" 1.81° 166° 1.51° 1.36° 1.36° 0.02 0.000
Isovalérico  2.23* 1.83° 1.62° 1.41% 1.24° 1.05° 1.000 0.01 0.000

Valérico 1.58° 1.62° 1.50° 147" 145> 148" 2.00*° 0.03 0.000
Total 451° 3.79° 343 3.07*° 276* 241° 236° 0.02 0.000
Relacién b b b o d

3.35° 3.26® 3.30% 3.28% 327° 308 266 004 0.000
C2/C3
Relacién

28 4.15% 417 4.14® 412° 3.89° 3.45%° 0.04 0.000
(C2+C4/C3)
pH 595 586° 585" 578 573 569% 566° 0.02 0.000

'EEM= Error estandar de la media
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La inclusion de ensilado de canola en la dieta modificd los parametros de fermentacion

ruminal in vitro:

a) La inclusion de 25 y 35% (BS) de ensilado de canola disminuyd la proteina
microbiana, la digestibilidad in vitro de la materia orgénica y fibra detergente
neutro.

b) La inclusion de ensilado de canola no afectd la digestibilidad in vitro de la materia
seca (DIVMS).

c) La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) tuvo correlacién positiva con
la produccion de metano.

d) La produccion de metano disminuy6 cuando se incluyo 25 y 35% (BS) de ensilado
de canola en la dieta.

e) La utilizacion de 25 y 35% (BS) de ensilado de canola represent6 el mayor aporte
de C18:3 ¢9c12c15 (acido linolénico) en la dieta.

El ensilado de canola en la dieta de cabras al final de la lactacion no mostroé efectos sobre el
consumo de materia seca, peso vivo corporal y contenido de componentes mayoritarios
(proteina, grasa, lactosa) de la leche, sin embargo, incrementd 33.46% la produccion de
leche y el consumo &cido linolénico, respecto a la alimentacion de la dieta sin ensilado de

canola.

La composicién de &cidos grasos de la grasa de la leche fue modificada por la inclusion de
ensilado de canola, incrementando el contenido de los &cidos ruménico y vaccénico, ambos
componentes funcionales deseables en los productos de los rumiantes por su efecto

benéfico para la salud humana.

La adicion de diferente concentracion de extracto hidroalcohélico de brocoli al medio

ruminal muestra diferente efecto sobre los parametros de fermentacion in vitro:
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El extracto hidroalcoholico de brocoli se caracterizd por un contenido de
glucosinolatos de 1.176 mg/mL™ y un alto contenido en az(icares (33.18 g/mL™)

La inclusion del extracto redujo la digestibilidad de la materia seca y el valor del
pH.

La inclusion de 0.25 y 2.0% del extracto disminuyd la produccion de metano.

La inclusion de extracto aumentd la produccion de acidos grasos volatiles,
principalmente el &cido propidnico.
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FERMENTACION RUMINAL INVITRO. DE ENSILADO DE CANOLA ASOCIADO CON ENSILADO
DE MAIZ EN RACIONES COMPLETAS MEZCLADAS

Mejia Uribe L. A.", Morales AlmarazE. "' Dominguez Varal.A." Hernandez RuiperezF 2

'Facuitad de Medicina Vetennana y Zootecnia. Universidad Autonoma del Estado de México. Departamento de Nutrcion
animal. *Facultad de Vetennana. Universidad de Murcia, Esparia.
Autor de correspondencia: emoralesa@uaemex.mx

Resumen

Palabras clave: ensilado El ensilado de canola (Brassica napus) puede ser utiizado como una

de canola, fermentacion, fuente de forraje en época de otorio- inviemo debido a su disponibilidad y

invitro digestibilidad adaptabilidad en esta época. El objetivo de este experimento fue evaluar
las caracteristicas de fermentacion ruminal in vitro en dietas completas
mezcladas, adicionando diferentes niveles de ensilado de canola en
asociacion con ensilado de maiz. Los niveles de inclusion de! ensilado de
canola fueron: 0, 15, 25 y 35%. El contenido y digestibilidad de fibra
detergente neutro disminuyo al incrementar el nivel de ensilado de canola.
No hubo diferencia (P>0.05) en la digestibilidad de la materia seca. La
fraccion soluble se fue incrementando (P<0.05) conforme al aumento de
nivel de inclusion de ensilado de canola. El contenido de nitrdgeno
amoniacal disminuy0 (P<0.05) con la inclusion del ensilado de canola. En
conclusion, las caracteristicas in vitro del ensilado de canola como fugnte
de forraje en asociacion con ensilado de maiz en dietas completas
mezcladas puede ser una alternativa para la alimentacion de rumiantes
hasta en un 35% base seca, debido a su aceptable porcentaje de
digestibilidad.
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Abstract

The objective was to investigate the effect of replacing maize silage (MS) with canola silage (CS) on the
chemical composition and fatty acid (FA) profile of total mixed rations (TMR) containing these silages, and on in
vitro rumen fermentation and methane production from them. The canola (Brassica napus var. Monty) was
cultivated on a small-scale agricultural farm and harvested at 148 days after sowing. Maize sitage in a TMR was
replaced with 0%, 15%, 25%, and 35% CS to make the rations CS0, C815, CS25, and CS35, respectively.
Proximate analyses of the rations were evaluated in a completely randomized design. The results showed that
linolenic acid increased linearty with the level of CS, primarily at the expense of linoleic acid. In vitro dry matter
digestibiity (IVOMD) was similar among treatments. However, in vitro neutral detergent fibre digestibility (IVNDF)
decreased linearly (P <0.05) when the CS proportion increased in the TMR. The lowest ammonia nitrogen
content (P <0.05) was observed In CS35. The soluble fraction (A) increased (P <0.05) when the CS increased in
the TMR from 0% to 35%. In vitro methane (CH,) production was lowest with CS25 and CS35, decreasing 34%
and 23.9%, respectively, compared with CS0. Linolenic acid had a negative correlation with IVNDF (r = .0.94; P
<0.05). The IVOMD and methane production were positively correlated (r = 0.60) (P <0.05). In conclusion, 25%
and 35% augmentation of MS with CS in @ TMR was an important source of linolenic acid (C18:3) and
decreased in vitro methane production.
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PRODUCTION AND MILK FATTY ACIDS PROFILE OF DAIRY GOATS
FED WITH CANOLA SILAGE (Brassica napus) INSTEAD OF CORN
gmpi(al and SILAGE (Zea mays) IN TOTAL MIXED RATIONS
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CABRAS ALIMENTADAS CON ENSILADO DE CANOLA (Brassica napus)
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*Corresponding author

SUMMARY

Background. Canola silage (EC) is a viable alternative to replace com silage (EM) in ruminants feed, due to its
nutritional value and source of polyunsaturated fatty acids to improve the quality milk fat. Objective. To evaluate the
inclusion of EC as substitute for of EM in total mixed rations (TMR) on milk production, composition and fatty acids
profile of goats at the end lactation. Methodology. Ten Alpine goats (49=2.5kg LW, 194 = 18 days in lactation) were
fed with completely mixed diets containing 25% EC plus 25% EM (experimental diet) and 50% EM (control diet)
Results. Milk production in goats fed with EC was 33.46% higher (P<0.03) than in goats eating only ME as forage.
The content of rumenic and vaceenic acids in milk increased (P<0.05) 60 and 7%, respectively, with the inclusion of
EC in the diet. There were not differences (#>0.05) in milk fat, protein and lactose content, nor in dry matter intake
between treatments. Implications. EC as an alternative forage in combination with EM, it is a viable feeding strategy
for small ruminants. Conclusions. The use of EC represents a feeding strategy to improve the fatty acid profile of milk
without effecting the chemical composition of milk and the productive response of goats at the end of lactation.

Key words: canola silage; fatty acids; rumenic acid; vaccenic acid; goat milk.
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