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RESUMEN

EFECTO DE COMPUESTOS FENOLICOS SOBRE LA DIGESTIBILIDAD DE
UNA DIETA A BASE DE RASTROJO DE MAIZ

Pérez Maceda, Magdalena, Maestro en Ciencias en Produccion Animal,
Departamento de Zootecnia, Universidad Auténoma Chapingo; M. Sc.
Maximino Huerta Bravo.

Para conocer el efecto del acido hidrocinamico y timol, en la digestibilidad de la
materia seca (DMS), fibra detergente neutro (DFDN) y fibra detergente &cido
(DFDA) de una dieta a base de rastrojo de maiz, fueron utilizados 20 borregos,
de 30 kg de peso, aleatorizados en 5 tratamientos: dos niveles (0.025 y 0.05%)
de timol y &acido hidrocindmico, més el testigo (dieta basal). No se encontrd
efecto de tratamiento sobre DFDN y CMS (P>0.2), pero hubo una tendencia
sobre DFDA (P=0.09) y DMS (P=0.16). Los compuestos fendlicos en la dieta
no mejoraron la DMS, DFDN, DFDA y CMS. Se efectué una prueba de
digestibilidad in vitro donde se utilizaron tres sustratos: alimento de cada uno
de los tratamientos de la prueba in vivo; alimento del testigo que se le agregé
dos niveles (0.025 y 0.05%) de timol y acido hidrocinamico al ser incubados; y
papel que al ser incubado se le adicioné dos niveles (0.025 y 0.05%) de timol y
&cido hidrocindmico. Se encontré efecto de tratamiento (P<0.0001) sobre el
tipo de sutrato utilizado. Los compuestos fenédlicos deprimieron (P<0.05) la
DMS in vitro, excepto cuando se utilizé como sustrato el alimento del testigo de
la prueba in vivo .

Palabras claves: digestibilidad, rastrojo de maiz, timol y acido hidrocinamico.



SUMMARY

EFFECT OF PHENOLICS COMPOUNDS ON THE DIGESTIBILITY OF A DIET
BASED CORN STOVER

Pérez Maceda, Magdalena, Maestro en Ciencias en Produccién Animal,
Departamento de Zootecnia, Universidad Auténoma Chapingo; M. Sc.
Maximino Huerta Bravo.

For know the effect of hydrocinnamic acid and thymol on the digestibility of the
dry matter (DDM), neutral detergent fiber (DNDF) and acid detergent fiber
(DADF) of a diet based corn stover, were used 20 lambs with 30 kg of weigth,
randomized in 5 treatments: two levels (0.025 and 0.05%), of hydrocinnamic
acid and thymol, plus the witness (basal diet). There was not effect of treatment
on DNDF and CDM (P>0.2), but there was tendency on DADF(P=0.09) and
DDM (P=0.16). The phenolics compounds in diet did not improvement the DDM,
DNDF, DADF and CDM. Was carried a test of digestibility in vitro and were
used three substrates: food from everyone of the treatment of the test in vivo:
food of treatment witness that added its two levels (0.025 and 0.05%) of
hydrocinnamic acid and thymol, and paper that added its two levels (0.025 and
0.05%) of hydrocinnamic acid and thymol. There was effect of treatment
(P<0.0001) on the type of substrate used. The phenolics compounds depressed
(P<0.05) the DDM in vitro, except when was used as substrate the food witness
of the test in vivo.

—Key words: digestibility, corn stover, thymol and hydroccinamic acid.
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1. INTRODUCCION

En México se produce gran cantidad esquilmos agricolas. Para 1986 se indicd
una produccién de 39,873,904 t de materia seca, de subproductos agricolas, a
partir de los principales cultivos, incluyendo rastrojo, totomoxtle y olote de
maiz, pata de sorgo, paja de trigo, paja de frijol, vara de algodén, paja de
cartamo, paja de soya, paja de ajonjoli, paja de arroz y paja de cebada (SARH-
DGNP citado por Jiménez, 1989). El rastrojo de maiz es el que se produce en
mayor volumen, representando el 62% del total de los esquilmos producidos en

el pais (Villalobos, 1992).

Sin embargo, los subproductos agricolas presentan una serie de limitantes
para ser utilizados en la alimentacion animal, como son: el costo de
recoleccién, transporte y almacenamiento, por su gran volumen; la distancia
que existe entre las zonas productoras y las que podrian utilizarlos (Valdez y
Nufiez, 1984); el elevado contenido de fibra (>20%), ya que aproximadamente
el 70% de sus componentes quimicos se encuentran en la pared celular, cuya
digestion es inferior al 40% (Huerta, 1995). Esto ultimo origina la voluminosidad

de esquilmos agricolas que ocasiona un bajo consumo en los animales.



Lo anterior, ha conducido a investigaciones tendientes a mejorar el valor
alimenticio de estos recursos y aprovechar la habilidad de los rumiantes para
utilizar la celulosa y otros polisacaridos estructurales como fuente de energia.
Las alternativas que se han estudiado son: el procesamiento fisico (Fernandez,
et al., 1981), el procesamiento quimico con hidréxido de sodio y amoniaco
(Huerta, 1995), los tratamiento biolégicos, principalmente con hongos y
levaduras (Harrison, et al.,1988), y la adicion de factores de crecimiento a los

microorganismos (Van Nevel y Demeyer, 1988).

Se ha sefialado que los &cidos fenilacético y fenilpropidnico son factores de
crecimiento de las bacterias celuloliticas. Hungate y Stack (1982) encontraron
que el acido 3-fenilpropinico es un factor de crecimiento de las bacterias
celuloliticas manifestandose en un incremento del 85% en la digestibilidad de
la celulosa por Ruminococcus albus. La utilizacién de compuestos fendlicos
como el acido fenilpropiéncio y el timol en pruebas de digestibilidad in vitro han
mostrado resultados similares. En virtud de que todos estos datos se han
obtenido in vitro, se planteé evalﬁar el efecto del acido hidrocinéfﬁico y timol,
sobre la digestibilidad in vivo de la materia seca, fibra detergents neutro y fibra
detergente &cido de una dieta a base de rastrojo de maiz, para conocer si los
compuestos fendlicos representan una alternativa para mejorar el

aprovechamiento de los esquilmos agricolas.



2. OBJETIVOS

Evaluar el efecto del acido hidrocinamico y timol, sobre la digestibilidad
de la materia seca (MS), fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente'

acido (FDA) de una dieta a base de rastrojo de maiz, en ovinos.

3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Subproductos agricolas en México

En México existen gran cantidad de recursos forrajeros que pueden ser
destinados al consumo animal, entre ellos: forrajes toscos, residuos agricolas,
esquilmos agricolas, subproductos agricolas y subproductos agroindustriales

(Jiménez, 1989).

Valdez y Nufez (1984) sefialan una produccién estimada de 74 millones de
toneladas de esquilmos de diferentes especies agricolas como son maiz,
sorgo, frijol, trigo, cebada, etc. Ademas, 14 millones de toneladas de
subproductos agroindustriales que incluyen al bagazo de cafa, la pasta de

cartamo y el orujo de uva entre otros.



En 1986 se estimé una produccion de 39, 873, 904 toneladas de materia seca,
considerando esquilmos agricolas de los diez cultivos mas importantes en
México. Los que representaron mayor volumen fueron el rastrojo de maiz, pata
de sorgo, paja de trigo y olote de maiz con 60.9, 14.0, 8.7 y 7.2%

respectivamente (SARH-DGNP, 1987, citado por Jiménez, 1989).

Se estima que del total de energia utilizable por el ganado, producida en el
pais, los esquilmos agricolas representan entre el 18 y 20%, sin considerar los
alimentos concentrados elaborados fundamentalmente con sorgo y pastas

oleaginosas (Castafieda y Monroy, 1984).

Alrededor del 50% de la produccién de esquilmos agricolas se concentra en los
estados de Jalisco (12%), Veracriz (10%), Tamaulipas (9%) y Chiapas (9%);
un 27% mas se origina en los estados de Sinaloa (7%), Michoacan (5%),
Guanajuato (6%) y Puebla (4%); los demas producen Unicamente el 23 %

(Castarieda y Monroy, 1984).

Aproximadamente el 44% de !cs esquilmos agricolas se emplea como alimieitc
para el ganado, del cual, cerca de la mitad se ofrece mediante pastoreo directo
y suministro en grefia. De la pata de sorgo, menos del 40% se emplea como
alimento para el ganado: 21% por pastoreo directo, y aproximadamente el 4%

se empaca. Con respecto a la paja de trigo, cerca del 28% se cosecha, 2.4%



se pastorea y el 70% es quemado o incorporado al suelo (Castafieda y Monroy,

1984).

3.1.1. Importancia del rastrojo de maiz

El incremento en la produccién nacional de maiz en grano ha generado una
mayor produccion de rastrojo de maiz. De los subproductos agricolas, el
rastrojo de maiz es el que se produce en mayor cantidad. En 1990 se estimé
una produccién de 27,807,334 toneladas de esquilmos de maiz,

aproximadamente un 62% del volumen total de esquilmos (Villalobos, 1992).

El 85% del rastrojo de maiz producido se utiliza para la alimentacién de los
animales, 32% mediante pastoreo directo, 21% en grefia, 10 % empacado y
11% molido. Del olote se aprovecha el 44 %, y s6lo se muele el 23%

(Castarieda y Monroy, 1984).
3.2. Composicién quimica y valor nutritivo del rastrojo de maiz
Los esquilmos agricolas se caracterizan por una pobre concentracién de

nutrientes. La mayoria de los subproductos agricolas son bajos en energia,

proteina y minerales.



Velazques (1995), al realizar una revision de 35 subproductos agricolas, sélo el
5.8% de ellos presentd un contenido de energia suficiente para producciones
moderadas en rumiantes (> 2.0 Mcal EM/kg de MS), el 26.47% manifestaron el
aporte de energia requerida para mantenimiento (1.8 a 1.98 EM/kg MS), si el
animal consume o selecciona cantidades necesarias de alimento. El resto de
los subproductos mostraron baja cantidad de energia (< 1.8 Mcal EM/kg de

MS).

Con respecto a proteina, Huerta (1995) sefiala que el 75% de los subproductos
que incluy6 en una revisién, manifestaron un contenido de proteina inferior al
8%, cantidad insuficiente para satisfacer las necesidades de mantenimiento de
los ovinos. En el rastrojo de maiz, los valores de proteina son muy variables,
pero la mayoria de los datos que se citan son inferiores al nivel de

mantenimiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicién quimica del rastrojo de maiz (% en Base Seca)

MS  EM ENm Ehﬂ MO FC PC FDN FDA H L C AUTOR

94.70 87.7 56 763 50.0 26.3 79 388 CIPIES,(citado por
Castaiileda y Monroy,
1984)

85.00 2.13 1.28 0.71 344 66 11.0 NRC (1985)

2.01 1.14 5.9 Séanchez (1990)

87.60 90.5 69 784 46.7 Nuiez (1993)

85.00 1.81 0.97 0.42 344 66 67.0 390 25.0 Huerta (1995)

85.94 931 365 38 723 406 Narvédez > 997)1

MS, materia seca; EM, energia metabolizable; ENm, energia neta para
mantenimiento; ENg, energia neta para ganancia; MO, materia organica; FC,
fibra cruda, PC, proteina cruda; FDN, fibra detergente neutro; FDA, fibra
detergente acido; H, hemicelulosa; L, lignina; C, celulosa.
! datos no publicados.



Para el rastrojo de maiz, se indica un contenido de carbohidratos estructurales
entre 70 y 80% de la materia seca. Gran parte de ellos se encuentran
asociadas con la lignina, representando una fraccién no aprovechable por

rumiantes.

El alto contenido de complejos lignocelulésicos, asi como su bajo contenido de
energia y proteina limitan el consumo voluntario, digestibilidad y eficiencia de
utilizacion de los esquilmos por parte de los animales (Castafieda y Monroy,
1984). Se mencionan consumos de 30, 39y 59 g de materia seca, de rastrojo
de maiz, por unidad de peso metabdlico (Ortiz, 1975; Peldez, 1979; Alvarado y

Carrillo, 1993), y una digestibilidad de la materia seca de 58.4% (Lara, 1978).

A nivel general en el rastrojo de maiz, los minerales frecuentemente deficientes
son el fosforo, sodio, cobre, cobalto, manganeso y zinc, pueden ser limitantes
calcio y magnesio, los menos problematicos son potasio y hierro (Romero,

1993).
3.3. Factores que afectan e! valor nutritivo del rastrojo de maiz
Los factores que afectan la calidad del rastrojo de maiz son:

a) Densidad de poblacion. La digestibilidad in vitro del tallo disminuye al

incrementar la densidad de poblacién (Cabrales y Castellanos, 1990).



b) Momento de ccsecha del rastrojo de maiz. La lignificacion acompana la
maduracion de la planta (Ramalho, 1989). A medida que incrementa la edad de
la planta, el contenido de fibra detergente neutro aumenta en hojas tallo y
bracteas, y disminuye la digestibilidad de la materia seca (Sanchez y Lépez,
1993). Al realizar una cosecha temprana, las plantas presentan una mayor
proporcion de lamina foliar (Garcia y Estrada, 1991).

c) Disponibilidad de agua. Existe menor digestibilidad en la materia seca de las
plantas cultivadas en riego con respecto a las cultivadas en temporal (Garcia y
Estrada, 1991).

d) Fertilizacion.

e) Precocidad. Existe diferencia en digestibilidad entre las variedades
precoces, intermedias y tardias (Flores, 1990).

f) Relacion hoja:tallo. El contenido de carbohidratos estructurales en tallo es
mayor que en hoja (Cabrales y Castellanos, 1990). Por otro lado, cuando el
porcentaje de tallos en la dieta es elevado (80%), el comportamiento de los
animales es negativo, en comparacion con el mismo nivel de inclusién de
hojas, con el que se logra una respuesta de mantenimiento (Baltazar y Meza,
1990).

g) Genotipo. Las caracteristicas de la planta difieren entre genotipos por lo
tanto su composicién quimica es diferente.

h) Localizacién. Las condiciones climéaticas contribuyen en la deposicién de

lignina, principalmente la temperatura (Akin,1989).



3.4. Alternativas para mejcrar el valor nutritivo de los subproductos

agricolas

3.4.1. Procesamiento fisico

La estructura del alimento y el tamafio de la particula afectan el consumo
(Ramalho, 1989), por lo tanto, cuando los forrajes se someten a un
procesamiento fisico el consumo se mejora. En un andlisis que realizo
Velazquez (1995), estimé que al ofrecer forraje comprimido en rumiantes se
logra un incremento en el consumo (g MS/ kg PV®”°) de 46.1% con respecto a
forraje entero, 45.2% en comparacién con el forraje picado, y 17.6% al

compararlo con forraje molido.

Para procesar los forrajes es necesario cosecharlos, aunque ésto implica
mayor eficiencia de cosecha y menor cantidad de desperdicios,
simultdéneamente se tienen desventajas en el incremento en costos por
cosecha, transporte y almacenamiento. Por otra parte, el animal ya no puede
compiermentar su dieta con otras especies y granos remanentes de la cosecha
que se encuentran en las rastrojeras, por lo tanto disminuye la posibilidad de
que el animal pueda seleccionar, disminuyendo la digestibilidad del alimento

por aumentar el consumo, y un aumento en la tasa de pasaje (Huerta, 1995).



3.4.2. Tratamiento quimico

Los tratamientos quimicos rompen los enlaces ester entre lignina y celulosa o
hemicelulosa. Se dice que el tratamiento quimico, especialmente con NaOH,
solubiliza la hemicelulosa, incrementa la digestion y la tasa de digestién de la

celulosa y hemicelulosa (NRC, 1983).

Huerta (1988) al realizar una recopilacién de experimentos que incluyeron
hidréxido de sodio, sefiala que el comportamiento en ganancia de peso y
conversion alimenticia fue mejor cuando el nivel de forraje en la dieta superé al
60 %. Considerando todos los trabajos, la ganancia de peso, consumo de
alimento y conversiéon alimenticia se mejoraron en un 95 20 y 39 %

respectivamente.

La adicién de NaOH ejerce un efecto positivo sobre la digestibilidad de la
materia seca, materia organica, fibra detergente neutro y fibra detergente
acido. Wénapaf et al. (1986) senalan un incremento en la digestibilidad de la

materia seca de hasta el 30%.
Las limitantes que trae consigo este tratamiento es el costo del tratamiento,

disponibilidad de agua para el tratamiento, contaminacion ambiental y

problemas de seguridad personal (Huerta, 1995).
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Al utilizar 3% de amoniaco en el tratamiento del rastrojo de maiz, se incrementa
la digestibilidcad de materia seca (10.1%), materia organica (6.8%), fibra
detergente neutro (11.7%) y fibra detergente acido (16.5 %). En cambio, la
digestibilidad de proteina se afecta negativamente (-1.4%). La respuesta en
consumo puede ser pequefio o nulo, y en la eficiencia alimenticia es ligera

(Huerta 1995).

3.4.3. Tratamientos biolégicos

Se mencionan que los hongos de la pudricion blanca tienen la capacidad para
degradar la lignina e incrementar la digestibilidad de los subproductos
lignocelulésicos. Karunanandaa y Varga (1996) sometieron muestras de paja
de arroz a colonizacién por hongos de la pudricién blanca, y observaron una
mayor disponibilidad de la celulosa de las paredes celulares, y por lo tanto una
mejora en la digestibilidad de la materia seca in vitro. La digestibilidad
dependié de la especie del hongo, ya que algunas especies consumieron

extensivamente la hemicelulosa.

Recientemente han proliferado los estudios sobre la utilizacion de probiéticos,
como son las levaduras. Sin embargo, son pocos los trabajos donde al incluir
Saccharomices cereviceae, se observa una ligera influencia sobre algunos

parametros de la fermentacién ruminal y digestibilidad in situ de esquilmos
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agricoias, pero no mejora la digestbilidad in vivo de la materia seca, el flujo

duodenal y consumo, ganancia de peso y conversion (Corona, 1996).

Por otro lado, han proliferado los estudios que involucran la clonacién de genes
que determinan la presencia de enzimas que degradan la fibra en los

microorganismos (Teather y Ohmiya, 1991).

3.4.4. Suplementacién

La suplementacion con carbohidratos facilmente digestibles incrementa el
consumo, y puede estimular la actividad microbiana, pero cantidades
relativamente altas pueden deprimir la digestion, posiblemente por la
disminucién del pH ruminal, y predominio de microorganismos que utilizan
preferentemente carbohidratos facilmente digestibles, o por inhibicion de la
actividad de las celulasas a causa de la existencia de otros metabolitos
(Mertens, 1979). Navarrete et al. (1993) encontraron que niveles mayores de
6% de melaza en dietas a bése de rastrojo de maiz deprrirﬁieron la
digestibilidad in vivo, pero no el consumo en ovinos. Peléez {157 9) ai evaluar
un suplemento (87.04% de sorgo, 10.36% de urea y 2.6% de sulfato de
amonio), encontré que con el 14% del suplemento en la dieta, mejoré el
consumo en 28%, pero al incluir un nivel del 28%, el consumo no sufrié ningun

incrementé con respecto al nivel anterior.
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Cuando los alimentos contienen menos de 7-8% de proteina, ésta es limitante
para los micrcorganismos y se refleja en un bajo comportamiento animal (NRC,
1976). Dado que la mayoria de los subproductos égricolas, incluyendo el
rastrojo de maiz son deficientes en proteina, al ser suplementados se obtiene
buen comportamiento animal. Sin embargo las mejores respuestas se han
obtenido cuando el suplemento aporta N no proteinico y proteina verdadera; lo
cual indica que de esa forma se cubre el requerimiento de proteina tanto para
los microorganismos como para el animal. Bonilla et al. (1991), al incluir un
suplemento que contenia sorgo, harinolina y urea, en una dieta a base de
rastrojo de maiz, observaron una ganancia de peso de 80 g/dia en

comparacion a 9 g/dia con un suplemento que sélo contenia sorgo y urea.

La suplementacion mineral méjora el comportamiento animal. Uribe (1988), al
suplementar con minerales encontr6 una mejora en la ganancia de peso
(80.8%) y conversién alimenticia (80.8%). Por otro lado, Alvarado y Carrillo
(1993) realizaron un experimento en cabritos, donde compararon una dieta que
slo consisti6é de rastrojo de maiz, en la que incluyeron un suplemehfb mineral
v un suplemento energético-proteinico, a 0, 25 y 50% de |a dieta. Los animales
que recibieron sélo rastrojo de maiz sufrieron una pérdida de peso de 39 g/dia,
mientras que ]os suplementados con minerales presentaron una ganancia de
13 g/dia. Los animales con la dieta que contenia 50% rastrojo de maiz y 50%

concentrado, sin suplemento mineral, manifestaron una ganancia diaria de
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11 g, en cambio con suplemento mineral tuvieron una ganancia de 72 g. Con

ésto podemos observar que la suplementacién mineral es prioritaria.

3.5. Componentes estructurales de los subproductos agricolas

Los subproductos agricolas, se componen de cuatro principales tipos de
estructuras moleculares que son: lipidos, polisacaridos, proteinas y acidos

nucleicos.

La materia orgénica de los alimentos fibrosos se clasifica en dos fracciones: a)
contenido celular (soluble en detergente neutro), y b) constituyentes de la
pared celular (insolubles en detergente neutro). El contenido celular incluye:
lipidos, carbohidratos solubles, almidén, acidos organicos, sustancias pécticas,
N no proteico y proteina soluble, y la mayor parte de ellos se encuentran sin
lignina, por lo que son casi completamente digestibles (Cuadro 2). La otra
fraccién que es la pared celular, se compone de: celulosa y hemicelulosa,
ambas de digestibilidad muy variable, lignina, cutina, silice y taninos (Ellis et
al., 1988) que son indigestibles (Cuadro 2); todos conforman la parte fibiusa de

la dieta (Akin, 1986).
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Cuadro 2. Componentes del forraje y su digestibilidad

Fraccion de la planta Componentes Digestibilidad
(%)
Contenido celular Lipidos
(soluble en detergente neutro) Carbohidratos solubles 100
Almidén 90+
Acidos organicos 100
Sustancias pécticas 95+
N no proteico 90+

Proteina soluble
Constituyente de la pared
(insoluble en detergente neutro)

Soluble en detergente acido Hemicelulosa 0-80+
Proteina ligada a la 0-100
fibra

Fibra detergente acido Celulosa Variable
Lignina 0
Silicio 0
Cutina 0
Taninos y polifenoles 0

Adaptado de, Ellis et al., 1988 y Van Soest, 1967y 1983.

3.5.1. Componentes estructurales de la pared celular

Los carbohidratos son los principales almacenadores de la energia fotosintética
en las plantas y, comprenden entre el 50 y 80% de la materia seca de los
forrajes y granos (Van Soest, 1983). Las plantas sintetizan carbohidratos
estructurales y otros compuestos para proporcionar forma y estructura a la
célula. Estas se organizan en tejidos especializados, con funciones especificas,
como son el tejido vascular, dividido en xilema y floema, parénquima que cubre
al tejido vascular, esclerénquima, una capa de cubierta epidermal y células del
mesdfilo (Ellis et al., 1988). Por lo tanto, son componentes de la mayor parte de

la pared celular de las plantas (Chesson y Forsberg, 1988).
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Los vegetales presentan dos tipos de pared celular: pared celular primaria y
pared celular secundaria. Durante el crecimiento y desarrollo de la pared
celular primaria, la célula vegetal incrementa su tamafio mediante la
elongacion de la pared. En esta fase la pared celular es una estructura
compuesta de polisacaridos, proteinas y &acidos fendlicos, ademas, se
depositan pectinas, xilanos y celulosa, pero no hay depositacion de lignina; en
gramineas el acido ferulico y una pequefia cantidad de acido p-cumarico son
esterificados, para conformar polimeros arabinoxilanos que se acumulan abajo
de la pared celular primaria (Jung et al., 1992). Cuando la elongacion de la
célula cesa, la pared celular secundaria empieza a convertirse mas densa,
creciendo por el lado del borde interno adyacente a la pared celular primaria,
hacia el centro de la célula vegetal. El material polisacarido que se deposita
durante el crecimiento de la pared secundaria, es mas rico en celulosa que en
xilanos, y las pectinas que se adicionan a la pared celular son escasas; el
acido fenilico tampoco se incrementa en la pared celular secundaria. La
acumulacién de los polimeros de la lignina comienza con el crecimiento de la
pared secundaria, pri}nero se efectia en el espacio intercelular (lamela),
posteriormente en la pared celular primaria y finalmente en la pared celular

secundaria (Jung y Allen, 1995).

Todas las capas de la pared consisten de una fase microfibrillas de celulosa y
una fase matriz. La fase microfibrillas presenta un alto grado de cristalinidad y

relativamente una homogénea composicion quimica. La matriz presenta un
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acoinodo extremadamente complejo, ya que contiene gran numero de
pclimeros que estan superpuestos unos sobre otros e interactuan entre si.
Estan unidos por enlaces covalentes y enlaces no covalentes. En la pared
celular primaria se encuentra una malla de microfibrillas de celulosa orientadas
al azar que puede estar embebida en una matriz amorfa de los otros
componentes de la pared celular, formada de polisacaridos no-celulésicos tales
como los xiloglucanos, glucogalactanas, galactomanosas y glicoproteinas

(Chesson y Forsberg, 1988), ligninay monémeros fendlicos (Akin, 1989).

Por lo anterior, la pared celular se define como un complejo de celulosa,
hemicelulosa, lignina, pectina, algunas proteinas, ceras, cutina y componentes
minerales, que se encuentran en una estrecha relacién quimica y fisica (Ellis et
al., 1988; Brett y Waldron, 1990). La pared celular de las pajas ocupa el 74%
de la materia seca; de ésta, en las gramineas el contenido de hemicelulosa
oscila de 40 a 60% , la celulosa de 34 a 51%, y la lignina de 4.9 a 11.1%.

(Van Soest, 1983).

El valor nutritivo de un forraje depende de varios elementos, pero casi todos se
basan en las modificaciones de la proporcién de pared celular en la planta y su
grado de lignificacion. Su digestibilidad limita el consumo potencial y la

digestibilidad de energia de los forrajes para el animal (Jung y Allen, 1995).
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3.5.1.1 Celulosa

La celulosa es el carbohidrato mas abundante en el mundo, que abarca entre
20 y 40% de la materia seca de todas las plantas superiores (Van Soest, 1983),
representa el principal constituyente de la estructura de los vegetales. Es un
polimero lineal de glucosa B(1-4), enlazadas por puentes de hidrégeno, puede_
contener hasta 14,000 moléculas de glucosa, conformando fibrillas
microscopicamente visibles, en las cuales los anillos de glucosa presentan una
posicidn trans, cada dos unidades; en el carbono 6 presenta un hidroxil, que
interviene en los enlaces cruzados de puentes de hidrégeno que dan lugar a la
cristalinidad (Van Soest, 1983; Murray et al. 1988). En los espacios existentes
entre las microfibrillas se concentran la hemicelulosa, lignina y otros
constituyentes como minerales, y se conforma una matriz que posibilita
diferentes enlaces entre celulosa, lignina y hemicelulosa (Chesson y Forsberg,

1988; Van Soest, 1983).

La digestibilidad de la celulosa es muy variable (0-100%), y depende de: 1) la
cristalinidad de la molécula, 2) polimerizacion, a maycr grado de polimerizacion
hay un mejor ordenamiento de la molécula de celulosa, mayor cristalinidad y
menor grado de hidratacion, 3) concentracion y distribucién de los grupos metil,
acetil, hidroxietil, etc, en la molécula, 4) enlaces éster conformados, 5)
concentracion de lignina, cutina, y 6)naturaleza de las sustancias asociadas a

la lignina como carbohidratos, minerales, lipidos, nitrégeno y fenoles, entre
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otras (Van Soest, 1983). Por lo tanto, la resistencia de celulosa a la
degradacion esté directamente relacionado al grado de orden dentro de la

molécula, y a su asociacién con otros componentes.

3.5.1.2. Hemicelulosa

Se compone de polimeros de composicién variada (mas cortos que la
celulosa), cadenas de glucano, polimeros de xilosa, galactosa, manosa y
arabinosa, asi como de acidos urénicos, donde el factor comun es el anlace B,
1-4. El xilano, en forma de glucarabinoxilano, es el principal componente

(Dearriba, 1988; Chesson y Forsberg, 1988; Van Soest, 1983).

Se menciona que la digestibilidad de la hemicelulosa varia de 6 a 40%, y que
su concentracién influye sobre la digestibilidad, de forma diferente para cada

especie de graminea, ya que ofrece resistencia a la digestion (Dearriba, 1988).

3.5.1.3. Pectina

Es un polimero de polisacéridos, basados en cadenas de acido galacturénico
que se enlazan mediante B (1-4); los grupos de &cidos carboxilicos estan
variablemente esterificadas con metanol y residuos de &cido urénico. La

cadena de acido poligalacturénico presenta una disposicion en espiral,
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determinado por la interpolacién de la ramnosa en la cadena (Van Soest,

1983).

3.5.1.4. Lignina

La lignina es un polimero tridimensional, de alto peso molecular formado a
partir de estructuras de fenilpropano derivadas, principalmente, de unidades de
alcoholes aromaticos (Fig. 1), coniferil, p-hidroxinamil (p-coumaril), y ciringil
(sinapil), que son los precursores de las unidades monoméricas de la lignina p-
hidroxifenol, guayacil y siringil, respectivamente (Higuchi, 1990). Estos
monomeros estan unidos entre si por fuertes enlaces covalentes entre carbono
y carbono y entre carbono-oxigeno-carbono (Monties, 1989). Existen diferentes
tipos de enlaces intermonoméricos y debido a eso no es posible la hidrolisis

con relativa facilidad como en los carbohidratos estructurales.

H0|CH2 H0|CH2 HOCH,
|
Va ya 7
CH CH
OCH
0 3
OH CHO oy il
Alcohol p-coumaril Alcohol coniferil Alcohol sinapil

Figura 1. Unidades principales que conforman a la lignina.

La complejidad general de la estructura quimica de la lignina, en términos de

enlases intermonoméricos, puede explicarse por una reaccioén al azar de
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radicales fenoxi, producidos por oxidacidon peroxidasa de los 3 mondémeros

fenilpropanos.

Los radicales existentes en la lignina son: Catecol (3,4-Dihidroxifenil),
Metoxicatecol (3-Metoxi-4,5-dihidroxifenil), Anisil (4-Metoxibencil), Veratryl (3, 4-
Dimetoxibencil), Cinamil (3-Benzil-allif), Coniferil (3-Metoxi-4-hidroxifenil)-allil,
Guayacil (3, Metoxi-4- hidroxifenil), Siringil (3,5-Dimetoxi-4-hidroxifenil) e

Hidroxifenil (4-Hidroxifenil). Los tres ultimos son mas comunes (Monties, 1989).

La variacién bioquimica de la lignina se debe principalmente a diferencia entre
plantas, etapas de desarrollo y origen citolégico, ya que pueden cambiar la
composicion monomeérica, alterar la naturaleza y la proporcién de enlaces
intermonoméricos y asi modificar el esquema prototipo de lignina (Monties,
1989). Asi por ejemplo, la distribucion de la lignina en la pared celular
secundaria en la fibra, es mas rica en unidades siringil, mientras que la pared
celular primaria de las nervaduras consiste de mayor cantidad de residuos

7guayacil.

La lignina puede encontrarse ligada a aztcares hemicelulésicos tales, como
xilosa, arabinosa, manosa y glucosa, celulosa, sustancias pécticas o acidos
fendlicos por enlaces eter o éster. En la pared celular pueden existir

asociaciones entre lignina y otros polimeros como glicoproteinas y taninos.
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Las paredes de ciertos tipos de células son especiales por su solidez
estructural dada por el recubrimiento de la lignina. Durante el crecimiento de la
planta el papel de la lignina es ofrecer impermeabilidad a las nervaduras
(Monties, 1989; Brett y Waldron, 1990): También se menciona que funge como

proteccion al ataque de microorganismos a las plantas.

La fraccién indigestible de la fibra esta estrechamente relacionada al contenido
de lignina de los forrajes (Durand, 1989). A medida que su concentracion
incrementa en los forrajes la digestibilidad de la fibra disminuye. Sin embargo,
se observa que la relacion entre lignina y digestibilidad de la pared celular sélo

se manifiesta en ciertos forrajes (Jung y Vogel, 1986).

3.5.1.5. Acidos fendlicos

Los compuestos fendlicos son de bajo peso molecular, y se han aislado de las
paredes celulares por medio de un tratamiento con alkalis, ceIuIasa; 0 NHs
incluyendo: &cido p-coumdrico, &cido fertlico, acido diferdlico, y acido vanilico
(Hartley y Jones, 1977), &cido p-benzoico, &acido protocatecuico, &cidos

salicilico y siringico.
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3.6. Compuestos fendlicos

El término fendlico es utilizado para definir sustancias que poseen uno o mas
hidroxilos (OH) ligados a un anillo aromatico. El nombre deriva de la sustancia

patron fenol simple (Fig. 2).

OH Los compuestos que tienen varios o
muchos hidroxilos, frecuentemente
son referidos como polifenoles

Figura 2. Estructura quimica del fenol

(Waterman y Mole, 1994).

Los acidos fenolicos (salicilico, p-hidroxi benzoico, protecatecuico, vanilico,
galico, siringico y gentisico) y sus correspondientes ésteres y glicdsidos,
aparecen muy comunmente en forma libre o ligada en angiospermas.

Diferentes acidos hidroxifenilacéticos se han encontrado en plantas.

3.6.1. Importancia de los compuestos fendlicos

Se atribuyen varias funciones a los compuestos fendlicos en las plantas. Los
acidos fenilico y coumarico, intervienen en la regulacién de la germinacion de
la semilla. Otros compuestos fendlicos inhiben la germinacién de las semillas
de fungispermas y de plantas en general. Se menciona que los fenoles pueden

tener importancia en los mecanismos de resistencia en las plantas contra
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fitopatégenos. Por otra parte, se considera como criterio la presencia de

ciertos acidos fendlicos en las plantas para ubicarlas taxonémicamente.

Gran variedad de compuestos fendlicos tienen uso médico, algunos de ellos
son los siguientes: el fenol, catecol y timol son utilizados como anitsépticos; el
guaiacol es un espectorante; el resarcinol se utiliza en el tratamiento del acné y
psoriasis, y el arbitin es un diurético (Sumere, 1989). Se sefnala que el acido

galico es inhibidor de la formacién de anticuerpos.

3.6.2. Propiedades de los compuestos fenélicos

A menos que ellos estén completamente esterificados o glicosilados,
normalmente son solubles en solventes orgéanicos polares. Con pocas
excepciones, la solubilidad en agua se incrementa con el nimero de hidroxilos
presentes. Como sustancias aromaticas, muestran absorbancia en la regién

interna ultravioleta del espectro (Waterman y Mole, 1994).

3.6.3. Biosintesis de los compuestos fenélicos

Los principales compuestos fendlicos de los vegetales se agrupan en &acidos
cinamicos (compuestos Ce-C3), benzobicos (Ce-Cy) y fenilacéticos (Ce-Cz). En
plantas superiores, la biosintesis de compuestos Ce-C; y Ce-C; principalmente

es con base a la producciéon de compuestos precursores C6-C3, seguido por la
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degradacion apropiada de cadenas laterales de C3 (Barz y Weltrig, 1985,
Gross, 1981). Por ello, se menciona que el acido cindmico junto con acido
benzoico, estan en el centro del metabolismo de los fenoles en las plantas y
mediante diferentes reacciones dan origen a gran variedad de compuestos

(interconversiones, conjugaciones, polimerizacién oxidativa y degradacion).

A través de estudios enzimaticos se ha encontrado que los acidos cinamicos
pueden originarse a partir de L-fenilalanina o L-tirosina (Fig. 3), dependiendo
de la especie vegetal. Al actuar la enzima amonio-liasa en ellas, se originan
acido cindmico y &cido p-coumadrico, los cuales mediante la accién de

hidrolasas se sintetizan otros compuestos (Gross, 1981; Ibrahim, 1993).

El mecanismo mas importante para la formacién de acidos benzdicos es la
degradacion de la cadena lateral de acidos cinamicos. Con la remocién de un

acetato, se producen los diferentes acidos benzdicos (Gross, 1981).

Los acidos fenilacéticos son menos frecuentes que los acidos Ce-C3 y Ce-C1 .
Su Dbiosintesis parece involucrar procesos de catabolismo, como la
descarboxilacion oxidativa de cetoacidos formados de fenilalanina y tirosina
(Fig 4). Asi el acido p-hidroxifenilacético se forma a partir del acido p-

hidroxifenilpiravico, y o-hidroxifenilacético del acido fenilpirivico (Gross, 1981).
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Figura 3. Sintesis de compuestos fendlicos en vegetales (Sumere, 1989).
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Fenilalanina Tirosina

COOH OOH
: oS
HO

Acido fenilpiravico

Acido p-Hidroxifenilpiravico

FOOH
~— COOH OH 6 OH
OH E z —
& HO Ho/é/ HO

Acido Acido Acido
o-Hidroxifenilacético p-Hidroxifenilacético Homogentisico

FOOH

Toluhidroquinona

Figura 4. Via biosintética de los &cidos fenilacéticos en plantas.

3.6.4. Compuestos fendlicos sintéticos

3.6.4.1. Acido hidrocinamico

Otros nombres que se le atribuyen son: &cido benzenopropanoico, &cido 3-

fenilpropidnico; acido B fenilpropiénico y &cido bencilacético. Su férmula

quimica es: C¢HsCH,CH,COOH. Se obtiene por la reduccion de acido cinamico

o propiofenona. Su peso molecular es 150.18 y su presentacién es en cristales
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blancos. Es méas soluble en agua caliente, alcohol, benzeno, cloroformo, eter y

acido acético glacial.

3.6.4.2. Timol

También se conoce por 5-metil - 2- (1- metiletil) fenol; 5-metil-2-isopropil-1-
fenol; 1-metil-3-hidroxi-4-isopropil benzeno; 3-p-cimenol; 3-hidroxi-p-cimene;'
time camfor; m-timol. La férmula quimica del timol es: C4,H140 (Fig. 5). Su peso
molecular es de 150.21. Fue aislado por Neumann en 1719. Es obtenido del
aceite esencial de Thymus vulgaris L. y Monarda punctata L; también se
encuentra presente en aceites volatiles. Es producido sintéticamente de p-
cimene, piperitona, o m-cresol. Es presumiblemente volatil a 100°C. Es soluble

en acido acético glacial, aceites, hidroxi alcalis fijados.

Se usa comunmente para destruir hongos y parasitos en herbérios, preservar
especimenes anatémicos y orina. Se ha recomendado para la prevencién del
crecimiento de hongos en plantas y como antifungico para el papel. En la
industria farmaceutica se utiliza para la elaboracién tricloroetileno. Su uso

veterinario es como un antihelmintico y antisépico externo e interno en gatos.
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&
N OH
H,C CHj

Figura 5. Estructura quimica del timol

3.7. Degradacion de los alimentos fibrosos por los rumiantes

La capacidad que tienen los rumiantes para aprovechar los forrajes se basa en
la gran poblacién microbiana ruminal, y la relacion de simbiosis que se
mantiene entre éstos y el animal. Se le considera al rumen como el ecosistema
natural microbiano, ya que los nutrientes de los sutratos tienen un profundo

efecto en el desarrollo de comunidades de microorganismos (Cheng et al,,

1991).

Cada tipo bacteriano existente en el rumen desarrolla funciones diferentes, de
tal manera que los componentes del alimento que el animal no puede degradar
los convierten a productos utilizables por él, como son: &cidos grasos volatiles,
amoniaco, biéxido de carbono, etanol, acido lactico, acido formico, acido

succinico, hidrégeno, agua, etc. (Dearriba, 1988).
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3.7.1. Poblacion microbiana ruminal

Las principales clases de microorganimos en el rumen son las bacterias,
protozoarios, en menor cantidad hongos, y también se han llegado a encontrar
levaduras (Cuadro 3). Son diferentes los sustratos sobre los que cada
microorganismo actua, asi como los productos finaies que originan. Sin
embargo, se senala que de todos los microorganismos existentes en el rumen,
las bacterias colonizan mas rapidamente las particulas de tejidos de la planta
que entran al rumen lievando a cabo la mayor parte de la digestion de la fibra

(Akin, 1986).

Se han encontrado un mayor numero de hongos en el rumen de animales

alimentados con dietas fibrosas. Por lo tanto, estimular la implantacion de

hongos, también puede mejorar la digestibilidad de las dietas a base de

esquilmos (Orpin y Letcher, 1983).

Bacterioides succinégenes (bacilos gram negativos), Rumninoccoccus
flavefaciens y R. albus (cocos, gram positivos), son las especies celuloliticas
mas importantes (Durand, 1989). En hongos, los géneros Neocallimastix,
Piromonas y Sphaerimonas son los que se han visto involucrados en la

degradacion de la fibra (Fonty y Joblin, 1991). Con respecto a protozoarios, se
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Cuadro 3. Principales especies de microorganismos que

sustratos y productos de ia fermentacion

existen en el rumen,

GENERO
ESPECIE SUBSTRATOS PRODUCTOS REQUERIMIENTOS
BACTERIAS
Bacteroides
amilophilus almidon F.A, S CO0,, NHs., BrVFA
succinogenes celuiosa, celobiosa, F.AS C0,, NHj,, BrVFA,
SVFA, Vit.
ruminicola pectinas, hemicelulosa S Co,
Ruminococcus
albus celobiosa, celulosa, F, A, E, H, Hy BrFVA, C0; NH;,
hemicelulosa CG,, Vit. (A +)
Fiavefaciens  celobiosa, celulosa, F.AS, H>
hemicelulosa
Butirivibrio
fibrisoivens almidon, pectina, F, A, B, L, H, Br VFAA, CO0, NH;,
hemicelulosa C0, Vit.
Lachnospira
multiparus pectina, azucares F.ALE, H,CO, A, Vit
Selenomonas
ruminantum azucares, almidén A P L CO,H, A (CO; )
Metanobacterium
ruminantum formato, H metano A, BrVFA, CO,, NH;
PROTOZOARIOS
Holotrichos
Isotricha almidon y azucares A B L H,
Dasytricha almidén y azucares A B, L H
Entodinomorfos
Entodinimia almidén F,A B, (L)
Epidinium almidon, hemicelulosa A,B, H
Ophrioscolex aimidén A, B, H,, .
Eudiplodinium  celulosa Ha, acidos
grasos
HONGOS
Neocallismastix
patricinaum celulosa,hemicelulosa L, A, F, E, CO,
almidén
frontalis celulosa F.E.
Piromona cummunis  pectina

Tomado de Yokoyama y Johnson (1988) y Van Soest (1983)
Simbolos: F, formato; A acetrato; P,propionato; B, butiratos; BrVFA, acidos

grasos ramificados; E, etanol; lactato; S, succinato; SVFA, acidos grasos

volatiles cadena recta.
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ha visto que ia mayoria de ellos producen enzimas para degradar polisacaridos

de los vegetales (Akin, 1986).

La actividad celulolitica de los hongos se ha visto incrementada si el numero de
zoosporas viables es 10°/ml (Ushida et al., 1989, citado por Ushida et al.,
1991), aunque ésto ha ocurrido en condiciones de defaunacién; probabiemente
incrementa la poblacion de hongos, y en parte compensa la disminucion de la

actividad celulolitica por la defaunaciéon (Cheng ef al, 1991).
3.7.2. Degradacion de las paredes celulares

El consumo de forraje en los rumiantes conduce a un patron diferente de
fermentacién comparado con dietas a base de granos; la fermentacion es

menos acida y menos probable que existan disturbios digestivos.

En la degradacion de alimentos fibrosos, es necesario un desarrollo secuencial
de un complejo de microorganismos ecoldgicamente estables, para que se
conforme un consorcio de microorganismos celuloliticos en la superficie de los
materiales de la planta. La introduccién de especies celuloliticas no es
suficiente para iniciar la actividad celulolitica en ausencia de dicha estabilidad
ecoldgica. Por ello, cuando un animal estd condicionado a un alimento en
particular, el rumen contiene especies microbianas adaptadas para adherirse al

interior de los componentes del alimento. Como primer paso, el microorganismo
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se adhiere a la particula, posteriormente se efectia la coionizacién microbiana
sucesiva en la pobiacion adnerente, hasta que se forma un consorcio capaz de
digerir al sustrato con una maxima tasa de liberacién de nutrientes. La
adnesidn es un prerrequisito para iniciar la digestién de los materiales de ia
planta, ya que este proceso posiciona estratégicamente la celula microbiana en
contacto con el sustrato; otros factores incluyendo la formacién del consorcio
determinan la tasa de digestion (Cheng et al.,, 1983-84). En la degradacion de
la celulosa cristalina por las bacterias, la adherencia se plantea via

policelulosomas protuberantes atacando a la superficie celular (Morris y Cole,

1987).

Los forrajes intactos se tornan dificles a la penetracion de los
microorganismos, por lo tanto, la ruptura del forraje, ya sea por procesamiento
0 masticado, hace mas accesible la obtencidn de los nutrientes por los
microorganismos (Cheng et al., 1983-84). Las fracciones de alimentos de
origen vegetal nutricionalmente pobres, son atacados mas lentamentes en

comparacion con aquellos que presentan tejidos mas accesibles (Cheng et al,

1991).

La tasa y magnitud de la digestion por separado de especies celuloliticas,
bacterias, hongos y protozoarios, sélo representa una fraccion de lo que se
encuentran de manera natural en el rumen. Por otro lado, se ha observado que

en la degradacion de la pared celular intervienen otras especies no
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celuloliticas. Esto explica un importante sinergismo entre especies fibroliticas y
no fibroliticas, y por lo tanto una eficiente degradacion de la celulosa en los
rumiantes se logra por que los microorganismos celuloliticos estan
simbidticamente asociados con especies que remueven los productos de sus

enzimas digestivas y por lo tanto aceleran el proceso digestivo (Cheng et al,

1891).

3.7.3. Enzimas microbianas involucradas en la digestion de la fibra

Las bacterias Fibrobacter succinogenens, Ruminococcus albus y R.
flavefaciens poseen celulasas, hemicelulasas (Forsberg et al., 1981) y
glucosidasas estratégicas como son: a-L-arabinofuranosidasa (Greve et al.
1984). Fibrobacter succinogenes posee aproximadamente 6 endoglucanansas,
2 celobiosidasas, B-glucosidasa, xilanasa, xilosidasa, acetilan esterasa, acido
ferdlico esterasa, y aranofuranosidasa (McDermid et al., 1990). Se ha
encontrado una relacion entre la acitividad enzimatica con la etapa de
crecimiento de las bacterias, sin embargo, es diferente para cada una de las
especies. La mayoria de las enzimas presentan una mayor actividad a un pH
entre 6.1 y 6.8, sblo algunas endoglucanasas de F. succinégenes, y una

exoglucanasa de R. flavefaciens FD-1 actian a un pH menor a 6.0 (Cheng et

al., 1991).
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Los hongos producen una gran cantidad de polisacaridasas: endo B-1,4
glucanasa, exoglucanasa, xilanasa y celodextrinasa (Teather y Onmiga, 1991);
y glicosidasas: p-glucosidasa, p-fructosidasa, p-xilosidasas, o- L-
arabinofuranosidasa (Mountfort y Asher, 1985). Estas enzimas son de accion
principaimente extraceluiar y su producciéon y acumulacion en el medio de

cultivo es paralelo al crecimiento del hongo (Pearce y Bauchop, 1985).

Los protozoarios presentan actividad celulolitica bajo un complejo de celulasas
abarcando endoglucanasas, celobiosidasas y B-glucosidasas (Chesson y

Forsberg, 1988).

3.8. Compuestos fenélicos en la degradacion de los alimentos fibrosos

3.8.1. Relacion entre compuestos fendlicos en los forrajes y digestibilidad

Se han aislado monémeros fendlicos de las paredes celulares por medio de un

tratamiento con alkalis, celulasas o NHs.

Los compuestos fendlicos mas comunes en paredes celulares que se sefalan
son: Aacido ferdlico, &cido p-coumdrico, &cido procatecuico, acido p-
hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldehido, acido vanilico y vanilina (Cuadro 4).
Se citan diferentes concentraciones de los compuestos en diferentes especies,

sin embargo, los acidos p-coumarico y ferulico son los mayores componentes
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en ia fraccion monomérica. Otros compuestos que se mencionan en bajas

concentracions son el acido siringico, siringiaidehido y acidos dimeéricos: acido

dehidroferulico, acido 4,4'-dihidroxi-o-truxiiico, asi como la combinacion en

dimeros de los &cidos ferdiico y p-coumarico con el alcohol coniferil (Eraso y

Hartiey, 1990).

Cuadro 4. Compuestos fendlicos detectados en la pared celular de los forrajes

(ma/kg de MS)

Especie AF

APC AP  APH PH AV V
Panicum virgatum 1/ 2976.0 3921.0 t t t - t
Heno de alfalfa 2/ 1009.0 588.0 35.0 476.0 17.4 13.2 46.1
Talios de Festuca 2091.0 2430.0 52.9 44 8 527 47.0 108.4
arundinacea 2/
Heno de alfalfa 3/ 4806 506.3 213.9 50 4.4 9.5 9.5
Paja de soya 3/ 103 504 2203 4.8 4.1 12.2 3.2
Heno de pasto bromo 3/ 1594.0 11551 158.2 5.2 11.5 37.1
53
Rastrojo de maiz 3/ 17149 49439 148.6 9.3 8.2 46.6
6.9

t:Cantidades traza

AF: Acido ferulico

APC: Acido p-coumarico
AP: Acido procatecuico
APH:Acido p-hidrxibenzoico
PH: p-hidroxibenzaldehido
AV:Acido vanilico
V:Vanilina

1/ Gabrielsen et al. (1990)

2/ Jung et al. (1983 a)
3/ Jung et al. (1983 b)

Las gramineas contienen mayor cantidad de monoméricos fendlicos en la

pared celular con respecto a las leguminosas (Jung et al., 1983b; Eraso y

Hartley, 1990).
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Los acidos fenolicos de la pared celuiar forman enlaces ester a traves de sus
grupos carboxil en ia cadena iateral propano (Jung y Alien, 1995). Los enlaces
son formados mediante el grupo hidroxil fendiico, en los carbonos o y B de ia

cadena lateral o del carbonoc 5 del anilio (Fig. 6).

Figura 6. Carbonos del acido p-coumarico
que intervienen en el enlace ester
El nivel de los acidos p-coumarico y ferdlico incrementa con la edad del forraje,
y pueden llegar hasta un 60 y 55% mayor, respectivamente, en la etapa
madura en comparacion a la temprana. Lo mismo sucede con la fibra
detergente neutro, fibra detergente acido y lignina, y disminuye
consecutivamente el contenido de proteina, digestilibilidad de la materia seca,
y la relacién acido ferulico/a'cidd p-coumarico, como se aprecia en el Cuadro 5

(Gabrielsen et al.,1990; Jung et al., 1983b y Hartley 1972).
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Cuadro 5. Concentracion de compuestos fenolicos y digestibilidad de los forrajes al incrementar la madurez.

Especie DMS PC FDN FDA LIGNINA AF APC AF/APC APH PH AP AV Vv
g/kg MS mg/kg MS
Lolium multifiorum 1/
Inmaduro 8934 333 171 6.9 2885 150 18.80
Maduro 7724 498 297 18.9 1139 170 6.80
Lolium multifiorum 2/
Inmaduro 382 3361 1757 1.90
Maduro 455 2730 1156 2.40
Medicago sativa 3/
Etapa inmadura 5824 201 530 82 1040 571 1.80 38.7 13.9 39.0 97 23.0
Etapa madura 4904+ 158 618 114 979 628 1.50 565 21.0 309 162 693
Tallos de Festuca arundinacea 3/
Etapa inmaduros 5184 120 587 39 1786 1834 0.97 50.0 46.5 714 404 86.7
Etapa madura 5304 120 624 42 2395 3026 079 395 589 344 536 1302
Panicum virgatum 4/
Etapa inmadura 724% 185 696 305 34 2853 2157 1.36
Etapa madura 462% 54 769 451 65 2153 4922 044
Panicum virgatum 4/
Etapa inmadura 644% | 124 725 340 34 4422 4640  0.96
Etapa madura 531% 77 757 431 57 5148 6510 0.27

DMS: Digestibilidad de la materia seca % in vitro , 4 in vivo..

AF: Acido ferulic
APC: Acido p-coumarico

APH: Acido p-Hidroxibenzoico.

p: p-Hidroxibenzaldehido
AP: Acido Procatecuico
AV: Acido vanilico
V:vanilina

1/ Hartley (1972)

2/ Hartley y Jones (1977)
3/ Jung et al. (1983b)
4/ Gabrielsen et al. (1990)



La presencia de acidos fendlicos se ha correlacionado negativamente con la
aigestibilicad de la pared celular (Jung y Alien, 1925). Burrit et al. (1984)
encontraron una correlacion lineal entre la digestibilidad de la materia seca in
vitro con el contenido de acido p-coumarico y acido feruiico de -0.86 (P<0-01) y
-0.84 (P<0-01), respectivamente. Las muestras que presentaron mayor
contenido de lignina también manifestaron un mayor coeficiente acido p-
coumarico/ acido ferulico. Sin embargo, el acido p-coumarico puede tener
mayor importancia en los enlaces cruzados con lignina-carbohidratos (Burrit et
al., 1984), ya que la mayoria del acido p-coumarico es esterificado con la
lignina, conformando un artefacto de simultanea deposicion a la lignina (Jung y
Allen, 1885; Gabrielsen et al., 1990). Esto puede explicar porqué la presencia
de compuestos fendlicos alcali-labiles es hereditable y genéticamente
correlacionado con la digestibilidad de la materia seca in vitro, sobre todo en
especies de baja calidad, ya que en especies con alta calidad, la concentracion
de lignina se considera como caracteristica dominante para predecir la
digestibilidad de la fibra (Jung y Casler, 1991). Otros compuestos fendlicos que
se consideran prediceﬁ rla digresﬁtibilidad de los forrrajes es la vanilina (Reeves

I, 1985) y siringialdehido (Jung y Casler, 1991).
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3.8.2. Compuestos fendlicos en el rumen

Los compuestos fendiicos con mayor concentraciéon en el liquido ruminal de
animales que estan consumiendo forrajes son &cido p-coumarico. &acido
hidrobenzoico, p-hidroxibenzaldehido, acido procatecuico, acido vaniiico y
acido salicilico (Cuadro 6), otros en menor concentracion son los acidos
fenilacético y 3-fenilpropiénico (Patton y Kesler, 1957, Daoiio et al., 1988;
Marvin et al., 1996), acido 1-fenilpropidnico, acido benzoico, acido 1-cinamico,
acido 4-hidroxifenilacético, acido 2-3-hidroxifenilpropionico, acido 2-4-hidroxi-3-
fenilpropidnico, &acido 2-4-hidroxi-5-metoxifenilpropidnico, acido 4-hidroxi-3-
metoxicinamico, acido 3-3,4 hidroxicinamico (Daolio et al., 1989), acido ferulico

y acido siringico (Marvin et al., 1996).

Cuadro 6. Compuestos fendlicos encontrados en el rumen

APC AH PH AP AV AS
mgl/litro
Becerros alimentados con alfalfa 1/ 0.240 0.27 0.09 094 147

Borregos alimentados con: 2/

Heno de alfalfa 0.05 013 0.11 453 2.57
heno de pasto bromo 0.12 0.04 024 412 0.08
rastrojo de maiz 0.22 0.10 0.29 3.82
paja de soya 004 005 0.07 217 0.22
APC: Acido p-coumarico 1/ Jung et al., 1983a
AH: Acido hidroxibenzoico 2/ Jung et al., 1983b

PH: Acido procatecuico
AV: Acido vanilico
AS:Acido salicilico
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La concentracion de los acidos fendlicos monoméricos existentes en la pared
ceiular, disminuyen a medida que transcurre el tiempo de fermentacion. Jung
(1985) observé una disminucion en ia concentracion de los acidos cinamico y
cafeico de las 12 a las 168 horas de incubacion in vitro. En el sobrenadante de
la fermentacion in vitro de heno de alfalfa, heno de pasto bromo y rastrojo de
maiz, Jung et al (1983a), detectaron diferentes compuestos fendlicos
residuales en cada forraje, pero de manera general los acidos p-
hidroxibenzoico y vanilico fueron recuperados en mayor porcentaje en los tres

forrajes, no asi el acido ferulico que manifest6 la mas baja concentracion.

3.8.3. Acciéon de los compuestos fendélicos en la degradacion de los
carbohidratos estructurales de los forrajes

Para comprobar si los compuestos fendlicos de la planta inhiben la
degradabilidad de la celulosa, Darcy y Belyea (1980) sometieron a
digestibilidad in vitro, muestras de orchardgrass a las que les fue removida la

lignina, ésto incrementd la cantidad digestible en un 43%, también se

incremento la tasa a la que se degrado la celulosa.

Cuando los écidos fendlicos removidos de los forrrajes se adicionan a la
fermentacion in vitro, la degradacién de la celulosa se deprime (Chesson et al.,
1982; Jung y Fahey, 1983; Jung, 1985; Borneman et al.,, 1986). Entre los
acidos que deprimen con mayor frecuencia la degradabilidad de la celulosa

son los &cidos cafeico, p-coumarico, ferdlico y salicilico; con menor frecuencia
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siringildehido y los acidos cinamico, vanilico, procatecuico y benzoico (Cuadro
7). Jung (1985) menciona que el efecto de los acidos fendlicos en la
digestibilidad in vitro es diferente para ia hemiceluiosa y celulosa, ya que los
acidos cinamico, benzoico y cafeico manifestaron efecto inhibitorio, en la
digestibilidad de la celulosa, de manera liineal a la concentracion gue se

incluyeron.

Los &cidos cinamicos esterificados deprimen la digestibilidad de la celulosa de
5.1 a 48% mayor en comparacion a los acidos cinamicos libres. Por otro lado,
los acidos fendlicos esterificados muestran correlacion negativa con la
digestibilidad (Goto et al., 1994; Jung et al, 1991); Jung y Sahlu (1986)
encontraron valores de -0.94 a -0. 98. Esto sugiere que los &cidos cinamicos
que se encuentran de manera natural en la pared celular (con enlaces éster)

son los que deprimen la digestibilidad.

En sentido contrario a lo anterior, acidos fendlicos libres, como los acidos 3-
fenilpropidnico y fenilacético, se han considerado como factores de crecrimiento
para Ruminococcus albus 7 y 8. Estos acidos se han detectado en el liquido
ruminal de animales consumiendo forraje, cuyas concentraciones varian
dependiendo del tipo de forraje. Los valores de acido 3-fenilpropidnico que se

han encontrado son 322-597 y 660 uM (Cremin et al., 1995; Hungate y Stack,
1982).
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Cuadro?. Digestibilidad de la materia seca de la celulosa (%) al incluir compuestos fendlicos en el medio

Compuestos fenolicos utilizados en el medio de incubacion

Autor Testigo AB APH AP AG AV Y AS S AC APC ACa, AF ASP  ASI
Jung y Fahey (1983) 1/ 384 383 341" 313" 362 37.8
2/ 384 37.0 338 222* 325 351
3/ 384 37.2 335" 58 335 363
Jung (1985) 4/ 309 255 295 299 293 306 30.4 26.1* 293 27.5* 28.2* 286
5 314 305 17.1* 336 18.1* 312 17.7*
Jung y Sahlu (1986) 6/ 942 93.4 92.1 93.7 93.2 92.8
7/ 942 91.6 86.6 89.7 93.3 66.8*
8/ 942 87.6 77.7* 72.0* 91.9 52.0*

AB: Acido benzoico.
APH:Acido p-hidroxibenzoico.
AP:Acido procatecuico.
AG:Acido galico.
AV:Acido vanilico.
V:Vanilina.

AS:Acido siringico.
S:Sirigialdehido.
AC:Acido cinamico.
APc:Acido p-coumarico.
Aca.Acido cafeico.
AF:Acido ferlico.
Asp:Acido sinapico
ASI:Acido salicilico.

1/, 2/ y 3/: 1,5 y 9% de compuesto fendlico en el medio, respectivamente; 48 horas de incubacion.

4/: valores promedio al adicionar 30, 60 y 90 g de compuesto fendlico por kg de sustrato; 48 horas de

incubacion.

5/: 60 g de compuesto fendlico por kg de celulosa; 48 horas de incubacion.
6/,7/y 8/:50,75y 100 g de compuesto fenélico por kg de celulosa aislada de papel filtro,
respectivamente; 48 horas de incubacion.

* Diferentes de la digestibilidad del testigo (P<0.05).



Al incluir acido 3-fenilpropionico en el medio ae incubacién, ya sea mediante la
adicion de liquido ruminal o de forma sintética, se han obtenido
respuestas favorables en la degradacion in vitro de la celulosa y celobiosa
(Cuadro 8 ). Esto se ha logrado Unicamente con cultivos purificados de
Ruminococcus albus 7 y 8. Ya que en cultivos de Ruminoccocus fiavefaciens
FD1 y C84, y Butinvibrio fibrisoivens A38, 49 y 12, la adicion de 3-
fenilpropiénico no mejora la tasa de degradacion (Stack y Cotta, 1986; Odenyo
et al., 1991). Asi mismo cuando se incluyen varias especies de bacterias en el
mismo medio, tampoco se manifiesta una mejora en la degradacion del sustrato

al incluir acidos 3-fenilpropidnico y fenilacético.

Al utilizar como sustrato paja de trigo, la adicién de &cido 3-fenilpropionico y
acido fenilacético incrementa la digestibilidad por R. albus 8, sélo cuando la

paja ha sido tratada con perdxido de hidrégeno (Odenyo et al., 1991).

Por otro lado, al someter a digestibilidad in vitro muestras de rastrojo de maiz,
se ha encontrado una alta cd}relacién positiva (0.67, P<0.01) entre la
concentracion del acido 3-fenilpropionico, en el sobrenadante, y la
digestibilidad de la materia seca (Marvin et al., 1996). Este efecto lo explican

por la accidn estimulante del &cido 3-fenilpropiénico hacia las bacterias

celuloliticas.
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Cuadro 8. Efectos de acidos libres en el medio de incubacion sobre la degradacion del sustrato

Autor Compuesto Indculo Efecto sobre el sustrato
y concentracion
Hungate y Stack (1982) Acido 3-fenilpropionico Ruminococcus albus 8 Disminuyé el tiempo de digestion en 50% con respecto al

Stack y Hungate (1984)

Stack et al. (1983)

Stack y Cotta (1986)

Huerta'

Odenyo et al. (1991)

3IuM

Acido 3-fenilpropidnico
25 yM

Acido fenilacético|+ acido 3-
fenilpropiénico
Se adicion6 liquido ruminal,
dando una concentracion
final de 25 pM 4cido 3-
fenilpropidnico.

Acido 3-fenilpropionico, 25
pM.

Acido fenilacético

Timol

Acido fenilpropiénico

(84pM) + Acido fenilacético
(75 pM)

purificada

Ruminococcus albus 8
purificada

Ruminococcus albus 8

Ruminococcus albus 7

Ruminococcus albus 8

Liquido ruminal

Liquido ruminal

Ruminococcus albus

testigo.

En 24 horas, increment6 en 81% la digestibilidad de la
celulosa.

Diminuy6 el tiempo de degradacién de la celulosa de 4
semanas a 3 dias.

Se detecté mayor cantidad de celulasas de alto peso
molecular en comparacién con el testigo.

Cuando se incluyeron los dos Acidos el tiempo de digestion
fue de 24 horas. Cuando el &cido fenilacético no se adiciono,
incrementé el tiempo de digestion de 24 horas a 2 dlas.
Cuando no se adicion6 &cido fenilpropiénico, se detuvo el
crecimiento microbiano, y la celulosa se degrad6 en 2
semanas.

Incrementé la tasa de degradacién de la celulosa de 0.01 a

0.12 /h
Incrementé la tasa de degradacién de la celulosa de 0.01 a

0.1
Incrementé en 24.73% la digestibilidad de heno de alfalfa 'y

pasto bromo.
Incrementé en 37.67% la digestibilidad de heno de lafalfa y

pasto bromo

Increment6 la digestibilidad de paja de trigo tratado con
peréxido de hidrégeno, en 39%.

T Datos no publicados



Huerta (datos no publicados ) en una prueba de digestibilidad in vitro, utilizando
como sustrato heno de alfalfa y pasto bromo. observé un aumento del 12.27%
en la digestibilidad al utilizar acido fenilpropidnico, y un incremento del 18.69 %

al adicionar timol.

3.8.4. Interaccion entre compuestos fendlicos y la actividad de los

microorganismos del rumen

Chesson et al. (1982) estudiaron la actividad de las bacterias del rumen ante la
presencia de los acidos p-coumarico, ferulico, hidroxibenzoico, vanilico y 4-
hidroxibenzoico. Los acidos ferulico y p-coumarico deprimieron en mayor grado
el crecimiento de las bacterias Ruminococus albus, Ruminococcus
flavefaciens y Bacteroides succinogenes cuando se incluy6 en el medio 10 mM
de compuesto fendlico. La actividad celulolitica de R. flavefaciens y B.
succiinogenes se afectd sustancialmente cuando se incluyé en el medio 5 mM

del acido hidroxicinamico o el acido 4-hidroxibenzoico (Cuadro 9).

Los mondmeros fendlicos pueden inhibir la degradabilidad de la celulosa y del
xilano, posiblemente por su influencia en el ataque de los microorganismos
fibroliticos. Varel y Jung (1986) observaron que al incluir &cido cinédmico y
vanilina en un medio inoculado con liquido ruminal, disminuyé la digestibilidad
de la celulosa en 14 y 49% respectivamente. Cuando en lugar de celulosa se

adiciond xilano como sustrato, se observé una disminucion del 14% en la
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degradabilidad al adicionar vanilina, sin embargo el numero de bacterias
xilanoliticas fue 10 veces mayor que en los cultivos sin monomeéros fendlicos.
Por otro iado, la tasa de crecimiento de R. albus y R. flavefaciens fue inhibida
por el acido p-coumarico y por vaniiina existente en el medio, aungue no se
observé una reduccion de la absorbancia, como indicador de la concentracion

de microorganismos.

Cuadro 9. Efecto de acidos fendlicos de los forrajes en la actividad celulolitica
en las bacterias del rumen

Concentracion % de actividad celulolitica que se conservo
Acido fendlico mM B. succinégenes R. fiavefaciens 7  R. albus SY3
BL2
p-Coumarico 1 89 96 100
5 87 71 83
10 37 39 55
Ferulico 1 93 96 97
58 47 84
10 29 27 81
Plorético 1 100 100 100
100 100 100
10 31 92 89
4-Hidroxibenzoico 1 96 100 100
63 64 89
10 62 53 83
Vanilico 1 100 100 100
5 90 100 100
10 89 100 100

Chesson et al., 1982.

Recientemente se ha explicado la disminucién de la digestibilidad de la pared

celular por la existencia de enlaces éster acidos fendlicos-celulosa-lignina, que

bloquean la accion de hidrolasas polisacaridos, y no por una inhibicién en el
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metabolismo microbiano a causa de la presencia de monomeros fendlicos

(Jung et al., 1991; Jung y Alien 19895).

3.8.5. Metabolismo de los compuestos fendlicos en el rumiante

En el liquido ruminal de animales alimentados con forraje, se han detectado
acido p-coumarico, acido p-hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldehido, acido
procatecuico, acido salicilico (Jung et al.,1983a), é&cido benzoico, acido
cinamico (Cremin et al., 1995), pero en bajas concentraciones en comparacion
a las encontradas en el forraje ofrecido (Jung et al, 1983a). En el
sobrenadante de fermentaciones in vitro, ademas de los anteriores se
mencionan el acido ferdlico, acido siringico, acido vanilico y vanilina. En
cambio, compuestos fendlicos libres, que no se detectan en el forraje se
encuentran en el liquido en mayor concentracion (Cuadro 8): 3-fenilpropionico
y fenilacético, y 4acido hidroxifenilacético (Cremin et al.,, 1995; Marvin et al.,

1996).

La desaparicion de los &cidos p-coumarico y ferdlico, se atribuye al
metabolismo ruminal de éstos acidos hacia el acido 3-fenilpropionico. Chesson
et al.,(1982) sefialan que en el fluido ruminal de borregos alimentados con
pasto seco, conteniendo 0.51% de acidos fendlicos, se detectaron los acidos
3(4-hidroxifenil)propidnico y 3(4-hidroxi-3-metoxifenil) propiénico, originados

por la hidrogenacidn que realizan las bacterias ruminales en la cadena lateral
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de los acidos hidroxicinamicos (Fig. 7). Martin (1982) sugieren que el acido 3-
feniipropiénico, compuesto fendlico encontrado en mayor concentracion en
liquido ruminal, puede ser originado de los &cidos 3(4-hidroxifenil)propionico y
3(4-hidroxi-3-metoxifenil) propionico. Dicha hidrogenacion se efectua debido a
que la forma reducida los &acidos fendiicos son menos toxicos para los

microorganismos (Chesson et a/.,1982).

Los &cidos reducidos del rumen se absorben (Martin, 1982), se vierten a la
sangre y posteriormente liegan al higado. Los fenolicos reducidos que se han
detectado en la sangre venosa portal hepatica son el 3-fenilpropionico y el
acido benzoico; la concentracion del primero se ha visto correlacionado con el
consumo de los acidos p-coumarico y ferulico. Posiblemente a partir de ellos el
tejido periférico sintetiza los acidos benzoico e hipurico que se han detectado
en el higado. Finalmente el acido hiplrico se excreta via orina, y su
concentracion se aumenta conforme se incluye acidos p-coumarico Yy ferulico
en la dieta, sin embargo su e_xcresién incrementa en orina el nivel de nitrogeno
con hipurato. En el tejido hepatico, in vitro, los acidos benzoico, 3-
fenilpropidénico y 3-(4-hidroxifenil) propionico disminuyen la conversion de
propionato a glucosa y la conversién de palmitato a productos de oxidacion

(Cremin et al., 1994 y1995).
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Acido3-(4-hidroxifenil )
propiénico (plorético)
Acido3-(4-metoxifenil )
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(acido 3-metoxiplorético)
Acido 3-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxifenil) propiénico

(acido 3,5-dimetoxiplorético)

Figura 7. Hidrogenacion de los monémeros fendlicos (Chesson et al., 1982).
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4. HIPOTESIS

La inclusion de compuestos fendlicos en una dieta a base de rastrojo de maiz,
incrementa la digestibilidad de MS, FDN y FDA, tanto in vitro como in vivo en

ovinos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Digestibilidad in vivo

5.1.1. Localizacion

El experimento se realizd en las instalaciones adjuntas al Departamento de
Zootecncia de la Universidad Auténoma Chapingo. Este lugar se ubica a 19°
20’ de latitud Norte y 98° 53’ de longitud Oeste, a una altura de 2250 msnm. El
clima de la region es C(W?°)(W)b (i")g, templado, el mas seco de los templados
subhumedos, con régimen de lluvias en verano, una precipitacion anual de

636.5 mm, y una temperatura media anual de 15.2°C (Garcia, 1981).

5.1.2. Duracién del experimento

Los animales fueron adaptados a la dieta en un periodo de 15 dias.
Posteriormente se alojaron en corraletas individuales y a cada uno se le sujetd
un arnés en el tren posterior. En estas condiciones se mantuvieron por 7 dias,
con la finalidad de lograr su adaptaciéon al manejo en las corraletas y una

estabilizacién en el consumo de alimento. Finalmente, 7 dias posteriores se

52



destinaron a la recoleccion de muestras. Por lo tanto el experimento tuvo una

duracioén de 29 dias.

5.1.3. Tratamientos

Se utilizaron 5 tratamientos, los cuales se conformaron a partir de la inclusion
de acido hidrocindmico y timol en una dieta a base de rastrojo de maiz, como
se indica a continuacion:

a) Testigo. Los animales se alimentaron con la dieta basal (Cuadro 10).

b) Testigo mas la adicion de 0.025% de timol.

c) Testigo mas la adicién de 0.05% de timol.

d) Testigo mas la adicion de 0.025% de acido hidrocinamico.

e) Testigo mas la adiciéon de 0.05% de &cido hidrocinamico.

5.1.4. Diseiio experiemental y distribucion de animales

El experimento se realizé conforme a un disefio completamente al azar, con 4
repeticiones por tratamiento, y se consideré como una unidad experimental un

borrego alojado en una corraleta.

Se utilizaron 20 borregos criollos, con un peso promedio de 30 kg, los cuales

se distribuyeron aleatoriamente en los tratamientos.
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Cuadro 10. Nivel de inclusion de los ingredientes y composicion
de la dieta utilizada en el experimento.

Cantidad
Ingredientes (% en base seca)
Rastrojo de maiz’ 70.91
Sorgo molido 25.40
Gluten de maiz 1.60
Urea 1.20
Sal comun 0.25
Ortofosfato de calcio 0.59
Premezcia mineral ® 0.05
Composicion
Energia metabolizable 2,369.00
(Kcal/kg)
Proteina cruda (%) 7.60
Calcio (%) 0.51
Fosforo (%) 0.23

' Molido con molino provisto de malla de 5 mm.
2 Composicién (%): Mn, 5.01; Co, 0.02; Cu, 1.6;Zn, 5.9;1,0.1y Se, 0.02.

5.1.5. Manejo

Al inicio del experimento los animales fueron desparasitados con Dectiver (5
mg de Ivermectina/aminal), vitaminados con vitamina ADE (500,000; 75,000 y
50 Ul/animal), via intramuscular. El pesaje de los animales se realizé al inicio y

al final del experimento.

Los animales dispusieron de agua a libre acceso. Se les ofrecié alimento ad libitum
(15% mas a la cantidad consumida un dia anterior), suministrado 3 veces al dia
(7:30, 13:00 y 18:30 horas). Desde que a los animales les fueron adaptados los

ameces, se recolectaron heces dos veces al dia (7:00 y 18:00 horas). Se pes6

alimento ofrecido, rechazado y cantidad de heces recolectadas.

54



5.1.6. Obtencion de muestras

Para cada animal, se tomaron muestras de alimento ofrecido y rechazado;
éstas se depositaron en boisas de poiietileno y se conservaron para su

posterior analisis en laboratorio.

Durante los ultimos 7 dias del experimento, cada vei gue se realizd ia
recoleccion de heces, se obtuvieron muestras que representaron un 20% de la
cantidad recolectada. Estas se depositaron en bolsas de papel y se sometieron
a secado a una temperatura entre 55 a 60°C. Posteriormente fueron pesadas y

conservadas para su analisis en laboratorio.

5.1.7. Andlisis de laboratorio

En las muestras recolectadas (alimento ofrecido, rechazado y heces), por
triplicado, se determind materia seca (Harris, 1970), fibra detergente neutro
(Van Soest, 1967) y fibra detergente acido (Van Soest, 1963). Estos analisis se
realizaron en el laboratorio de Nutricion de Rumiantes del Departamento de

Zootecnia en la Universidad Auténoma Chapingo.
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5. 1.8. Variables de respuesta

Consumo de materia seca (CMS) Se calculdé mediante ia diferencia de

cantidad de materia seca ofrecida y la cantidad de materia seca rechazada, en

g/anima/dia.

Digestibilidad de materia seca (DMS), fibra detergente neutro (DFDN) y
fibra detergente acido (DFDA). Se calcul6é dividiendo la diferencia de la
cantidad del componente consumido y excretado, entre la cantidad consumida

del mismo, multiplicado por 100 para expresarlo en porcentaje (Harris, 1970).

Cambio de peso. Debido a que el periodo fue corto para medir la ganancia de
peso, la diferencia del peso final y el peso inicial de los animales, dividido entre

el nimero de dias que separé ambos pesajes, se le denomind cambio y se

expreso en g/animal/dia.

5. 1.9. Analisis estadistico

Los valores calculados de CMS, DMS, DFDN, DFDA y cambio de peso se
sometieron a un analisis de varianza utilizando el procedimiento GLM del
paquete estadistico SAS (1985), y a una comparacién de medias con la prueba

de Duncan (Steel y Torrie, 1980). El modelo estadistico fue el siguiente:
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Yij = p+Ti + €ij
Donde:

Yij = Variable respuesta (CMS, DMS, DFDN, DFDA, cambio de peso) del i-

esimo tratamiento y, j-ésima repeticion.

i = Media general.

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento. i=1,2,3,4y5

€ij = Error experimental. j=1,2,3y4

5.2. Digestibilidad de la materia seca in vitro

5.2.1. Tratamientos

En la prueba de digestibilidad in vitro se utilizaron tres tipos de sustrato: 1)
alimento utilizado en cada uno de los tratamientos de la prueba de
digestibilidad in vivo, 2) alimento utilizado en el testigo de la prueba de
digestibilidad in vivo, al cual se le adiciond timol y &cido hidrocinamico a dos
concentraciones (0.025 y 0.05%), al momento de la incubacién, y 3) hojas de
papel molido, que se le agregd timol y &cido hidrocinamico a dos
concentraciones (0.025 y 0.05%), al ser incubadas las muestras. Los

tratamiento conformados se presentan en el Cuadro 11.

57



Cuadro 11. Tratamientos utiiizados en la prueba de digestibilidad in vitro.

Tipo de sustrato utilizado

Alimento utilizado en la

Ailimento utiiizado en

Timol (0.025%)

Timol (0.05%)

Acido
(0.25%)

hidrocinamico

Acido
(0.25%)

hidrocinamico

cada uno de los

respectivos

tratamientos

de la prueba de

digestibilidad in vivo

Alimento + 0.025% de
timol

Alimento + 0.05% de
timol

Alimento + 0.025% de
acido hidrocinamico.

Alimento + 0.05% de
acido hidrocinamico

Tratamiento prueba de digestibilidad | el testigo de la prueba Papel
in vivo de digestibilidad in
vivo
Testigo Alimento utilizado en Alimento Papel

Papel +0.025 %
de timol

Papel +0.05 %
de timol

Papel +0.05 %
de acido
hidrocinamico

Papel +0.025 %
de acido
hidrocinamico

5.2.2. Técnica utilizada

Las muestras de cada uno de los tipos de sustrato se sometieron a incubacion,

con liquido ruminal por 72 horas, conforme a la técnica establecida por

Mellemberger et al. (1970).

5.2.3. Disefio experimental, variables respuesta y modelo estadistico

Se utilizd un disefio completamente al azar con arreglo factorial, 3x5: tres tipos

de sustrato y en cada uno se utilizaron 5 tratamientos. La variable respuesta

que se midié fue la digestibilidad de la materia seca in vitro; dichos valores
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fueron analizados mediante el procedimiento GLM de SAS (1985) y se
sometieron a una comparacion multipie de medias con la prueba de Duncan

(Steel y Torrie, 1980), de acuerdo al siguiente modelo.

Yijk = p+Ai + Bj + (AB)ij + Eijk
Donde:

Yijk = Variable respuesta (digestibilidad de la materia seca in vitro), del j-ésimo

nivel de B e i-€simo de A.

u = Media general.

Ai = Efecto del factor A al nivel i. i=1,2,vy3.

Bj = Efecto del factor B al nivel j. j=1,2,3,4y5.

(AB)ij = Efecto de la interaccion AB al nivel i,j.

€ij = Error experimental.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de la variables respuesta calculadas (CMS, DMS, DFDN, DFDA y
cambio de peso) en la prueba de digestibilidad in vivo se presentan en el

Cuadro 12.

La digestibilidad de la materia seca y FDA tendieron a ser afectadas (P=0.16,
P=0.09, respectivamente) por los tratamientos. Mientras que la digestbilidad de
la FDN, consumo de materia seca (g/dia y g/kg PV*’®) y cambio de peso no

fueron afectadas (P=>0.2).

La digestibilidad de la materia seca, de la dieta que incluyd 0.05% de timol fue
7.27% mayor (P<0.05) que la encontrada cuando se incluyé 0.025% de acido

hidrocinamico. Estos promedios no fueron diferentes (P>0.05) del resto de los

tratamientos.

El valor de digestibilidad en el testigo es inferior al encontrado por Hemandez
(1993) y Toledo (1987), quienes sefialan 62.8 y 56.19 % al ofrecer una dieta con
71y 70% de rastrojo de maiz, respectivamente; muy semejante al encontrado por

Gonzalez y Gonzalez (1990) con una dieta con 70.74% de rastrojo de maiz.
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Cuadro 12. Valores promedio de DMS, DFDN, DFDA, CMS y cambio de peso

Digestibilidad | Digestibilidad Digestiblidad de

de la materiajde la fibrafla fibra Consumo de materia seca Cambio de peso

seca detergente detergente

neutro acido

Tratamientos (%) EEM | (%) EEM [ (%) EEM | (g/dia) EEM [(g/kgPV' ™) EEM | (g/dia) EEM
Testigo 538" 113 |[482" 2.01 38.3% 1.34 930.7* 42.26 | 71.2° 7.51 152.3° 26.83
Timol (0.025%) 531" 134 |[498" 1.12 [423° 1.48 |863.6" 92.84 (64.8" 514 [180.0" 24.96
Timol (0.05%) 54.9* 1.28 |[50.4* 218 |404™ 283 [930.7 56.45 | 64.0" 099 |[175.0" 10.22
Acido hidrocindmico (0.025) [50.9> 049 [458* 276 |[345° 235 |8525" 29.23 | 66.6" 458 | 99.0" 39.78
Acido hidrocinamico (0.05%) 525" 093 |48.7" 1.37 |41.6" 1.64 995.7" 61.91 | 75.5" 298 [1125" 28.19
Probabilidad 0.16 0.53 0.09 0.47 0.43 0.19

ab Medias en la misma columna sin una letra en comun son diferentes (P<0.05). EEM, error estandar de la media.




Los promedios de DFDN no fueron significativamente (P>0.05%) diferentes
entre tratamientos, sin embargo, el menor valor numérico lo manifesto el
tratamiento con 0.025% de &acido hidrocinamico y el mayor el que incluyd
0.05% de timol. El valor de digestibilidad de FDN en el testigo es inferior a
62.56% encontrado por Hernandez (1993) quien ofrecié una dieta con 71% de
rastrojode maiz; y ligeramente inferior al 52.0% indicado por Gonzalez y

Gonzalez (1990), al probar una dieta con 71.5 % de rastrojo de maiz.

En cuanto a la digestibilidad de la fibra detergente acido, los tratamientos con
0.025% de timol y 0.05% de &cido hidrocinamico fueron significativamente
(P>0.05) mayores en 18.44 y 17.06%, respectivamente, al promedio de DFDA
cuando se incluyé 0.025% de &cido hidrocinamico. Ambos valores de DFDA no
fueron diferentes (P>0.05) de los tratamientos restantes. El valor de
digestibilidad de FDA en el testigo, es semejante al que indican Gonzalez y

Gonzélez (1990), quienes proporcionaron una dieta con 71.5 % de rastrojo de

maiz.

No existen trabajos en los que se hayan probado compuestos fendlicos libres in
vivo, sblo se han incluido monémeros existentes en la pared celular de los
vegetales; en dicho caso, Lowry et al., (1993) encontraron que el consumo y la
digestibilidad de la materia seca no se afectaron por la inclusion de p-
coumarico y ferdlico en la dieta, a diferencia de lo que se observd in vitro,

donde si hubo efecto. Se puede corroborar que los resultados positivos al
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adicionar timol y acido fenilacético en pruebas in vitro (Huerta, datos no
publicados) no se manifestaron in vivo, al ser inciuidos en la dieta de los
animales. Lo anterior se puede atribuir a varios factores, entre elios a que
normalmente se encuentra el acido 3-feniipropiénico en el liguido ruminal de
animales consumiendo dietas a base de forrajes toscos (Patton y Kesier, 1967,
Odenyo, et al., 1991; Marvin et al., 1998), y por lo tanto al adicionarios en la
dieta no generan respuesta adicional positiva, con respecto a la respuesta que
se podria generar con aquellos alimentos cuya calidad es muy pobre, y donde
la concentracion de acido 3-fenilpropionico y fenilacético es extremadamente
baja (Odenyo, 1993). En digestibilidad in vitro, se ha encontrado una
correlacion positiva (0.67) entre la concentracion de 3-fenilpropionico en el
sobrenadante y la digestibilidad de la materia seca en la planta del maiz
(Marvin et al., 7996). Por otro lado, se ha obtenido respuesta positiva al incluir
acido 3-fenilpropionico y fenilacético en el medio de cultivo, sélo al utilizar
como indculo, cultivos puros de Ruminococcus albus 7 y 8 (Hungate y Stack,
1882; Stack et al.,1983; Stack y Hungate, 1984; Stack y Cotta, 1886). Sin
embargo sabemos que en el rumen existe una poblacion de varios tipos
microbianos, por lo tanto puede generarse un efecto diferente para cada uno.
Finalmente, el timol se utiliza como desparasitante en gatos (Budavari et al.,
1989), y no sabemos que efecto puede causar a los protozoarios ruminales.

El consumo diario de materia seca no manifestd diferencia significativa
(P>0.05) entre tratamientos, sin embargo numéricamente consumieron mas

alimento los animales cuya dieta incluyé 0.05% de acido hidrocinamico, y
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menor en aquellos que su dieta incluyé 0.025% de &acido hidrocinamico. Los
valores en el testigo fueron semejantes a los reportados ( 902 y 934 g MS/dia)
por Toledo (1987), quien ofrecid una dieta de 70% de rastrojo de maiz y 30%
de concentrado; ligeramente inferior a los valores obtenidos por Gonzalez y
Gonzaiez (71,5% de rastrojo de maiz), y por Hernandez (1683);, mayores al
indicado (707 g MS/dia) por Alvarado y Carrilio (1993), que ofrecieron una dieta

con 75% de rastrojo de maiz y 25% de concentrado.

Cuando el consumo de materia seca se expresd en g/PV*™® | aunque no se
observé diferencia significativa (P>0.05) entre tratamientos, el mayor consumo
se presentd con el tratamiento de 0.05% de acido hidrocinamico, el menor se
observé cuando se adiciond 0.05% de timol. El valor obtenido en el testigo, es
inferior a los valores indicados por Gonzalez y Gonzalez (1990), Arciaga y
Gdémez (1991), Toledo (1987) y Alvarado y Carrillo (1983), quienes ofrecieron
una dieta con 71.5, 71.5, 70 y 75% de rastrojo de maiz respectivamente; sin

emabrgo es igual al sefialado por Pelaez (1979), que proporcioné una dieta

con 72% de rastrojo de maiz.

No se encontrd diferencia significativa (P>0.05) en el cambio de peso,
numericamente se registré el mayor promedio cuando se adiciond 0.025% de

timol en la dieta, y el menor valor en el tratamiento con 0.025% de &cido

hidrocinamico.
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La adicién de 0.025% del acido hidrocinamico, numéricamente expres® una
depresién en las variables calculadas, ya que los valores inferiores se
manifestaron en éste tratamiento, a excepcion del consumo expresado como
g/kg PV*™. Sin embargo, cuando se adicioné al 0.05%, se manifestd el mayor
consumo. Esto nos indica que su accién difiere en reiacion a la concentracion
que se incluye, una baja concentracion (0.025%) disminuye numeéricamente el
consumo diario, y a mayor nivel de inclusion (0.05%) lo mejora. El timol, en los
dos niveles de su inclusion se presentaron los dos valores mas bajos de
consumo por unidad de peso metabdlico (g/kg PV®™). Por lo anterior, se puede
suponer que los compuestos fenodlicos ejercen un efecto negativo sobre el
consumo de alimento. Lo cual coincidiria con el efecto que tiene la
fenilpropanolamina (compuesto fendlico) en humanos, ya que es el ingrediente

activo de algunos medicamentos utilizados para disminuir el peso, via

disminucion del consumo.

Por otro lado, los mayores valores de DFDA y cambio de peso se encontraron
en el tratamiento con timol al 0.025%, asi mismo, los mayores valores en DMS

y DFDN con la inclusion de 0.05% del mismo compuesto, todos sin ser

diferentes del testigo.

En lo que respecta a la prueba de digestibilidad in vitro, se encontré un efecto
significativo (P<0.0001) de los tratamientos y tipos de sustratos utilizados,

sobre la digestibilidad de la materia seca in vitro (DMSIV). En cuanto a
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tratamientos, de manera general para todos los sustratos, el testigo presento la
mayor DMSIV (P<0.05) en comparacion a los tratamientos que inciuyeron
compuestos fenolicos (Cuadro 13). Lo cual nos indica un efecto depresivo de
los compuestos fendlicos sobre la digestibilidad de la materia seca.

Cuadro 13. Valores promedio de digestibilidad de la materia seca in vitro para
todos los sustratos utilizados.

Tratamiento Promedio

Testigo 59.12 :
Timol (0.025%) 55.16 B
Timol (0.05%) 54.92 e
Acido hidrocinamico (0.025%) 54.35 L
Acido hidrocinamico (0.05%) 54.15 ®

*®Medias en la misma columna sin una letra en comun son diferentes (P<0.05).

Para los diferentes tipos de sustratos utilizados en cada uno de los
tratamientos, el papel presentd los mayores valores (P<0.05) de DMSIV, con
respecto al alimento testigo de la prueba de digestibilidad in vivo, que se le
adiciond los compuestos fendlicos al momento de la incubacion in vitro. Este a
su vez fue mayor significativamente (P<0.05) en comparacion a la DMSIV
cuando se incluyé como sustrato el alimento utilizado en cada uno de los

tratamientos de la prueba de digestibilidad in vivo (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Digestibilidad in vitro de los diferentes sustratos utilizados en
diferentes los tratamientos

Tipo de sustrato Promedio

Alimento respectivo de cada tratamiento en 48 19 ©
la prueba de digestibilidad in vivo

Alimento testigo utilizado en la prueba de
digestibilidad in vivo, que se le adiciond
compuestos fendlicos a su respectiva

poncent;,auon en el momento de 52 76 b
incubacion
Papel que se le adicioné compuestos 66.82 *

fendlico al momento de la incubacion

32Y¢ Medias en la misma columna sin una letra en comun
son diferentes (P<0.05).

La digestibilidad mayor en el papel se puede explicar por que representa una
forma mas pura de la celulosa, por lo tanto existe menos interferencia de las
paredes celulares en comparacion a lo que sucede con los esquilmos
agricolas. Por otro lado, la diferencia que se encontré con el alimento utilizado
en cada uno de los tratamientos de la prueba de digestibilidad in vivo y el
alimento utilizado como testigo que se le adicioné compuestos fendlicos al
momento de la incubacion, ambos en la prueba in vitro, se puede atribuir a que
el primero los compuestos fendlicos tardaron mas tiempo con el alimento, lo
que pudo dar origen a reacciones de los compuestos con el alimento o con el

ambiente (oxidacidn - reduccion, cambio de estructura) y por lo tanto de su

efecto.

Los valores de digestibilidad para la interaccion tipo de sustrato y tratamiento

utilizado (P<0.0001) se indican en el Cuadro 15. Se puede apreciar que la
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DMSIV del alimento, utilizado en los respectivos tratamientos en la prueba de
digestibilidad in vivo, con timol a los dos niveles y acido hidrocinamico al 0.025
% fueron inferiores significativamente (P<0.05) en 18 a 22 % en comparacion al
testigo y al tratamiento que incluyé 0.05% de &cido hidrocinamico. Estos
valores coinciden con los de la digestibilidad in vivo, donde el menor valor fue
para el tratamiento con 0.025% de &cido hidrocinamico, y los mayores para el

testigo y con 0.05% de acido hidrocinamico.

Cuando el alimento testigo, utilizado en la digestibilidad in vivo, se le adiciond
compuestos fenolicos al momento de la incubacion no hubo diferencia
significativa (P>0.05) de DMSIV entre tratamientos, siendo numéricamente el
menor cuando se adicion6 0.05% de acido hidrocinamico y el mayor cuando se
adiciondé 0.025 % de timol. A diferencia de los resultados de DMS in vivo, aqui
no se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento con 0.025% de

acido hidrocinamico y con 0.05% de timol.

Los valores de DMSIV, cuando se utilizé el alimento de la prueba de
digestibilidad in vivo, ya sea el alimento de cada uno de los tratamientos o el
testigo que se le adiciond compuestos fendlicos al ser incubados, solo
coincidieron en el testigo y cuando se adicioné 0.05% de acido hidrocinamico,

ambos sin ser diferentes ente si (P<0.05, Cuadro 15).
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Cuadro 15. Valores promedio de DMSIV de los diferentes sustratos en cada

tratamiento.

Tipo de sustrato

Alimento utilizado en| Alimento del testigo de la

cada uno de los|prueba de digestibilidad
Tratamiento tratamientos de la|in vivo mas compuestos| Papel

prueba de digestibilidad | fendélicos al ser incubado

in vivo
Testigo 53.49°¢ 53.27 ¢ 74.37 ®
Timol (0.025%) 43.83°¢ 54.70 ¢ 64.13 ©
Timol (0.05%) 43.50 ¢ 52.80 ¢ 65.70 °°
Acido hidrocinamico 42.30°¢ 52.93 ¢ 68.30°
(0.025%)
Acido hidrocindmico 54.28 ¢ 50.76 ° 62.50
(0.05%)

2bedye Medias sin una letra en comun son diferentes (P<0.05).

El papel, que represent6é un sustrato mas puro de celulosa, su DMSIV en el

testigo fue mayor (P<0.05) en comparacion cuando se adiciond 0.025% de

acido hidrocinamico y éste a su vez mayor (P<0.05) de los tratamientos que

incluyeron 0.025% timol y 0.05% de acido hidrocinamico; el tratamiento con

0.05% de timol no presenté diferencia significativa (P<0.05%) con los ultimos

tres tratamientos citados anteriormente. La adicion de compuestos fendlicos

afect6 la degradacion del papel, la mayor depresion se manifesté cuando se

adicioné 0.05% de acido hidrocinamico.
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En los resultados de la prueba de digestibilidad in vitro, no se observa un
efecto positivo de los compuestos fendlicos, y es contrariamente a lo que
obtuvieron Hungate y Stack (1882); Stack et al. (1983), Stack y Hungate
(1984); Stack y Cotta, (1986). Sin embargo, ellos utilizaron cultivos puros de
Ruminococcus albus 8. Algunos vaiores obtenidos en éste trabajo expresan
una depresién en la digestibilidad, lo que concuerda con los resultados que se
indican al incluir monoémeros fendlicos en el medio de incubacion en las

pruebas de digestibilidad in vitro, donde se han obtenido respuestas negativas

(Jung et al, 1989).

El efecto de compuestos fendlicos al incluir papel como sustrato, es semejante
al encontrado cuando se incluyen monémeros fendlicos en el medio de
incubacién (Jung, 1985; Jung y Fahey, 1983; Jung y Sahlu, 1986), que se

manifiesta una depresion en la digestibilidad de la celulosa.

La produccion de compuestos fendlicos en el sobrenadante de las
incubaciones in vitro, difieren de los producidos en el rumen de animales
consumiendo dichos compuestos (Eraso y Hartley, 1990), lo cual conduce a

resultados diferentes in vitro e in vivo (Lowry et al., 1933).
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7.CONCLUSIONES

La adicion de compuestos fendlicos en la dieta no mejoro la digestibilidad de la
materia seca, digestibilidad de la fibra detergente neutro, digestibilidad de la

fibra detergente acido y consumo de materia seca.

La digestibilidad de la materia seca in vitro se deprimié cuando el alimento
utilizado en la prueba de digestibilidad in vivo incluy6 timol 0.025% y 0.05%, y

acido hidrocinamico a 0.025%.

La digestibilidad in vitro de la materia seca del alimento utilizado en la prueba
de digestibilidad in vivo, y aquel que se le adiciond compuestos fendlicos al
momento de ser incubado, no manifestaron el mismo comportamiento, lo que

sugiere que existe un cambio en la accién de los compuestos.

No existié el mismo comportamiento en digestibilidad de la materia seca

obtenidos in vivo e in vitro , para los diferentes tratamientos.
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