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Resumen:

Este estudio tuvo como objetivo determinar la concentracién de PC, EE, CNS, fibras, CFT,
TC, CBD, THC, digestibilidad in vitro de materia seca y parametros de fermentacion ruminal
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de residuos agroindustriales de Cannabis sativa L. de dos procesos extractivos de
cannabinoides, como fuente potencial de forraje en la alimentacion de rumiantes. La flor de
Cannabis sativa se expuso al proceso de extraccion por prensado en frio (CPF) y extraccion
alcohdlica (CEA); los residuos vegetativos obtenidos después de las extracciones se
compararon con la flor cruda como testigo (FCC) utilizando un disefio completamente al azar
y la prueba de Tukey para la comparacion de medias. Los procesos extractivos disminuyeron
el EE, CFT y cannabinoides (CBD y THC). En contraste, las fibras, CNS y digestibilidad,
aumentaron después de los procesos extractivos en CPF y CEA. Del mismo modo, la
degradabilidad in vitro aumentd después de ambos procesos extractivos por encima del
120 %, asi como el periodo de latencia. Ademas, los protozoos aumentaron con CPF, pero
no se observaron cambios en CEA. Asimismo, no se observaron cambios en las bacterias
celuloliticas en CPF y CEA. Sin embargo, las bacterias totales se redujeron después de ambas
extracciones. Ademas, el N-amoniaco en las fermentaciones ruminales disminuyd con CPF
y CEA, mientras que los acidos grasos volatiles totales aumentaron. Ademas, la produccién
de gas aumenté por encima del 75 % en CPF y CEA; sin embargo, no se observaron cambios
en el periodo de latencia. Ademas, la produccion de metano y CO2 aumento por encima del
80y 60 %, respectivamente, para CPF y CEA, estos aumentos se asocian positivamente con
mejoras en las fermentaciones ruminales. En conclusion, el residuo agroindustrial de
Cannabis sativa L. obtenido después de los procesos extractivos analizados puede surgir
como una fuente potencial de forraje en la alimentacion de rumiantes.
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Introduccion

La aceptacion general y la perspectiva regulatoria con respecto a los cultivos de Cannabis
spp. han cambiado en los dltimos afios. Esta planta ya no se trata s6lo como una fuente de
agentes psicotrépicos; los compuestos bioldgicos se han centrado en enfoques terapéuticos
con éxito™. De hecho, el cannabidiol (CBD) y el tetrahidrocannabinol (THC) son los
principales compuestos bioactivos contenidos en la planta; estos compuestos se sintetizan
principalmente en la flor y las hojas®®. Debido a esto Gltimo, la industria farmacéutica ha
estado tratando de actualizar y purificar los compuestos extractivos de Cannabis spp. para su
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uso en medicamentos y drogas®®. De hecho, algunos cultivos de Cannabis sp. se han
utilizado como proveedores de cafiamo para la industria textil®, para la produccion de
biocombustibles® y como componente en la industria automotriz®. Ademas, algunos
ganaderos utilizan semillas como aditivos en la alimentacion animal®. Sin embargo, los
métodos extractivos de compuestos bioactivos de la planta generan residuos agricolas que
pueden contener concentraciones minimas de cannabinoides pero contenidos considerables
de fibra, celulosa y hemicelulosa; estos contenidos pueden surgir como una importante fuente
de forraje en la alimentacion animal, principalmente rumiantes. La informacion a nivel
mundial sobre la produccion y plantaciones de Cannabis sp. es limitada debido a las
caracteristicas legales. Sin embargo, informes del USDJ afirmaron que la produccion de
cafiamo alcanz6 las 10,000 ton en México en 2006; a pesar de que las plantaciones de mas
de 31,000 ha fueron erradicadas®. En consecuencia, una creciente produccion de Cannabis
sp. para la extraccion de cannabinoides con fines médicos puede representar una expansion
sustancial de residuos agricolas que potencialmente pueden utilizarse como fuente de forraje
en la alimentacion de rumiantes®. Sin embargo, la informacion publicada sobre el valor
nutricional de los subproductos del cafiamo en la nutricion animal es limitada. Ademas, este
estudio tuvo como objetivo determinar la concentracion de proteina cruda (PC), extracto
etéreo (EE), carbohidratos no estructurales (CNS), fibras, compuestos fendlicos totales
(CFT), taninos condensados (TC), cannabidiol (CBD), delta-9-tetrahidrocannabinol (THC),
digestibilidad in vitro de materia seca y parametros de fermentacion ruminal de residuos
agroindustriales de Cannabis sativa L. de dos procesos extractivos de cannabinoides como
fuente potencial de forraje en la alimentacion de rumiantes.

Material y métodos

Area de estudio

Este estudio se llevo a cabo en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Juarez del Estado de Durango, ubicada en Durango, México.

Ingredientes y material vegetativo

Todo el material vegetativo fue donado por el IIAC (Instituto de Investigacion vy
Aprovechamiento del Cannabis) ubicado en Durango, México. La flor de Cannabis sativa L.
se procesd mediante dos métodos de extraccion, los cuales se realizaron por el 11AC.
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Brevemente, muestras de la flor de Cannabis sativa L. se prensaron en frio para la obtencion
de aceite; el proceso no supero los 35 °C y no se utilizaron disolventes. Los residuos
obtenidos después del prensado en frio se nombraron CPF debido a la torta de flor de
Cannabis sativa L. prensada en frio obtenida. Por otro lado, otras muestras de la flor de
Cannabis sativa L. se expusieron a una extraccion alcoholica, que se llevo a cabo a
temperatura ambiente durante 5 h. Posteriormente, el subproducto o residuo se obtuvo
filtrando el disolvente; este tratamiento se denomind CEA (extraccion alcoholica de torta de
flor de Cannabis sativa L.). Asi, utilizando flor cruda de Cannabis sativa L. (FCC) como
testigo, se compar6é con residuos agroindustriales obtenidos después de los procesos
extractivos. Posteriormente, las muestras de residuos agroindustriales de Cannabis sativa L.
se secaron en un horno de aire forzado (Felisa, Modelo FE-294AD) a 55 °C durante 48 h y
se molieron en un molino (Thomas Wiley Miller Lab, Modelo 4) a un tamafio de particula de
1 mm. En consecuencia, las muestras se almacenaron para su posterior analisis.

Composicién quimica

Las muestras se analizaron para materia seca (MS), extracto etéreo (EE), proteina cruda (PC)
y cenizas de acuerdo con procedimientos estandarizados'?. La celulosa, la hemicelulosa, la
fibra detergente neutro (FDN), la fibra detergente acido (FDA) y la lignina detergente acido
(LDA) se evaluaron de acuerdo con lo propuesto por Van Soest et al*V. Los carbohidratos
no estructurales (CNS) se estimaron con la siguiente ecuacion:

CNS= 100 — (PC+EE+FDN+C); donde CNS= carbohidratos no estructurales (% MS); PC=
proteina cruda (% MS); EE= extracto etéreo (% MS); FDN= fibra detergente neutro (% MS);
C=cenizas (% MS).

La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) se estim6 utilizando el equipo
DAISY11® (ANKOM Technology Corp., Macedon, NY) y de acuerdo con los procedimientos
del fabricante®?. La energia metabolizable se calcul6 de acuerdo con la siguiente
ecuacion®:

EM= [2.20 + 0.136(PGzs) + 0.0057(PC) + 0.0029(EE)2]/4.184; donde EM= energia

metabolizable (MCal/kg); PG24= produccion de gas in vitro a las 24 h (ml/g); PC= proteina
cruda (g/kg); EE= extracto etéreo (g/kg).
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Metabolitos secundarios

Las muestras secas para cada tratamiento se expusieron a extraccion alcohdlica (0.5 g
disueltos en 45 ml de solucidn etanol al 70 %-agua) durante la noche. Posteriormente, las
muestras se filtraron y se evaporaron al vacio (a 40 °C) hasta la eliminacion total de la
solucion de etanol y se dejaron secar durante la noche. Los rendimientos de las extracciones
concentradas se calcularon en base a la materia seca. Las muestras secas se almacenaron para
andlisis adicionales de metabolitos secundarios.

Analisis de taninos condensados (TC)

Brevemente, las muestras para cada tratamiento se diluyeron (0.5 g disueltos en 45 ml de
solucién de etanol al 70 %-agua) y se dejaron extraer durante la noche. Posteriormente,
alicuotas de 50 pl se mezclaron con una solucién al 4 % de vainillina-metanol y HCI
concentrado segun Heimler et al®®. La absorbancia se midié a 500 nm utilizando catequina
como patron. El rendimiento de TC se estimd con la concentracion final en solucién y el
rendimiento en materia seca.

Analisis de compuestos fenolicos totales (CFT)

Brevemente, las muestras para cada tratamiento se diluyeron (0.5 g disueltos en 45 ml de
solucion de etanol al 70 %-agua) y se dejaron extraer durante la noche. Los compuestos
fenolicos totales se estimaron mediante el método de Folin-Cioucalteau adaptado por
Dewanto et al™® utilizando &cido géalico como patrén y midiendo la absorbancia a 760 nm
para cada muestra diluida. EI rendimiento de CFT se estimd con la concentracién final en
solucidén y el rendimiento en materia seca.

Analisis de cannabinoides

Para la deteccién de cannabinoides (especificamente CBD y THC) se utiliz6 el método de
cromatografia en capa fina (CFF), segun los procedimientos propuestos por Novak et al®®),
Este ensayo se realizé en las instalaciones del 11AC.
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Degradabilidad in vitro de la materia seca (DIVMYS)

Para este analisis, se coloco 1 g (MS) de muestra de cada tratamiento experimental en bolsas
de nylon (F57, ANKOM Technology, Corp., Macedon, NY) en médulos de vidrio equipados
con transductores electrdonicos para la medicion de presion de acuerdo con los procedimientos
del fabricante (ANKOM, EUA) y se incub0 por triplicado con soluciones tampén (CaCl:
13.2 % p/v; MnCl2 10 % p/v; CoClz2 1 % p/v; FeCls 8 % p/v; NaHCOs 39 % p/v) e in6culo
ruminal en una proporcién 2:1, de acuerdo con Theodorou et al”. El inéculo ruminal se
obtuvo de dos novillos Angus fistulados alimentados con una dieta a base de heno de alfalfa
antes de la alimentacion de la mafiana; el licor ruminal se extrajo del rumen e inmediatamente
se colocd en un recipiente térmico precalentado a 39 °C y luego se transport6 al laboratorio
para su posterior analisis. Las bolsas de nylon se incubaron individualmente para cada tiempo
de fermentacion (0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72 y 96 h). Las bolsas se retiraron de los mddulos y
se lavaron hasta obtener agua cristalina. Se colocaron en el horno a 55 °C durante 48 h. Se
registraron cambios en la materia seca y los datos de digestibilidad se ajustaron a la funcion
de Gompertz para la estimacion de los parametros cinéticos segin Murillo et al®),
Deg = A etae™"a”

Donde: Deg= degradabilidad de la materia seca (% MS); Ad= degradabilidad maxima (%
MS); k¢= tasa constante de degradabilidad (h™); L= tiempo de latencia antes de que
comience la degradabilidad (h).

Produccion de gas in vitro y parametros de fermentacién ruminal

Para la produccion de gas in vitro, se colocd 1 g de muestra de cada tratamiento previamente
secado en modulos de vidrio equipados con transductor de presion (ANKOM, USA) con 120
ml de una mezcla de soluciones tampon (CaClz 13.2 % p/v; MnCl2 10 % p/v; CoClz2 1 % plv;
FeCls 8 % p/v; NaHCOs3 39 % p/v) e in6culo ruminal en 2:1'y se incubd a 39 °C durante 24
h por triplicado de acuerdo con Theodorou et al”; el in6culo ruminal se obtuvo de dos
novillos Angus fistulados alimentados con una dieta a base de heno de alfalfa antes de la
alimentacion de la mafiana; el indculo ruminal se extrajo del rumen e inmediatamente se
colocé en un recipiente térmico precalentado a 39 °C y luego se transport6 al laboratorio para
su posterior analisis. Asi, los cambios en el volumen de gas se registraron a las 0, 3, 6, 12,
24, 36, 48, 72 'y 96 h y los datos se ajustaron a la funcion de Gompertz para la estimacién de
parametros cinéticos de acuerdo con Murillo et al®®,

PG = Age‘Lge_(kgt)
Donde: PG= produccion de gas (ml); Ag= produccion maxima de gas (ml); kg= tasa constante
de produccion de gas (h?); Lg= tiempo de latencia antes de que comience la produccion de
gas (h). Por su parte, dos alicuotas de 10 ml de fermentacion ruminal in vitro se destinaron a

371



Rev Mex Cienc Pecu 2023;14(2):366-383

la determinacion de pardmetros ruminales in vitro después de 24 h de tiempo de
fermentacion, se procesaron con acido metafosforico (25 % p/v) y acido sulfdrico (50 % v/v)
para &cidos grasos volatiles (AGV) y nitrogeno-amoniaco (N-NHs), respectivamente, y de
acuerdo con Galyean®®,

Asimismo, el mismo numero de tratamientos experimentales se incubaron en modulos de
vidrio (ANKOM, USA) hasta 24 h de tiempo de fermentacion®”. Una vez transcurrido el
tiempo, se abrio la véalvula de liberacién de presion de los médulos y se midi6 el gas liberado
para las composiciones de metano y CO2 de acuerdo con los procedimientos propuestos por
Herrera Torres et al®? utilizando el analizador de gases portatil GEM5000 (Landtec, EUA).

Determinacion de bacterias ruminales y protozoos

Este ensayo se determiné pesando 1 g de muestra de cada tratamiento previamente secado y
se colocd en modulos de vidrio equipados con transductor de presion (ANKOM, USA) con
120 ml de una mezcla de soluciones tampdn e indculo ruminal en una proporcion 2:1, y se
incubaron a 39 °C durante 24 h por triplicado®”; el in6culo ruminal se obtuvo de dos novillos
Angus alimentados con una dieta a base de heno de alfalfa. Posteriormente, las
concentraciones de bacterias totales y celuloliticas se determinaron segun Dehority®Y, los
protozoos se analizaron seglin Ogimoto e Imai®®?, mientras que los hongos se determinaron
segun Joblin®) para cada tratamiento. Brevemente, los medios de cultivo se prepararon en
placas de Petri estériles con agar nutritivo (BD, Bioxon, EUA) para las determinaciones de
bacterias totales y agar nutritivo (BD, Bioxon, EUA) mas carboximetilcelulosa (SIGMA,
EUA), como fuente de celulosa para las determinaciones de bacterias celuloliticas. El in6culo
se obtuvo a partir de fermentaciones ruminales in vitro de los tratamientos y se realizaron
diluciones hasta alcanzar 10°. Después, las diluciones con indculo se colocaron en placas de
Petri previamente etiquetadas y se incubaron bajo atmosfera de CO2 a 39 °C. Las placas de
bacterias totales se incubaron durante 48 h, mientras que las placas de bacterias celuloliticas
se incubaron durante 72 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se abrieron las
placas de Petri y se midieron los microorganismos mediante la técnica del niUmero mas
probable®?. Para la determinacion fingica, el medio de cultivo se preparé con agar PDA
(3 %) y se colocd en placas en condiciones estériles. Posteriormente, 10 ml de in6culo
ruminal in vitro se mezclaron con solucién de peptona (proporcion 1:9) y se prepararon
diluciones con 1 ml de solucion inoculada hasta alcanzar 10° y se colocaron en placas
previamente etiquetadas. Inmediatamente, una muestra de cada dilucién se enjuaga con CO2
y se incuba bajo atmosfera de CO2 a 39 °C durante 120 h para su identificacion. Para la
determinacién de protozoos, el indculo ruminal in vitro se filtr6 a través de cuatro capas de
tela de queso y el filtrado obtenido se colocd en un embudo de separacion durante 15 min
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aproximadamente, hasta que los protozoos se precipitaron (un anillo blanquecino aparecio
en el fondo del embudo). Posteriormente, 1 ml de la muestra obtenida con protozoos se
mezclé con 4 ml de indculo ruminal (previamente incubado a 39 °C y enjuagado en
condiciones de COz2) en tubos de cultivo de 18 x 150 mm y se colocé una vez mas en la
incubadora; este Gltimo paso se repitié cinco veces por cada dilucion hasta alcanzar 10°. En
consecuencia, el nimero de protozoos se determind mediante cuantificacion directa en la
camara de Neubauer utilizando un microscopio de contraste (Collegiate 400) y una
amplificacion de 400x.

Disefno estadistico

Los datos obtenidos para todos los residuos agroindustriales se analizaron a través de un
disefio completamente al azar utilizando el procedimiento GLM en SAS®®), La comparacion
de medias se evaluo con la prueba de rango multiple de Tukey declarando significancias en
P<0.05.

Resultados y discusion

La composicion quimica y la digestibilidad de la materia seca para los tratamientos se
muestran en el Cuadro 1. EI método utilizado para la extraccion de cannabinoides afectd
principalmente los contenidos de cenizas, EE y fibras (FDN y FDA). De hecho, los
cannabinoides se separan de la flor en una fase organica, que se elimina dentro de la fraccion
EE®. Como consecuencia, hay una reduccion del 95 % y 40 % en EE para los tratamientos
de CEA y CPF después de la extraccion, respectivamente (P<0.05). En cambio, el contenido
de cenizas aument6 17 y 8 % en CEA y CPF, respectivamente, en comparacion con el control
(FCC) (P<0.05). Estos aumentos se asocian positivamente con una redistribucion de los
componentes quimicos después del proceso extractivo; los valores restantes de FDN, FDA 'y
CNS representan fracciones mas altas en la composicion quimica, mientras que reducen la
fraccion de EE una vez que se extrajo. Por otro lado, el contenido de fibra en CPF sigue
siendo similar al control. La extraccion por prensado en frio elimind mas fracciones de fibra
en comparacion con la técnica de extraccion alcohdlica. La prensa en frio es uno de los
métodos mas utilizados para la extraccion de aceite; este método requiere menos energia que
otros y se considera un proceso ecoldgico®®. Sin embargo, la fuerza mecanica aplicada en el
proceso puede eliminar mayores fracciones de fibra que cualquier otro proceso. Ademas,
otros autores®” presentaron contenidos similares de fibra en su estudio. Asimismo, el
contenido de PC fue similar entre los tratamientos (P>0.05). Sin embargo, se asume que una
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pequeria fraccion de proteina soluble se elimina en el proceso de extraccion; la proteina
restante puede ser menor en cantidad, pero similar en proporcion después de la redistribucion
de nutrientes después de la extraccion. Del mismo modo, se observo este comportamiento en
colza en procesos de extraccion por prensado en frio@®, Adicionalmente, otra
investigacion®” reportd concentraciones similares de proteina en la torta de semilla de
cafiamo después de la extraccion por prensado en frio. En cambio, los CNS aumentaron en
CEA y CPF (P<0.05); estos aumentos estan vinculados con un efecto de dilucion debido a
una reduccion en las fracciones de fibra como se explicé anteriormente. De hecho, Jarrell?®
introdujo este término relacionado con los estudios de nutricion vegetal a principios de los
afios 80. Ademas, los procesos extractivos redujeron el CFT y TC (P<0.05). Los metabolitos
secundarios como compuestos fendlicos y taninos condensados se extraen en soluciones
alcoholicas®. Los metabolitos secundarios juegan un papel muy importante en la mitigacion
del metano en rumiantes. Asi, se observaron diferentes mecanismos de accion directa o
indirectamente en la fermentacion de rumiantes o microorganismos de rumiantes
dependiendo de las concentraciones de ciertos metabolitos (saponinas, taninos condensados,
compuestos fendlicos, etc.)®. De ahi la importancia en la evaluacion de las concentraciones
de CFT y TC. Las fracciones de fibra (FDN y FDA) aumentaron después del proceso de
extraccion alcoholica (P<0.05). Estos cambios estan conectados positivamente a una mayor
extraccion de grasa cruda en EE. Por lo tanto, cuanto mas EE se extrae en CEA, mayores son
las composiciones de fibra. Adicionalmente, la DIVMS aumenté alrededor de 142 y 97 % en
CEA y CPF, respectivamente, en comparacién con el control (FCC) (P<0.05). Ademas, los
cannabinoides también fueron afectados por los procesos extractivos (P<0.05). Tanto el CBD
como el THC disminuyeron sustancialmente sus concentraciones. De esta manera, las
concentraciones de CBD se redujeron un 73 y un 28 % en CEA y CPF, respectivamente. Del
mismo modo, las concentraciones de THC disminuyeron 99 y 88 % en CEA y CPF,
respectivamente. La extraccion alcohdlica es mas eficiente en la extraccion de cannabinoides
en comparacion con una extraccion por prensado en frio. Aparentemente, una extraccion
polar puede ser mas efectiva y menos costosa cuando se compara con un proceso extractivo
que utiliza fuerza mecénica, que puede eliminar otros nutrientes sin interés®®. La
informacion publicada sobre el consumo inofensivo de CBD y THC en animales es muy
limitada. Sin embargo, Kleinhenz®V ofrecié caflamo industrial a terneros como recurso
alimenticio. Estos autores administraron 1142 y 120 mg de CBD y THC a terneros que
pesaban aproximadamente 215 kg de peso vivo, respectivamente; no se observaron cambios
en el comportamiento, la ingesta de alimentacion o la quimica del suero sanguineo (glucosa,
BUN, creatinina y proteina total) en los animales. Ademas, no se detectd6 THC en el plasma
sanguineo; el CBD fue totalmente metabolizado y no se detectd después de 48 h. Asimismo,
Cornette® administro 5 mg de CBD/kg de peso vivo y tampoco observé cambios en el
comportamiento. Por lo tanto, segln este ultimo, el CEA presentado en este estudio, puede
ofrecerse de forma inofensiva hasta 2 kg por animal por dia (animales que pesan
aproximadamente 215 kg de peso vivo) y no se esperarian efectos sobre ninguno de los
parametros quimicos o el comportamiento. No obstante, no se dispone de informacion sobre
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la seguridad de la carne y el consumo de cafiamo en rumiantes. De acuerdo con los resultados
proporcionados en el presente estudio, concentraciones mas bajas de cannabinoides (CBD y
THC) y concentraciones mas altas de CNS condujeron a una mayor DIVMS y EM. De hecho,
otro estudio®® reporto actividad antimicrobiana de los cannabinoides, lo que puede afectar
directamente la digestibilidad. En consecuencia, la DIVMS aument6 aproximadamente dos
veces en comparacion con el control (FCC). Ademas, estos cambios no pudieron atribuirse a
variaciones en el CFT y los TC, ya que sus concentraciones son similares entre los
tratamientos de CEA y CPF; los cambios en la DIVMS en CEA y CPF no pudieron
correlacionarse con las concentraciones de CFT y TC en ambos tratamientos.

Cuadro 1: Composicion quimica y digestibilidad in vitro de residuos agroindustriales de
Cannabis sativa L.

Variable FCC CEA CPF P EEM
%, MS
Ceniza 11.5+0.25°  13.5+0.25% 12.5+0.04%® 0.001 1.33
PC 21.240.25%  20.9+0.29? 20.2+0.0.28% 0.10 0.12
EE 12.3+0.06%  0.5+0.04° 7.5+0.0° <0.001 0.08
FDN 27.9+0.39°  32.2+0.332 28.0+0.86°  0.003 0.58
FDA 16.5+0.02°  18.9+0.69° 15.5+0.19°  0.015 1.47
LDA 2.240.15° 2.5+0.08? 2.3+0.006 0.002 0.07
HEM 11.5+0.31°  13.3+2.23? 12.4+0.28%  <0.001 1.06
CEL 14.4+0.14*  16.4+0.36° 13.1+0.11*  0.009 1.24
CNS 26.5+ 0.16° 32.7+0.822 31.1+1.0°  <0.001 0.77
mg/g, MS
CFT 15.7+0.10*  14.8+0.08° 15.4+0.05°  <0.001 0.06
TC 6.740.092  4.6+0.16° 5.4+0.05°  <0.001 0.09
DIVMS, % 23.9+1.11° 57.9+1.582 47.242.74°  <0.001 1.58
EM, Mcal 1.4 +0.04° 1.9+0.072 1.6 £0.06°  <0.001 0.05
CBD, g/kg 1.8+ 0.01* 0.5+ 0.003° 1.3+ 0.006° <0.001 0.03
THC, g/kg 10.9+ 0.07  0.08+ 0.0001°¢ 1.4+ 0.007° <0.001 0.001

FCC= flor cruda de Cannabis sativa L.; CEA= residuos de flor de Cannabis sativa L. extraidos con alcohol.;
CPF= residuos de flor de Cannabis sativa L. prensados en frio; EEM= error estandar de la diferencia entre
medias; PC= proteina cruda; EE= extracto etéreo; FDN= fibra detergente neutro; FDA= fibra detergente
acido; LDA= lignina detergente acido; HEM= hemicelulosa; CEL= celulosa; CNS= carbohidratos no
estructurales; CFT= compuestos fendlicos totales; TC= taninos condensados; DIVMS= digestibilidad in vitro
de la materia seca; EM= energia metabolizable; CBD= cannabinol; THC= tetrahidrocannabinol.
3¢ Medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas (P<0.05).

La degradabilidad ruminal in vitro para los tratamientos se presenta en el Cuadro 2. Los
procesos extractivos afectaron la degradabilidad; CEA y CPF aumentaron la degradabilidad
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maxima (parametro Ad) por encima del 120 % en ambos tratamientos en comparacion con el
control (P<0.05). Del mismo modo, los procesos extractivos aumentaron la tasa especifica
de degradabilidad (parametro kad) alrededor del 120 % para ambos tratamientos, mientras que
el periodo de latencia (parametro Ld) aumento un 140 % para ambos tratamientos (P<0.05).
Los aumentos en los pardmetros cinéticos pueden estar asociados positivamente con una
reduccion en el contenido de cannabinoides y cambios en los CNS; estos efectos se
observaron anteriormente en la DIVMS. Valores mas altos en Ag, ka y Ld Se presentan en el
tratamiento con valores mas bajos de cannabinoides (CEA). De acuerdo con esto,
Semwogerere et al® informaron que la digestibilidad de la torta de semilla de cafiamo es
menor que la digestibilidad de la harina de canola y la harina de soja. De hecho, se afirmé
que la torta de caflamo aumentd el tiempo de retencion ruminal que es comparable con el
tiempo de fermentacion en ensayos in vitro®”; este efecto se observo en este estudio. En
realidad, CEA y CPF presentaron valores mas altos en la tasa especifica de degradabilidad
(pardmetro ka), lo que llevé a alcanzar el valor asint6tico (Ad) en un tiempo mas corto; la
FCC necesitaria mas tiempo para alcanzar Aq, lo que es consistente con estudios previos®@”,
En cambio, se necesita mas tiempo para que los microorganismos comiencen la degradacion
del sustrato como se observa en los valores de tiempo de latencia (parametro Ld) para CEA
y CPF. Lo ultimo puede estar asociado con cambios en las poblaciones de microorganismos
(protozoos y bacterias), lo que se discutird mas adelante.

Cuadro 2: Parametros de degradabilidad ruminal in vitro de residuos agroindustriales de
Cannabis sativa L. después de dos métodos extractivos

Parametro FCC CEA CPF P EEM
Ad, % 24.1+0.29°¢ 57.6+0.01* 54.6+0.81° <0.001 0.502
Lg, h 1.9+0.01° 4.7+£0.04*  4.6+0.16% 0.004 0.096
kd, %/h 0.14+0.005" 0.31+0.005* 0.32+0.000? <0.001 0.002

FCC= Flor cruda de Cannabis sativa L.; CEA= residuos de flor de Cannabis sativa L. extraidos con alcohol;
CPF= residuos de flor de Cannabis sativa L. prensados en frio; EEM= error estandar de la diferencia entre
medias; Aq: degradabilidad maxima; kq= tasa especifica de degradabilidad; L= periodo de latencia antes de

que comience la degradacion; (fase de retraso).
¢ Medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas (P<0.05).

La poblacion de microorganismos después de la fermentacion ruminal de diferentes residuos
se muestra en el Cuadro 3. Los protozoos aumentaron después del proceso extractivo en CPF
en comparacion con el control (P<0.05); no se observaron cambios en CEA (P>0.05). Por el
contrario, no se observaron rastros de hongos en el control (FCC); sin embargo, los hongos
aumentaron después del proceso extractivo (P<0.05). En cambio, las bacterias totales se
redujeron después del proceso extractivo en ambos tratamientos (P<0.05). Sin embargo, no
se registraron cambios en las bacterias celuloliticas (P>0.05). Novak et al*® afirmaron que
los extractos de caflamo exhibieron actividad antimicrobiana en la mayoria de los habitats
bacterianos de humanos y animales, pero estos cambios no se observaron en hongos; por el
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contrario, los extractos de cafiamo mostraron actividad antifingica en ensayos in vitro
reportados anteriormente®4, Ademas, las reducciones en las bacterias totales se asocian con
un aumento en las poblaciones de protozoos. Esto esta de acuerdo con otros autores®, que
afirman que la depredacion de bacterias es causada principalmente por la actividad de los
protozoos.

Cuadro 3: Poblaciones de microorganismos en fermentacion ruminal in vitro de residuos
agroindustriales de Cannabis sativa L. después de dos métodos extractivos

Microorganismos FCC CEA CPF P EEM
Protozoos, ml™ x10* 7.3+t0.07°  15.8+0.30®  26.6+0.37%  0.007 0.22
ng:e”as celuloliticas, mI™ )\ 1o 880 1276+1477° 115647200 0232 7.84
Bacterias totales, ml™t x10° ~ 187.2+20.20° 100.6+6.74°  115.2+6.92° 0.006 10.57
Hongos, UFC ND 7.2+0.572 6.3+1.15% 0.001 0.60

FCC=flor cruda de Cannabis sativa L.; CEA= residuos de flor de Cannabis sativa L. extraidos con alcohol;
CPF= residuos de flor de Cannabis sativa L. prensados en frio; UFC: unidades formadoras de colonias; ND=
no detectado; EEM= error estandar de la diferencia entre medias.
ac Medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas (P<0.05).

Los parametros de fermentacion ruminal y la cinética de produccion de gas se muestran en
el Cuadro 4. No se observaron cambios en el pH (P>0.05). Sin embargo, los procesos
extractivos en CEA y CPF afectaron las concentraciones de N-amoniaco y AGVT (P<0.05).
Una reduccion en el N-amoniaco se asocia positivamente con una defaunacion de bacterias
ruminales debido a la presencia de protozoos. De hecho, Wang et al®® reportaron una
reduccion en las poblaciones de protozoos al usar aceite de semilla de cafiamo en
fermentaciones ruminales. Por lo tanto, se espera que la FCC promueva una reduccion de
protozoos y un aumento en las poblaciones de bacterias; lo Gltimo fomenta un aumento del
N-amoniaco. Ademas, se esperaria una reduccion de la desaminacion de proteinas como
consecuencia de un aumento de bacterias, lo que daria lugar a una reduccion del N-
amoniaco®”. Estas afirmaciones fueron observadas en este estudio. Los protozoos
aumentaron con ambos tratamientos y se observa una reduccion de bacterias totales (P<0.05).
Ademas, los protozoos juegan un papel importante en la sintesis de algunos &cidos grasos
volatiles. De hecho, se ha afirmado®® que la capacidad de los protozoos para digerir acidos
grasos podria desviar mas carbono hacia la sintesis de acidos grasos volatiles; estos cambios
se observaron en el presente estudio en CEA y CPF con las mayores poblaciones de
protozoos. En cuanto a la cinética de produccion de gas, Ag aumentd por encima de 87 y
77 % en CEA y CPF, respectivamente (P<0.05). Estos cambios sugieren una mejor
utilizacion de nutrientes de los microorganismos que condujo a un mayor proceso de
fermentacion y una mayor produccién de gas; por lo tanto, se espera una mayor tasa de
produccion de gas. Sin embargo, no se observaron cambios en el periodo de latencia (Lg) Yy
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la tasa especifica de produccion de gas (kg) (P>0.05), pero se observan tendencias similares
a las de degradabilidad.

Por otro lado, la produccién de metano aument6 81y 97 % en CEA y CPF, respectivamente
(P>0.05). Del mismo modo, el CO2 aumentd alrededor del 60 % en ambos tratamientos en
comparacion con el control (P<0.05). Aparentemente, la reduccion de cannabinoides y el
aumento de CNS llevaron a un aumento del proceso de fermentacién, lo que aument6 la
produccion de metano. Mientras que, la proporcion de CH4:CO2 aumentd 18 % en CPF en
comparacion con el control (P<0.05). Esta relacién indica el volumen de metano producido
dividido en el volumen de CO:2 presente en el proceso; valores més altos de esta variable
sugieren que se esta sintetizando mas metano a través de la via de reduccion de CO2®. Por
lo tanto, estos cambios en la proporcion de CH4:CO2 pueden sugerir que se esta sintetizando
mas metano a través de la via CO2 y que los aumentos en la produccién de metano no solo
estan asociados a una mejora en la fermentacién ruminal y una extension de la produccion
total de gas. De hecho, la presencia de cannabinoides puede resultar como inhibidores en la
metanogénesis a través de la via de reduccion de CO2, ya que valores méas bajos de la
proporcion de CH4:CO: se presentan con valores mas altos de cannabinoides. Cuanto mas
altos son los cannabinoides, mas bajos son los protozoos; la sintesis de metano y el nimero
de protozoos estan positivamente asociados®. Por lo tanto, si hay una reduccion en los
protozoos, también se esperaria una reduccién en el metano. Un aumento en los protozoos
puede afectar a las bacterias, incluidos los metandgenos. En cuanto a este ultimo, se
report6®d que el aceite de semilla de cafiamo es mas eficiente en la inhibicion de
metan0genos ya que tiene mas terpenos, polifenoles y lignina. Del mismo modo, Embaby et
al“® encontraron una reduccion del 10 % en la produccion de metano cuando utilizaron
aceite de semilla de cafiamo y se compard con el aceite de maiz. Sin embargo, Patra et alV)
afirmaron que las reducciones en la produccion de metano se asocian a la presencia de acidos
grasos poliinsaturados (AGPI) que a la presencia de cannabinoides; estos acidos grasos no se
evaluaron en este estudio. Segun los hallazgos de este estudio, la flor cruda en FCC inhibe
no solo la degradabilidad, sino también la sintesis de metano y las poblaciones de protozoos.
Sin embargo, estas afecciones estan altamente asociadas con la utilizacion de nutrientes de
microorganismos, lo que puede conducir a un mejor proceso de fermentacion ruminal como
Se expuso previamente en este estudio.
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Cuadro 4: Parametros de fermentacion ruminal y cinética de produccién de gas de residuos
agroindustriales de Cannabis sativa L. después de dos métodos extractivos

Variable FCC CEA CPF P EEM
pH 6.8+0.11% 6.9+0.10°2 6.8+0.12° 0.251 0.13
N-NHs, mg/dl 15.2+0.08? 10.9+0.11° 13.8+0.11° <0.001 0.29
AGVT, mM 0.11+0.007° 0.16+£0.003*  0.16+0.008* <0.001 0.05
Ag, ml/g MS 41.82+8.89° 78.46+5.13*  74.27+2.08* <0.009 4.93
Lg h 2.6+0.64% 3.6+0.35? 3.24+0.372 0.384 0.15
kg, %/h 0.09+0.05% 0.22+0.012 0.24+0.022 0.063 0.02
CH4, ml/g MS 3.7+0.15° 6.7+0.29? 7.3+0.20? <0.001 0.22
CO2, ml/g MS 32.5+2.470° 52.8+0.892 52.3+1.522 <0.001 1.75
Proporcion

b ab a
CH.4/CO» 0.11+0.004 0.12+0.003 0.13+0.005 0.023 0.004

FCC= Flor cruda de Cannabis sativa L.; CEA= residuos de flor de Cannabis sativa L. extraidos con alcohol;
CPF= residuos de flor de Cannabis sativa L. prensados en frio; EEM= error estandar de la diferencia entre
medias; N-NHs: N-amoniaco; AGVT= &cidos grasos volatiles totales; Aq: produccion méxima de gas; ky=
tasa especifica de produccion de gas; Ls= periodo de latencia antes de que comience la produccion de gas

(fase de retraso).
3¢ Medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas (P<0.05).

Conclusiones e implicaciones

Ambos residuos obtenidos después de los dos procesos extractivos ofrecen propiedades
nutricionales aceptables en la alimentacion animal. Los residuos obtenidos después de la
extraccion alcohdlica ofrecieron una mejor utilizacion de nutrientes de los microorganismos
presentes en la fermentacion ruminal, lo que condujo a un aumento de la DIVMS vy los
parametros de fermentacién. Por lo tanto, el residuo agroindustrial de Cannabis sativa L.
obtenido después de los procesos extractivos puede surgir como una fuente potencial de
forraje en la alimentacion de rumiantes. Sin embargo, se recomiendan ampliamente mas
ensayos in vitro e in vivo que utilicen estos residuos agroindustriales como parte de una
racion, teniendo en cuenta los posibles efectos secundarios de los cannabinoides en la salud
animal y la seguridad alimentaria.
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