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Manzarina en la alimentacion animal

Investigadores de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad
Auténoma de Chihuahua (UACH), a partir del ano 2003, se han dado a
la tarea de desarrollar una metodologia para la obtencion de un
alimento proteico, producto de la fermentacion de subproductos de
manzana, alque se ha llamado «manzarina», que permita el
aprovechamiento de dichos residuos en la alimentacion animal, prevenir
un problema de contaminacién ambiental y brindar alternativas a los
fruticultores y ganaderos para el aprovechamiento de los subproductos
de la manzana. Este alimento proteico con propiedades nutracéuticas y
polifendlicas para uso animal es un ingrediente importante en el
desarrollo de la producciéon animal en el Estado de Chihuahua México,
demostrando la factibilidad de aprovechar los recursos alimenticios de
bajo costo y valor nutritivo, como son los subproductos de manzana a
través de la fermentacion en estado solido (FES) para producir proteina
unicelular y ser usada en la nutriciéon y alimentacién animal.
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Manzarina en la Alimentacion Animal

Caracterizacion, Evaluacion y Desarrollo Biotecnolégico de
Subproductos Fermentados de Manzana

Produccion de Proteina Unicelular



RESUMEN GENERAL

Debido a la sequia que se ha presentado en los ultimos afios en gran parte del pais mexicano,
los sistemas ganaderos del Estado de Chihuahua presentan una gran escasez de forraje o en su caso
de baja calidad de los mismos que no permiten un buen comportamiento productivo de los animales. Al
mismo tiempo, el precio actual que han alcanzado las materias primas para la elaboracién de
concentrados necesarios para el sostenimiento de estas actividades, surge la necesidad de buscar
alternativas econdémicamente viables y rentables para alimentar a los animales, buscando con ello
mejorar su productividad y evitar que compitan con la alimentacion humana, y que ademas constituyan
fuentes naturales y seguras para la salud humana y la de los propios animales. Ante este panorama
descrito se desarroll6 toda una metodologia para producir "manzarina” nombre que se le dio al producto
fermentado, utilizando bagazo y manzana de desecho y que aplica también estos mismos principios
para otros tipos de subproductos de frutas presentes en nuestro pais, y que desafortunadamente no
han sido utilizadas adecuadamente. Este paquete tecnoldgico esta compuesto por 11 trabajos
cientificos que representan el esfuerzo y la dedicacion de muchas horas de trabajo y esfuerzo, por lo
que es de gran satisfaccion contribuir ante una necesidad de buscar fuentes alternas para alimentar a la
ganaderia aun bajo costo, de manera responsable y amigable con el medio ambiente, todo lo anterior
se realizo con los objetivos de evaluar las caracteristicas nutritivas de la manzarina y del proceso de
obtencién de esta, cuando se produce a partir de bagazo de manzana (BM), de manzana de desecho
(MD) o de sus combinaciones, esto bajo el supuesto de que la manzarina obtenida a partir de MD
puede ser mejor que la que se obtiene a partir de BM. Evaluar la produccion de levaduras, los cambios
en la concentracion de carbohidratos estructurales y la pérdida de materia seca durante el proceso de

obtencién de manzarina a partir de BM como principal componente del sustrato y evaluar el efecto de la
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adicién de MD en sustitucion parcial del BM sobre las variables mencionadas. Evaluar el efecto del uso
de la manzarina en una dieta para borregos en engorda, ganado lechero, ganado de carne, la actividad
antioxidante en plasma (AA), parametros sanguineos y sobre el desarrollo del epitelio ruminal, ya que
este producto fermentado posee la propiedad de influir dichas variables. Los resultados obtenidos de
estas investigaciones seran de utilidad para productores, profesionales del area e investigadores
interesados en conocer la importancia de los microorganismos presentes en la manzana de desecho de
forma natural en esos subproductos. Este paquete tecnoldgico como alimento nutracéutico para
consumo animal, esta llamada a constituir un elemento importante en el desarrollo de la produccién
animal en el Estado de Chihuahua, demostrando la factibilidad de aprovechar los recursos alimenticios
de bajo valor nutritivo, como son los subproductos de manzana a través de la fermentacion en estado

sdlido.
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INTRODUCCION

La fermentacion en estado solido (FES), es un proceso biotecnologico para preservar o
desarrollar nuevos alimentos a partir de la utilizacion de varios materiales carbohidratos mediante el uso
de microorganismos. Las levaduras son microorganismos unicelulares de crecimiento vegetativo que,
dependiendo de la especie, pueden utilizar compuestos como las pentosas, metil pentosas, alcoholes
de azUcar, &cidos organicos, polisacaridos e incluso compuestos como el i-inositol y casi todas las
especies, con raras excepciones, utilizan iones de amonio para la sintesis de proteina (Miller, 1977).

Durante la FES de subproductos agroindustriales ricos en azucares y celulésicos, la energia de
esos carbohidratos y la urea como fuente de nitrégeno (N) son utilizados para el crecimiento de la
microflora epifita de los subproductos, duplicandose la biomasa en 5.2 minutos, lo que hace posible
obtener un incremento en la poblacion de levaduras y bacterias principalmente, aun en la fase de
secado, sin la utilizacion de indculo en el sistema (Valifio et al., 1992).

En los ultimos afios, ha cobrado gran importancia el enriquecimiento proteico de residuos
agroindustriales y subproductos altos en celulosa como bagazo de cafia, pulpa de remolacha, cascarilla
de café y semillas y bagazo de manzana (BM) entre otros, mediante sistemas de FES con el objetivo de
producir enzimas, etanol, proteina unicelular, champifiones, enzimas, &cidos organicos, aminoacidos,
metabolitos secundarios bioldégicamente activos y otros productos para su uso industrial y alimenticio.

En México, estos subproductos han recibido muy poca atencion, sin embargo, diversos autores
en su uso directo han recomendado incluir en crianza y engorda de bovinos un 60% (Manterola et al.,
1998), 70% en la elaboracién de bloques proteicos para suplementacion en agostadero (Becerra, 1998)
y 30% en vacas lecheras (Anrique y Dossow, 2003). Recientemente, se ha encontrado que los extractos

de manzana previnieron dafios exdgenos en células gastricas epiteliales in vifro de humanos y en la
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mucosa gastrica de ratas in vivo por un efecto asociado a la actividad antioxidante de compuestos
fendlicos de la manzana como la catequina o acido clorogénico (Graziani et al., 2001).

A nivel mundial se producen aproximadamente 60 millones de toneladas de manzana al afio en
una superficie de 5.6 millones de hectareas, siendo China el principal productor con mas de 20 millones
de toneladas, seguido de Estados Unidos de América con 5.0 millones. Estos paises aportan el 45% de
la produccion mundial, mientras que México aporta 0.46 millones de toneladas al afio; de este total en la
region Noroeste del Estado de Chihuahua, México; se produjeron alrededor de 409,778 toneladas de
manzana (SAGARPA, 2007) de este total, cerca de 145,000 toneladas se comercializaron como
manzana de desecho (UNIFRUT, 2007). Este desecho, no apto para consumo humano, es utilizado en
su mayoria en la industria de la extraccion para la elaboracion de jugo; proceso del cual se obtiene un
residuo o subproducto conocido como bagazo de manzana o pomasa. Gran parte de este bagazo es
utilizado inadecuadamente en la alimentacion animal y el resto, junto con buena parte de manzana de
desecho que se queda en la huerta sin utilizacion alguna, dan origen a un problema de contaminacion
del medio ambiente por su alta velocidad de putrefaccion, con la consecuente pérdida de nutrientes y
dinero para el productor. Se estima una produccion de pomasa de aproximadamente 32,000 toneladas
(UNIFRUT, 2007) la cual no es aprovechada, o en algunos casos, se sub utiliza en la alimentacion
animal.

Existen estudios sobre las caracteristicas nutricionales del BM ensilado, asi como de sus
limitaciones, sin embargo, no se cuenta con informacién acerca de la produccién de PM en BM a través
de FES por medio de métodos convencionales. Este conocimiento permitira un mejor aprovechamiento
de los desechos de manzana en la alimentacion animal y evitara en consecuencia problemas de
contaminacién generada por estos subproductos en la acidificacion del suelo por la descomposicién de

la fruta o la eliminacion del BM en los causes de agua.
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REVISION DE LITERATURA

Actualmente por efecto de la sequia, los sistemas ganaderos del Estado de Chihuahua
presentan una gran escasez de forraje 0 en su caso baja calidad de los mismos que no permiten un
buen comportamiento productivo de los animales. Al mismo tiempo, el precio actual que han alcanzado
los ingredientes concentrados necesarios para el sostenimiento de estas actividades sugiere considerar
el uso de fuentes no tradicionales.
Subproductos Agroindustriales

Debido al crecimiento acelerado de la agroindustria, especialmente aquella relacionada con las
de frutas y hortalizas, constantemente se estan generando cantidades considerables de subproductos y
residuos con potencial para ser usados en dietas para rumiantes (Preston, 1986) y constituir una
alternativa para cubrir, al menos parcialmente, las necesidades de alimentacion animal, siempre y
cuando esta practica sea avalada mediante un estudio de la composicion quimica y valor nutritivo de
estos materiales (De Haro et al, 2001). Castellanos (1986) clasifico a estos subproductos
agroindustriales en tres grupos de acuerdo a su composicidn nutricional como ingredientes: Con alto
contenido proteico y de baja digestibilidad como la pasta de cacao; bagazo de uva y granos de café.
Con bajo contenido de proteina y baja digestibilidad (lignoceluldsicos) que agrupa a las pajas,
cascarillas, el BM; bagazo y bagacillo de la cafia. Con bajo contenido de proteina y alta digestibilidad.
Incluye basicamente a los subproductos de citricos y henequén. Ferreiro (1983) mencion6 que el BM
presenta alto contenido de azlcares solubles, pectinas, es extremadamente pobre en calcio y fésforo,
con las limitantes para su utilizacién es la baja digestibilidad (48%) y el riesgo que presente niveles
elevados de insecticidas. Las fracciones méas variadas del BM fresco son la materia seca (MS) que va
del 14 al 26%, y la PC del 4 al 8%, de acuerdo a la variedad, estado de madurez y diferencias en el

procesamiento (Hardy et al., 1992).
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Se considera al BM como una fuente de energia debido a su alto contenido de azlcares y
pectinas (Manterola et al., 1999) y debido a que su valor en energia digestible oscila entre 2.8 y 3.2
Mcal/Kg de MS (Gasa et al., 1988), comparandosele con el ensilaje de maiz cuando se suplementa con
NNP.

El Bagazo de Manzana en la Alimentacion del Ganado

El uso de diversos subproductos agroindustriales en la alimentacion del ganado en México es
limitado debido en gran parte al desconocimiento de su valor nutritivo o a la falta de infraestructura en
los predios ganaderos. Otras limitantes por la que estos subproductos no pueden ser aprovechados son
la transportacion y la produccion en cierta época del afio, lo cual hace dificil su empleo directo en
corrales de engorda, por lo que se requiere desarrollar un sistema de almacenaje, tal es el caso de los
subproductos de manzana los cuales deben considerarse como un recurso alimenticio (Castellanos,
1986).

Rumsey (1978) menciona que desde la década de los sesentas creci¢ el interés respecto al uso
de subproductos de manzana en dietas para rumiantes y monogastricos. Generalmente, se considera a
los subproductos de manzana dentro de los residuos de bajo contenido proteico y de baja digestibilidad
(Castellanos, 1986); sin embargo, una de las principales razones por la que se ha estudiado su empleo
es que tiene un contenido similar del total de nutrientes digestibles (TND) al silo de maiz y es alto en
extracto etéreo, pectinas y pentosanas, similar al contenido de ingredientes mas comunes.

Fontenot et al., (1977), reportan que la pomasa o bagazo de manzana suplementada con
harinolina fue similar en contenido nutricional al valor del silo de maiz cuando se utilizé en dietas para
vacas productoras de carne. (Manterota et al., 1993), concluyen que el bagazo de manzana puede ser

utilizando en niveles de 30% en base a materia seca, en raciones para becerros y novillos en los que se
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pueden esperar ganancias de peso diarias de 0.9 a 1.2 Kg/a/d, debido a que este recurso presenta una
elevada digestibilidad (82%), esto no coincide con lo reportado por Castellanos (1986).
Fermentacion de Subproductos para Alimento Animal

La cafia de azucar (Saccharum officinarum) ha sido reconocida como uno de los cultivos de
mayor capacidad para transformar la energia solar en carbohidratos, principalmente como componente
de la materia organica convertible en energia bioldgica para la vida en forma de trifosfato de adenosina
(Mufios et al., 1991). Dentro de los subproductos de la cafia de azucar, se han realizado estudios de
FES en el cogollo como ensilaje mediante la adicién de urea y excretas de aves con excelentes
resultados (Reddy y Prassad, 1982). Elias et al., (1990) mencionan que la cafia fermentada en un
periodo de 24 horas con urea alcanzé valores en PC y PV de 11 a 16%, y 8.9 a 13.80 unidades,
respectivamente, valores comparables al de los cereales. Aunque la cafia de azlcar no pertenece a la
misma familia de la manzana, aquella presenta cierta similitud en composicién quimica con la manzana
y el BM en cuanto algun pardmetro principal (Cuadro 1).

Se puede decir de manera general que la manzana de desecho posee un elevado contenido de
carbohidratos solubles y es deficiente en PC, lo que al igual que la cafia de azlcar la hace factible de
utilizar urea u otra forma de NNP para obtener sintesis de PM. Del mismo modo, la concentracién de
az(cares residuales en polvos de BM fermentado es suficiente para la produccién de PM y ser utilizado
como alimento animal (Joshi y Sandhu, 1996). Sturza et al., (1997) utilizaron BM como biorecurso para
enriquecimiento de proteina microbiana a través de FES por Rhysopus, después de 36 h de

fermentacion el contenido de proteina alcanzé 11 g /100 g de BM seco sin observarse esporulacion.
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CUADRO 1. ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA CANA DE AZUCAR,
MANZANA. DE DESECHO Y BAGAZO DE MANZANA.

Parametros % Cafia de azucar' Manzana de desecho’ | Bagazo de manzana®
MS 29.00 22.37 19.20
FDN 32.20 7.87 56.82
FDA 23.50 533 48.33
Hemicelulosa 14.80 2.34 5.69
Cont. Celular 61.80 92.13 43.18
C. solubles 16.60 83.04 29.73
Proteina cruda 2.60 2.18 5.93
Cenizas 3.62 3.1 1.83

TInstituto de ciencia animal, la Habana Cuba (ICA),Adaptado de (Elias y Lescano, 1990).
? Facultad de Zootecnia, Universidad Auténoma de Chihuahua (UACH).
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Por otro lado, se ha reportado que vacas prefiadas alimentadas con BM suplementadas con
NNP dieron nacimientos muertos o becerros débiles por efecto del incremento de amoniaco en sangre
(Fontenot et al., 1977), por lo tanto, el enriquecimiento de proteina a base de levaduras por FES es el
mejor camino para mejorar estos subproductos para alimento animal. Los estudios en subproductos de
la manzana como alimento animal han sido enfocados hacia la utilizacién del BM ofreciéndolo en forma
de ensilaje (Anrique y Dossow, 2003) o en su uso directo con altos niveles de inclusién en dietas para
ganado como fuente de energia con resultados satisfactorios (Manterola et al., 1998). No obstante la
produccion de alimentos basados en la fermentacion de productos de desecho del procesamiento como
el BM es una opcidn atractiva debido al suministro de sustratos, precio insignificante, minimo
requerimiento de espacio (Shay y Wagner, 1985) y disponibilidad estacional (Hours et al., 1988).

Se han realizado muchas investigaciones sobre la produccion de etanol por FES de BM como
Unico sustrato (Hang et al., 1981; Gupta et al., 1990; Ngadi y Correia, 1992) y proteina unicelular (Hang
y Walter, 1989; Kennedy, 1994). Los resultados en investigaciones comerciales sobre utilizacion de BM
encontraron que es una técnica conveniente para explotacion comercial asi como un método que tiene
que pasar por rigurosas consideraciones econdmicas, como es el caso de la extraccion de pectinas de
BM, donde el proceso fue técnicamente factible, pero econdmicamente injustificable por la relacion
beneficio costo reducida (Kennedy, 1994). Por lo tanto, la utilizacion de BM se confia en un doble
proposito en la fermentacion concomitante de un alimento, que si bien en el proceso de FES por
métodos rusticos la obtencién de etanol no es posible, esta es compensada por el incremento de la PV

y el minimo de equipo requerido.
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La utilizacién de BM por la tecnologia de FES en la produccién de etanol y alimento animal
proteico es factible (Joshi y Sandhu, 1996) sin embargo, no se han reportado efectos en la alimentacion
de BM fermentado en animales, aunque los resultados sobre alimentacion de proteinas unicelulares
para animales han sido bastante alentadoras (Yacoub et al.,1990), asi como en el uso de Saccharina
por FES evaluados en aves (Valdivie et al., 1996; Valdivie et al., 1997), en cerdos (Diaz et al., 1992), en
ganado de engorda (Fundora et al., 1996) y en ganado lechero (Reyes et al.,1993). Se ha observado
que los componentes polisacaridos de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae como glucosa y
manosa, ha tenido beneficios en aves, debido a que tienen funciones inmuno-estimulantes y como
colonizadoras de la mucosa intestinal que impiden la adhesién de bacterias patdgenas, con resultados
similares a los antibioticos promotores de crecimiento (Arce et al., 2005).

Factores de Crecimiento Microbiano

Competencia por sustrato. Las bacterias son el factor principal de descomposicién de
levaduras (Bocourt et al., 1988) y constituyen un factor de contaminacién cuando su actividad se ve
favorecida por un medio acuoso, lo que implica secar el material para poder conservar las levaduras
durante largos periodos de tiempo (Bocourt et al., 1990). En procesos fermentativos anaerobios se ha
demostrado la desaparicion de bacterias patdgenas como Escherichia coli en doce dias (Bocourt y Lon,
1975), asi como con fermentacion aerobia en solo 48 h, con alta presencia de lactobacilos que actuan
como material depurador de Escherichia coli en el proceso cuando se ha utilizado maiz molido como
sustrato fundamental (Bocourt et al., 1998).

Metabolismo de azicares. La FES es utilizada para describir el crecimiento microbial sobre
materiales sélidos en residuos agricolas como el BM, y ofrece la ventaja de fermentar materiales sélidos
en su estado natural (Hesseltine, 1977). Los azlcares fermentables en el BM como glucosa y fructosa

pueden ser convertidos en etanol utilizando levaduras (Hang et al., 1981).
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Las levaduras no pueden fermentar pentosas o azlcares de cinco carbonos, y en el caso de
disacaridos, trisacaridos y polisacaridos estos son degradados por hidrélisis y enzimas hidroliticas para
su fermentacion posterior. La fuente de N, puede ser organica o inorganica debido a que todas las
levaduras pueden utilizar el ibn amonio para la sintesis de proteina, otras pueden absorber aminoacidos
intactos en el medio y algunas tienen la capacidad de desaminar aminoacidos individuales (Miller,
1977). Valifio et al, (1989) aislaron en Saccharina especies bacterianas como Staphylococus
epidemidis, Actinobacter calcoacético y Proteus vulgaris, que son bacterias hidroliticas de urea para la
produccion de amoniaco (NH3) metabolito indispensable en la sintesis celular de bacterias y levaduras
que produce el incremento en la biomasa microbial. Durante la FES en la elaboracién de Saccharina es
comun que se produzcan cantidades considerables de acido acético y lactico por bacterias que pueden
favorecer en ciertas circunstancias la retencion de nitrégeno y asi facilitar su utilizacion en el sistema
para el crecimiento de levaduras y bacterias (Lezcano y Elias, 1992). En la fermentacion alcohdlica,
caracteristica de muchas levaduras, la molécula de glucosa con la ayuda de un Pi mas dos ADP, se
divide y rinde dos moléculas de etanol compuesto de dos atomos de carbono ( C2HsOH), dos moléculas
de CO2 y dos moléculas de H.O (Lehninger, 1982), sin embargo, las levaduras pueden ser
categorizadas en diversos grupos de acuerdo a su modo de producir energia, utilizando respiracion o
fermentacion que de acuerdo a estas condiciones determinaran su crecimiento, de ahi que la cepa
Saccharomyces cerevisiae se prefiera para estos procesos por su cualidad de ser de respiracion
limitada, fermentar en condiciones aerobias 0 anaerobias y facultativas en el crecimiento microbiano
(Ostergaard et al., 2000). EI metabolismo de los carbohidratos fermentables por levaduras presentes en

los subproductos de manzana se ilustra de acuerdo con la Figura 1.
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Figura 1. Metabolismo en levaduras bajo condiciones aerobias vy

anaerobias.

Adaptado de: Ostergaard et al., (2000)
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Cinética microbiana. Ngadi y Correia (1992) midieron la produccién de etanol junto con el
crecimiento celular relacionado con la utilizacion de glucosa. La constante K en el crecimiento celular
estimado oscilo de 0.09 a 0.30, y la constante en la produccion de etanol K" vario de 0.07 a 0.16-". Los
valores en la produccion de etanol sobre glucosa (Y p/s) fueron de 0.33 a 0.37, mientras que la
produccion de etanol sobre la produccion celular (Y p/x) durante la FES de BM oscilo de 2.6 x 10-8 a
3.18 x 10-8 glufc. Soccol y Vandenberghe (2003) determinaron analiticamente los valores de biomasa a
24 y 36 h. Los valores fueron obtenidos experimentalmente a partir del consumo de Oz y CO»
involucrados, el sistema determind una produccién de biomasa de 0.531 g de biomasa g-1 de O:
consumido y un coeficiente de mantenimiento de 0.068 gramos (g) de O2 consumido g-1 biomasa h-1.

Godiaet et al., (1988) desarrollaron la férmula para la tasa de utilizacion de sustrato en la
produccion de etanol durante la fermentacion por medio de la formulad S/d8 =-1/Y x/s *(dX )/ (d6) -
1Y p/s* (DP) / (dB). Donde S es la concentracion de glucosa (% g/g BS), Y x/s es la produccion celular
sobre glucosa (ufc / g), Y p/s es la produccidn de etanol sobre glucosa y P es la produccién de etanol
(% gl/g BS).

Fuente de carbono y relacion carbono/nitrogeno (C/N). La posibilidad de obtener proteinas a
partir de levaduras fue desarrollada a principios del siglo pasado, cobrando gran importancia durante la
segunda guerra mundial, principalmente en los paises europeos (Latrille et al., 1976). La fuente de
carbono representa la fuente de energia que sera disponible para el crecimiento microbiano. Este
pudiera ser un simple monosacarido como la glucosa o un polimero complejo como la celulosa o el

almidoén. Pandey et al., (2001) consideraron los siguientes aspectos para el crecimiento microbiano:

Pégina 25



Relacion C/N. La composicidn media de la biomasa microbiana presenta del 40-50% de
carbono, del 30-50% de oxigeno, del 6 al 8% de hidrégeno y del 3 al 12% de N. Otros elementos tales
como el fosforo, azufre y otros metales son importantes como parte de la célula, y su metabolismo, pero
estan presentes en pequefias cantidades que necesitan ser consideradas por su significado particular.
EI'N es el elemento crucial que determina el crecimiento microbiano y necesita ser calculado para tener
el méximo de biomasa.

Temperatura. El significado de la temperatura en el desarrollo de un proceso biolégico puede
determinar efectos tan importantes como la desnaturalizacién de proteinas, inhibicién de un metabolito
o0 bien la muerte de células. El control de la temperatura es uno de los factores que decide el buen
desarrollo de la FES y debera ser tomado en cuenta cuando algun proceso de FES se disefie. El rango
oOptimo para el crecimiento de levaduras es de 30 °C (Hang et al., 1981), aunque en la fermentacion de
cafia de az(car se han reportado temperaturas de 30 a 33 ° C (Lezcano y Elias, 1992).

Humedad. La humedad es un factor intimamente ligado a la FES y con las caracteristicas del
material biolégico. La importancia del agua en el sistema es debido al hecho que la mayoria de las
células viables se caracterizan por su contenido de humedad que va del 70 al 80%. En un sentido se ha
establecido que en caso de bacterias, la humedad en el material debera tener mas del 70%. Para las
levaduras el rango puede ser mas amplio entre 70 y 60%, y para los hongos, un rango alin mas amplio
de 70 al 20%.

Potencial de iones hidrégeno (pH). El pH es otro de los factores mas importantes para algun
proceso de fermentacién. Cada microorganismo posee un rango de pH para su crecimiento y actividad
con un valor 6ptimo dentro del rango. El control del pH es uno de los problemas que no estan resueltos
en los procesos de FES, debido a la escasez de equipo apropiado y electrodos para determinar el pH,

dadas las caracteristicas heterogéneas del proceso. En general se ha observado que los hongos tienen
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rangos de crecimiento entre 3.5y 6.0, las levaduras de 4.5 a 7.0 y las bacterias un poco méas arriba que
las levaduras sin que esto pueda ser tomado como una regla.

Aireacion y agitacion. Estos dos factores tienen una influencia determinante en la FES debido
a dos aspectos fundamentales: Demanda de Oz en el proceso aerébico. El calor y el fenémeno de
transportacion de masa en un sistema heterogéneo.

Una posible solucion para resolver el problema de heterogeneidad es la agitacion para romper
gradientes, sin embargo; algunos autores han mencionado dafios al micelio de hongos por efecto de la
agitacion. Otros han empleado agitacién intermitente con excelentes resultados. En el caso de bacterias
0 levaduras, la agitacidon podra favorecer la degradacion de la biomasa relacionado al flujo de aire
principalmente cuando las células no estan bastante ajustadas a la superficie del sustrato.

Tamafio de particula. El tamafio de particula del sustrato tiene una importancia particular
relacionada con la caracterizacion del sustrato y la capacidad de intercambio con el crecimiento
microbiano, calor y transferencia de masa del sistema durante los procesos de FES.

La reduccion en el tamafio de particula por medio del molido es uno de varios pretratamientos
que proveen el aumento en la superficie de accidn para el crecimiento microbiano. Las particulas muy
pequefias pueden producir contraccién o compactacion en las matrices del sustrato que promueven
problemas en el incremento de masa y transferencia de calor.

Necesidades de Azufre (S)

El S, es un macromineral esencial en la formacién de compuestos sulfurados en las células
como metionina, cistina, homocisteina, cistationina, taurina y acido cistéico, que podran ser limitados si
el S no es disponible o insuficiente (Church y Ponds, 1976). Las recomendaciones de S dietario para él
crecimiento microbiano en ganado de engorda van de acuerdo a la etapa productiva en una relacién N:

S (NRC, 1984).
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Relacion Nitrégeno: Azufre (N: S)

Los microbios ruminales contienen aproximadamente 0.5% de S con una relacién N: S de
16:0.5 (Whanger et al.,, 1978; Qi et al., 1993). En la cafia de azlcar, el sulfato de amonio ha sido
suministrado con éxito al nivel de 1 g/kg de cafia fresca para llenar los requerimientos de S provocando
una mejora del 33% en el comportamiento y conversidn animal sobre todo en aquellos que reciben
cantidades moderadas de suplementos proteicos (Ferreiro et al., 1977). La relacion 10:1 de N: S que ha
dado los mejores resultados en la Republica de Cuba ha sido al utilizar 10 g de urea por 1 g de sulfato
de amonio en cafia fresca molida para produccién de Sacharina (Elias, 2004).
Requerimientos de Magnesio

Los requerimientos de magnesio para el crecimiento microbiano, fundamentalmente para las
bacterias celuloliticas, mas activas son considerados absolutos (Weimberg, 1977), ya que ningun otro
mineral puede sustituir las funciones del magnesio aunque los requerimientos de algunas bacterias se
pueden reducir por la adicion de magnesio. Por otro lado Durand y Kawashima (1979), indicaron que el
calcio desempefia un papel fundamental en la sintesis de proteina y de la pared celular de los
microorganismos y es requerido por las bacterias.
Requerimientos de Potasio

El potasio es altamente requerido por los microorganismos (Bryant, 1977) y estimula la
celulolisis in vitro cuando se incluye a razon de 2 g / |, pero puede ser sustituido total o parcialmente por
el rubidio. Las interacciones entre K y Na en el rumen son complejas y varios autores coinciden en
afirmar que para obtener un maximo crecimiento microbiano y actividad celulolitica se necesita niveles
bajos de sodio y altos de potasio (Caldwell et al., 1973). Pero, alin no han quedado establecidos los

requerimientos de sodio y potasio para los microorganismos ruminales.
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Vitaminas y Elementos Traza

Es conocido que para el crecimiento de levaduras y otros microorganismos se deben adicionar
vitaminas del complejo B como factores de crecimiento externo. La presencia de acidos grasos volatiles
(AGV) basicamente &cido acético en medio de urea sin elementos fraza, inhibe el crecimiento
microbiano, por lo que son requeridos para favorecer la fermentacién (Pinto et al, 1989; Elias y
Lezcano, 1993).

Uso de la Urea en la Alimentacion Animal

Actualmente el uso de dietas proteicas con inclusion de ingredientes como soya, harinolina y
harina de pescado, en las raciones de los rumiantes elevan el costo de la alimentacion. Una de las
alternativas viables para la reduccion de este costo radica en el uso del NNP en la alimentacion de los
rumiantes. Algunas fuentes comunes para este fin son: acetato de amonio, lactato de amonio, biuret y
urea (NRC, 1984).

Sin embargo, el uso de la urea se ha convertido en una practica cotidiana en la alimentacion
animal, ésta se utiliza como mejorador de forrajes, cuando se tratan pajas o ensilados con el fin de
elevar la cantidad de nitrégeno, ya que el NNP puede ser utilizado por los microorganismos ruminales
para producir proteina verdadera en el rumen del animal (Llamas, 1990). Para incluir urea en la racion
se han manejado tres criterios: el primero indica que un tercio de la proteina requerida por el animal se
puede dar en forma de urea; el segundo postulado establece que se pueden afadir 30 g de urea a la
racion por cada 100 kg de peso vivo y un tercer criterio indica que hasta el 50% de la proteina cruda
requerida pude ser sustituida por urea, siempre y cuando haya un equilibrio entre la energia y el

nitrégeno de la dieta (Shirley, 1986).
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La utilizacion de urea es frecuentemente menos eficiente que el uso de suplementos protéicos
naturales (Mamont et al., 1993). El uso ineficiente de la urea en comparacién con fuentes proteicas
naturales se debe principalmente al exceso de amoniaco producido en el rumen, que posteriormente es
absorbido por la pared ruminal, convertido en urea y excretado en la orina (Rihani, 1993). Sin embargo,
el uso de una fuente energética en equilibrio con el nitrégeno reduce la concentracion de amoniaco
(Hafley et al., 1993).

Naturaleza de la Proteina Microbial

La biotecnologia no es nueva para los sectores agricolas y alimenticios. El hombre ha estado
explotando sistemas vivientes para la produccion de alimentos por siglos. Lo clasico es el cruzamiento
de plantas y animales y la seleccion de clases superiores; éstas son practicas bien aceptadas para
mejorar el sistema de produccién de alimentos. Las técnicas tradicionales de mutacion y seleccién
también son empleadas para alterar bacterias y levaduras usadas para producir una amplia variedad de
alimentos fermentados, tales como queso, salchichas, pepinillos, pan, cerveza y vino (Harlander, 1989).
Esto muestra que el hombre desde hace mucho tiempo ha utilizado los microorganismos en su sistema
de alimentacién, sin embargo, hasta épocas recientes se ha puesto énfasis en la biomasa de
microorganismos para la produccién de alimentos, ya sea para consumo humano directo o para la
alimentacion de animales. La proteina unicelular o microbial incluye los microorganismos unicelulares
cultivados especificamente por su contenido alto en proteina, bajo condiciones controladas de
fermentacion (Stringer, 1985). Los microorganismos pueden ser hongos, levaduras, algas o bacterias.
Cabe mencionar que el término de proteina unicelular asignado a la biomasa producida por estos
microorganismos es algo erréneo ya que gran cantidad de hongos no son unicelulares, pero en forma

general, se incluyen como proteina unicelular, mas que todo por costumbre.
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En tiempos modernos se ha desarrollado un enorme interés en la produccién de proteina
unicelular, entre otros factores que estimulan la produccién de esta proteina, es de mencionar, que el
fendmeno de la creciente demanda de proteinas para la alimentacion humana ha ocasionado la
escasez de concentrados protéicos tradicionales, tales como las harinas de oleaginosas y las harinas
de origen animal, lo cual produce que los costos de las fuentes proteicas convencionales sean elevados
(Alvarez y Tillan, 1988). Por lo que la busqueda de fuentes alternas para alimentacién humana directa o
para alimentacién animal se esté investigando.

Mignone et al., (1982) sefialan que los microorganismos pueden crecer en sustratos muy
diversos. Los sustratos segun Stringer, (1985) se clasifican en sustratos convencionales como la
melaza y el almidon; y sustratos no convencionales, como los derivados del petréleo. Pond y Maner,
(1974) sefalan que las levaduras pueden utilizar los carbonos del petréleo como fuente de energia, en
vez de emplear fuentes mas tipicas de carbono, como los carbohidratos. Algunas bacterias de los
géneros Nocardia y Pseudomonas, pueden oxidar los hidrocarburos del petréleo hasta CO: y agua, de
esta forma obtienen la energia que necesitan (Dawes y Sutherland, 1976).

Para producir la proteina unicelular se debe considerar la factibilidad técnica, la disponibilidad
de materia prima y el costo. Los procesos mas econémicos son los que mas se desarrollan dado que
las proteinas son la limitacién en las dietas para los animales, su produccién abundante y econdmica es
por demas importante; en este sentido, los sustratos no convencionales son los mas atractivos (Pond y
Maner, 1984).

En los procesos de fermentacion se aplican los conocimientos sobre los cultivos de
microorganismos que inciden sobre la economia del proceso, en términos de tiempo, trabajo,
rendimiento y calidad, siendo la economia la que dicta el curso del proceso de fermentacion y solo los

procesos econémicos seran favorecidos.
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Estos procesos se caracterizan por la obtencion de grandes cantidades de biomasa microbiana
en cultivos artificiales en tiempos cortos de proceso, por ejemplo, las tasas de crecimiento para
bacterias son de 20 min, a 2 h, (tiempo de generacion), y para las levaduras y hongos son de 2 a 16 h,
si bien, las especies seleccionadas presentan tasas de crecimiento similar a las bacterias (Litchfield,
1985). Dado que las proteinas son la limitacion de las dietas para los animales, su produccion
abundante y econdmica sera por demas atractiva.

La proteina unicelular producida a partir de sustratos convencionales se ha dirigido hacia el
consumo humano, sin embargo, el mayor potencial para la produccion descansa sobre los sustratos no
convencionales, y esta proteina se destina al consumo animal principalmente por su naturaleza
(Stringer, 1985), y sus caracteristicas nutricionales, particularmente en la alimentacion de no rumiantes
(Van Soest, 1982).

Valor Nutricional de la Proteina Microbial

Stringer, (1985) menciona que para que un producto gane aceptacién como alimento los
animales que lo reciben deben consumirlo y crecer, siendo el primer criterio la gustosidad y el segundo
una tasa de crecimiento y conversion alimenticia satisfactoria. Para formular dietas que incluyan
proteina unicelular, es necesaria que éstas sean correctamente balanceadas. En estas condiciones, la
proteina unicelular es igual a otros ingredientes protéicos comunes y no presenta mayores problemas
en la alimentacién animal (Stringer, 1985). La proteina cruda (nitrogeno x 6.25) es usada para calcular
la proteina de los alimentos, ésta incluye compuestos nitrogenados no protéicos los cuales no tienen
valor nutricional (Litchfield, 1985). Mencionan que al incluir proteina unicelular en 1% de la racién en
dietas de pollos de engorda, se obtienen buen comportamiento de los pollos, resultados similares son
reportados por Ergui y Vogt (1985), quienes sustituyeron la harina de pescado por una proteina

microbial.
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Sin embargo, la proteina microbial debe ser suplementada con aminoécidos para obtener
buenos resultados en la alimentacion de pollos de engorda, lo que demuestran los trabajos de quienes
reportan que hasta un 12% de la racioén puede ser sustituida por proteina unicelular siempre y cuando
ésta se suplemente con lisina y metionina. Asi mismo, Plavnik (1981), reportaron que al agregar
arginina en una dieta que contiene proteina unicelular se soluciona el problema, mejorando el
comportamiento de los pollos en engorda. En la alimentacion de cerdos, Pond y Maner (1984),
concluyen que la proteina microbial se puede usar para aportar la mayor parte de la proteina
suplementaria de dietas en base a cereales en las etapas de iniciacién, crecimiento y finalizacién o en
animales reproductores.

La produccién de biomasa bacterial a partir de bagazo de cafia de azlcar es reportada por
Molina et al., (1980), quienes utilizaron un microorganismo no tipificado y una especie de Cellulomonas
sp. Asi mismo, Molina et al., (1983), utilizaron las bacterias Cellulomonas sp. y Bacillus subtilis crecidas
sobre bagazo de cafia de azucar para alimentacion de pollos de engorda; esta biomasa contiene 51%
de proteina cruda, 48% de proteina verdadera, 1.02% de grasa, 11.2% de ceniza y una energia
metabolizable de 2,425 kcal / kg.

Importancia de la Proteina Microbial

Las tasas de crecimiento y produccion de microbios en el rumen son importantes para el
rendimiento de los rumiantes debido a que son una fuente importante de proteina para el animal
(Maeng et al., 1975). Segun el tipo de racién, de un 50 a un 80% del nitrégeno del forraje se transforma
en nitrégeno microbiano (Piatkowski, 1982), 80% del nitrégeno microbiano se transforma en proteina
verdadera (Smith, 1982; Setter y Roffler, 1981) y 20% esta en forma no utilizable. EI 80% de la proteina
microbiana verdadera puede ser absorbida (proteina metabolizable); y al igual fue un 87% de la

proteina verdadera que escapa a la degradacion en el rumen (Setter y Roffler, 1981).
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La sintesis de proteina microbiana se realiza con cantidades adecuadas de amoniaco y es
equivalente a 10.44% de la cantidad de TND que poseen los alimentos; el 25% del TDN digerido se
transforma en proteina microbiana cuando el nitrégeno en el rumen no es un factor limitante (Burroughs
etal., 1975).

Composicion de la Proteina Microbial

La actividad de las bacterias y los protozoarios provoca la transformacion del N del alimento en
N microbiano. La proteina microbiana incluyendo bacterias y protozoarios estd compuesta de &cidos
nucleicos. En los protozoarios, los acidos nucleicos estan representados fundamentalmente por RNA. El
contenido de aminoacidos esenciales con respecto a la MS se encuentra entre 33 y 44% en los
protozoarios y sélo en 24 y 27% en las bacterias. El contenido de polisacaridos varia de 8 a 35% y es
mayor en muestras tomadas 2 h, después de la alimentacion que antes. Una muestra tipica de
contenido ruminal contiene 20 a 35% de protozoarios, 5% de bacterias grandes, 65% de bacterias
pequefias y toda la mezcla en conjunto contiene un 17% de polisacaridos. La MS microbiana tiene un
10% de N lo que equivale a 62.5% de proteina cruda (Czerkawski, 1978).

El valor biolégico de la proteina microbiana es muy importante para el rumiante hospedero, ya
que la composicién de aminoacidos sintetizados por las bacterias ruminales es relativamente constante
(Church, 1974), de aqui la importancia de alguna fuente de NNP en la dieta como la urea y las sales
amoniacales.

Importancia del Contenido de Polifenoles en la Manzana

Los polifenoles. Los compuestos fendlicos o polifenoles son un grupo de substancias
quimicas contenidas en las plantas, con mas de 8,000 estructuras conocidas actualmente (Bravo,
1998). La estructura quimica de estos compuestos puede ser desde una molécula simple como la de los

acidos fendlicos, hasta compuestos con una estructura altamente polimerizada como la de los taninos.
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Generalmente, los polifenoles se encuentran en formas conjugadas unidas con azlcares (glucosilados).
La familia de los compuestos polifendlicos se puede subdividir en al menos 10 grupos distintos, de los
cuales los flavonoides son los més importantes; estos agrupan a su vez al menos 5,000 compuestos
distintos, agrupados en hasta 13 clases distintas. De manera simple se pueden definir como
compuestos heterociclicos de las plantas (Pérez deAlejo et al., 1998).

Surh et al., (2005) mencionan que de la amplia variedad de fitoquimicos, hay algunos que son
quimiopreventivos por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, algunos pueden modular
factores de transcripcion que activan los sistemas redox en la célula. De los flavonoides (un tipo de
polifenol), el subgrupo mas abundante en la dieta es el de los flavanoles (catequinas,
proantocianidinas), las antocianinas y los productos de oxidacion derivados de ellos. Estas substancias
se consumen en cantidades importantes en la dieta a partir de frutas y bebidas (jugos de fruta, vino, té,
café, chocolate y cerveza) y en menor cantidad a partir de verduras, legumbres y cereales. La ingesta
diaria de este tipo de compuestos en la dieta para seres humanos deberia ser de aproximadamente 1 g
d! para poder considerar que su consumo es adecuado. Sin embargo, en estudios de biodisponibilidad
los niveles encontrados en el plasma sanguineo de individuos expuestos al consumo de polifenoles en
la dieta no reflejan dichas cantidades (Gonzélez-San José et al., 2001).

Se pueden encontrar compuestos polifenélicos de diversos tipos en los alimentos (Yurttas ef al.,
2000). Entre estos tenemos a las isoflavonas glucosidicas de la soya (genisteina, daidzeina, gliciteina),
los acidos fendlicos de soya (acidos hidroxicinamicos y acidos hidroxibenzoicos), los flavonoides del
cacahuate (quercetina y rutina), los fenoles de céascara de arroz (isovitexina), los compuestos fenélicos
en la semilla de ajonjoli (sesamol), en el té (catequinas y derivativos) y en el romero (acido romérico y
4cido carnosico); otros flavonoides antioxidantes importantes son la dihidroquercetina, la taxifolina, la

luteolina, las quinonas y el acido protocatecuico.
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Propiedades de los polifenoles. En las plantas, los polifenoles tienen distintas funciones;
como por ejemplo la defensa natural frente a parasitos, depredadores y otros patégenos (Silveira-
Rodriguez et al., 2003). En general se consideran antioxidantes importantes (Pérez de Alejo et al.,
1998).

Se ha mostrado que el contenido fendlico de algunos alimentos tiene un efecto antibacteriano;
sin embargo, esto depende del tipo de polifenoles del alimento. Especificamente y haciendo énfasis de
su importancia en este trabajo, los polifenoles contenidos en la manzana pueden tener un efecto
benéfico sobre la salud humana (Alberto et al., 2006).

Como se menciond, algunos compuestos fenolicos son potentes antioxidantes debido a que
disminuyen la oxidabilidad de las lipoproteinas de baja densidad in vitro y tienen un posible efecto sobre
la biodisponibilidad del dxido nitrico. Por ejemplo, en nutricion hospitalaria se puede utilizar el aceite de
oliva para mejorar la funcién endotelial en personas con hipercolesterolemia durante el periodo
postprandial. Este beneficio podria deberse al alto contenido de compuestos fendlicos en el aceite, lo
cual permite disminuir el estado oxidativo con una mayor biodisponibilidad del éxido nitrico tras su
ingesta (Ruano et al., 2005). Los flavonoides, isoflavonoides y las flavonas tienen una fuerte actividad
antioxidante in vitro; de este grupo, la quercetina es el mas efectivo como antioxidante y se puede
encontrar en las manzanas (Lugasi et al., 2003). La manzana es rica en su contenido de flavonoides
(Bravo, 1998).

Los flavonoides del cacao interfieren en la actividad proinflamatoria de macréfagos modulando
la sintesis de las principales citocinas implicadas e inhiben la secrecion de radicales oxidantes como el
oxido nitrico (Ramiro-Puig et al., 2005); ademas, son capaces de modular la activacion de linfocitos T.
Esto tiene aplicacién en situaciones de hiperactividad del sistema inmune como las que se presentan en

enfermedades autoinmunes y patologias que causan inflamacion cronica (Ramiro-Puig et al., 2005).
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El té verde preparado para consumo humano tiene un alto contenido de antioxidantes; en su
actividad antioxidante se relaciona principalmente con su contenido total de catequinas (Kaufmann et
al., 2005). Lin y Liang (2002) encontraron que la catequina es un antioxidante efectivo contra la
oxidacion de carne de pechuga de pollo bajo condiciones experimentales, induciendo peroxidacion con
acido ascorbico-FeZ*, hemoglobina, Cu*-H20., y 2, 2'-azobis (2-amidinopropano) hidroclorito. La
catequina puede prevenir la oxidacion de lipidos y proteinas. Esta actividad puede ser mayor que la del
a-tocoferol (28.3 mM vs. 23.8 mM respectivamente), atribuible a un nimero mayor de grupos hidroxilo,
lo que le da una capacidad de captacion de radicales libres mayor sobre un periodo mas largo en fase
acuosa, logrando una menor oxidacién de proteinas.

Quezada et al., (2004) encontraron que la actividad antioxidante de las hojas de una planta
endémica de Chile (Boldo, Peumus boldus, Molina) proviene en su mayor parte de la fraccion
flavonoide, seguida por una fraccion alcaloide, siendo los contribuyentes principales a esa actividad la
catequina y la boldina respectivamente. Ellos proponen el uso de catequina y boldina como marcadores
para la actividad antioxidante de las hojas de boldo.

Puesto que la manzarina es el producto fermentado de subproductos del cultivo e
industrializacion de la manzana, existe la posibilidad de que este producto fermentado conserve algunos
de los polifenoles y de las propiedades que tiene la manzana como alimento; si esto es asi, podria ser
un alimento con una influencia positiva en la salud animal al utilizarlo como parte de la dieta.

Definicion de oxidantes y su rol en el metabolismo. Para comprender la importancia de
como la propiedad antioxidante de algunos polifenoles tiene influencia sobre la salud del organismo, se
debe entender primero que son los oxidantes y cémo éstos, pueden afectar a un organismo cuando se

concentran en altas cantidades.
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El oxigeno esta asociado a las condiciones de vida aerobia (Gonzalez-San José et al., 2001).
Representa la fuerza motriz para el mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular en organismos
que dependen de la respiracion; pero a la vez, es responsable de la formacion de compuestos
intermediarios parcialmente reducidos y dotados de una alta reactividad en esos organismos. Estos
compuestos se conocen como especies oxigénicas reactivas (EOR).

Las especies oxigénicas reactivas son radicales libres (RL); es decir, son moléculas
quimicamente activas. Esto se debe a que estan dotadas de un electrén desapareado en un nivel
energético superior en alguno de sus atomos, lo que les confiere una alta reactividad (Gonzalez-San
José et al., 2001).

Los radicales como el ion superéxido (O2.), el radical hidroxilo (OH), alcoxilo (R-O), peroxilo (R-
00) y oxido de nitrogeno (NO) y no radicales como el peréxido de hidrégeno (H20:), oxigeno singlete
(O2) y peroxinitrito (ONOO) son algunos de los compuestos que se forman en un organismo vivo que
consume oxigeno. Estos provocan la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad. La formacién de RL
se puede dar en la cadena respiratoria (Gonzalez-San José et al., 2001).

En seres humanos, los estimulos externos (por ejemplo quimicos, radiaciones o infecciones)
provocan la produccion excesiva de EOR; a su vez, estos ejercen efectos deteriorantes en el organismo
(Surh et al., 2005), el cual busca mantener el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes. Cuando este
equilibrio se rompe a favor de los oxidantes se produce un estrés oxidativo.

En muchos procesos fisiopatoldgicos, cuando hay enfermedades y envejecimiento celular, el
estrés oxidativo se acentua. El consumo de alimentos que contienen antioxidantes naturales puede
permitir que el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes se mantenga estable o incluso favorecer un
equilibrio a favor de los antioxidantes; esto reduce dafios celulares y consumo de energia en el

organismo.
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A medida que un individuo envejece dicho balance esté a favor de los oxidantes; aqui radica la
importancia de incrementar el consumo de alimentos con antioxidantes para contrarrestarlos (Gonzalez-
San José et al., 2001). Yurttas et al., (2000) mencionan que la vitamina E es un antioxidante fenélico
lipido soluble. La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se basa en la habilidad de donar
un atomo de hidrégeno a radicales libres. El sistema que mantiene el balance oxidativo se llama
sistema redox.

Con base en lo anterior, se puede decir que el consumo de un alimento que contiene
componentes antioxidantes como pueden ser cierto tipo de polifenoles, puede influir de manera positiva
sobre la salud animal, comenzando por mantener un balance en el sistema redox a favor de los
antioxidantes. Puesto que la manzana contiene una cantidad importante de polifenoles con capacidad
antioxidante, a los cuales se les han atribuido algunas de las propiedades benéficas de la manzana
sobre la salud, se ha llegado a pensar en que existe la posibilidad de que la manzarina conserve esas
propiedades.

Contenido de polifenoles en la manzana. Podsedek et al., (2000) reportan que la manzana
tiene un contenido de polifenoles totales entre 2.3 y 3.6 mg g-'; el de mayor cantidad es el &cido
clorogénico (0.03 a 0.43 mg g-'). Su contenido de catequinas y epicatequinas es de entre 0.018 y 0.089
mg g'. Otros reportes indican que la manzana puede tener una cantidad de polifenoles totales entre
0.27 y 2.98 mg g en base himeda (Bravo, 1998); cantidad que implica un rango amplio pero que
coincide con lo mencionado por Podsedek et al., (2000). El contenido de polifenoles totales en la
manzana puede ser variable debido a diversos factores; por ejemplo, la concentracién de polifenoles
totales es inversamente proporcional a la cantidad de manzanas producidas por arbol (Stopar et al.,
2002). En el jugo de manzana la concentracion de polifenoles totales puede disminuir de un 5 a un 21%

debido al almacenamiento (Gliszczynska-Swiglo y Tyrakowska, 2003).
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Efectos del consumo de manzana sobre la salud. En trabajos in vitro, ciertos componentes
de la manzana tienen una fuerte actividad antioxidante y pueden inhibir la proliferacién de células
cancerigenas, disminuyendo a la vez la oxidacion lipidica y los niveles de colesterol. En general, una
amplia variedad de fitoquimicos contenidos en las manzanas presentan una fuerte actividad
antioxidante y anticarcinogénica (Boyer y Liu, 2004). Las procianidinas de la manzana, ofrecidas en el
agua de bebida, inhiben las fases de promocion y progreso de la carcinogénesis en el colon (Gossé et
al., 2005).

En estudios epidemioldgicos se ha encontrado que el consumo de manzana se asocia con la
disminucién del riesgo de padecer enfermedades crénicas cardiovasculares, asma y cancer (Boyer y
Liu, 2004). Algunos de sus componentes modifican los procesos carcinogénicos (Barth et al., 2005). La
manzana es uno de los frutos que aporta la mayor parte de los polifenoles consumidos en la dieta de los
franceses (Brat et al., 2006), inclusive, se ha sugerido que los polifenoles de la manzana son un
componente del alimento que puede contribuir al alivio de los sintomas clinicos de la rinitis alérgica
persistente (Enomoto et al., 2006).

Elementos Celulares Sanguineos

Un modo practico para diagnosticar el estado de salud de un organismo, es a través de la
cuantificacion de los componentes celulares de la sangre y su comparacion con los parametros
considerados como normales. El sistema hemolinfatico tiene diversas funciones. Una parte de éstas se
realiza a través de sus elementos celulares, cuando estos, se encuentran en una concentracion mayor o

menor a la normal, es un reflejo de una respuesta positiva 0 negativa a factores externos.

Pagina 40



Uno de éstos factores externos puede ser la alimentacion (Aiello y Mays, 2000). Si la adicion de
manzarina a la dieta de los animales ejerciera un efecto positivo o negativo sobre su estado general de
salud, ésto podria diagnosticarse a través de la concentracion de los componentes celulares
sanguineos, principalmente en la concentracion de globulos blancos.

Los componentes celulares sanguineos transportan oxigeno (glébulos rojos o eritrocitos),
protegen de organismos extrafios y antigenos (gldbulos blancos o leucocitos) ingiriéndolos,
capturandolos o destruyéndolos, e inician la coagulacién (plaquetas). Los leucocitos (glébulos blancos)
se dividen en fagocitos y linfocitos; los fagocitos se subdividen en monocitos (fagocitos mononucleares)
y granulocitos (fagocitos con ndcleo celular segmentado); a su vez éstos Ultimos se subdividen en
neutrofilos, eosindfilos y bastfilos. Los linfocitos son responsables de la inmunidad humoral, su
produccion se origina en la médula 6sea. Los analisis hematologicos muestran las cantidades de estos
elementos celulares. Su evaluacion permite diagnosticar problemas de salud, inflamacion en tejidos o
funciones proliferativas de la médula 6sea (Aiello y Mays, 2000). Pueden reflejar una respuesta positiva
0 negativa del organismo a un estimulo externo, como por ejemplo, el efecto de una dieta o de algin
aditivo en la dieta. Esto es importante debido a que con la cuantificacion de los componentes
sanguineos se podria diagnosticar un efecto (positivo o negativo) debido a la influencia de la adicion de
manzarina sobre el sistema inmunolégico y sobre otros pardmetros sanguineos en el organismo animal
al incluirla como parte de la dieta.

Desarrollo del Epitelio Estratificado del Rumen

El desarrollo fisico del rumen puede dividirse en el incremento de la masa muscular del rumen y
en el desarrollo del epitelio ruminal. Este Ultimo se ve reflejado en el crecimiento de las papilas
(Baldwin et al., 2004; Khan et al., 2007), que tienen forma de hoja y son extensiones del epitelio que

permiten que la superficie de absorcion del rumen se incremente (Graham et al., 2005).
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Para el desarrollo normal del epitelio estratificado del rumen debe haber una fermentacién
ruminal establecida (Baldwin et al., 2004). Es conocido desde hace décadas que la presencia de los
productos del metabolismo microbiano de los alimentos estimula el desarrollo de este tejido (Flatt et al.,
1956). De los &cidos grasos volatiles (AGV's), el propionato y el butirato son los que tienen mayor
influencia sobre el desarrollo del epitelio (Khan et al., 2007) y su presencia estimula su crecimiento y su
funcionamiento (Heinrichs, 2005).

La rapida acumulacion de AGV's y el consecuente descenso del pH en el rumen pueden
provocar la queratinizacion de las papilas ruminales, disminuyendo la absorcién de AGV's (Suarez et
al., 2007), reduciendo el flujo sanguineo y la movilidad del rumen, y causando la degeneracién del
epitelio estratificado (Heinrichs, 2005), por lo que una acidosis cronica provoca un desarrollo menor de
este tejido. La proliferacion y el tamafio del epitelio ruminal depende de la dieta utilizada (Graham et al.,
2005). El crecimiento del epitelio ruminal se puede medir con el largo y el ancho de las papilas
(Heinrichs, 2005); éstas dos variables son las mas representativas de este crecimiento (Lesmeister et
al., 2004).

El tamafio de las papilas es afectado por la textura de la dieta, por la diferencia en la
composicion quimica del alimento (Greenwood et al., 1997) y por la concentracion de energia
metabolizable (Shen et al., 2004). El desarrollo de las papilas esta relacionado directa y positivamente
con la calidad y la cantidad del forraje. Su desarrollo también es afectado por la cantidad de AGV’s
producidos por la digestion de la celulosa (Scocco et al., 2007).

El desarrollo del epitelio estratificado del rumen, medido a través del largo y ancho de sus
papilas, permite conocer si existe una produccion de AGV’s mayor o menor en el rumen debido a las
diferencias en la composicion de la dieta; ademas, permite conocer indirectamente si existe dafio en el

rumen por descensos en el pH, mostrando problemas de acidez subaguda o bien, simplemente permite
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conocer indirectamente las diferencias en la obtencién de productos de fermentacion ruminal (AGV's)
debido a las diferencias entre las dietas; en este caso debido a la inclusiéon de manzarina como
ingrediente.

La relacion de lo anterior con la manzarina es que al utilizar este producto como parte de la
dieta para rumiantes existe la posibilidad de que las condiciones de fermentacién ruminal sean
modificadas. La evaluacién del desarrollo de las papilas ruminales por la técnica de Lesmeister et al.,
(2004) puede reflejar estas modificaciones. En caso de obtener resultados favorables se justificaria en
un futuro la realizacion de investigaciones mas precisas de cinética ruminal y de dinamica de la

fermentacion ruminal.
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CAPITULO 1. PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA MEDIANTE LA
FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO A PARTIR DE MANZANA DE DESECHO

Agustin Becerra Bernal ()
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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de tiempo de preparacion (TP) y nivel de rastrojo (NR) en la
produccion de proteina cruda (PC) y proteina microbiana (PV), se utilizaron 30 muestras de un kg de
manzana de desecho molida variedad Golden delicius, distribuidas en 6 diferentes tratamientos con 0,
24 y 48 horas (h) de TP y 10 y 20% de NR, adicionadas con 1.5 % de urea, 0.20% de sulfato de amonio
y 0.50 % de una premezcla de vitaminas y minerales distribuidas en un disefio completamente al azar
con arreglo factorial de 3x2. Se encontraron diferencias (P<0.05) para PC por NR, lo cual indica que a
medida que se incrementd este factor la PC disminuy6 de 17.3 a 16.7 % en los niveles de 10 y 20 % del
NR, respectivamente. La PC no se modificé por TP (P>0.05). Se encontré interaccién para PV (P<0.01)
por los factores NR y TP, la cual fue ligeramente superior con el 10 % del NR en 15.67, 13.83 y 13.75 vs
13.85,12.92y 14.18 % para el 20 % de NR a 0, 24 y 48 h de TP, respectivamente. La FDN y la FDA se
incrementaron (P<0.05) por el aumento del NR. Se concluye que es factible la produccion de Manzarina
MD a partir de manzana de desecho con 10 % de rastrojo de maiz para facilitar el mezclado y la
ventilacion del sustrato y 0 h de tiempo de preparacién, ya que a medida que aumenta este factor,

tiende a reducirse la PV.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del Area de Estudio

Este primer experimento de FES con manzana de desecho se desarrollé en el laboratorio de
procesados para la alimentacion animal, en tanto que los analisis quimicos se realizaron en laboratorio
de nutricién animal, ambos pertenecientes a la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad
Auténoma de Chihuahua.

Metodologia del Trabajo

Se prepararon muestras un Kg de manzana de desecho molida adicionadas con 1.5% de urea,
0.20% de sulfato de amonio y 0.5% de un suplemento vitaminico y mineral, las cuales fueron
preparadas a 0, 24 y 48 h combinadas con 10 y 20% de rastrojo de maiz molido (NR).

Una vez preparadas, las muestras fueron sometidas a fermentacion en piso de concreto bajo
condiciones aerdbicas y de temperatura ambiente en un invernadero y volteadas cada 2 horas durante
el dia para oxigenarlas y estimular la respiracion de los microorganismos aerobios siguiendo las
indicaciones de (Fundora et al., 1996).

Posteriormente, cuando las muestras se fermentaron durante el proceso de FES y perdieron la
humedad suficiente para su almacenamiento, fueron molidas en un molino WileyMR con malla de un mm
los andlisis bromatoldgicos en laboratorio.

Tratamientos

Se prepararon muestras de manzana de desecho molida adicionadas con 1.5 0 2% de urea,

0.20% de sulfato de amonio, 0.5% combinadas con 10 0 20% de RM a tres tiempos de preparacion

(Cuadro 2).
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CUADRO 2. DISENO DE TRATAMIENTOS CON MANZANA DE DESECHO
Y NIVELES DE RASTROJO DE MAIZ PARA PRODUCCION
DE PROTEINA MICROBIANA POR MEDIO DE
FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

Ingredientes, %

Tratamientos  Tiempo (h)  Manzana molida Rastrojo demaiz  Urea  Sulfato de amonio  Vits. Y Mins

1 0 87.80 10 15 0.20 050
2 24 a7.80 10 15 0.20 050
3 48 87.80 10 15 0.20 050
4 0 77.80 20 15 0.20 050
5 24 77.80 20 15 0.20 050
6 48 77.80 20 15 020 050
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Variables Evaluadas

Las variables evaluadas en laboratorio fueron FDN, FDA, PC y PV, utilizando las técnicas
descritas en (AOAC, 2000).
Andlisis Estadistico del Experimento
Para realizar los analisis estadisticos, se utilizo el procedimiento GLM (SAS, 2002).
Disefio Experimental

Se utilizo un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 2x3, donde se consideraron
como efectos fijos dos NR; TP; su interaccion (NR*TP) y el efecto aleatorio de parcela dentro de cada

tratamiento. Las variables respuesta fueron PC; PV; FDN y FDA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar el comportamiento de la MS de cada uno de los tratamientos a través del periodo de
fermentacion, el méaximo porcentaje de MS se alcanzd a las 48 h llegando a menos del 10 % de la MS
en todos los tratamientos. Los promedios expresados en cada uno de los parametros son el resultado
del andlisis de tres réplicas por muestra de todos los tratamientos.

Proteina Cruda (PC)

Se encontraron diferencias (P<0.05) para PC, lo cual indica que a medida que se incremento el
NR, la PC disminuy6 de 17.3£0.68 a 16.7+£0.68% en los niveles de 10 y 20% del NR, respectivamente.
En la PC, el TP no modifico (P>0.05) esta variable, indicando estos resultados que bajo ciertas
circunstancias la utilizacién de la manzana de desecho molida se conserva a la sombra en depdsitos
impermeables a temperatura ambiente. De esta manera, puede posponerse su uso por lo menos dos
dias aun en la época de verano. Esta situacion no se observa durante la fermentacion de la Saccharina,
ya que las investigaciones indican que el mayor desarrollo microbiano se presenta de 24 a 48 h
después de cortada la cafia de azlcar o de la incubacion (Elias y Lezcano, 1993).

Proteina Verdadera (PV)

Se encontré interaccion (P<0.01) por los factores NR y TP, cual fue ligeramente superior con el 10% del
NU en 15.67, 13.83 y 13.75 vs 13.85, 12.98 y 14.18% para el 20% de NR con 0, 24 y 48 h de TP
respectivamente.

Durante la fermentacién de la manzana se produjo un nivel aceptable de PV ligeramente
superior a la encontrada en la elaboracién de Saccharinartstica con promedio de 13.7%, reportada por
(Elias et al., 1990; Fundora et al., 1996). La baja encontrada en la PV, puede ser explicada por la
disminucién en el porcentaje de carbohidratos de facil fermentacion y el aumento en el contenido de

fibra en los tratamientos.
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Esta situacion es semejante a lo sefialado por Elias et al., (1990) quienes mencionan que
cuando se utiliza la cafia completa para elabora Saccharina, el contenido de fibra se eleva
considerablemente y en consecuencia los carbohidratos solubles disminuyen, los cuales se asume son
utilizados por la biomasa para su crecimiento. El comportamiento en esta baja de la PV con ambos NR
no fue posible compararlo con otros estudios debido a que no se cuenta con informacion de este tipo.
Sin embargo, una explicacion muy relacionada con lo observado puede ser que se haya debido a las
altas temperaturas presentadas durante el proceso de FES debido a que superaron los 35 °C, dado que
el rango que se ha encontrado en produccién de PV en la Saccharina es inferior (30 a 33 °C)
considerado como el éptimo para desarrollo de levaduras con 1.5% del UN (Lezcano y Elias, 1992).
Fibra Detergente Neutro (FDN)

En el analisis estadistico de la FDN en relacion al NR, mostrarondiferencias (P<.01) como era
de esperarse, cuando se incrementé el NR en los tratamientos (10 a 20%) el porcentaje de FDN fue
mayor (35.2+0.58 y 46.7+.57) respectivamente. No hubo diferencias significativas (P>0.05) por efecto
de NR con TP en la FDN por lo que su contenido no se modificé por influencia de estos factores.

Fibra Detergente Acido (FDA)

Para la FDA al igual que en FDN el NR fue (P<0.01) debido a que su contenido se incrementé a

medida que se aument6 el NR de 10 a 20% con valores de 27.3+.68 y 32.5+.68%, sin encontrarse

diferencias estadisticas con el TP (P>.05) ni por influencia del NR con TP.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Bajo las condiciones en las cuales se realizé el presente trabajo de investigacion, se puede
mencionar lo siguiente:
1.- La proteina cruda y la proteina verdadera disminuyeron a medida que se incrementé el nivel de
rastrojo en la muestra de manzana de desecho fermentada en estado sélido.
2.-El tiempo previo a la utilizacién de la manzana de desecho molida por fermentacion en estado sélido
no modificé la produccion de proteina verdadera.
3.-La fibra detergente neutro y fibra detergente acido, se incrementaron conforme se adicion¢ rastrojo
de maiz.
4 .- Es factible la produccién de Manzarina MD a partir de manzana de desecho con 10% de rastrojo de

maiz para facilitar el mezclado y la ventilacion del sustrato, y 0 h de tiempo de preparacion.
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CAPITULO 2. NIVELES DE UREAY MAIZ MOLIDO EN LA FERMENTACION
AEROBICA DE MANZANA DE DESECHO

Agustin Becerra Bernal ()
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RESUMEN

En este experimento, el objetivo fue evaluar la respuesta de diferentes niveles de urea (NU) de
1.5 0 2%, y maiz molido (MM) en niveles de 0, 10 y 20% en manzana de desecho molida adicionada
con 0.20 o 0.26% de sulfato de amonio, 10 % de rastrojo de maiz y 0.50% de una premezcla de
vitaminas y minerales sobre la produccién de proteina cruda (PC) y microbiana (PV) en FES de
manzana de desecho, para lo cual 30 muestras de manzana de desecho molida variedad Golden
delicius de un Kg c/u, fueron distribuidas en un disefio completamente al azar con arreglo factorial de
2X3. Se encontr¢ interaccién para PC (P<0.05), debido a que en la medida que se adiciond MM, el
contenido de esta variable se redujo en ambos NU, sin embargo; los valores fueron superiores con el 2
% de NU en 24.80, 19.28 y 19.80% vs 17.31 16.24 y 16.74 % del 1.5% del NU para los niveles de 0, 10
y 20% de MM, respectivamente. En la PV, hubo efecto de interaccion entre NU y MM (P<0.01), la cual
disminuy6 cuando se incrementé el MM, aunque los valores de esta variable con el 2% de UN fueron
superiores (19.91, 12.76 y 11.97%), en comparacion a los valores de 1.5% del NU (10.06, 11.66 y 8.32
%) para los niveles 0, 10 y 20% de MM, respectivamente. La FDN tuvo interaccidn (P<0.01) por los
factores involucrados debido a que se redujo su contenido al incorporar el MM en la mezcla, aunque fue
mayor para el nivel 0% de MM conteniendo 1.5% del NU en comparacion a la mezcla con 2% del NU
(63.38 vs 49.46%) respectivamente, la cual disminuyé en la misma tendencia a medida que se adicion6
el MM en la manzana de desecho. Se encontro interaccion para FDA (P<0.01), ya que su contenido
disminuy6 al adicionar MM, pero fue superior al de 1.5% del NU en el 0% de MM (47.86 %) vs 37.60%
del 2% del NU y 0% de MM, teniendo una caida drastica con el incremento de MM en ambos NU. En la
DIVMS hubo diferencia (P< 0.01) para en NU, debido a que su contenidos tuvieron valores de 77.11 y
71.56% para el 1.5y 2% del NU, respectivamente. Para nivel de MM se encontr6 efecto favorable

(P<.01) al adicionar 10 y 20% de MM en la mezcla, la cual se incrementd con valores de 68, 76 y 78%
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en los niveles de 0, 10 y 20% de MM, respectivamente. Para la DO, hubo interaccion (P<.02) entre los
factores UN y MM, la cual disminuy6 a medida que se increment6 el MM, donde se observo un conteo
de levaduras de 73.12, 54.51 y 21.94 ufc*1000 vs 108, 79.64 y 73.74 UFC*1000 para los NU de 1.5y 2
% del NU, respectivamente, en los niveles de 0, 10 y 20% de MM en la mezcla. Se concluye que el 2%
de urea en la FES de manzana de desecho, mejora la produccién de PV, solo cuando el MM es de 0%
en la mezcla. El MM en FES de manzana de desecho mejord la digestibilidad pero disminuyé la PC, PV

y DO.

Pagina 54



MATERIALES Y METODOS

En base a la composicion bromatologica de manzana de desecho y a la respuesta favorable
encontrada en la produccion de PV en la elaboracién de Manzarina MD del trabajo anterior, se
desarrollo el siguiente estudio:

Localizacién del Area de Estudio

Este segundo experimento de FES con manzana de desecho se desarroll6 en el laboratorio de
procesados para la alimentacion animal, en tanto que los analisis quimicos se realizaron en laboratorio
de nutricion animal, ambos pertenecientes a la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad
Auténoma de Chihuahua.

Metodologia del trabajo

Se prepararon muestras de manzana de desecho molida de un Kg adicionadas segun el
tratamiento con 1.5 0 2% de urea (NU), 0.20 0 0.26% de sulfato de amonio y 0.5% de un suplemento
vitaminico y mineral, 10% de rastrojo de maiz adicionadas con 0, 10 y 20% de maiz molido (MM). Una
vez preparadas, las muestras fueron sometidas a fermentacion en piso de concreto bajo condiciones
aerdbicas y de temperatura ambiente en un invernadero y volteadas cada 2 h durante el dia para
oxigenarlas y estimular la respiracion de los microorganismos aerobios siguiendo las indicaciones de
(Fundora et al., 1996).

Una vez que las muestras se fermentaron y perdieron la humedad suficiente para su
almacenamiento, fueron molidas en un molino WileyMR con malla de un mm para su posterior analisis
fisico y bromatolégico en laboratorio.

Tratamientos

Fueron utilizados seis tratamientos disefiados de acuerdo como se indica en el (Cuadro 3).
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CUADRO 3.

DISENO DE TRATAMIENTOS CON MANZANA DE
DESECHO, NIVELES DE UREA Y MAIZ MOLIDO PARA
PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA POR MEDIO DE

FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

Ingredientes, %

Tratamientos  Manzana desecho Urea  Maizmolido Rastrojo de maiz  Sulfato de amonic  Vits.y Mins.
1 87.80 15 0 10 0.20 0.50
2 77.80 15 10 10 020 0.50
3 67.80 15 20 10 0.20 0.50
4 87.80 20 0 10 0.26 0.50
5 77.80 20 10 10 0.26 0.50
6 67.80 20 20 10 0.26 0.50
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Variables Evaluadas

Las variables evaluadas en laboratorio fueron FDN, FDA, PC y PV, utilizando las técnicas
descritas en (AOAC, 2000). La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) por el método de (Tilley
y Terry, 1963).

Para la densidad 6ptica (DO) de levaduras se peso 1 g de la muestra seca mezclado en
solucién salina de NaCl al 0.1%, agitdndolo durante 10 min, posteriormente se filtro en 4 gasas y
finalmente se procedié al conteo de levaduras de acuerdo al nimero de diluciones requeridas para su
medicion al microscopio por DO A =650 nm mediante una camara de Neubauer segun Valifio ef al.,
(1996).

Anélisis Estadistico del Experimento

Para realizar los analisis estadisticos de los datos obtenidos, se utilizo el procedimiento GLM
(SAS, 2002).

Disefio Experimental

Se utilizo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3, donde se consideraron
como efectos fijos dos NU, los tres niveles de MM y su interaccion (NU*MM); el efecto aleatorio de
parcela dentro de cada tratamiento. Las variables de respuesta fueron PC; PV; DO, DIVMS; FDN y

FDA.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Proteina Cruda (PC)

Se encontro interaccion (P<0.05) para PC debido a que en la medida que se adiciond MM, el
contenido de esta variable se redujo en ambos NU, sin embargo; los valores fueron superiores con el 2
% de NU en 24.80£0.29, 19.28+2.04 y 19.80+£2.04% vs 17.31+2.04, 16.24+2.04 y 16.74+2.04% de PC
del 1.5% del NU para los niveles de 0, 10 y 20% de% de MM. Estos resultados coinciden con los
encontrados por Elias y Lezcano (1994) en la utilizacion de MM en la fermentacién de la cafia quienes
mencionaron que la PC se redujo de 16.5 a 15.3% con 0 y 20% de MM en la elaboracién de
Sacchamaiz (harina de cafia fermentada con maiz molido) con 1.5% de urea. Sin embargo, la tendencia
en los valores estimados en la PC con 0% de maiz coinciden con los reportados por Hang et al., (1981)
en la FES de BM para la produccién de etanol con el uso unico de inoculo Saccharomyces cereviseae
en el proceso, mencionando que la PC se elevo de 6 a 9%. En cambio Joshi y Sandhu (1996)
reportaron valores del 15 al 18% de PC con el empleo de diferentes levaduras en FES de BM.

Proteina Verdadera (PV)

Hubo efecto de interaccion (P<0.01) entre NU y MM, la cual disminuyé cuando se incremento el
nivel de MM, aunque los valores de esta variable con el 2% de NU se mantuvieron por arriba de
(19.91£0.53, 12.76+0.53 y 11.97+0.53%) en comparacién a los de 1.5% del NU (10.06+0.53,
11.66+0.53 y 8.32+0.53%) para los niveles 0, 10 y 20% de MM. En contraste (Elias y Lezcano (1994),
encontraron incrementos proporcionales a medida que se aumenté el MM de 0 a 30% en cafia de

azUcar que fluctud entre 3.9y 7% de PV.
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El alto contenido de PV en los tratamientos sin MM pudo haberse originado por el crecimiento
en biomasa microbiana, particularmente de levaduras Saccharomyces cereviseae debido a que estas
presentan una alta preferencia por los subproductos de manzana que llegan a elevar el contenido de PV
hasta tres veces mas el valor de la PC del sustrato (Joshi y Sandhu, 1996).

Wang et al., (2004) mencionaron que el jugo de manzana contiene cerca del 70% de fructosa
del total de azlcares fermentables (100 a 150 g/L) més glucosa y sucrosa, donde si los factores para
crecimiento microbiano son favorables, la fermentacion puede durar hasta 170 h hasta el agotamiento
de cada uno de los azucares y la biomasa producida alcanzara su maximo desarrollo. En consecuencia,
el resultado que se obtuvo en el nitrégeno proteico y al mismo tiempo en la PV sugiere la magnitud de
que estos indicadores dependen de la relacion entre el nivel de urea utilizado y la temperatura (Lezcano
y Elias, 1992).

Este efecto pudo ser observado particularmente en el tratamiento con el 2% de urea sin la
utilizacién de MM que llegé a duplicarse en relacion al 1.5%.

Fibra Detergente Neutro

La FDN tuvo interaccién (P<0.01) por los factores involucrados debido a que se redujo su
contenido al incorporar el MM en la mezcla, aunque fue mayor para el nivel 0% de MM, conteniendo 1.5
% del NU en comparacién a la mezcla con 2% del NU (63.38+2.04 vs 49.46+2.04%) respectivamente,
la cual disminuyd en la misma proporcion a medida que se adiciond el MM en la manzana de desecho.
Fibra Detergente Acido

Se encontrd interaccion (P<0.01) para FDA y FDN, ya que su contenido disminuy6 al adicionar
MM, pero fue superior al 1.5% del NU en el 0% de MM (47.86+1.23%) vs 37.60+2.04% del 2% del NU y
0% de MM, teniendo una caida dréastica con el incremento de MM en ambos NU.

Digestibilidad in vitro de la Materia Seca (DIVMS)
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En la DIVMS hubo diferencia (P<0.01) para en NU, debido a que su contenidos tuvieron valores
de 77.11£2.38 y 71.56£1.67 % para el 1.5y 2% del NU. Para nivel de MM se encontro efecto favorable
(P<.01) al adicionar 10 y 20% de MM en la mezcla, la cual se increment6 al incorporar MM en valores
de 68+2.04, 76+2.04 y 78+2.04% para los niveles de 0, 10 y 20% de MM respectivamente.

Densidad Optica (DO)

Para la DO hubo interaccién (P<.02) entre los factores NU y MM, la cual disminuy6 a medida
que se incrementé el MM, donde se observé un conteo de levaduras de 73.1242.91, 54.51+2.91 y
21.94+2.91 UFC*1000 vs108, 79.64+2.38 y 73.74+2.38 UFC*1000 para los NU de 1.5y 2% del UN
respectivamente, en los niveles de 0, 10 y 20% de MM en la mezcla Elias y Lezcano (1994)
mencionaron que la inclusion de maiz en cafia de azlcar no mejord la produccion de levaduras al
considerar que el maiz tiene alto contenido de almidones y bajo contenido de carbohidratos solubles en
agua, mismos que son aportados por la cafia de azucar, situacion que pudo haberse presentado debido
al alto contenido de carbohidratos fermentables que presenta la manzana de desecho.

En la cafa de azlcar la procedencia de microorganismos diferentes a las levaduras como
Bacterias gram- esta relacionada con los grados de contaminacion de suelo, polvo, agua, manipulacién
del laboreo, cosecha troceado y traslado (Valifio et al., 1994), situacion a la que la manzana de desecho
no esta exenta. Asi mismo, es posible que los valores elevados de PV obtenidos se deban no
solamente al conjunto de levaduras, sino que también esta se pudo haber originado por el desarrollo de
otros microorganismos principalmente bacterias las cuales no se identificaron en este trabajo. Por otro
lado en cuanto a la utilizacién de manzana de desecho para la elaboracién de Manzarina MD, se

propone mezclar las cantidades descritas en el (Cuadro 4).
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CUADRO 4. FORMULACION DE MANZARINA MD. CON MANZANA

DE DESECHO.
Ingredientes Base Hiumeda %
Manzana molida 87.30
Rastrojo de maiz 10.00
Urea 2.00
Sulfato de amonio 0.26
Premezcla vitaminas y minerales 0.50
Total 100.00

MD= Manzana de desecho
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
1.-La proteina cruda disminuy6 a medida que se incrementd el porcentaje de maiz molido en manzana
fermentada sin importar el nivel de urea en los tratamientos.
2.-Con la inclusién de 2% de urea en la elaboracion de Manzarina MD por fermentacion en estado
solido, se produjo la mayor cantidad de proteina verdadera sin utilizar maiz molido.
3.-Los niveles elevados de urea y maiz en manzana de desecho por fermentacion en estado sélido no
mejoraron la produccion de levaduras.
4.-De acuerdo con la produccion de proteina verdadera presentada en tratamientos con dosis elevadas
de urea y maiz es posible utilizar estas mismas cantidades cuando se quiera aumentar la materia seca

de la manzana fermentada, ya que se tendrian porcentajes aceptables de proteina verdadera.
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CAPITULO 3. NIVELES DE UREA Y MAIZ MOLIDO EN LA FERMENTACION DE
BAGAZO DE MANZANA PARA LA PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIAN

Agustin Becerra Bernal (t)
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RESUMEN

En este experimento, cuyo objetivo fue producir Proteina microbiana mediante FES a partir de
bagazo de manzana (BM) con diferentes niveles NU y MM en la mezcla, 30 muestras de un Kg de BM
clu, fueron distribuidas en un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 2x3, utilizando 1.5y
2% de NU y 0, 10 y 20% de MM, adicionadas con 10% de rastrojo de maiz, 0.20 0 0.26% de sulfato de
amonio y 0.50% de una premezcla de vitaminas y minerales. Hubo interaccion para PC (P<.01) debido
a que su contenido se redujo por efecto de los factores MM y NU con valores de 20.72, 20.03 y 19.03%
vs 29.61, 22.06 y 20.87% para los niveles de MM (0, 10 y 20%) y de NU (1.5 y 2%), respectivamente, lo
cual indica el alto nivel de respuesta del BM en la capacidad de retencién de nitrégeno no proteico
(NNP) del BM sin MM. Se encontré interaccion para PV (P<.01) por los factores MM y NU, la cual
disminuy6 a medida que se increment6 el MM en contenidos de 13.85, 12.44, 11.63 vs 19.35, 13.82 y
12.72% para los niveles de 0, 10 y 20% de MM y de 1.5 y 2% de NU, respectivamente, mostrando en
este sentido que en cierto modo la urea en el BM estimul6 sustancialmente la produccion de proteina
microbiana sin la ayuda del MM. La FDN disminuyé (P<.01) por efecto del la adicion de MM, la cual se
redujo, con valores de 66.64, 55.52 y 47.42%, en los niveles 0, 10 y 20%, respectivamente en la mezcla
de BM. No hubo respuesta en esta variable por el incremento del NU (P>0.05) en los tratamientos
utilizados durante la FES de BM. La FDA tuvo efecto de NU (P<0.01) la cual aumentd de 36.47 y 42.91
%, al elevar de 1.5 a 2% el NU. La FDA disminuyd (P<0.01) a medida que este se incrementd el MM
(53.27, 35.07 y 30.75%) para los niveles 0, 10 y 20% de MM, respectivamente. Se encontrd efecto
(P<0.05) en la digestibilidad In Vitro de la materia organica (DIVMO), la cual se incrementé de 62.20 a
66.75%, cuando se adiciond el 1.5y 2% del NU en la mezcla respectivamente. También se mejoré esta
variable (P<.01) con valores de (59.72, 64.98 y 68.34%) para (0, 10 y 20%) de MM en la mezcla,

respectivamente. La DO disminuy6 por efecto del NU (P<0.05) de 10.65 a 7.28 UFC*1000 para 1.5y 2
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% del NU utilizados, y en forma similar, se redujo (P<.01) conforme se aumentd el nivel de MM con
valores de 12.86, 7.52 y 6.55 ufc*1000 para 0%, 10% y 20% de MM, respectivamente. Se concluye que
el 2% de urea en la FES en bagazo de manzana, mejoré la produccion de PV solo cuando el MM fue de
0% en la mezcla. EI MM en FES de manzana de desecho mejor6 la digestibilidad pero disminuye la PC,

PV'y DO.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del Area de Estudio

Este tercer experimento de FES con BM, se desarrollé en el laboratorio de procesados para la
alimentacién animal, en tanto que los andlisis quimicos se realizaron en laboratorio de nutricién animal,
ambos pertenecientes a la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Auténoma de
Chihuahua.

Metodologia del Trabajo

Se prepararon muestras de un Kg con BM obtenido después de cuatro dias de la extraccion de
jugo, adicionadas segun el tratamiento con 1.5 0 2% de urea (NU), 0.20 0 0.26% de sulfato de amonio y
0.5% de un suplemento vitaminico y mineral, 10% de rastrojo de maiz adicionadas con 0, 10 y 20% de
maiz molido (MM).

Posteriormente, las muestras fueron sometidas a fermentacion en piso de concreto bajo
condiciones aerobicas y de temperatura ambiente en un invernadero y volteadas cada 2 h durante el dia
para oxigenarlas y estimular la respiracion de los microorganismos aerobios siguiendo las indicaciones
de (Fundora et al., 1996). Una vez que las muestras se fermentaron y perdieron la humedad suficiente
para su almacenamiento, fueron molidas en un molino WileyMR con malla de un mm para su posterior
andlisis fisico y bromatoldgico en laboratorio.

Tratamientos
Se utilizaron seis diferentes tratamientos disefiados segun se indica en el (Cuadro 5).
Variables Evaluadas

Las variables evaluadas en laboratorio fueron FDN, FDA, PC y PV, utilizando las técnicas

descritas en (AOAC, 2000). La digestibilidad in vitro de la materia organica (DIVMO) por el método de

(Tilley y Terry, 1963).
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CUADRO 5. DISENO DE TRATAMIENTOS CON BAGAZO DE
MANZANA, NIVELES DE UREA Y MAIZ MOLIDO PARA
PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA POR MEDIO
DE FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

Ingredientes, %

Tratamientos BagazodManzana Urea  Maizmolido Rastrojodemaiz  Sulfato de amonie  Vits.y Mins.

1 87.80 15 0 10 020 050
2 77.80 15 10 10 020 050
3 67.80 15 20 10 020 050
4 87.80 20 0 10 026 050
5 77.80 20 10 10 026 050
6 67.80 20 20 10 026 050
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Para la densidad optica (DO) de levaduras se pes6 un g de la muestra seca mezclado en
solucion salina de NaCl al 0.1%, agitdndolo durante 10 minutos, posteriormente se filtro en 4 gasas y
finalmente se procedié al conteo de levaduras de acuerdo al nimero de diluciones requeridas para su
medicion al microscopio por DO A =650 nm mediante una camara de Neubauer segun Valifio et al.,
(1996).

Analisis Estadistico del Experimento

Para realizar los andlisis estadisticos, se utilizo el procedimiento GLM (SAS, 2002).
Disefio Experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3, donde se consideraron
como efectos fijos dos NU, los tres niveles de MM y su interaccion (NU*MM); el efecto aleatorio de

parcela dentro de cada tratamiento. Las variables de respuesta fueron PC; PV; DO; DMS; FDN y FDA.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis Bromatolégico del Bagazo de Manzana

En el andlisis quimico practicado al BM se encontrd que el contenido de MS fue de 19.20% y
para PC 5.93%, estos rangos coinciden con los reportados por (Hours et al., 1988; Joshi y Sandhu,
1996). El porcentaje de PV fue de 4.51%. Las fracciones FDN y FDA tuvieron promedios de 56.82 y
48.33%, respectivamente; similares a los observados por (Anrique y Paz, 2002) de 60.2% en la FDN y
de 48.33% para FDA., también present6 un contenido celular elevado con de 43.18%, en tanto que para
hemicelulosa fue bastante bajo de 5.69%, celulosa 30.18%, lignina 28.56% y cenizas de 1.83%. De
acuerdo con el bajo contenido de cenizas, el BM ofrece numerosas ventajas que no tienen otros
residuos de cosecha como el rastrojo de maiz y la paja de trigo, ya que estos tienen 17.5 y 11.0% de
cenizas respectivamente y con muy bajo contenido de azlcares (Soccol et al., 2003).

Proteina Cruda (PC)

Los resultados en esta variable, mostraron interaccién para PC (P<.01) debido a que su
contenido se redujo por efecto de los factores involucrados MM y NU en valores de 20.72+0.50,
20.03+0.50 y 19.03+0.50 vs 29.61+0.50, 22.06+0.50 y 20.87+0.50% para los NU de 1.5y 2%, lo cual
indica el alto nivel de respuesta del BM en la capacidad de retencion de NNP vy el efecto negativo en
esta variable a la inclusion de MM.

Es situacién demuestra una cierta ventaja en la elaboracién de Manzarina BM al generarse
mayor PC sin la el uso de MM cuando el propdsito sea producir PC en BM de acuerdo con la respuesta
al incremento del NU de 2% en las muestras. Carrasco et al., (1997) encontraron disminuciones en la
PC al evaluar la capa y el volteo en la FES de la cafia de azlcar, atribuyendo la baja, al efecto del

volteado en el sustrato, donde concluyen que el proceso de fermentacién puede desarrollarse sin
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voltear los sustratos a una altura de capa de 15 cm debido a que en este grosor es donde se
encontraron los mayores contenidos de proteina.
Proteina Verdadera (PV)

Se encontrd interaccion para PV (p<.01) por los factores MM y NU, la cual disminuyd a medida
que se incrementd el MM y 1.5y 2% de NU, aunque se observo una tendencia superior en su contenido
en el NU de 2% y O% de MM. Los valores fueron de 13.85+0.53, 12.44+0.53, 11.6£0.53 vs
19.35+0.53, 13.82 +0.53 y 12.72+0.53% para los niveles de 0, 10 y 20% de MM respectivamente,
mostrando en este sentido que en cierto modo la urea en el BM estimul6 sustancialmente la produccion
de proteina microbiana. El efecto negativo en la PV al incrementarse el MM en principio pudo haberse
originado debido al bajo contenido de carbohidratos solubles del MM (Cheason y Forsberg, 1988), que
si bien aumento la MS, disminuy6 la humedad natural del sustrato que pudo limitar el crecimiento de
levaduras.

La mayor cantidad de PV con el 2% de urea en el BM, es probable que se haya debido a que
hubo mayor disponibilidad de azticares fermentables ya que puede tener del 9 al 22%, los cuales son
utilizados para crecimiento microbiano (Hang et al., 1981) junto con la humedad maxima del BM que
favorece la disponibilidad de glucosa y fructosa que son carbohidradratos altamente fermentables
relacionados con el crecimiento de levaduras y otros microorganismos como bacterias importantes en el
aporte de vitaminas, aminoacidos y otros metabolitos (Ngadi y Corrreia, 1992).

Fibra Detergente Neutro (FDN)

La FDN disminuyé (P<.01) por efecto del la adicién de MM, la cual se redujo con valores de
66.6410.76, 55.52+0.76 y 47.42+0.76%, como era de esperarse cuando se increment6 el MM en los
niveles 0, 10 y 20%, respectivamente en la mezcla de BM. No hubo respuesta en esta variable por el

incremento del NU (P>0.05) en los tratamientos utilizados con BM durante la FES de BM.
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Esta situacion pone de manifiesto que los microorganismos utilizan casi la totalidad de los
carbohidratos fermentables para su crecimiento y multiplicacion (Carrasco et al., 1997) considerandose
que los contenidos encontrados de FDN se elevaron debido a la fibra aportada por el RM utilizado en
estos tratamientos. Van Soest (1967) menciono que en procesos fermentativos como el ensilado las
alteraciones mas apreciables se refieren al aumento en las fracciones fibrosas FDN y FDA.

Fibra Detergente Acido (FDA)

La FDA tuvo efecto de NU (P<0.01) la cual aumentd de 36.47+ 0.88 y 42.91+.0.88%, al elevar
de 1.5y 2% el NU respectivamente, y en relacion al nivel de MM la FDA disminuyd (P<0.01) a medida
que este se incrementé el MM (53.27+.1.08, 35.07+.1.08 y 30.75+.1.08%) para los niveles (0, 10 y 20
%) de MM, respectivamente, (Cuadro 6).

Digestibilidad In Vitro de la Materia Organica (DIVMO)

Se encontré efecto por NU en la DIVMO (P<.01) (Cuadro 6), la cual se incrementé de 62.20 a
66.75%, cuando se adicion6 el 1.5 y 2% del NU en mezcla, respectivamente. También se mejoré esta
variable (P<.01) con valores (59.72+0.86, 64.98+.1.08 y 20%) de MM en la mezcla en la mezcla,
respectivamente. Rodriguez et al., (2005) obtuvieron un comportamiento similar al utilizar 1.5% de urea
en manzana de desecho fermentada, sin embargo; con el 2% de urea no encontraron efectos
significativos en la DMS. Anrique y Paz (2002) encontraron niveles inferiores de DMS de 62% en BM
fresco, lo cual demuestra la ventaja de utilizar los niveles evaluados de urea en procesos de FES para
elevar la DIVMS. Manterota et al., (1999) reportaron en procesos de FES digestibilidades mayores en
dietas con alto contenido de BM (40 al 80%) comparadas con la dieta basal pero que no superaron el
50% de DIVMS. Estos resultados indican que bajo las condiciones en las que se desarrollo el
experimento, el valor nutricional del BM pudo mejorarse sustancialmente por efecto en el aumento del

NU, al mismo tiempo que se incrementd el MM mejorando con esto el valor energético de producto.
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CUADRO 6. RESPUESTA DEL NIVEL DE UREA SOBRE LA DIMO, FDA'Y
DO EN LA PREPARACION DE MANZARINA BM DURANTE

LA FES.
Urea (%)
Variable 15 2.0 P<value
DIVMO (%) 62.21+.70° 66.76+.70 ° P<.01
FDA (%) 36.47+.89° 42.91+.89° P<.01
DO(UFC*1000) 10.66+1.1° 7.29+1.1° P<.05

-np{_(].«]

" | etras diferentes entre columnas difieren significativamente (P<.05)

MO= Materia organica, FDN= Fibra detergente neutro, FDA= Fibra detergente acido y
DOUFC*1000= Densidad optica en unidades formadoras de colonia®1000
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Densidad Optica (DO)

La DO disminuyd por efecto del NU (P<0.05) de 10.65+1.09 a 7.28+1.09 UFC*1000 para 1.5y
2% del NU utilizados, y en forma similar, se redujo (P<.01) conforme se aument¢ el nivel de MM con
valores de 12.86+1.34, 7.52+1.34 y 6.55+1.34 UFC*1000 para 0%, 10% y 20% de MM,
respectivamente. Con estos datos se puede demostrar que los carbohidratos de los cereales como el
maiz no son un sustrato donde desarrollen con éxito las levaduras, pero si bacterias productoras de
acido lactico (Bocourt, et al., 1998). Rodriguez et al., (2005) encontraron efecto similar en la disminucién
de la DO de levaduras (108+1.34 y 75+1.34 UFC*1000) en manzana de desecho fermentada al
incrementar el NU y el MM en las mismas cantidades; sin embargo, los parametros encontrados en BM
fermentado fueron inferiores 10.66+1.34 y 7.29+1.34 para 1.5 y 2% del NU utilizado. Es posible que
estas diferencias se hayan debido a que en la manzana de desecho se presenta un mayor contenido de

azucares que los que se encuentran en el BM.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
1.-En bagazo de manzana, el incremento del 2% de urea en la fermentacion en estado sélido, generd
mayor cantidad de proteina verdadera y disminuy6 con la adicion de maiz molido a la mezcla.
2.-La digestibilidad de la materia organica se mejoré a medida que se adicioné maiz molido y urea.
3.-La fibra detergente neutro y fibra detergente acido disminuyeron con el incremento de maiz molido y
con el nivel de 1.5 % de urea.

4 -La densidad optica mostrd una disminucion cuando se adicioné maiz molido.
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CAPITULO 4. TIEMPO DE UTILIZACION Y NIVEL DE MAiZ MOLIDOENLA
FERMENTACION DE BAGAZO DE MANZANA PARA LA PRODUCCION DE PROTEINA
MICROBIANA

Agustin Becerra Bernal ()
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RESUMEN

Con el objetivo de producir PM a partir de BM con diferentes TP y MM fue utilizado un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 4X3, donde se utilizaron muestras de un Kg de bagazo de
manzana (BM) mezclado con tres niveles de MM (0, 10 y 20%) a cuatro TP (0, 24, 48 y 72 h después de
la extraccion del jugo) mas 1.5% de urea, 0.20% sulfato de amonio y 0.50% de una premezcla de
vitaminas y minerales. Para PC, se encontré interaccion (P<.01) por los factores involucrados, la cual
generd la mayor cantidad a las 24 y 48 h de TP con el nivel 0% de MM, con valores de 25.44 y 26.40%,
mientras que en los TP 0y 72 h, los promedios se mantuvieron por abajo de estos, en rangos del 20 al
21%. La PV present6 interaccion (P<0.01) por los factores MMy TP, la cual mostré promedios de 12.80,
14.38, 15.19 y 13.35% para las 0, 24, 48 y 72 h de TP respectivamente. Asi mismo, esta variable
mostro los valores mas elevados en tratamientos con 0% de MM a las 0, 24, 48 y 72 h de TP de 15.28,
16.56, 19.37 y 16.16%, respectivamente. La FDN tuvo efecto (P<.01) debido a que se observé una
disminucion por el TP para las 48 h de TP con valor de 46.18% vs el 53.76, 51.5y 53.06% de las 0, 24 y
72 h de TP respectivamente. En relacion al nivel de MM, la FDN se redujo (P<0.01) con el aumento de
MM con valores de 59.05, 52.29 y 42.03%. La FDA, mostré interaccion en respuesta al TP y nivel de
MM (P<0.01), la cual se redujo en 29.90 y 23.41% en los TP 24 y 48 h cuando se incrementd el nivel de
MM en la mezcla. Para la DIVMO, se obtuvo interaccion (P<0.05), en respuesta a los factores
involucrados TP y nivel de MM, en la cual, su valor se mejor6 en la medida que se prolongd el TP en 0,
24, 48 y 72 h con valores de 64, 68.34, 70.53 y 74.97% en promedio, para los niveles de MM,
respectivamente. En la DO se encontrd interaccion (P<0.01), en respuesta al TP y nivel de MM, la cual
mostré el mayor conteo de levaduras a las 0 h de TP con 0% de MM (15.84 UFC*1000). Se concluye
que a medida que se pospuso el TP del BM la PV disminuyé probablemente por un descenso en el pH.

La DIVMO tuvo tendencia a incrementarse en la medida que se adicioné MM.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del Area de Estudio

Este experimento de FES con bagazo de manzana, se desarrollo en el laboratorio de
procesados para la alimentacion animal, en tanto que los analisis quimicos se realizaron en laboratorio
de nutricion animal, ambos pertenecientes a la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad
Auténoma de Chihuahua.

Metodologia del Trabajo

Se prepararon muestras de un Kg con bagazo de manzana (BM) recolectado después de la
extraccion de jugo adicionadas con 1.5% de urea, 0.20% de sulfato de amonio y 0.5% de un
suplemento vitaminico y mineral, y combinadas con 0, 10 0 20% de maiz molido (MM) a cuatro tiempos
(0, 24, 48 y 72 h) previos a la fermentacion (TP). Una vez preparadas, las muestras fueron sometidas a
fermentacion en piso de concreto bajo condiciones aerébicas y de temperatura ambiente en un
invernadero y volteadas cada 2 h durante el dia para oxigenarlas y estimular la respiracion de los
microorganismos aerobios siguiendo las indicaciones de (Fundora et al., 1996).

Una vez que las muestras se fermentaron y perdieron la humedad suficiente para su
almacenamiento, fueron molidas en un molino WileyMR con malla de un mm para su posterior analisis
fisico y bromatoldgico en laboratorio.

Tratamientos

Fueron utilizadas 30 muestras de BM de 1 kg distribuidas en seis diferentes tratamientos con

1.502% del NU y 0, 10 y 20% de MM disefiados de acuerdo con el (Cuadro 7).
Variables Evaluadas
Las variables evaluadas en laboratorio fueron FDN, FDA, PC y PV, utilizando las técnicas

descritas en (AOAC, 2000). La DIVMO por el método de (Tilley y Terry, 1963).
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CUADRO 7. DISENO DE TRATAMIENTOS CON BAGAZO DE MANZANA,
TIEMPO DE PREPARACION Y MAIZ MOLIDO PARA
PRODUCCION_DE PROTEINA MICROBIANA POR MEDIO DE
FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

Ingredientes, %

Tratamientos  Tiempe (h)  Bagazo de manzana Urea Maiz molido Sulfato de amonio  Vits. y Mins.

1 0 98.30 15 0 020 0.50
2 0 88.30 15 10 020 0.50
3 0 78.30 15 20 020 0.50
4 24 98.30 15 0 0.20 0.50
5 24 66.30 15 10 020 0.50
6 24 78.30 15 20 020 0.50
7 48 98.30 15 0 020 0.50
8 48 88.30 15 10 020 0.50
9 48 78.30 15 20 020 050
10 72 898.30 15 0 020 0.50
1 72 88.30 15 10 0.20 0.50
12 72 78.30 15 20 020 0.50
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Para la densidad dptica (DO) de levaduras se peso 1 gramo de la muestra seca mezclado en
solucion salina de NaCl al 0.1%, agitdndolo durante 10 minutos, posteriormente se filtro en 4 gasas y
finalmente se procedié al conteo de levaduras de acuerdo al nimero de diluciones requeridas para su
medicion al microscopio por DO A =650 nm mediante una camara de Neubauer segun Valifio et al.,
(1996).

Analisis Estadistico del Experimento
Para realizar los andlisis estadisticos, se utilizo el procedimiento GLM del estadistico (SAS, 2002).
Disefio Experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo de tratamientos factorial 3x4, donde se
consideraron como efectos fijos tres niveles MM y cuatro TP; su interaccion (MM*TP) y el efecto
aleatorio de parcela dentro de cada tratamiento. Las variables respuesta fueron PC; PV; DO; DMO;

FDNy FDA.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Proteina Cruda (PC)

Para PC, se encontrd interaccion (P<.01) por factores involucrados, la cual generd la mayor
cantidad de este nutriente, se generd entre las 24 y 48 h de TP con el nivel 0% de MM, con valores de
25.4410.85 y 26.40+0.85%, mientras que en los TP 0y 72 h, los promedios se mantuvieron por abajo
de estos en rangos del 20£0.85 al 21+0.85%, respectivamente. Carrasco et al., (1997) mencionaron
que este efecto puede ser explicado por la realizacion del volteo en el sustrato, debido a que cuando
este no se lleva a cabo, la eficiencia de la fermentacién se puede incrementar. Sin embargo; es
importante sefialar que la PC con el nivel cero de MM en los cuatro TP super6 a los tratamientos con
MM y obtuvo su valor maximo al dia tres de TP (26.48%), mientras que el mas bajo correspondié al dia
uno del TP 21.45%. Este efecto probablemente se deba a que en este tiempo de reposo el BM los
microorganismos nativos del sustrato presentan su maximo desarrollo después del segundo dia, que
puede estar muy relacionado con los resultados en los analisis de PV practicados al BM, donde se
observo que para los dias uno y dos, los valores fueron de 4.28% para ambos, en tanto que para los
dias tres y cuatro su promedio se incrementé a 4.74%, respectivamente.

Proteina Verdadera (PV)

La PV present6 interaccion (P<0.01) por los factores MM y TP, la cual mostré promedios de,
(12.80, 14.38, 15.19 y 13.35%) para las 0, 24, 48 y 72 h de TP respectivamente. Asi mismo, esta
variable mostré los valores mas elevados en tratamientos con 0% de MM a las 0, 24, 48 y 72 h de TP
de 15.28, 16.56, 19.37 y 16.16%, respectivamente, asi mismo, se observd en general una disminucion
gradual de esta variable por incremento del 20% de MM en los cuatro TP, Indicando de acuerdo a estos
resultados que el TP ideal para la preparacion de Manzarina BM se encuentra entre las 24 y 48 h sin el

uso de MM.
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Joshi y Sandhu (1996) mencionaron que la proteina inicial del BM sin fermentar fue
incrementada de 5.8 a 18% por medio de la FES de BM con levaduras. La PV detectada en el BM
utilizado en el experimento mostré el valor minimo (15.28%) al dia uno de TP y (19.38%) al dia dos de
TP, que de acuerdo a los valores alcanzados en esta variable la PV se elevd de dos a cuatro veces,
probablemente, con la ayuda de los aditivos utilizados, dado el bajo contenido de PC que presento el
BM.

Ramos et al., (2005) reportan valores similares de PV en la evaluacion de diferentes fuentes
energéticas como MM, sorgo molido, pulidura de arroz y pulpa de citricos en FES de cafia de azucar,
resultando con mayor porcentaje de PV los tratamientos con los tres cereales sorgo y maiz molido
(12.65, 12.80 y 13.72%), respectivamente y el valor mas bajo (10.62%) para pulpa de citricos; estos
resultados muestran las ventajas de usar cereales en procesos de FES, aunque en este trabajo no se
encontrd respuesta favorable por la adicion de MM sobre el contenido de PC y PV.

Fibra Detergente Neutro (FDN)

La FDN tuvo efecto significativo (P<.01) debido a que se observd una disminucién por el TP
para el dia tres con valor de 46.18% vs 53.76+1.26, 51.5+1.26 y 53.00+1.26% de los dias uno, dos y
cuatro del TP respectivamente, y en relacidn al nivel de MM, la FDN se redujo (P<0.01) con la
incorporacion del 0, 10 y 20% de MM con valores de 59.05+1.09, 52.29+1.09 y 42.03+1.09%,
respectivamente.

Fibra Detergente Acido (FDA)

La FDA, mostré interaccion (P<0.01) en respuesta al TP y nivel de MM, la cual se redujo con
valores de 29.90+1.22 y 23.41+1.22% para los TP 24 y 48 h respectivamente, al incrementar el nivel de
MM en la mezcla de BM, con valores similares para los TP 0 y 24 h de 38.70+1.22 y 36.91+1.22%,

respectivamente, mientras que sus valores con 0% de MM no tuvieron cambios sustanciales por TP.
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En estudios con BM ensilado, Anrique y Paz (2003) encontraron incrementos de 18.4% en la
FDA en comparacién con BM sin fermentar, lo que sugiere que en los procesos de FES, los azlcares
fermentables son los méas utilizados por los microorganismos. Esta respuesta es similar a lo observado
en otros estudios al ensilar forrajes cuando no han sido premarchitados, (Alibes et al., 1984).
Digestibilidad de In Vitro de la Materia Organica (DIVMO)

Para la DIVMO, se obtuvo interaccion (P<0.05) en respuesta al TP y nivel de MM, debido a que
su valor se mejor6 en la medida que se prolongd el TP 0, 24, 48 y 72 h con valores de 64+2.45,
70.5342.45, 70.53+2.45 y 74.97+2.45 en promedio para los diferentes niveles de MM respectivamente,
observandose en estos resultados que la DIVMO se mantuvo constante en los dias dos y tres, mientras
que la DIVMO en el primer dia se incremento sustancialmente conforme se adiciond MM, en tanto que
para el dia cuatro, tendié a aumentar ligeramente con el incremento de MM.

La igualdad en la DIVMO en los dias dos, tres y cuatro con el nivel 0% de MM en BM
fermentado como sustrato Unico, es probable que se haya debido a que en los tratamientos sin MM, la
DIVMO fue estimulada por la adicién de urea principalmente, que también pudo ser atribuible a su alta
digestibilidad superior al 65% (NAS, 1983).

Densidad Optica (DO)

En la DO se encontrd interaccion en respuesta al TP y nivel de MM (P<0.01), la cual mostré el
mayor conteo de levaduras a las 0 h de TP con 0 h con 0% de MM (15.84+3.46 UFC*1000), mientras
que en el resto de los tratamientos se mantuvo en un rango de 2.5+3.46 a 8.6+3.46 UFC*1000,
independientemente del nivel de MM utilizado en el BM.

Hang et al., (1981) mencionaron que la FES de BM esta influenciada por la temperatura en la
produccion de alcohol y el consumo de azlcares por las levaduras a una temperatura de 30 °C. Es

evidente que bajo las condiciones medioambientales en que se desarrollé el estudio no se proporcion6
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la temperatura ideal que favoreciera el crecimiento de levaduras, lo cual pudo ser el reflejo de la baja
DO encontrada y la nula correlacion con la PV. La respuesta contrastante en la DO de levaduras como
indicador de PV posiblemente también se haya debido a la presencia de bacterias acidolacticas como
Lactobacillus amylophilus L(+) que proliferan en presencia de humedad y abundancia de almidones
junto con fuentes de nitrdgeno en FES (Altaf et al., 2005). Por ofra parte, Elias y Lezcano (1994)
mencionaron que la variacion en el conteo de levaduras en la FES de cafia de azlcar cuando se ha
utilizado MM se dificulta debido a que se forma alguna suspension coloidal que mantienen una
constante turbidez del liquido durante el proceso de determinacion de la DO. Estas condiciones,
también pudieron inhibir el desarrollo de levaduras y estimular el crecimiento de bacterias aerobias, las
cuales no fueron cuantificadas.

En resumen del uso de BM en FES, se puede mencionar que la mejor respuesta a la
produccion de PM se observd con los niveles elevados de urea sin MM, donde se podrén obtener
valores aproximados de PC, PV, FDA y FDA de 24, 19, 57 y 48%, respectivamente, formulandolo de

acuerdo como se indica en el (Cuadro 8).
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CUADRO 8. COMPOSICION RECOMENDADA DE LA MEZCLA
PARA PRODUCCION DE MANZARINA BM.

Ingredientes Base Himeda, %
Bagazo de manzana 97.24

Urea 2.00
Sulfato de amonio 0.26
Premezcla vitaminas y minerales 0.50

Total 100.00

BM= Bagazo de manzana
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
1.-La proteina cruda y la proteina verdadera disminuyeron a medida que se pospuso el tiempo de
utilizacion del bagazo de manzana, probablemente por el descenso en el pH.
2.-La digestibilidad In Vitro de la materia organica en bagazo de manzana fermentado fue mejor cuando
se incrementd el maiz molido y a partir del segundo dia.
3.-La fibra detergente acido disminuy6 con cuando se utilizd maiz molido y ligeramente por efecto de
tiempo.
4.-La densidad optica fue mayor al dia uno sin el uso de maiz molido y se redujo después del dia dos a

cualquier nivel de maiz molido.
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CAPITULO 5. PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA A PARTIR DE MANZANA
DE DESECHO ADICIONADA CON UREA'Y PASTA DE SOYA

Daniel Diaz Plascencia
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RESUMEN

Con el propdsito de evaluar el efecto del nivel de urea y pasta de soya en la fermentacion en
estado solido (FES) de subproductos de manzana para la produccién de proteina microbial, dos
experimentos fueron realizados a temperatura controlada de 36 y 28 °C. En ambos casos fueron
utilizados cuatro tratamientos conteniendo manzana de desecho mas 1.5 0 2% de urea (UR), asi como
3.5 0 7% de pasta de soya (PS) en la mezcla para el primer experimento y 0 y 3.5% de PS para el
segundo. Todas las mezclas fueron adicionadas con 0.2% de sulfato de amonio y 0.5% de un
suplemento mineral y vitaminico. Cada tratamiento cont6 con 6 repeticiones consistentes de charolas de
un kilogramo de muestra, las cuales fueron depositadas en una incubadora a temperatura controlada
de 36 y 28 °C durante 180 y 196 h, respectivamente, con mezclado cada 6 h y muestreos cada 12 h.
Las variables evaluadas fueron pH, proteina cruda (PC), proteina verdadera (PV), y densidad éptica de
levaduras (DO). Los resultados mostraron un incremento en el pH a partir de las 48 h de inicio de la
fermentacion y solo se detectd efecto de adicion de PS en el segundo experimento (P<0.01), con
valores de 4.9y 5.7 para los niveles de 0 y 3.5% de PS en la mezcla, respectivamente, en tanto que los
valores detectados por efecto de UR (P>0.05), fueron de 5.5 y 5.1 para los niveles de 1.5 y 2% de UR
en la mezcla, respectivamente. La PC al final de la fermentacion mostré diferencia (P<0.01), en ambos
experimentos por efecto de la adicion de PS con valores de 42.87 y 47.06% para los niveles de 3.5y
7% de PS a los 36 °C asi como, 76.18 y 55.57% de PC con 0y 3.5% de PS en la mezcla a los 28 °C
respectivamente. Igualmente, la PC mostro efecto por la adicion de UR a la mezcla (P<0.01), con
valores de 42.94 y 46.93% de PC a los 36 °C asi como, 61.90 y 69.85% de PC a los 28 °C para los
niveles de 1.5y 2% de UR en la mezcla, respectivamente. La PV al final de la fermentacion a 36 °C
disminuy6 (P<0.01), de 38.62 a 32.18% cuando la PS en la mezcla se aumentd de 3.5 a 7% y aumento

de 33.72 a 37.08% cuando la UR se increment6 en la mezcla de 1.5 a 2%. En el experimento a 28 °C
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de fermentacion, hubo una interaccion para PV entre los factores UR y PS indicando que hay una
respuesta favorable en la produccion de PV por la adicion de 3.5% de PS a la mezcla solo cuando el
nivel de UR en la misma es de 1.5%. Se concluye que la adicién de UR hasta en un 2% en la
fermentacion en estado sélido de manzana favorece la produccién de PC y PV en tanto que la PS solo

mejora la PV cuando la UR no excede del 1.5% de la mezcla.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del Area de Estudio

Esta investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de
Zootecnia y Ecologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua.

Trabajo Experimental y Tratamientos

El trabajo se dividio en dos experimentos, los cuales tuvieron cuatro tratamientos, estos
consistieron en una mezcla a base de manzana de desecho molida que fue el medio de cultivo; las
mezclas (tratamientos) se prepararon con los siguientes ingredientes, manzana de desecho molida,
pasta de soya, urea, sulfato de amonio y una mezcla comercial de minerales Ganatec 25 MR, (Cuadro 9).
Las cantidades por tratamiento se describen en porcentaje en los  (Cuadros 10 y 11) para el
experimento | y Il respectivamente.

Cada tratamiento tuvo 6 repeticiones en charolas de aluminio en el experimento | y charolas de
plastico en el experimento II, se agreg6 1 kg de la mezcla en cada charola, para su fermentacion en una
incubadora con temperatura controlada de 36 °C para el primer experimento y 28 °C para el segundo y
por cada tratamiento se dejo una charola con la mezcla de manzana para evaluar la pérdida de
humedad.

Durante el periodo de fermentacion, fueron tomadas 6 muestras por tratamiento para los dos
experimentos una por cada charola de cada tratamiento, de igual modo para el segundo experimento
en los siguientes tiempos 0,12, 15, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96,108, 120, 132, 144, 156, 168, 180 y 192 h.

Se determind el pH con un potenciometro manual para cada uno de los tratamientos y se realiz6
un mezclado, en cada una de las charolas en los tiempos anteriormente mencionados, para favorecer la
oxigenacion y el secado de las mezclas y se tomo una muestra por tratamiento, para posteriormente

evaluar la densidad dptica contando la produccion de levaduras con una camara de Neubauer.
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CUADRO 9. COMPOSICION DE LA MEZCLA MINERAL GANATEC 25MR 1

Ingrediente Cantidad
Proteina Cruda (PC), % 60
Fasforo, g 500
Calcio, g 4,300
Sodio, g 1,790
Azufre, g 130
Magnesio, g 180
Potasio, g 70
Manganeso, g 37,50
Zinc, g 37,50
Hierro, g 50
Cobre, g 7,50
Yodo, mg 750
Selenio, mg 150
Cobalto, mg 150
Bicarbonato de Sodio, g 3,000
Monensina Sodica al 10%, g 28,5
Antibiético, g 10
Vitamina A, Ul 4'500,000
Vitamina D3, Ul 750,000
Vitamina E, Ul 1,800

'Indicaciones de uso: 25 Kg. de GANATEC 25 / ton de alimento balanceado
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CUADRO 10. COMPOSICION DE CADA UNO DE LOS TRATAMIENTOS DEL EXPERIMENTO |

Ingredientes’ % Tratamientos

I Il 1l \Y
Manzana molida 943 90.8 931 8986
Pasta de soya 35 7 3.5 7
Urea 1.5 1.5 2 2
Sulfato de amonio 0.2 0.2 04 04
Mezcla mineral 05 05 1 1

' Cantidades expresadas en porcentaje
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CUADRO 11.  COMPOSICION DE CADA UNO DE LOS TRATAMIENTOS DEL EXPERIMENTO I

Ingredientes’ %

Tratamientos

I Il 1l Y
Manzana molida 97.8 94.3 96.6 931
Pasta de soya 0 3.5 0 3.5
Urea 15 15 2 2
Sulfato de amonio 0.2 0.2 04 04
Mezcla mineral 0.5 0.5 1 1

! Cantidades expresadas en porcentaje
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Material y Equipo Experimental

El material utilizado para este experimento fue manzana de desecho de la variedad Golden
delicious, pasta de soya, premezcla de minerales y vitaminas Ganatec 25 MR, urea, sulfato de amonio,
cloruro de sodio al 0.9% PisaMR, indicador de proteina (verde de bromo cresol con rojo de metilo), acido
sulfarico valorado al 0.0491, &cido sulfurico concentrado, acido bérico al 4%, hidréxido de sodio al 50%,
mezcla reactivo de selenio, matraz erlenmeyer, vasos de precipitado, picadora estacionaria, molino
WilleyMR, balanza analitica, Bascula Metiller ToledoMR, charolas de aluminio y de plastico, estufa
GallenkampMR, digestor, congelador NietoMR, refrigerador Lab-linineMR, potenciémetro manual HannaVR,
microscopio Fisher MicromasterMR, porta- objetos CorningR , micro pipeta Coming¥R , camara de
NeubauerMR, aparato Kjeldahl LabconcoMR,

Metodologia del trabajo. La materia prima para los dos experimentos consistio de 25 kg de
manzana de desecho de la variedad Golden Delicious para cada experimento, la cual fue molida en
una molino estacionario de martillos sin criba, posteriormente se agregaron y mezclaron la pasta de
soya, urea, sulfato de amonio y la mezcla mineral para ser homogenizada y preparar los tratamientos
de cada experimento como lo mostraron los cuadros 4 y 5 en porciones de 1 kg por charola, mismas
que fueron alojadas en una incubadora con temperatura constante de 36 °C durante 180 h, para el
experimento | y una temperatura constante de 28 °C durante 192 h, para el experimento |1.

Muestreo. Se recolectaron muestras en los tiempos ya mencionados, donde se realizd una
homogenizacién de cada una de las muestras para favorecer su aireacién. Se tomaron 6 muestras por
tratamiento de 10 g cada una de ellas, se depositaron en bolsas de plastico y se marcaron con el
numero de muestreo y nimero de muestra. Se guardaron en un congelador a una temperatura de -3 °C,

para su posterior evaluacion bromatolégica.
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Variables Evaluadas

Humedad. Para el monitoreo de pérdida de humedad se utilizé una charola por tratamiento de
1 kg para los dos experimentos realizados, en el cual se tomaba lectura del peso en las horas de
muestreo.

pH. Se tomo la lectura de cada una de las muestras, con un potenciémetro manual en las horas
de muestreo, tomando la lectura directamente de cada una de las charolas, posteriormente se removia
la muestra de cada una de ellas de manera manual, esto con la finalidad de proporcionar una adecuada
oxigenacion y permitir el secado de la mezcla.

Proteina cruda. La determinacion de proteina cruda (PC) se realizd utilizando el procedimiento
descrito por la AOAC (2000), la muestra consistié en 0.2 g se llevé a digestion previamente agregandole
mezcla de selenio, mas 3 ml de H2SOs al 0.0491 N. los valores obtenidos fueron expresados en
porcentaje de proteina cruda (% PC).

Proteina verdadera. El contenido de proteina verdadera (PV) fue determinada de acuerdo con
Berstein (1970), la muestra consistié en 0.2 g se le afiadio 25 ml de agua destilada y se llevé a
ebullicion por 1 6 2 min y se deposita 13 ml CuSO2 al 6% y NaOH al 1.25%, se filtro en papel y se
llevaron a digestion agregando previamente mezcla de selenio y 3 ml de H2SOs concentrado. El
nitrégeno se determin6 por micro Kjeldahl hasta colectar 40 ml en un vaso de precipitado, conteniendo
10 ml de acido bérico al 4% mas cinco gotas de indicador para proteina y finalmente se procedié a
titular con H2SO4 al 0.0491 N. los valores obtenidos fueron expresados en porcentaje de proteina
verdadera (% PV).

Densidad optica. Por cada tratamiento se tom6 una muestra al azar de 3 g y se deposité en
frascos de plastico de 100 ml donde se afiadié 10 ml de una solucion salina de NaCl al 0.1%, y se

almacend 5 °C, para su posterior estudio de densidad optica (DO), con el propésito de comparar la
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produccién de levaduras con la produccion de PC y PV. Las muestras se filtraron en 4 gasas y
finalmente se procedié al conteo de levaduras de acuerdo al nimero de diluciones requeridas para su
medicién microscopica. Para las diluciones se utilizd 1 ml de muestra filtrada, mas 9 ml de agua
destilada, se agitaron de manera manual por un tiempo de 3 min, para su homogenizacién y se procedié
a tomar la muestra de 0.5 pl y se deposito en la cdmara de NeubauerMR y realizar los conteos de
levaduras con el lente del microscopio 40x.
Andlisis Estadistico

El disefio para los dos experimentos se hizo con un arreglo completamente aleatorio,
considerando efectos fijos los dos niveles de urea, los dos niveles de pasta de soya y su interaccion; el
efecto aleatorio de la charola dentro de cada tratamiento (parcela), el efecto de temperatura, el efecto
de las interacciones de temperatura con nivel de urea, con nivel de pasta de soya para el Ultimo el
efecto de la interaccion triple de temperatura, nivel de urea y nivel de soya; los datos se evaluaron con
el procedimiento GLM (General Linear Models) del programa SAS (2002), para un disefio al azar con
arreglo factorial 2x2. Las variables de respuesta fueron proteina cruda; proteina verdadera;

temperatura; pH y densidad optica.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1a 36 °C

Humedad. Se observo que a medida que se disminuyd el porcentaje de manzana molida en las
mezclas la pérdida de humedad fue mas lenta.

pH. En el andlisis de varianza no se detectaron diferencias significativas (P>0.05), sin embargo
si hubo diferencias significativas para esta variable por efecto de tiempo (P<0.02), con medias de
5.81+0.28 y 5.17+0.28 para los niveles de 7 y 3.5% de pasta de soya respectivamente. Para el nivel
urea no hubo efecto para esta variable (P>0.05), presentando medias de pH con rangos de 5.71+0.28 y
5.27+0.28 para el 1.5y 2% de urea respectivamente. Estos resultados indican que la pasta de soya
tiene un efecto hacia la acidez cuando se reduce en la mezcla de un 7 a un 3.5% en la fermentacién de
la manzana.

Datos similares coinciden con que Independientemente del tratamiento, a las 24 h de iniciado el
proceso de fermentacion el pH se encontraba entre 4.4 y 4.6 y la temperatura en el interior de la
incubadora oscild entre 35 y 36 °C se considera que el tiempo de 24 h es suficiente para lograr la
maxima sintesis proteica con las condiciones descritas anteriormente (Elias et al., 1994). Se considera
que el tiempo de 24 h es suficiente para lograr maxima sintesis proteica con las condiciones descritas
anteriormente.

Los resultados de este trabajo sugieren, que las variaciones de pH parecen estar relacionadas
con las temperaturas y los niveles de urea utilizados, por lo que los mayores valores de pH obtenidos a
36 °C, fue de 6.0 para todos los tratamientos puede que estén influidos por la presencia de algunas
especies de levaduras y bacterias que se desarrollan a esa temperatura (Bergey 1984). El aumento en
el pH del tratamiento cuatro a partir de las 60 h pudo ser originada por una mayor presencia de

nitrégeno, aportado por la pasta de soya y el nivel de urea.
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Proteina cruda. La PC se incrementd (P<0.01), a medida que se aumentd la urea en la mezcla
(Cuadro 12). En cuanto al nivel de pasta de soya se encontrd que también la PC se incrementd
(P<0.01), a medida que se incorporaron los niveles de urea en la manzana de desecho. De acuerdo a
estos porcentajes encontrados de PC se puede observar que la forma mas rentable de elevar la PC es
utilizando la urea debido a que proporcioné un mayor efecto, sin embargo es méas barato el nitrégeno en
forma de NNP.

Proteina verdadera. Hubo un efecto altamente significativo (P<0.01), en PV de la mezcla al
aumentar el porcentaje de urea de 1.5 a 2% con valores de 33.72 y 37.08%, respectivamente (Cuadro
13), lo que indica que una mejor disponibilidad de nitrégeno no proteico favorece el crecimiento de
levaduras manifestandose en un mejor contenido de PV, lo cual contrasta esta situacion con lo
sefialado por Ramos (2005) quienes reportaron porcentajes similares de PV en la evaluacion de
diferentes fuentes energéticas como, sorgo molido, pulidura de arroz y pulpa de citricos en (FES) de
cafia de azucar resultando con mayor porcentaje de PV los tratamientos con los tres cereales 12.65,
12.80 y 13.72% respectivamente y 10.62 para pulpa de citricos.

Los andlisis indicaron que durante la fermentacién de la manzana de desecho se produjo un
nivel aceptable de PV superior a la encontrada en la elaboracion de saccharina. Contrariamente, el
incremento de la pasta de soya de 3.5 a 7% redujo el contenido de PV de la mezcla de 38.62 a 32.18%,
lo cual indica que los microorganismos utilizan de la misma forma el nitrdgeno cuando se encuentra en

forma de PV como es el caso de la pasta de soya.
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CUADRO 12. MEDIAS DE PROTEINA CRUDA + ERROR ESTANDAR DE MANZANA DE DESECHO
FERMENTADA A 36 °C CON DOS NIVELES DE UREA Y DOS DE PASTA DE SOYA A 240 h DE

FERMENTACION

Urea 1.5% Urea 2.0% PCtEE
Soya 3.5% 40.76+0.21 44.97+0.21 42 87+0.21°
Soya 7.0% 45.12+0.21 49.00+0.21 47.060.21¢
PC + EE 42.94+0.217 46.930.21°

*® Literales distintas indican diferencia (p<0.01) entre filas
=9 Literales distintas indican diferencia (p<0.01) columnas
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CUADRO 13. MEDIAS DE PROTEINA VERDADERA + ERROR ESTANDAR DE MANZANA DE
DESECHO FERMENTADA A 36 °C CON DOS NIVELES DE UREA Y DOS DE PASTA DE
SOYA A 240 h DE FERNENTACION.

Urea 1.5% Urea 2.0% PV + EE
Soya 3.5% 33.77£0.29 43.47+0.29 38.62+0.29°¢
Soya 7.0% 33.67+0.29 30.70+0.29 32.18+0.29 ¢
PV £ EE 33.7220.29° 37.0820.29"

2" |iterales distintas indican diferencia (p<0.01) entre filas
=9 Literales distintas indican diferencia (p<0.01) entre columnas
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Densidad optica. Esta variable no fue posible analizarla estadisticamente porque no se conto
con un nimero suficiente de repeticiones, sin embargo graficamente la mejor respuesta en el
crecimiento de levaduras se tuvo en el tratamiento cuatro, usando 7% de pasta de soya y el 2% de
urea, el cual alcanz6 una produccién de levaduras de 400x108 UFC/ml aproximadamente a las 100
horas de iniciada la fermentacion, con respecto a los tratamientos uno y dos se mantuvieron alrededor
300x108 UFC/ml dentro de las 100 a 150 horas de haber iniciado la fermentacion microbial.

Esta situacion pudo ser originada debido a que este tratamiento cont6 con los niveles maximos
de ambos factores y una mayor disponibilidad de nitrégeno en el que las levaduras mostraron una
mejor respuesta positiva al nivel de 2% de urea, 0.4% de sulfato de amonio y al 1% de la mezcla
mineral con los cuales las levaduras encontraron sus requerimientos para su crecimiento Elias y
Lezcano (1994) encontraron un mayor crecimiento en la poblacion de levaduras cuando se utilizo
hidrolizado de caseina o triptona como fuente de N en vez de N ureico. Estas razones pudieran
evidenciar la no diferencia en la DO obtenida entre tratamientos donde se incluy6 pasta de soya, unido
al posible efecto de opalescencia que pudiera producir la presencia de micela del almidon que quedan
en suspension durante el proceso de determinacion de ese indicador. Los valores mas altos en DO
obtenidos con pasta de soya en presencia de urea en relacion con pasta de soya pudiera deberse a
cierto estimulo en el crecimiento de la microbiota producido por la posible presencia de aminoacidos
libres aportados por la pasta de soya. EI maximo crecimiento de levaduras para este experimento se
obtuvo a las 150 h de iniciada la fermentacién, con una produccion de 600x108 (UFC/ml) y luego bajo
debido a que se presento un incremento de amoniaco producido por los niveles de nitrogeno que se

usaron en este tratamiento y por la falta de oxigenacion y aireacion en la mezcla.
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Experimento lla 28 °C

Humedad. La pérdida de humedad de los cuatro tratamientos, durante la fermentacion fue
constante, desde las 0 h hasta las 150 h y posteriormente a las 180 h se increment¢ la temperatura a 60
°C para dar un secado final a las muestras.

pH. En el andlisis de varianza se detectaron diferencias significativas (P<0.01) para pasta de
soya obteniendo los valores de 4.9 a 5.7 utilizando el nivel de 1.5% de urea y el 3.5% de soya,
observandose que en el tratamiento uno y tres los pH se mantienen similares en comparacién con los
tratamientos dos y cuatro a las 180 h reiniciada la fermentacién. En contraste Elias y Lezcano (1994)
obtuvieron valores de pH similares cuando utilizaron niveles de urea inferiores a los evaluados en este
trabajo, de los que reportan valores de 4.18 y 5.8 para niveles de urea 1y 1.5% a 37 °C. Los resultados
del presente trabajo sugieren que las variaciones de pH parecen estar relacionadas con los niveles de
urea y pasta de soya utilizados, por lo que los mayores valores de pH obtenidos pueden estar influidos
por la presencia de algunas especies de levaduras y bacterias que se desarrollan a temperatura de 28
°C (Bergey 1984; Elias y Lezcano, 1994). No obstante, es posible que el N-NH;z que se volatizd pudiera
estar directamente relacionado con la presencia de urea reflejada en la disminucion de ambas proteinas
(Elias, 1990) sobre todo cuando esta se afiadi6 a la manzana molida y a la soya, posiblemente debido a
una fuerte actividad ureolitica proporcionada por esta fuente de NNP que provocé un aumento en el pH
del producto cuando se utiliz6 méas del 1.5% de urea en la mezcla (Elias y Lezcano, 2001).

Proteina cruda. Para el efecto de urea en la PC, esta se incrementd (P<0.01), a medida que
se incorpord la urea a 2%, la PC aumentt de 61.9 a 69.85% no siendo asi cuando se utilizé la pasta de
soya (Cuadro 14). Con estos datos se puede observar que el uso de la urea favorecié aumentando los
porcentajes encontrados de PC, por lo que se considera que esta es la forma mas rentable de elevar la

PC.
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CUADRO 14. MEDIAS DE PROTEINA CRUDA + ERROR ESTANDAR DE MANZANA DE
DESECHO FERMENTADA A 28 °C CON DOS NIVELES DE UREA Y DOS DE PASTA DE SOYA
A 240 h DE FERMENTACION.

Urea 1.5% Urea 2% PC+EE
0% Soya 71.92 80.44 76.18+0.38 ©
3.5% Soya 51.89 59.25 55.57+0.38 °
PC: EE 61.90+ 0.38° 69.85:0.38"°

=& | iterales distintas indican diferencia (p<0.01) entre filas
=4 Literales distintas indican diferencia (p<0.01) entre columnas
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La disminucién de PC de 76.18 a 55.57% al adicionar el 3.5% de soya pudo ser provocada por
una sobrepoblacion de bacterias que hidrolizan urea en amoniaco NHs como Staphylococcus
epidermidis, Acinetobacter calcoacético y Proteus vulgaris, que son bacterias que desempefian un
papel relevante en la hidrélisis de la urea con la produccion de NHs, metabolito importante para algunas
de estas especies en la sintesis celular, lo que produce un incremento de biomasa total en el producto.

Proteina verdadera. Se observo (P<0.01) interaccion entre los factores principales sobre la
proteina verdadera, esta interaccion indica que hay una respuesta a mejorar la PV de la mezcla al
adicionar un 3.5% de pasta de soya, pero solo cuando el nivel de urea en la mezcla es de 1.5% y que
cuando esta es de 2% se reduce la PV por efecto de la adicidn de pasta de soya, probablemente debido
a la actividad ureasica de la pasta de soya que inhibe el crecimiento de levaduras o por un excesivo
nivel de nitrdgeno en la mezcla. En contraste Elias y Lezcano (1994) encontraron incrementos
proporcionales en la PV a medida que se aumento el nivel de soya en cafia de azucar que fluctué entre
39y 7%.

En base a estos resultados es posible que los valores elevados de PV obtenidos se deban no
solamente al conjunto de levaduras, sino que también ésta se pudo haber originado por el desarrollo de
otros microorganismos principalmente bacterias las cuales no se identificaron en este trabajo, se puede
observar que en relacién a la PV en cuanto a los factores urea y soya utilizados se encontré una
disminucion, debido a que al incrementar ambos factores en la manzana molida la PV disminuyo. Elias
y Lezcano (2001) reportaron que en la elaboracion de Sacchasoya a medida que se incremento el nivel
de urea 'y se disminuyd el nivel de soya en la manzana molida la PV disminuyé en un rango de 10.1 a

4.8%, donde se observd que al sustituir la PC con urea se afecto la produccién de PV.

Pagina 103



Densidad optica. Esta variable no fue posible analizarla estadisticamente porque no se conto
con un nimero suficiente de repeticiones, pero se puede observar numéricamente los resultados de de
densidad optica donde se observa una mejor respuesta de crecimiento de 450x106 UFC/ml en el
tratamiento cuatro a las 190 h de fermentacion con una temperatura controlada de 28 °C, mientras que
los tratamientos dos y tres se registraron con una produccion de levaduras de 240x108 UFC/ml,
aproximadamente a las 190 h de iniciada la fermentacion, en cuanto al tratamiento uno se observo una
produccion de levaduras de 100x106 UFC/ml a las 190 h de haber iniciado la fermentacion microbial.

Hang et al., (1981) mencionaron que la fermentacion de bagazo de manzana esta influenciada
por la temperatura en la produccién de alcohol y el consumo de aztcares por las levaduras a 28 °C. Es
evidente que bajo las condiciones controladas en que se desarrollo este estudio se proporciono la
temperatura ideal que favoreciera el crecimiento de levaduras, lo cual pudo ser el reflejo de la alta
densidad encontrada y la positiva correlacion con la PV. La respuesta contrastante en la DO de
levaduras como indicador de PV posiblemente también se haya debido a la presencia de bacterias
acido lacticas como Lactobacillus amylophilus L (+) que proliferan en presencia de humedad y
abundancia de almidones junto con fuentes de nitrégeno en la fermentacion en estado sélido (Altaf et

al,, 2005).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La temperatura que mejor efecto mostré sobre la fermentacion de la manzana de desecho fue la
de 28 °C. Se concluye que la PC disminuye a medida que se incrementa el porcentaje de pasta de soya
en la manzana fermentada sin importar el nivel de urea en la mezcla. La inclusion de urea a la mezcla
favorece el contenido de proteina cruda durante la fermentacién de la manzana de desecho. La proteina
verdadera se mejora con la adicién de pasta de soya a la mezcla siempre y cuando el nivel de urea no
exceda del 1.5%.

Con la inclusion de un 2% de urea en la fermentacion en estado sdlido de manzana de
desecho se mejora la PV cuando no se utiliza la pasta de soya en la mezcla. La pasta de soya provoca
un incremento en el pH lo cual se debid a la produccidon de amoniaco sobre todo cuando se manejan
niveles altos de esta en la mezcla.

Los niveles elevados de urea y pasa de soya en la manzana de desecho en la fermentacion en
estado sélido mostraron los valores mas altos de levaduras. Es factible el uso de la fermentacion en
estado solido de la manzana de desecho para la produccion de proteina microbial y su empleo en la

alimentacién animal.
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CAPITULO 6. CONTEO DE CELULAS SOMATICAS EN LECHE, ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DEL PLASMA Y COMPONENTES CELULARES SANGUINEOS DE
VACAS HOLSTEIN EN PRODUCCION

Mario Alejandro Gallegos Acevedo
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RESUMEN

La incorporacién de antioxidantes a la dieta de rumiantes estimula la actividad inmunoldgica.
Con el fin de evaluar el efecto de adicionar manzarina a raciones de vacas lecheras, el conteo de
células somaticas en leche (CCS), actividad antioxidante del plasma (AA) y componentes celulares
sanguineos, se utilizaron 22 vacas con dos a cuatro lactancias y 93 dias en leche promedio. Se
formaron dos grupos con 11 cuadros latinos 2 X 2 cada uno, con periodos de tiempo comunes. Los
tratamientos consistieron en una racion de concentrado con manzarina (TM) y otra sin manzarina (TT)
ofrecida durante el ordefio, y forraje de alfalfa y avena subministrado en comedero. Se determiné un
periodo de 12 dias para adaptacién a las dietas correspondientes y un periodo de igual duracién para la
toma muestras, al fin de los cuales se intercambiaron tratamientos segun el método switch back. Se
tomaron muestras diarias de leche durante el ordefio vespertino para la cuantificacion de CCS. Se
obtuvieron dos muestras de sangre por animal al inicio de cada periodo y dos mas al final de los
mismos, con una de las muestras se efectud una biometria hematica (BH) y con otra se determind la AA
mediante la técnica FRAP. En CCS se encontré efecto (P<0.05) de interaccién periodo-tratamiento; en
P1, TM tuvo 6.44+0.197 log x103 UFC/ml y TT 7.13+0.207 log x103 UFC/ml; en P2 TM tuvo
6.64+0.197 log x103 UFC/ml y TT 5.60+0.197 log x103 UFC/ml, lo anterior probablemente debido a la
mejora en la rutina de ordefio durante el experimento. En BH se encontrd efecto (P<0.05) de tratamiento
en conteo de monocitos, con 7.123+0.747% en TM y 4.859+0.747% en TT, lo cual indica una probable
proliferacion de dichas células en TM. Y en AA se encontrdé efecto (P<0.05) de periodo con
18.6531£0.530 mM Fe2 en P1 y 22.522+0.530 mM Fe2 en P2, indicando que el contenido de
antioxidantes de la manzarina se puede incorporar al torrente sanguineo, aumentando AA. La
manzarina incorporada a la racién de vacas lecheras en lactancia temprana, contribuye a mantener el

equilibrio redox, previniendo enfermedades relacionadas con estrés oxidativo.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion del Area de Estudio

El experimento se efectud en las instalaciones del establo Santa Lucia ubicado en el municipio
de Aldama, Chihuahua. El establo se localiza a 28° 50’ latitud norte y 105° 53’ longitud oeste; con una
altitud de 1,262 msnm. El clima se clasifica como arido, desértico y extremoso, con una temperatura
maxima de 44°C y una minima de -14°C. La precipitacién pluvial media anual es de 305.2 mm, una
humedad relativa del 45%, un promedio de 49 dias de lluvia y vientos dominantes provenientes del
oeste (INEGI, 2007).
Descripcion de la Poblacion

Se seleccionaron al azar 22 hembras adultas de la raza Holstein (n=22), de dos a cuatro
lactancias; con un promedio de 93 dias en linea de ordefio.
Distribucion de las Vacas en los Grupos de Trabajo

Las vacas fueron distribuidas aleatoriamente en dos corrales; a los animales dentro de cada
corral se les nombro grupo A (n=11) o grupo B (n=11) respectivamente; a excepcion de la dieta ofrecida
para cada grupo, todos los animales tuvieron el mismo manejo.
Duracion de Periodos de Adaptacion, Alimentacion y Muestreo
El experimento tuvo una duracién de 48 dias (del 21 de Febrero al 9 de Abril del 2007) y se dividié en
dos periodos de 24 dias cada uno; el primer periodo fue del 21 de Febrero al 16 de Marzo (P1) y el
segundo del 17 de Marzo al 9 de Abril del 2007 (P2); en ambos periodos (P1 y P2) hubo 12 dias de
adaptacion a las dietas (del dia -11 al dia 0), los siguientes 12 dias se tomaron muestras en ambos

periodos (del dia 1 al dia 12).
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Composicion de las dietas. Se prepararon dos dietas, una para el tratamiento experimental
(TM) la cual incluyé manzarina como parte del concentrado de la racion (dieta M); y la otra para el
tratamiento testigo (TT), la cual no incluyd manzarina (dieta T); las dos dietas fueron isoproteicas e
isoenergéticas calculadas, balanceadas y ofrecidas con base en el peso promedio inicial del grupo al
que se le iba a ofrecer la dieta M o T al momento de iniciar P1y P2, el contenido de nutrientes de los
ingredientes y los requerimientos nutricionales establecidos por el NRC (2001) para ganado lechero con
30 L de produccion (Cuadros 15y 16).

El concentrado se ofreci6 durante la ordefia y el forraje después de la ordefia, ambos se
ofrecieron en dos partes la mitad en la mafiana y la otra mitad en la tarde; el forraje, fue una mezcla de
alfalfa y avena. De la dieta M se ofrecieron 13.25 kilogramos por animal por dia (kg a-1 d-1) de
concentrado y 11.19 kg a-1 d-1 de forraje en P1y P2. De la dieta T se ofrecieron 11.77 kg a-1 d-1 de
concentrado y 12.60 kg a-1 d-1 de forraje en P1y P2. (Cuadro 17)

Adaptacion

Los animales fueron adaptados a las dietas correspondientes durante los dias -11 al 0 de
ambos periodos, ofreciendo un 25% de la nueva dieta mas un 75% de la dieta anterior durante los dias -
11y -10; en los dias -9 y -8 se aumento a 50% la cantidad ofrecida de la nueva dieta y se disminuyo a
50% la dieta anterior; en los dias -7 y -6, se ofrecid 75% de la nueva dieta y 25% de la dieta anterior; a

partir del dia -5 la dieta correspondiente a cada tratamiento se ofreci6 integramente a ambos grupos.
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CUADRO 15. DIETAS UTILIZADAS EN EL EXPERIMENTO

Tratamiento
Ingredientes™

Testigo Manzarina
Forraje
Heno de Avena 35.53 27.69
Heno de Alfalfa 16.11 18.08
Concentrado
Sorgo Rolado 16.46 19.60
Salvado de Trigo 5.80 4.34
Maiz Rolado 7.73 8.68
Melaza 3.87 4.34
Pasta de Soya 9.67 8.61
Carbonato de Calcio 0.13 0.00
Fosfato dicélcico 0.32 0.00
Sal 0.48 0.54
Harinolina 1.93 0.00
Gluten de Maiz 1.93 2.17
Manzarina 0.00 10.00
Minerales 0.00 0.54

*porcentaje en base seca
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CUADRO 16. ANALISIS CALCULADO DE LAS DIETAS UTILIZADAS EN EL EXPERIMENTO.

Requerimiento

Tratamiento

Testigo Manzarina
Materia seca (Kg/d) 21.800 21.800
Proteina cruda (Kg/d) 3.488 3.488
Energia Neta de Lactancia (Mcal/d) 35.330 35.330
Callcio (Kg/d) 0.134 0.127
Fosforo (Kg/d) 0.117 0.122
41.74 42.55

Costo por Dia por Vaca ($)
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CUADRO 17. RELACION FORRAJE CONCENTRADO.
Dieta
Alimento*
Testigo Manzarina
Concentrado 11.77 13.25
Total forraje 12.6 11.19
Alfalfa 3.93 4.42
Avena 8.67 6.77

*Unidades expresadas en Kg
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Tratamientos. TM consistid en ofrecer la dieta M al grupo A en P1'y después al grupo B en P2,
TT consistio en ofrecer la dieta T al grupo B en P1 y después al grupo A en P2 segln el arreglo
experimental switch back. En un disefio de 11 cuadrados latinos 2X2 repetido en el mismo periodo de
tiempo.

Variables Evaluadas

Se evaluo el conteo de células somaticas (CCS) presentadas en muestras de leche, ademas de
los conteos de células sanguineas obtenidos mediante Biometrias Hematicas (BH) las cuales incluyen:
Leucocitos, Neutréfilos, Linfocitos, Monocito, Eocindfilos, Basofilos, Eritrocitos, Hemoglobina,
Hematocrito, Poblacion de Eritrocitos y Plaquetas. Por Ultimo se consider¢ la Actividad Antioxidante
(AA) del plasma de muestras sanguineas.

Toma y Analisis de Muestras

Leche. Durante el ordefio vespertino, se tom6 una muestra diaria por animal de 120 mL de
leche en un frasco estéril identificado al cual se le agregaron tres pastillas de bronopol, para preservar
la muestra durante varios dias a temperatura de refrigeracion (4°C) hasta el momento de su andlisis.
Para CCS, las muestras se analizaron en un equipo Fosomatic® 5000 en el Centro de Desarrollo
Tecnolégico para la Industria Lactea (CEDETIL) ubicado en el Campo 70, km 44.5 carretera Ojo de
Yegua, en el municipio de Riva Palacio.

Sangre. En los dias 13 y 24 de cada periodo, se obtuvieron dos muestras por animal en ambos
tratamientos, por puncion de la vena caudal; la primera se recolectd en tubos de ensayo con vacio y
EDTA como anticoagulante; dichas muestras se trasladaron a las instalaciones de la Clinica
Universidad, S.A. de C.V., ubicada en la Avenida Universidad n® 2755 de la Ciudad de Chihuahua
donde se analizaron con un aparato COULTER® Ac-T 5diff AL para la realizacion de una BH por

muestra.
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La segunda muestra se recolecté en tubos de ensayo con vacio sin anticoagulante, esta se
centrifugo el mismo dia de la obtencién a 3000 rpm durante 30 min (Beckman® modelo TJ-6), el plasma
se conservo en congelacion hasta el momento del andlisis, el cual se descongelé a temperatura de
refrigeracion (4°C) y se determind su AA por medio de la técnica FRAP (Ferric Reduction Antioxidant
Power) de Benzie y Strain (1996), en el laboratorio de Nutricion de la Facultad de Zootecnia.
Determinacion de Actividad Antioxidante

Para esta técnica se prepararon tres soluciones; a la primera (Solucion buffer, 300 mMol
CH3COONa:, pH 3.6) se le agregaron 3.1 g de acetato de sodio trihidratado, 16 mL de acido acético
glacial y se aforé a un litro con agua destilada. La segunda (solucion TPTZ, 10 mMol 2,4,6-tripyridyl-s-
triazine), se prepar6 agregando 0.031 g de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) en 10 mL de solucion al 40
mMol de HCI.

La tercera (solucion de cloruro férrico hexahidratado, 20 mMol Fe Cls3'6 H20) se prepard
agregando 0.054 g de cloruro férrico hexahidratado por cada 10 mL de agua destilada. La solucién
FRAP o solucién de trabajo se prepard mezclando en una proporcion 10:1:1 la solucion buffer, la
solucion TPTZ, y la solucién de cloruro férrico. (Benzie y Strain, 1996; Szollosi y Varga, 2002; Oyawoye
et al., 2003).

Preparacion de estandar y curva de calibracion. Se prepar6 una solucién estandar
agregando 0.0417 g de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4:7H20) en 50 mL de metanol grado HPLC
(CH30OH); de la solucion estandar se tomaron 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mL, a dichas cantidades se les
agregd metanol (excepto a la Ultima) hasta completar 1 mL y posteriormente a cada una se les agregé 3
mL de agua destilada en celdas para espetrofotdmetro, se agitaron en vortex, se extrajeron 200 UL y se
agregaron en 1,800 L de solucién FRAP y nueva mente se pasaron a vortex; después de 10 minutos

de agregada la solucion FRAP se procedié a tomar la lectura en un espectrofotometro marca Junior® |l
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Coleman modelo 6/20% una absorbancia de 593nm. Con los datos obtenidos se elaboré una curva de
prediccion en base a una ecuacion de regresion (Chacon et al., 2006).
Preparacion de Muestras

Una vez descongelado el plasma, se tomaron 7 pL y se afiadieron a un tubo en el que
previamente se habian colocado 200 uL de agua, posterior a lo cual se agregaron 195 uL de metanol y
se mesclaron con vortex; a dichas mezclas se les adicionaron 2,000 uL de solucién FRAP, después de
10 minutos de se procedio a tomar la lectura a una absorbancia de 593nm registrando los datos.
Andlisis Estadistico

El CCS y las variables contempladas dentro de la BH, se analizaron con el procedimiento GLM

y la AA se analiz6 con el procedimiento MIXED del programa SAS, (2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las diferentes variables evaluadas se presentan y se discuten en los
siguientes parrafos:

Conteo de Células Somaticas

Al llevar a cabo el andlisis de los datos obtenidos para ésta variable se procedid a
estandarizarlos mediante un logaritmo natural, debido a que los resultados no se ajustaron a una
distribucion normal, por lo tanto se reportaran los resultados en base a dicho logaritmo. Para ésta
variable se encontré efecto (P<0.05) de la interaccion periodo por tratamiento; en el P1 el TM tuvo
menor (P<0.05) CCS que el TT (6.4440.197 log x103 UFC/mL v/s 7.13£0.207 log x10® UFC/mL
respectivamente) y en el P2 el TM tuvo mayor (P<0.05) CCS que el TT (6.64+0.197 log x103 UFC/mL
v/s 5.60+0.197 log x103 UFC/mL respectivamente). Tal como se observa en el (Cuadro 18).

Se pudo observar una disminucion casi constante en el CCS en ambos grupos sin importar el
tratamiento bajo el cual se tomaron los datos, lo anterior fue mejorando conforme avanzaba el P2
reflejandose en una diferencia entre el P1 'y P2 del 12.97% en el grupo A y del 6.87% en el grupo B.
Probablemente debido a la mejora en la rutina de ordefio durante el experimento. En un estudio de un
afio con rebafios de terneras bien manejadas realizado por Weiss et al., (1990), reveld que la incidencia
de mastitis clinica y el CCS, estaban relacionados de forma negativa con la suplementacion con selenio

y vitamina E.
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CUADRO 18. MEDIAS (+ ERROR ESTANDAR) POR TRATAMIENTOS Y PERIODOS DE CONTEOS
DE CELULAS SOMATICAS EN LECHE.

Periodo
Tratamiento Promedio de
1 2 Tratamiento®
Manzarina* 8.44+0.197%¢  6.64x£0.197% 6.54+0.1392
Testigo* 7.13£0.207"  5.60+0.197™ 6.37£0.1432

Promedio de Periodo* 6.79+0.143° 6.12+0.139"

* Unidades expresadas en logantmo natural x10° cells/mL.
*® |iterales diferentes entre columnas, denotan diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05).
* Literales diferentes enfre filas, denotan diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).
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Existen una infinidad de autores que respaldan que para la disminucién del CCS y el control de
la mastitis en un hato determinado, la prevencion del padecimiento posee un mayor beneficio productivo
y por ende economico (Wattiaux 2005). Uno de los dos puntos clave propuestos para obtener CCS y
bacterioldgicos bajos, es la limpieza, desde la vaca, hasta su medio ambiente (Hillerton, 1998), la
adecuada aplicacion de las buenas practicas de manejo, incluyendo un buen proceso de ordefio, uso de
selladores, etc. (Farnsworth et al., 1980; Harmon, 1994; Woolford et al., 1998; Huxley et al., 2002;
Tepper, 2002; Garcia 2004; Traeder 2004).

Biometria Hematica

La BH también denominada Hemograma, es uno de los estudios de rutina de mayor
importancia, ya que la informacion que de aqui se deriva nos proporciona una idea muy confiable del
estado general de la salud del paciente. De ésta determinacion sanguinea se obtuvieron las siguientes
variables:

Leucocitos, Neutrdfilos, Linfocitos, Monocito, Eosinéfilos, Baséfilos, Eritrocitos, Hemoglobina,
Hematocrito, Poblacion de Eritrocitos y Plaquetas. Cabe mencionar que todos los valores obtenidos
para cada una de las variables, estuvieron dentro de los rangos normales establecidos para hembras
bovinos adultas en produccién (Cuadro 19); tomando en cuenta que segun Giménez (2006), las vacas
en lactancia tienen un recuento lecocitario total menor que las vacas secas.

Se encontré efecto de tratamiento sobre la variable monocitos, cuyas medias en el TM y en el
TT fueron diferentes estadisticamente (P<0.05), al obtener 7.123+0.747% y 4.859+0.747%
respectivamente (Cuadro 20), lo que indica una probable proliferacién de dichas células. Dichos datos
estan dentro de los pardmetros normales mostrados en el (Cuadro 19), aunque la media obtenida en el

caso del TM se encuentra en el limite superior.
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CUADRO 19. VALORES DE REFERENCIA DE BIOMETRIA HEMATICA PARA HEMBRAS BOVINAS

EN PRODUCCION.

Determinacion

Valor de Referencia

Leucocitos (10° /uL)
Neutréfilos (%)
Linfocitos (%)
Monocitos (%)
Eosindfilos (%)
Basofilos (%)
Eritrocitos (10° /uL)
Hemoglobina (gr/dl)
Hematocrito (%)
Poblacién de Eritrocitos (%)

Plaquetas 10° juL

4.0-120

15.0-450

45.0-75.0

20-70

2.0-20.0

0.0- 20

8.0-15.0

240-46.0

10.0-14.0

100 - 750

Fuente: Clinica Universidad (2007)
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CUADRO 20. MEDIAS (+ ERROR ESTANDAR) DE TRATAMENTOS DE BIOMETRIA HEMATICA
PARA HEMBRAS BOVINAS EN PRODUCCION.

Determinacion

Tratamiento

Manzarina

Testigo

Leucocitos (10% JuL)
Neutréfilos (%)
Linfocitos (%)
Monocitos (%)
Eosindfilos (%)
Basdfilos (%)
Eritrocitos (10° JuL)
Hemeoglobina (gr/dl)
Hematocrito (%)
Poblacién de Eritrocitos (%)

Plaguetas 10° /uL

13.84510.271°
34.268+1.997°
51.340+3.392°
7.123£0.747°
3.990£0.713°
0.414£0.107°
6.284+0.047°
10.586+0.082°
28.818+0.241°

11.91320.327¢

425.364+29.620°

14.027£0.271°
35.977+1.997°
53.186+3.392°
4.859+0.747°
2.790+0.713°
0.341£0.107°
6.383+0.047°
10.759£0.082°
29.250+0.2417

12.490£0.327°

411.864+29.620°

" Literales diferentes entre filas, denotan diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).
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Se tienen algunos antecedentes de trabajos en donde se analizan los efectos de suplementar
diferentes tipos de antioxidantes y micronutrientes en dietas de bovinos y su influencia en la funcién y
capacidad de respuesta inmunoldgica (Takagi y Nakano, 1983; Hogan et al., 1990; Hogan et al., 1993;
Weiss et al., 1994).

Reddy et al, (1987), encontraron que la suplementacion de vitamina E puede aumentar la
respuesta inmune e indican efectos en la proliferacion de células del sistema inmune, para ser mas
exactos linfocitos B y T. Se sabe poco de la acciéon que provocan los flavonoides sobre las células
sanguineas; Puig et al., (2000), analizaron la influencia de la adicién de epicatequina y del extracto de
cacao sobre el inicio de la respuesta inmune y descubrieron que dicha adicion no modifica
significativamente la viabilidad celular pero que intervienen en la actividad proinflamatoria de los
macréfagos, modulando la sintesis de las principales citocinas implicadas e inhibiendo la secrecion de
radicales oxidantes (Puig et al., 2001; Ramiro-Puig et al., 2005).

Weber (1995) sefiala, que la suplementacion de vitamina A tiene una accion limitada sobre la
fagocitosis y la destruccion intracelular por los fagocitos, al igual que el Cobre (Weiss et al., 1994). Las
medias de las variables de conteo de leucocitos, neutréfilos, monocitos, linfocitos, eosinofilos,
eritrocitos, hematocrito, poblacién de eritrocitos y plaquetas, no tuvieron diferencia estadistica entre
periodos (P>0.05). En cambio, las medias de los conteos de basdfilos y cuantificacion de hemoglobina,
si fueron diferentes estadisticamente (P<0.05), tal como se puede apreciar en el (Cuadro 21).

Rodriguez et al., (1985), afirman que algunos de los valores sanguineos obtenidos mediante
una biometria hematica disminuyen durante las restricciones alimentarias y Tschopp et al., (1998),
aseveran que dichos valores también se elevan al mejorar la alimentacion del bovino, lo cual

suponemos que sucedio en esta ocasion.
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CUADRO 21. MEDIAS (+ ERROR ESTANDAR) DE PERIODOS DE BIOMETRIA HEMATICA PARA
HEMBRAS BOVINAS EN PRODUCCION.

Periodo
Determinacién

1 2

13.963+0.271° 13.909+0.2717

Leucocitos (10° /uL)

Neutrdfilos (%) 35.409+1.997° 34.836+1.997°

Linfocitos (%) 49.318£3.392° 55.209+3.392°

6.618+0.747°

Monocitos (%)
Eosindfilos (%)

Basofilos (%)

Eritrocitos (10° juL)

Hemoglobina (gr/dl)

Hematocrito (%)

5.363+0.747%
4.136£0.713°
0.095£0.107°
8.377£0.047°
10.536+0.082°
28.841+0.241%

11.809+0.3272

2.645£0.713°
0.659+0.107"
6.290+0.047°
10.809+0.082°
29.227+0.2417
12.595+0.327°

Poblacion de Eritrocitos (%)

Plaguetas 10° /JuL 455.318+29.620"  381.909+29.620°

" Literales diferentes entre filas, denotan diferencia estadisticamente significativa (P<0 05).
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Actividad Antioxidante

Con respecto a esta variable, las medias obtenidas para cada uno de los tratamientos fueron:
21.151£0.530 mM Fe? y 20.024 +0.530 mM Fe2 para el TM y para el TT respectivamente; los cuales no
fueron diferentes entre si (P>0.05), a pesar de que en la determinacién de la AA de cada una de las
muestras, los datos para el TM se mantuvieron siempre por encima de los datos del TT. En el (Cuadro
22) se detallan las medias para cada uno de los muestreos. Aln dentro de cada muestreo, las
diferencias entre tratamientos nunca fueron significativas (P>0.05), incluso en el caso del muestreo 2,
en el cual se puede apreciar una drastica caida de la media de la AA en ambos tratamientos, siendo
mas notoria en el caso del TT, atn con ello no presento significancia.

En el andlisis referente a los periodos, se pudo observar que la media correspondiente para el
P1 fue de 18.653£0.530 mM Fe2, para el P2 se encontré un incremento del 20.74% al obtener una
media de 22.522+0.530 mM Fe2 de la AA del total de las vacas, dicha diferencia fue significativa
estadisticamente (P<0.05). Al analizar el comportamiento de los tratamientos ofrecidos en cada periodo,
se encontro que el TMy el TT en el P1 no tuvieron diferencia significativa (P>0.05); de igual manera los
mismos tratamientos en el P2 (P>0.05); los TM y TT fueron diferentes a sus homélogos en el P2
(P<0.05), tal como se puede aprecia en el (Cuadro 23).

Se debe de tomar en cuenta que la AA de una mezcla, no esta dada solo por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes, sino que también depende del
microambiente y de la interaccion de los compuestos, donde pueden producirse efectos sinérgicos o
inhibitorios (Leighton y Urquiaga, 1999). Es esencial considerar, que cada alimento contiene una
combinacién particular de varios polifenoles, y por lo tanto, el efecto antioxidante fisiolégico se debe al
conjunto de polifenoles mas abundantes en ese alimento y méas probablemente al conjunto de

metabolitos derivados de éstos (Pietta et al., 1998).
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CUADRO 22. MEDIAS (+ ERROR ESTANDAR) DE LA DETERMINACION DE ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTE DE LOS MUESTREOS DE CADA TRATAMENTO.

Dia de Muestra

Manzarina

Testigo

3
4

Media de Tratamiento

19.540+1.035%
19.196+1.035°
22.11321.035°
23.755+1.035°

21.151£0.523°

19.275+1.035%
16.601+1.035°
21.137+1.035%
23.083+1.035"

20.024+0.523?

* Unidades expresadas en mM Fe~.

* Literales diferentes entre filas, denotan diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).
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CUADRO 23. MEDIAS (+ ERROR ESTANDAR) DE PERIODOS DE BIOMETRIA HEMATICA PARA

HEMBRAS BOVINAS EN PRODUCCION.

Determinacion

Periodo

1

2

Leucocitos (10° /uL)
Neutrofilos (%)
Linfocitos (%)
Monocitos (%)
Eosindfilos (%)
Basofilos (%)
Eritrocitos (10° /ul)
Hemoglobina (gr/dl)
Hematocrito (%)
Poblacién de Eritrocitos (%)

Plaquetas 10° JuL

13.963+0.271°
35.409+1.997°
49.318+3.392°
5.363+0.747¢
4.1360.713°
0.095+0.107°
6.377+0.047°
10.536+0.082°
28.841+0.241°

11.809+0.327°

455.318429.620%

13.909£0.2717
34.836+1.997°
55.209+3.392°
6.618+0.747°
2.645:0.713"
0.659:0.107°
6.2900.047°
10.809+0.082°
29.227+0.2412

12.595+0.327%

381.909+29.620°

"*F Literales diferentes entre filas, denotan diferencia estadisticamente significativa (P<0 05).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se concluye que la constante disminucion del conteo de células somaticas presentada en las
vacas, podria deberse a la diferencia en la aplicacion de la rutina de ordefio y al manejo, con respecto a
las practicas empleadas antes del experimento.

La proliferacion de monocitos encontrada en los animales al momento de consumir la racién con
manzarina determinada por la Biometria Hematica, contribuiria a reforzar la segunda linea de defensa, y
la respuesta inmune del organismo debido a la funcion de estas células de presentar antigenos,
ademas, debido a su funcién de fagocitar y reparar tejido dafiado por reacciones inflamatorias, podria
ayudar a la restauracion del tejido mamario, contribuyendo de esta manera a la disminucion de los
conteos de células somaticas en leche.

El comportamiento de la Actividad Antioxidante puede indicar que el consumo de manzarina en
el ganado lechero con un manejo y alimentacion adecuada, podria elevar dicha actividad en sangre y
que el contenido de antioxidantes de la manzarina podria incorporarse al torrente sanguineo, donde
mantendria sus propiedades y contribuiria a mejorar el equilibrio redox, previniendo enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, entre ellas la mastitis.

Por todos los aspectos antes mencionados, podemos recomendar la manzarina como un
potencial ingrediente funcional de bajo costo, que, al ser consumido, desarrollaria un doble papel en el
mantenimiento de la salud y prevencion de ciertas enfermedades como el control del estrés oxidativo y
de la mastitis subclinica y clinica, que puede ser incorporado a la racién de vacas lecheras en etapa
temprana. De igual forma con el fin de obtener datos de mayor calidad y de evitar que los resultados
puedan verse encubiertos por el manejo dado a los animales, se recomienda llevar acabo otros estudios
similares, en algunos otros establos en donde se tenga un manejo adecuado y una rutina de ordefio

bien establecida.
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CAPITULO 7. EFECTO DE LA MANZARINA SOBRE LOS COMPONENTES
FISICOQUIMICOS Y PRODUCCION DE LECHE

Francisco Javier Gutiérrez Pina
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RESUMEN

La manzarina es un ingrediente proteico proveniente de una mezcla de bagazo de manzana,
urea, sulfato de amonio y minerales. Se determind el efecto de la manzarina sobre Caseina, Proteina
Total, Grasa, Lactosa, Sélidos Totales y Produccién de Leche. Utilizando 22 vacas Holstein, las cuales
tenian de 2 a 4 lactancias y un promedio de 93 dias en leche, se formaron dos grupos con 11 cuadros
latinos 2 X 2 cada uno, con periodos de tiempo comunes. Las dietas del experimento se incorporaron
gradualmente dando un periodo de 12 dias de adaptacion, seguido por otros 12 de toma de muestras,
para al término de este hacer el cambio de dietas a los grupos y repetir la misma secuencia. A las
muestras de leche se les determiné los parametros fisicoquimicos, las cuales fueron analizadas con el
MilkoScan FT 120 ®. La produccién lactea fue medida individualmente con los pesadores presentes en
la sala de ordefio. Se realizo una comparacion de medias de tratamientos en el programa estadistico
SAS. La Caseina, Proteina Total, Grasa y Sélidos totales no se vieron afectadas por ninguno de los dos
tratamientos manteniéndose dentro de los rangos aceptables, la Lactosa se mantuvo 0.05 % por debajo
de los rangos establecidos, de igual forma en ambos tratamientos. En la Produccién de Leche el
tratamiento manzarina produjo 780 gr. mas, por lo que fue significativamente diferente del tratamiento
testigo (P<0.05). Se concluy6 que la manzarina se puede incorporar como un ingrediente proteico mas
al concentrado de la racion de vacas lecheras en etapa temprana de lactancia, minimamente en un

10%.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion del Area de Estudio

El presente estudio se llevo a cabo en el establo Sta Lucia, ubicado en el municipio de Aldama,
Chihuahua. En el Km 15 de la carretera que comunica a dichos municipios. Encontrandose en 28° 50’
latitud norte y 105° 53’ longitud oeste, con una altitud de 1263 metros sobre el nivel del mar y un clima
arido deseértico con temperaturas extremas que alcanzan 44 °C y minimas de hasta -14 °C, teniendo
alrededor de 49 dias de lluvia, produciendo una precipitacion pluvial de 305.2 milimetros (INEGI, 2007).
Descripcion de la Poblacion

Se seleccionaron 22 vacas de la raza Holstein de la segunda a cuarta lactancia, con un
promedio de dias en leche de 93, formandose aleatoriamente dos grupos de once vacas cada uno, solo
tomando en cuenta los dias en leche y el numero de lactancias, sin importar la vaca, esto para lograr
grupos homogéneos.
Descripcion de Tratamientos y Alimentacion

El concentrado testigo y tratamiento fueron formulados en base a los requerimientos
nutricionales de vacas en produccién con 30 Lts, para el primero de estos, se emplearon Unicamente
ingredientes convencionales para ganado lechero, en tanto para la elaboracion del concentrado
tratamiento se utilizaron ingredientes del primer concentrado mas la manzarina (Cuadro 24). El anélisis
calculado de los requerimientos se presenta (Cuadro 25). Tanto el concentrado del tratamiento
manzarina como el concentrado del tratamiento testigo, eran pesados antes de ser ofrecidos (Cuadro
26). El concentrado que le tocaba a cada vaca por dia, se ofrecié mitad en cada ordefia, el cual se
proporciono individualmente en la sala de ordefio por la mafiana a las (0520 h) y (0600 h), por la tarde a

las (1720 h) y (1800 h).
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CUADRO 24. CONTENIDO DE INGREDIENTES DE LAS DIETAS UTILIZADAS EN EL
EXPERIMENTO.

Ingredientes Testigo (%) Manzarina (%)
Heno de Avena 35.53 27.69
Sorgo Rolado 16.46 19.60
Salvado de Trigo 5.80 4.34
Maiz Rolado 7.73 8.68
Melaza 3.87 4.34
Pasta de Soya 9.67 8.61
Carbonato de Calcio 0.13 0.00
Fosfato dicalcico 0.32 0.00
Sal 0.48 0.54
Heno de Alfalfa 16.11 18.08
Harinolina 1.93 0.00
Glaten de Maiz 1.93 217
Manzarina 0.00 542
Minerales 0.00 0.54

(Fuente: Rodriguez, 2007)
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CUADRO 25. ANALISIS CALCULADO DE LAS DIETAS UTILIZADAS EN EL EXPERIMENTO.

Requerimiento Testigo Manzarina
Materia seca (Kg/d) 21.800 21.800
Proteina cruda (Kg/d) 3.488 3.488
Energia Neta de Lactancia

(Mcal/d) 35.330 35.330
Calcio (Kg/d) 0.134 0.127
Fosforo (Kg/d) 0.117 0.122
Costo por Dia por Vaca ( $) 41.74 4255

(Fuente: Rodriguez, 2007)
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CUADRO 26. DIETAS INTEGRALES PROPORCIONADAS A LAS VACAS.

Dieta Concentrado (Kg) Alfalfa (Kg) Avena (Kg)
Testigo 11.77 / vaca 3.93 /vaca 8.67 / vaca
Tratamiento 13.25 / vaca 4.42 /vaca 6.77 / vaca

(Fuente: Rodriguez, 2007)
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Las fuentes de fibra para ambos tratamientos fueron heno de alfalfa y de avena, cada
ingrediente era pesado antes de ser ofrecidos a las vacas en el corral (Cuadro 26) dicha alimentacion
fue por la mafiana (0700 h) y por la tarde (1900 h).

Variables Evaluadas

Se evalud la produccién de leche, al igual que las propiedades fisicoquimicas de la leche las
cuales incluyen: caseina, grasa, lactosa, proteina total y sélidos totales. La alimentacion y peso corporal
no entraron en el analisis estadistico, pero se midié consumo total y cambio de peso corporal.
Toma de las Muestras

La lectura de la produccidn se tomé por la mafana y tarde, registrandose inmediatamente en la
hoja de control. Con respecto a la recoleccion de la leche para el andlisis de propiedades
fisicoquimicas, se tomé directamente del pesador, una muestra de 120 mL Unicamente por las tardes, la
cual era representativa de esa ordefia completa, inmediatamente después se agregaban tres pastillas
de bronopol para lograr su conservacién por cuatro dias en refrigeracion a 4 °C (periodo recomendado
para evitar el crecimiento bacteriano) para su posterior analisis, cada muestra fue identificada con el
numero de la vaca, el corral que le correspondia, tratamiento y fecha, todo esto al final de la ordefia de
cada vaca.

El consumo de concentrado se midié por la mafiana y la tarde, donde al final del ordefio de
cada grupo se recolectaba el rechazo si era el caso y se pesaba, con respecto al rechazo de forraje se
recolecto cada tres dias y se peso, en ambos casos se registraron inmediatamente los datos obtenidos
para determinar el consumo total. El pesaje de las vacas se realizé individualmente, el primer dia y el
Ultimo de muestreo, siempre por las tardes antes del ordefio, para determinar la pérdida o ganancia de

peso de las vacas.
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Cuantificacion de la Produccion

La produccion lactea se midid con un pesador (Waikato), cuyo mecanismo es dejar pasar al
recipiente de acumulacion, una cantidad proporcional de la leche que se esté ordefiando de cada vaca.
El recipiente del pesador era de color ambar y tenia una graduacion en Kg, con lo que se podia ver
hasta donde habia llegado la produccion y asi de esta manera tomar la lectura.
Cuantificacion Fisicoquimicas

Para medir las variables caseina, grasa, lactosa, proteina y sdlidos totales, se utilizé el equipo
Milkoscan FT 120 ® el cual se encuentra en el CDTIL (Centro de Desarrollo Tecnolégico de la Industria
Lactea), propiedad de la empresa Lacteos Menonitas de Chihuahua, ubicada en el campo 70, Km 44.5
carretera ojo de yegua, municipio de Riva Palacio. Dicho aparato trabaja a base de tecnologia infrarroja,
por lo cual tiene las virtudes de ver todo el espectro combinado con la precisién y la estabilidad de las
técnicas tradicionales pero en un tiempo mucho menor, obteniendo resultados alrededor 23 de los 10
segundos, por lo que esta aprobado por la AOAC (2000), este equipo emplea un interferémetro FTIR
(Fourier Transform Infra Red). La transformacién Fourier, se realiza por un procedimiento matematico
(MilkoScan FT 120, 2000).
Cuantificacion de Consumo Total

Esta variable fue determinada pesando el rechazo de concentrado del grupo tratamiento y del
grupo testigo, con respecto al rechazo de forraje este se pesaba cada tres dias, registrandose los datos
inmediatamente en la hoja de control, de ambos tratamientos se saco un rechazo total y este se le resto

a la dieta total ofrecida (Cuadro 27).
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Cuantificacion de Cambio Peso Corporal

El primero y ultimo dia de cada periodo de muestreo se pesaron cada una de las vacas, con
una bascula digital TRU TEST 703, registrandose inmediatamente los animales y el peso que les
correspondia, una vez obtenidos los pesos se saco el promedio por tratamiento y de esta manera se
determino la diferencia de peso por tratamiento (Cuadro 28).
Andlisis Estadistico

Se realizé un andlisis de varianza, de las variables Caseina, Proteina Total, Grasa, Lactosa,
Solidos Totales y Produccién de Leche. Tomando como efectos principales Vaca, Periodo y
Tratamiento. Para dicho andlisis se empleo el paquete estadistico SAS, (2002) y para la realizacion de

las graficas se empleo el programa Microsoft Excel, (2003).
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CUADRO 27. DIETAS TOTALES OFRECIDAS POR TRATAMIENTO.

Dieta Ofrecido (Kg) Rechazo (Kg) Consumo Total (Kg)
Testigo 6350.4 142.5 6207.9
Tratamiento 6451.2 203.3 6247.9
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CUADRO 28. CAMBIO DE PESO CORPORAL DURANTE TRATAMIENTOS.

Tratamiento Kg Dia 1 Kg Dia 12 Kg Final
Testigo 13659 13581 -78
Manzarina 13647 13594 -53
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del andlisis de varianza de las variables; de Caseina, Proteina Total, Grasa,
Lactosa, Solidos Totales (ST) y Produccion de leche, se presentan en la siguiente discusion.

Caseina

La caseina tanto en el tratamiento Testigo como en el tratamiento Manzarina no se vio afectada
ya que entre tratamientos no existe diferencia (P>0.05), sin embargo dicho componente se mantuvo
dentro del rango aceptable ya establecido (Cuadro 29). Por otra parte pocos trabajos mencionan
especificamente modificaciones enfocandose a la caseina, desde el punto de vista nutricional. Klei et
al., (1997) encontraron que la caseina se vio afectada negativamente por la frecuencia de ordefio de
tres veces al dia, sin embargo no se encontro efecto por la dieta que proporcionaron.

Con respecto al efecto de periodo sobre la caseina no existio diferencia (P>0.05), como se
muestra en el (Cuadro 30), esto se puede deber a que dicho componente es relativamente estable, por
lo que si se quiere modificar se necesita formular, especificamente para este componente con la
incorporacién de aminoacidos de sobrepaso.

Proteina Total

Con respecto a la proteina total de nuestro experimento no se encontré diferencia entre
tratamientos (P>0.05), el comportamiento por tratamientos se muestra mas adelante, casi como
consecuencia esta variable se encuentra al igual que la caseina dentro de los parametros aceptables

establecidos.
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CUADRO 29. MEDIAS + ERROR ESTANDAR DE LAS VARIABLES FISICO- QUIMICAS Y
PRODUCCION LACTEA POR TRATAMIENTO.

Variable Testigo Manzarina

Produccién (Kg/dia/vaca) 22.06+0232 22840230
Caseina (%) 245+001¢ 246+001¢
Grasa (%) 3.24+005¢9 3.17+0.052
Lactosa (%) 445+0012 445+001°
Proteina (%) 3.20+0.01¢ 3.22+001°2
Solidos Totales (%) 11.63+£0.05° 11.55+£0.05%

Literales diferentes entre columnas indican diferencia (P<0.03).
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CUADRO 30. MEDIA + ERROR ESTANDAR DE LAS VARIABLES FISICO- QUIMICAS Y

PRODUCCION LACTEA POR PERIODO.

Variable Periodo 1 Periodo 2 Pr=F

Produccién (Kg/dia/vaca) 22.30+0.23° 2258+0.23°% 0.4372
Caseina (%) 245:+0.012 246+001° 0.6962
Grasa (%) 335:+0.052 3.06x005»s 0.0006
Lactosa (%) 4410012 449001 0.0001
Proteina (%) 321+001% 321+001° 0.8540
Solidos Totales (%) 11.71+£0.05% 1148+0.05» 0.0027

Literales diferentes entre columnas indican diferencia (P<0.05).
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En lo que respecta a trabajos con ingredientes proteicos en la dieta de vacas lecheras y su
efecto sobre la proteina lactea, Wright et al., (1998), evaluaron niveles de proteina no degradada en
rumen (UPR), determinando una respuesta lineal en la produccién de proteina lactea al aumentar la
UPR de la dieta, pero no una mejora de la concentracién de dicho componente por lo que coincidimos
con ellos ya que obtuvimos resultados muy parecidos. Sin embargo no coincidimos con Depeters y Cant
(1992) que reportaron una mejor respuesta ante restricciones de proteina previas en la dieta, esto
coincide con lo reportado por Sutton (1989). Sobre el efecto del bagazo de manzana con una inclusién
de 30% en la alimentacion de vacas lecheras, Anrique y Dossow (2003) reportaron un aumento en la
proteina lactea de 0.14%, por lo que no coincidimos con este resultado.

Con la inclusién del 70% de saccharina del concentrado total, dicho sea de paso, el ingrediente
antes mencionado es lo méas parecido al ingrediente que utilizamos en el presente trabajo (Manzarina),
se reportaron resultados similares a los de nuestro trabajo donde mantuvo los niveles de proteina de la
leche dentro de los rangos normales (Reyes et al., 1993), coincidiendo de esta manera con nuestros
resultados.

Respecto al efecto de periodo para proteina total, no existié diferencia (P>0.05), esto se debe
en gran medida y practicamente como consecuencia logica de que en la caseina tampoco existio
diferencia y como esta forma alrededor del 80% de la proteina total, era poco probable que esta ultima
en mencion sufriera algin cambio.

Grasa

El comportamiento de esta variable no presento diferencia entre tratamientos (P>0.05), sin
embargo en ambos tratamientos los pardmetros se mantuvieron dentro de los rangos ya establecidos
por Villegas (2004), en lo que respecta a el tratamiento de manzarina nuestros resultados coinciden con

los de Reyes et al., (1993), ya que en este caso mantuvieron los parametros dentro de lo normal aun
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que con una pequefia disminucién del porcentaje de grasa, sin embargo no coincidimos con lo
reportado por Anrique y Dossow (2003), que no solo mantiene el componente sino que lo aumenta. En
nuestro caso el no haber podido aumentar la grasa lactea, se puede atribuir a varios factores que no
proporcionaron las condiciones necesarias para un aumento, el primero de ellos es una fuente de fibra
de pobre calidad (Avena y/o Alfalfa), ya que el forraje es determinante para la formacién de &cidos
grasos volatiles y estos a su vez son fundamentales para la formacion de grasa lactea, principalmente
acetato y como segundo en importancia el butirato (McDonald et al., 1999). Un segundo factor que pudo
influir es que a medida que la produccidn de leche aumenta el porcentaje de grasa baja (Kertz, 2002)
como sucedi6 en este trabajo donde el tratamiento manzarina tuvo una mayor produccion y por lo cual
inferimos que como consecuencia no se logro un aumento en el porcentaje de grasa.

El Ultimo punto y a su vez muy importante a considerar por lo especifico del mismo, es que
Villegas (2004) reporta que en nuestro pais las explotaciones intensivas con ganado Holstein tienen un
rango de variacion de la grasa lactea, que va de 3.0 a 3.5%, por lo que basandonos en la primer cifra
podriamos decir que los resultados que obtuvimos en el presente trabajo se produjo un aumento de la
grasa en 0.17%.

Con respecto al efecto de periodo en esta variable, si existié diferencia entre periodo (P<0.05),
dandose una mayor produccion en el primero, esto se pudo deber a que al comienzo del experimento
las vacas tenian una menor produccién de leche y por lo tanto una mayor concentracion de grasa, sin
embargo conforme aumento la produccion la grasa disminuyé.

Lactosa

El comportamiento de este componente con ambos tratamientos fue de la siguiente manera: los

resultados del tratamiento testigo como el de manzarina se mantuvieron ligeramente por debajo (0.05%)

de los rangos normales (4.5%), por lo que no existio diferencia entre tratamientos (P>0.05), en ambos
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casos esta respuesta la podemos calificar hasta cierto punto como normal y esperada, ya que a pesar
de que se conoce gran parte del proceso de sintesis (Bunting, 2004), hasta estos momentos alterar la
lactosa por medio de la alimentacion ha resultado poco préactico y aplicable segun Jenkins y Mc-Guire,
(2006). La estabilidad que presenta la lactosa, frente al efecto alimentacion se debe a la funcion
osmética que lleva acabo y que por lo tanto limita o regula la produccion y dificulta modificarla, ya que
se puede decir que este componente, es el que da el equilibrio a la glandula mamaria y en general el
metabolismo de la vaca que se encuentra en produccién (Park y Jacobson, 1999). Por los resultados
obtenidos en este trabajo con el tratamiento manzarina, coincidimos con lo que reporto Anrique y
Dossow (2003), donde no encontré cambios en la lactosa a pesar de que los esperaba. Por otro lado
también coincidimos con lo reportado por Reyes et al., (1993), donde igualmente no encontré cambios
en la concentracion del componente lactosa, por lo que podemos suponer que el ligero decremento de
la lactosa en ambos tratamientos de nuestro experimento no se debié a la alimentacién sino a otro tipo
de factores, pudiendo influir la presencia de mastitis y la genética de los animales que formaron parte
del estudio.

Hasta cierto punto resulta confuso este decremento, debido a que la produccién de leche con el
tratamiento manzarina se logro aumentar, como se discutird mas adelante y para lograr este aumento,
forzosamente se tuvo que sintetizar una mayor cantidad de lactosa, por lo que nos inclinamos mas por
la influencia de los factores antes mencionados para este descenso. Con respecto al efecto de periodo
en la variable lactosa, si existié diferencia (P<0.05), la cual reporta un mayor porcentaje en el segundo
periodo, que en el primero esto se puede deber a que cuando se inicio el experimento, el manejo de los
animales, con respecto a la salud de la glandula mamaria, no era el idéneo, ya que existia un mayor

numero de vacas con mastitis subclinica, por lo que suponemos que la lactosa aumentd el segundo
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periodo, debido a que ya se habia establecido un programa de manejo para mantener la salud de la
ubre, con lavado de ubres adecuado, selladores y diagnosticos rutinarios de mastitis subclinica.
Sélidos Totales

El comportamiento de esta variable la cual nos indica un comportamiento muy homogéneo, asi
pues entre tratamientos no existio diferencia (P>0.05), de igual forma esta variable se mantuvo dentro
de los rangos aceptables, puesto que la suma de la lactosa, grasa y proteina total mas minerales, que
en este experimento no se tomo como una variable de importancia a medir, sin embargo el sistema
Milko Scan FT120® calculé automaticamente el porcentaje de minerales, para hacer la suma y dar el
resultado de sélidos totales. Por lo antes dicho esta variable solo corrobora los resultados obtenidos y
antes mencionados de los principales componentes de la leche en este experimento. Con respecto al
efecto de periodo en la variable sélidos totales, se encontr6 diferencia entre periodos (P<0.05), siendo
mayor el porcentaje en el primero que en el segundo, lo que coincide con el primer periodo de la
variable grasa, por lo que se le atribuye el aumento de los solidos totales en el primer periodo.
Produccion de Leche

Esta variable en un sistema de produccion de leche es la que mas interesa, en lo que respecta
al presente trabajo en esta variable, existié diferencia entre tratamientos (P<0.05), la cual se dio a favor
del tratamiento manzarina ya que produjo 780 gr. mas en promedio que el tratamiento testigo.

La produccion por vaca en ambos tratamientos se muestra mas adelante (Cuadro 31). Este
cuadro nos indica que existieron vacas (51 y CF169) que tuvieron un produccion de 30 Lts o mas en el
tratamiento manzarina, lo que nos demuestra que esta dieta cubri6 las necesidades nutricionales de las

vacas para producir dichas cantidades.
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CUADRO 31. PRODUCCION DE LECHE POR VACA EN Kg CON Y SIN MANZARINA.

Vaca Tratamiento
Manzarina Testigo
139 27171 27.171
193 24.371 23.142
205 14.028 13.085
208 24314 23.457
221 21.100 24114
27 26.771 25657
303 27.228 25.057
51 33.028 30.771
58 15.271 13.842
72 21.800 17.200
B49 27.685 27.585
B53 28.742 26.142
B91 14.385 15.371
B92 17.942 17.700
C66 20.314 20.857
C79 22.042 21485
CB151 26.657 25.885
CB44 15.742 15.942
CB49 18.142 16.285
CF169 30428 29.571
D109 26.628 26.400
D112 18.628 18.657
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Los primeros cinco dias para el tratamiento manzarina fueron un poco variables, ya que del
primer dia al tercero se produjo el mayor descenso en la produccion alcanzando 20.74 kg es decir 1.09
kg menos que el primer dia de muestreo, las causas de este descenso, no estan claras, pero se pueden
atribuir a que el forraje proporcionado al grupo fue de mala calidad en estos dias, ya que el resto de los
factores de manejo y alimentacion fueron controlados y homogéneos, sin embargo del sexto dia en
delante se mostrd un aumento gradual de la produccién hasta llegar al dltimo dia de muestreo (12) con
una produccion de 23.38 kg, lo que nos indica practicamente una tendencia lineal a seguir aumentando
0 por lo menos mantenerse en el promedio de los 23 kg por vaca.

Este aumento en la produccion se puede inferir que se debe o esta influenciado por la proteina
de la manzarina, ya que cubrié de una manera mas completa las necesidades fisioldgicas de las vacas,
aportando el nitrégeno necesario para un buen crecimiento bacteriano en el rumen, que a su vez
desdoblo la fibra proporcionada en la racidn y de esta manera se produjo una cantidad suficiente de
4cidos grasos volatiles que permitieron cubrir la necesidad de energia metabolizable para lactacion y
como consecuencia se dio una mayor produccion de leche. Este metabolismo y efecto de la proteina de
manzarina coincide con lo reportado por Galindo et al., (1996). Respecto al aumento en si de la
produccion de leche resultados similares y por lo tanto coincidentes se han reportado en varios
experimentos donde mejorando los niveles o tipo de proteina obtuvieron mayores rendimientos en
produccion (Cressman et al., 1980), (Foster et al., 1983), (McGuffey et al., 1990), (Zimmerman et al.,
1991), (Reyes et al., 1993), (O’'mara et al., 1998) y (Kalscheur et al., 1999).

Con respecto al efecto de periodo en la variable produccion de leche, no se encontré diferencia
entre periodos (P>0.05), lo cual se puede deber a que el tratamiento manzarina produjo mas
independientemente del periodo, por lo que los periodos siempre se mantuvieron con producciones muy

similares.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El uso de manzarina en dietas para vacas en produccion mejord la produccion de leche en 780
gr en promedio, la cual pudo estar asociada a una mayor calidad en el aporte de proteinas de la
manzarina.

El estudio concluye que la caseina esta dentro de los rangos normales formando el 77% de la
proteina total, que a su vez cumplié con los rangos necesarios. De igual forma la grasa se mantuvo
dentro de los rangos establecidos.

Con respecto a la lactosa, esta no se mantuvo dentro de los rangos minimos establecidos.

Los sdlidos totales practicamente como consecuencia de los resultados de las variables antes
mencionadas, se mantuvo dentro de los rangos aceptables. Con excepcion de la produccion de leche,
los resultados antes mencionados fueron tanto para el tratamiento testigo como para el tratamiento
manzarina, por lo que podemos concluir que la inclusion de manzarina en dietas para vacas lecheras no
afecta los componentes caseina, proteina total, grasa, soélidos totales ni la lactosa.

Por todos los aspectos antes mencionados podemos recomendar a la manzarina como un
ingrediente proteico mas, que puede ser incorporado a la racion de vacas lecheras en etapa temprana,
formando parte del concentrado en un diez por ciento 0 5.42% de la dieta total.

De igual forma se recomienda y es necesario llevar acabo otros estudios similares, con la
variante de que se aumente el contenido de manzarina en la dieta, utilizar otro tipo de fibra en la dieta
como silo de maiz y hacer mas extenso el periodo de muestreo. Con el fin de determinar o establecer el
rango de uso de la manzarina y conocer si sus efectos sobre los componentes fisicoquimicos y

produccion de leche mejoran con un consumo mas prolongado de este ingrediente.
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CAPITULO 8. COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO Y CARACTERISTICAS DE LA
CANAL DE OVINOS ENGORDADOS CON Y SIN MANZARINA

Camilo Hernandez Gomez
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RESUMEN

Se evalud cinética de fermentacion in vitro, comportamiento en engorda y caracteristicas de la
canal de ovinos alimentados con 10.91% de manzarina (TM) y sin manzarina (TT). Para la cinética de
fermentacion se utilizaron tres ovinos fistulados en el rumen con peso de 60+2.5 kg como donadores de
liquido ruminal. Se midié la cinética de la degradabilidad de materia seca (MS) por la técnica de
produccion de gas in vitro (PG). Se evalud la PG y la produccion de amoniaco (PA) a 2, 4, 8, 16, 24 y 48
h. Los perfiles de PG se ajustaron por el modelo monofasico de Groot et al. (1996). La PG, PA y
parametros de fermentacién (A, B y C) por h se analizaron con Proc GLM; utilizando como efectos la
corrida de gas y la dieta. No hubo diferencia (P>0.05) en la PG ni en los parametros de fermentacion a
lo largo de la prueba. La PA no mostré diferencia (P>0.05) entre dietas durante la incubacion,
Unicamente hubo diferencia (P<0.05) a la h 16, siendo en TM 13.974£0.69 y en TT 17.65+0.69 mmol/L.
Para el comportamiento productivo y caracteristicas de la canal, se utilizaron 12 machos (M) y 12
hembras (H) (Charollais X Dorper y Katahdin) con un peso inicial de 25.5+3.3 kg. Los corderos se
asignaron aleatoriamente a uno de los dos tratamientos: TM y TT. Las variables productivas fueron
peso final por periodo (PFP) y por dia, peso vivo final (PVF), consumo de alimento (CONS), ganancia
diaria de peso (GDP) y conversién alimenticia (CA). Las caracteristicas de la canal evaluadas fueron:
rendimiento de la canal (REND), area del ojo de la costilla (AOC) y espesor de grasa dorsal (EGD). Las
variables productivas se analizaron con el Proc Mixed, con un modelo que incluyé el efecto dieta, sexo y
su interaccion, la corraleta como efecto aleatorio, el periodo de prueba como variable indicadora y peso
inicial a la prueba como covariable. Los datos de la canal se analizaron en Proc GLM, con un modelo
que incluyd como efectos fijos el sexo, la dieta y su interaccion. Todos los anélisis se hicieron con el
paquete estadistico SAS 9.0 (2002). La ganancia de peso mostré un incremento lineal (P<0.01) a través

de la prueba donde M con TM tuvieron mayor PFP (4.76+0.2 kg) y GDP (0.35+0.02 kg) que los M con
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TT (3.940.2 y 0.31£0.02 kg), y un PVF de 44.6+0.8 y 42+0.7 kg respectivamente. Las H con TM
tuvieron un PFP de (3.65+0.27 kg) y GDP (0.25+0.02 kg) y las H con TT (4.1+0.27 y 0.3£0.02 kg), y un
PVF de 38.9+0.7 y 41.4+0.7 kg respectivamente. El CONS fue lineal a lo largo de la prueba (P<0.01)
con un incremento de 2.68 g d-1 por cordero. La CA fue diferente (P<0.05) por sexo, en M fue de
5.4+0.2 y en H de 4.5£0.2. EI REND mostré diferencia (P<0.06) en la interaccién dieta*sexo, M con TM
tuvieron 48.00+£1.25% y M con TT 50.23£1.14%, mientras que en H con TM fue de 51.52+1.23% y H
TT 48.96+1.15%. Para AOC no hubo diferencia (P>0.05) en la interaccion dieta*sexo. El EGD mostro
significancia (P<0.06) por efecto de sexo, donde H 4.5£0.8 mm y M 2.5+0.8 mm, no hubo efecto de
tratamiento (P>0.05). Concluimos que la utilizacion de manzarina en dietas para ovinos es factible,

debido a que la inclusién no alterd drasticamente el comportamiento productivo de los ovinos.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion del Area de Estudio

Este estudio se realizé en el laboratorio de nutricion animal y en la unidad metabdlica de la
Facultad de Zootecnia de la Universidad Auténoma de Chihuahua, la cual se ubica sobre el km 1.5 del
periférico Francisco R. Almada, en la Ciudad de Chihuahua, a una altitud de 1440 msnm, con una
temperatura media anual de 18.6 °C, precipitacion media anual de 336 mm3 y su localizacion geogréfica
esta en los 28° 35" Latitud Norte y 106° 04" Longitud Oeste (INEGI, 2007).
Elaboracion de Manzarina

Para la elaboracion de manzarina se utilizé bagazo de manzana el cual se obtuvo en la ciudad
Alvaro Obregén, municipio de Cuauhtémoc, del Estado de Chihuahua y se trasladd a esta facultad.
Posteriormente, con la ayuda de un tractor se hizo la cama de fermentacion con medidas aproximadas
de 1.50 m de ancho y 15 m de largo, a las cuales se les afiadié 1.5% de urea, 0.5% de una mezcla
mineral y 0.4% de sulfato de amonio (en base al peso himedo total de BM) e inmediatamente se
mezcld con un implemento agricola llamado rotatiller, permitiéndose la fermentacion. La cama fue
removida para permitir la aireacion, cuatro veces el dia de mezclado (dia 0), y tres veces diariamente
del dia 1 al dia 6 de fermentacion con implementos agricolas (tractor y rotatiller). El dia 7 de
fermentacion, la cama de fermentacion se extendié sobre el suelo para deshidratar al sol hasta que
alcanz6 un contenido de materia seca (90%) que permitiera su almacenamiento. Se reportd un
contenido de 26% proteina cruda y 13% de proteina verdadera.
Cinética de Fermentacion

Las dietas evaluadas son las mismas que se utilizaron para la fase de alimentacion de los

ovinos en jaulas metabdlicas y su andlisis quimico se muestra en el Cuadro 32.
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CUADRO 32. COMPOSICION DE LAS DIETAS UTILIZADAS EN LA ALIMENTACION DE LOS OVINOS

Nivel de Manzarina

Ingrediente Sin Manzarina Con 10.91% Manzarina
% de BS

Alfalfa 38.43 28.72
Soya 12.44 9.41
Maiz Rolado 4254 43.34
Manzarina 0 10.91
Grasa animal 1.98 2.29
Melaza 3.12 3.61
Sal 0.66 0.76
Pre mezcla mineral 0.82 0.95
Total 100 100

Parametros quimicos™ % MS
MS 90.59 91.32
PC 11.44 11.43
EE 5.76 6.43
FDN*™* 21.45 23.84
FDA™ 10.81 13.17
FC 15.0 20.0
CEN 7.23 7.31

*Analisis segin la AOAC.
**Analisis segin Van Soest et al. (1991)
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Para la obtencion del liquido ruminal fueron utilizados tres ovinos de 60 kg en promedio de peso
vivo, provistos de canula ruminal. Los ovinos fueron alimentados individualmente a las 08:00 h
diariamente y recibieron una dieta que contenia 60% alfalfa y 40% concentrado comercial y agua limpia
ad libitum. Los borregos fueron confinados en corraletas individuales para un mejor manejo. Se extrajo
contenido ruminal a cada ovino en diferentes partes del rumen inmediatamente antes de alimentarlos, y
el liquido ruminal se mezcld para homogeneizarlo y hacer un concentrado de los tres animales,
filtrandose con una malla. Se trasladé al laboratorio en un recipiente térmico a 39°C para su inmediata
utilizacion en la produccion de gas. La incubacion se realiz6 mediante la técnica descrita por Menke y
Steingass (1988) quienes usaron frascos de vidrio de 50 ml, a los cuales se les puso 200 mg de
muestra por triplicado para ajustar la variabilidad de las muestras y los datos se registraron en una
libreta de campo.

Prueba de Alimentacion

Descripcion de la poblacion. Los animales utilizados en esta investigacion provienen del
rancho Teseachi propiedad de la Universidad Auténoma de Chihuahua. Fueron un total de 24 ovinos,
12 machos con un peso inicial promedio de 25.5+3.3 kg y 148+9.5 dias de edad, y 12 hembras con
peso inicial promedio de 25.3+2.9 kg y 146+6.2 dias de edad, resultantes todos de la cruza de
Charollais como raza paterna y Katahdin y Dorper como raza materna.

Todos los animales fueron acondicionados por un periodo de 30 dias y recibieron heno de
alfalfa y 300 g de concentrado por animal. Pasado este periodo, se alojaron en jaulas metabolicas
individuales en donde permanecieron hasta el final de la engorda.

Distribucion de los animales a la dieta. Los ovinos fueron distribuidos aleatoriamente en
jaulas metabdlicas individuales, quedando 2 grupos de seis hembras y 2 grupos de seis machos,

formados aleatoriamente, de los cuales tres ovinos fueron alimentados con manzarina y tres con la dieta
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sin manzarina, asi mismo para los demas grupos de animales. Ya en las jaulas, a los animales se les
dio 5 dias de adaptacion a la dieta antes de iniciar con la toma de datos.

Descripcion de las dietas utilizadas. Se utilizaron dos dietas, la primera contenia 10.91% de
manzarina y la otra 0% manzarina, formuladas de acuerdo a la NRC (1985) para ovinos en crecimiento,
con un incremento de peso de 300 g-' por dia y siendo ambas dietas isoproteicas e isoenergéticas. Los
ingredientes utilizados fueron los mismos en ambas dietas y solo cambiaron en su proporcion al incluir
manzarina en la dieta tratamiento.

Alimentacion de los animales. El alimento se elaboré en el laboratorio de procesamiento de
alimentos de la Facultad de Zootecnia, mezclandose en forma integral todos los ingredientes. El
alimento mezclado fue ofrecido una sola vez a las 08:00 h diariamente y agua a libre acceso. La
cantidad de alimento ofrecido se ajustd en base al consumo del dia anterior y procurando que fuera mas
de lo requerido por el animal para que al pesar el rechazo hubiera suficiente el cual fue pesado y
registrado cada tercer dia. 19
Variables Evaluadas en la Cinética de Fermentacion

Produccion de gas in vitro (PG). La cantidad de gas liberado esta estrechamente relacionado
con la degradabilidad del alimento. Se hicieron dos repeticiones de PG in vitro (incubacion), para
disminuir la variabilidad entre corridas de gas. El procedimiento de PG se realizé de acuerdo con la
técnica de Menke y Steingass (1988). La incubacion se llevo a cabo en frascos de vidrio de 50 ml, (cada
frasco se considerd como unidad experimental), por triplicado, a los cuales se les agregé 200 mg de
muestra, previamente molida en malla de 1 mm y como inoculo 30 ml de liquido ruminal mas saliva
artificial (1:2, v/v). Se prepararon una solucién A (micromineral) con 13.2 g-' CaCl2. 2H20, 10.0 g-!
MnCl2.4H20, 1.0 g-1 CoCl2.6H20, 8.0 g-1 FeCl3.6H20 en 100 ml con agua destilada; la solucién B

(solucién bufer) que constd de 39.0 g NaHCO3 6 35.0 g-' NaHCOs + 4.0 g-' de (NH4) HCO3 en 1 litro
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con agua destilada; la solucidén C (macro mineral) constituida por 5.7 g-! NazHPOs, 6.2 g' KH2PO4, 0.6
g Mg SO4.7 H20 en 1 litro con agua destilada; solucion resazurina (100 mg de resazurina) hecha en
100 ml con agua destilada; y la solucion reductora que consta de 4 ml 1N NaOH, 625 mg Na.S.9H:0,
agregado a 95 ml de agua destilada. En un matraz 2 litros se prepard saliva artificial la cual consistié en
agua destilada (950 ml), solucién macro (480 ml) y micromineral (0.24 ml), solucién bufer (480 ml) y
resazurina (2.44 ml) (Menke y Steingass, 1988) y se prepar6 un dia antes y se mantuvo en agitacion
constante a 38°C durante toda la noche dentro de una incubadora. Se usé CO durante la preparacion
del medio para asegurar un ambiente anaerobio en el tiempo de incubacién. Los frascos se sellaron y
se colocaron en una incubadora electrénica y de 20 movimiento constante (Shaker 12400) a 39°C por
48 h que duré la fermentacion; la presion dentro de los frascos se midi6 con un transductor de presion a
las 2, 4, 8, 16, 24 y 48 h de fermentacion. Se extrajeron los frascos correspondientes y se metieron por
24 h a un congelador a -4°C para detener la fermentacién; pasado este tiempo se descongelaron y
centrifugaron a 3000 rpm durante 30 min. Del liquido sobrenadante se tomaron 5 ml y se congelaron
para la posterior determinacion de nitrégeno amoniacal y el sedimento se desecho. Los datos se
ajustaron al modelo monofasico de Groot et al., (1996), el cual fue:
CCtBAG+=1

En esta ecuacién, G (ml g MS) denota la cantidad de gas producido por gramo de MS
incubada, en el tiempo ¢ después de la incubacion. A (ml g-' MS) representa la produccién de gas
asintotica. B (h) es el tiempo después de la incubacion en la cual la mitad de la asintética de la cantidad
de gas ha sido formada y C es una constante que determina la forma y las caracteristicas del perfil, por

lo tanto la posicion del punto de inflexion.
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Produccion de amoniaco (PA). Del sobrenadante obtenido de la centrifugacion del contenido
de los frascos en los que se llevd a cabo la PG, se determiné la concentracion de amoniaco (mg NH3/l)
con la técnica adaptada de Broderick y Kang (1980). Para esta técnica se usaron soluciones de fenol e
hipoclorito, la determinacion se realizd por triplicado para disminuir la variabilidad entre muestras,
tomandose la absorbancia (intensidad de la luz que es pasada por una muestra) con un
espectrofotémetro marca Coleman 460 a 21 630 nm. La ecuacién de prediccion a la cual se ajustaron
las absorbancias se obtuvo en base a estandares de solucién de sulfato de amonio.

Variables Evaluadas Durante la Prueba de Alimentacion

Consumo diario de alimento (CDA). Se pes¢ diariamente el alimento ofrecido en una charola
tarada con una balanza electronica y el rechazo fue medido de la misma forma cada tercer dia. Por
diferencia entre ambos se obtuvo el CDA.

Ganancia diaria de peso (GDP). Para la medicion de esta variable los corderos fueron
pesados antes de ser alimentados, cada 14 dias en una bascula electrénica Tru-test AG 500 Series
equipada con jaula metalica, obteniendo los valores por diferencia del peso actual con respecto al peso
anterior, cuyo peso fue considerado como ganancia por periodo y dividiendo el peso entre 14 dias para
sacar la GDP.

Conversion alimenticia (CA). Esta variable mide la capacidad que tienen los animales para
transformar el alimento en tejido corporal y es el resultado del cociente entre CDA y GDP.

Variables Evaluadas al Sacrificio de los Animales

Sacrificio de los ovinos. Al llegar a término la engorda (56 d) los animales fueron pesados
para obtener el peso final de la engorda, dietdndose por 24 h para posteriormente sacrificarlos en el
rastro de la Facultad. El sacrificio fue rapido utilizando una pistola de aire con el fin de insensibilizar al

animal y asi desangrarlos cortando la yugular.
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Se recolecto la sangre depositandola en bolsas para posteriormente desecharlas, la piel del
animal fue retirada, la cabeza, patas y visceras se depositaron en bolsas de plastico y se desecharon.
El peso de la canal caliente fue medido y se dejaron orear las canales por 2 h 22 para después meterlas
a un cuarto frio a temperatura de 4 °C por 24 h. Al dia siguiente fue tomado el peso de la canal fria y la
canal fue cortada longitudinalmente para hacer las mediciones de AOC y EGD.

Rendimiento de la canal (REND). Se tomé el peso de la canal fria para sacar el REND
comercial ya que han pasado 24 h y ha ocurrido pérdida de humedad, y es expresado en porcentaje,
tomando como referencia el peso vivo del animal al sacrificio. Es sumamente importante porque indica
la eficiencia carnicera del animal, para obtenerlo, el peso de la canal fria se divide entre el peso vivo y
se multiplica por 100 (Boggs et al., 1998).

Area del ojo de la costilla (AOC). Esta medida es rapida y facil de realizar en la canal y es un
indicador del rendimiento de cortes. Para esta medicion se tomé el lado derecho de la canal y se cortd
transversalmente entre la 12a y 13a costilla con la finalidad de observar el masculo Longissimus dorsi.
La medicion del AOC se hizo con una cuadricula de puntos graduada en cm?, de la cual cada punto
correspondié a un cm2,

Espesor de grasa dorsal (EGD). La medicion del espesor de la grasa alojada en la zona dorsal
de la canal, es una de las determinaciones objetivas mas empleadas. La medicion del EGD se hizo con
una regleta graduada en mm. Se llevé a cabo a la altura de la 12a y 13a costilla tomando como

referencia el borde del musculo Longissimus dorsi en forma transversal y la parte dorsal.
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Analisis Estadistico

Se ajusto el modelo de Groot a los datos de produccion de gas y amoniaco a través de las
horas de incubacion en cada repeticion de las dietas con y sin manzarina por el Proc NLIN del SAS
(2002). Las estimas de los 23 parametros A, B'y C del modelo de Groot obtenidas con el ajuste en cada
repeticion fueron analizadas por un Proc GLM del SAS (2002) para evaluar el efecto del nivel de
manzarina sobre los parametros de la curva de produccion de gas. Las variables productivas se
analizaron con un Proc Mixed con dieta, sexo y su interaccion como efectos fijos, el animal como efecto
aleatorio y como covariable el peso inicial de los animales a la prueba. Los datos de la canal se
analizaron con el Proc GLM con un modelo que incluy6 el efecto de la dieta, del sexo y de su

interaccién. Estos analisis se desarrollaron en el paquete estadistico SAS V9.0 (2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Produccion de Gas

La produccion de gas acumulativa (ml/200mg MS) durante la fermentacion in vitro de dietas con
y sin manzarina se muestra en el (Cuadro 33). La PG en ambas dietas se incrementd conforme
transcurri¢ el tiempo de la incubacion, no encontrandose diferencia (P>0.05) en los diferentes tiempos
de fermentacion, pero al final de la fermentacion (48 h), en la dieta con manzarina la PG fue mayor que
la dieta sin manzarina (64.06 ml vs 63.36 ml). Lo anterior no coincide con lo reportado por Menke y
Steingass (1988) quienes mencionaron que los perfiles de produccién de gas de forrajes o raciones
completas son diferentes cuando sus componentes nutricionales varian en sus concentraciones. Los
forrajes y raciones con concentraciones similares pueden variar en su perfil o en los parametros (A, B y
C) de degradabilidad ruminal, debido a factores asociados entre nutrientes y a la conformacion o arreglo
de estos en cada ingrediente (Liu et al., 2002), lo cual en esta investigacion no ocurri6 asi. En este caso
la concentracion de nutrientes en las raciones no fue diferente entre dietas ni tampoco los volimenes de
produccion de gas indicando que tienen un comportamiento de degradabilidad similar, aunque el origen
de los nutrientes en la racion haya variado al incluir la manzarina en una de ellas.

Los parametros de PG (A, B y C) no mostraron diferencia (P>0.05) entre dietas ni entre horas
de incubacién, siendo mayores en la dieta con manzarina (A 77.04 ml, B 10.71 hy C 1.15 ml/h) que en
la dieta sin manzarina (A 76.52 ml, B 10.0 h y C 1.11 ml/h), lo cual quiere decir que la inclusion de
manzarina en la dieta para ovinos no afecté la fermentacion ruminal. Esto coincide con lo reportado por
Cone y Van Gelder (2000), quienes mencionaron que la proteina no es extensamente fermentada y la

produccion de amoniaco, reduciendo asi el volumen de produccion estimada de gas.
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CUADRO 33. MEDIAS DEL VOLUMEN DE PRODUCCION EN ml DE GAS (+EE) DE DIETAS CON Y
SIN MANZARINA A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION, Y LA ESTIMACION DE LOS
PARAMETROS DEL MODELO DE GROOT AJUSTADO A LOS DATOS

Nivel de Manzarina

Horas™  Con 10.91% Manzarina _ Sin manzarina EE*
2 11.06 12.39 0.65
4 19.80 21.53 0.89
8 32.84 34.32 1.14
16 47.02 47.71 1.62
24 55.66 55.71 2.74
48 64.06 63.36 414

Estimacion de los pardmetros del modelo monofasico de Groot

A (ml) 77.04 76.52 6.33
B (h) 10.71 10.0 1.48
C (ml/h) 1.15 1.1 0.07

* Error estandar igual para las estimas de ambas dietas
La produccién de gas en cada hora se presenta en mi
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Aun cuando la manzarina reemplazo parte de la pasta de soya y alfalfa (10% en conjunto) no
afectd el comportamiento de las dietas durante la cinética de produccién de gas.
Produccion de Amoniaco

La ecuacion de prediccion (Y= -0.359620 + 10.0750 X1) y un ajuste de (R?=93.4%) a la cual se
ajustaron las absorbancias fue hecha con una regresion lineal en el software Minitab 14. La produccion
de amoniaco durante la fermentacion in vitro se muestra en el (Cuadro 34). Unicamente se encontrd
diferencia (P<0.05) entre dietas a las 16 h (13.97 mmol/l en la dieta con manzarina y 17.65 mmol/l en la
dieta sin manzarina) indicando diferencia en el parametro de fermentacién de la proteina, lo que se
interpreta de alguna manera como una cierta tendencia a retrasar la degradabilidad de la proteina
cuando se incluye manzarina en la dieta, sin embargo esto no alteré el volumen de produccién de gas,
lo cual es indicio de que ésta diferencia no fue persistente. Se sabe que altas concentraciones de
proteina degradable en el rumen afectan los perfiles de produccion de gas debido a la acumulacion de
bicarbonato aménico (NH:HCO3) cuando el amoniaco es liberado por la degradacién de las proteinas,
pero estos efectos no se presentan in vivo pues los metabolitos ruminales estan en constante flujo
(Menke y Steingass, 1988). Para optimizar la fermentacion ruminal del forraje, un suministro de NH3
adecuado en el rumen es necesario para proporcionar la mayoria del Nitrogeno para el crecimiento
bacteriano (Satter y Slyter, 1974).

Sin embargo, esta investigacion muestra que para dietas similares a las que se evaluaron (con
manzarina y sin manzarina), la pasta de soya y heno de alfalfa pueden ser sustituidos como
ingredientes por la manzarina en el porcentaje utilizado en este trabajo, debido a que la adicion de ésta
a la dieta no muestra diferencias en la degradabilidad de la materia seca ni en la produccion de

amoniaco in vitro.
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CUADRO 34. MEDIAS DE PRODUCCION DE AMONIACO (mmol NHs/L) (+ EE) EN DIETAS CON Y
SIN MANZARINA A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION IN VITRO

Nivel de Manzarina

Horas Con 10.91% manzarina Sin manzarina EE*
2 4.12 5.02 0.82
4 5.36 5.50 1.48
8 7.34 7.15 0.94
16 13.97% 17.65° 0.69
24 16.6 17.8 0.49
48 20.11 20.61 0.17

Estimacion de los parametros del modelo monofasico de Groot

A (mmol) 22.14+1.0 23.63+0.87
B (h) 10.97+0.88 10.51+0.76
C (mmol/h) 1.72+0.24 1.37+0.20

22 | iterales distintas en el mismo renglon indican diferencia estadistica (P<0.05)
*Error Estandar de las horas igual para las estimas de ambas dietas
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Peso Vivo Final (PF) a la Prueba

Esta variable tuvo un comportamiento lineal (P<0.01) a través de la prueba. Sin embrago, en la
muestra el comportamiento mas detallado a lo largo de la prueba. La covariable peso inicial tuvo un
efecto importante (P<0.05) en el PF. Estos resultados muestran un comportamiento biolégico similar
entre dietas y sexos, debido a que las dietas se formularon isoproteica e isoenergéticamente de
acuerdo con los requerimientos nutricionales para ovinos para desarrollo (NRC, 1985). Para esta
variable se encontré significancia (P<0.05) en la interaccién dieta*sexo. Los machos que consumieron
manzarina tuvieron un incremento promedio de 4.76+0.19 kg por periodo, y un PF de 44.58+0.77
mientras que en los que consumieron la dieta sin manzarina fue de 3.96+0.19 kg y 41.97+0.71 kg de
PF. Sin embargo, las hembras que consumieron manzarina mostraron un menor incremento de
3.65+0.27 kg por periodo, en tanto las que consumieron la dieta sin manzarina mostraron 4.05+0.27 kg,
con PF promedio de 38.95+0.76 y 41.46+0.72 kg respectivamente. Sin embargo, Manzanilla (2005)
reportd en ovinos alimentados con alfalfa, pasta de soya maiz y heno de alfalfa que el PF a 210 dias de
edad para crias machos de sementales Dorper fue de 55.70+0.97 kg, Charollais fue de 48.58+1.50 kg,
Pelibuey 49.23+1.01 kg y Blackbelly 44.43+1.05 kg.

Consumo de Alimento (CONS)

Las medias de cuadrados minimos para el CONS se muestran en el (Cuadro 35). No se
encontrd diferencia (P>0.05) en los efectos dieta, sexo y su interaccion. EI comportamiento del CONS
mantuvo una tendencia lineal (P<0.01) a lo largo del experimento (56 d). Se observé, tanto en los ovinos
alimentados con manzarina como en los alimentados sin manzarina, un CONS promedio inicial a los 14

dias de iniciada la prueba de 1.317 kg, incrementandose hasta 1.467 kg a los 56 dias de la prueba.
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CUADRO 35. MEDIAS DE LOS CUADRADOS MINIMOS (+EE) DEL COMPORTAMIENTO
PRODUCIVO DE OVINOS ALIMENTADOS CON Y SIN MANZARINA

Nivel de Manzarina

Variable Con (10.91%) de manzarina Sin manzarina
Machos Hembras Machos Hembras
Peso Final (kg) 44 6+0.7 2 38.9+07° 41.9:07° 415207 ¢
GP (kg) 47+0.37 3.50.3° 4.3:0.2° 41£0.2°
GDP (kg) 0.339+0.02* 0.246+0.02° 0.309:0.02° 0.290:0.02°
CONS (kg) 1.46910.05 1.375+0.05 1.369+0.05 1.377+0.05

CA(‘_‘%a"m kg 4462029 570:030  449:028  5.0320.27

peso

5% jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.05) entre columnas
GP= Ganancia de peso por periodo

GDP= Ganancia diaria de peso

CONS= Consumo de alimento

CA= Conversion alimenticia
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El CONS fue superior para lo que fue formulada la dieta segin la NRC (1985) para ovinos en
crecimiento, la cual recomienda 1.200 kg por dia. Los datos muestran un incremento en el CONS de
2.68 g d-' por animal. La covariable peso inicial tuvo un efecto importante (P<0.05) sobre el CONS.
Ganancia Diaria de Peso (GDP)

Las medias de cuadrados minimos para GDP se muestran en el (Cuadro 35). Para esta variable
se encontré efecto (P<0.05) en la interaccion dieta*sexo. Los machos que recibieron manzarina en la
dieta tuvieron mayor GDP (P<0.01), con valores de 0.339 kg contra 0.309 kg para los alimentados con
la dieta testigo. Mientras tanto, las hembras alimentadas sin manzarina tuvieron mayor GDP (0.290 kg)
que las alimentadas con manzarina (0.246 kg). Esto es debido tal vez a que los machos tienen una
mayor capacidad de consumo que las hembras por su mayor tamafio corporal. Estos datos difieren a
los presentados por Silva (2006) quien reporté que en ovinos alimentados con raciones a base de
ensilaje de maiz, maiz molido, pasta de soya, harinolina y premezcla mineral no hubo diferencia
(P>0.05) en la ganancia diaria de peso (Pelibuey 232 g d-1, Blackbelly 188 g d-', Katahdin 247 g d-1,
Dorper 236 g d-'). McClure et al., (1994) demostraron que la GDP en corderos alimentados con
ryegrass gand en promedio 140 g d-' comparados con los alimentados con concentrado y que ganaron
en promedio 230 g d-'. Rodriguez et al., (2006 c) reportaron en su investigaciéon que los corderos
Suffolk tuvieron una GDP de 293420 g y en Chorollais 274+20 g.

Conversion Alimenticia (CA)

Las medias de cuadrados minimos para CA se muestran en el (Cuadro 35). Esta variable se vio
afectada (P<0.05) Unicamente por el efecto de sexo. La covariable peso inicial tuvo un efecto importante
(P<0.05) sobre la CA. Dénde los machos tuvieron una CA mas alta que las hembras (5.4+0.21 y
4.5+0.21, respectivamente), debido a que los machos son mas eficientes que las hembras. De la Cruz

et al., (2006) encontraron diferencias (P<0.05) entre razas para CA, en donde los corderos Suffolk
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tuvieron mayor CA (5.8+0.2) con respecto a Hampshire (3.9£0.01) y Dorset (4.6£0.01), los cuales
tuvieron una conversion similar (P>0.05). Sin embargo, Rodriguez et al., (2006 c) en su investigacion
reportaron una CA de 4.31+0.41 en corderos Charollais y 3.29+0.40 en corderos Suffolk.

Rendimiento de la Canal (REND)

El REND mostr6 tendencia (P<0.06) en la interaccion ocurrida entre dieta y sexo. Asi, en el
Cuadro 5 se muestra como los machos que consumieron manzarina mostraron un REND de
48.00+1.25%, mientras que los que consumieron la dieta sin manzarina mostraron un 50.23+1.14%. En
tanto, las hembras con manzarina tuvieron un REND de 51.52+1.23% y las hembras sin manzarina
mostraron un 48.96+1.15%. Silva (2006) en su investigacion con ovinos reportd porcentajes similares
de REND para Dorper (50.73+0.77%) y Katahdin (48.65+0.77%). Rodriguez et al., (2006c)
mencionaron que corderos Charollais obtuvieron un REND de 58.17+0.81%, mientras que en corderos
Suffolk hubo 56.48+0.78%. Esto es debido probablemente a que el rendimiento en las hembras esta
asociado a una mayor presencia de tejido adiposo a que los machos.

Area del Ojo de Ia Costilla (AOC)

Las medias de los cuadrados minimos para la variable AOC se presentan en el (Cuadro 36). Se
encontrd que existe un efecto similar (P>0.05) tanto para machos y hembras alimentados con y sin
manzarina, respectivamente. En esta investigacién se presentaron valores similares, sin embargo,
Rodriguez et al., (2006 c) quienes hicieron comparaciones entre razas de ovinos, los cuales reportaron
datos de AOC en Charollais de 29.25+1.20 cm2 y 29.51+£1.09 cm2 para Suffolk. Mientras que, De la
Cruz et al., (2006) no encontraron diferencia (P>0.05) entre razas, quedando para corderos Hampshire

28.120.6, Dorset 25.4+0.6 y para corderos Suffolk 27.6+1.1, respectivamente.
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CUADRO 36. MEDIAS DE LOS CUADRADOS MINIMOS + ERROR ESTANDAR DE LAS CARACTERISTICAS DE LA CANAL
DE OVINOS ALIMENTADOS CON Y SIN MANZARINA

Tratamientos

Dieta sin manzarina

Variable Dieta con Manzarina
Machos Hembras ?___.mn_m. de Machos Hembras ?___mn_m. de
Tratamiento Tratamiento

Numero de 6 6 12 6 6 12
animales (n)
ﬂ%o Sacrficlo 447,01 404201° 4257106 429:01°  416:01° 423106
Rendimiento (%) 49+125%  515+123° 4974078 502+113°% 48.9#1.15° 496108
AOG (cm?) 307420 30.3:20 30.5¢10 33:2.0 336120 33321
EGD (mm)* 33111 4711 4.0+07 17+10 44110 3.0:0.7

3B | jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.05) entre columnas
* Para EGD, se encontro tendencia con un valor P<0.06
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Espesor de Grasa Dorsal (EGD)

Las medias de los cuadrados minimos para la variable EGD se presentan en el (Cuadro 36). La
medicion de EGD fue alta (P<0.06), teniendo las hembras (4.5+0.81 mm) comparado con los machos
(2.5£0.81 mm). Las pautas en el desarrollo de tejidos se encuentran mayormente diferenciadas en el
deposito del tejido adiposo, siendo las hembras mas precoces que los machos (Ruiz et al., 2000), y por
ende las hembras alcanzan mas rapidamente la conformacién corporal que los machos. Estos
resultados son menores a los presentados por De la Cruz et al., (2006) quienes reportaron que no hubo
diferencia (P>0.05) en EGD para corderos machos Hampshire y Dorset (5.0+0.3 y 5.2+0.3 mm), pero si
encontraron diferencia (P<0.05) con respecto a corderos Suffolk (8.3£0.5 mm). Esta diferencia es

debida probablemente a que las razas de lana son mas pesadas que las de pelo.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En dietas similares a las que se evaluaron, la pasta de soya puede ser sustituida como
ingrediente por la manzarina en el porcentaje utilizado en este trabajo, ya que la adicion de esta a la
dieta no muestra diferencias en la cinética de degradabilidad de la materia seca ni en la produccion de
amoniaco in vitro.

La inclusién de manzarina en la dieta mantuvo un comportamiento distinto para peso final en su
interaccion dieta*sexo, ya que en la dieta con manzarina los machos fueron 2.7 kg mas pesados que los
machos de la dieta sin manzarina, mientras que las hembras sin manzarina fueron 2.6 kg mas pesadas
que las hembras con manzarina.

La GDP fue diferente debido a la interaccion dieta*sexo, ya que en la dieta con manzarina los
machos tuvieron 30 g mas de ganancia que los machos de la dieta sin manzarina, mientras que las
hembras sin manzarina ganaron 56 g mas que las hembras sin manzarina.

La conversion alimenticia se vio afectada por el efecto del sexo, en donde los machos fueron
mas eficientes que las hembras. En espesor de grasa dorsal las hembras fueron superiores a los
machos. El rendimiento de la canal se vio favorecido tanto en hembras como en machos que no se
alimentaron con manzarina.

Es factible la utilizacion de un 10.91% (BS) de manzarina en la dieta y es una buena alternativa
para la alimentacion de ovinos en engorda, bajo las condiciones dadas en este experimento.
Recomendamos el uso de manzarina en dietas en ovinos debido al bajo costo por kilogramo de

alimento.
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CAPITULO 9. DINAMICA DE LA FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO DE
SUBPRODUCTOS DE MANZARINA PARA LA OBTENCION DE MANZARINA

Héctor Esteban Rodriguez Ramirez
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RESUMEN

La manzarina (Mzn) se obtiene de la Fermentacion en Estado Solido (FES) de manzana (MD) y
del bagazo de manzana (BM), estos tienen diferente contenido de carbohidratos, lo cual genera
variacion en la Mzn. Para evaluar esa variacion y la dindmica de FES, se prepararon cuatro
tratamientos (t1:100.0% BM, n=6; t2:66.4% BM+33.4% MD, n=6; 13:33.4% BM+66.6% MD, n=6 y
t4:100.0% MD, n=5). Durante la FES, se midi6 temperatura (T), pérdida de humedad (-AH), pH,
levaduras (CL), amoniaco (NH3), acido lactico (AcL), materia seca (MS), cenizas (Cen), proteina cruda
(PC), proteina verdadera (PV), proporcion de PV/PC y polifenoles totales (PoT). En la manzarina
obtenida, se midio fibra cruda (FC), extracto etéreo (EE), energia metabolizable (EM), degradabilidad
(Deg), produccion de gas (PG) in vitro y los pardmetros de fermentacion in vitro. El analisis estadistico
de la dindmica de la FES, se realizé con un modelo mixto (MIXED del SAS 9.0) en el cual se usé como
efecto fijo el tratamiento, el dia de FES como covariable para andlisis de tendencias y como efecto
aleatorio, la repeticion anidada en tratamiento. Para comparar FC, EE, EM y Deg, se uso un modelo
completamente aleatorio (GLM del SAS 9.0). Los perfiles de PG se compararon con un modelo
multivariado (GLM del SAS 9.0, instruccion MANOVA). En todos los sustratos, el incremento (P<0.01;
efecto cuadratico) del pH coincidié con un aumento (P<0.05; efecto clbico) de NHz y con la disminucién
(P<0.01; efecto cubico) del AcL. El pH se incrementd (P<0.01) de 3.9+£0.2 (d2) a 5.6+0.2 (d5) en t1, en
t2 de 3.040.2 (d3) a 4.040.8 (d5), en t3 de 3.8+0.9 (d3) a 5.4+0.8 (d5) y en t4 de 4.7+0.6 (d3) a 8.1£0.8
(d5). Del dO al d5, el NHs (mg*g), se incrementd (P<0.05) de 0.09+0.03 a 0.62+0.03 en t1, de
0.0520.03 a 0.59+0.05 en 12, de 0.07+0.03 a 0.61+0.05 en t3 y de 0.05+£0.03 a 0.58+0.05 en t4. Del d0
al d3, el AcL (mg*g-") disminuyé (P<0.01) de 2.96+0.37 a 0.85+0.21 en t1, de 3.32+0.34 a 1.21£0.55 en
t2, de 2.20+£0.31 a 0.09+0.54 en t3 y de 2.2740.34 a 0.17+0.55 en t4. La CL (cel*g"! MS) mas alta

(P<0.04), se observé el d3 de la FES, las cantidades fueron, 4.4*108 en t1, 3.5*108 en t2, 4.7*108 en t3 y
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1.0*108 en t4. La PV (% de la MS) se increment6 (P<0.01) del dO al d2 para después permanecer
estable, tuvo un comportamiento cuartico con diferencias (P<0.01) entre tratamientos, al d2 t1 alcanza
hasta un 16.6+1.5, t2 un 16.9+2.6, t3 un 17.0£2.6 y t4 un 13.2£2.7. La proporcion de PV/PC de t4 fue
la menor (P<0.01). La concentracién de PoT (mg*g' de MS) fue menor (P<0.01) en t4, su
concentracion en la manzarina (d6) fue de 8.0+1.4 en t1, 8.4+2.1 ent2, 9.4+2.1 en 13y 1.7+2.1 en t4.
La manzarina obtenida a partir de BM como principal componente del sustrato produce una mayor

(P<0.05) cantidad de gas in vitro. Se concluye el BM es mejor como sustrato para obtener Mzn.
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MATERIALES Y METODOS
Tratamientos

Se prepararon cuatro tratamientos (t) para evaluar la fermentacion en estado sélido de bagazo
de manzana (BM), manzana de desecho molida (MD) y sus combinaciones en 23 recipientes de plastico
de ~1.2 L de capacidad. En cada uno se depositaron ~500 g de BM, MD o sus combinaciones, cada
uno se considerd una repeticion.

El tratamiento uno (t1) consistio en la FES de 6 repeticiones de BM; en el t2 se fermentaron 6
repeticiones de una combinacién de BM mas MD en una proporcion de 2:1 en base himeda; en el t3 se
fermentaron 6 repeticiones de la combinacion de BM mas MD en una proporcidn de 1:2 y en el 4 se
fermentaron 5 repeticiones de MD; el disefio de tratamientos se muestra en el (Cuadro 37), como
referencia se incluyen en el (Cuadro 38) valores de la composicion del BM y de la MD; el BM fue
obtenido 6 d antes de iniciar el procedimiento, se conservé en un congelador a -4 °C hasta un dia antes
de usarse, la MD fue obtenida con dos dias de anticipacion y se moli6 un dia antes.

Condiciones de Fermentacion

La fermentacion se llevé a cabo en una incubadora a una temperatura de 32°C, a los sustratos
(BM, MD o sus combinaciones) se les agregé urea, minerales y sulfato de amonio en una proporcion de
1.5,0.5 y 0.4% con base en el peso hiumedo del sustrato, esto se realizd tomando como base datos de
trabajos previos similares (Becerra, 2006; Diaz, 2006). El sustrato con nutrientes, se mezclé cada 4 h
desde el inicio (d0) hasta el sexto dia (d5) de fermentacion, se dio término al proceso de FES
aumentando la temperatura de la incubadora a 60 °C para deshidratar el producto y conservarlo; el
material s6lido fermentado obtenido el d6 (después de deshidratarlo a 60 °C), se considerd el producto

terminado (Manzarina).
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CUADRO 37. DISENO DE TRATAMIENTOS

Sustratos
Tratamiento Repeticiones
BM (%) MD (%)
t1 100.0 0.0 6
t2* 66.6 33.4 6
t3* 33.4 66.6 6
t4 0.0 100.0 5

*Combinacién de BM y MD
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CUADRO 38. ALGUNOS NUTRIENTES DEL BAGAZO DE MANZANA (BM) Y DE LA MANZANA (M)" Y
SU pH

Variable

MS! pH pC? FC3 EE4 Cen? ES CHO® Az’

BMa 9.7 4.0 6.2 28.7 22 (2.65)

BM?b 42 6.0 15.3 4.1 1.9 2.95 50.0
Me 14.9 20 2.0 20 4.03 93.9
Md 14.4 1.8 (16.6) 1.2 1.3 3.60 95.6 71.9

" Fuentes: @ Anrique y Viveros (2002),  Joshi y Sandhu (1996), ¢ FAO/LATINFOODS (2002) y ¢ USDA (2007); algunos datos
fueron adaptados

" Producto

' Porcentaje

2 Porcentaje de la MS

3 Fibra cruda, el valor entre paréntesis es fibra total

4 Extracto etéreo o grasa cruda, porcentaje en BS

5 Concentracion total de energia en Mcal kg1, el valor entre paréntesis es Energia Metabolizable

6 Total de carbohidratos en porcentaje de la MS

7 Azlcares totales, porcentaje en BS
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Del dO al d5, diariamente se tomo una muestra del contenido de cada recipiente y se depositd
en bolsas de plastico, dichas muestras fueron congeladas a -4 °C para detener el proceso fermentativo
y conservarlas.

Variables Medidas

Los andlisis realizados se clasificaron en mediciones directas, mediciones en muestras liquidas
y mediciones en muestras deshidratadas. Las mediciones directas fueron: temperatura (T) y pérdida de
humedad (-AH); las mediciones en muestras liquidas fueron: pH, conteo de células de levaduras (CL),
nitrégeno amoniacal (NHs) y &cido lactico (AcL); las mediciones en muestras deshidratadas fueron:
materia seca (MS), proteina cruda (PC), proteina verdadera (PV), proporcién de PV (PV/PC),
polifenoles totales (PoT), fibra cruda (FC), extracto etéreo (EE), concentracién de energia metabolizable
(EM), degradabilidad in vitro (Deg), produccion de gas in vitro (PG) y los parametros de fermentacion in
vitro (A, B, C); esto Ultimo se realizé para evaluar el valor nutricional del producto terminado como
alimento para rumiantes con la técnica de PG de Menke y Steingass (1988).

Mediciones Directas

Temperatura (T). Esta variable se midié Diariamente, en cada repeticion del d0 al d3 del
proceso de fermentacion, con un termémetro de mercurio.

Pérdida de humedad en porcentaje (-AH). Se calculé del dO al d6 de la FES. Para esto,
diariamente se registrd el peso de cada recipiente con sustrato, antes y después de la toma de
muestras. Con estos datos y el peso de los recipientes sin sustrato, se calculé el peso del sustrato y su
pérdida de peso diaria; aunque esta pérdida de peso no se debe solo a la vaporizacion de agua del
sustrato, sino que incluye la volatilizacion de productos solubles y gases producidos por la FES, en
general, todo esto se considero como pérdida de humedad; la -AH en los d1, d2, d3, d4 y d5 se calculd

dividiendo el peso del sustrato en gramos en cada dia de muestreo entre el peso inicial del sustrato.

Pégina 176



Mediciones en Muestras Liquidas

Del d0 al d5 se tom¢ diariamente una muestra de cada repeticion, se congelé a -5 °C para
detener el proceso de fermentacion y posteriormente, se descongelaron a temperatura de refrigeracion
(4 °C) para determinar pH, CL, NH3y AcL como se describe a continuacién.

pH. Se midi6 en las muestras del d0 al d5. En vasos de plastico con tapa, se depositaron 10 g
de muestra descongelada mas 90 ml de agua destilada (H20d), se obtuvo una solucién con una relacion
plv de 1:9; esta se agitd mecanicamente por 30 minutos; posteriormente se filtr6 con una gasa y el
liquido obtenido se considerd como la muestra liquida; en esta se determin6 el pH midiéndolo con un
potencidmetro portatil de una precision de +0.1 unidades, se tomo como base la metodologia descrita
por Rodriguez et al., (2001a).

Conteo de levaduras (CL). Para este analisis se tomé como base, la metodologia descrita por
Diaz (2006). La cantidad de levaduras se determiné en las muestras del d0, d1, d2, d4 y d5 Gnicamente.
Para esto, se preparé una solucién con 2 g de muestra mas 18 ml de solucidon de NaCl al 0.9%
(solucién salina inyectable), se agitdé por 30 minutos y después se filtrd con una gasa estéril, el filtrado
se consideré como la muestra liquida para CL; en cada muestra, se agregaron de dos a tres gotas de
solucion de formalina al 10% para preservarla en refrigeracion para su posterior conteo.

El CL se realizé por microscopia; con una pipeta de volumen variable con un rango de 100 a
1000 pl y puntas desechables se tom6 1 ml de muestra liquida y se prepard una dilucion serial
utilizando solucién salina como diluyente; con una pipeta de volumen variable con un rango de 0.5 a 10
pl'y puntas desechables se tomaron 10 pl de la dilucién -3 o -4 de cada muestra, y se colocaron en un

hematocimetro (camara de Neubauer) para el conteo.
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La camara de Neubauer se lavd con alcohol etilico desnaturalizado después de cada CL. La
cantidad de células identificadas como levaduras, de manera individual o en gemacion se contaron en
las cuatro esquinas del hematocimetro (4 cuadrantes de 1 mm2 cada uno). Se calculé el promedio de
células de levaduras (cel) por cuadrante y se calculd la cantidad de células por mililitro (cel*ml-"). los
datos se reportaron en cantidad levaruas por gramo de muestra (cel*g') de muestra, para su andlisis
estadistico, los datos se convirtieron a logaritmo base 10 (Log10 cel*g-! MS).

Nitrdgeno amoniacal (NH3). Para este analisis se utilizo parte de la muestra liquida en la que
se determino el pH, el analisis se realiz6 diariamente del d0 al d5 de FES, para esto se tomaron 20 ml
de muestra liquida, se les agregaron dos gotas de cloruro de mercurio y se congelaron para su
conservacion (-5°C) hasta el momento del analisis.

Las muestras liquidas de 20 ml, se descongelaron a temperatura de refrigeracion, de cada una
se tomaron 10 ml, se les agregd 10 ml de tetraborato de sodio al 5% (Borax al 5%) y la solucién
resultante se destilé (Rapidstill Il de Labconco®) hasta colectar 40 ml en un vaso de precipitado, el cual
contenia 10 ml de acido bérico al 2% mas tres gotas de solucion indicadora para titular; el contenido de
cada vaso de precipitado se tituld con HoSO4 (~0.05 N).

La cantidad en ml de H2S040.05 N utilizada para titular, es equivalente a la cantidad en mg de
NH3 por cada 100 ml de muestra liquida (Preston, 1986); los resultados se ajustaron a 0.05 N
(normalidad del H2SQa); los resultados se utilizaron para calcular la cantidad de miligramos de nitrégeno
amoniacal (mg) de NH3 por gramo de muestra en base hiimeda (BH; mg NHs*g") cada muestra liquida
se analizo por duplicado.

Acido lactico (AcL). De las muestras liquidas obtenidas del d0 al d5 para determinar pH, se
tomaron 30 ml de la solucién, se colocaron en recipientes de plastico, se agregaron tres gotas de acido

ortofosforico y se congelaron (-5°C) para su conservacién hasta el momento de la determinacién de
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AcL. Al momento de la determinacion, las muestras se descongelaron a temperatura de refrigeracion,
se centrifugaron a 1,500 g por 15 minutos y permanecieron en refrigeracion (no mas de 48 h) mientras
se procedio con el analisis.

La concentracion de AcL de las muestras liquidas se determind por colorimetria segun el
procedimiento de Taylor (1996), en un espectrofotémetro Coleman Junior® Il modelo 6|20. Las
muestras se diluyeron con agua destilada, a una concentracion de entre 3 y 7.5% de muestra liquida en
agua. Como estandar se utilizaron soluciones con una concentracion de 5, 10, 15, 20 y 25 ug de
AcL*ml' y agua destilada como blanco (0 ug de AcL*ml"). El analisis se realizé por triplicado, para
esto se agregaron 3 ml de H2SO4 concentrado y 0.5 ml de la muestra diluida, del estandar o del blanco,
las soluciones obtenidas se mezclaron en vortice (Vortex Genie ) y se incubaron por 10 minutos en
bafio de agua caliente (temperatura de 95~100°C).

Posteriormente, se agregaron 100 pl de solucion de CuSOs al 4% y 200 pl de solucion de 1.5%
de p-fenilfenol en etanol al 95% en cada celda; las soluciones obtenidas se mezclaron en vortice
nuevamente y se dejaron reposar por al menos 30 minutos a temperatura ambiente (no menos de
20°C). La absorbancia del contenido de cada celda se midié a una longitud de onda de 570 nm. Este
procedimiento se describe brevemente por Madrid et al., (1999), ellos utilizaron 6 ml de solucién de
H2SO4 concentrado y 1 ml de muestra liquida para el andlisis, en este trabajo se modificd a 3 ml de
H2S04 y 0.5 ml de muestra debido al tamafio de las celdas del espectrofotémetro. La concentracion de
AcL se calculé en miligramos por gramo de muestra (mg*g-') en base himeda (BH).

Mediciones en las Muestras Deshidratadas

Las muestras de sustrato tomadas del d0 al d5 conservadas en congelacién, fueron

descongeladas a temperatura de refrigeracion, después de haber utilizado una parte de estas para

obtener las muestras liquidas, se tomo el resto de cada muestra, se registré su peso y se deshidrataron
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a 60°C por 48 h, de este modo se calculé su contenido de humedad y posteriormente, con estos datos
se calculd la proporcion de MS de las muestras durante el proceso de FES.

La excepcion a lo anterior fue que, en el d5 se dio término al proceso de fermentacion
aumentando la temperatura de la incubadora a 60°C para deshidratar el contenido restante de sustrato
de cada recipiente (repeticion) y detener completamente la FES, después de 48 h a esta temperatura, el
residuo deshidratado se conservé en bolsas de plastico y se consideré el producto terminado (muestras
del d6 de FES), su porcentaje de humedad se calculé restando el peso del sustrato fermentado y
deshidratado en el d6 del peso del sustrato después de la toma de muestra del d5. Las muestras
deshidratadas del d0, d1, d2, d3, d4, d5 y d6 se molieron (malla de 1 mm, molino Wiley) y se utilizaron
para las determinaciones que se mencionan a continuacion.

Materia seca (MS) y cenizas (Cen). Se determind la MS residual y el contenido de Cen (en
porcentaje de la MS) en las muestras deshidratadas de los d0, d1, d2, d4 y d6, utilizando los
procedimientos de la AOAC, (2000) el porcentaje de muestra libre de humedad se multiplicé por el
porcentaje de MS de la muestra deshidratada para calcular el porcentaje de MS total.

Proteina cruda (PC). Se determin6 Gnicamente en las muestras de los d0, d1, d2, d4 y d6 del
proceso de fermentacion, el analisis se hizo con el procedimiento Kjeldahl (AOAC, 2000) el resultado se
expreso en porcentaje de PC en BS.

Proteina verdadera (PV). Se determind Gnicamente en las muestras de los d0, d1, d2, d4 y d6
de fermentacion; para esto entre 0.1 y 0.2 g de cada muestra (envueltos en papel filtro), se lavé en 25
ml de agua destilada calentando hasta ebullicién, en ese momento se agregaron 12.5 ml de solucion de
CuSOs al 6% mas 12.5 ml de solucién de NaOH al 1.25% y 0.5 ml de HCI concentrado; la solucién con
la muestra se calenté nuevamente hasta ebullicién, se agité de dos a tres veces durante el proceso y

posteriormente se lavo con agua destilada de dos a tres veces hasta eliminar los residuos de las
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soluciones. Este procedimiento elimina el NNP de las muestras (Berstein, 1970, citado por Meir, 1986).
Después de lo antioer, las muestras (envueltas en papel filtro) se secaron a temperatura ambiente por
24 h para posteriormente determinarles el contenido de nitrogeno por el procedimiento Kjeldahl.

Proporcion de PV (PV/PC). Con los resultados de PV y PC de cada muestra, se calculd la
fraccion en porcentaje de PV en funcion a la cantidad de PC de la muestra, este valor es representativo
de la eficacia de las poblaciones de microorganismos para transformar el NNP disponible en PV
(Rodriguez et al., 2001b), dando a la vez un parametro mas para evaluar la calidad nutritiva de la
manzarina.

Polifenoles totales (PoT). Para obtener un extracto con los PoT de las muestras
deshidratadas de los d0, d1, d2, d4 y d6, se tomaron entre 0.10 y 0.20 g de cada muestra, se registro su
peso, se depositaron en tubos de ensayo de 50 ml y se les agreg6 10 ml de acetona al 70%; la solucién
se agitd (~120 rpm) por 2 h a una temperatura de 38°C; después se filtrd con dos capas de gasa para
separar los solidos; la parte liquida obtenida es el extracto con PoT. Este Ultimo se filtré con
membranas Pall® con poros de 0.45 um, con apoyo de una bomba de vacio.

La concentracién de PoT en el extracto filtado, se midié por colorimetria (Idania Scull
Rodriguez, comunicacion personal). En celdas para espectrofotometro se depositaron de 0.1 a 0.2 ml
del extracto y se agregd agua destilada hasta completar 1 ml, posteriormente se agregaron 2 ml de
solucién de Na2COj3 al 20% y 0.5 ml de solucidn Folin-Ciocalteau al 50%. Se prepar un blanco con 1
ml de agua; las muestras y el blanco con las soluciones, se mezclaron en vortice (Vortex Genie Il) y se
dejaron reposar por 40 minutos. Pasado este tiempo la absorbancia de las soluciones se midio en un
espectrofotometro Coleman Junior® |1 6|20, a una longitud de onda de 520 nm, ajustando previamente

a 0 con el blanco.
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Como estandar, se utilizé una solucién de &cido tanico (0.5 mg*ml-'), se prepararon alicuotas
con 0 (blanco), 20, 30, 40, 50 y 60 pl de la solucion estandar, mas agua destilada hasta completar 1 ml.
El andlisis se hizo por triplicado. Los resultados de la concentracion de PoT de las muestras se
expresaron en miligramos por gramo de MS (mg*g-' MS).

Fibra cruda (FC) y extracto etéreo (EE). Estos andlisis solo se realizaron en las muestras del
d6. La FC se determind con un equipo Fibertec System M 1020 de Tecator® y el EE en un equipo
Soxhlet, con base en lo descrito por la AOAC, (2000) los resultados se expresaron en porcentaje de la
MS.

Produccion de Gas (PG) in vitro

Esta variable solo se determiné en las muestras del d6 de FES. Para esto, se utilizd la técnica
de PG in vitro de Menke y Steingass (1988). El liquido ruminal para la incubacién se obtuvo no mas de
una hora antes de inicar con el procedimiento de tres borregos canulados ruminalmente cuya dieta era
de 60% de alfalfa mas 40% de concentrado. El liquido se extrajo antes de que los animales fueran
alimentados durante la mafiana.

La incubacion se llevé a cabo en frascos de vidrio de 50 ml; dentro de estos se colocaron 0.2 ¢
de muestra, 10 ml de liquido ruminal y 20 ml de saliva artificial a una temperatura controlada de 39°C
con agitacion constante (68 rpm), durante 48 h. La presion interna de los frascos (ejercida por la PG
debido a la fermentacién) se midié con un transductor de presion a las 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36 y 48 h
de incubacién y los valores de presion observados se convirtieron a volumen de produccion de gas (PG
en ml) segun Theodorou et al., (1994) citados por Rivera (2005). Los resultados se expresaron en
mililitros de PG por cada 0.2 gramos de muestra en base seca (ml de PG*0.2 g' MS). A las 48 h, los
frascos se congelaron (-4°C) para detener la fermentacion y posteriormente determinar la

degradabilidad in vitro.
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Energia Metabolizable (EM)

Este valor se calculd con la ecuacion de Menke y Steingass (1988), la cual se utiliza para
evaluar el aporte energético de forrajes (Getachew et al, 2002), los resultados se obtienen en
megajoules por kilogramo de MS (MJ*kg' MS), en este caso, los resultados se convirtieron a

megacalorias (Mcal*kg-! MS). La ecuacién se describe a continuacion:

EM =2.20 + 0.136 (G24h) + 0.057 (PC) + 0.0029 (EE)?

Donde:

EM.- es la energia metabolizable en MJ*kg-' MS

G24h.- esla PG a las 24 h de iniciado el procedimiento (ml*0.2 g-* MS)
PC.- es el porcentaje de proteina cruda de la muestra en BS

EE.- es el porcentaje de grasa cruda de la muestra en BS
Degradabilidad Ruminal in vitro (Deg)

El contenido de los frascos después de la PG, se descongelé y por filtracion (papel filtro
Whatman cualitativo), se separo la fraccién no degradada (FND) en el proceso; posteriormente se
calculd su peso en gramos; para esto, cada papel fue identificado, se obtuvo su peso constante a 60°C
por 24 h y después de filtrar, ya con la FND de cada muestra, se sec6 nuevamente a 60°C por 24 h; por
diferencia, con el peso constante del papel antes y después de filtrar el contenido de los frascos, se
calcul6 la cantidad de la FND en gramos.

Con el promedio de la FND de los blancos, se obtuvo la cantidad de la FND aportada por el
liquido ruminal, esta se resté de la cantidad de FND de las muestras para corregir la cantidad aportada
por el liquido. Con el resultado de la FND corregida por el blanco y la cantidad de muestra al inicio de la

PG, se calculé el porcentaje de MS degradable in vitro.
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Parametros de Fermentacion Ruminal in vitro (Parametros A, B, C)

Con las cantidades de PG acumulada in vitro y el modelo matematico de Groot et al., (1996), se
obtuvieron los parametros de fermentacion in vitro A, B y C; los célculos se hicieron con el
procedimiento NLIN del SAS 9.0 (SAS, 2002). Se utilizé la curva monofasica del modelo debido al
numero de observaciones con las que se obtuvo el perfil de PG. El modelo es el siguiente:

G=A/(1+(B/t)C)

Donde:

G.- es la PG en un tiempo dado

A.-  eslaasintota de PG (ml)

B.- es el tiempo (h) en el se produce la mitad de la asintota de PG

C.- es una constante que determina la forma de la curva formada por el perfil de PG
t.- Es el tiempo en h

Anélisis Estadistico

Se utilizaron tres modelos estadisticos. Con el primer modelo, se analizaron las variables de
respuesta T, -AH, pH, CL, NH3, AcL, MS, Cen, PC, PV, PV/PC y PoT, esto permitio evaluar la dinamica
de FES de los diferentes sustratos (tratamientos), indicando cual fue el comportamiento de esos
compuestos y/o componentes durante el proceso.

Con el segundo modelo, se analizaron las variables de respuesta FC, EE, EM y Deg, para
evaluar las caracteristicas de la manzarina como producto terminado. Con el tercer modelo, se
compararon los perfiles de PG observados en un periodo de 48 h, en la fermentacion ruminal in vitro de
los diferentes tipos de manzarina, solo se evaluaron muestras del d6 de cada tratamiento debido a la

cantidad de muestra disponible para la evaluacion.
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Primer modelo. Este analisis, se realizd con un modelo mixto, en el cual se utilizé como efecto
fijo el tipo de sustrato (tratamiento) para llevar a cabo la FES, el dia de FES se usd como un efecto de
covariable para realizar un analisis de tendencia (cuadratica, cubica o cuartica) de las variables, asi
también se incluyeron como efectos, las interacciones del dia de fermentacion (efecto cuadratico,
cubico y cuartico) con el efecto de tratamiento. El efecto aleatorio, fue la repeticion anidada en
tratamiento. Cuando los efectos del andlisis de tendencia ctbica o cuartica no fueron significativos, se
eliminaron del modelo. Los resultados se obtuvieron con el procedimiento MIXED del SAS 9.0 (SAS,
2002).

Segundo modelo. El segundo andlisis, se realizd con un modelo completamente aleatorizado,
en el cual se utilizé como Unico efecto el tipo de manzarina (tratamiento) obtenida después del proceso
de fermentacion; los resultados del anélisis de varianza, medias, error estandar y comparaciones entre
medias, se obtuvieron con el procedimiento GLM del SAS 9.0 (SAS, 2002).

Tercer modelo. Los perfiles de PG de las muestras de manzarina, se compararon con un
método multivariado para el analisis de medidas repetidas en el tiempo. El andlisis se realizo con el
procedimiento GLM del SAS 9.0, usando la instruccion MANOVA (Khattree y Naik, 1999); el unico
efecto evaluado fue el tratamiento (tipo de manzarina), se realizaron contrastes para evaluar si los
perfiles por tratamiento fueron paralelos. La medida repetida en el tiempo fue la PG acumulada a las 2,

4,6,8,12,16,24,36 y 48 h.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Temperatura (T). Los organismos que consumen oxigeno, producen calor debido a su
actividad metabdlica, por esta razon esta variable es un indicador de actividad metabdlica y es
importante en la FES ya que indica si existe o no ese tipo de actividad bioldgica. Esta variable tuvo un
comportamiento cubico (P<0.01), el efecto de la interaccion del tratamiento por el efecto cibico del
transcurso de la FES (dia) fue significativo (P<0.01).

La temperatura se increment6 (P<0.01) del dO al d1 en todos los tratamientos, posteriormente
disminuy6 (P<0.01) para mantenerse cerca de la temperatura de la incubadora a partir del segundo dia
de FES. Los valores estimados de las medias en el d1 de FES fueron 35.2+0.3°C en t1, 39.2+0.5 °C
en 12, 38.2+0.5 °C en 13 y 39.9+0.5°C en t4. Las T mas altas se observaron en el d1 de FES. El calor
acumulado en sustratos fermentados es resultado de la actividad metabolica de los microorganismos; la
T, también puede ser afectada por la conductividad del material biolégico fermentado (Ibarra et al.,
2002).

En el proceso de obtencion de la Saccharina (similar al de manzarina), la T interna tiende a
mantenerse constante a pesar de los cambios de T ambiental; ain asi, esta puede influenciar
ligeramente la T del sustrato (Ruiz et al., 2002). Segun los datos estimados, en todos los tratamientos,
la T en el d1 fue mayor que la T de la incubadora (32 °C), indicando actividad bioldgica como lo
mencionan lbarra et al., (2002). A partir del d2, todos los tratamientos mostraron una T ligeramente
menor a la T de la incubadora, indicando disminucién en la actividad microbiolégica.

Pérdida de humedad en porcentaje (-AH). Esta variable, medida a través de la pérdida de
peso, refleja la pérdida en el ambiente de los liquidos del sustrato durante la FES, sirve para conocer en
que momento, un sustrato presenta una concentracion alta de MS o si retiene humedad, lo influye sobre

la posibilidad de obtener un producto seco y fermentado en mayor o menor tiempo.
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Esta variable tuvo un comportamiento cibico (P<0.01) a través de la FES. Asi también se
encontrd un efecto (P<0.02) de la interaccion de tratamiento por dia indicando que los tratamientos
tienen un cambio de peso distinto entre tratamientos conforme la FES progresa. Segun los valores
estimados, al d5 de FES, los sustratos pueden llegar a tener un peso ~25.5% del peso que tenian
inicialmente (t1, 25.5+1.8%; t2, 25.5+2.4%; 13, 25.3+2.4%; t4, 25.7+2.6%), lo que significa que para ese
momento se puede llegar a perder casi un 75% del peso en los sustratos en forma de humedad y
gases.

Algunos de los sélidos de los sustratos, se solubilizan y se agregan al contenido de agua de
estos debido a la FES (Reid, 1983). En procesos de FES de ofro tipo de sustratos, se ha encontrado
pérdida de peso durante el proceso de FES (Rolz et al., 1986), esta pérdida de peso debe ser resultado
de la evaporizacién del agua liberada y de los gases formados a partir de sélidos durante la respiracion;
ademas puede haber pérdida de metabolitos intermediarios que son volatiles a la temperatura a la que
se someten las muestras (Rodriguez et al., 2001b).

La -AH, permite conocer cual sustrato pierde mas peso en forma de humedad debido a la
temperatura de FES, si este valor es alto y la MS del sustrato es baja al final del proceso, se sabra de
manera indirecta cual sustrato pierde mas componentes de la MS por su conversion a metabolitos
intermediarios y productos de fermentacion solubles, liquidos y volatilizables. Junto con la -AH debe
considerarse la MS del sustrato, estas dos variables se discuten en conjunto al final de la seccién de
resultados y discusion.

pH. Este indicador representa una condicién quimica, cuando se encuentra a un nivel bajo,
inhibe la proliferacion de ciertas bacterias, su nivel alto o bajo es dependiente de la presencia de acidos
y otros compuestos como el NHs. Esta variable mostré un claro incremento con efecto cuadratico

(P<0.01) durante el proceso de FES; asi también, esta variable mostré una interaccion (P<0.01) de
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tratamiento por el efecto cuadratico del dia, indicando que ese incremento fue distinto entre
tratamientos.

Segun los valores estimados, del d2 al d5 de FES, el pH del sustrato de t1 puede incrementarse
de un valor de 3.9+0.2 (d2) hasta un 5.6+0.2 (d5). El pH del sustrato de 2 puede incrementarse desde
3.0£0.9 (d3) hasta 4.0£0.8 (d5). En el sustrato de t3 puede incrementarse desde 3.8+0.9 (d2) hasta
5.440.8 (d5) y en t4 puede ir desde 4.7+0.6 (d0) a 8.1+0.8 (d5). En la FES de algunos sustratos, la
disminucién del pH esta relacionada con el incremento de la concentracion de acidos organicos; la
produccion de 4cidos organicos es resultado del consumo de carbohidratos de facil fermentacion
(Calderon et al., 2005). Elincremento del pH esta relacionado directamente con la produccion de NHz y
con una menor produccion de acidos organicos (Elias et al., 2001; Rodriguez et al., 2001b).

El incremento de pH también estd relacionado con el incremento del contenido total de
aminodcidos y productos alcalinizantes (Pefialoza et al., 1985). Rodriguez et al., (2001b), en el proceso
de FES de mezclas de bagazo de cafia y boniato, observaron que el pH se incrementé después de 72 h
de fermentacion.

Conteo de levaduras (CL). Se ha demostrado que el BM expuesto a FES especificamente con
levaduras, mejora su calidad nutritiva (Hang et al., 1981; Joshi y Sandhu, 1996), por esta razén es
importante la evaluacion de esta variable en las condiciones de la FES de los sustratos en este trabajo.

Sobre esta variable, se observé un efecto (P<0.04) de la interaccion de tratamiento con el
comportamiento cuartico de la variable, esto indica que hubo diferencia en la cantidad de levaduras con
un comportamiento fluctuante en los distintos sustratos en funcion al tiempo de FES. La concentracion
mas alta de levaduras se observo en los d3 y d4 de FES, segun los estimados, la cantidad de levaduras
en los diferentes tratamientos en el d3 fueron, en t1, 4.4*108 cel*g-* MS, en t2, 3.5*108 cel*g' MS, en

t3, 4.7*108 cel*g! MS y en t4, 1.0*108 cel*g' MS. En el d4, los valores estimados fueron, t1, 4.5*108
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cel*gt MS, 12, 3.6*108 cel*g"! MS, 13, 4.8*108 cel*g™* MS y 4, 1.0*108 cel*g"* MS. En el d5 (como
producto terminado), los valores estimados fueron, t1, 3.7*108 cel*g-" MS, t2, 3.0108 cel*g" MS, 13,
4.0*108 cel*g"' MS y t4, 8.5*107 cel*g"" MS.

El crecimiento de algunos microorganismos que se encuentran presentes de manera natural en
diferentes tipos de sustratos, se ve potencializado por la presencia de carbohidratos fermentables,
iniciando el proceso de FES, cuando hay condiciones de presencia de oxigeno y otros nutrientes como
el NNP, las levaduras son las mas favorecidas; en este caso el NNP se agreg6 con la adicion de urea y
sulfato de amonio (Elias et al., 1990; Rodriguez et al., 2001b; Becerra, 2006; Diaz, 2006).

El incremento en la calidad nutritiva de algunos sustratos fermentados, se puede atribuir en
gran parte al incremento de la poblacién de levaduras ya que es conocido desde hace décadas que su
concentracion de proteina es alta y como concentrado proteico, las levaduras pueden ser comparables
a la pasta de soya, alin y cuando tienen un bajo contenido de metionina (Klose y Fevold, 1945). En
este trabajo, la poblacion de levaduras se incrementd en mayor proporcion en los sustratos en los que
se incluyé BM, basado en esto, el producto fermentado del BM y del BM en combinacién con la MD
como sustrato, pueden tener un valor nutritivo potencialmente mayor de acuerdo a su contenido de
levaduras.

Nitrégeno amoniacal (NH3). La urea afiadida a los sustratos en procesos de FES, es
transformada a NH3 por efecto de especies microbianas ureoliticas (Valifio et al., 2002; Calderén et al.,
2005), si el sustrato proporciona una disponibilidad energética baja, los microorganismos no pueden
incorporarlo en la formacioén de aminoacidos para su crecimiento o lo hacen en baja proporcion, ademas
cuando se tiene un pH bajo, esto impide la pérdida del NH3 (Rodriguez et al., 2001b). EI NH3 también

puede producirse por actividad desaminativa (Calderon et al., 2005).
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Sobre esta variable, se observd un incremento con un comportamiento cibico (P<0.05) sin
diferencias (P>0.05) entre tratamientos. En este trabajo, del d0 al d5 de la FES las concentraciones de
NH3 estimadas se incrementaron (P<0.05) de 0.09+0.03 a 0.62+0.03 mg*g' en t1, de 0.054£0.03 a
0.59+0.05 mg*g' en t2, de 0.07+0.03 mg*g" a 0.61+0.05 mg*g” en t3 y de 0.05+0.03 a 0.58+0.05
mg*g! en t4, indicando actividad de los microorganismos ureoliticos. El NH3 como compuesto puede
ser utilizado por ciertos microorganismos que no hidrolizan la urea agregada, como resultado de esto el
contenido de microorganismos en sustratos fermentados se puede incrementar (Valifio et al., 2002).
Calderén et al., (2005) sugieren que tanto lactobacilos como levaduras son capaces de captar NH3 para
sintetizar proteina unicelular. Rodriguez et al., (2001a) mencionan que no todo el NH3 producido es
utilizado, ya que la produccion de NH3 es més rapida que su utilizacion para la sintesis de aminoacidos.

Acido Lactico (AcL). Este acido es producido por el catabolismo de los carbohidratos
(Rodriguez et al., 2001b) y es el mejor indicador de la correcta fermentacion de los forrajes en
condiciones anaerobias (Madrid ef al., 1999), en condiciones anaerobias, es un producto comdn en la
fermentacion, por lo que se utiliza para evaluacion de ensilajes. En el ensilaje de BM y durante el tiempo
en que este permanece almacenado, se produce facilmente (Anrique y Viveros, 2002). Lo anterior lo
hace un indicador importante en los procesos fermentativos.

Sobre esta variable se observé diferencia (P<0.01) entre tratamientos, con una disminucion
(P<0.01; efecto cubico) durante el proceso de FES, la concentracién de AcL disminuyo6 en todos los
tratamientos del d0 al d2 de la FES. En los tratamientos con mayor cantidad de BM (i1 y t2), la
presencia de AcL en mayor cantidad en el d0, confirman que en este subproducto (BM), hay formacion
de AcL desde el momento en que es producido (Anrique y Viveros, 2002), haciéndolo naturalmente

acido, pero empieza a decrecer al ser expuesto al proceso de FES para obtener manzarina.
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Los valores estimados de AcL en los d0, d2 y d3 de la FES en los diferentes tratamientos fueron
2.96+0.37 mg*g, 0.78+£0.22 mg*g" y 0.85£0.21 mg*g-' en t1, 3.32£0.34 mg*g-', 1.14£0.57 mg*g"' y
1.21£0.55 mg*g! en 12, 2.20£0.31 mg*g!, 0.02+0.56 mg*s-' y 0.09+0.54 mg*g! en t3 y por Ultimo,
2.27+0.34 mg*g-, 0.09+0.58 mg*g-' y 0.1740.55 mg*g-' en t4. Segun la tendencia cubica (P<0.01) de
esta variable, después del d3 puede haber incrementos en la concentracion de AcL durante la FES.

El incremento del pH, coincide con la disminucién en la concentracion de AcL. La disminucién
de la concentracién de AcL, pudo haber estado asociada a una fermentacién secundaria del AcL,
formando otros acidos organicos mas débiles (Anrique y Viveros, 2002).

Materia seca (MS) y cenizas (Cen). El objetivo de medir la MS durante este trabajo fue
determinar cual de los sustratos fermentados requiere un menor tiempo de FES para la obtencién de
manzarina, para la posibilidad de almacenar este producto. La concentracion de cenizas indica la mayor
o menor cantidad de materia inorganica en un alimento. La MS tuvo se increment6 (P<0.01) de forma
cubica en todos los tratamientos, hubo una interaccion (P<0.06) de este comportamiento con el efecto
de tratamiento, indicando que hay diferencia (P<0.06) en como la concentracién de MS se incrementa
en los diferentes tipos de sustrato.

Era de esperarse por la temperatura (32°C) y el movimiento del sustrato (cada 4 h) que la MS
se incrementara paulatinamente debido a la pérdida de humedad. El sustrato que tuvo mayor (P<0.06)
concentracion de MS durante la FES fue el de t1, segun los datos estimados el sustrato de t1 tuvo un
16.9£2.7% de MS en el d0 y 69.8+3.3% de MS en el d6. El sustrato de t2 tuvo un 13.0+2.7% de MS en
el d0 y 65.9+5.0% de MS en el d6. El sustrato de t3 tuvo un 10.4+2.7% de MS en el d0 y 63.415.0% de

MS en el d6 y el sustrato de t3 tuvo un 14.3+3.0% de MS en el d0 y 67.2+5.1% de MS en el d6.
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La Saccharina, se obtiene a partir de la cafia de azlcar limpia y sin cogollo (Elias et al., 1990),
los principios y fundamentos en los se basa ese proceso, son los mismos que se utilizaron como base
para desarrollar el proceso de obtencién de manzarina (Diaz, 2006).

Una de las caracteristicas de la obtencion de Saccharina rastica es que durante y después del
proceso de FES, el producto puede ser secado al sol, por lo que el objetivo de esto es lograr obtener un
producto seco que pueda almacenarse y que tenga un contenido de menos del 14% de humedad (Vivas
y Carvajal, 2004). Al exponer el sustrato al sol, la Saccharina tiene un secado rapido (Ruiz et al., 2002)
y pierde gran parte de su contenido de humedad, lo mismo sucede durante el proceso de obtencion de
la manzarina.

Se observo que después de seis dias de fermentacion el sustrato que alcanza mas rapido un
menor porcentaje de fue el de t1. Con lo anterior se puede deducir hasta el momento que en el proceso
de obtencion de manzarina a partir de BM, se necesita menor tiempo, tiene una cantidad de levaduras
alta y se su concentracion de AcL disminuye durante la FES. La concentracion de Cen en BS en los
tratamientos, se incrementé (P<0.01) de manera cuartica en los diferentes sustratos, se observo un
efecto (P<0.02) de tratamiento con un incremento cuadratico (interaccién de tratamiento por efecto
cuadratico del dia de fermentacion). EI comportamiento de la concentracion de Cen (BS).

El punto mas alto de concentracion de Cen en los diferentes sustratos se observaron en el d3
segun los valores estimados. La concentracidn de Cen en BS del sustrato de t1 fue de 2.24+0.29% en
el d0y de 4.76+0.37% en el d3. El sustrato de t2 tuvo un 2.5940.29% en el d0 y 5.11£0.54% en el d3.
El sustrato de t3 tuvo un 3.77£0.29% en el d0 y 6.29+0.54% en el d3. El sustrato de t4 tuvo un

4.08+0.32% en el d0 y 6.61+0.55% en el d3.
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El incremento de la concentracion de cenizas en un sustrato durante la FES, indica que se
pierde parte de la materia organica durante el proceso, esta pérdida es el resultado del consumo de los
carbohidratos faciimente fermentables como fuente de energia para el crecimiento de los diversos
microorganismos (ya sean bacterias, levaduras u hongos), los cuales, durante su metabolizacion
producen agua, bidxido de carbono y compuestos solubles o volatiles (Rodriguez et al., 2001b).

Esta pérdida también provoca un efecto de incremento en la concentracion relativa en BS de
otros componentes, como por ejemplo la fibra, la PC (Rodriguez et al., 2001a) y todos los indicadores
que dependen de la MS (Rodriguez et al., 2001b). La pérdida de materia organica fue mayor (P<0.02)
en el sustrato de t4 como se puede deducir en base a su concentracion de Cen.

Proteina cruda (PC). Durante la FES, la PC del sustrato se incrementa (Calderon et al., 2005;
Ibarra et al., 2002; Joshi y Sandhu, 1996). Esta variable, mostré un comportamiento cuartico (P<0.01)
durante la FES. Se encontré un efecto (P<0.025) de tratamiento con un comportamiento cuadratico
(interaccién de tratamiento por efecto cuadratico del dia de fermentacién) durante la FES. Los valores
de concentracién de PC mas altos se encontraron en el d1 de FES, mientras que los valores de
concentracion de PC mas bajos se encontraron en el d3 de FES segln los estimados.

La concentracion de PC en BS del sustrato de t1 fue de 26.6+1.4% en el d1y de 17.9+1.7% en
el d3. La concentracion de PC del sustrato de t2 fue de 26.4+2.4% en el d1y de 17.7+2.6% en el d3.
En el sustrato de t3, la concentracion fue de 26.4+2.4% en el d1 y de 17.7+2.6% en el d3. En el
sustrato de t4, la concentracion fue de 24.6+2.5% en el d1 y de 15.842.6% en el d3. Segln los
estimados, puede haber un incremento en la concentracion de PC después del d3, es posible que esto

se deba al efecto de pérdida de MO.
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La toma de muestras del d0 se realizé antes de afiadir urea, sulfato de amonio y minerales a los
sustratos, es por eso que se observan niveles bajos de PC en este dia y un incremento drastico en su
concentracion del d0 al d1. La PC en BS puede disminuir ligeramente debido a una pérdida de NH3 por
volatilizacion (Rodriguez et al., 2001a), esto pudo haberse en este experimento, ya que la disminucion
en la concentracion de PC, coincide con el incremento de NH3 en BH.

Proteina verdadera (PV). Este componente se incrementa durante la FES de diversos tipos de
sustrato (Pefialoza et al., 1985; Rodriguez et al., 2001b; Ibarra et al., 2002). Rodriguez et al. (2001a),
mencionan que la PV es un indicador importante de la sintesis microbiana.

Esta variable mostré un efecto (P<0.01) de la interaccion de tratamiento por el efecto cuartico
de dia de fermentacion. Lo que significa que hubo un comportamiento fluctuante durante el proceso y
que los sustratos tuvieron diferente (P<0.01) concentracién de PV durante el proceso. Segun los datos
estimados, la concentracion de PV en BS alcanzé su punto maximo a partir del d2 de la FES. 4 fue el
que tuvo menos (P<0.01) PV, coincidiendo con una menor cantidad de levaduras en ese sustrato.

Las concentraciones de PV en BS, en los d0, d2 y d3 de la FES en los diferentes sustratos
fueron, en t1 4.6+1.5%, 16.6+1.5% y 16.8+1.8%, en t2 4.9+15%, 16.9+2.6% y 17.1£2.7%, en t3
5.1£1.5%, 17.0£2.6% y 17.2+2.7% y en t4 1.3+1.6%, 13.2£2.7% y 13.4+2.8%. Al d5 de la FES, las
concentraciones de PV en BS fueron de 15.5+1.8% en t1, 15.8+2.8% en t2, 15.9+2.8% en t3 y
12.242.9% en 4.

Proporcion de PV (PV/PC). Esta variable muestra la relacion que existe en la concentracion de
proteina en forma de proteina verdadera y la concentracion total de nitrégeno en un sustrato, incluyendo
el nitrdgeno no proteico. Esta variable, mostré un comportamiento cuértico (fluctuante; (P<0.05) con

diferencia (P<0.01) entre tratamientos.
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El d3 de la FES se alcanz6 la mayor proporcion de PV/PC segun los datos estimados. Los
valores de esta variable en los diferentes sustratos en el d3 de FES son, 90.2+5.7% en t1, 97.9£8.3%
en t2, 98.948.3 en t3 y 49.948.6 en t4. Rodriguez et al., (2001b), utilizaron esta relacién para evaluar la
eficiencia de conversion de NNP a PV. Ellos reportan que la maxima eficiencia de uso de NNP se
encontro a las 96 h en la FES en sustratos de mezclas de cafia de aztcar con boniato. En este trabajo,
los tratamientos en los que se incluyé BM en mayor proporcion como sustrato, fueron los que mostraron
una proporcion PV/PC mayor superior, esto indica mayor eficiencia de uso de NNP a las 96 h
coincidiendo con lo reportado por Rodriguez et al., (2001b). Cabe mencionar que a las 96 h es cuando
se observd la mayor cantidad de levaduras por gramo de MS en todos los tratamientos. La proporcion
PVIPC tiene relacion con los conteos de levaduras en la FES de subproductos de manzana.

Polifenoles totales (PoT). La razon por la cual los PoT se consideraron dentro del analisis de
este trabajo y se hace énfasis en la importancia de su concentracién en la manzarina, es porque
algunos de ellos se consideran compuestos antioxidantes importantes (Pérez-de-Alejo et al., 1998).

Esta variable, mostro un efecto (P<0.01) de la interaccion de tratamiento por el efecto cuartico
del dia de fermentacion. Esto indica que la concentracién de PoT tuvo un comportamiento fluctuante
durante el proceso con diferencias en concentracion entre los distintos sustratos.

La manzana puede tener una cantidad de PoT en un rango de 0.27 a 2.98 mg*g-' en base
humeda (Bravo, 1998), si consideramos que esta tiene 14.4% de MS (USDA, 2007), la concentracién de
PoT en la manzana en BS puede ir desde 1.875 hasta 20.694 mg*g-' MS. Los valores estimados de
concentracion de PoT (mg*g-! de MS) en los sustratos fermentados en este trabajo fueron, en el d0,
13.7+1.1en t1, 14.1x1.1 en 12, 15.1x1.1 en 3 y 7.4%1.3 en t4. EI momento en el que se observé una
mayor concentracion de PoT durante el proceso fue en el d2, las concentraciones fueron (mg*g-" de

MS) 14.5+1.1ent1, 15.0+1.9 en t2, 15.9+1.9 en t3 y 8.2+2.0 en t4.
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Al finalizar el proceso de FES (d6), la concentracidn de PoT en los diferentes sustratos fue
(mg*g’ de MS) 8.0+1.4 ent1, 8.4+2.1 ent2, 9.4+2.1 en t3 y 1.74£2.1 en t4. Los sustratos que contenian
BM fueron los que presentaron una mayor concentracion de PoT. Del d1 al d2 de FES, la concentracion
de PoT se incrementd; esto puede ser resultado de un incremento relativo de PoT, debido al consumo
de MS por el uso de los carbohidratos fermentables. A partir de las 48 h de FES, hubo una disminucién
de la concentracion de PoT en todos los tratamientos.

En subproductos agroindustriales, pueden encontrarse sistemas heterogéneos de
microorganismos, en estos sistemas, puede haber gran diversidad de especies (Valifio et al., 2002) y
dentro de esa diversidad, puede haber presencia de hongos, como lo mencionan Rodriguez et al.
(2001b). La razén de mencionar esto, es porque algunos de estos microorganismos, pueden
relacionarse con la disminucion de PoT (Camarero et al., 1994). La solubilidad de los polifenoles
contenidos en la manzana es alta, lo que permite un ataque méas rapido de los microoganismos sobre
este sustrato, dando lugar a su disminucion. Otro factor que puede contribuir a este hecho son los
procesos oxidativos que pueden sufrir estos compuestos.

Fibra cruda (FC) y extracto etéreo (EE). Es conocido que la fibra cruda es un valor
representativo de la concentracion de los carbohidratos estructurales en los alimentos, asi como el
extracto etéreo nos muestra la concentracion de grasa. Las muestras del d6, mostraron diferencia
(P<0.05) en su contenido de FC. La concentracion de t1'y t2 fue mayor (P<0.05) que la de t3 y t4.

El contenido de FC del BM puede ir desde un 15.3% (Joshi y Sandhu, 1996) hasta un 28.7%
(Anrique y Viveros, 2002) en BS. La manzana tiene un 16.6% de fibra total en BS. Por lo anterior, es
comprensible que el mayor contenido de fibra del BM, comparado con el de la MD haya provocado que

después de la FES, la concentracion de FC de la manzarina obtenida de sustratos con mayor cantidad
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de BM, fuera mayor que la cantidad de FC observada en la manzarina obtenida de sustratos con mayor
cantidad de MD (Cuadro 39). La concentracion de EE no mostro diferencia (P>0.05) entre tratamientos.
Produccion de Gas (PG) in vitro

La evolucién de la produccidn de gas como técnica in vitro de evaluacion de alimentos para
rumiantes, representa la cinética de fermentacion microbiana de un alimento en el rumen (Fondevila y
Barrios, 2001), siendo el gas el reflejo y producto principal de esa fermentacion (Groot et al., 1996).
Sobre el perfil de PG se observd un efecto (P<0.05) de tratamiento. Las muestras de manzarina
(producto fermentado del d6) de t1 produjo un perfil de PG distinto (P<0.05) al perfil de PG producido
por la manzarina de t3 y t4. El perfil de PG de la manzarina de t2 fue distinto (P<0.05) al perfil de PG de
la manzarina de t4, pero similar (P>0.05) al perfil de PG de la manzarina de t1 y t3. Los perfiles de PG
de t3 y t4 fueron similares (P>0.05).

El ajuste del perfil de PG al modelo matematico de Groot et al., (1996), fue adecuado (P<0.01).
Los resultados obtenidos con este modelo indican que las muestras de manzarina de t1 pueden tener

una PG alta (parametro A o asintota de PG), sugiriendo el desarrollo de microorganismos ruminales.
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CUADRO 39. CARACTERISTICAS NUTRITIVAS DE LA MANZARINA (MUESTRAS d6; MEDIA+ERROR ESTANDAR).

Tratamiento
Variable o roospy  Z0OG%BM 334% 33BA%BMEEEH o
MD MD
Aporte de Levaduras (cel*g" MS)!2 3.75*108 3.02*108 4.01*108 8.49*107
Caracteristicas Fisico-Quimicas
MS (%)? 69.8+3.3 65.9+5.0 63.4+5.0 67.2+5.1
Cen (% MS)? 3.23+0.26 3.57+0.55 4.76+0.55 5.07+0.56
PC (% MS)2 21.6x1.7 21426 21426 19.5£2.7
PV (% MS)2 15.5+1.8 15.842.8 15.9+2.8 12.242.9
Relacién PV/PC (%)? 63.415.6 71.148.5 72.148.5 23.148.7
PoT (mg*g-'MS)2 8.0+1.4 8.4+2.1 9.4+2.1 17421
FC (% MS)? 35.1¢1.12 32.410.82 29.3+1.1° 18.9+0.8¢
EE (% MS)3 3.2¢1.3 3.5£0.9 59+13 5.5£1.0

a.b.c.d | jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.05) entre tratamientos

" Valores correspondientes al d5 de FES
2 Valores estimados con base en el modelo mixto
3 Medias calculadas con base en el modelo completamente aleatorio
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Las muestras de manzarina de 2 y t3 pueden llegar la produccién maxima de gas en menor
tiempo, o bien en otras palabras, la fermentacion de los carbohidratos estructurales de la manzarina de
t2 y t3 por parte los microorganismos ruminales, se lleva a cabo con mayor rapidez, segun lo indica un
parametro B (es el tiempo en el que se produce la mitad de la produccién asintética de gas) mas bajo.

El pardmetro C (forma de la curva del perfil de PG) y un pardmetro B altos, indican que la
manzarina de t4 promueve mas lentamente y en menor proporcién el desarrollo de microorganismos
ruminales. Las curvas formadas por los valores predichos de PG obtenidos con el modelo matematico
de Groot et al,, (1996). Lo anteriormente mencionado, nos permite entender que la manzarina de t4,
como alimento, es la que aporta menos energia para el desarrollo y reproduccidn de microorganismos
ruminales, provocando que su crecimiento sea mas lento; la manzarina de t1 fue el producto que
demostro ser el mejor sustrato para el desarrollo y crecimiento de microorganismos ruminales.

El valor del parametro A (Cuadro 40), esta relacionado con la actividad fermentativa de los
microorganismos ruminales sobre los componentes del sustrato (Groot et al., 1996), la composicion y el
contenido de nutrientes de la manzarina de t1, estimuld mas el desarrollo de microorganismos
ruminales que la manzarina de los otros tratamientos. Basados en los resultados del parametro B, se
puede deducir que los microorganismos ruminales fermentaron los carbohidratos presentes alcanzando
una tasa maxima de PG mas rapido (Groot et al., 1998) en la manzarina obtenida de t2 y t3.

El parametro C, indica la forma de la curva formada por el perfil de la PG acumulada de un
alimento (Groot et al., 1998); el perfil de la curva de PG de la manzarina de t4, indica que esta tiene una
forma sigmoidea mas marcada que la manzarina del resto de los tratamientos, en términos bioldgicos,
esto indica que los microorganismos ruminales, se tardaron mas tiempo en establecerse en el sustrato
solido fermentable de este tipo de manzarina (t4) durante las primeras horas de fermentacion,

retardando el momento (parametro B) en que se produce la mayor cantidad de gas.
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CUADRO 40. PARAMETROS OBTENIDOS DE LA FERMENTACION RUMINAL in vitro DE LA MANZARINA (MUESTRAS d6; MEDIA+ERROR

ESTANDARY'.
Tratamiento
Variable 41 100% B 12, 66.6% BM, 33.4%  13; 33.4% BM, 66.6% 4 100% MD
MD MD

Parametro A (ml0.2g- MS) 45454117 40.36£0.87 34.401.36 29.17+118
Parametro B (h) 12.86+0.55 11.68+0.40 11.90+0.71 12.38+0.68
Parémetro C2 1.72+0.08 1.94£0.10 2.2740.24 2.98+0.40
Deg (%) 4974119 54.4+11.9 69.4+13.7 83.8+11.9
EM (Mcal kg MS)? 1.94+0.042 1.960.032 1.940.042 2.21£0.03

a.b| jterales distintas como superindice indican diferencia (P<0.05) entre tratamientos

1 Obtenidos con la aplicacién del el modelo matematico de Groot et al. (1996) y la aplicacion de la técnica de produccion de gas in vitro de Menke y

Steingass (1988).

2 Forma de la curva formada por el perfil de produccion de gas, si C=1, entonces la curva tiene forma sigmoidea, si C<1, entonces la curva tiene

forma de parabola.

3 Calculada con la aplicacion de la técnica de produccion de gas in vitro y la ecuacion de prediccion para determinacion de EM de Menke y

Steingass (1988)
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Si con el perfil de PG de una muestra de alimento se obtiene un parametro C mayor que 1
(perfil con forma sigmoidea), se puede asumir que la tasa maxima de produccion de gas se alcanza en
un lapso de tiempo mayor, conforme mayor es el parametro B, o bien esa tasa méaxima de produccion
de gas se alcanza en un tiempo menor conforme menor es el parametro B (Groot et al., 1998).

En términos biolégicos, si C es mayor a 1 y B tiene un valor elevado, entonces los
microorganismos ruminales tardan mas tiempo en empezar a degradar los carbohidratos fermentables
de un alimento, si C es mayor a 1y B tiene un valor bajo, entonces, los microorganismos ruminales
tardan menos tiempo en degradar los carbohidratos fermentables de un alimento, ambas situaciones,
con un pequefio retraso de tiempo en las primeras horas de fermentacion para el establecimiento de los
microorganismos en los sdlidos fermentables no solubles de los sustratos evaluados.

Es probable, que en la manzarina de t2 y t3 algunos carbohidratos fueron fermentados mas
rapidamente por los microorganismos ruminales que en la manzarina de t1 y t4, de acuerdo a los
parametros B y C; sin embargo hubo mayor desarrollo de poblaciones de microorganismos en la
manzarina de t1.

Degradabilidad ruminal in vitro (Deg). Los perfiles de PG, no necesariamente estan
linealmente relacionados a la degradabilidad de un sustrato, puesto que no todo el material degradado
es necesariamente fermentable (Groot ef al., 1998), por lo que ademas de conocer la PG, es bueno
determinar que tanto material es soluble y degradable al evaluar un alimento.

Sobre esta variable, no se encontré diferencia (P>0.05) entre tratamientos, para evaluarla es
necesario utilizar un mayor niumero de repeticiones (Cuadro 40) debido a la variabilidad que obtuvo en
los resultados. A pesar de lo anterior, se puede observar una diferencia numérica entre las medias,

mostrando que la manzarina obtenida en t4 es altamente degradable en condiciones ruminales,
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contrastando con su menor PG (indicador de fermentacion ruminal) y su menor valor obtenido en el
parametro A, al compararla con la manzarina de los otros tratamientos.

Fondevila y Barrios (2001) mencionan que existe una relacion inversa entre la concentracion de
proteina y la PG in vitro de los alimentos, también mencionan que la grasa no aporta gas durante su
fermentacion, pero es soluble. La manzarina de t4 tuvo la mayor concentracién de PC, Cen y EE,
contrastando con una menor PG.

La alta Deg pudo deberse a que una alta proporcion de los componentes de la manzarina de t4
(PC, Ceny EE; Cuadro 39), debe haberse solubilizado sin reflejarse en el perfil de PG. Cabe mencionar
que la manzarina de t4 tuvo la menor proporcién de PV/PC, indicando una alta cantidad de NNP en su
composicion, es conocido que el NNP de los alimentos es altamente soluble en medios liquidos. Con
esto se confirma como la PG permite contrastar el efecto de como algunos componentes de la MS,
aportan energia en una muy pequefia cantidad para el desarrollo de microorganismos ruminales
(Fondevila y Barrios, 2001).

Energia metabolizable (EM). La energia de los alimentos es una variable importante en la
evaluacion cualitativa de los alimentos. La manzarina de los obtenida en los diferentes tratamientos, fue
diferente (P<0.05) en su concentracion de EM. La manzarina de t4 tuvo la mayor (P<0.05)
concentracion de EM; la concentracion de EM de la manzarina obtenida en el t1, t2 y t3 fue similar
(P>0.05; Cuadro 40). Es necesario recordar que la ecuacion de prediccion de EM se basa en la PG,
concentracion de PC y EE (Menke y Steingass, 1988), en la manzarina de t4, aiin y cuando su PG fue
la mas baja, la concentracion de PC y EE fue alta, estos componentes aportan energia e influyen en el
valor calculado de la EM, sin embargo debe considerarse que gran parte de la PC de la manzarina de t4

se encuentra en forma de NNP.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Durante el proceso de FES para obtencién de manzarina, el pH de los sustratos se incrementa,
esto coincide con un aumento en la concentracion de amoniaco y con la disminucién en la
concentracion de acido lactico.

La cantidad de levaduras, la concentracion de proteina verdadera, la proporcion de proteina
verdadera en funcion a la cantidad de proteina cruda y la concentracién de polifenoles totales, son
mayores en la manzarina obtenida a partir de BM como el principal componente del sustrato.

La manzarina obtenida a partir de MD como principal componente del sustrato tiene una pérdida
de materia organica mayor que la que se obtiene a partir de BM.

La produccion de gas in vitro de la manzarina obtenida a partir de BM como principal
componente del sustrato, es mayor que la produccion de gas in vitro de la manzarina obtenida a partir
de MD.

De acuerdo a lo anterior, la manzarina obtenida a partir de BM como principal fuente del
sustrato, es de mayor valor nutritivo que la manzarina obtenida a partir de MD.

Para evaluar la cantidad de materia seca que se pierde debido al consumo de energia en el
proceso de FES para obtencién de manzarina, se recomienda realizar un disefio experimental, donde

se determine con exactitud la cantidad metabolizada de materia seca.
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CAPITULO 10. CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS ESTRUCTURALES,
LEVADURAS VIABLES TOTALES Y PERDIDA DE MATERIA SECA EN LA
OBTENCION DE MANZARINA A PARTIR DE BAGAZO DE MANZANA

Héctor Esteban Rodriguez Ramirez
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RESUMEN

Ya que algunos carbohidratos del bagazo de manzana (BM) son fermentados por levaduras, el
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar como la adicion de manzana de desecho (MD) en
sustitucion de parte del BM como sustrato para la obtencién de manzarina, afecta a la poblacién de
esos microorganismos, al comportamiento de la concentracion de carbohidratos estructurales (CHO) del
sustrato, en la produccion de gas (PG) in vitro del producto obtenido y en la pérdida de materia seca
(MS) que se presenta durante la FES. Se utilizaron dos tratamientos (t1: BM 100.0% y t2: BM
66.6%+33.4% de MD). Se midieron MS, cenizas (Cen), pérdida de MS (ConsMS), levaduras (CL), pH,
amoniaco (NH3), 4cido lactico (AcL), &cidos grasos volatiles (AGV’s), proteina cruda (PC), proporcion
de proteina verdadera (PV/PC). Estas variables se analizaron con un modelo mixto (MIXED del SAS
9.0), como efecto fijo se uso el tratamiento, el dia de FES se usd como covariable para el analisis de
tendencias y como efecto aleatorio, se us6 la repeticién anidada en tratamiento. La proteina verdadera
(PV), la fibra detergente neutro (FDN), la fibra detergente acida (FDA) y la digestibilidad (DIVMS) de los
sustratos se analizaron con un modelo mixto (MIXED del SAS 9.0) con el dia de FES, tratamiento y su
interaccion como efectos fijos y como efecto aleatorio, la repeticion anidada en tratamiento. Las
muestras de sustrato antes (d0) y después (d8) de la FES, se evaluaron con la técnica de PG. Los
perfiles de PG se analizaron con un modelo multivariado para andlisis de medidas repetidas (GLM del
SAS 9.0, instruccion MANOVA). En los resultados relevantes se encontré que en el sustrato de t1 se
produce una CL (2.84*1010 UFC*g-' MS) mayor (P<0.025) que en el sustrato de t2 (3.18*109 UFC*g"'
MS) en el d8 de la FES. Del d0 al d8, hubo pérdida (P<0.01) de MS, en t1 fue de 21.2% en el d4 y de
42.0% en el d8. En t2, la pérdida fue de 20.7% y 41.5% en el d4 y en el d8. EI AcL disminuy6 (P<0.01)
del d0 al d2, de 2.73+0.2 a 0.74+0.2 mg*g-1. La PV se incremento (P<0.05) de manera lineal en ambos

tratamientos (en t1, de 6.9£1.0 en el d0 a 15.5£1.0 en el d8 y en t2, de 8.5+1.0 en el d0 a 12.9+1.0%
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en el d8), no hubo diferencia (P>0.05) entre tratamientos en el d8. La FDN y FDA de t1 disminuyeron
(P<0.05) mientras que en 12 se incrementaron (P<0.05). El t1, tuvo menor (P<0.05) digestibilidad que
t2. El perfil de PG de las muestras de sustrato no fermentado fue diferente (P<0.05) al perfil de PG de
las muestras de manzarina (sustrato fermentado, d8). La PG de la Mzn (d8) fue mas lenta, que la PG
del sustrato no fermentado, debido a la diferente concentracién Cen, PC y PV. Se concluye que la

adicion de MD al sustrato en sustitucion parcial del BM no favorece el desarrollo de levaduras.
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MATERIALES Y METODOS
Tratamientos

Se prepararon dos tratamientos (t) para evaluar la fermentacion en estado sélido de sustratos
compuestos principalmente por bagazo de manzana (BM), para lo cual se utilizaron 72 recipientes de
plastico de una capacidad de 500 ml; en los cuales se depositaron ~350 g de sustrato a fermentar, cada
uno se considerd una repeticion.

El tratamiento uno (t1) consistid en la FES de 36 repeticiones de BM como sustrato; en el
tratamiento dos (t2) se fermentaron 36 repeticiones de una combinacién de BM mas MD en una
proporcion de 2:1 en base humeda; los sustratos se prepararon de esta manera, con el fin de tener
diferencia en la concentracion de carbohidratos (ver Cuadro 37).

Se planted la hipotesis de que en el t2 habria una mayor disponibilidad de carbohidratos
fermentables al agregar MD en sustitucion de parte del BM como sustrato, generando la posibilidad de
tener una mayor disponibilidad de energia para el desarrollo de levaduras, sin existir una diferencia
considerable en la consistencia de los sustratos. EI BM fue obtenido 3 d antes de iniciar el
procedimiento y la MD dos dias antes, esta fue molida un dia antes de iniciar.

Condiciones de Fermentacion

La fermentacién se llevd a cabo en dos incubadoras a una temperatura de 30£1°C, a los
sustratos (BM o BM mas MD) se les agregd urea, minerales y sulfato de amonio como nutrientes como
se indica en la primera parte de este trabajo. El sustrato con nutrientes, se mezcld 4 veces diarias cada
5 h iniciando a las 08:00 h, durante 16 d; en los d0, d1, d2, d4, d8 y d16 de fermentacién se tomaron 6
recipientes (repeticiones) de cada tratamiento, se pesaron y su contenido se utilizd para realizar los

andlisis correspondientes.

Pagina 207



Este proceso se evalud por un periodo de 16 d con el objetivo de encontrar el momento que se
puede considerar como 6ptimo o mejor para la obtencion de manzarina de mejor calidad en estas
condiciones de FES, asi también se buscd observar si existen riesgos de putrefaccion del sustrato y
determinar a partir de que momento se presentan esos riesgos.

Variables Medidas

Las variables evaluadas fueron: materia seca (MS) y cenizas (Cen), pérdida de materia seca
debida al proceso de FES (ConsMS), cantidad de levaduras viables totales en el sustrato (CL), pH,
concentracidn de amoniaco (NHs), concentracion de acido lactico (AcL); concentracion de 4cidos grasos
volatiles (AGV's), porcentaje de proteina cruda (PC), porcentaje de proteina verdadera (PV), proporcién
de PV (PVIPC), las variables anteriores se determinaron en las muestras de los dias 0, 1, 2, 4, 8 y 16.

Se determinaron la concentracion fibra detergente neutro y fibra detergente acida, el porcentaje
de digestibilidad de la MS in vitro (DIVMS), la produccién de gas in vitro (PG) y los parametros de
fermentacion in vitro (A, B, C), estas determinaciones se hicieron solo en las muestras del d0 y del d8.
Las variables MS, Cen, pH, AcL, PC, PV, proporcion de PV y parametros de fermentacion in vitro,
fueron obtenidos de la misma manera que en la primera parte de este trabajo por lo que no son
descritos en esta seccion, a continuacion solo se describen los procedimientos para determinaciones
que no fueron aplicadas en dicha parte o que fueron modificados de algun modo.

Pérdida de materia seca debida al proceso de FES (ConsMS). Para calcular la pérdida de
MS disponible en cada repeticion, con el porcentaje promedio de MS total del d0 de cada tratamiento y
con el peso del sustrato dentro de cada recipiente al inicio del proceso (d0), se calculd la cantidad inicial
de MS en gramos, de los sustratos, disponible para la FES en cada repeticion; los recipientes con

sustrato tomados en cada dia de muestreo (n=12, 6 de cada tratamiento), fueron pesados
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inmediatamente después de ser retirados de las incubadoras y con ese valor y su respectivo porcentaje
de MS total, se calculd la MS disponible en gramos en el momento del muestreo.

La diferencia de la cantidad de MS disponible en gramos en cada repeticion al inicio del
experimento, menos su correspondiente cantidad de MS disponible en gramos en cada momento de
muestreo (d1, d2, d4, d8 o d16) fue la pérdida de MS en gramos consumida por el proceso de FES; esta
pérdida, se considerd que se debio a la solubilizacion de algunos componentes, uso de carbohidratos
como fuente de energia, produccion de alcoholes, acidos organicos y gases y la consecuente
vaporizacidn o pérdida en el ambiente de estos. La pérdida de MS debida al proceso de FES se
expresd en porcentaje.

Cantidad de levaduras viables totales en el sustrato (CL). El conteo de levaduras se realizd
por medio de la preparacion de cultivos en cajas petri estériles. Como medio de cultivo se utilizé agar
extracto de malta. Para la dilucion serial y la extraccién de levaduras de la muestra, se utilizé una
solucién de agua destilada con un 0.1% de peptona, dicha solucién, los recipientes donde se manejé la
muestra para la dilucion serial y el medio de cultivo fueron esterilizados en autoclave antes de
utilizarlos.

La dilucién -1 fue vigorosamente mezclada durante 30 minutos a una velocidad de 120 rpm con
un agitador mecanico para desprender (extraer) las células de levaduras de la muestra, después de
esto, del sobrenadante de la dilucién -1, se tomd 1 ml y se depositd en tubos de ensayo con agua con
peptona y se llevo a cabo la dilucion serial. De la dilucion -4 a -9 se tomé una muestra de 1 ml y se
utilizé como indculo para el cultivo, cada muestra se cultivo por triplicado, para el manejo de las
diluciones se utilizd una pipeta automatica de volumen variable de 100 a 1000 pl con puntas

esterilizadas.
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Los cultivos se incubaron a 30°C por 36 h, para posteriormente contar la cantidad de colonias
de levaduras formadas. La cantidad de unidades formadoras de colonias se expreso6 base seca (ufc*g-!
MS). Los resultados se convirtieron a log10 para ser analizados estadisticamente.

pH. Se determind con un potenciémetro con una precision de £0.01 unidades. Las muestras
liquidas en las que se determiné el pH, se utilizaron también para determinar NH3, AcL y AGV'’s,
después de que se centrifugaron a 1,500 g por 15 minutos, las muestras permanecieron en refrigeracion
(4°C) durante su manejo para estas determinaciones.

Concentracion de amoniaco (NHs). Este compuesto se dertermind en las muestras liquidas
por espectrofotometria con el procedimiento de Broderick y Kang (1980); debido a la concentracion de
este componente en las muestras, fue necesario diluirlas al 15% con agua destilada, brevemente, el
andlisis consiste en agregar 0.05 ml de la muestra liquida diluida mas 2.5 ml de reactivo fenol y 2.0 ml
de reactivo hipoclorito. Esta mezcla se calienta en bafio de agua a ~95°C por 5 minutos y después de
enfriar, su absorbancia se mide a 630 nm. Como blanco se utilizé agua destilada y estandar; se utilizo
una solucién de sulfato de amonio (1, 2, 4, 6 y 8 mM) para la obtencién de la ecuacion de prediccion. El
andlisis se realizé por triplicado, los resultados se muestran en base himeda (BH) y en base seca (BS).

Concentracion de acido lactico (AcL). La concentracion de AcL de las muestras se
determind por colorimetria segun el procedimiento de Taylor (1996). Debido a la concentracion de AcL,
fue necesario diluir las muestras con agua destilada a un 7% para poder analizarlas. El procedimiento
se describe en la primera parte de este trabajo. La concentracién de AcL en se mostro en BHy en BS.

Concentracion de acidos grasos volatiles (AGV’s). La concentracién de acido acético,
propiénico y butirico en las muestras liquidas, se determiné por cromatografia de gases. Los andlisis se
hicieron en un cromatégrafo SRI 8610, con una columna Alltech phase EC™ 1000, de 15 metros de

largo, 0.53 mm de didmetro interno y un espesor de capa de 1.20 um. Las muestras se inyectaron con
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una jeringa Hamilton de 10 pl. Cada muestra se inyecto (2.5 pl) tres veces; se utilizé nitrégeno como
gas acarreador y un detector de iones con flama alimentada por una mezcla de hidrogeno y aire.

El programa de temperatura usado fue: inicio 100°C, incrementé desde 100 hasta 130°C en
dos minutos (A15°C*min-t), incremento desde 130 hasta 140°C en 1 minuto (A10°C*min-'), para
terminar, la temperatura se incrementé desde 140 hasta 200°C en 2.4 minutos (A25°C*min-'). La
columna se calenté a 200°C por al menos 30 minutos antes de comenzar a realizar el andlisis de las
muestras diariamente.

El estandar de &cidos grasos volatiles se prepar6 Unicamente con &cido acético (3.46 g*L-),
acido propionico (3.97 g*L") y acido butirico (1.53 g*L-") con las concentraciones recomendadas por
Galyean (1997). Los resultados se expresaron en BHy en BS.

Porcentaje de carbohidratos estructurales (FDN, FDA). La concentracion en porcentaje de
la MS de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente &cida (FDA) se determinaron Unicamente en
las muestras de sustrato del d0 y del d8 del proceso de FES. Las determinaciones se realizaron con
~0.45 g de muestra, utilizando bolsas para analisis de fibora (ANKOM™); las determinaciones se
realizaron de manera secuencial, con un aparato para analisis de fibora ANKOM200 vy las soluciones
comercialmente disponibles para los procedimientos (ANKOM, 2005a; ANKOM, 2005c).

Digestibilidad de la MS in vitro (DIVMS). Esta variable se determind Unicamente en las
muestras molidas de sustrato deshidratado de los d0 y d8 del proceso de FES. Para determinar la
digestibilidad, se utilizé el procedimiento de digestibilidad verdadera in vitro de ANKOM (2005b), en el
cual las muestras se introducen en bolsas para andlisis de fibra, se sellan y posteriormente se incuban a
39°C por 48 h en una solucion compuesta por solucién amortiguadora mas liquido ruminal como
inoculante. La solucién para incubacion, se prepard purgando la superficie del liquido con COy; el

proceso se realizd en un aparato incubador DAISYII.
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Produccion de gas (PG) in vitro. Este procedimiento se llevd a cabo con la técnica de
produccion de gas in vitro de Menke y Steingass (1988) y con las mismas condiciones que se describen
en la primer parte de este trabajo, sin embargo, para el analisis de estas muestras, el liquido ruminal
utilizado se obtuvo de dos vacas Hereford con canula cuya alimentacién fue tnicamente alfalfa.
Analisis Estadistico

Las variables de respuesta MS, Cen, ConsMS, CL, pH, NH3 (en BH y en BS), AcL (en BH y en
BS), AGV'’s, PC, PV/PC se analizaron con un modelo mixto, utilizando como efecto fijo el tipo de
sustrato (tratamiento) utilizado para la FES, el efecto del dia de fermentacion se utilizé como covariable
para realizar un analisis de tendencia (cuadratica, clbica o cuartica) de la variable de interés a través
del proceso, en el modelo se incluyeron las interacciones del dia de fermentacion (efectos cuadrético,
cubico o cuartico) con el efecto de tratamiento. Como efecto aleatorio se utiliz la repeticion anidada en
tratamiento. Cuando los efectos de tendencia cubica o cuértica no fueron significativos, se eliminaron
del modelo.

La PV, FDN, FDA y DIVMS, se analizaron con un modelo mixto, utilizando como efectos fijos el
tipo de sustrato utilizado para la FES (tratamiento), el dia de fermentacién y su interaccion; como efecto
aleatorio se utilizd la repeticion anidada en tratamiento.

Los perfiles de PG de las muestras (1 vs. t2) antes (d0) y después (d8) de la FES, se
compararon con un método multivariado para el analisis de medidas repetidas en el tiempo. En este
caso, las poblaciones se formaron por la agrupacion de los datos por tratamiento, dia y su interaccion.

Los datos se procesaron en el SAS 9.0, como se describio en el estudio IV de este trabajo.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Materia Seca (MS) y Cenizas (Cen)

La concentracion de MS, puede indicar en la FES el tiempo en que se puede obtener un
producto fermentado con posibilidad de almacenarse. La concentracion de Cen puede ser en la FES, un
indicador de la pérdida de MS cuando hay consumo de carbohidratos durante el proceso, ademéas de
que permite conocer la concentracion de materia inorganica en los alimentos.

La concentracion de MS tuvo un comportamiento cubico (P<0.02) durante el proceso de la FES,
sin diferencia (P>0.05) entre tratamientos. La cantidad de MS promedio en los sustratos se incrementé
(P<0.02) del d8. Los valores estimados de concentracion de MS en t1 fueron 18.1£2.6% en el dO0,
18.7+2.9 en el d8 y 72.74£3.0 en el d16. Los valores estimados de concentracion de MS en t2 fueron
14.3+2.6% en el d0, 12.3£8.8 en el d8 y 61.6£22.7 en el d16. La concentracion de humedad fue alta
(mayor al 80%) en ambos tratamientos del d0 al d8.

En este experimento, el proceso de FES de los sustratos no se interrumpio y la temperatura de
fermentacion (30+1°C) se mantuvo durante 16 d, con el fin de conocer si el porcentaje de humedad
disminuia mas rapido en alguno de los tratamientos, de manera que pudiera indicar con cual de ellos se
tiene la posibilidad de obtener con mayor rapidez un producto fermentado y seco, ademas de conocer
que tan necesario es deshidratar el sustrato para detener el proceso fermentativo y el momento éptimo
para esto, cuando se utiliza bagazo de manzana como el principal componente del sustrato para
produccion de la manzarina.

Al llevar a cabo una FES de BM para obtener manzarina a gran escala, el proceso debe ser
detenido por deshidratacion para poder almacenar el producto; el momento ideal para detener el

proceso, puede ser determinado en funcién a la concentracion de PV, ya que este es uno de los
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mejores indicadores de la sintesis microbiana de proteina (Rodriguez et al., 2001a), los resultados de
esta variable se muestran mas adelante.

La concentracion de cenizas en BS (%), mostré un comportamiento cuértico (P<0.02), su
concentracion se incrementd de manera fluctuante, sin diferencia (P>0.05) entre tratamientos. La
concentracion de cenizas en t1 fue de 3.4£0.2% en el d0, de 4.1£0.2 en el d4 y de 5.6+0.2 en el d8. La
concentracion de cenizas en {2 fue de 3.9£0.2% en el d0, de 4.5+0.2 en el d4 y de 6.0+0.2 en el d8.

Es conocido que los sustratos pierden MS durante la FES (Hang et al., 1981; Pefialoza et al.,
1985; Rolz et al., 1986; Joshi y Sandhu, 1996; Rodriguez et al., 2001b; Ruiz et al., 2002; Calderén et al.,
2005) provocando un incremento en la concentracion relativa en BS de algunos componentes, como por
ejemplo la fibra, proteina cruda (Rodriguez et al., 2001b) y la concentracién de cenizas (Pefialoza et al.,
1985; Joshi y Sandhu, 1996).

Ese efecto fue observado en el incremento de la concentracion de Cen en los dos tratamientos
de este trabajo. Esta variable puede funcionar como un indicador de la pérdida de materia organica en
el proceso de obtencion de la manzarina, esto puede servir para medir el rendimiento. Segun la NRC
(2001), el BM puede llegar a tener hasta un 35.9% de MS y 2.6% de Cen (BS) y segln Anrique y
Viveros (2002), puede llegar a tener 9.7% de MS y 2.2% de Cen (BS); en este trabajo el BM utilizado
tuvo un 18.26% (d0) de MS; segiin USDA (2007), la manzana puede llegar a tener 14.4% de MS y 1.3%
de Cen (BS); segln la FAO/LATINFOODS (2002), la manzana puede llegar a tener 14.9% de MS y
2.0% de Cen (BS); lo anterior permite observar que en general, el BM tiene mas MS y Cen que la
manzana. Una alta concentracion de Cen en el d0, es resultado de la adicion de minerales para el

proceso de la FES.
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Pérdida de Materia Seca Debida al Proceso de FES (ConsMS)

Hay pérdida de MS de los sustratos durante su FES (Hang et al., 1981; Pefialoza et al., 1985;
Rolz et al., 1986; Joshi y Sandhu, 1996; Rodriguez et al., 2001b; Ruiz et al., 2002; Calderén et al.,
2005); esto se debe al uso de carbohidratos fermentables como fuente de energia para el crecimiento
de los microorganismos durante la FES, la metabolizacién de los carbohidratos, producen agua, bidxido
de carbono y compuestos solubles o volatiles (Rodriguez et al., 2001b).

Esta variable, mostr6 un comportamiento cuartico (P<0.01), con diferencia (P<0.01) entre
tratamientos. El estimado de pérdida de materia seca durante la FES en t1 fue de 21.2% en el d4 (100-
78.841.4%), de 42.0+1.4% en el d8 y de 49.6+1.4% en el d16. En {2 fue de 20.7+2.3% en el d4 (100-
79.3£2.3%), de 41.5£2.4% en el d8 y de 49.1+£2.4% en el d16.

El consumo de componentes de la MS y su consecuente produccion de agua, compuestos
liquidos y de algunos gases, explica la pérdida de MS de los sustratos. A pesar de la pérdida de peso,
la produccion de compuestos liquidos durante la FES explica porque la humedad de los sustratos, no
disminuy6 durante los primeros 8 d de FES.

Joshi 'y Sandhu (1996) encontraron que el BM puede sufrir una pérdida de MS de 35 a 46% en
un periodo de fermentacion de 96 h. Hang et al., (1981), encontraron que en la FES de BM, su
contenido de carbohidratos fermentables disminuyd, produciendo etanol.

Cantidad de Levaduras Viables Totales en el Sustrato (CL)

Un aspecto importante de la manzarina de BM como alimento, es la cantidad de levaduras que

puede aportar. Esta variable, se incrementé (P<0.025) clbicamente y de manera distinta entre

tratamientos.
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La CL de t1, se incrementé (P<0.025) de 2.36*10° (d0) a 2.84*1010 ufc*g" MS (d8). En 2, la CL
se incrementé (P<0.025) de 1.84*109 (d0) a 9.13*10° ufc*g-' MS (d4), la CL en el d8 fue de 3.18*10°
ufc*gt MS. Después de alcanzar esos valores, la CL en ambos tratamientos comenzé a decrecer
(P<0.025). Cierto tipo de cultivos de levaduras vivas pueden mejorar la produccion lactea al ofrecerlas
como parte de la dieta (Putnam et al., 1997; Wohlt et al., 1998; Wang et al., 2001; Bitencourt et al.,
2008).

En dietas para cerdos, cierto tipo de levaduras vivas y algunos productos obtenidos de las
levaduras, ejercen un efecto de modulacion y estabilizacion de la cantidad de microorganismos
patogenos en el intestino (Walker et al., 2008; Weedman et al., 2008), existiendo la posibilidad de
incrementar su productividad (Kim et al., 2008). Si la cantidad y tipo de levaduras contenidas en la
manzarina obtenida a partir de BM como sustrato, pudieran ejercer algun efecto como los mencionados,
existe la posibilidad de que este producto fermentado se use como un aditivo alimentario para rumiantes
y monogastricos, previa ejecucion de los trabajos de investigacion necesarios para probar esto.
pH

El pH es una condicién quimica que refleja la concentracién de productos acidificantes o
alcalinizantes en un medio. Esta variable, mostré un comportamiento cudrtico y distinto (P<0.01) entre
tratamientos. Del d0 al d4, el pH se increment6 (P<0.01) en ambos tratamientos, en t1 el incremento fue
de 3.440.1 a 9.4+0.1, en t2, el incremento fue de 3.6+0.1 a 9.6+0.2 segln los estimados, posterior a
este incremento, el pH de los dos sustratos descendié (P<0.01) hasta alcanzar un pH neutro en el d16
de la FES.

El pH alto se relaciona con la produccion de NH3 y con una baja produccion de &cidos organicos
(Elias et al., 2001; Rodriguez et al., 2001b), su incremento, coincide con el incremento del total de

aminoacidos y productos alcalinizantes (Pefialoza et al., 1985). En FES de mezclas de bagazo de cafia
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y boniato, Rodriguez et al., (2001b), observaron que el pH se incrementd después de 72 h de FES; en
este caso, presenté un marcado incremento, indicando produccién de NHs y proteina verdadera.
Concentracion de Amoniaco (NHs)

El NH3 se produce en la FES debido a la actividad ureolitica de algunos microorganismos. En
base himeda, se observo que esta variable se comporté de manera cuartica y distinta (P<0.01) entre
tratamientos.

En t2, los valores estimados fueron de 1.19+0.38 mg*g-! en el d0, 1.03+0.54 mg*g-' en el d1,
2.13+0.61 mg*g-' en el d2 y 5.2410. 61 mg*g-' en el d4. Posterior a esto, el NHz descencié (P<0.01) del
d4 al d8 y nuevamente se incrementé del d8 al d16.

En BS, el NH3 (mg*g-' MS), se comporté de una manera distinta y cuartica (P<0.01; fluctuante)
en los diferentes sustratos. Con base en la proporcion de este compuesto en base seca son mas claras
las diferencias en la concentracion entre tratamientos. En t1, el NHz (mg*g' MS), se increment6 de
5.48+0.94 (d1) a 30.11+1.29 (d4), posteriormente descencié hasta llegar a 19.05+1.30 (d8). En t2, el
NH3 (mg*g-! MS), se increment6 de 6.56+2.00 (d1) a 31.20+2.27 (d4), posteriormente descenci6 hasta
llegar a 20.14+2.32 (d8).

La urea afiadida a los sustratos en procesos de FES, es transformada a NH3 por efecto de
microorganismos ureoliticos (Valifio et al., 2002; Calderdn et al., 2005); si las caracteristicas del sustrato
lo permiten, hay retencion del NH3 producido (Rodriguez et al., 2001a), los microorganismos que lo
utilizan, pueden no ser los mismos que hidrolizan la urea (Valifio et al., 2002).

Es importante sefialar que en el t1, los incrementos de pH coinciden con el incremento del NH3
y con una mayor cantidad de levaduras, al parecer, la disponibilidad de NH3 en el sustrato, puede llegar
a facilitar el desarrollo de las levaduras. Las levaduras son capaces de captar NHs, produciendo como

resultado proteina unicelular (Calderon et al., 2005), sin embargo, no todo el NH3 producido es utilizado,
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debido a que su produccién es mas rapida que su asimilacion, permitiendo que una parte se pierda en
el ambiente (Rodriguez et al., 2001a).

El NH3 se incrementd (P<0.001) del d1 al d4 de la FES en en ambos tratamientos, en el t1, los
valores estimados fueron 1.22+0.35 mg*g-' en el d0, 1.06+0.25 mg*g' en el d1, 2.16£0.27 mg*g en el
d2y 5.27+0.35 mg*g-1 en el d4.

Concentracion de Acido Lactico (AcL)

La presencia de é&cido lactico en los procesos fermentativos, indica la presencia de
microorganismos productores de acido lactico y de condiciones de anaerobiosis. En base humeda, la
concentracion de AcL (mg*g”), tuvo un comportamiento cuértico (P<0.01; fluctuante). No hubo
diferencia (P>0.05) entre tratamientos. El AcL, disminuyé (P<0.01) del d0 (2.73+0.2 mg*g) al d2
(0.74+0.2), posteriormente se mantuvo bajo con ligeras fluctuaciones.

Al analizar esta variable en bse seca (BS), se puede observar que su comportamiento cuartico
(P<0.01) se mantiene; asi también, se observa una diferencia (P<0.05) entre tratamientos, mostrando
que, segun los estimados, la concentracion de AcL en BS (mg*g-' MS) es mayor en la FES del sustrato
de t2. En t1, la concentracion de AcL en BS, disminuyd de 15.0£0.8 mg*g-' MS (d0) a 4.1£0.7 mg*g"!
MS (d2), al d8 de fermentacion, llegé a 2.8+0.9 mg*g! MS. En t2, la concentracion de AcL en BS,
disminuy6 de 17.9£0.9 mg*g-' MS (d0) a 7.0+1.5 mg*g-" MS (d2), al d8 de fermentacion, llegd a 5.7+1.5
mg*g’ MS.

El AcL es un producto del catabolismo de los carbohidratos (Rodriguez et al., 2001a), es el
mejor indicador de la fermentacion de forrajes en condiciones anaerobias (Madrid et al., 1999) y es un
producto comun en el ensilaje de BM, la presencia de este &cido en una cantidad alta en el d0 de FES
en los sustratos, pudo ser resultado de la consistencia pastosa del BM utilizado, esta caracteristica,

junto con la disponibilidad de carbohidratos fermentables y una alta carga de microorganismos
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presentes de manera normal en este subproducto, causan la formacién de AcL desde el momento en el
que el BM es producido hasta el momento en el que es utilizado (Anrique y Viveros, 2002).

La incorporacién de oxigeno por el movimiento del sustrato, elimina las condiciones de
anaerobiosis y por lo tanto impide la produccion de AcL, pero la marcada y rapida disminucion de su
concentracion en los sustratos evaluados en este trabajo, podria deberse a su uso y fermentacion
secundaria por parte de algunos de los microorganismos presentes (Anrique y Viveros, 2002; Rodriguez
et al., 2001a). Van Soest et al., (1982), menciona que en algunas reacciones del metabolismo aerobio,
el AcL y otros componentes, son metabolizados a CO2 y agua, generando a la vez una alta produccién
de calor; este tipo de reacciones, pudieron haber causado la marcada disminucién de AcL.

Parece ser, que al agregar MD al BM para incrementar la proporciéon de carbohidratos
fermentables, puede originar la produccién de AcL, antes y durante ciertos momentos de la FES (del d1
al d2), esto podria ser resultado de una alta disponibilidad de carbohidratos fermentables aportados por
la MD, en combinacién con una amplia diversidad de microorganismos presentes en el BM.
Concentracion de Acidos Grasos Volatiles (AGV’s)

Los &cidos organicos, son productos de excrecion de algunos microorganismos involucrados en
fermentaciones anaerobias. La concentracion de acido acético fue diferente (P<0.01) entre tratamientos,
la concentracién tuvo una tendencia cuadratica. La concentracion de C2 (mg*g-' de MS) en el sustrato
de t1 fue alta en el d0 (29.2+1.4).

La concentracion de C2 en el sustrato de t1, disminuy6 (P<0.01) hasta llegar a 0 mg*g-' MS del
d0 al d2 y posteriormente se produjo mas de este acido hsata llegar a 13.6+1.4 mg*g-! MS en el d4,
segun los estimados. En t2, este 4cido disminuyé (P<0.01) del d0 (8.5+1.5 mg*g-! MS) al d1 (0 mg*g~

MS) y no se volvié a producir.
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La concentracion de &cido propiénico (C3), se tuvo un comportamiento cibico distinto (P<0.05)
en los dos sustratos. Del d0 al d1, el C3 se increment6 (P<0.05), posteriormente descendi6 (P<0.05) del
d0 al d2 y se mantuvo bajo. En t1, las concentraciones de C3 (mg*g-' MS) fueron de 0.6+0.3 en el d0,
1.840.4 en el d1y 0.3+0.4 en el d2. En 12, las concentraciones de C3 (mg*g-" MS) fueron de 0.7+0.2
en el do, 1.9+0.5en el d1y 0.4£0.5 en el d2.

El &cido butirico (C4), mostré un comportamiento cubico (P<0.01). La cantidad de C4 (mg*g-!
MS) fue baja, se incrementd (P<0.01) en ambos tratamientos del d0 al d1 y posteriormente disminuyé
(P<0.01). No se encontrd diferencia (P>0.05) entre tratamientos.

Los AGV's son un producto de desecho de algunos microorganismos en condiciones
anaerobias (Van Soest, 1982); en la FES de mezclas de cafia de azlcar y boniato, puede haber
produccion de C2 y sus niveles pueden ser fluctuantes durante el proceso; también puede haber
presencia de C3 en concentraciones muy bajas, este Ultimo puede desaparecer después de 48 h de
FES (Rodriguez et al., 2001a); en este trabajo, sucedié algo similar, hubo presencia de C2 y C3; la
concentracion de C2 fue fluctuante y la concentracion de C3 fue baja y disminuy6 a partir de las 24 h de
FES, encontrando ademas, pequefias cantidades de C4.

La disminucion de C2 y los incrementos de C3 y C4 del d0 al d1 de la FES de los sustratos de
t1 y de t2, coinciden con la disminucién de AcL. Van Soest (1982), describe que en ciertas reacciones
quimicas presentes en los procesos metabdélicos, se pueden producir C3 y C4 a partir del AcL. El
proceso evaluado en este trabajo es en condiciones aerobias, esto explica que las cantidades
detectadas de C3 y C4 durante el proceso hayan sido bajas.

En el desarrollo de fermentaciones no lacticas, si hay AcL y C2 disponibles, se pueden producir
Cs, CO2 y Hz. EI C3 puede formarse a partir del lactato, el cual es la forma ionizada del AcL (Van Soest,

1982). Basandose en lo descrito por Van Soest (1982) y considerando que en la FES de algunos
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sustratos puede haber una gran diversidad de especies de microorganismos (Valifio et al., 2002), se
puede explicar que debido a la incorporacion de oxigeno en la FES en este trabajo, la disminucion del
AcL y el C2 en los sustratos, se debid a que fueron utilizados como fuentes de energia en rutas del
metabolismo de microorganismos aerobios presentes en el proceso. Cierta cantidad de esos acidos fue
metabolizada a C3 y C4, debido a la presencia de microorganismos anaerobios.

La disminucién de C3 y C4 después de 24 h de FES, pudo deberse a que también se utilizaron
como fuentes de energia (Van Soest, 1982). El incremento de C2 durante la FES del t1 (del d2 al d4),
pudo ser resultado de diferentes procesos, como el de la metabolizacion de aminoacidos por bacterias
clostridicas o el de la metabolizacion de hexosas, pentosas y/6 acidos organicos por accién de bacterias
heterolacticas, homolacticas, enterobacterias y/6 levaduras (Ojeda et al., 1987).

Para conocer de manera concreta que especies de microorganismos fueron responsables de
estos cambios, es necesario realizar un andlisis microbiologico detallado de la dindmica de las
principales poblaciones de bacterias, hongos y levaduras que actlan en la FES del BM, durante el
proceso de obtencion de manzarina.

Porcentaje de Proteina Cruda (PC)

La PC representa la concentracion de nitrégeno de fuentes proteicas y no proteicas en los
alimentos. Esta variable, se comporté de manera cuartica (P<0.02) y diferente entre tratamientos. En
t1, la concentracion de PC (%), disminuyé (P<0.02) del d1 (25.0+0.8%) al d4 (14.9+0.8%) de la FES,
posteriormente se incrementé (P<0.02) del d4 al d16 (25.5£0.9%). En t2, la concentracién de PC (%),
disminuy6 (P<0.02) del d1 (28.5+1.2%) al d4 (17.5+1.4%) de la FES, posteriormente se incremento
(P<0.02) del d4 al d16 (28.1+1.4%). El alto valor de PC en ambos tratamientos en el d0, se debe al

aporte de nitrégeno no proteico (NNP) de la urea y el sulfato de amonio agregados a los sustratos.
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La disminucion de PC coincidié con los incrementos de NHs. La urea, se transforma a NH3
(Valifio et al., 2002; Calderdn et al., 2005), Rodriguez et al., (2001b) mencionan que no todo el NH3
producido es utilizado y su produccion, es mas rapida que su asimilacion para sintesis de aminoacidos,
esto permite que en algunos casos se pierda algo de NNP en el ambiente, debido a la volatilizacién del
NHs. Es posible que esto haya sucedido en ambos sustratos, explicando las disminuciones de PC.

El incremento en la concentracion de PC, se puede explicar debido la pérdida de MS lo que
provoca que, como sucede con las cenizas y otros componentes se presente un incremento relativo
(Rodriguez et al., 2001a).

Porcentaje de Proteina Verdadera (PV)

La PV es un indicador importante de la sintesis microbiana. Esta variable mostré un incremento
lineal con una interaccion (P<0.05) del efecto de tratamiento por el dia de FES. La concentracion de PV
en BS se incrementd (P<0.05) en los dos tratamientos de manera paulatina del d0 (6.924+0.99% en t1y
8.5240.99% en t2), al d16 (23.60+0.99% en t1 y 18.12+0.99% en t2); solo se encontré diferencia
(P<0.05) entre tratamientos en el d16 de FES.

Las concentraciones de PV en BS en el d8 de FES fueron de 15.53+0.99% en t1 y
12.86+0.99% en t2. La PV se incrementa en la FES de diferentes tipos de sustratos (Pefialoza et al.,
1985; Rodriguez et al., 2001b; Ibarra et al., 2002), este parametro es el indicador mas importante de la
sintesis microbiana (Rodriguez et al, 2001a) y esta relacionado con el desarrollo de los
microorganismos (Rodriguez et al., 2001b).

Al parecer, una mayor disponibilidad de carbohidratos fermentables en el BM, resultado de la
adicion de MD molida en sustitucion parcial del BM como sustrato, no produce un efecto que permita
obtener un incremento mayor de la cantidad de PV, reflejando que la sintesis microbiana de proteina,

puede ser similar en la FES de los sustratos evaluados.
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Proporcion de PV (PV/PC)

La proporcion de PV/PC en la FES, puede indicar que proporcion del nitrégeno en un alimento,
proviene de fuentes principalmente organicas. Esta variable, mostr6 un comportamiento cuértico
(P<0.05) sin diferencia (P>0.05) entre tratamientos. La proporcién PV/PC se increment6 (P<0.05) en
ambos tratamientos, este incremento fue marcado del d0 al d4 de la FES y paulatino del d0 al d16.
Segun los valores estimados, en el d4, la proporcidn de PV/PC en t1 fue de 72.2+4.1 y en 12 fue de
74.7x6.8. En el d8, la proporcion de PV/PC llegd a 79.944.1% en t1y a 82.4+6.9% en t2.

En las condiciones de este experimento, entre las 96 (d4) y 192 h (d8) de FES, se alcanza un
valor de PV/PC alto, con una concentracion de levaduras mayor en el sustrato de t1 (BM). Sin embargo
la concentracion de PV es similar en los sustratos evaluados. A partir de las 96 h existe el riesgo de
desarrollo de poblaciones de bacterias no deseables, como lo indica el incremento de C2, esto puede
ser resultado de un pH alto, la disminucién de AcL y la disponibilidad de NHs.

Entre las bacterias no deseables, se encuentran algunas que pueden hidrolizar aminoécidos
(Van Soest, 1982), es conocido que el pH bajo y el AcL son los que impiden el desarrollo de esas
bacterias (Van Soest, 1982; Anrique y Viveros, 2002).

Porcentaje de Carbohidratos Estructurales (FDN y FDA)

En la FES, generalmente la principal fuente energética para los microorganismos proviene de
los carbohidratos facilmente fermentables, sin embargo puede haber cambios en la concentracion de
los carbohidratos estructurales. Sobre estas variables se observo un efecto (P<0.05) de interaccion de
tratamiento por dia de FES. Del d0 al d8 de FES, las concentraciones de FDN y FDA disminuyeron
(P<0.05) en el sustrato de BM (t1), mientras que en el sustrato de BM mas MD (t2) se incrementaron

(P<0.05; Cuadro 41).

Pégina 223



Lo anterior indico que una alta cantidad de carbohidratos estructurales fue degradada en el BM,
durante su FES, mientras que en la FES de la combinacién de BM mas MD se observé un incremento
de este tipo de carbohidratos debido a una pérdida de MS.

Valifio et al.,, (2002) reportaron que en la FES de bagazo de cafia de azlcar, existe una
disminucion en la concentracion de FDN, esto debido al desarrollo de hongos celuloliticos del género
Aspergillus y Trichoderma, situacion que también incrementa el valor nutritivo del producto fermentado
debido a la mejora en la digestibilidad de la fibra y el contenido de proteina fungica.

Garcia et al., (2002), reportan la disminucion de la pared celular debido a la FES de bagazo de
cafia de azlcar con Trichoderma viride y Pefialoza et al, (1985) reporta una disminucion de
constituyentes de la pared celular en sustratos expuestos a FES con Aspergillus niger.

La relacion que puede haber entre el desarrollo de hongos y la disminucion de componentes de
la pared celular, ha quedado demostrada en sustratos con alto contenido de carbohidratos estructurales

lignificados (Reid, 1983; Reid 1985).
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CUADRO 41. COMPORTAMIENTO DE FDN'Y FDA EN LOS DOS TIPOS DE SUSTRATO DURANTE SU FES

Dia de Fermentacion

Variable! do ds
t12 t22 t12 t22
FDN 55.81+0.792 45.07+0.79° 28.59+0.792 61.45+0.790
FDA 40.52+0.522 31.97+0.520 24.67+0.522 48.82+0.520

1 Porcentaje de la MS
2t1: BM 100.0%; t2: BM 66.6%, MD 33.4%

a.b| jterales distintas como superindice, indican diferencia (P<0.05) entre tratamientos (sustratos) en el d0 y en el d8 de FES
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Rolz et al., (1986), reportaron que los complejos lignificados pueden ser quimicamente
modificados en el procesos de FES, al inocular con hongos de raiz blanca. Los sustratos evaluados por
ellos fueron, bagazo de zacate limén (Cymbopogon citratus) y de citronella (Cymbopogon winterianus).
Digestibilidad de la Materia Seca in vitro (DIVMS).

La DIVMS es un andlisis muy importante para la evaluacién de los alimentos. Sobre esta
variable, se encontr6 un efecto (P<0.05) de tratamiento y un efecto (P<0.05) del dia de FES pero no de
su interaccion (Cuadro 42). El sustrato de t1, tuvo en promedio una menor (P<0.05) digestibilidad que
el sustrato de t2. Los sustratos en el d8, después del proceso de FES, tuvieron una menor (P<0.05)
digestibilidad que antes de ser fermentados (d0). En el d0, las concentraciones de FDN y de FDA de t1
fueron mayores que las de t2; el contenido de fibra afecta la digestibilidad (Elias et al., 2001) y produce
una menor degradabilidad efectiva (Anrique y Viveros, 2002).

En el d8, la proporcién de NNP en t1, fue menor que la de t2 segun lo observado en la relacién
PVIPC, indicando que t2 tuvo una mayor cantidad de residuos de urea y sulfato de amonio,
provenientes de las cantidades que fueron agregadas al inicio del proceso de FES.

Es conocido que el NNP proveniente de la urea y del sulfato de amonio, es altamente soluble
(NRC, 2001), por consecuencia, en las pruebas de digestibilidad se deben haber detectado como 100%
digestibles. Un mayor contenido de carbohidratos estructurales en el d0 y una menor proporcion de
NNP en el d8 de t1 con respecto a t2, podrian explicar la menor digestibilidad en t1. EI BM y la MD,
pueden tener una proporcion alta de carbohidratos no estructurales como se puede deducir de la
composicion quimica publicada en trabajos como el de Joshi y Sandhu (1996) y el de USDA (2007),
este tipo de carbohidratos pueden ser altamente digestibles (NRC, 2001) y su concentracion disminuye
en los procesos de fermentacidn anaerobios (NRC, 2001) y en FES (Joshi y Sandhu, 1996; Rodriguez

etal., 2001b).
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CUADRO 42. DIGESTIBILIDAD DE LA MATERIA SECA in vitro EN LOS DOS TIPOS DE SUSTRATO
DURANTE SU FES

Dia de Fermentacién

Tratamiento Promedio
do d8
t1 (BM 100.0%) 87.95+0.40 81.21£0.40 84.58+0.292
90.37+0.40 84.82+0.40 87.59+0.290

t2 (BM 66.6%, MD 33.4%)

Promedio 89.16+0.28¢ 83.02+0.28¢ -

a.bLiterales distintas como superindice, indican diferencia (P<0.05) entre tratamientos (t1 vs. t2)
c.dLjterales distintas como superindice, indican diferencia (P<0.05) entre dias (d0 vs. d8 de FES)
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De manera similar a como se observé en el t1 vs. el t2 en el d8 de FES, el promedio de la
proporcién de PV/PC de los sustratos, en el d0, fue menor que el promedio de esta proporcion en el d8,
indicando que los sustratos fermentados en el dO tuvieron una cantidad mucho mayor de NNP que los
sustratos fermentados en el d8, puesto que ese NNP es proveniente de la urea y sulfato de amonio
agregados ydebido a que son altamente solubles (NRC, 2001), se puede sugerir que la mayor
digestibilidad en el d0 con respecto a la digestibilidad del d8, se debi6 al contenido de urea y sulfato de
amonio.

Produccion de Gas (PG) in vitro

La técnica de PG in vitro permite evaluar los alimentos de manera rapida, econémica y simula lo
que puede suceder con un alimento en el rumen. Se encontro diferencia (P<0.05) en el perfil de PG in
vitro debido al efecto de tratamiento y al efecto de la FES. El perfil de PG de las muestras de sustrato
no fermentado (d0) comparadas con el perfil de PG de las muestras de sustrato fermentado (d8) fue
diferente (P<0.05). No hubo efecto (P>0.05) de la interaccién de tratamiento por dia de FES.

Los contrastes realizados en el andlisis indican que la evolucion de la PG in vifro de los
sustratos (t1 vs. t2), se present6 de manera paralela (P>0.05), esto indica que su diferencia (P<0.05)
radica en la cantidad producida de gas; pero no en la forma del perfil de PG. En cambio, la evolucion de
la PG in vitro de los sustratos antes de ser expuestos a FES (d0) vs. la evolucién de la PG in vitro de los
sustratos después del proceso de FES (d8), no es paralela (P<0.05), esto indica que la velocidad de
fermentacion y la cantidad de gas producida fue diferente (P<0.05) debido las caracteristicas fisico
quimicas de las muestras, las cuales cual influyen en la fermentacion ruminal (Fondevila y Barrios,

2001).
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A las 48 h de fermentacion ruminal in vitro (Menke y Steingass, 1988), la PG de las muestras de
sustrato de BM (1) del d0 de FES, fue 49.13+2.22 m*0.2 g-' MS; la PG de las muestras de sustrato de
BM (t1) del d8 fue, 42.09£2.03 mI*0.2 g' MS; la PG de las muestras de sustrato de BM mas MD (t2) del
do, fue 48.81+£2.03 mi*0.2 g-' MS y la PG de las muestras de sustrato de BM mas MD (t2) del d8, fue
39.48+2.03 ml*0.2 g MS.

La PG de las muestras fermentadas fue menor (P<0.05) que el de las muestras no
fermentadas, ademas del contenido de PC en las muestras fermentadas, la PG debe haber sido
influenciada por la disponibilidad de carbohidratos estructurales, no estructurales y la alta cantidad de
urea y sulfato de amonio (NNP) en las muestras del d0, ya que el NNP estimula la degradacion de
carbohidratos estructurales (NRC, 2001), esto aunado a la disponibilidad de carbohidratos no
estructurales, los cuales son de rapidamente fermentados en el rumen.

Parametros de Fermentacion Ruminal in vitro (Parametros A, B, C)

Los pardmetros de fermentacion ruminal permiten realizar inferencias sobre como los
microorganismos ruminales utilizan los carbohidratos estructurales de los alimentos. La evolucién de la
PG in vitro de las muestras analizadas, mostré un ajuste (P<0.01) adecuado al modelo matematico de
Groot et al., (1996). Los parametros A, B'y C y sus definiciones se muestran en el (Cuadro 43).

De acuerdo a los parametros B (tiempo en horas en los que se presenta la mitad de la PG
asintotica in vitro) y C (forma de la curva formada por la evolucién de la PG), la velocidad de
fermentacion ruminal de las muestras de manzarina (muestras de sustrato fermentado, d8) es mas lento
que la fermentacion ruminal de las muestras de BM (t1) y BM mas MD (t2) no fermentadas (d0). Esto
fue resultado de la diferencia en la composicién quimica de las muestras fermentadas en comparacion
con las muestras no fermentadas, ya que, como se explico anteriormente esto influeye en como un

alimento se puede fermentar en el rumen.
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CUADRO 43. PARAMETROS DE FERMENTACION RUMINAL in vitro DE LAS MUESTRAS
EVALUADAS

Dia de Fermentacion

Parametros’ do ds
t12 t22 t12 t22
A3 (ml*0.2 g" MS) 56.06+3.58 59.63+7.39 87.23+41.99 53.654.67
B¢ (h) 15.60+1.59 17.7443.71 49.74+39.65 25.99+3.15
cs 1.71£0.18 1.50+0.24 1.141£0.23 1.7120.14

1 Calculados con el modelo matematico de Groot et al., (1996) y los datos de la PG obtenidos de la
aplicacion de la técnica de Menke y Steingass, (1988)

2t1: BM 100.0%; t2: BM 66.6%, MD 33.4%

3Indica la asintota de PG, en otras palabras la cantidad maxima de PG

4Indica el tiempo en el que se presenta la mitad de la PG asintética

5Indica cual es la forma del perfil de PG; Si C es < 1, el perfil tiene forma de parabolay Si C es = 1, el
perfil tiene forma sigmoidea
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La PG in vitro de las muestras de manzarina de t1, puede tener una variabilidad alta en la
velocidad de fermentacion (parametro B) y la cantidad de PG (parametro A), para evaluar estos
parametros, posiblemente se necesite un mayor nimero de observaciones, sin embargo en general se
puede apreciar que la PG fue mas lenta en la manzarina (muestras del d8) que en las muestras de
sustrato no fermentado y el perfil de PG de las muestras de manzarina de t1, puede ser paralelo al perfil

de PG que se genera en las muestras de manzarina de t2.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En la manzarina obtenida a partir de BM como sustrato, hay mas levaduras viables totales que
en la manzarina obtenida de combinaciones de BM més MD. En la FES del BM hay disminucién en la
concentracion de FDN y FDA.

La FES del BM o de la combinacion de BM mas MD para produccidn de manzarina, debe
detenerse entre las 96 y 192 h. En este punto el producto posee concentraciones altas de PV y de
levaduras.

La adicion de MD en sustitucién parcial del BM como sustrato para preparar manzarina, implica
mayor costo en tiempo, manejo y dinero y no favorece la obtencién de una mayor concentracion de PV.
Se encontré que la digestibilidad y la fermentacion ruminal in vitro de la manzarina fueron menores que
los valores observados en los sustratos no fermentados, esto no es un resultado negativo, puesto que la
manzarina tiene un mayor contenido de PV.

A las 96 h de FES la pérdida de MS debida al consumo de carbohidratos como fuente de
energia para el desarrollo de los microorganismos durante el proceso de obtencién de manzarina, fue
de un 21.2% y de un 42.0% a las 192 h, usando BM como principal componente del sustrato, esta
pérdida no es afectada por la adicion de MD al sustrato.

Se recomienda evaluar cuales son las principales especies de bacterias, hongos y levaduras
que intervienen el proceso de FES del BM. Se recomienda evaluar las condiciones de este producto

fermentado como aditivo en la alimentacién animal.
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CAPITULO 11. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN PLASMA, PARAMETROS
SANGUINEOS Y DESARROLLO DEL EPITELIO RUMINAL DE OVINOS
ENGORDADOS CON UNA DIETA CON MANZARINA

Héctor Esteban Rodriguez Ramirez
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RESUMEN

Existe la posibilidad de que la manzarina (Mzn) conserve las propiedades benéficas que tiene la
manzana como alimento, ademas de aportar una cantidad alta de levaduras. Este trabajo se realizo con
el objetivo de conocer si la adicion de Mzn a la dieta tiene influencia sobre la actividad antioxidante (AA)
del plasma, los componentes sanguineos o sobre el desarrollo del epitelio ruminal de borregos en
engorda, para esto, se utilizaron 12 machos (promedios de peso y edad, 25.5 kg y 148 d) y 12 hembras
(promedios de peso y edad, 25.3 kg y 146 d). Los animales permanecieron en jaulas individuales. 6
hembras (H) y 6 machos (M) se alimentaron con una dieta con ~10% de Mzn (t1), 6 H y 6 M recibieron
una dieta sin Mzn (t2), todos los animales recibieron agua y alimento ad libitum. Se tomaron muestras
sanguineas de cada animal el 31 de Julio (1), el 30 de Agosto (2) y el 26 de Septiembre (3) de 2007;
una de las muestras se usé para medir AA (técnica FRAP), una segunda muestra se utilizé para obtener
una biometria hematica (BH). Los animales se sacrificaron el 4 y 5 de Octubre de 2007, en ese
momento se tomaron muestras de tejido ruminal para medir el largo (LP) y ancho (AP) de las papilas.
Los valores logaritmicos de la AA y de los datos de la BH se analizaron con un modelo mixto (MIXED
del SAS 9.0, instruccion REPEATED), usando como efectos fijos, tratamiento (tr), sexo y su interaccion,
el muestreo (1,2 0 3) se uso como covariable para evaluar la tendencia cuadratica. EI LP y AP se
analizaron con un modelo jerarquico, con los efectos de tr, sexo, su interaccién y area ruminal de
muestreo anidada en la interaccion de tr por sexo. La AA en H de t1 (56.8+1.8 mM Fe2, muestreo 3) y M
de 2 (63.6+1.6 mM Fey) fue mayor (P<0.025) que en H de {2 (44.3+1.6 mM Fe2) y M de t1 (31.9£1.2
mM Fez). En el muestreo 2, la proporcién de linfocitos en H de t2 (97.0+1.4%) fue la mayor (P<0.05), los
M de t1 tuvieron 75.0£1.4%, las H de t1 66.0+1.0% y los M de t2 68.1+£1.6%. La proporcién de
eosindfilos en animales de 12 se incrementd (P<0.05) del muestreo 1 (1.242.6%) al 2 (15.9+2.8%; en

muestreo 3 tuvieron 15.2+2.8%) y fue mayor (P<0.05) que en los animales de t1 en los muestreos 2 (t1,

Pégina 234



2.2+1.1%) y 3 (1, 2.1£1.0%). El volumen corpuscular medio (VCM) en t1 fue mayor (P<0.025) que en
t2 (VCM=32.5+1.0, 33.0+1.0 y 33.1+1.0 fL en t1; 30.7+1.0, 31.2+1.0 y 31.3+1.0 fL en t2; muestreos 1,
2y 3). EI LP fue mayor (P<0.01) en M de t1 (3.04+£0.07 mm), los M de {2 tuvieron 2.43+0.05 mm. EI AP
en t1 fue mayor (P<0.01) que en 2 (1.99£0.02 vs. 1.90+0.02 mm). La dieta con Mzn favorece la AA en
ovejas, el desarrollo del epitelio ruminal y tiene influencia sobre la concentracién proporcional de

leucocitos.
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MATERIALES Y METODOS
Descripcion de los Animales y Tratamientos

Se utilizaron dos tratamientos (t) para evaluar el efecto de la adicion de manzarina como parte
de la dieta, las variables medidas fueron la actividad antioxidante en plasma sanguineo, algunos
parametros sanguineos obtenidos por una biometria hemética y el largo y ancho de las papilas
ruminales para observar el desarrollo del epitelio ruminal de borregos en engorda.

Se utilizaron 24 ovinos (12 machos y 12 hembras); al inicio de la evaluacion (27 de Julio de
2012), los machos (M) tuvieron un peso de 25.5+3.3 kg y una edad de 148.0+9.5 d; las hembras (H)
tuvieron un peso de 25.3+2.9 kg y una edad de 146.0+6.2 d. Los animales utilizados eran hibridos
provenientes de cruzas Charolais*(Katahdin*Dorper) como raza paterna y materna respectivamente; los
borregos, se agruparon por sexo y posteriormente asignaron al azar en dos tratamientos, quedando dos
grupos de machos (M) y dos grupos de hembras (H) de seis animales cada uno. Durante el periodo de
evaluacion, los animales permanecieron en jaulas individuales.

El tratamiento uno (t1) consistié en la engorda de 6 M y 6 H con una dieta preparada que
incluyé manzarina; el tratamiento dos (t2) consisti6 en la engorda de 6 machos y 6 hembras con una
dieta preparada con ingredientes comunmente utilizados sin manzarina. Las dietas se describen en el
(Cuadro 44). El criterio utilizado para la introduccion de la manzarina fue la sustitucion de alfalfa y soya
en la dieta como proteicos sin disminuir la proporcion de grano en la dieta para procurar tener un nivel

energético alto y el reto de mantener un pH relativamente bajo en el rumen.
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CUADRO 44. COMPOSICION DE LAS DIETAS UTILIZADAS

Tratamiento
Composicion
t1 (con manzarina) t2 (sin manzarina)
Ingredientes
Alfalfa 28.72 38.43
Soya 9.41 12.44
Maiz rolado 43.34 42.54
Manzarina 10.91 0.00
Grasa animal 2.29 1.98
Melaza 3.61 3.12
Sal 0.76 0.66
Premezcla mineral 0.95 0.82
Total 100.00 100.00
Parametros quimicos’
MS 91.32 90.59
PC 11.43 11.44
EE 6.43 5.76
FDN 23.84 2145
FDA 13.17 10.81
FC 20.0 15.0
Cen 7.31 7.23

* Porcentajes calculados de MS: PC.- proteina cruda; EE.- extracto etéreo; FDN.- fibra detergente
neutro; FDA.- fibra detergente acido; FC.- fibra cruda; Cen.- cenizas
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Preparacion de la Manzarina

Antes de obtener los animales para el experimento, la manzarina se prepar¢ siguiendo las
indicaciones previamente descritas por Becerra (2006); para esto, se obtuvo bagazo de manzana de la
planta CONFRUTTA en AlvaroObregén, localidad ubicada a aproximadamente 150 km de la ciudad de
Chihuahua. El bagazo de manzana fue trasladado a las instalaciones de la Facultad de Zootecnia y
Ecologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua.

La FES se llevd a cabo sobre una superficie de concreto expuesto a las condiciones
ambientales; al momento de iniciar el proceso, se agregaron como ingredientes nutritivos, un 1.5% de
urea, 0.4% de sulfato de amonio y un 0.5% de una mezcla comercial de minerales en el bagazo de
manzana en funcion a su peso en base hiimeda, para potencializar el crecimiento de microorganismos,
el procedimiento se ha hecho en base a lo descrito por Becerra (2006) y Diaz (2006), el proceso es
similar al que se realiza para la obtencion de Saccharina descrito por Elias et al., (1990).

El bagazo més los ingredientes, se extendié sobre la superficie de concreto, buscando tener
una cama de fermentacion con alrededor de 25 cm de profundidad y 1.5 m de ancho, las dimensiones
de la superficie de concreto permitieron tener camas de fermentacion con aproximadamente 15 m de
largo. Durante el proceso, del d0 al d6 de FES, el sustrato se mezclé tres veces diarias para incorporar
oxigeno en la cama de fermentacién. En el d6 del proceso, la cama se extendi6 sobre la superficie de
concreto para deshidratarlo al sol y posteriormente almacenarlo, el producto obtenido se triturd en un

molino para forraje antes de utilizarse para la preparacion de las dietas.

Pagina 238



Manejo de los Animales

Los animales recibieron el siguiente manejo: después del destete, permanecieron en dos
grupos en los corrales de las unidades de produccion de la Facultad de Zootecnia y Ecologia, UACh,
donde diariamente recibieron una alimentacion de ~300 g a-1 de alfalfa mas 300 g a-1 de concentrado
por un periodo de 30 d.

Al iniciar la evaluacion, (27 de Julio de 2012), los animales se trasladaron a jaulas individuales,
donde permanecieron hasta el momento de su sacrificio (4 y 5 de Octubre de 2012). Los animales
recibieron un periodo de 5 d de adaptacion a las dietas, el experimento se considerd iniciado a partir de
la primera toma de muestras (31 de Julio de 2012). Las dietas se formularon con base en los datos de
la NRC (1985) de ovinos, para obtener una ganancia de peso de 300 g d-1. Las dietas se balancearon
isoproteica e isoenergéticamente. Los animales recibieron alimento y agua a libre acceso durante el
periodo de evaluacion.

Toma de Muestras

Los dias 31 de Julio, 30 de Agosto y 26 de Septiembre de 2012, se colectaron dos muestras
sanguineas de cada borrego (vena yugular) antes de servir el alimento. Dichas muestras se extrajeron
con tubos de vacio estériles (tubos Vacutainer® con 7.2 mg EDTA como anticoagulante, 4 ml de
capacidad). Una de las muestras, se utilizo para determinar la actividad antioxidante en plasma (AA),
con la otra se realizé una biometria hematica (BH). Las muestras de tejido ruminal, se tomaron el dia
del sacrificio de los animales (4 y 5 de Octubre de 2012).

Manejo de las Muestras
Muestras sanguineas. Inmediatamente después de la toma de las muestras sanguineas, los

tubos con sangre y anticoagulante, se identificaron y se colocaron en un contenedor con hielo.
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Determinacion de la actividad antioxidante en plasma (AA). Las muestras, se trasladaron al
laboratorio de nutricién animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia, donde se centrifugaron a 2,700 g
por 15 minutos, posterior a esto, el suero se decanto y el tubo con plasma se sell6 para conservar la
muestra en congelacion (-6 °C) hasta el momento del anélisis. La AA se determind en el plasma
sanguineo por el procedimiento desarrollado por Benzie y Strain (1996), el cual consiste en medir la
habilidad del plasma para reducir el fierro o FRAP por sus siglas en inglés (Ferric Reductive Ability of
Plasma). La técnica FRAP, se realiza por colorimetria, para este procedimiento, las muestras de
plasma, se diluyeron en agua destilada y metanol (73.75% de agua, 25.00% de metanol y 1.25% de
plasma).

El estandar utilizado para determinar la AA, se prepar6 con 0.0417 g de sulfato férrico (FeSOa)
diluido en 50 ml de metanol (CH30H), con este se prepararon soluciones de 0 (blanco), 0.04, 0.08, 0.12,
0.16 y 0.20 mM de Fez. Las soluciones se diluyeron en agua (1:3, v/v) antes de ser analizadas. El
procedimiento consiste en lo siguiente: se preparan cuatro soluciones, la solucidn (a) amortiguador
acetato (3.1 g de acetato de sodio trihidratado mas 16 ml de acido acético glacial en 1 L de solucion),
esta solucién debe permanecer almacenada a 4 °C; la solucion (b) de acido clorhidrico (HCI) 40 mM
(1.46 ml de HCI concentrado en 1 L de solucién), esta solucién se puede almacenar a temperatura
ambiente; la solucion (c) TPTZ (0.031 g de reactivo 2, 4, 6 - Tris (2 - piridil) - 1, 3, 5 - triazine en 10 ml
de solucién HCI 40 mM), esta solucion debe prepararse en el momento en el que se va a utilizar y la
solucion (d) de cloruro férrico 20 mM (0.054 g de FeCI2+6H20 en 10 ml de solucién), esta solucion debe
prepararse como maximo, un dia antes de utilizarse si se puede almacenar en refrigeracion, si no es asi

debe prepararse en el momento en el que se va a utilizar.
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La soluciéon FRAP o solucién de trabajo, es una mezcla de las soluciones a, ¢ y d en una
relacion 10:1:1 (v/vlv), esta se debe preparar en el momento en que se va a llevar a cabo el
procedimiento y no se puede almacenar. Para el andlisis, se mezclan 100 pl del estandar o de la
muestra diluida en agua y metanol, mas 2 ml de solucién FRAP.

La absorbancia se mide 10 minutos después de mezclar la muestra con la solucion de trabajo a
una longitud de onda de 593 nm, en este trabajo, se utilizd un espectrofotémetro Coleman Junior® Il
modelo 620. Como blanco se utilizé una mezcla de metanol mas agua en una relacién 1:3 (v/v). Con
los resultados de la absorbancia de las soluciones estandar con diferentes concentraciones de sulfato
de fierro, se preparé la ecuacion de prediccion de la actividad reductiva del fierro (Fez), con esta
ecuacion y el porcentaje de dilucién de las muestras en metanol, se calcul la actividad antioxidante por
mililitro de plasma sanguineo, los resultados se expresaron en milimolares equivalentes a Fez (mM Fey).

Biometria hematica (BHem). Aiello y Mays (2000) indican que los analisis hematologicos
arrojan resultados sobre la cantidad de componentes celulares sanguineos (glébulos rojos y blancos).
La BHem muestra la cantidad de Leucocitos (Leu), la cantidad y porcentaje de Neutréfilos (Neu),
Linfocitos (Lin), Monocitos (Mon), Eosinéfilos (Eos), Basofilos (Bas) y Eritrocitos (Er); asi también
muestra la cantidad de Hemoglobina (Hem), el Voldmen Corpuscular Medio (VCM), la cantidad y
concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media (HCM y CHCM), la cantidad de Plaquetas (Pl), el
Volumen Plaquetario Medio (VPM) y el Hematocrito (Gallegos, 2007).

Las muestras sanguineas utilizadas para la BHem, se trasladaron al laboratorio del centro de
diagnéstico de la Clinica Universidad S. A. de C. V., la determinacién de los componentes sanguineos

se realiz6 en un aparato Beckman Coulter® AceT 5diff AL.
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Muestras de tejido ruminal. De cada animal, se tomaron cuatro muestras de tejido ruminal
como se indica a continuacion. Del lado derecho del rumen, después del sacrificio se realizé una
diseccion de tejido de ~4 cm de las siguientes partes: de la parte dorsal caudal, muestra 2, de la parte
ventral caudal, muestra 3, de la parte dorsal craneal y la muestra 4 se obtuvo de la parte ventral craneal
del rumen.

Los residuos de contenido ruminal de las muestras se eliminaron con agua, después de
limpiarlas, se colocaron en una solucién de formol al 18% para su conservacion; las muestras en formol
permanecieron dentro de recipientes de polietileno de ~100 ml con tapadera e identificados hasta el
momento de medir el largo y ancho de las papilas del tejido ruminal.

Al momento de medir las dimensiones de las papilas, las muestras se cortaron en tres partes,
los cortes se realizaron horizontalmente tomando como referencia para la diseccion del tejido, el
crecimiento horizontal de las papilas.

De cada corte, se eligieron tres papilas al azar para medir sus dimensiones (largo y ancho), en
total se obtuvieron nueve observaciones por muestra, danto un total de 36 observaciones por animal. El
largo y ancho de las papilas del epitelio estratificado del rumen (LP y AP), se midié con un calibrador
mecanico de caratula tipo Vernier (SURTEK®), las medidas se registraron en milimetros; la resolucion
minima de este tipo de herramientas es de 0.01 mm.

La decisiones tomadas para esta parte de la evaluacion, se llevaron a cabo con base en el
procedimiento desarrollado por Lesmeister et al., (2004), ellos dan indicaciones de los lugares, la
cantidad de muestras y la cantidad de observaciones que se deben realizar para llevar a cabo este tipo

de andlisis.
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Analisis Estadistico

Las variables de respuesta AA, Leu, Neu (%), Lin (%), Mon (%), Eos (%), Bas (%), Er
(cantidad), Hto (%), VCM, HCM, CHCM y PI, se analizaron con un modelo mixto. Como efectos fijos se
usaron el tratamiento (dieta), el sexo (Hembra o Macho) del animal y su interaccién, el muestreo
(primer, segundo y tercer muestreo), se utilizé como un efecto de covariable para evaluar la tendencia
cuadratica o lineal de las variables a través del transcurso del tiempo, asi como su interaccién con los
efectos fijos. Para el andlisis de los datos, los valores observados de cada una de las variables
anteriores, se convirtieron a su logaritmo natural para disminuir la magnitud de la varianza de los datos
(SAS, 2002) a excepcidn del porcentaje de basdfilos.

Los resultados del analisis de varianza, los estimados de las medias y del error estandar, se
obtuvieron con el procedimiento MIXED a través del método de méaxima verosimilitud del SAS 9.0,
utilizando la instruccion REPEATED. El tipo de estructura de covarianzas fue no estructurado
(TYPE=UN). Cada animal se utiliz6 como sujeto de analisis (SUBJECT) y se agruparon (GROUP) de
acuerdo al efecto de la interaccion de tratamiento y sexo (SAS, 2002).

Las variables de respuesta LP y AP, se evaluaron con un modelo jerarquico, como efectos se
usaron tratamiento, sexo del animal, su interaccién y el area de toma de muestra anidada en la
interaccion de tratamiento por sexo, esto Ultimo debido a que se esperaban diferencias en el desarrollo
del epitelio en los diferentes lugares del rumen (Lesmeister et al., 2004). Como covariables, se utilizaron
la edad y el peso de los animales, debido a que tienen influencia sobre el desarrollo de este tejido
(Heinrichs, 2005). Los resultados del andlisis de varianza, medias, error estandar y comparaciones

entre medias, se obtuvieron con el procedimiento GLM del SAS 9.0 (SAS, 2002).

Pégina 243



RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad Antioxidante en Plasma (AA)

La actividad antioxidante en plasma, refleja la resistencia que puede tener un organismo a un
estado de estrés oxidativo y se puede medir por diversas técnicas. Sobre esta variable, se observé un
efecto (P<0.025) de la interaccion de tratamiento, sexo y el efecto cuadratico del transcurso del tiempo
(fecha de muestreo).

Segun los datos estimados, la AA se increment6 (P<0.025) durante la evaluacion y fue mayor
(P<0.025) en los machos con la dieta sin manzarina (t2) y en las hembras con la dieta con manzarina.
Segln los datos estimados, al momento del tercer muestreo, los machos de {2 tuvieron una AA de
63.6+1.6 mM Fey, las hembras de t1 56.841.8 mM Fey, las hembras de t2 44.3£1.6 mM Fe2 y los
machos de t1 31.9+1.2 mM Fe>.

Hay factores de estrés ambientales o del estado fisioldgico del animal que pueden incrementar
la produccion de especies oxigénicas reactivas (EOR) en el cuerpo, causando dafios en las membranas
plasmaticas, en las proteinas y en el DNA celular (Hansen, 2008), una mayor AA en plasma implica una
mayor resistencia contra ese dafio.

En vacas lecheras en produccion, alimentadas con dietas con y sin manzarina, la AA se
incrementd por el solo hecho de ofrecer una dieta balanceada y en cantidad suficiente para cubrir sus
requerimientos (Gallegos, 2007), en este trabajo se observé algo similar, sin embargo, la AA en el
plasma de las hembras de t1 se favorecié con la dieta con manzarina y la dieta sin manzarina favorecié
la AA en el plasma de los machos de t2.

Un organismo entra en estrés oxidativo los niveles de EOR son mayores que los niveles de
antioxidantes (Bush et al., 2007) en el organismo, esto se acentlia cuando existen condiciones de

enfermedades y desdrdenes fisiologicos (Weiss y Mahan, 2008). La respuesta antioxidante del cuerpo,
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se incrementa por la presencia de vitaminas, selenio y enzimas antioxidantes (Karatas et al., 2006),
también puede ser influenciada por la presencia de algunos polifenoles en los alimentos (Ndhlala et al.,
2006) y refleja de manera general, el estado antioxidante total del cuerpo (Gallegos, 2007)
independientemente del mecanismo (de las vitaminas, minerales o enzimas) que la influencie; esto es
un érea de investigacion actual (Hansen, 2008)

En este trabajo, la dieta con manzarina (1), permitié que las hembras tuvieran una mayor AA.
En animales en produccién, la AA se puede influencias positivamente después de un plazo de al menos
30 d de alimentacién con una dieta balanceada y a libre acceso. Este efecto es dependiente del sexo y
del estado fisioldgico del animal. Segun los resultados estimados, la AA en los machos de t2 también se
favoreci6 con la dieta sin manzarina.

Biometria Hematica (BHem)

Una BHem muestra la cantidad de Leucocitos, Eritrocitos y Plaquetas en sangre (Gallegos,
2007), con base en los resultados de su concentracion, se pueden realizar diagnésticos de salud.

Leucocitos. Este grupo de células sanguineas protegen a los organismos de agentes
patdgenos externos y se distribuyen a través del torrente sanguineo, se les conoce de manera general
como glébulos blancos, estos a su vez, se subdividen en diferentes tipos de glébulos blancos (Aiello y
Mays, 2000).

La concentracién de Leucocitos en sangre fue similar (P>0.05) entre tratamientos y se comport6
de manera cuadratica (P<0.05) a través del tiempo. Del segundo al tercer muestreo la cantidad
estimada de células de leucocitos en sangre muestra un incremento (P<0.05). Las cantidades
estimadas fueron: al inicio de la evaluacion (31 de julio de 2012), 7.47+1.25*10° células por microlitro

(cel*uL-") en t1 y 7.78+1.07*10% cel*uL! en t2; en el segundo muestreo (30 de agosto de 2012),
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6.98+1.06*10° cel*uL-" en t1y 6.70+1.30*10° cel*uL-' en t2. En el dltimo muestreo (26 de septiembre
de 2012), 8.59+1.05*103 cel“uL-" en t1y 8.25+1.27*103 cel*uL-" en t2.

Segun Aiello y Mays (2000), la cantidad normal de leucocitos en sangre debe ser de entre 4 y
12*103 cel*uL-" en borregos, los valores observados en este trabajo, se encuentran dentro de ese rango
indicando que los borregos se encontraron sin problemas de enfermedades o alergias durante todo el
proceso.

Un conteo leucocitario diferencial, permite calcular las proporciones que hay de cada uno de los
diferentes tipos de glébulos blancos en el torrente sanguineo (leucograma), dicho conteo puede ser
diferente en un grupo de animales debido al sexo, la edad, la condicién, el ejercicio fisico, los ciclos
diurnos y sexuales de los animales y de la alimentacion.

El nimero de leucocitos aumenta en infecciones agudas bacterianas, leucemias, necrosis
histica y en intoxicaciones, estas situaciones también pueden generar niveles bajos de leucocitos (Aiello
y Mays, 2000), un estado nutricional adecuado y cierto tipo de aditivos e ingredientes en las dietas
pueden afectar postivamente esos niveles. En este caso, no hubo diferencia por efecto de la adicion de
manzarina en la dieta.

Porcentaje de neutrdfilos. En la etapa inicial de procesos inflamatorios, los neutréfilos son los
leucocitos presentes en mayor nimero (Ferrandi et al., 2012). En ganado lechero, son el primer grupo
de células de defensa del organismo que actia en la glandula mamaria cuando las vacas sufren de
mastitis (Paape y Capuco, 1997).

La concentracion en porcentaje de neutréfilos con base en la cantidad total de leucocitos, se
incrementd de manera cuadratica (P<0.01) a través del tiempo, pero no hubo diferencia (P>0.05) entre
tratamientos. La concentracion en porcentaje de neutrdfilos con base en la cantidad total de leucocitos

en el primer muestreo (31 de julio de 2012) fue de 8.7+1.3% en t1y de 8.7£2.4% en 12, en el segundo
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muestreo (30 de agosto de 2012) fue de 29.7+1.0% en t1 y de 29.5+2.9% en {2 y en el tercer muestreo
(26 de septiembre de 2012) fue de 42.2+1.1% en t1 y de 41.8£3.0% en 2. Segun Aiello y Mays (2000),
los ovinos deben tener una cantidad relativa de neutréfilos de entre 10 y 50% del conteo total de
leucocitos.

Se ha reportado que la concentracion de neutrdfilos segmentados en ovinos puede ser de un
23+1% a los tres meses de edad, a los cinco meses de edad, la concentracion relativa puede estar
cerca del 20+1% y en borregos adultos la concentracion puede llegar hasta el doble (Ullrey et al., 1965).
Los valores estimados se encontraron dentro de los rangos normales. Debe destacarse que a pesar de
que no se encontrd diferencia entre tratamientos, el valor del error estandar estimado de los resultados
de t1 es mas pequefio que en t2, indicando que existe la posibilidad de que la dieta con manzarina
tenga un efecto de modulacion en la produccion de neutrdfilos.

La concentracion porcentual de neutréfilos, esta positivamente relacionada con la IGF-1 (Burton
et al., 1992). Un nivel alto de este tipo de leucocitos podria ser deseable, debido a que esto significa
mayor resistencia a enfermedades, sin embargo, una cantidad alta de netréfilos puede afectar los
tejidos inflamados debido a que generan EOR, incrementando la oxidacion de las moléculas en esos
tejidos y ademas liberan enzimas granulares (Paape y Capuco, 1997). El incremento en la proporcién
de neutrdfilos se debié al aumento de la edad de los animales y con la alimentacién a libre acceso. En
el Ultimo muestreo.

Porcentaje de linfocitos. Este tipo de células, se originan de una célula madre medular y
maduran en los nédulos linfaticos, el bazo y los tejidos linfoides periféricos. Se subdividen en células B y
T, las primeras son los precursores de las células plasmaticas y producen anticuerpos, las segundas
participan en la inmunidad. La proporcion de linfocitos fue afectada (P<0.05) por la interaccion triple del

tratamiento, sexo del animal y fecha de muestreo (transcurso del tiempo; (P<0.05).
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La proporcién en sangre de este tipo de células sanguineas, disminuyé de forma cuadratica
(P<0.05) del primer al tercer muestreo. La concentracion fue mayor (P<0.05) en las hembras de la dieta
sin manzarina. En el primer muestreo, el porcentaje estimado de linfocitos en las hembras de t1 fue de
82.2+1.1%, en los machos de t1 93.4+1.4%, en las hembras de 2 100.0% y en los machos de 2
84.7+1.5%. Segun Aiello y Mays (2000) de la cantidad total de leucocitos en sangre, la concentracion
de linfocitos, debe estar entre 40 y 75% (criterio de valoracién), en el primer muestreo, los valores
estimados se encontraron por sobre ese rango, de igual manera sucedié con las hembras de t2 en el
segundo muestreo (97.0+1.4%), en el tercer muestreo la concentracion de linfocitos se encontré dentro
del rango del criterio de valoracion.

Ullrey et al., (1965), encontraron que la concentracion relativa de Lin en ovinos de 3 y 5 meses
de edad puede ser de 76+1y 78+1% respectivamente. El incremento de linfocitos, se relaciona con la
estimulacion inmune producida por inflamaciones crénicas o alguna enfermedad (Aiello y Mays, 2000).

Las variaciones de linfocitos en sangre pueden depender de la influencia de IGF-1 (Burton et
al., 1992). Este tipo de componentes sanguineos, disminuye conforme el peso vivo del animal se
incrementa (Bhannasiri et al., 1961; Ullrey et al., 1965). Los cambios en la concentracion relativa de
linfocitos en este trabajo, no se atribuyen a procesos infecciosos, ya que la cantidad total de leucocitos
estuvo dentro los rangos normales.

Porcentaje de monocitos. Estas células se forman en la médula 6sea y cuando llegan a los
tejidos tisulares se convierten en macréfagos (Aiello y Mays, 2000), la funcién de estos es fagocitar y
destruir particulas extrafias y tejidos muertos o desvitalizados, asi también, preparan las substancias
ajenas para que puedan provocar una respuesta inmune (Tizard, 1984). Esta variable no mostré
diferencia (P>0.05) por efecto de tratamiento, sexo del animal o su interaccion. La concentracion de

monocitos tuvo un comportamiento cuadratico (P<0.01) a través del tiempo.
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Segun los datos estimados, la concentracion relativa en el primer muestreo fue de 4.4+1.3% en
t1y de 12.5£6.3% en t2, en el segundo muestreo fue de 1.0+1.5% en t1 y de 2.848.8% en t2 y en el
tercer muestreo fue de 1.9+1.3% en t1y de 5.446.5% en t2.

Los monocitos pueden formar células gigantes multinucleadas como respuesta a cuerpos
extrafios y son fuente de factores estimuladores de las colonias y citoquinas (o citocinas) que regulan la
respuesta inflamatoria y que producen antigenos. En ovinos, su concentracion relativa puede estar
entre 0 y 6% (Aiello y Mays, 2000).

En bovinos, la cantidad de monocitos disminuye conforme el peso del animal se incrementa
(Bhannasiri et al., 1961) y su concentracion relativa es inversamente proporcional a la de los Neutréfilos
(Ullrey et al., 1965). En procesos inflamatorios, sustituyen la presencia inicialmente alta de neutrdfilos,
hasta que se convierten en el grupo mas numeroso de leucocitos en los tejidos inflamados (Ferrandi et
al., 2007).

No hubo diferencia (P>0.05) entre tratamientos para esta variable, sin embargo, se puede
observar que el error estandar (variabilidad de los datos) de los valores estimados en t1 tiene un rango
con menor amplitud que el error estandar de los valores estimados en 2, ademas de lo anterior, se
pudo observar que en el primer muestreo, la concentracion de monocitos en los animales de t2 se
encontré por sobre los rangos normales descritos por Aiello y Mays (2000), su incremento es un reflejo
de una respuesta del sistema inmunolégico a la presencia de cuerpos extrafios. De lo anterior se puede
sugerir que existe un efecto de modulacién en la produccion de monocitos como resultado del uso de la

dieta con manzarina.
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Porcentaje de eosindfilos. Este tipo de células se incrementa cuando existe alguna reaccion
alérgica (Aiello y Mays, 2000). Esta variable tuvo un comportamiento cuadrético y fue mayor (P<0.05)
en t2. Segun los valores estimados, en los borregos de t1 la concentracion de eosindfilos se encontro
en un rango normal (primer muestreo 0.2+1.2%, segundo muestreo 2.2+1.1% y tercer muestreo
2.1+1.0%), pero en {2 (primer muestreo 1.2+2.6%), la concentracion fue mayor (P<0.05) en el segundo
(15.9£2.8%) y tercer muestreo (15.2+2.8%) y fue superior al rango del criterio de valoracion (entre 0 y
10% de los leucocitos) reportado por Aiello y Mays (2000).

Los eosindfilos liberan histaminasas que pueden modular la produccién de histaminas de los
basoéfilos y contienen proteinas que estan involucradas con la eliminacion de parasitos.

Porcentaje de basofilos. Este tipo de leucocitos son poco frecuentes en animales domésticos.
Esta variable mostré un comportamiento cuadratico (P<0.01) a través del tiempo. No se observo efecto
(P>0.05) de tratamientos, del sexo del animal o de su interaccion sobre esta variable. El porcentaje de
basoéfilos disminuyé (P<0.01) del primer (1.21£0.03% en t1 y 1.13+£0.18% en t2) al segundo muestreo
(0.0%), en el tercer muestreo los niveles de basofilos fueron de 0% en ambos tratamientos. En ovinos,
es normal encontrar una concentracion de basdfilos de entre un 0y 3% en el leucograma. Este tipo de
leucocitos tienen histamina, heparina y mucopolisacaridos sulfatados (Aiello y Mays, 2000).

Cantidad de eritrocitos. Estas células tienen la funcion de llevar oxigeno a los tejidos a una
presion suficiente para permitir su rapida difusion. No se observé ningln efecto (P>0.05) sobre esta
variable, lo que significa que la cantidad de eritrocitos fue estable durante toda la evaluacion.

Los eritrocitos, contienen hemoglobina, un vehiculo que transporta a la hemoglobina intacta a
un nivel intracelular y un metabolismo preparado para proteger al vehiculo y a la hemoglobina; en su
deficiencia, se presenta un estado de anemia. La cantidad de eritrocitros en ovinos debe estar entre 9 y

15*108 globulos por microlitro uL-! (Aiello y Mays, 2000).
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Hematocrito. Esta variable, es un andlisis practico y exacto del estado eritrocitario sanguineo
que se expresa en porcentaje (Aiello y Mays, 2000). No hubo efecto (P>0.05) de tratamiento, del sexo
del animal o de sus interacciones sobre esta variable. A través del tiempo de evaluacién, mostré un
incremento de forma cuadratica (P<0.025). En t1, los valores estimados fueron de 31.1+1.0%,
33.7£1.0% y 35.0+1.0% en el primer, segundo y tercer muestreo. En t2, los valores estimados fueron
de 31.0£1.1%, 33.6+1.1% y 34.9£1.1 en el primer, segundo y tercer muestreo.

El hematocrito, se utiliza para diagnosticar la pérdida de sangre, la destruccién excesiva de
glébulos rojos o la disminucion en la produccién de glébulos rojos. Un hematocrito bajo es resultado de
un estado anémico, su incremento por sobre los valores normales, se relaciona con la deshidratacion.
El hematocrito (%), debe encontrarse entre un 27 y 45% en ovinos (Aiello y Mays, 2000). Los valores en
este trabajo se encontraron dentro de ese rango.

Volumen corpuscular medio (VCM). Cuando este valor es bajo, indica que los eritrocitos
tienen un tamafio menor a lo normal, esto se puede presentar cuando la cantidad de hierro es
insuficiente (Aiello y Mays, 2000). Esta variable, mostré un efecto (P<0.025) de tratamiento con un
comportamiento cuadratico a través del tiempo (efecto de la interaccion de tratamiento por fecha de
muestreo al cuadrado. En el primer, segundo y tercer muestreo, los valores estimados del VCM en t1
fueron, 32.5+1.0 fL(fentolitros), 33.0+1.0 fL y 33.1+1.0 fL, mientras que en t2, los valores fueron de
30.7£1.0 fL, 31.2+1.0 fL y 31.3+1.0 fL respectivamente, como se puede observar el VCM fue mayor
(P<0.025) en los animales de t1. EI VCM debe encontrarse entre 28 y 40% en ovinos (Aiello y Mays,
2000). Los valores estimados estuvieron dentro del rango mencionado.

Hemoglobina corpuscular media (HCM). Este valor, indica la concentracion de hemoglobina
en funcién a la cantidad de glébulos rojos (Aiello y Mays, 2000). Sobre esta variable, se observé un

efecto (P<0.01) de la interaccion de sexo del animal por el efecto cuadratico de la fecha de muestreo
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(comportamiento cuadratico en funcién al transcurso del tiempo), siendo la concentracidén en machos,
mayor (P<0.01) que en hembras.

En el primer muestreo, la cantidad estimada de HCM en t1 fue de 12.79+1.01 picogramos (pg)
en hembras y 14.64+1.04 pg en machos, en t2 fue de 12.11+1.04 pg en hembras y 13.86+1.06 pg en
machos. En el segundo muestreo, la cantidad estimada de HCM en t1 fue de 12.35+1.01 pg en
hembras y 14.14+1.05 pg en machos, en {2 fue de 11.69+1.04 pg en hembras y 13.38+1.07 pg en
machos. En el tercer muestreo, la cantidad estimada de HCM en t1 fue de 12.14+1.01 pg en hembras y
13.89+1.01 en machos y en t2 fue de 11.49+1.04 pg en hembras y 13.15+1.07 pg en machos.

La cantidad de HCM en ovinos debe encontrarse entre 8 y 12 pg (Aiello y Mays, 2000). Los
resultados de este trabajo mostraron que la HCM de los animales fue ligeramente mayor que el rango
del criterio de valoracion, ain asi se considera normal. La concentracién de hemoglobina corpuscular
media (CHCM) es un parametro de valoracion mas adecuado.

Concentracion de la hemoglobina corpuscular media (CHCM). Este parametro, indica la
concentracion de hemoglobina en funcion al volumen de gldbulos rojos. No se encontré efecto (P>0.05)
de tratamiento, sexo del animal, de su interaccion o una interaccion de estos con la fecha de muestreo.

Se observé un comportamiento cuadratico (P<0.05) de la CHCM a través del tiempo (fecha de
muestreo). Segln los valores estimados la CHCM en gramos por decalitro (g dL-') en el primer,
segundo y tercer muestreo fue de 40.49+1.01, 37.47+1.01 y 36.69+1.01 en t1 y de 38.87+1.06,
35.97+1.06 g y 35.22+1.06 en t2.

La CHCM como parametro de valoracion es similar a la HCM pero es mas adecuado como
indicador y se debe encontrar entre 31 y 34 g dL-' en ovinos como criterio de valoracion. Una CHCM
aumentada indica hemolisis. En el primer muestreo, la CHCM estuvo por sobre el valor superior del

rango del criterio de valoracion; un nivel hemolitico alto puede expresarse en un proceso de
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recuperacion (Aiello y Mays, 2000), es posible que debido a las condiciones de manejo (dieta a libre
acceso) y a una alimentacion que cubre los requerimientos nutritivos de los animales adecuadamente,
estos hayan entrado en un proceso de ganancia compensatoria durante la evaluacion, provocando que
los valores de CHCM fueran altos en el primer muestreo.

Cantidad de plaquetas. Estos componentes sanguineos pueden disminuir debido a farmacos,
toxinas y en algunos casos a la actividad inmunolégica. Esta variable, mostré un comportamiento
cuadratico (P<0.01) en funcion al tiempo, pero no se encontraron diferencias (P>0.05) por efecto de
tratamiento, sexo del animal, de su interaccion o su interaccion con la fecha de muestreo (efecto del
transcurso del tiempo).

Esta variable se expresa en cantidad de plaquetas por microlitro de sangre. En borregos, dicha
cantidad debe estar entre 250*103 uL-* y 750103 uL-!. La disminucién en la produccion de plaquetas
puede deberse a actividad inmunoldgica, debido a que se producen anticuerpos que se pueden unir a la
superficie de las plaquetas (Aiello y Mays, 2000).

Desarrollo del Tejido Epitelial Estratificado del Rumen

Largo de papilas (LP). El desarrollo del epitelio ruminal se refleja en el largo de las papilas de
este tejido. Sobre esta variable, se observé un efecto (P<0.01) de la interaccion de tratamiento por sexo
del animal. Hubo influencia de la edad (P<0.05) y del peso (P<0.07) del animal (covariables). Los
resultados se muestran en el (Cuadro 45).

Los machos de t1 tuvieron el mayor (P<0.01) LP y los machos de t2, tuvieron el menor (P<0.01)
LP. Las hembras de t1 y t2 no mostraron diferencia (P>0.05) entre si. Un mayor LP se puede atribuir a
una mayor produccién de AGV's, ya que su produccion influye en el desarrollo de papilas (Flatt et al.,
1956; Heinrichs, 2005; Khan et al., 2007), siempre y cuando no se observen problemas de acidez

(Suarez et al., 2007).
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Ancho de papilas (AP). Esta variable, también refleja el desarrollo del epitelio ruminal, sin
embargo el LP es mas representativo. Sobre esta variable, se observd un efecto (P<0.01) de
tratamiento. Hubo influencia de la edad (P<0.05) y del peso (P<0.05) del animal (covariables) sobre el
AP en el desarrollo del epitelio (Cuadro 45).

En los animales de t1, el AP del epitelio ruminal (1.99+0.02 mm), fue mayor (P<0.01) que el AP
observado en el epitelio ruminal de los borregos de 2 (1.90£0.02 mm). Como sucede con el LP, un
mayor AP se puede atribuir a una mayor produccion de AGV's (Flatt et al., 1958; Heinrichs, 2005; Khan

et al., 2007), siempre y cuando no haya problemas por acidez (Suarez et al., 2007).
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CUADRO 45. DIMENSIONES DE PAPILAS RUMINALES (EN MILIMETROS)

Variable t1 (con manzarina) t2 (sin manzarina)
Largo de Papilas en Machos 3.04+0.072 2.43£0.05°
Largo de Papilas en Hembras 2.64+0.06¢ 2.67+0.06¢
Ancho de Papilas 1.99+0.022 1.90+0.02°

a.b.c.d | jterales distintas indican diferencia (P<0.001)
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El uso de la manzarina en la dieta de borregos en engorda, favorece la actividad antioxidante en
plasma de las hembras, mientras que la dieta sin manzarina favorece la actividad antioxidante de los
machos. La cantidad de leucocitos en el torrente sanguineo no se incrementé debido al uso de
manzarina en la dieta, sin embargo se observ que la proporcion de linfocitos fue alta en las hembras
alimentadas con la dieta sin manzarina.

La concentracion de monocitos no fue diferente entre tratamientos, sin embargo su
concentracion fue menos variable en los animales alimentados con la dieta con manzarina segin lo
indica el error estandar, mostrando un efecto de modulacion en la produccién de este tipo de leucocitos.

La concentracion de eosindfilos fue elevada en los animales alimentados con la dieta sin
manzarina, en los animales alimentados con la dieta con manzarina la concentracién de este tipo de
leucocitos fue normal. El tamafio de los eritrocitos en sangre de los animales alimentados con la dieta
sin manzarina fue menor, comparando con los resultados estimados en los animales alimentados con la
dieta con manzarina.

La alimentacién a libre acceso permitié que la actividad antioxidante en plasma y la respuesta
del sistema inmunoldgico se incrementaran, independientemente del tratamiento. La adicion de
manzarina a la dieta estimul6 el desarrollo del epitelio estratificado del rumen. Se recomienda que se
realicen andlisis que permitan caracterizar la cantidad de vitaminas del complejo B en la manzarina y
del tipo de polifenoles que contiene, ya que hubo efectos de la dieta con manzarina sobre la

concentracion de leucocitos.
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