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RESUMEN

Eluso de aceites vegetales es una opcién para reducir la produccion
de metano en la fermentacion ruminal. En el presente trabajo se
evalué el efecto del aceite de semilla de calabaza (ASC) sobre la
produccion de CH, cinética de fermentacién ruminal y degradacién
de la materia seca, integrado a dietas de rumiantes utilizando la
técnica de produccion de gas in vitro. Los tratamientos evaluados
fueron seis adicionando diferentes niveles de ASC a una dieta
base que consistia en Cynodon nlemfuensis: T1=0 % ASC+ 100 % C.
nlemfuensis; T2=2 % ASC + 98 % C. nlemfuensis; T3=3 % ASC + 97 %
C. nlemfuensis; T4=4 % ASC + 96 % C. nlemfuensis; T5=5 % ASC +
95 % C. nlemfuensis; T6=7 % ASC + 93 % C. nlemfuensis, se utilizaron
10 repeticiones para cada tratamiento analizados bajo un disefio
completamente al azary se evaluaron las medias a través de la prueba
de Tukey (P<0,05) empleando para todo ello al paquete estadistico
SAS. El contenido de &cidos grasos insaturados del ASC fue de 67,2 %,
siendo los mas abundantes el acido linoleico y oleico (46,16 y 20,10 %,
respectivamente). Respecto a los resultados en la produccion de
metano (CH,), el ASC no produjo cambios significativos cuando este
fue incorporado a las dietas, sin embargo, se mejoraron las fracciones
de fermentacion mediay se redujeron las fracciones de fermentacién
lenta. Por otro lado, al utilizar ASC al elevar las proporciones al 4 %
afect6 disminuyendo la degradacion de la materia seca (DGRMS)
afectando la degradacion de la fibra. De acuerdo a lo obtenido se
observé inconsistenciay variabilidad en los resultados por lo que no
se sugiere laimplementacién del ASC como estrategia de mitigacién
de CH, por los efectos negativos provocados DGRMS, a pesar de
cumplir con las caracteristicas que otros aceites han presentado y
se sugiere profundizar los aspectos quimicos del ASC.
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SUMMARY

The use of vegetable oils is an option to reduce methane production
in ruminal fermentation. In the present work, the effect of pumpkin
seed 0il (CSA) on CH, production, rumen fermentation kinetics and
dry matter degradation was evaluated, integrated into ruminant diets
using the invitro gas production technique. The treatments evaluated
were six adding different levels of ASC to a base diet that consisted
of Cynodon nlemfuensis: T1= 0% ASC+100% C. nlemfuensis; T2=2%
ASC +98% C. nlemfuensis; T3= 3% ASC + 97% C. nlemfuensis; T4=
4% ASC +96% C. nlemfuensis; T5=5% ASC + 95% C. nlemfuensis;
T6=7% ASC +93% C. nlemfuensis, 10 repetitions were used for each
treatment analyzed under a completely randomized design and the
means were evaluated through the Tukey test (P<0.05) using the
statistical package for all of this. SAS. The unsaturated fatty acid
content of the BSA was 67.2%, with the most abundant being linoleic
and oleic acids(46.16 and 20.10% respectively). Regarding the results
in methane (CH,) production, the ASC did not produce significant
changes when it was incorporated into the diets, however, the medium
fermentation fractions were improved and the slow fermentation
fractions were reduced. On the other hand, when using ASC, raising
the proportions to 4% affected by the degradation of dry matter
(DGRMS), affecting the degradation of the fiber. According to what
was obtained, inconsistency and variability was observed in the
results, so the implementation of ASC as a CH. mitigation strategy is
not suggested due to the negative effects caused by DGRMS, despite
meeting the characteristics that other oils have presented and are
suggests deepening the chemical aspects of ASC.

Key words: Pumpkin; unsaturated fatty acids; fermentation
kinetics; fermentation fractions; methane
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INTRODUCCION

El sector pecuario se ha considerado una de las actividades mas
influyentes en las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI). La
produccién de metano se origina durante el proceso de fermentacion
ruminal de los alimentos consumidos por rumiantesy la cantidad que
se emite esta relacionado con la calidad nutritiva y la composicién
de la dieta proporcionada[1].

La emision de GEI es una problematica en crecimiento, por
lo que han surgido investigaciones asociadas a la mitigacion de
estos gases adoptando diversas estrategias, tales como mejorar la
calidad nutritiva de las dietas [2], el uso de vacunas y antibioticos
[3], el mejoramiento genético [4] entre otras. De las anteriores,
mejorar la calidad nutritiva de las dietas es una de las propuestas
con mayor potencial y viabilidad. Al respecto, existen estudios que
hanincorporado aceites vegetales con acidos grasos insaturados o
poliinsaturados en la dieta de los rumiantes, que afectan la formacion
de metano(CH,)[5. 6]. Laaccion que ejercen este tipo de acidos es,
por un lado, suprimir a las bacterias metanogénicasy aprovechar el
hidrogeno para de esa forma evitar la formacién de CH,, y, por otro
lado, la defaunacion del ambiente ruminal [7]. En este sentido, se
afirma que los acidos grasos con mayor contenido de &cido linoleico
y linolénico han demostrado mayor efectividad [8].

En relacion con lo anterior, el aceite de semilla de calabaza (ASC)
esta constituido por acidos grasos poliinsaturados cuyo rango va de
40a90 % [9] conalto contenido de acido linoleico y linolénico [10],
lo que lo convierte en un recurso local que podria utilizarse como
un participante activo en la disminucién de la produccién de CH, en
rumiantes, sin embargo, no existen estudios que evaluen este efecto.

Para la estimacidn de la produccion de CH, en el rumen, se han
utilizado diversas técnicas, algunas mas complejas que otras. Entre
ellas, se ha utilizado la técnica de produccion de gas in vitro (TPG in
vitro), que ademas de evaluar el impacto de las dietas en los rumiantes
durante el proceso de fermentacion, recientemente se ha utilizado para
estimar la produccion de CH,, obteniendo resultados convincentes[11].
Por lo tanto, ante la problematica antes mencionaday considerando el
alto valor nutricional del ASC, en este trabajo, se evalué laincorporacion
del aceite de la semilla de calabaza en la dieta de pequenos rumiantes
y su efecto enlareduccion de CH, y enlos parametros de fermentacion
ruminal utilizando la técnica de gas in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del area de estudio

El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Nutricion
Animal de la Facultad de Ciencias Agrondmicas, Campus V, de la
Universidad Autonoma de Chiapas, ubicado en Villaflores, Chiapas,
localizado entre los paralelos 16°14'1" N y 93°16'0" O, con un clima
calido subhumedo, con lluvias en verano, correspondiendo al clima
tipo Aw, una precipitacion de 1100 mm anuales y una temperatura
media anual de 25°C[12].

Obtencion de la semilla de calabaza y preparacion del sustrato

La semilla de calabaza (Curcubita moschata)(SC) se adquirio en
localidades de lazona centro de Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas,
considerada como una de los cultivos agricolas mas cultivados de
laregion.
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Extraccion y analisis del perfil de aceite de semilla de calabaza

Laextraccion delaceite de la SC se realizo a través del método Soxhlet
(Difte”, modelo D2405-50, México) utilizando hexano como disolvente
[13]. El perfil de acidos grasos se analizo en un cromatdgrafo de gases
acoplado a un detector de espectrometria de masas empleando una
columna DB-waxter de 60 mx 250 mm x 0,25 pm (Agilent Modelo 7890
B GC, Wilmington, EE. UU). Las muestras de aceite se esterificaron
previamente y se inyect6 1L al cromatdgrafo para su anélisis[14].

Obtencién de indculo ruminal

El liguido ruminal se obtuvo de tres ovinos (Ovis aries) de la raza
Katahdin el cual fue utilizado para incubar las muestras en las pruebas
invitro. Los animales fueron alimentados con una dieta con 6,5 % de
PCy 2,0 Mcal-kg™-MS™, formulada de acuerdo a los requerimientos
diarios que determina el National Research Council [15]. Cabe
senalar que los animales tuvieron el trato adecuado de acuerdo a
los protocolos establecidos por la Ley Federal de Sanidad Animal
Vigente NOM-062-Z00-1999 y bajo las normas de bienestar animal
establecidas por la Facultad Ciencias Agronémicas de la Universidad
Autonoma de Chiapas.

Tratamientos evaluados

Se evaluaron seis (6) tratamientos que consistieron en diferentes
proporciones de ASCy pasto Cynodon nlemfuensis(TABLAI). El porcentaje
de inclusién se considerd con base a los porcentajes adecuados para
mantener las condiciones 6ptimas de la fermentacién ruminal, ya que,
segun investigaciones previas, la inclusion de lipidos mayores al 7%
reduce la digestibilidad de la fibray laingesta del alimento[16].

TABLA I
Dieta base con niveles crecientes de aceites de
semilla de calabaza (Curcubita moschata)

Ingrediente % T T2 T3 T4 T5 T6
Pasto

Cynodon nlemfuensis 100 98 97 96 95 93
Aceite de semilla

de calabaza 0 2 3 4 5 7

Variables evaluadas

« Estimacion de la cinética y fracciones de fermentacion

Para conocer los parametros de la cinética de fermentacion, se
utilizé la técnica de produccion de gas in vitro [17]. Se colocaron
0,5 g de cada uno de los tratamientos evaluados en frascos de
vidrio color ambar de 125 mL de capacidad. Posteriormente, bajo
un flujo continuo de biéxido de carbono (CO,), a cada frasco se le
agregaron 90 mL de inoculo ruminal diluido (1:10). La soluciéon mineral
reducida estuvo compuesta de KH,P0, (0,45 g-L™"), NaCO5(0,6 g-L™"),
(NH,),80,(0,45 g-L™"), NaCl (0,9 g-L™"), MnS0, (0,18 g-L™"), CaCl, (0,12
g-L™), L-cisteina(0,25 g-L™")y Na,S (0,25 g-L™")(Meyer, Ciudad de México,
México). Unavez llenos los frascos se sellaron herméticamente con
tapon de gomay aro de aluminio, para posteriormente ser incubados
en un bano maria analégico a 39°C (Prendo’, modelo BM-20; Ciudad
de México, México), se incluyeron seis blancos (sin sustrato).
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Para conocer los parametros de fermentacion, la presion de gas
se midié con un mandémetro (Infra; modelo 63100/1-4; México)a 2,
4,6,8,10,12, 14,16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 40, 44, 48,
52,56, 60, 64, 68y 72 horas(h) de incubacién. Los valores de presién
(kg™-cm?) se convirtieron para volumen de gas (mL-g™' de sustrato)
con una ecuacion de regresion (volumen = presién/0,019 con R? =
0,98). Los parametros de la cinética de produccion de gas; volumen
maximo (Vmax), tasa (S)y fase de retardo (L) se estimaron con el
modelo logistico V=Vm/1+e @4+S(M[ 18],

Se estimaron las fracciones de fermentacion a través del volumen
fraccional (Vf) de gas de fermentacién aintervalos de tiempode0a 8
(Vfos) 8@ 24(Vfs04)y 24 a 48(Vfy.4s) h de incubacion, por lo que, fueron
transformados a fracciones(g-kg™' de MS) de rapida(FR), media(FM)
y lenta(FL)fermentacién utilizando las ecuaciones de regresion; FR
(g.kg™) = Vf0-8/0,4266 (R? = 0,9441), FM (g-kg )= Vf8-24/0,6152 (R* =
0,998)y FL (g-kg™)= Vf24-72/0,3453 (R?=0,9653)[19].

« Estimacion de la produccion de metano y degradacion de la
materia seca

Para determinar CH, y CO,, se realiz6 una segunda serie de
fermentacion y utilizé una jeringa de vidrio (B-D Yale ™) de 50 mL
para hacer las lecturas de la produccién de gasalas 6,12, 18y 24 h
de incubacion. El total de la produccién de gas de fermentacion
se determind sumando el volumen de gases producidos en cada
medicién. Se estimo el metano mas gases menores (CH,+GM). Para
ello, al gas de fermentacion se le realizé la separacion del CO, por
medio de una trampa (frasco de vidrio herméticamente sellado con
tapon de hule y aro de aluminio) que contenia 40 mL de hidroxido
de potasio (KOH) a una concentracion de uno molar y una dilucién
de 56,10 g de KOH en un litro de agua destilada[20]. El volumen
residual fue considerado como mL de CH,+GM y fueron ajustados
como metano tedrico (CH,) multiplicando cada valor por 0,7714.
Estos valores se utilizaron para estimar el volumen total de gas de
fermentacion (VTGF; mL-g" MS)y la proporcion (%) de CH, y, por
diferencia, se obtuvo el porcentaje de C0O,[21].

Al finalizar el periodo de incubacién (24 h), se determiné la
degradacion de la materia seca (DGRMS,.), para ello, el residuo de
cada frasco se filtrd a través de papel de filtro previamente pesado.
Los papeles con residuo se secaron a 65°C por 48 h, se pesarony se
resto el peso del papel filtro inicial. Finalmente, la DGRMS,., se calculo
por diferencia entre el peso de la materiainicial, antes de serincubada,
y el peso de la materia residual después del periodo de incubacién.

Disefo experimental y analisis estadistico

Los resultados obtenidos en cada experimento se sometieron a un
andlisis de varianza mediante el procedimiento GLM en el paquete
estadistico SAS[22], versidn 9.0, utilizando un disefio experimental
completamente al azar con seis tratamientos y 10 repeticiones. Las
medias fueron comparadas a través de la prueba de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Perfil de los acidos grasos del aceite de semilla de calabaza

El perfil de los acidos grasos del ASC (TABLA II) muestra mayor
concentracion de acidos grasos poliinsaturados (46,4 %), principalmente
por el alto contenido de acido linoleico (46,16 %), lo que corresponde
casialamitad de los &cidos grasos que contiene la semilla de calabaza.

3 TABLA IT
Acidos grasos del aceite de semilla de calabaza (Curcubita moschata)

Acidos grasos

Saturados Monoinsaturados Poliinsaturados
(%) (%) (%)

Aceite de semilla
de calabaza 32,12 21,04 46,4

Con respecto a los acidos grasos saturados y monoinsaturados,
estos fueron de menor concentracion (32,12 y 21,04 %,
respectivamente). Con respecto al perfil de los acidos grasos del ASC
se encontrd la siguiente abundancia (%), laurico 0,02; pentadecilico
0,02; palmitico 20,76; palmitoleico 0,20; margarico 0,11; esteérico
10,44; oleico 20,10, vaccénico 0,72; linoleico 46,16; linolénico 0,27;
araquidico 0,58; nodecilico 0,16. Del total de &cidos grasos, el valor
mas alto lo presentd el &cido linoleico con un valor de 46,16 %, sequido
de los &cidos palmitico y oleico (20,8 y 20,1%) respectivamente.

Lo anterior, indica que el ASC tiene potencial para disminuir la
produccién de CH, entérico, principalmente por su alta composicion de
acidos grasos poliinsaturados, ello, debido a la toxicidad que ejercen los
acidos grasos de cadena largay media sobre las bacterias metandgenas
[23],y por el consumo de hidrogenos disponibles en el proceso de
biohidrogenacion cuando el aceite es incorporado a una dieta[24].

Variables de fermentacion ruminal evaluadas con aceite de semilla
de calabaza

« Cinética de fermentacion y degradacion

Con relacion a los resultados de la cinética de fermentacion
(TABLA I11), no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos para Vmax(P>0.05), pero si para la tasa de fermentacion
(S, h")y fase de retardo (L, h). Se observa que a partir del T4, T5 y
T6 se fermentan mas rapidamente (P<0,05), lo que representa una
mayor adaptacion microbiana en un menor tiempo en comparacion
alos otros tratamientos (T1, T2 y T3). En cuanto a S se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05), siendo
T1, el de menor tasa de produccién de gas (0,029 h'), lo que indica
que lainclusion del aceite aumento la velocidad de fermentacion
del sustrato.

TABLA III
Cinética de fermentacién y degradacién de la materia seca de dietas
compuestas por aceite de semilla de calabaza y Cynodon nlemfuensis

Tratamiento Vmax (mL-g™) S(h") L(h) DGRMS
T1 (100 %) 408,98° 0,029¢ 8,72 49,112
T2 (98:2 %) 412172 0,033 9,002 50,512
T3 (97:3%) 400,842 0,032¢ 8,393 50,912
T4 (96:4 %) 404,172 0,032%¢ 7,93¢ 49,342
T5 (95:5 %) 414,372 0,033 7,71¢ 41,450
T6 (93:7 %) 397,97° 0,0342 8,14b¢ 35,48°

a5 Medias en la misma columna con letras distintas difieren estadisticamente
(Tukey, P<0,05). Vmax: Volumen maximo; S: Tasa de produccién de gas; L: Fase
de retardo; DGRMS: Degradacién de la materia seca a 24 h.
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Por otro lado, se observé que al aumentar los nivelesal5y 7% de
ASC, la DGRMS disminuye significativamente (P<0,05)(TABLAIl), lo
anterior podria atribuirse a que la inclusion de lipidos mayor al 6-7 %
reduce la digestibilidad de la fibra[16]. Los resultados tuvieron la
misma tendencia con los reportados por Orozco-Duran et al. [25],
quienes utilizaron C. plectostachyus como forraje base con diferentes
proporciones de aceite de semilla de Thevetia peruviana(TP)y fruto
de Persea americana(AG). Dichos autores reportan que el tratamiento
testigo(pasto; 0 % de aceite) presentd, en promedio 67,2 % de DGRMS,
sin embargo, cuando se incorpor6 6 % de los aceites se observo una
reduccién en la degradacion de hasta un 11%, concluyendo que al
incorporar niveles de 4y 6 % de aceite genera un impacto directo
sobre la fermentacion y la degradacion del forraje, mientras que en
el presente trabajo, se observé que el T1(0 % de aceite) presentd el
49,1 % de DGRMS y al incorporar el 5y 7% de aceite disminuyeron
a 41,45y 35,585 %, respectivamente. Por su parte, Garcia et al. [26]
observaron que al utilizar dosis crecientes aceite esencial de Lippia
turbinata y Tagetes minuta tuvieron una accion progresivamente
inhibitoria en la digestibilidad de diferentes dietas, con una inhibicion
casi total cuando se utilizaron 300 yL-L™. Lo que también coincide
con Samal et al. [24] quienes mencionan que incorporar aceites
esenciales a la alimentacion de rumiantes incluso puede afectar el
consumo de materia seca de los alimentos.

«  Fracciones de fermentacion

La inclusion de ASC no modifico (P>0,05) las fracciones de FR de
los tratamientos (TABLA IV)a excepcion del T2 que presentd menor
valor que fue de 77,43 mL-g" alas 8 h de incubacidn, sin embargo, no se
observaron diferencias significativas de relevancia, esto, indica que
el aceite no aumento las fracciones de FR (aztcares). Con respecto a
las fracciones de FM los tratamientos donde fueron estadisticamente
mas altas (P<0,05) fueron T2, To y T6, por el contrario, el T1con 0 %
de aceite fue el de menor FM. Por otro lado, los valores mas altos
estadisticamente (P<0,05)en FL fue el T1y T2, por lo que se observo
que a partir de lainclusion del 3 % de aceite (T3) disminuyd la fraccion
de FL, porlo que, lainclusién de aceite no influyé en las fracciones
de FR, sin embargo, aumenta las de FMy reduce las de FL.

e Produccion de metano

La inclusion de ASC no presentd diferencias significativas de
relevancia (P>0,05)y se observaron resultados inconsistentes en
la produccion de CH, (TABLA V), sin embargo, es de destacar que

TABLA IV
Fracciones de fermentacion de dietas compuestas por
aceite de semilla de calabaza y Cynodon nlemfuensis

FRos FMs-24 FL24.48 FT

Tratamiento (mL-g") (mL-g") (mL-g") (mL-g)
T1 (100 %) 91,884 246,880° 526,077° 864,84
T2 (98:2 %) 77,430° 297,233 498,204 872,872
T3 (97:3%) 90,8272 275,479¢ 482,527° 848,832
T4 (96:4 %) 94,7032 293,566 465,109 853,387
T5 (95:5%) 96,1132 312,387° 462,929« 871,432
T6 (93:7 %) 84,480% 304,566% 449,866 838,912

ab.cd:Medias en la misma columna con letras distintas difieren estadisticamente
(Tukey, P<0,05) FR: Fermentacién rapida 0-8 h; FM: Fermentacién media 8-24 h;
FL: Fermentacion lenta 24-48 h; FT: Fermentacion total

4deB

TABLA V
Produccion de metano en dietas compuestas por Aceite
de Semilla de Calabaza y Cynodon nlemfuensis

Tratamiento (m\,ng,W) CO:(%)  CHi(%) C(F,:L’gﬂ; pH

T1(100%) 146,42> 8293 1317  1882% 691
T2 (98:2%) 150,85 7923 16010 2323 6,91°
T3 (97:3%) 15628° 80,82  1381®  19,99% 692
T4 (96:4 %) 147,00 84570 1307 1932% 691
T5 (95:5%) 15228 84460 11,98° 16,48 6,95°
76 (93:7 %) 15128 8478  1120°  1697° 693

2b: Medias en la misma columna con letras distintas difieren estadisticamente
(Tukey, P<0,05). VT: Volumen total; CO2(%): Porcentaje de diéxido de carbono; CHa(%):
Porcentaje de metano; CHa ajustado: Metano ajustado; pH: potencial de hidrégeno

el VT de gas producido en 24 h en el T1fue de 146,42 mL-gde los
cuales, 13,17 % fue CH, (18,82 mL-g™' MS), sin presentar diferencias
significativas con los T y T6, tratamientos con mayor porcentaje
de aceite (5y 7 %, respectivamente).

La inclusion de aceite no modificé la produccion de CH, a nivel
ruminal, por ello, una de las razones probablemente sea los niveles
altos de pH que se observo en el presente trabajo, las cuales, fueron
mayores a 6,9; condicion que no afecta a las bacterias metanogénicas
[28]y por consiguiente no reduce la produccién de CH,. En este
sentido, no se encontré un resultado lineal conforme se incremento el
porcentaje de aceite en la dieta, y de acuerdo con Orozco-Duran et al.
[25]en algunos casos existe variabilidad de resultados por el tipo de
forraje utilizado y la calidad del mismo, asi también, influye el tipo
de aceite, el perfil de acidos grasos y la metodologia de extraccion
utilizada, por lo que resulta dificil establecer parametros dptimos o de
referencia sobre lainclusion de aceite, lo que coincide con Kholif et al.
[29] quienes mencionan que una de las principales limitaciones de
los aceites esenciales es la dificultad de definir dosis 6ptimas, lo que
origina resultados inconsistentes y no concluyentes.

En este mismo sentido, la no disminucién de la produccion de
CH,se puede atribuir al proceso de biohidrogenacion que sufren
los acidos grasos poliinsaturados a nivel ruminal, ya que este tipo
acidos grasos pueden inhibir a los metandgenos por la toxicidad
directa que ejercen sobre ellas [30], ya que probablemente los
iones hidrégeno que se producen durante este proceso saturan a
los 4cidos grasos poliinsaturados haciéndolos menos toxicos para
las bacterias metanogénicas[31], y en consecuencia no afectaala
formacion de CHs.

Por otro lado, Avato y Tava[31] sefalan que los aceites vegetales
pueden variar en estructuras quimicasy estereoquimicasy por ende
en sus actividades bioactivas de acuerdo a la especie, y a pesar
de que la adicidn de grasas o aceites en las dietas sea una de las
opciones mas reconocidas para reducir CH,ruminal, no siempre
se ha obtenido un resultado consistente y definitivo [29], lo que
ha impedido establecer un nivel 6ptimo de su uso en la reduccion
de metano. En ese sentido, considerando la variedad existente en
los compuestos quimicos en los aceites puede considerarse que la
actividad antimicrobiana no sea atribuible a un mecanismo especifico
sino a una accion combinada de varios factores.
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CONCLUSIONES

Lainclusion de aceite de semilla de calabaza presento resultados
inconsistentes y no redujo la produccion de metano, y al aumentar
sus concentraciones se afectd la degradacion de la materia seca, sin
embargo, aumentaron las concentraciones de carbohidratos de media
fermentaciony se redujeron las fracciones de fermentacion lenta.
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