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Resumen:

Los cambios en la produccion de metano y didoxido de carbono y sus efectos sobre la
microbiota ruminal se evaluaron in vitro mediante la incubacion de alfalfa con un aditivo
herbal formulado con Acacia concinna y con un suplemento que contenia el alga roja
Palmaria palmata. Se caracterizaron los metabolitos del suplemento con Palmaria palmata
y se encontraron 20 compuestos quimicos, entre los que se destacaron fenoles, terpenos,
compuestos halogenados y alcanos. La inclusion del aditivo herbal redujo (P<0.01) el metano
ruminal en un 29 % y el alga roja en un 56 %. La concentracion molar de 4cidos grasos
volatiles (AGV) aumentd (P<0.05) con el aditivo de algas marinas. Los dos aditivos
aumentaron las proporciones de acetato y propionato y redujeron la de butirato (P<0.05) en
comparacion con el control. No se detectaron diferencias (P>0.05) en la abundancia de la
mayoria de las familias microbianas, solo cambios menores en Rikenellaceae; inicamente
Cellulomonadaceae aumento significativamente (P>0.001) con el aditivo herbal. Los dos
aditivos mostraron un potencial reductor de metano, que fue mas pronunciado para Palmaria
palmata.
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Introduccion

En el contexto de un clima cambiante, es crucial reducir las emisiones ruminales de metano,
ademas de que la emision de metano representa una pérdida de energia para los rumiantes".
Entre los compuestos naturales que pueden reducir el metano se encuentran las saponinas de
las plantas®, disponibles en algunas mezclas poliherbales'®, y los compuestos halogenados
sintetizados por algunas especies de algas™?.

Un aditivo herbal previamente descrito a base de Acacia concinna tiene un contenido
estandarizado de saponinas y muestra efectos biologicos similares a los de los
coccidiostaticos en pollos de engorda®. Afecta el rendimiento productivo de los corderos de
engorda en corral® y de los terneros lecheros'” y también contiene otros metabolitos
secundarios, destacandose 43 compuestos organicos como timol, canela, cariofileno, fenoles,
4cido oleico, 4cidos grasos poliinsaturados y vitamina E®7.
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Las saponinas tienen efectos toxicos sobre los protozoos, pero también forman complejos
con la membrana lipidica de las bacterias, afectando a algunas poblaciones bacterianas®. La
inclusion de saponinas en bajas concentraciones dietéticas puede ser beneficiosa para los
rumiantes, mejorando la eficiencia de la fermentacion ruminal al disminuir la metanogénesis,
que esta asociada a los efectos de las saponinas sobre las arqueas y protozoos ruminales®!.

Algunas especies del género de macroalgas rojas Asparagopsis producen metabolitos con
efectos antimetanogénicos'>!1%, y hay pruebas de que Asparagopsis taxiformis puede reducir
significativamente las emisiones de metano en ovinos!!” y bovinos de carne!!®!?). Sin
embargo, otras especies de algas deben evaluarse en términos de su potencial de reduccion
de metano en funcién de sus caracteristicas bioquimicas®**!. Al comparar diferentes
especies de algas marinas en ensayos ruminales in vitro, Palmaria palmata mostrd mayor
digestibilidad y produccion de gases, asi como mayores concentraciones de acidos grasos
volatiles (AGV) y propionato que otras especies y produjeron concentraciones ruminales de
metano més bajas®?. Palmaria palmata es un alga roja (Rhodophyta) antiguamente llamada
Rhodymenia palmata (Linneo) y pertenece a la familia Palmariaceae®. Se ha sometido a
diferentes formas de cultivo®® y se comercializa como suplemento para el consumo humano,
por lo que estd disponible como aditivo alimentario para rumiantes. En este contexto, el
objetivo de este estudio fue comparar el potencial de reducciéon de metano in vitro de un
aditivo vegetal alimentario hecho de Acacia concinna frente a un producto hecho de
Palmaria palmata, evaluando los cambios en la produccion de metano, la fermentacion
ruminal y los efectos sobre la microbiota ruminal.

Material y métodos

Animales e inoculo

El inéculo ruminal fue recolectado por un veterinario entrenado de corderos cruzados con
una sonda esofagica en condiciones preprandiales con el objetivo de reducir la variacion®>.
Los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Bienestar Animal de la UAEM,
Centro Universitario Amecameca de la Universidad Autéonoma del Estado de México
(Protocolo #0201-2023). Los donantes de liquido ruminal fueron alimentados con 75 % de
ensilado de maiz y 25 % de concentrado comercial con 12 % de proteina cruda. Este fluido
utilizado como indculo se colocod en un termo a 39 °C y se transportd al laboratorio de
nutricion, donde se filtr6 a través de cuatro capas de estopilla y se saturd con didxido de
carbono.
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Aditivos evaluados

Se analizaron dos productos comerciales: el producto herbario formulado con Acacia
concinna (Peptasan®, Indian Herbs Specialties Pvt y Nuproxa México) y las capsulas de algas
rojas (Solaray Inc; Salt Lake City, UT) elaboradas con Palmaria palmata, que se puede
obtener via internet como suplemento para el consumo humano.

Caracterizacion del producto

Se utilizaron muestras del alga roja Palmaria palmata para caracterizar los metabolitos
secundarios utilizando un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas (GC-
MS). La extraccion se realizdé mediante un procesador ultrasénico (GEX130, 115 V 50/60
Hz) equipado con una punta de titanio de 3 mm y agitadores mecanicos (Cole-Parmer, IL,
EE. UU.) segun lo descrito por Roque-Jiménez et al®®. Un gramo del producto de algas rojas
se mezcld con 10 ml de hexano para separar la fase organica mediante un procesador
ultrasonico con una amplitud del 70 % y se centrifug6 a 3,500 rpm durante 5 min, seguido
de una concentracion en un bafio de agua con una sonda directa de CO; durante 5 min a
37 °C para recuperar 1 ml de la mezcla extraida (Zymark, Evaporador de Concentracion LV
Turbovap, NB, EE. UU.). Los metabolitos se caracterizaron mediante un cromatdgrafo de
gases (GC-HP 6890) acoplado a un espectrofotometro de masas (MSHP 5973), utilizando
una columna capilar (60 m de longitud, 0.255 mm de diametro, 0.25 pm de grosor) (HP SMS,
Agilent) en las condiciones descritas por Roque-Jiménez et al®®. El producto herbal fue
caracterizado previamente por Lee et al” y el contenido de saponinas fue reportado por
Sanchez-Hernandez et al®.

Produccion de gas in vitro y fermentacion ruminal

La alfalfa se incubd como sustrato principal con 0 % y 2 % de alga roja o aditivo herbal,
utilizando cinco matraces d&mbar de 120 ml para cada tratamiento y sus controles; se
realizaron dos corridas. Cada matraz contenia 0.5 g de alfalfa molida a un tamafo de particula
de 2 mm y 90 ml de liquido ruminal (afiadido a cada matraz con un flujo continuo de CO2) y
fueron sellados. Se incluyeron cinco matraces como blanco que contenian solo indculo
ruminal. Los matraces se colocaron en un bafio de agua a 39 °C y se registro la presion del
gasalas 3,6,9, 12,24, 36 y 48 h de incubacion mediante un mandémetro manual (Amphenol
SSI Technologies)”). Para estimar el CH4 y el CO; se utilizé la metodologia propuesta por
Menke y Steingass®®, registrando el volumen de gas acumulado hasta las 48 h con una
jeringa hipodérmica graduada de 60 ml. En cada medicion, el gas atrapado en la jeringa se
transfirid por inyeccion a otro matraz herméticamente cerrado que contenia 40 ml de una
solucion de hidroxido de sodio (KOH 1M) preparada con agua destilada, mezclando el gas
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para fijar el dioxido de carbono y formar bicarbonato de potasio®®*?). El volumen residual se
utilizé para estimar el metano®!.

Los matraces se filtraron en el momento final de incubacion para estimar el porcentaje de
desaparicion de materia seca. Una submuestra de liquido ruminal a las 24 h de incubacion se
acidifico con acido metafosforico y se congelo hasta el analisis de AGV por cromatografia
de gases®?, utilizando un Perkin Elmer Clarus 580 con una columna capilar de 30 m x 0.25
mm X 25 um (modelo HP-FFAP de Agilent Technologies) y nitrégeno como gas portador.

Aislamiento de ADN y analisis metagenomicos

El liquido ruminal de seis tubos a las 12 h de fermentacion se criopreservd y se almacend
inmediatamente a -80 °C hasta la extraccion del ADN; se mezclaron 2 ml de cada muestra
con 6 mL de Escudo de ADN/ARN (Zymo Research, Cat. No.: R1100-250; Lote. No.:
219429) y se envido a Zymo Research (Irvine, CA) para la extraccidon, cuantificacion,
secuenciacion y andlisis de ADN metagenomico por el servicio de secuenciacion dirigida
para el microbioma, segun lo descrito por Mendoza-Martinez et al®?).

La secuenciacion del gen microbiano ARNr 16S se realiz6 utilizando el kit de preparacion
de la biblioteca NGS Quick-16S™ (Zymo Research, Irvine, CA). La regiéon V3-V4 de este
gen se amplificd con iniciadores especificos disefiados a medida por Zymo Research. La
biblioteca agrupada final se limpi6 con Select-a-Size DNA Clean & Concentrator™ (Zymo
Research, Irvine, CA) y posteriormente se cuantifico con TapeStation™ (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) y Qubit™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA). Como
control positivo para cada preparacion de biblioteca dirigida, se emple6 el estandar de ADN
de la comunidad microbiana ZymoBIOMICS™ (Zymo Research, Irvine, CA). Se incluyeron
controles negativos (es decir, blanco de control de extraccién y blanco de control de
preparacion de biblioteca) para evaluar el nivel de carga bioldgica inherente al proceso de
extraccion. La biblioteca final se secuencio en la plataforma Illumina MiSeq™ con un kit de
reactivos v3 (600 ciclos). La secuenciacion se realizé con un pico de PhiX del 10 %. Se
dedujeron variantes Unicas de secuencias de amplicon a partir de lecturas sin procesar,
utilizando el pipeline DADA2®Y, que también sirvié para eliminar secuencias quiméricas.
La asignacion de la taxonomia se llevé a cabo utilizando Uclust de Qiime v. 1.9.14% con la
base de datos propia de Zymo. La composicion y los analisis de diversidad alfa y beta también
se realizaron con Qiime v. 1.9.1.
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Analisis estadistico

La normalidad de los datos se comprob6 con la prueba de Shapiro-Wilk y los resultados se
analizaron en un disefio de bloques completamente al azar®® utilizando las corridas como
criterio de bloqueo con el siguiente modelo:

Yi=pu+Bi+Tj+Bi=Tj+ej

Donde:

Y es la variable dependiente,

H es la poblacion total de la media,

Bi es el efecto de fijacion de las corridas (Bloque),

Ti es el efecto fijo del tratamiento,

eij es el error residual, utilizando las interacciones Bloque x tratamiento como error

experimental 7).

Cuando se detectaron efectos significativos y se compararon las medias mediante contrastes
ortogonales. Los parametros cinéticos de produccion de gas in vitro [fase de retardo (h),
volumen méximo (Vm) y tasa de produccion de gas (S)] se estimaron con el modelo Vo=Vm
/(1 +e (2-4 * s * (tL))), propuesto por Menke y Steingass®® y los pardmetros se estimaron
por regresion no lineal®®. El software utilizado fue SAS® OnDemand for Academics
(https://www.sas.com/en_us/software/on-demand-for-academics.html).

Resultados

Caracterizacion del producto

La cromatografia de gases acoplada a la espectrofotometria de masas reveld 20 compuestos
quimicos presentes en Palmaria palmata (Cuadro 1), incluyendo una variedad de fenoles,
terpenos y alcanos como el heptadecano, seguido de tricaprilato de glicerol, que es un
triglicérido de ésteres de 4cido octanoico y otros componentes como el acido 1,2-
bencenodicarboxilico y el éster de dioctilico.

259



Rev Mex Cienc Pecu 2025;16(2):254-274

Cuadro 1: Identificacion de compuestos volatiles en el suplemento de alga roja Palmaria
palmata mediante cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas

Tiempo de Area Compuesto Grupo
retencion Pct
(m)
22.49 41.6478 Heptadecano Alcano
40.64 13.556  Tricaprilato de glicerol Triglicérido de
ésteres de acido
octanoico
35.74 9.7744  Acido 1,2-bencenodicarboxilico, éster Derivado
dioctilico dicarboxilico del
benceno
20.22 6.1088  2(4H)-benzofuranona, 5,6,7,7a- Terpeno
tetrahidro-4,4,7a-trimetil-, (R)-
39.75 3.5267  Silano, 1,4-bis(trimetilsilil)benceno Compuesto de silice
aromatico
24.5 3.4513  2-pentadecanona, 6,10,14-trimetil- Sesquiterpeno
28.48 3.1178  Fitol Alcohol diterpénico
28.51 2.6536  Fitol natural aciclico,
constituyente de la
clorofila
18.01 2.4876  Benceno metanol, alfa,4-dimetil-, (+/-.)-  IND
24.41 1.8725 Biciclo (3.1.1) heptano, 2,6,6-trimetil-, Terpenoide
(1R-(1-alfa,2-beta,5-alfa))-
39.98 1.655 1H-pirrol-2,5-diona, 1-(4-clorofenil)-
36.61 1.5279  2(3H)-furanona, dihidro-5-tetradecilo- Furano
19.75 1.4862  Fosfina, (1,1-dimetiletil) metilfenil- IND
40.73 1.2167  2-etilacridina IND
19.07 1.2149  Fenol, 2,4-bis(1-metilpropil)- Fenol
19.14 1.0861  3-buten-2-ona, 4-(2,2,6-trimetil-7- IND
oxabiciclo (4,1,0) hept-1-il)-
25 1.0368  3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol IND
25.58 0.9026  Acido pentadecanoico, 14-metil-, éster Acido graso
metilico
39.95 0.855 1,3-bis(trimetisilil)benceno IND
40.01 0.8225  2,4-ciclohexadien-1-ona, 3,5-bis(1,1- Compuesto cetonico

dimetiletil)-4-hidroxi-

IND= Informacién no disponible.
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Produccion de gas in vitro y fermentacion ruminal

La produccion de gas in vitro (Cuadro 2) se redujo con la adicion del producto herbal y el
algarojaenun 2 %y 7 %, respectivamente, en comparacion con la del grupo testigo. La tasa
de produccion de gas fue mas lenta con el alga roja (P<0.01), mientras que la fase de retardo
y la digestibilidad de la materia seca (MS) in vitro no se vieron afectadas. El metano se redujo
(P<0.01) con el aditivo herbal en un 29 % y en un 56 % con el alga roja en comparacién con
el de los controles; sin embargo, el nivel de CO> no se vio afectado. La concentracion molar
de AGV aument6 (P<0.05) con el aditivo de alga roja, el cual mostré6 mayor proporcion de
acetato y menores niveles de propionato y butirato (P<0.01) en comparacion con los del
grupo testigo. El producto herbal da como resultado un aumento de las proporciones de
acetato y una reduccion de los niveles de propionato (P<0.05).

Cuadro 2: Efectos de un fitobidtico a base de Acacia concinna y un suplemento comercial
que contiene el alga roja Palmaria palmata sobre la cinética de produccion de gas in vitro,
fermentacion ruminal y metano

Aditivo Contraste valor P
Testigo Algaroja  herbal*

Testigo  Testigo vs

Palmaria  Acacia vs alga aditivo
palmata concinna EEM herbal*
V max, ml/g 168.16  156.76 165.03 2360  0.014  0.048
S, %/h 0.039  0.031 0.037 0.002  0.018  0.044
Retardo, h 1.94  0.63 1.57 0.588  0.164  0.301
DIVMS % 69.60  69.42 68.57 0951  0.896  0.553
AGV totales 84.63  87.57 86.22 0.761  0.035 0256
mmol/L
Acido acético, % 60.64  77.77 74.67 0769  0.0001  0.029
Acido 0341 1418 17.74 0.664  0.0001  0.009
propionico, )
f;‘“do butirico, 1536 74 7.72 0.751  0.0002  0.780
0
CHa, ml 26.00  11.50 18.50 1.179  0.0001  0.006
CO,, ml 59.00  59.00 58.00 1.724 0998  0.696

V max= volumen méximo de gas; S= tasa de produccion de gas; Retardo= fase de retardo; DIVMS=
digestibilidad in vitro de la materia seca; EEM= error estandar de la media. *Aditivo herbal Peptasan®.
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Analisis metagendomicos

De las 6 muestras se obtuvieron 2°630,796 secuencias brutas en total de la region V3-V4 del
gen ARNTr 16S, dentro de un rango de 208,618 a 571,150 (promedio de 438,466 secuencias
por muestra). Después de realizar el filtrado de calidad, asi como la deteccion y eliminacion
de quimeras (117,294 secuencias), el total de variantes unicas de secuencia de amplicon
(ASYV, por sus siglas en inglés) analizadas fue de 874,117, en un rango de 67,716 a 213,108
(promedio de 148,216 por muestra). Se calcularon los indices de Shannon (homogeneidad)
y Simpson reciproco (diversidad), asi como el estimador de riqueza Chaol, para cada
tratamiento (Cuadro 3), habiéndose normalizado a 20,000 secuencias.

Cuadro 3: Efectos de un fitobiotico a base de Acacia concinna y un suplemento comercial
que contiene el alga roja Palmaria palmata sobre la diversidad microbiana ruminal

. ] Aditivo
Testigo Alga roja herbalX EEM Valor P
Chaol 804.917 857.677 495.619 67.721 0.0595
Shannon 4.3405 4.8785 4.417 0.830 0.874
Simpson 3.971 5.008 5.018 1.063 0.750

reciproco

EEM-= error estandar de la media. X: Aditivo herbal Peptasan®.

El anélisis de los indices de diversidad alfa de las comunidades microbianas del rumen no
mostrd diferencias significativas entre tratamientos. No obstante, la tendencia a disminuir la
riqueza de especies se detectd en presencia del aditivo poliherbal (Cuadro 3, Chaol),
probablemente debido a la presencia de diversos metabolitos secundarios de la planta con
actividad antimicrobiana, como se discutira mas adelante.

En cualquiera de las muestras se identificaron 21 familias de bacterias/arqueas con una
abundancia relativa >0.1 % (Cuadro 4); las familias con menor abundancia se agruparon en
“otras”. No se detectaron diferencias significativas (P>0.05) para la mayoria de las familias
microbianas. La abundancia de Archaea metanogénica no se vio afectada con el producto
herbal, pero aparentemente aumentdé en un 50 % con el alga roja. La abundancia de
Rikenellaceae se redujo en un 8 % con el alga roja y en un 36 % con el aditivo herbal, asi
como las Micrococcaceae, que aparentemente desaparecen con el alga roja, y se redujo en
un 93 % con el aditivo herbal. La familia Microbacteriaceae solo pudo ser detectada en los
tratamientos con el aditivo herbal, lo que también ocurrid con Corynebacteriaceae y
Sanguibacteraceae, aunque sin una diferencia estadisticamente significativa. A su vez,
Cellulomonadaceae se increment6 en 650 % con el alga roja y 9,000 % (P>0.001) con el
aditivo.
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Cuadro 4: Efectos de un fitobiotico a base de Acacia concinna y un suplemento comercial
que contiene el alga roja Palmaria palmata sobre las abundancias relativas microbianas
ruminales (a nivel de familia) evaluadas in vitro

Contraste valor-P

Testigo AR AH EEM  Testigo  Testigo vs
vs AR AH

Methanobacteriaceae  0.200 0.300 0.200 0.081 0.4502 0.999
Corynebacteriaceae 0.000 0.000 0.900 0.519 0.999 0.3081
Nocardiaceae 0.050 0.000 18.500 10.681 (997 0.309
Cellulomonadaceae 0.100 0.750 9.100 0.436 0.370 0.0007
Microbacteriaceae 0.000 0.000 0.900 0.519 0.999 0.308
Micrococcaceae 32.900 0.000 2.450 19.047 0309 0.340
Sanguibacteraceae 0.000 0.000 2.100 1.212 0.999 0.308
Coriobacteriaceae 0.400 0.400 0.350 0.064 0.999 0.622

Prevotellaceae 7.400 9.050 5.350 3.190 0.738 0.680
Rikenellaceae 2.500 2.300 1.600 0.355 0.717 0.171
Bacillaceae 0.050 0.100  0.100  0.028 0.308 0.309
Paenibacillaceae 0.250 0.500 0.450 0.227 0.493 0.577
Carnobacteriaceae 3.200 16.750  4.250 5.965 0.206 0.908
Streptococcaceae 28.500 427700  33.150 10.770 o420 0.780
Lachnospiraceae 3.000 2.250 1.850 0.917 0.603 0.440
Christensenellaceae 11.550 14.000 11.700  5.559 0.775 0.986
Ruminococcaceae 2.250 2.400 2.000 0.693 0.888 0.815

Erysipelotrichaceae 1.000 0.650 0.550 0.122 0.136 0.080
Acidaminococcaceae  0.700 0.550 0.650 0.123 0.450 0.791

Veillonellaceae 0.500 1.300 0.700 0.282 0.139 0.651
Succinivibrionaceae 2.650 3.100 1.650 1.060 0.783 0.552
Otros 2.800 2.900 1.500 0.624 0917 0.237

AR= alga roja; AH= aditivo herbal; EEM= error estandar de la media. AH= Aditivo herbal Peptasan®.
Discusion

Los estudios in vitro han sido utilizados para identificar productos que pueden reducir el
metano ruminal; sin embargo, se requieren evaluaciones in vivo para confirmar los resultados
en la salud y produccién animal®”; asimismo, los factores que pueden alterar los resultados
deben considerase para disefiar condiciones de muestreo e incubacion® que revelen
informacion 1til.
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Existe un interés mundial en encontrar aditivos alimentarios para reducir las emisiones de
metano ruminal, utilizando inhibidores metabioticos de metano®?), algas marinas? y otros
fitobidticos. Bunglavan et al*? evaluaron varias hierbas y sus extractos en cuanto a su
potencial para reducir la produccion de metano. Segun estos autores, los extractos de Acacia
concinna tenian el mayor potencial para inhibir la metanogénesis en comparacion con los de
otras hierbas, lo que confirma los resultados encontrados aqui.

Palmaria palmata contenia altos niveles de alcanos (Cuadro 1), como el heptadecano, que,
al igual que el 10, 14-trimetil-2-pentadecanona, tienen propiedades antidiarreicas al
desactivar la enzima arginina descarboxilasa en Campylobacter®; ademés, el alga roja tiene
otros metabolitos con efectos antibacterianos como el acido 6,1,2-bencenodicarboxilico, el
éster de diisooctilo®®, 2(4H)-benzofuranona, 5,6,7,7a-tetrahidro-4,4,7a-trimetilo-, (R)“%,
Silano, 1,4-fenilenbis-trimetil-“® y  3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-01“”.  Estos
hallazgos explican los cambios en los niveles de AGV, a pesar de que hubo pocos cambios
en las familias detectadas (Cuadro 4). Por lo tanto, es posible que los metabolitos de las algas
rojas hayan afectado a los protozoos ruminales que estan implicados en la metanogénesis y
el patron de fermentacion®®. Palmaria palmata también contiene un compuesto halogenado
de bajo peso molecular, a saber, 2(3H)-furanona, dihidro-5-tetradecilo, que puede ser
responsable de la reduccion de metano ruminal. El patron de fermentacion sugiere que los
compuestos halogenados redujeron el metano ruminal mediante genes de inhibicidon que
expresan enzimas involucradas en la sintesis de metano, como la metil-coenzima M reductasa
(MCR)*), de forma similar al inhibidor 3-NOP, disefiado para inhibir la MCR, que es
esencial para la metanogénesis de las arqueas“”. El metano puede reducirse, no
necesariamente asociado a una reduccion de la abundancia de Archaea, sino a la interferencia
en una etapa de la metanogénesis. Los compuestos del alga roja modificaron la fermentacion
ruminal y los patrones de AGV, inhibiendo la via hidrogenotréfica de la metanogénesis®?).
Las reducciones de metano in vitro fueron significativas (98.9 %% y 99 %) con
Asparagopsis taxiformis, mientras que la reduccion in vivo fue menor, entre 29.4 y 34.4 %1,

La reduccion de metano con el aditivo herbal podria explicarse por la accion
antimetanogénica de las saponinas®? y por la presencia de otros metabolitos con efectos
antibacterianos y antiprotozoarios, como alcaloides, flavonoides, taninos, compuestos
fenolicos y terpenoides®'*?), que pueden modular la fermentacion ruminal y mejorar el uso
de nutrientes®®. En el presente estudio, la abundancia de Methanobacteriaceae no fue
afectada significativamente. El aditivo herbal también contiene otros metabolitos
secundarios, entre los que se encuentran alcanos como el dotriacontano, el triacontano y el
docosano”, con propiedades antivirales®® y antibacterianas®>. En general, la actividad
antibacteriana de este aditivo herbal podria atribuirse a metabolitos como el triacontano®®”,
acido oleico®®, docosano®”, cinamato de cinamilo®®, éster metilico del 4cido
hexadecanoico®” y timol“%-*®, El contenido de saponina en el aditivo herbal es del 15 % de
MS®,
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Los aditivos con altos niveles de saponina han sido evaluados en corderos® y terneros” y
han resultado en una reduccion del rendimiento de los animales a concentraciones dietéticas
mas altas, reduciendo la digestibilidad de la MS de forma lineal con una concentracion
creciente de aditivos®. No obstante, en otros estudios, los aditivos ricos en saponinas
mejoraron el rendimiento de los corderos en corderos no desparasitados®? y las respuestas
del sistema inmune en terneros”, lo que puede explicarse por sus propiedades
antihelminticas®®. A bajas concentraciones en la dieta, las saponinas son beneficiosas para
los rumiantes al mejorar la eficiencia de la fermentacion, disminuir las poblaciones de
protozoos y, en consecuencia, reducir la abundancia de Archaea metanogénica®!V. Los
efectos antiprotozoarios de las saponinas se deben a su capacidad de formar complejos
irreversibles con la membrana celular lipidica del protozoo, causando ruptura de membrana,
lisis celular y muerte(®>).

Comparativamente, la magnitud de la reduccion de metano con Palmaria palmata fue mayor
que la observada con el aditivo herbal. Abbott et al*? observaron efectos de mitigacion de
CH4 con la adicion de algunas especies de algas rojas (Gigartina spp., Gracilaria
vermiculophylla, Laurencia filiformis y Hypnea pannosa) a concentraciones comprendidas
entre el 40 y el 60 % (y a altas concentraciones de materia seca). Por el contrario, el alga roja
Asparagopsis taxiformis redujo el CHs en aproximadamente un 100 % a concentraciones
superiores y alrededor del 1 % de la materia seca. Machado et a/®® también informaron que
Asparagopsis taxiformis al 2 % de la materia seca o el anidlogo halogenado de metano
bromoformo (5 uM) in vitro redujeron la produccion de metano en mas de un 99 %. Se
necesitan mas estudios in vivo para determinar los niveles de inclusion de Palmaria palmata
que pueden reducir la emisién de metano sin afectar el rendimiento productivo®®%®. Dado
que los resultados in vitro muestran una reduccion de propionato, la inclusion de Palmaria
palmata podria reducir la energia de los AGV para los rumiantes, por lo que es necesario
evaluar si esto pudiese compensarse con la energia ahorrada en el metano ruminal.

Las estimaciones estequiométricas de metano y CO; con las ecuaciones simplificadas de Van
Soest®” resultaron en valores similares a los mostrados en el Cuadro 2 para los niveles de
CO: de los diferentes tratamientos, mientras que, para el CHa, los valores estimados fueron
29 % superiores para el testigo. Con la adicidon de Palmaria palmata y el aditivo herbal, los
valores estimados fueron 240 % y 99 % superiores, respectivamente, a los observados. Esto
indica que el H esté siendo incorporado en vias alternativas en presencia de ambos aditivos,
posiblemente en la acetogénesis reductora (reduccion de CO> con H; a acetato), en el ciclo
del NH4 y en la biohidrogenacion de 4cidos grasos insaturados®®, vias que no son
consideradas con el modelo estequiométrico, lo que podria explicar la mayor concentracion
de acetato observada con el alga roja. Otras algas marinas (Macrocystis pyrifera, Ulva spp.,
Mazzaella spp.; algas rojas) han mostrado aumentos o reducciones en la concentracion de

AGYV, han sido consistentes en el aumento de propionato in vitro®.
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Ambos aditivos contienen acidos grasos insaturados, donde los dobles enlaces siguen a la
biohidrogenacién, lo que requiere H en el rumen’?. El aditivo herbal contiene 4cido oleico”,
mientras que Palmaria palmata contiene acido pentadecanoico, 14-metil-, éster metilico
(Cuadro 1), y puede contribuir parcialmente a la reduccion de la produccion ruminal de
CH4"Y. En futuros estudios sera importante caracterizar los metales pesados contaminantes
en las algas marinas, ya que algunos son utilizados en la alimentacion humana’? y
posiblemente se incluyan investigaciones en la alimentacion de los rumiantes.

En su estudio in vitro, Choi et al”® evaluaron cuatro especies de algas rojas (dmphiroa
anceps, Chondracanthus tenellus, Grateloupia elliptica y Gracilaria parvispora) y
reportaron niveles de reduccion de metano entre el 4.6 % y el 51.5 %, lo que indica que
diferentes especies pueden variar en su potencial de fermentacion. Terry et al’* reportaron
que el alga marina A. taxiformis in vitro redujo la concentracion de CHy hasta en un 95.1 %,
reduciendo la concentracion total de AGV (reduciendo la proporcion de acetato y
aumentando la de butirato). En un estudio’, 4. taxiformis disminuy6 la concentracion de
metano y la abundancia de arqueas in vitro, reduciendo también el nivel total de AGV (al
reducir el acetato y aumentar las concentraciones de butirato). Ahmed et a/’® incluyeron A.
taxiformis al 2.5 % in vitro y encontraron una reduccion del 80 % de CHs sin afectar la
concentracion total de AGV. Otras algas marinas han mostrado inconsistencia en la respuesta
de la concentracion de AGV, pero consistentemente han aumentado el propionato in vitro®.
En el presente estudio, el metano se redujo en un 29 % con el aditivo herbal y en un 56 %
con el alga roja en comparacion con el control. La concentracion total de AGV se incremento
con la adiciéon de Palmaria palmata, lo que podria ser un aspecto positivo porque las
intervenciones dietéticas que inhiben la metanogénesis generalmente se asocian con una
disminucién de la produccién de AGVU9),

El hecho de que ambos productos no redujeran la digestibilidad es importante, ya que esta
variable es crucial en el rendimiento de los rumiantes””). En otro estudio, el aditivo herbal
no tuvo ningun efecto sobre la digestibilidad total in vivo de la MS en corderos que recibieron
4 g/d®Y. Pocos estudios han investigado los efectos de Palmaria sobre la digestibilidad in
vivo, y no existe informacion sobre el rendimiento de los rumiantes. Sin embargo, en un
estudio in vitro, Palmaria palmata increment? la digestibilidad de 1a MS, destacandose entre
otras especies de algas'®?. En cuanto a los efectos de Asparagopsis taxiformis, se reporto™*!
que su inclusion al 10 % tuvo un efecto perjudicial sobre la degradabilidad ruminal de la
materia organica. Algunos resultados’® indican que Macrocystis pyrifera y Ulva spp. no
tienen impacto en la digestibilidad in vitro de la MS, mientras que Mazzaella spp. reduce la
digestibilidad de la MS.

No se conoce tan bien el papel biologico de la familia Sanguibacteraceae como de
Cellulomonadaceae, aunque en este trabajo los resultados mostraron un aumento
significativo de esta tltima familia bacteriana en respuesta al aditivo herbal, por lo que seria
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recomendable seguir investigando su potencial metabolico como parte de la comunidad
microbiana ruminal. La significancia bioldgica de algunas otras familias bacterianas como
Micrococcaceae, Microbacteriaceae y Corynebacteriaceae, no esta clara, pero se han
relacionado con la produccién de compuestos sulfurados volatiles (CSV) -excepto los
tioésteres-""; no obstante, los datos no permitieron detectar diferencias estadisticamente
significativas entre ellas en respuesta a los tratamientos. En estudios previos, no se
observaron diferencias significativas en cuanto a la abundancia de las familias de bacterias
celuloliticas®®®Y), las cuales estan asociadas a una mayor proporcion de acetato®?, lo que
coincide con la digestibilidad no afectada. La disminucion del propionato podria atribuirse a
la disminucion de la abundancia de especies de la familia Rikenellaceae, capaces de producir
succinato, que posteriormente es catabolizado a propionato®>#¥). Estos resultados confirman
el potencial de los productos evaluados para proporcionar beneficios para el rendimiento de
los rumiantes. El potencial para modificar la fermentacion ruminal y reducir las emisiones
de metano deberia mejorar la eficiencia alimentaria en rumiantes®?.

Conclusiones e implicaciones

Los resultados confirman que el producto herbal a base de Acacia concinna y el alga roja
Palmaria palmata tienen metabolitos que pueden reducir el metano ruminal por diferentes
mecanismos de accion. El potencial reductor de metano de ambos aditivos debe ser
corroborado con estudios in vivo para verificar si el perfil de fermentacion podria ser un
inconveniente para la energia obtenida a partir de acidos grasos volétiles.
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