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RESUMEN

El objetivo de la presente tesis fue estudiar los procesos fisiolégicos involucrados en la
disminucion de la concentracién y digestibilidad de carotenoides en las dietas de bovinos y
su interaccién con pectina, con el fin de disminuir la absorcién de estos pigmentos y con
esto, reducir el color amarillo que dicha absorciébn ocasiona en la grasa. El trabajo
experimental se dividi6 en dos partes. La primera consistid en la caracterizacion de los
forrajes tropicales mas comunes en zonas tropicales de México. Posteriormente, y con base
en esta caracterizacién, se seleccioné pasto Estrella (Cynodon plectostachium) como
material de prueba en estudios in situ de la disminucion en la concentracion de carotenoides.
La segunda parte consistié en el estudio metabdlico digestivo de la pectina infusionada en el
duodeno, como antagonista de pigmentos carotenoides con el fin de disminuir su absorcién

intestinal.

Primera Parte. Andlisis de forrajes tropicales y degradabilidad in situ del pasto Estrella

Se recolectaron en el Estado de Veracruz y Tabasco 5 especies de forrajes, 15 muestras de
forraje por cada especie con 21 a 25 dias de rebrote prefloracion. Con base en sus
caracteristicas de crecimiento y bromatoldgicas, se selecciond pasto Estrella como material
de estudio para ser evaluada en 4 novillos Holstein (384160 kg) canulados en el rumen y en
el duodeno. La disminucién de los nutrientes durante el paso por el intestino se determiné
mediante la técnica de bolsas mdviles, la cual consistié en colocar en bolsas de nylon una
cantidad conocida del forraje a estudiar; estas bolsas se introdujeron a través de la canula
del rumen e incubaron por un tiempo determinado. Posteriormente las bolsas se retiraron, se
sumergieron en una solucién que simulaba la digestion abomasal, y se introdujo un total de
20 bolsas en lotes de 5 a través de la cdnula del duodeno hacia el intestino delgado, con
tiempos de 15 minutos de separacion en la introduccién de cada lote. Las bolsas se
recolectaron de las heces; una vez lavadas, se analiz6 el contenido de carotenoides totales y
de materia seca (MS). Se observé una disminucién significativa de carotenoides (P<0.001)
en el rumen durante las primeras 12 h; posteriormente, entre 24 y 72 h, esta disminucién no
fue significativa (P=0.71). El indice de correlacion entre la disminucibn de MS vy los
carotenoides totales en el rumen fue r=0.997 (P<0.001). Alrededor de 53% de la
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concentracion de carotenoides contenidos en Cynodon spp. en las bolsas duodenales (no
incubadas previamente en rumen) disminuyd cuando se introdujeron en el intestino delgado.
Como se esperaba, las bolsas con méas tiempo de incubacion en el rumen contenian menor
concentracion de carotenoides y, por lo tanto, la cantidad total degradada en el intestino
delgado se redujo significativamente (P<0.001). Los resultados de este estudio mostraron
que una proporcién alta de carotenoides no fueron degradados a través de rutas metabdlicas
microbianas en el rumen. Se concluyé que el tiempo de incubacion es un factor que

contribuye a la variacion en la biodisponibilidad de los carotenoides.

Segunda Parte. Digestibilidad in vitro y estudio del metabolismo digestivo con dosificacion de
p-caroteno e infusion de pectina via duodenal

Se utilizaron 4 becerros Holstein con un peso promedio de 462.5 kg con canulas ruminal y
duodenal. El alimento se suministré dos veces al dia (7:00 y 19:00 horas), con un consumo
total aproximado por dia de 9.603 kg (MS). Se incluyeron en las dietas dosis de pectina baja
(0.004%); media (0.02%) y alta (0.01%), y 3 g de B-caroteno. El control consistio en la dieta
sin pectina ni B-caroteno. Se emple6 una dosis de 0.4% de Oxido de cromo como marcador
de la digesta. Las dosis de pectina se suplementaron por infusién por via de la céanula
duodenal; el cromo y B-caroteno fueron administradas directamente en la canula de rumen.
Se emplearon 10 dias de adaptacién y 5 dias de muestreo en un disefio en Cuadro Latino.
Las variables de respuesta fueron: materia seca, materia organica, proteina y fibra
detergente neutra, B-caroteno, clorofila a y clorofila b en liquido ruminal, liquido duodenal y
heces. Adicionalmente, se analizé colesterol en sangre y grasa en heces. No se observaron
diferencias significativas (P=0.202) entre los cuatro tratamientos en el flujo postruminal de
materia seca, materia organica, proteina y fibra detergente neutra; de forma opuesta, se
observaron diferencias significativas (P=0.0002) entre los tratamientos con respecto al flujo
de B-caroteno y clorofilas b (P<0.001). Al suministrar 0.004 y 0.01% de pectina se duplico la
excrecion de B-caroteno en comparacion con el testigo. Sin embargo, al suministrar 0.02%
de pectina se incrementé por un factor de 4 la excrecién de 3-caroteno. La correlacion entre
la dosis de pectina y la excrecion de B-caroteno en el tracto total fue r=0.912 (P=0.02). La
digestibilidad postruminal de B-caroteno disminuy6é con la administracion de la pectina,
mientras que el efecto en la disminuciéon de absorcién o digestibilidad fue proporcional a la
dosis de pectina administrada (P<0.05). Las dosis baja (0.004%) e intermedia (0.01%) de
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pectina no afectaron significativamente (P=0.72) a la digestibilidad total de [(-caroteno,

aungue se observé una disminucién de la digestibilidad entre 44.5 y 55.5%.

La concentracion de clorofila a y b no presentaron diferencia significativa entre los
tratamientos (P=0.77). La digestibilidad de la clorofila a no present6 diferencias significativas
(P=0.43) entre los tratamientos (X gigesion = 99.8%). La absorcion de la clorofila b aumento
tres veces en comparacion con el tratamiento testigo (P=0.004), aunque no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos que incluian pectina. La concentracion de colesterol
sanguineo decrecié 15.6, 18 y 27% cuando se suministré pectina. En conclusion, la
administracion de pectina disminuy6 la absorcion de [-caroteno, clorofila b y colesterol

hematico.



SUMMARY

The aim of this thesis was to study the physiological processes in bovines involved in the
disapparence and digestibility of carotenoides found in feeds, and the interaction of these
pigments with pectin to reduce B-carotene absorption leading to “yellow fat” incidence. The
experimental work was divided in two parts. The first one involved the analysis of the most
common forages used in tropical areas of Mexico. Based on their characteristics, Star grass
(Cynodon plectostachium) was selected for experiments in situ on carotenoid absorption. The
second part was focused on metabolic studies of pectin infused to the duodenum as an

antagonist to carotenoids for reducing pigment intestinal absorption.

First Part. Tropical forage analysis and in situ degradability of Star grass

Samples of fifteen forage species were colected from seven regions of Veracruz State; the
samples were at 21 to 25 days preflowering regrowth. Based on forage growth and
bromatological characteristics, Star grass was selected as study material. Four Holstein
steers (384+60 kg), cannulated at the rumen and duodenum, were studied. Nutrient decrease
through the intestine was study by the mobile nylon bag technique. Nylon bags, containing a
known amount of forage, were introduced by the cannula into the rumen. After a given time of
incubation, the bags were removed and placed into a solution simulating abomasal
digestion. A total of 20 bags divided into 5 batches were placed through the duodenum
cannula towards the small intestine; the batches were introduced into the duodenum every 15
min. The bags were then collected from feces, washed, and total carotenoid and dry matter
(DM) analyzed. Carotenoid concentration significantly decrease (P<0.001) in the rumen
during the first 12 h; further decrease between 24 and 72 h was not significant (P=0.71).
Correlation index for DM and total carotenoides in the rumen was r=0.997 (P<0.001).
Approximately 53% carotenoids in Cynodon spp. contained in duodenum bags (bags not
previously incubated in the rumen) dissapeared when introduced in the small intestine. As
expected, bags incubated for longer periods of time contained less carotenoid concentration
and, therefore, the total pigment amount disapperance in the small intestine was significantly

reduced (P<0.001). The results of this study showed that considerably high carotenoid



proportions were not degraded through microbial metabolic pathways in the rumen. It was
concluded that the incubation time was a factor affecting bioavailability of carotenoids.

Second Part. In vitro digestability and digestive metabolism studies on duodenum [-carotene
dosification and pectine infusion

Four Holstein steers (average weight 462.5 kg) with duodenal and ruminal cannulas were
studied. Feed was supplied twice a day (7:00 and 19:00), 9.603 kg (DM) approximate total
daily intake. Low (0.004%), medium (0.01%) and high (0.02) pectin levels were infused
through the duodenum. No pectin or B-carotene were included in the control; 0.4% chromium
oxide was used as a digesta marker, infused through the ruminal cannula together with 3 g B-
carotene. The animals were subjected to 10 days adaptation and 5 days sampling allocated
to a 4x4 Latin Square experimental design. The response variables were: dry matter, organic
matter, protein, neutral detergent fiber, 3-carotene, chlophyll a and chlorophyll b, analyzed in
the ruminal liquid, duodenal liquid and feces. In addition, cholesterol concentration was
analyzed in blood and feces. Not significant differences were observed for the four treatments
in dry matter, organic matter, protein and fiber in post-ruminal flow (P=0.202). Conversely,
significant differences were observed with respect to 3-carotene and chlorophylls a and b in
the post-ruminal flow (P=0.0002). B-carotene excretion increased twice with 0.004 and 0.01%
pectin infusion. Moreover, four-fold B-carotene excretion was observed with 0.02% pectin
infusion. Correlation index for pectine dose and B-caroteno excretion was r=0.912 (P=0.02).
B-carotene post-ruminal digestibility decreased with pectine supply, whereas absorption or
digestibility was proportional to the pectine dose (P=0.05); 44.5 to 55.5% decrease in

digestibility was observed.

No significant differences were observed among treatments for chlorophyll a and b
concentration (P=0.77). Digestibility of chlorophyll a pigment had not significant differences
among treatments (P=0.43) (Xgigestiviity = 99.8%) Absorption of chlorophyll b increased three-
fold when pectine was infused as compared to the control (P=0.004) although not significant
differences were observed among pectin-containing treatments. Blood cholesterol decreased
15.6, 18 and 27% when pectin was infused. It was concluded that pectin supply decreased [3-

carotene, chloropyll b and blood cholesterol, but not chlorophyll a absorption.
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1. INTRODUCCION

Una de las principales limitantes en la produccion de carne de bovino en México es la
pigmentacion amarilla del tejido adiposo en las canales de bovinos, cuando son engordados
en pastoreo. Este problema disminuye la comercializacion tanto en el mercado nacional
como en el extranjero. El color de la grasa esta determinado por pigmentos ingeridos durante
el pastoreo. Especificamente, el problema radica en el consumo de forrajes verdes, los
cuales contienen abundantes pigmentos, incluyendo a los carotenoides y pigmentos
naturales liposolubles.

El B-caroteno, uno de los carotenoides mas abundantes en la naturaleza, también es el que
se encuentra en mayor proporciéon en tejido adiposo de los rumiantes, dando la coloracion
amarilla a este tejido (Mora, 1999). Aunque los carotenos son una fuente importante de
Vitamina A, no todo el B-caroteno ingerido y absorbido es transformado a esta vitamina; una
cantidad considerable puede circular en la sangre y se deposita en el tejido adiposo e
higado, dando como resultado el depédsito de [-carotenos no transformados. Como
consecuencia, se presenta el color amarillo en la grasa de las canales de bovinos finalizados
en pastoreo. De ahi surge la necesidad de los productores de ganado bovino por disminuir la
tonalidad amarilla de la grasa de la canal. Esto ha llevado a utilizar diferentes métodos, como
la alimentacién de los animales con dietas con abundante grano en confinamiento, algunos
meses antes de su sacrificio, o cubrir las canales con mantas humedecidas de una solucién
alcalina, para disminuir la coloracién y comercializar las canales pigmentadas en cortes, o
comercializar las canales en mercados menos exigentes, aunque todos estos métodos no
solucionan completamente el problema, ademas que aumentan los costos de produccion
(Barron-Gutiérrez, 2004).

El tejido interno de la cascara de los citricos, de color blanco, es rica en pectina. A este
polisacéarido se le dan distintas aplicaciones, principalmente en la industria alimentaria, como
espesante, debido a su capacidad gelificante. Ademas, la pectina ha tenido numerosos usos
en medicina y farmacia por su capacidad antimetatastica, como reductor de colesterol y
como desintoxicante (Guess, 2003). Tiene también la capacidad de atrapar ciertos

compuestos a nivel intestinal, reduciendo la absorcion de algunos nutrientes, asi como



disminuir la velocidad del vaciado gastrico (Kay, 1977). Con respecto a su uso en la nutricién
de animales, algunas investigaciones realizadas en pollos y en animales de laboratorio
reportan efectos de la pectina como antagonista sobre la absorcién de los carotenoides
(Erdman, 1986; Judd y Truswell, 1985), pero no se han encontrado reportes de interaccion

entre pigmentos y la administracion de pectina en rumiantes.

El objetivo del presente estudio es estudiar la desaparicién y digestibilidad de los pigmentos
carotenoides en el canal digestivo de rumiantes y el efecto de la pectina como antagonista
en la absorcion de carotenoides, lo cual dard como resultado una disminucion del depdésito

de estos pigmentos en el tejido adiposo.



2. ANTECEDENTES

2.1. Situacion de la ganaderia bovina en México

La ganaderia existente en el pais es una actividad pecuaria que se desarrolla en
practicamente todos los ecosistemas del pais; dispone de razas nativas y adaptadas
especializadas en la produccion de carne y leche. El ganado productor de carne se produce
en sistemas extensivos e intensivos. El primero es el predominante, ocupa 80% de la
produccién y se ubica principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del pais. El
segundo, el intensivo, es mas eficiente, pero los costos de producciéon son altos. Sin
embargo, las limitantes en la produccién de carne se refieren a los parametros zootécnicos,
tales como porcentajes de mortalidad por enfermedades infecciosas y carenciales, los cuales

representan pérdidas mayores a 10% (SIAP,2012)

2.1.1. Unidades de produccion bovina en las regiones ecoldgicas del pais

Se distinguen las siguientes regiones ganaderas en México: 1) arida y semiarida, 2)
templada, 3) tropical seca y 4) tropical humeda. La tropical himeda y seca contienen 50.6%
de la poblacion ganadera, mientras que 28% esta en la region arida y semiarida, y 21% en la
zona templada (SAGARPA 2010, 2011). Sin embargo, las regiones tropicales han
contribuido solamente con cerca de 38% de la produccién nacional de carne y 14% de la

produccion nacional de leche en afios recientes (SIAP, 2010).

La region éarida y semiarida esta integrada por los estados del norte y noroeste del pais,
incluye la Peninsula de Baja California, Tamaulipas, Sonora, Durango, San Luis Potosi y
Zacatecas. Las unidades de produccion es vaca-becerro, con la venta de las crias al destete.
Predomina el ganado Angus, Charolais y Hereford, en cruzamientos con cebuinos, ademas
de Beefmaster y Brangus. En estas regiones los agostaderos se encuentran totalmente
deteriorados debido a la sequia extrema que se esta padeciendo, pero mas importante, al
sobrepastoreo a que han sido sometidos por décadas. Las unidades de produccion
intensivas persisten en la zona y son las més eficientes del pais. Sin embargo, por los altos

costos de la produccién de insumos, debido a la sequia, se han deteriorado.



La region templada esté integrada por los estados de Aguascalientes, Guanajuato, Hidalgo,
Jalisco, México, Michoacan, Oaxaca, Querétaro, Puebla y Tlaxcala. La produccion esta
orientada al sistema vaca-becerro para el envio de crias al mercado nacional o internacional,
dependiendo de su clasificacion. Se aprovechan pastizales nativos, complementados, en
algunos casos, con subproductos agricolas. Sin embargo, los recursos de los pastizales se
han deteriorado por el sobrepastoreo en tierras comunales, falta de inversion y cuidado de
forrajes nativos y mejorados, desconocimiento y falta de asesoria en técnicas de cultivos y
problemas asociados a la erosién del suelo. Por otro lado, se realizan engordas intensivas
con granos, para el abasto regional y de la zona metropolitana de la Ciudad de México, pero
subsiste el problema es la dependencia de insumos de importacidn que elevan los costos de
produccién. Los hatso estan compuestos por animales criollos cruzados con cebuinos y
razas europeas, de las cuales sobresalen Holstein, Suizo Pardo, Angus y Beefmaster
(Esperon, 1993).

La regién tropical seca comprende parte de los estados de Sinaloa, Nayarit, Jalisco,
Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas, el sur de Tamaulipas y la Huasteca Potosina. El
pastoreo se realiza en agostaderos y en praderas inducidas. Debido a que la estacion de
lluvias es corta, la escasez de forraje durante la sequia repercute negativamente, al igual que
en las dos regiones anteriores, en los parametros reproductivos, dando lugar a una carga
animal de alrededor de 12 ha/UA/afio para agostaderos con vegetacién nativa, de 8
ha/UA/afo para pastos nativos, y 1 a 3 ha/UA/afio en praderas inducidas (Jarillo, 2010). El
sistema vaca-becerro con ordefia estacional en la época de lluvias, en areas cercanas a los
centros urbanos, constituye un sistema de doble propdsito, que busca una mayor eficiencia
en las unidades de produccion. Se pueden efectuar la comercializacion de la leche con
ordefias estacionales cuyos ciclos varian de acuerdo a los precios del producto; existen
areas ya con cierta tradicién de productos lacteos en algunas regiones de Chiapas, Tabasco,
Veracruz y las Huastecas. Los animales dominantes son cebuinos cruzados con Pardo
Suizo, Simmental y Holstein. Esta regién contribuye con 23% de la produccion nacional de

carne y representa 20% del total nacional (Galina y Guerrero, 1992).

La region tropical himeda comprende los estados de Campeche, Quintana Roo, Tabasco,
Veracruz, Yucatan y parte de Chiapas, con una superficie aproximada a 22.8 millones de ha.

El hato est& constituido por aproximadamente 11 millones de cabezas, predominantemente



de genotipo cebuino cruzado con Suizo Pardo, Holstein, Charolais y Simmental, aportando
33% de la produccion nacional de carne. Los pardmetros reproductivos son bajos, con carga
media de 1 UA/ha/afio, y 55-60 becerros destetados con un peso de 180-200 kg por cada
100 vacas en el hato, y 380-400 kg como peso al sacrificio. En esta region se combina de
manera importante el doble propésito, con ordefio estacional y la engorda de las crias en
praderas con pastos introducidos y agostaderos nativos (Mancilla, 2006).

2.1.2. Inventario Nacional

La poblacion de bovinos en el pais ha sido muy variable. Los datos estadisticos nacionales
de 1960 mencionan una poblacion de 17.4 millones de cabezas de ganado de carne; en
1981 el inventario incrementd a 34.7 millones, cantidad que se mantuvo constante hasta
1988, y disminuy6 a 30.2 millones de cabezas en 1994 (CNG, 1996). El censo ganadero de
2007 reportd 23.3 millones de cabezas, localizadas principalmente en los estados de
Veracruz, Jalisco, Chihuahua, Chiapas, Sonora, Durango y Tamaulipas, que en conjunto
concentran el 47.8% del hato nacional (INEGI, 2007). Las causas de esta disminucion han
sido varias, principalmente las sequias severas de 1989-1990, ademas de las mas recientes
de 2006 hasta 2011 (Cardenas, 2011), lo que ha propiciado la necesidad de sacrificar
aproximadamente 10 millones de cabezas en el Ultimo periodo. La segunda causa fue la
recesion econdmica del pais en la decada de 1990, cuando se incrementd el costo
productivo de los insumos para la alimentacién animal (Chauvet, 1996). La tercera causa fue
la exportacion masiva de becerros hacia Estados Unidos, lo que redujo la posibilidad de
incrementar el indice de reemplazos, aunado a que una proporcion significativa de vaquillas

se destind al abasto doméstico (Hernandez, 1991).

Por otra parte, la produccion de carne de bovino es una de las actividades productivas mas
comunes en las regiones rurales del pais; se ha mantenido como el eje en torno al cual se
establecen diferentes tendencias de produccion y el propio mercado de la carne en México.
La produccion bovina constituye una de las actividades importantes del sector pecuario
nacional por la contribuciéon que realiza a la oferta de productos carnicos, asi como por su
participacion en el sector comercial, donde la exportacion de ganado en pie es una actividad
fundamental. La produccion de carne de bovino en el ambito nacional alcanzé un volumen de
1,400,000 TM en 2001, con una tasa de crecimiento medio anual de 1997 a 2001 de 1.6%;



solamente en 2002 crecid 0.43%. En 2008 la produccién nacional de carne fue 1,600,000
TM con un crecimiento de 17.5% en el periodo 2000-2008 (Aranda, 2009).

2.1.3. Consumo de la carne de bovino

Las tradiciones culturales en el consumo de productos carnicos han hecho que la carne de
ganado bovino sea el eje ordenador de la demanda y de los precios de la carne de otras
especies. Aunque el consumidor mexicano ha elaborado gran parte de sus alimentos con
carne de bovino, en los ultimos afios los factores econdémicos y de salud han propiciado los
cambios de habitos en el consumo; de hecho el consumo de carne se rige principalmente por
el precio. EI Consumo Nacional Aparente (CNA) de carne de res en 2003 se ubic6 en
1,600,000 TM y en 2007 en 1,900,000 TM. EI consumo nacional per capita de carne de res
ha mostrado un crecimiento moderado en los ultimos afios, 17 kg en 2004 a 18 kg en 2007,
muy bajo si se compara con otros paises como Estados Unidos en donde el consumo
aproximado es de 48.2 kg de carne per capita (Casas, 2005). Sin embargo, México se sitla
como el quinto importador a nivel mundial de carne bovina (410,000 TM) por debajo de

Estados Unidos, Rusia, la Unién Europea y Japon (Pérez Del Castillo, 2009).

2.1.4. Impacto econémico del problema de grasa amarilla en la canal

El color del tejido adiposo subcutaneo es un componente importante en la calidad de las
canales en bovinos (Wood y Fisher, 1997), considerado como elemento de juicio en los
sistemas de clasificacion de los Estados Unidos, Canada, Australia y Japon (Walker y col.,
1990; Price, 1995), debido a que la variabilidad del color de la grasa en las canales se
asocia a la calidad esperada por el mercado y los consumidores (Price, 1995). Crouse y
Seideman (1984) observaron que tanto el color de la carne magra la grasa son cada vez mas
importantes para categorizar la calidad en la carne y los productos carnicos. En una
encuesta realizada en Japén, Corea, Taiwan, Hong Kong y México se observé que 80% de
los encuestados estaban a favor de carne con tonalidad roja clara y grasa color ambar
(Dunney col., 2009).

En la mayoria de los mercados donde se comercializa la carne, se rechazan las canales con

grasa color amarillo intenso (Walker y col., 1990). Existen percepciones erréneas, tal como
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suponer que el color amarillo en los tejidos indica que el animal se encontraba enfermo al
momento del sacrificio (Dunne y col., 2009), o que la canal pertenece a animales viejos y, por
tanto, tienen menor contenido de carne tierna, lo que redunda en pérdidas econémicas

hasta por 900,000 délares por afio, segun Barron-Gutial y col. (2004).

Sin embargo, también existe argumentos en el sentido inverso que asocian a la grasa
amarilla en forma positiva con las tradiciones de produccion de carne (Wood y Enser, 1997),
percibiéndolo como criterio de calidad ecol6gicamente favorable (Dunne y col., 2009).
Algunas regiones asiaticas asocian al color amarillo de la grasa con ganado sano que se
(cri6) con pasto o forraje, y por tanto acumulan carotenoides (Yang y col., 1992). Este punto
de vista fundamenta la alimentacién del ganado en pasturas como fuente de beneficios,
particularmente relacionado con el perfil de acidos grasos (French y col., 2000) y el
contenido de antioxidantes (Wood y Enser, 1997). En este sentido, existe la posibilidad de
utilizar el color o contenido de carotenoides como un indicador del historial de la dieta del
animal y de la calidad nutricional de la carne (Prache y col., 2002). Sin embargo, el
consumidor promedio rechaza una carne con grasa amarilla ya que no evalGa los posibles
beneficios nutrimentales de la incorporacién de carotenoides, para lo cual se requeririan

campanas publicitarias intensas.

Debido a que el color amarillo de la grasa es de importancia econémica es fundamental
definir el limite de intensidad que es aceptable por el consumidor. Con base a esto, se
pueden definir los dias de finalizacion de los novillos en corral. Morgan y Everitt (1968)
relacionaron el contenido de carotenoides en la sangre y el tejido adiposo estableciendo una
correlacion (r=0.92) entre la concentracién del caroteno y la intensidad del color amarillo,
mientras que Strachan y col. (1993) correlacionaron la concentracion de B-caroteno y luteina
sanguineas con la tonalidad amarilla de la grasa intermuscular, obteniendo coeficientes de
correlacion menores (r=0.7 a 0.8). De forma similar, Yang y col. (1993) reportaron la relacién
entre el tejido adiposo amarillo y la concentracion total de carotenoides en el tejido (r=0.79).
Sin embargo, Swatland (1988) encontré que esta relacion es subjetiva respecto al color
amarillo en el tejido adiposo debido a que otros factores y metabolitos estan involucrados

también en la presencia de este color en la grasa.



El color amarillo de la grasa subcutanea, independientemente de su intensidad, demerita el
valor econémico de la carne y causa severas pérdidas econdmicas a una regién o pais,
como es el caso de México. Una forma de contrarrestar estas pérdidas es finalizar a los
bovinos con granos; esta practica permite que disminuya o desaparezca el color amarillo en
el tejido adiposo. Sin embargo, existe controversia acerca del tiempo necesario para lograr
esta disminucion o desaparicion, ya que un mayor tiempo involucrado en el manejo repercute
en la necesidad de mayor inversidn en los rubros de exclusién de forraje sea 90 dias antes
del sacrificio (Miller, 2002). Hay que tomar en consideracion que, ademas del tiempo 6ptimo
de exclusion, influyen en la pigmentacién de la grasa los tipos de pasturas, las razas, la edad
al sacrificio y la region especifica, entre otros factores. Al respecto, Dunne y col. (2006)
reportaron que suministrando concentrados por 26 a 56 dias fue suficiente para disminuir el
color amarillo en novillas y novillos en corral, respectivamente; la intensidad del color
disminuy6 hasta el dia 112 de finalizacion. En conclusién, no se ha establecido el limite en la
intensidad de color amarillo que puede ser aceptado por el consumidor; este depende de
varios factores relacionados con el animal y el sistema de produccion. Las pérdidas
econdmicas ocasionadas por la apariencia de la grasa son considerablemente altas, y se
deben contrarrestar a través de la disminuciéon del color o con campafias de publicidad
dirigidas a la aceptacion de la apariencia por parte del consumidor.

2.2. Importancia de los forrajes en la alimentacion de bovinos de carne

México cuenta con una superficie ganadera de 175.750 millones de hectéreas, de las cuales
el 64% pertenece a la region tropical, con una poblacién ganadera bovina superior a los 20
millones de cabezas (SIAP, 2012).

La region tropical ganadera de México (alrededor de 115,000 millones de ha) produciendo
35% de carne y 25% de leche del pais (SIAP, 2012) puede mejorarse con una produccion
adecuada de forrajes, lo que permitiria incrementar la carga animal de 2 a 4 cabezas por ha,
con unidades de produccion racionales, intensivas y sustentables (Jarillo y col., 2010). El
pastoreo del ganado se realiza principalmente con gramas nativas de los géneros Axonopus
spp. y Paspalum spp., con bajo potencial de produccion de materia seca en comparacion
con las gramineas introducidas. Entre estas Ultimas,destacan los géneros Panicum,

Cynodon, Digitaria, Pennisetum, Hyparrhenia, Cenchrus y en los ultimos afios, han tenido



importancia algunas especies de los géneros Brachiaria y Andropogon; todas procedentes
del continente africano (Enriquez y col., 1999).

El pasto Estrella de Africa (Cynodon plectostachyus) es la graminea introducida mas
difundida en el tropico debido a sus caracteristicas agronémicas que le permiten adaptarse a
distintos tipos de suelos (Torres, 1993). La mayor produccion del pasto Estrella de Africa se
obtiene en la época de lluvias, seguida de la época de sequia. Esta variacion en la
disponibilidad de forrajes se refleja en forma directa en la produccién animal (Cabrera, 1996).
En la época de lluvias el crecimiento y produccion de los pastos es mayor, el cual genera
excedentes; sin embargo, el ganado no utiliza el pasto en forma 6ptima, ya que se
desaprovecha un porcentaje considerable por efecto del pisoteo. En los suelos de baja a
mediana fertilidad con pastos nativos, la carga animal debe de ser de 0.2 a 2.0 animales ha-
1, mientras que con gramineas introducidas se pueden manejar cargas de 1 a 2 animales
ha-1, pero al ser fertilizadas se pueden sostener 2 a 4 animales ha-1, y con altas dosis de
fertilizante y riego de 4 a 8 animales ha™. En este intervalo de condiciones se podria producir
de 15 a 800 kg de peso vivo ha™afio™. El potencial de produccién de carne en los tropicos,
con diferentes sistemas de produccion, esta en funcién de la produccion forrajera y ésta, a su

vez, depende de la fertilidad del suelo y del desarrollo tecnoldgico (Garcia, 1980).

El pasto Estrella de Africa proviene del este de Africa y se introdujo a México hace mas de 30
afos. Su siembra se expandié rapidamente, a casi todas las regiones tropicales y
subtropicales del pais. En suelos de fertilidad intermedia este pasto puede producir
anualmente de 12 a 15 TM/ha de materia seca. El contenido de proteina total en base seca y
la digestibilidad de la materia seca varian de 5.7 a 15% y de 35.4 a 55.7%, dependiendo de
la edad, época de corte y tipo de suelo (Meléndez y col., 1980; Reyes-Purata y col., 2009).
Este pasto responde bien a los fertilizantes nitrogenados, con lo cual puede producir hasta
25 TM/ha/afo de materia seca (Meléndez, 1996). Es sumamente agresivo, compite bien con
las malezas y es relativamente facil de establecer; entre los pastos cultivados es uno de los
mas resistentes a la salinidad del suelo (Espinoza y col., 2001). Es facilmente adaptable a
una gama muy amplia de suelos; sin embargo, ha tenido problemas de persistencia en los
suelos muy &cidos (pH<5) y con altos niveles de aluminio intercambiable, asi como en suelos
inundables, que presentan laminas de agua superior a 20 cm por periodos de mas de cuatro

semanas. Este pasto no produce semillas fértiles, por lo que Unicamente se puede



establecer empleando trozos de tallos o “guias”, dependiendo del método que se emplee

para la siembra (Espinoza y col., 2001; Meléndez, 1996).

El pasto Estrella de Africa se considera de una calidad intermedia, pero, con un buen
manejo, se puede emplear en cualquier sistema de produccién. Cuando se emplea grano
como suplemento alimenticio, funciona muy bien al alimentar ganado lechero en produccion
o bovinos en desarrollo y en engorda. Puede sostener 1 a 1.5 cabezas/ha/afio; sin embargo,
con la aplicacién anual de 300 kg/ha de urea la carga animal se puede elevar de 3 a 3.5
cabezas/ha/afio. Durante la época de lluvias se recupera en 20 a 25 dias; en época de
“nortes” requiere 35 dias y en época seca 25 a 30 dias (Espinoza y col. 2001; Meléndez,
1996).

El mejoramiento alimenticio de los bovinos en pastoreo debe de considerar su dependencia
del medio y a factores variables del clima, sistema de produccién, razas y manejos
zootécnicos. No obstante, el producto final —la carne— es un producto de alto valor nutritivo y
aceptabilidad por parte del consumidor. Entre los factores de aceptabilidad sobresale el color
de la carne y del tejido adiposo, el cual se asocia por parte del consumidor con carne libre de
contaminantes y procedente de animales sanos. De aqui que los compuestos quimicos que
ingresen al animal y se depositen en la carne y/o grasa, son de primera importancia para la

determinacioén de la calidad de este producto final.

2.3. Principales pigmentos en los forrajes

2.3.1. Carotenoides

2.3.1.1. Fuentes y estructura

Los carotenoides son pigmentos responsables de los colores amarillo, naranja y rojo en la
naturaleza; una vez extraidos de sus fuentes, son empleados ampliamente en alimentos,
productos farmacéuticos, cosméticos y alimentos. Se utilizan ampliamente debido a su
actividad como provitamina A y a sus posibles funciones benéficas para la salud, tales como
el fortalecimiento del sistema inmunitario y la disminucion del riesgo de enfermedad

degenerativas como ciertos tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares, degeneracion
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macular y cataratas (Niizu, 2005). Se han identificado en la naturaleza méas de 800
carotenoides (Arad, 1992; Wrolstand, 2000; Ong y Tee, 1992). Se estima que anualmente se
sintetizan 100,000 TM de carotenoides de fuentes naturales. Estos compuestos adquieren su

nombre del B-caroteno, muy abundante en la zanahoria (Daucus carotas).

Los carotenoides se encuentran en mayor concentracion y variedad en las frutas y verduras
como jitomates, zanahorias, pifias y citricos; en las flores como el cempasuchil y el girasol;
en las semillas como el achiote; en algunas estructuras animales como el plumaje de los
flamencos y de los canarios; en los masculos de algunos peces como los salmones y las
truchas; en crustaceo como el camaron, la langosta y el cangrejo; en microalgas como
Haematococcus pluvialis; en levaduras como Phaffia rhodozyma; y en bacterias como
Corynebactrium poinsettiae (Arad y Yaron, 1992). Aunque también se encuentran
ampliamente distribuidos en las hojas verdes, en éstas s6lo se observan en el invierno
cuando la clorofila, presente con mayor abundancia, desaparece. Este tipo de pigmentos
ingresan al organismo de animales por ingestién, ya que éstos no pueden sintetizarlos de

novo (Guerrero, 2005).

La estructura béasica de los carotenoides es un tetraterpeno de 40 atomos de carbono,
simétrico y lineal, formado por ocho unidades de isopreno (5 atomos de carbono) unidas de
manera tal que el orden se invierte al centro de la estructura. Este esqueleto basico puede
modificarse de varias maneras: por hidrogenacion, deshidrogenacion, ciclacién, cambio de
posicion del doble enlace, acortamiento o extension de la cadena, reordenamiento,
isomerizacién, introducciéon de funciones oxigenadas o por combinaciones de estos
procesos, dando como resultado una gran diversidad de estructuras. El rasgo estructural
distintivo de los carotenoides es un sistema de dobles enlaces conjugados, el cual consiste
en alternar enlaces sencillos y dobles. Esta cadena poliénica es también la causa de la
inestabilidad de los carotenoides, incluyendo su susceptibilidad a la oxidacion e

isomerizacién geométrica (Rodriguez-Amaya, 1999).

Los carotenoides hidrocarbonados se denominan colectivamente carotenos (Figura 1); los
que contienen atomos de oxigeno se denominan xantofilas (Figura 2). Las funciones
oxigenadas mas comunes son los grupos hidroxi (OH) y epoxi (epéxidos 5,6 6 5,8), aldehido
(CHO), ceto (C=0), carboxi (CO,H), carbometoxi (CO,CH3) y metoxi (OCHz) (Rodriguez-
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Amaya, 1999). Tanto los carotenos como las xantofilas pueden ser aciclicos, como el
fitoflueno, el e-caroteno Yy el licopeno; monociclicos o biciclicos. La ciclizacién ocurre en uno
o0 ambos extremos de la molécula, formando uno o dos anillos B de seis miembros (B-ionona)
o anillos ¢ (a-ionona). Asi, el monociclico y-caroteno tiene un anillo B mientras; los biciclicos
B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina y astaxantina tienen dos anillos. Los biciclicos a-
caroteno y luteina contienen un anillo B y un anillo ¢ (Rodriguez-Amaya y col,, 1996). Los
factores como el calor, la luz y los &cidos causan la isomerizacién de los carotenoides de la
geometria cis, presente en la naturaleza, a trans, lo que ocasiona una pérdida de color y de
la actividad provitamina. Los carotenoides también son susceptibles a la oxidacion
enzimatica y no enzimatica, lo que depende de la su estructura, la disponibilidad de oxigeno,
la presencia de enzimas, metales, prooxidantes y antioxidantes, y la temperatura y

exposicion a la luz (Johnson, 1995).

La intensidad y matiz de los colores de los materiales biol6gicos dependen del carotenoide
especifico presente, su concentracion y su estado fisico. Cada carotenoide se caracteriza por
un espectro de absorcién. Estos pigmentos absorben la luz en la regiones especifica de la
radiaciéon ultravioleta (UV) y visible, el resto es transmitida o reflejada produciendo un color
determinado. La estructura responsable de la absorcion de la luz es un grupo cromoéforo. Se
requieren al menos siete enlaces dobles conjugados para que un carotenoide produzca
color, como en (-caroteno, el cual es amarillo suave; en forma opuesta el fitoflueno, con
cinco dobles enlaces conjugados, es incoloro. El color varia si se extiende el sistema
conjugado; asi, el licopeno es rojo. Las estructuras cicladas en los extremos de la molécula
también causa modificaciones en el color, por tanto el 3-caroteno y el y-caroteno son de color
naranja y rojo-naranja, respectivamente, aunque ambos tienen, al igual que el licopeno, once

dobles enlaces conjugados (Bruto, 1991).
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Estructura Caracteristicas

S R D e et

Fitoflueno aciclico, incoloro

GO ENFNENNF NF N

g-caroteno aciclico, amarillo suave
= N N N N N NS x X = ™ = =
licopeno aciclico, rojo

|
ﬁrAﬂMﬂ PN \;Q
monociclico, 1 anillo B

y-caroteno rojo-naranja

B-caroteno biciclico, 2 anillos 3
naranja
el
a-caroteno biciclico, 1 anillo B, 1 anillo y
Amarillo

Figura 1. Estructuras y caracteristicas de los carotenos mas comunes en los alimentos.

(Rodriguez Amaya, 1999)

13



Estructura/nombre Caracteristicas Funcion con oxigeno

P o v

M\MVY\QQ biciclica (2 anillos B)
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B-Criptoxantina

biciclica ( 1 anillo B, 1 grupo hidroxi
1 anillo €), amarillo

o-Criptoxantina

ﬁif\/@\/&/v‘ﬁf%/\ﬁ’“);g/ biciclica (2 anillos B),

amarillo-naranja 2 grupo hidroxi

Zeaxantina

ﬁﬁf\’lﬁ“\’&“\’“ﬁ’\’“ﬁ’\ﬁ biciclica (1 anillo B 2 grupo hidroxi

1 anillo ¢),
amarilla
Luteina
. o biciclica, amarillo . ,
fa _,_,?M_/Lvmﬁr-%ﬁr-mig 2 grupos hidroxi
o K 2 grupos epoxi
Violaxantina
biciclica (2 anillos ), 2 grupos hidroxi
rojo 2 grupos ceto

Astaxantina




Figura 2. Estructuras y caracteristicas de las xantofilas mas comunes en los alimentos
(Rodriguez Amaya, 1999)

2.3.1.2. Funcién

Las propiedades fisicas y quimicas mas importantes de los carotenoides incluyen
insolubilidad en agua, union con superficies hidrofébicas, absorcion de la luz, atenuacion del
nivel energético (quenching) del oxigeno singulete, bloqueo o atrapamiento (scavenging,
trapping) de las reacciones mediadas por radicales libres, y facilmente isomerizacion y
oxidacién. En la Figura 3 se resumen las propiedades fisicas y quimicas de los carotenoides;
muchas de sus funciones son consecuencia de la capacidad para absorber la luz y, por
tanto, producir color aunque se ha encontrado también que tienen una funcién importante
como antioxidantes en los organismos fotosintéticos y en muchos no fotosintéticos aerobios,

actuando en la desactivacion de radicales libres (Sanchez, 1999).
K- Capturan oxigeno singulete
e Absorben luz
e Seisomerizan y oxidan facilmente
Carotenoides <
¢ Bloguean reacciones mediadas por radicales libres

e Lipofilicos, insolubles en agua

e Se unen a superficies hidrofébicas

N

Figura 3. Algunas propiedades fisicoquimicas de los Carotenoides

Adicionalmente, los carotenoides actllan como atenuadores de los en estados excitados en
las clorofilas, generados durante la fotosintesis. Se supone que el gen se codifica para el
fitoeno desaturasa, importante en la ruta biosintética de los carotenos, estd regulado por
retroalimentacion a nivel de transcripcion mediante la acumulacion de productos finales de la
via de carotenogénesis (Rommel, 2001). Los carotenoides biciclicos con anillos By ¢
comunes en plantas y animales son precursores de varias xantofilas de las que la luteina es

el ejemplo principal (Bartley y Col, 1995)
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Debido a su naturaleza, los carotenoides son solubles en disolventes no polares, su grado de
solubilidad depende de los grupos sustituyentes de la molécula (—OH, —C=0, etcétera),
propiedad que se utiliza para los procesos de extraccion y purificacion de estos pigmentos.
Los carotenos son muy solubles en éter de petrdleo y hexano, mientras que las xantofilas

son mas solubles en metanol o etanol.

2.3.1.3. B-Caroteno

En afios recientes se ha presentando un gran interés en el estudio de los carotenoides en las
dietas de los rumiantes por su efecto antioxidante. Es por ello que muchas investigaciones
se han enfocado a los andlisis cualitativos y cuantitativos de estos pigmentos, aunque con
frecuencia estos son no especificos y se refieren a “carotenos”, una mezcla de varias
moléculas e isémeros. A pesar de la gran variedad de carotenoides en forrajes, no mas de
10 son encontrados en la alimentacién de rumiantes. Estos son: luteina, violaxantina,
anteraxantina, zeaxantina, neoxantina, trans-p-caroteno (all trans), o-caroteno, 13-cis--

caroteno. Los mas abundantes son 3-caroteno y luteina (Noziére, 2006).

La concentracion de carotenoides en forrajes, en particular de B-caroteno, depende de la
sintesis y la disminucion en la concentracion de de los mismos (Tabla 1). La sintesis es dada
en unidades de isopreno en plastidos y tiene lugar principalmente en las hojas (Armstrong y
Hearst, 1996) en donde se presenta de 5 a 10 veces mas carotenoides con respecto a los
tallos (Sol6rzano,1998). La disminucion en la concentracion ocurre rapidamente por la
oxidacién debido a la exposicién a la luz y a la radiacion solar. En general, la concentracion
de B-caroteno en las plantas disminuye con el grado de madurez y se oxida rapidamente
después de ser cortadas. Es decir, los forrajes sometidos a cualquier proceso de
conservacion tienen un menor contenido de carotenoides que en fresco (Santamaria, 2003).

La Tabla 1 muestra la concentracibon de carotenoides de algunos forrajes.
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Tabla 1. Concentraciones de (-caroteno en diferentes forrajes (Santamaria, 2003)

rango de concentracion

Forraje mg /kg
Alfalfa ensilada 0-117
Alfalfa heno 0.2-100
Hierba ensilada 5-365
Maiz ensilado 1-57
Paja(diferentes origenes) 1-14
Kikuyo verde (Pennisetum clandestinum) 27 — 28
Trebol blanco verde (Trifolium repens) 91.2

Los forrajes y hortalizas verdes tienen niveles similares de -caroteno (aproximadamente 300
mg/kg MS) en las etapas tempranas de crecimiento. Sin embargo, en la etapa de floracion y
en la madurez, las hortalizas verdes son mas ricas en este compuesto que los forrajes (Scott,
1992). Se reporta que la etapa de crecimiento no afecta el nivel de B-caroteno en hortalizas

verdes al mismo grado que se afecta en los forrajes (Scott, 1992; Menchu, 1996).

Kaiseraugust (2008) reporté que un pasto de buena calidad, o una cantidad suficiente de
ensilado de hierba, garantizan el aporte necesario de 3-caroteno en la racién (Figura 4). No
obstante, las raciones para las vacas de alta produccion de leche se basan en el sistema
TMR (racion total mezclada) con una proporcion relativamente alta de ensilado de maiz y
solamente algunos animales reciben suficiente alimentacion mediante pastoreo. Sin

embargo, el contenido de -caroteno en el ensilado de maiz no se tiene en cuenta (Figura 4).
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Figura 4. Contenido en B-caroteno de diferentes forrajes (DSM 1999-2005)

La capacidad de la hierba conservada para compensar la baja concentracion de
B-caroteno del ensilado de maiz en la racién base suele estar sobrevalorada. Los resultados
de las investigaciones realizadas a lo largo de los afios 1999-2004 revelan que el forraje
presenta un porcentaje variable de 3-caroteno, imposible de precisar de antemano (Noziére,
2006).

La disponibilidad de B-caroteno en la racion depende del tipo de forraje y de la forma de
conservacion. Las pérdidas de oxidacion durante la cosecha, marchitamiento y ensilado
repercuten de manera especialmente negativa en la concentraciéon de B-caroteno en el
forraje. En comparacion con la materia fresca, las pérdidas de [-caroteno superan
ligeramente el 50% y pueden aumentar si el almacenamiento tiene lugar en un silo abierto
(Figura 5).
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Figura 5. Efecto del almacenamiento de B-caroteno en ensilado de forraje (Manner, 2004)

2.3.2. Clorofilas

Es el pigmento mas abundante en las plantas verdes y clave de la fotosintesis, uno de los
procesos anabdlicos mas importantes para la vida y fundamental para sintetizar los

diferentes carbohidratos que se encuentran en la naturaleza (Pfander, 1992).

2.3.2.1 Estructuras

La clorofila es un dihidroporfirina formada por cuatro pirroles, y un anillo de ciclopentanona.
Este nucleo es el cromoéforo responsable de absorber en la regidn visible; es un compuesto
metalorganico con una estructura planar resonante conteniendo 10 dobles ligaduras, ademas
de un ndcleo de Mg y cadenas laterales de metilo, etilo, vinilo y &cido propionico, esta ultima
esta esterificada con un alcohol de 20 atomos de carbono, el fitol (Guerrero-Lopez y col.,
2006). En la Tabla 2 se resumen las principales caracteristicas estructurales de las clorofilas
(Lee, 2002).
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Tabla 2. Componentes estructurales de las clorofilas (Lee, 2002; Hendry, 2000)

Grupo Descripcién

Pirrol Uno de los cuatro anillos componentes del nicleo

Porfina Esqueleto de 4 pirroles unidos por un puente de metilo

Porfirina Los cuatro anillos con puentes de metilo y sustituido
por metilo, etilo o vinilo

Clorinas Porfirinas deshidratadas

Forbina Porfirina con adicion de anillo Co-C1g

Forbido La posicién 7 esta esterificada con fitol y no contiene Mg

Fitol Alcohol Isoprenoide de 20 atomos de carbono

Clorofilaa  En posicion 3 hay un metilo

Clorofilab  En posicion 3 hay un formilo

Feofitina Clorofilas sin Mg

Clorofilidas Clorofilas sin fitol

Feoforbido Clorofilas sin fitol ni Mg

Se ha documentado la existencia de clorofilas a, b, ¢, d y las bacterioclorofila; cada una con

un espectro de absorcion determinado con base en su estructura molecular. Los tipos mas

comunes son las clorofilas a y b. La clorofila a esta presente en las plantas verdes en un

75% del total de clorofilas; la clorofila b, presente en menor proporcion, transfiere la energia

luminica recibida a la clorofila a, la cual la convierte en energia quimica. La clorofila b difiere

de la clorofila a por contener un grupo formilo que sustituye una de las cadenas metilo

laterales, mientras que la clorofila a contiene un metilo en esta posicion. La Figura 6 muestra

la estructura del las clorofilas a 'y b.
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Figura 6. Estructura de las clorofilas ay b

La clordfila es insoluble en agua y en soluciones de sacarosa, pero soluble en alcohol, éter y
alcalis. Se ha demostrado que las clorofilas estan presentes en forma de suspension coloidal
en el jugo de la cafa, de ahi que se puede separar facilmente durante el proceso de
produccién de sucrosa, aunque ni las clorofilas ni sus productos de degradacion estan
presentes en las melazas, debido posiblemente a que forman compuestos incoloros con

iones férricos presentes (Lima, 2009).

2.3.2.2. Espectros de absorcidn

Las clorofilas producen dos maximos en el espectro de absorcién en el intervalo visible, uno
en la zona azul (400-500 nm) y otro en la roja (600-700 nm), lo que da como resultado la
percepcion del color complementario (verde, 500-600 nm) (Berset, 1983). Las clorofilas ay b
tienen maximos a longitudes de onda ligeramente diferentes, pero ambas en las zonas azul y

rojo (Figura 7).
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Figura 7. Espectros de absorcién de las clorofilas a 'y b.

En plantas no verdes las clorofilas estan acompafiadas de otros pigmentos, principalmente
carotenoides y ficobilinas, que imparten otros colores al material vegetal, tales como el
amarillo dorado tipico de los cromdfitos, o el rojo purpura de las algas rojas (Scheer, 1991).
En la célula, sin embargo, el espectro es levemente distinto debido a los ligandos asociados
al pigmento. La absorbancia méaxima de la clorofila a in vivo es 684 nm al principio del
proceso de verdecimiento de las plantas, posteriormente cambia a 673 nm. En cambio, la

absorbancia maxima in vivo de la clorofila b es 650 nm (Vernon, 1966).

2.4, Digestion, absorcion y metabolismo de B-caroteno en los rumiantes

Al ser precursor natural de la vitamina A, el aporte suficiente de 3-caroteno al ganado lechero
y productor de carne es muy importante. Ademas de su papel como provitamina, el B-
caroteno influye de manera significativa, y posiblemente de forma independiente, en la
capacidad reproductiva. De este modo, se ha observado una disminucion de la intensidad
del celo, retrasos en la ovulacion y una menor tasa de fertilidad en vacas alimentadas con
raciones deficientes de (B-caroteno. Como podria ser deducido de la baja recuperacion de
carotenoides en la leche, la eficiencia de esta transferencia parece ser fuertemente limitada.

Es probable que las diferentes rutas metabdlicas de los carotenoides en la dieta, -por
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ejemplo la digestion en el rumen, la absorcién intestinal y el metabolismo en los tejidos-

podria influir en la disponibilidad de los carotenoides a la glandula mamaria (Waghorn, 1992).

2.4.1. Digestion ruminal

El primer acontecimiento en el proceso digestivo de los rumiantes es la disminucién en la
concentracion de la matriz del forraje que libera carotenoides al liquido ruminal (Mora y col.,
1999). El grado de disminucion en la concentracion de carotenoides por accion de los
microorganismos en el rumen permanece incierto, debido a la amplia gama de resultados; el
mas estudiado es el B-caroteno in vitro e in vivo. Mientras que algunos autores no reportaron
cambios en la concentracion de B-caroteno en el rumen (Dawson y Hemington, 1974; Cohen
Fernandez y col., 1976) otros encontraron 10 a 25% de disminucion (Davison y Seo, 1963;
Potkanski y col., 1974; Cohen Fernandez y col., 1976; Mora y col., 1999) e incluso una
desaparicion de 40-55% (Rey y col., 1962). En un estudio in vitro, donde se utiliz6 forraje en
liquido ruminal de oveja, se observdé que los carotenoides no son afectados por la
fermentacion del rumen (Shorland y col., 1957). La forma de suplementar a los carotenoides
podria explicar discrepancias entre estos experimentos, debido a que la disminucién en la
concentracion fue mas altas cuando los carotenoides se suministraron en forma purificada,

en comparacion a su suministro en forrajes (Cardinault, 2004).

Las dietas de rumiantes por lo general se complementan con vitamina A para una salud y
productividad maxima. Sin embargo, el retinol suplementado es destruido por los
microorganismos del rumen; la cantidad de concentrado en la dieta es un factor asociado
con esta destruccion ruminal. Rodé y col. (1990) reportaron una pérdida de 80% de vitamina
A, 70% de la dieta del ganado fue con concentrado; cuando las dietas fueron altas en forraje
las pérdidas fueron sélo de 20%. Weiss y col. (1995), por su parte, demostraron que la forma
de suplementar el retinol no tuvo ningun efecto en la destruccidén de este compuesto, aunque
el aumento de concentrado en la dieta resultdé en una mayor pérdida de vitamina A en el
rumen. Alosilla y col. (2007) concluyeron que la destruccion de la vitamina A se produce en el

rumen con pérdidas de retinol hasta en 80%.

Van Soest (1994) sefiala que los carotenoides son hidrogendos por un mecanismo que

incluye a las bacterias anaerobias presentes en el rumen; las dobles ligaduras en posicién
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trans son mas resistentes a la hidrogenacion que los compuestos insaturados no

conjugados, y por tanto pasan al intestino delgado sin otra alteracién estructural.

2.4.2. Movilizacion y absorcion postruminal

Hasta donde se tiene conocimiento, los estudios sobre el paso de carotenoides por el
intestino estan exclusivamente basados en animales no rumiantes. En estas especies la
cantidad y naturaleza de lipidos en la dieta influyen sobre la solubilidad de los carotenoides
y, subsecuentemente, en la absorcién en el intestino, debido a que los carotenoides se
transportan en la fase lipidica. Debido a su polaridad, las xantofilas estan localizadas en la
superficie, tanto de un glébulo de grasa de una emulsién aceite/agua, como de una micela
en el duodeno. Esta ubicacion superficial de las xantofilas en ambas estructuras (emulsion y
micela) permite que su transferencia desde la emulsion hacia las micelas sea més alta (25-
40%) que la observada para los carotenos o o B (12-18%), ya que estas Ultimas son

moléculas poco polares (Van Vliet, 1996).

Los carotenoides son ingeridos en la dieta en su forma quimica libre, como ésteres o unidos
a proteinas. La tasa de absorcién de los B-carotenos provenientes de las plantas oscila entre
10 y 50%, pero hay una gran variacion entre individuos. En el duodeno se incorporan a las
micelas lipidicas junto con ésteres de retinilo, triglicéridos, fosfolipidos y ésteres de
colesterol, todos estos compuestos son acometidos por enzimas proteoliticas, esterasas del
jugo pancreatico y acidos biliares (Masoro, 1968); a la vez los carotenoides libres se difunden
por la capa glucoproteica de las células epiteliales del intestino. Se considera que, a dosis
fisioldgicas, la absorcién de los carotenoides se realiza por difusion pasiva, aunque la
cinética y transporte en el plasma es especifica para cada carotenoide, debido en parte a su
polaridad pero disminuyendo la cantidad absorbida si se suministran dosis elevadas en la
ingesta (Parker, 1996).

Los carotenoides provitaminicos se convierten parcialmente en vitamina A en la mucosa
intestinal; tanto estos como los no provitaminicos son incorporados a los quilomicrones y
secretados a la linfa para su transporte al higado (Inciso 2.5.6.). Dentro de las células de la
mucosa, los B-carotenos se dividen en dos moléculas de retinal all trans (vitamina A) en

doble enlace central. La enzima 15,15’-dioxigenasa cataliza esta ruptura por un mecanismo
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de oxidacion del B-caroteno. Es una enzima intestinal, los requerimientos vitaminicos de
bovinos se satisfacen ampliamente por su accién en condiciones Optimas, sin que induzca
hipervitaminosis (Olson, 1989). Mora y col. (1998) reportaron que esta enzima tiene de 4 a 5
veces mayor actividad en el intestino delgado de las cabras comparado con el de los

bovinos.

La divisién asimétrica de la molécula de B-caroteno produce compuestos intermediarios con
cadenas laterales heterogéneas. En los enterocitos, al igual que en otros tipos celulares, se
ha descrito la presencia de enzimas que contindan el metabolismo del $-caroteno, como la
retinol deshidrogenasa (RolDH) que convierte el retinal a retinol, y la lecitina retinol acil
transferasa (LRAT) formadora de ésteres de retinilo a partir de retinol. Los compuestos
sintetizados también son transportados por via linfatica por los quilomicrones. Los
requerimientos particulares de células especificas ocasionan estas conversiones de la
vitamina A (Paik y col., 2004). El B-caroteno también interfiere en los procesos oxidativos tan

pronto ingresa a las células de la mucosa (Biesalski, 2007).

Aproximadamente 75% del retinol se esterifica con &cidos grasos de cadena larga,
generalmente palmitato o estearato, facilitando de esta forma la movilizacion de carotenos y
el retinol a través del epitelio intestinal. Los esteres de retinol se incorpora a los
quilomicrones y llega al higado a través de la linfa (Incisio 2.5.6.) (Saari, 1977). Al degradase
los quilomicrones por accion de la lipoproteinlipasa (LPL) endotelial, las células del endotelio
absorben también a los carotenos. Las fracciones no absorbidas se transportan hacia el
higado, donde el B-caroteno también se transforma en vitamina A. El exceso de B-caroteno
se incorpora a las lipoproteinas de baja densidad (LDL y VLDL), donde adquiere una forma
disponible por los tejidos extra hepaticos. Los metabolitos polares de la vitamina A, como el
acido retinoico, pueden excreatarse de las células de la mucosa en forma directa a través de

la circulacion sanguinea portal (Biesalski, 2007).

2.4.3. Factores limitantes de la absorcion de los carotenoides

La estructura molecular de los carotenoides sin actividad provitaminica A no se modifica al
ser absorbidos, aunque es probable que exista un metabolismo postabsorcion; hay poca
informacion en humanos. Se han identificado metabolitos de la luteina y el licopeno en el
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suero debido a modificaciones oxidativas en sujetos, tanto en condiciones dietéticas
habituales como después de la ingestion oral de extractos de ambos compuestos (Khachik y
col., 1995), algunos de los cuales presentan actividad anticarcindégena in vitro (King y col.,
1997).

La conversion de los carotenos a retinol esta limitada por su tasa de absorcion, actividad
enziméatica, control homeostético y concentracion del retinol en la sangre. Por lo tanto, una
ingesta excesiva de carotenoides no provoca intoxicacion vitaminica A (Olson, 1994).
Olmedilla y col. (2001) citan distintos factores que afectan tanto a la absorcion como a su
conversion a retinol de los carotenoides de la dieta. En relacién con la presencia de los
carotenoides en el plasma, la eficacia de absorcién a partir de fuentes dietéticas, y en
ausencia de parasitos intestinales, enfermedades o desérdenes metabdlicos digestivos, esta
determinada por: a) la eficacia de la liberacion a partir del sistema matriz-alimento; b) la
presencia de suficiente contenido lipidico (triglicéridos) para solubilizar el carotenoide
liberado y estimular la sintesis de quilomicrones (Inciso 2.5.6); c) la presencia de factores
gue interfieran en el lumen intestinal, como la fibra vegetal, el hierro, otros antioxidantes,
etcétera; y d) la proporcién de conversion de carotenoides provitaminicos A en retinol en la
mucosa (Parker, 1997; Castenmiller y West, 1998). Entrala y Gil (2001) mencionan que las
grasas, las proteinas, la vitamina E y el zinc en la dieta favorecen la absorcién y utilizacién
de los carotenoides y la vitamina A. Por lo tanto, la deficiencia de estos nutrientes en la dieta
habitual ejerce un efecto dafiino sobre la vitamina A, ocurriendo los siguientes eventos:

e La deficiencia proteinica tiene como consecuencia directa una marcada
reduccion en la capacidad de la enzima caroteno dioxigenasa de la mucosa
intestinal sobre la sintesis de RBP y de prealbimina; también se alteran las
diferentes enzimas lipoliticas y proteoliticas del intestino y el pancreas. Esta
situacion provoca un defecto en la hidrélisis de carotenoides y esteres de
retinol, afectandose su mecanismo de absorcion y transporte. Grownowska-
Senger y Wolf (1970) reportaron que la actividad de la 15,15’-dioxigenasa se
deprime en aproximadamente 50% con consumos de proteina muy bajos
(5%).

e La deficiencia de zinc provoca un descenso en la sintesis hepética de RBP v,

en consecuencia, menores concentraciones plasmaticas de vitamina A.
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e La vitamina E, en condiciones normales, protege a los carotenoides y a la
vitamina A de la oxidacion durante los procesos de absorcion. Al mismo
tiempo, previene el agotamiento de las reservas hepéticas de esta vitamina. El
déficit de vitamina E en la dieta tiene consecuencias negativas sobre la
vitamina A.

e Las infecciones causadas por parasitos, acaros, etcétera, alteran los
mecanismos de absorcion y reserva de la vitamina A.

e Los niveles bajos de grasa en la dieta reducen la capacidad de absorcién de
B-caroteno en el intestino, ya que la grasa provee un medio hidrofébico para
solubilizar a los carotenoides, ademas que estimula la liberacién de sales
biliares (Furr y Clark, 1997).

2.4.4. Almacenamiento y distribucion en los tejidos

La mayor parte del B-caroteno y los retinoides en los quilomicrones son transportados al
higado (Inciso 2.5.6.), aunque cerca de 25% de estos compuestos pueden continuar su
circulacion por via extrahepética (Goodman y Huang, 1965). El B-caroteno es liberado de los
guilomicrones en el higado, donde reacciona con citoquinas, dentro de los hepatocitos,
siendo éste el segundo sitio en donde se forma retinol a partir de los carotenoides de la

dieta, después del duodeno (Goodman y Huang, 1965).

En humanos, cabras y ovinos, los carotenos son transportados en la sangre; se encuentran
fundamentalmente unidos a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) mientras que las
xantofilas se encuentran mas uniformemente distribuidas entre lipoproteinas de alta (HDL) y
baja densidad (LDL) (Ashes y col., 1984; Yang y col., 1992; Parker, 1996). En bovinos y
hurones los carotenos estan asociados a lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Pollack y col.,
1994). En humanos con una nutricibn adecuada, los carotenoides se distribuyen
principalmente en tejido adiposo (80-85%), higado (8-12%) y musculo (2- 3%) y en menor
concentracion en otros tejidos (Bendich y Olson, 1989; Kaplan y col., 1990; Stahl y col.,
1992b; Schmitz y col., 1991). Se ha reportado la presencia de B-caroteno y luteina en el
cuerpo lateo de bovinos, en el tejido adiposo, en las glandulas adrenales, en la piel, el rifidn,
el pulmon, la hipdfisis, el masculo, el bazo, el estbmago, el colon, la vejiga, el cerebro y los

ojos (Furr y Clark, 1997). El deposito de B-caroteno en el tejido adiposo de bovinos
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representa de 85 a 90% del color (Knight y col., 1993; Strachan y col., 1993; Yang y col.,
1993). Mora y col. (1998) concluyeron que los tejidos hepético y adiposo poseen una
capacidad limitada de almacenamiento de retinol. La depositacién de B-caroteno en el tejido
adiposo subcutaneo de los bovinos se incrementa en funcidn del contenido de 3-caroteno en
la dieta. Los bovinos tienen concentraciones de 3-caroteno en el plasma, el higado y el tejido
adiposo superiores a las encontradas en caprinos (Yang y col., 1992). No existe evidencia de
que se produzca absorcién y circulacion de B-caroteno en ratas, cerdos, pollos, cuyos y
conejos, debido a que estas especies presentan una conversion mas eficiente de p-caroteno
a vitamina A (Ribaya, 1989).

2.4.5. Eliminacioén

Existen pocos estudios respecto a las vias y cinética de eliminacion de carotenoides en el
hombre. Estos compuestos no parecen ser eliminados en orina (Bowen y col., 1993), pero
son eliminados, sin modificar, en la bilis tanto en condiciones tanto normales como
patoldgicas (Leoy y col., 1995). Asimismo, todos los carotenoides descritos en el suero,
incluyendo posibles metabolitos e isomeros, se han caracterizado también en la leche
materna (Khachick y col., 1997). El retinol se convierte a retinolfosfato, metabolito que
interviene en la sintesis de glucoproteinas; su posible forma de eliminacion es a través de
una conjugaciéon con UDP-glucurénico y excrecién por via biliar; o por conversion irreversible
en 4cido retinoico. Este y otros derivados constituyen la principal forma de eliminacion de la

vitamina A, tanto por la orina como por via biliar (Entrala y Gil, 2001).

2.4.6. Metabolismo de la vitamina A

Tanto el retinol como el B-caroteno son absorbidos por los enterocitos de la mucosa intestinal
donde el B-caroteno es transformado enzimaticamente a retinal, molécula que es
posteriormente es reducida a retinol. En el interior de los enterocitos el retinol es esterificado,
uniéndose en esta forma a los quilomicrones (Inciso 2.5.6). Estos agregados son
transportados por el sistema linfatico, una vez en la sangre se degradan produciendo
remanentes de quilomicrones que son procesados en el higado, donde los ésteres de retinol
se almacenan. Una vez en el higado la hidrolisis de los ésteres produce retinol, que se une a
proteinas de unién (retinol binding proteins, RBP). Estas proteinas, una vez liberadas en la
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sangre, se combinan con transtirretina formando un complejo ternario que transporta al
retinol hasta los tejidos blancos. El retinol entra en la mayoria de los tejidos libre de RBP, en
el interior de las células se une a proteinas celulares de unién (cellular retinol binding

proteins, CRBP) las cuales modulan la acumulacion intracelular del retinol (Nys, 2000).

2.4.7. Conversion de B-caroteno a vitamina A

Olmedilla y col. (2001) mencionan la existencia de dos vias de conversion de -caroteno a
retinol: 1) escision central en el enlace 15-15" del B-caroteno; y 2) escisidon excéntrica en
algun otro enlace y posterior acortamiento de la cadena hasta formar retinol. En teoria, la
escision central daria lugar a 2 moles de retinal por mol de B-caroteno consumido, mientras
gue tras la escision aleatoria se obtienen entre 1 y 2 moles de retinal por mol de B-caroteno
(Olson y Hayaishi, 1965; Goodman y col., 1966). La rotura excéntrica de B-caroteno puede
generar otros productos de oxidaciébn como B-apo-13’-carotenona, 3-apo-8’-carotenal y otros
B-apo-carotenales (10°, 12’, 14’) identificados en homogenizados de tejidos (Tang y col.,
1991; Wang y col., 1991; Wyss y col., 2000).

2.4.8. Funciones de 3-caroteno en bovinos

Se han reportado varias funciones del B-caroteno, ademas de ser precursor de la vitamina A.
Daniel y col. (1991) observaron que la suplementacion de 3-caroteno estimula la proliferacion
de linfocitos durante el periparto y aumenta la actividad bactericida de los leucocitos de la
leche contra Staphylococcus aureus. DiMascio y col. (1991) y Zamora y col. (1991)
determinaron su actividad como antioxidante en el atrapamiento de radicales libres, asi como
un aumento de la actividad de los macrofagos (Tjoelker y col.,, 1990; Chel, 1993).
Lotthammer (1976), Folman y col. (1979) y Rakes y col. (1985) estudiaron los efectos
positivos del B-caroteno sobre la fertilidad; su suplementacion durante el periodo de “secado”
disminuyé la incidencia de mastitis (Chef y Jonson, 1985; Dalquist y Chw, 1985). Se observo
también la disminucion en la incidencia de retencion de placenta (Chef y Walter, 1991; Michal
y col., 1994). El crecimiento y desarrollo folicular, la ovulacion y el mantenimiento de la
gestacion requieren grandes cantidades de vitamina A. Aln cuando los aportes de esta
vitamina sean elevados, existe dificultad en rebasar la barrera sanguinea hacia el foliculo.

Sin embargo, el B-caroteno es capaz de penetrar al fluido folicular. La deficiencia de [3-
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caroteno puede provocar retrasos en la ovulacion aumentando asi la incidencia de quistes
foliculares (Lotthammer y col., 1976). Las recomendaciones de suplementacion con -
caroteno en vacas son de 300 a 500 mg/animal/dia, de 2 a 3 semanas antes del parto hasta
la confirmacién de prefiez. En terneros se administra 100 mg/animal/dia durante 2 a 3
semanas tras el periodo de toma de calostro (Santamaria, 2003).

2.4.9. Efectos secundarios del suministro de B-caroteno

Pese a los beneficios reportados en el suministro de -caroteno en la dieta, algunos autores
recomiendan precauciones. El B-caroteno sintético se asocia con un mayor riesgo de
desarrollar cancer de pulmén en los fumadores; mientras no se disponga de mas
informacion, los fumadores deben evitar todo tipo de suplementos con este compuesto
(Graham, 2000). Aunque el B-caroteno no produce efectos secundarios, una ingesta
excesiva (superior a 100,000 Ul o 60 mg/dia) puede promover que la piel adquiera una
tonalidad amarillo anaranjada, aunque esto no indique algun efecto nocivo (Entrala y Gil,
2001). Una ingesta prolongada de B-caroteno por humanos debe de acompafiarse con un
suplemento de vitamina E, ya que el B-caroteno puede reducir los niveles de esta vitamina
(Seal y Parker, 1996).

2.5. Colesterol

2.5.1. Estructura

El colesterol (3-hidroxi-5,6 colesteno) se considera como un esteroide, lo caracteriza un anillo
de fenantreno fusionando a un ciclopentano para dar como resultado un anillo
perhidrociclopentahidrofenentreno de cuatro anillos (Figura 8). El colesterol también se
clasifica como un lipido; contiene 27 carbonos, hidroxilado en posicion 3 con una doble
ligadura en la posicion 5-6. Se encuentra ampliamente distribuido en todas las células del

organismo, pero en especial en las del tejido nervioso (Murray, 1986).
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Figura 8. Estructura del colesterol

El colesterol forma parte de las membranas plasmaticas de las células eucariéticas, siendo
un componente esencial para su estabilidad estructural y funcional. Es el precursor de otros
esteroides que cumplen importantes funciones fisioldgicas, tales como &cidos biliares,
hormonas esteriodeas, vitamina D, etcétera. Sin embargo, el aumento de los niveles de
colesterol en el plasma es causa de morbilidad y de mortalidad por enfermedades
cardiovasculares. El depésito de colesterol en la pared arterial es el responsable de la
formacion de las placas de ateroma (Garrido y Teijon, 2006). Los organismos superiores
sintetizan facilimente colesterol; se sintetizan diariamente un aproximado de 1 g, en tanto

que la dieta promedio suministra solo alrededor de 0.30 g/dia (Choppin,1985).

2.5.2. Biosintesis

Se lleva a cabo en todos los tejidos, pero es mucho mas eficiente en el higado y en érganos
productores de hormonas esteroides como la corteza de las glandulas suprarrenales y las
gonadas. El colesterol es sintetizado por enzimas del reticulo endoplasmico liso y del
citoplasma soluble. Las principales materias primas necesarias para la sintesis de colesterol
son:

a) Acetil CoA, cuyos grupos acetilos proveen todos los carbonos del colesterol

b) ATP, como fuente de energia
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c) NADPH.H+ como proveedor de los equivalentes de reduccion necesarios para el proceso
de sintesis.

La sintesis de colesterol se divide en:

|. Sintesis de mevalonato

II. Conversion de mevalonato en unidades activas de isopreno.

[ll. Formacién de escualeno por condensacion de unidades de isopreno activo.

IV. Ciclizacion de escualeno y transformacion en colesterol.

|. Sintesis de mevalonato.

Las primeras reacciones de la sintesis de colesterol son similares a las reacciones que
conducen a la formaciéon de cuerpos ceténicos. Dos moléculas de acetil CoA reaccionan para
formar acetoacetil CoA en una reaccién catalizada por beta-ceto-tiolasa; el acetoacetil CoA
se condensa con otra molécula de acetil CoA para formar beta-hidroximetil glutaril CoA
(HMGCoA), en una reaccion catalizada por la HMGCOoA sintetasa (enzima citoplasméatica con
actividad similar a la enzima mitocondrial que participa en la cetogénesis). En este punto, las
reacciones de la sintesis de colesterol y de cuerpos cetonicos divergen, mientras en la
cetogénesis la HMGCoA (hidroximetilglutaril CoA) es escindida. Durante la formacién de
colesterol la HMGCoA es reducida por la enzima HMGCOoA reductasa, una enzima localizada
en el reticulo endoplasmico liso, pero con el sitio activo orientado hacia el citosol. Esta
enzima utiliza NADPH.H+ como agente reductor, y es clave en el control fisioldgico de la
sintesis de colesterol; ademas, constituye la clave en el control farmacolégico de la sintesis.
Las drogas estatinas acttan inhibiendo la accién de esta enzima y provocan disminucién en
la sintesis de colesterol. Como resultado de esta reaccion se obtiene acido meval6nico
(mevalonato a pH fisiolodgico). La siguiente etapa en la sintesis de colesterol consiste en la

conversion del 4cido mevalbnico obtenido a unidades de isopreno activo.

II. Conversion de mevalonato en unidades activas de isopreno.

El colesterol es un isoprenoide; este grupo incluye los terpenos y los esteroides, dervados

del isopreno, o metil butadieno.
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Sin embargo, para que las unidades isopreno en el colesterol sean activas metabdlicamente,
es necesario que se encuentren fosforilarlas. Ocurren tres fosforilaciones consecutivas
catalizadas por enzimas kinasas empleando ATP, seguidas por una descarboxilacion y una
defosforilacion, que conducen a la formacion de isopentenil pirofosfato y su isémero,
dimetilalil pirofosfato, formas activas de isopreno (Figura 10).
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Figura 10. Formacién de isopentenil pirofosfato y dimetilalil pirofosfato.

Después de estas fosforilaciones, ocurre una descarboxilaciéon y la formacién de isopentenil
pirofosfato, una de las unidades isoprenoides activas (Figura 11), el cual se isomeriza

adimetilalil pirofosfato, también activo.
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Figura 11. Formacion de isopentenil pirofosfato
33



[ll. Formacién de escualeno por condensacion de unidades de isopreno activas.

Las moléculas de isopreno activo son polimerizadas por distintas reacciones enziméaticas:
dos moléculas de isopreno activo forman geranil pirofosfato de 10 &tomos de carbono, el
cual reacciona con otra molécula de isopreno activo para formar farnesil pirofosfato (15
carbonos); dos moléculas de farnesil pirofosfato formaran un escualeno (30 carbonos). La

enzima escualeno-sintetasa cataliza esta reaccion utilizando NADPH como cofactor.

IV. Ciclizacion de escualeno y transformacion en colesterol.

La enzima oxidoescualeno-ciclasa (o lanosterol-sintetasa) cataliza esta Ultima
transformacion. El lanosterol, ademas del sistema de anillos que constituye el esterano
contiene también hydroxilo en el carbono 3, caracteristico de los esteroles. La introduccion
de este grupo hidroxilo durante la transformacion de escualeno a lanosterol necesita de
NADPH como cofactor. La secuencia de reacciones desde las unidades isoprenoides hasta
el lanosterol se describe en la Figura 12.
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Figura 12. Formacion de lanosterol a partir de isoprenos activos
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Finalmente, el lanosterol, a través de reacciones de eliminacion y saturacién, entre otras,

forma al colesterol (Figura 13).
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Figura 13. Transformacion de lanosterol a colesterol

2.5.3. Regulacion de la biosintesis

El 6rgano donde se regula la sintesis del colesterol es el higado, aunque los niveles en el
plasma pueden modificarse por efecto de la dieta. La sintesis del colesterol se regula por
cambios en la actividad de dos proteinas: el receptor de membrana para LDL y la HMG-CoA
reductasa. La regulacién de la sintesis del colesterol se ejerce al inicio de la ruta metabdlica.
En ratas privadas de alimento la actividad de HMG-CoA reductasa diminuye notablemente, lo
que explicaria la reduccion de la sintesis del colesterol durante el ayuno. Se supone que
existe un mecanismo de retroaccién por el cual la HMG-CoA reductasa es inhibida en el
higado por el colesterol (Garcia,1992). Sin embargo, y dado que no se ha demostrado una
inhibicién directa de la enzima por el colesterol, es posible que éste o un metabolito como el
colesterol oxigenado, puede actuar por represion de la sintesis de reductasa nueva o por

induccién de sintesis de las enzimas que degradan a la reductasa existente.

La sintesis de colesterol es inhibida también por el efecto del complejo de LDL (lipoproteina
de baja densidad)-colesterol captado por medio de los receptores de LDL (receptores apo-B-
100). Tanto en la sintesis del colesterol como en la actividad de la reductasa se manifiesta
una variacion diurna. La administracion de insulina o de hormona tiroidea incrementa la
actividad de HMG-CoA reductasa, en tanto que la de glucagén o glucocorticoides la reduce.
La enzima existe en las dos formas, activa e inactiva, que pueden ser modificadas
reversiblemente por mecanismos de fosforilacion-desfosforilacion, algunos de los cuales

pueden depender de AMPc, y por tanto ser sensibles al glucagon (Molina, 1991).

35



El mecanismo regulador principal es la deteccion del colesterol intracelular en el reticulo
endoplasmico por medio de la proteina SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein) 1
y 2, proteinas que se unen a elementos reguladores de esteroles. En presencia de
colesterol, la SREBP esta unida a otras dos proteinas: SCAP (SREBP-Cleavage Activating
Protein) e Insig-1. Cuando disminuye la concentracién del colesterol en el reticulo
endoplasmico, Insig-1 se disocia del complejo SREBP-SCAP, permitiendo que el complejo
migre al aparato de Golgi, donde SREBP es escindido secuencialmente por S1P y S2P
(proteasas del sitio 1 y 2, respectivamente). El SREBP escindido migra al nucleo celular
donde actia como factor de trascripcion uniéndose al SRE (Sterol Regulatory Element) de
una serie de genes para regular su trascripcién. EI SRE es una secuencia de 10 pares de
bases (5'-ATCACCCCAC-3") localizada en la region 5' no transcrita de algunos genes. Entre
los regulados por el sistema Insig-SCAP-SREBP destacan los genes del receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la hidroxi-metil-glutaril CoA-reductasa (HMG-CoA-

reductasa), la enzima limitante en la via biosintética del colesterol (Lasuncion, 2006).

El conocimiento de estos mecanismos ha permitido abordar la fisiopatologia de diversas
enfermedades humanas como la enfermedad vascular aterosclerética, causa del infarto

agudo al miocardio y los accidentes cerebrovasculares (Valenzuela y Morgado, 2006).

2.5.4. Transporte y excrecion

El colesterol, junto con los triglicéridos y los fosfolipidos, son compuestos hidrofébicos que se
transportan en los liquidos corporales unido a proteinas, en forma de agregados
macromoleculares o lipoproteinas. El colesterol hepatico de origen exégeno, procedente de
la dieta, llega hasta el hepatocito vehiculizado en los residuos de quilomicrones. El colesterol
endégeno, por su parte, es sintetizado en la célula hepatica a partir del acetil-CoA
procedente de azucares, acidos grasos y aminoacidos. Una parte del colesterol endégeno
deja al higado en forma de LDL para regresar formando parte de diferentes lipoproteinas y
remanentes de las mismas; su incorporacion esta mediada por receptores especificos. El
colesterol de los tejidos llega al higado a través de lipoproteinas (LDL, IDL y HDL).
Finalmente, el exceso de colesterol hepatico actia como mecanismo de autorregulaciéon y es
excretado en la bilis como tal o en forma de &cidos biliares (Figura 14) (Garrido y Teijén,
2006).
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Figura 14. Transporte y conversion de las grasas

2.5.5. Funciones del colesterol

e Estructural. El colesterol es un componente fundamental de las membranas
plasméaticas de los animales. Aunque este compuesto se encuentra en pequefia
cantidad en las membranas celulares, en la membrana citoplasmatica esta en una
proporcion molar 1:1 con relacién a los fosfolipidos, regulando sus propiedades
fisicoquimicas, en particular la fluidez. Sin embargo, el colesterol se encuentra en
muy baja proporcién en las membranas subcelulares.

e Precursor de vitamina D. Esta se sintetiza a partir del colesterol, mas que una
vitamina, es una hormona por las funciones que desempefia en el metabolismo del
calcio.

e Precursor de las hormonas sexuales. A partir del colesterol se sintetiza la
progesterona, los estrogenos y la testosterona.

e Precursor de las hormonas corticoides, como el cortisol y la aldosterona.

e Precursor de las sales biliares. El higado también excreta colesterol a través de la
bilis y a veces forma calculos en la via biliar, lo que se denomina litiasis biliar
(Fernandez, 1994).
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2.5.6. Metabolismo de quilomicrones

Los quilomicrones se sintetizan en las células de la mucosa intestinal a partir de los lipidos
de la dieta. Durante la sintesis de proteinas, la apo B-48 en el reticulo por accién de la MTP,
incorporan triglicéridos a la proteina asi como otros lipidos y apolipoproteinas A para
constituir un quilomicrén, que es dirigido hacia la membrana basolateral y segregado por
exocitosis. La sintesis y secrecién de quilomicrones estan directamente ligadas a la tasa de
absorcion de lipidos de la dieta. Cuando la dieta carece de grasas se sintetizan
quilomicrones pequefios (de menos de 100 nm) a una tasa de 4 g de triglicéridos por dia. Por
el contrario, si la dieta es rica en grasas esta tasa aumenta hasta 75 veces a costa de un
incremento del nimero y tamafio de quilomicrones sintetizados que puede llegar a ser hasta
500 nm. A través de la linfa los quilomicrones alcanzan la circulaciéon sanguinea a la altura
del conducto toracico. Una vez en la sangre en esta etapa nacientes adquieren
apolipoproteinas C y E de las HDL en un mecanismo de intercambio por fosfolipidos, y se
desprenden de la apo A-IV. La presencia de apo C-Il permite que los quilomicrones maduros
puedan ser sustrato de la LPL, que hidroliza sus triglicéridos y facilita el suministro de acidos
grasos a los tejidos subyacentes. Al perder triglicéridos localizados en su interior, el
quilomicrén se distorsiona, lo cual es compensado por la pérdida de componentes de
superficie (fosfolipidos y apolipoproteinas) que se afladen a las HDL. Como resultado final,
se forma un quilomicrén residual de menor tamafio, parcialmente enriquecido con ésteres de
colesterol al haber perdido triglicéridos, pero conservando la apo B-48 y parte de otras
apolipoproteinas originalmente presentes. La presencia de apo E permite que los
quilomicrones sean reconocidos por los receptores hepaticos LRP que median su captacion
por endocitosis y, con ello, su eliminacién final del plasma. Este Ultimo proceso esta facilitado
por la accion de la lipasa hepatica endotelial e inhibido por un exceso de apolipoproteinas C
en la particula. El ciclo de produccién y eliminacion de un quilomicron en el plasma se
prolonga en el orden de minutos (el recambio medio de los triglicéridos en los quilomicrones
es de 7 min). En condiciones fisiolégicas normales so6lo se detectan estas lipoproteinas

durante el periodo de absorcion (Ginsber, 1998).

Si hay deficiencia de LPL y apo C-ll, se acumulan los quilomicrones en el plasma,
desarrollandose la hiperlipidemia tipo | o hiperquilomicronemia, con elevaciéon en la

concentracion plasmatica de triglicéridos y disminucion de las concentraciones de LDL y de
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HDL. En la deficiencia de apo E, o en homocigosis de apo E2, asi como en la deficiencia de
HL, se acumulan quilomicrones residuales; esto permite concluir la importancia de la
apolipoproteina y de la lipasa hepética en este metabolismo. Contrariamente, en el caso de
deficiencia de receptor LDL no se altera la cantidad de quilomicrones residuales, lo que
indica la importancia del papel de LRP ese proceso. Los quilomicrones, por tanto,
transportan los acidos grasos de la dieta a los tejidos periféricos y el colesterol al higado,
junto con la vitamina E y la vitamina A; esta Ultima en forma de acetato de retinol, en un
proceso tienen un papel principal la LPL y el receptor LRP y por otro las apolipoproteinas B-
48, C-ll y E (Diamante y col., 2003).

2.5.7. El colesterol en lareproduccion de bovinos

El colesterol y los fosfolipidos afectan la estabilidad de membrana y tienen influencia en la
capacidad fertilizante de los espermatozoides. Una mayor relacion colesterol/fosfolipidos en
el fluido del istmo, estabiliza la membrana plasmatica del espermatozoide inhibiendo la
reaccién acrosdmica; este hecho apoya el concepto de que el istmo funciona como un sitio
de reserva de espermatozoides. La menor relacion colesterol/fosfolipidos hallada en el fluido
ampular desestabiliza la membrana del espermatozoide promoviendo su capacitacién y
reaccién acrosdmica en el momento y lugar adecuado del ciclo estral para una fertilizacion
adecuada. La Tabla 3 indica los concentracibn de colesterol en algunas especies
(Bush,1982).

Tabla 3. Rango de concentracion de colesterol en algunas especies (mg/dL) (Bush,1982)

Perro Gato Caballo Vaca Cerdo Oveja Cabra
115.6- 71.3- 70.9- 62.1- 81.4- 44.1- 64.6-
253.7 161.2 141.9 192.5 134.3 90.1 136.4

En la mayoria de los animales se observan niveles elevados de colesterol después de
alimentarse con grasa o en casos de disfuncién hepatica, incluyendo la obstruccion del
conducto biliar. La destruccion de las células hepaticas tiene como consecuencia una

disminucién en la actividad metabdlica del higado; es mas marcada la disminucién en la
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concentracion del colesterol durante la sintesis, por lo que los niveles en sangre aumentan.
En casos de hipotiroidismo, los niveles de colesterol aumentan debido a que la carencia de
hormonas tiroideas reduce principalmente la actividad metabdlica de las células hepéticas
(Pirich, 2000).

Al suplementar grasa en la dieta aumenta el aporte de energia, esto puede reducir el balance
energético negativo y tiene un efecto positivo sobre la actividad reproductiva. La respuesta
positiva se refleja como mayor concentracion plasmatica de progesterona, mayor tamafo del
foliculo ovulatorio, mayor numero de foliculos ovéricos, control sobre la regresion del cuerpo
luteo, y mejora en los indices de concepcién y prefiez (Mc Namara, 1987). Lammoglia y col.
(1996) llevaron a cabo un estudio en donde se alimentaron 37 vacas con dietas a tres
concentracion de acidos grasos (3.74, 5.20 y 6.55%); el colesterol medido postparto fue mas
alto en los animales que recibieron la dieta con una concentracion alta de 4cidos grasos con
respecto de las vacas que recibieron las otras dietas. Se requiere progesterona para el
establecimiento y el mantenimiento de la prefiez, y el cuerpo lateo es su principal fuente. El
colesterol plasmaético, precursor de la sintesis de progesterona, aumenta durante la lactacion
temprana cuando se suplementa con grasa, pudiendo ser suficiente para asegurar la
concepcion (Childs y col., 2008). En conclusién, la grasa de la dieta influye en la
concentracion de colesterol y, a través de éste, sobre las hormonas esteroideas antes del
parto; ademas influye en el peso del ternero al nacimiento y en la poblacién folicular
postparto (Butler, 1991).

2.6 Pectina

Los tejidos de las partes comestibles de frutas y vegetables consisten en células
parenquimatosas que contienen una lamina media formada principalmente de pectina; esta
presente una pared primaria, la cual es un gel firme de pectina, celulosa, hemicelulosa y
proteinas, y en algunos casos también hay una pared secundaria con abundancia de
celulosa y hemicelulosa. Las sustancias pécticas constituyen la pared celular de las plantas,
son un grupo de compuestos que incluyen protopectina y acidos péctinicos. Al conjunto de
todos estos compuestos se les llama pectinas. En frutas y verduras las pectinas constituyen
un factor determinante de la textura y firmeza, y por tanto de la calidad del producto (Valdés,

2006). El ablandamiento caracteristico de las frutas al alcanzar la madurez se debe al
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aumento de las enzimas pectinoliticas, que esta controlado fisiolégicamente por la planta: la
pectinesterasa y la poligalacturonasa (Schwimmer, 1981).

2.6.1. Estructuray funcion

La estructura béasica de la pectina es una cadena de &cido anhidro-D-galacturénico con
uniones o(1--->4), con algunos grupos carboxilo (COOH) metilados. Entre mayor sea el
grado de metilacion (GM) menor es la temperatura a que se forma el gel. La pectina
comercial, obtenida por extraccion con acido de céscara de citricos tiene menos de 50% de
los grupos carboxilos metilados (GM<50); se usa para la fabricacion de jaleas y mermeladas
con altas concentraciones de azucar. Un GM=74 se usa para la formacion rapida de geles en
jaleas y mermeladas en que se requiere una distribucion homogénea del gel. Por tanto, las
pectinas comerciales pueden ser de alto o bajo grado de metilacion (Figura 15) (Jane, 2000).

Figura 15. Pectina con: a) bajo grado de metoxilos; b) alto grado de metoxilacion

Aunque las pectinas son solubles en agua, el grado de metilacion afecta a diversas
propiedades, incluyendo su solubilidad, la cual es inversamente proporcional al grado de
metilacion (Willats y col., 2006). Las unidades de acido galacturénico esterificadas con metilo
tienen la facilidad de romperse en la unién a; el grupo COOH es donador de electrones
mientras que el carboxilato no lo es, por tanto si se saponifica antes de la eliminacion, la
cadena permanece intacta. Se necesita un medio acido para la gelificacion de las pectinas;

las pectinas con alto GM pueden formar uniones electrostaticas entre los grupos COOH y OH
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de las cadenas a pH acido (2.0 a 3.5); el resultado es un mejor gelificacion. La adicién de
sales de calcio como CacCl, en pectinas con bajo GM forma entrecruzamiento entre cadenas,
promoviendo la gelificacion (Jane, 2000). Esta propiedad se emplea para aumentar la

firmeza en algunos vegetales para los que se desea mayor firmeza.

2.6.2. Efecto de las enzimas pectinoliticas

Las enzimas que hidrolizan a las pectinas son de tres tipos: poligalacturonasas, pectatoliasas
y pectinesterasas. Las poligalacturonasas rompen los enlaces glucosidicos a(1-4) mediante
hidrdlisis, creAndose dos moléculas similares a la original aunque de menor tamafio debido a
la aparicion de una nueva terminal reductora. Las pectatoliasas rompen también enlaces a(1-
4) , pero mediante un mecanismo de B-eliminacién que genera un A-4,5 urénido insaturado.
Las pectinesterasas rompen el enlace éster, reduciendo el grado de metilacion; por lo que no
son enzimas pectinoliticas en sentido estricto, pero su accién facilita el ataque posterior de

otras enzimas.

2.6.3. Efecto de la pectina en dietas para animales y humanos

La administracion de pectina en la dietas para animales de laboratorio y para humanos en el
metabolismo de los lipidos tiene efecto similares, aunque el mecanismo es todavia confuso.
Esta adiciébn da como resultado un incremento en la excrecion fecal de acidos biliares y
grasa total, disminuyendo también el colesterol en suero sanguineo (Tsai, 1976). Se sugiere
gue la eficacia de la pectina para disminuir la concentraciéon de colesterol en sangre se debe
a la presencia de sustituyentes metoxilo lo que produce un gel viscoso (Ershoff, 1962); otros
autores concluyen que el aumento de viscosidad en el intestino delgado, debido a la
presencia de pectina, reduce la hipocolesterolemia (Kay, 1977), lo que ocurre al unirse a los
acidos biliares y facilitar su expulsion junto con las heces, y contribuye a la disminucion del
riesgo de aparicion de diferentes enfermedades cardiovasculares (Jackson, 2007). Lin (1957)
encontr6 que el suministro de pectina a ratas aumenta la excrecion fecal de lipidos,

colesterol y acidos biliares.

Al incrementarse la viscosidad por el alto grado de metoxilacion, disminuye la formacion de

micelas y se reduce el movimiento de B-caroteno en las células de absorcién; en
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consecuencia disminuye el efecto de conversion de B-caroteno a vitamina A (Erdman, 1986).
Gronowska-Senger y col. (1981) indicaron que la fibras dietéticas de varios tipos, incluida la
pectina, suministrada en niveles altos en la dieta (5 -20%) disminuyen la utilizacién de B-
carotenos en la rata. En pollos se encontré que el grado de metoxilacion de la pectina se
correlacion6 positivamente con el grado de reduccion en la utilizacion de [B-caroteno
(Erdman, 1986); lo que se comprob6 al suministrar pectina de manzana y de citricos, de alto
GM.

Se han reportado efectos adicionales del suministro de pectina. Jackson (2007) indica la
disminuciéon de hasta 40% de células cancerigenas en préstatas expuestas a la pectina.
Leveille y Sauberlich (1966) realizaron estudios in vitro, encontrando que la pectina
disminuye el transporte de acido taurocodlico a través de sacos invertidos intestinales y

teniendo alguna afinidad para las sales biliares.

Se han realizado también investigaciones sobre el efecto de inclusion de pectina en dietas
para humanos sobre la grasa y la excrecion de esteroides, aunque los mecanismos de
accion no han sido aclarados. Kay y col. (1977), estudiando la administracién por via oral de
pectina en forma de gel por un periodo de 21 dias a hombres y mujeres, encontraron una
disminucion de 5% de colesterol en suero y 13% en plasma. También se observé la
disminucion de hasta 44% de la excrecién de grasa en heces, 17% de esteroides neutrales y
33% de &cidos biliares. Sin embargo, no hubo efecto en la concentracién de triglicéridos.
Otros investigadores (Palmer y Dixon, 1996) reportaron la disminucién de 2 a 6% de
colesterol en plasma al suministrar 2 a 10 g diarios de pectina por 2 semanas y con el
suministro de 3 g/dia durante 2 semanas se obtuvo una reduccion de 12% de colesterol en el

plasma.
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3. HIPOTESIS

Los carotenoides de los forrajes verdes presentan alta absorcion a nivel intestinal en

bovinos, la cual puede ser disminuida con el suplemento de pectina.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Estudiar el efecto del suministro de pectina en la desaparicion y digestibilidad de

carotenoides, con el fin de disminuir el color amarillo de la grasa de la canal en bovinos.

4.2. Objetivos especificos

1. Estudiar la desaparicion de carotenoides en pruebas de degradabilidad in situ a través del

paso de bolsas mdviles en el intestino delgado y grueso.

2. Estudiar la digestibilidad y absorcion de B-caroteno y pectina en el canal gastrointestinal

de bovinos

3. Estudiar el efecto del suplemento de pectina en la dieta en la concentracién de colesterol

en suero sanguineo.
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5. MATERIALES Y METODOS

El estudio se dividi6 en dos partes. La primera consisti6 en la seleccion y andlisis
bromatoldgico de pastos tropicales comunes en México. Se seleccioné al pasto Estrella
africana (Cynodon plectostachyus), ya que es de uso mas comun en el trépico de México,
tolera bien el calor, la sequia y los suelos de baja calidad; resiste los suelos &cidos y los
salinos; en general, prospera en una amplia gama de suelos que se encuentran en el trépico
mexicano y presenta una rapida recuperacion después del corte. Por su potencial productivo
se encuentra entre los pastos con mayor produccion de materia seca durante un ciclo anual.

Este forraje se uso6 en los experimentos llevados a cabo posteriormente.

La segunda parte del estudio consisti6 en pruebas metabdlicas digestivas, con el fin de
evaluar el efecto de la pectina depositada en el duodeno, como un material antagonista de

los pigmentos, para disminuir su absorcion intestinal.

5.1. Primera parte. Analisis de forrajes tropicales y degradabilidad in situ del
pasto Estrella

5.1.1. Lugar de recoleccion

Las muestras de forraje se recolectaron en el rancho “El Torredn”, propiedad de la
Universidad Veracruzana, en el Estado de Veracruz, y en el rancho “El Descanso” del
municipio de Balancan de Rodriguez, Estado de Tabasco. En ambas entidades federativas

se presenta la grasa amarilla en las canales bovinas.

5.1.2. Forrajes

Se tomaron 15 muestras por cada tipo de forraje, de 21 a 25 dias de rebrote prefloracién con
un corte a ras de suelo. Las variedades de especies de gramineas forrajeras mas empleadas
en la regién, de las cuales se obtuvieron muestras fueron:

1. Pasto Pangola (Digitaria decumbens)

2. Pasto Estrella (Cynodon plectostachyus)

3. Pasto Insurgentes (Brachiaria brizantha)
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4. Pasto Tanzania (Panicum maximun)

5. Pasto Llanero (Andropogon gayanus)

Se muestre6 de manera sistematica para evitar cortar el forraje por mas de una vez en el
mismo lugar. Las muestras fueron colectadas en al menos 7 areas diferentes dentro de cada
area, éstas fueron guardadas en bolsas de plastico negras para protegerlas de la luz y
reducir al minimo la destruccion de los pigmentos presentes. Posteriormente las muestras se
conservaron en una hielera a 3-4°C y se transadaron inmediatamente al Laboratorio de

Fisiologia Postcosecha del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

En el laboratorio, las muestras de forrajes se cortaron con tijeras en fracciones de menos de
3 mm de longitud, con iluminacién minima para la proteccion de los pigmentos. Terminado el
corte se colocaron las muestras en frascos dmbar y se mezclaron vigorosamente con el fin
de obtener un material homogéneo, con un peso aproximado de 50 g. Los frascos se
almacenaron a -20°C hasta sus analisis bromatoldgicos, contenido de 3-caroteno, y clorofilas
ay b (inciso 5.3). Los analisis bromatolégicos se realizaron en el laboratorio de Nutricién
Animal del area de Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, y la
concentracion total de carotenos se realizd en el Laboratorio de Fisiologia Postcosecha del

Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

5.1.3. Degradabilidad in situ

5.1.3.1. Lugar de estudio

La prueba de degradabilidad in situ se realiz6 en la unidad metabdlica del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, ubicada en el km 36.5 de la carretera México-Texcoco,

Estado de México.

5.1.3.2. Animales y alimentacidn

Cuatro novillos Holstein (384 £ 60 kg) canulados en rumen y duodeno, fueron utilizados para
evaluar la funcién digestiva con la técnica in situ. Las cirugias se realizaron 3 meses antes

del inicio del experimento implantando canulas de rumen y duodeno que fueron fabricadas
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con tubos de Tygon-R3603®. Las cirugias se realizaron con un protocolo de manejo
adecuado en los animales facilitando el bienestar y menor estrés posible con un tiempo de
recuperacion de 15 a 20 dias para dar inicio a la adaptacion de la fase experimental. El
protocolo para la preparacion quirdrgica, el mantenimiento y manipulacion de los novillos fue
el aprobado por el cirujano veterinario del Colegio de Postgraduados. Los novillos fueron
alojados en jaulas metabdlicas individuales de 2.42 x 3.74 m. Posteriormente se
desparasitaron con Ivermectina (Ilvomec® Bovinos/Ovinos, Laboratorio Merial, México). Los
animales contaban con libre acceso a agua, la ingesta de materia seca de alfalfa henificada

se calculb en 3% del peso corporal; se alimentaron diariamente a las 8 y 18 horas.

5.1.3.3. Incubacion de forraje en el rumen

Se emplearon bolsas de nylon de 20 x 10 cm y de 5 x 3 cm, ambas de 47 u de tamafio de
poro; cada bolsa fue pesada e identificada; a las de mayor tamafio se les colocé en su
interior 7 g y a las de menor tamafio 1.2 g de muestras de pasto estrella (Cynodon
plectostachyus); se cerraron con hilo de poliseda. Para obtener muestras a la hora cero, se
separaron 10 bolsas de 20 x 10 cm conteniendo pasto estrella antes de la incubacion en el
rumen; se lavaron con agua corriente y se almacenaron en congelaciéon (-20°C) hasta su
andlisis. El resto de las bolsas conteniendo al forraje se fueron introduciendo a incubacién
por 12, 24, 48 y 72 h en el rumen, empleando 10 repeticiones para las bolsas de mayor
tamafio y 20 repeticiones para las de menor tamafio (2 repeticiones por cada animal). Las
bolsas se introdujeron unidas a una cadena con el objetivo que flotaran en el fluido ruminal;
estas se retiraron tirando de la cadena. Las bolsas de nylon de 20 x 10 cm se lavaron
repetidamente con agua corriente hasta que eliminar todo residuo de liquido ruminal; las

bolsas de 5 x 3 cm se emplearon para continuar con el estudio de digestibilidad.

5.1.3.4. Incubacion de forraje en el intestino

La desaparicion de nutrientes durante el paso por el intestino se determin6 mediante la
técnica de bolsas moviles, reportada por De Boer y col. (1987). Terminada la incubacién en
el rumen por 12, 24, 48 y 72 h de las bolsas méviles de 5 x 3 cm, estas se introdujeron en
condiciones que simulaban la digestién abomasal (Anexo 1). Posteriormente, se introdujeron

5 bolsas en la canula del duodeno cada 15 min hacia el intestino delgado, totalizando 20

a7



bolsas. Estas bolsas fueron recuperadas y recolectadas después de 12 a 14 h en las heces;
se colocaron en recipientes con agua fria (aproximadamente 6-10°C) con el objeto de
detener la actividad microbiana y se lavaron para retirar los residuos externos. Las muestras
de forraje de las bolsas recolectadas en las heces se conservaron en frascos ambar a -20°C

hasta su andlisis.

5.2. Segunda Parte. Digestibilidad in vitro y estudio del metabolismo digestivo
con dosificacion de B-caroteno e infusion de pectina via duodenal

5.2.1. Digestibilidad in vitro

5.2.1.1. Lugar de estudio

La extraccién del liquido ruminal para esta parte del estudio se llevé a cabo en la Unidad
Metabdlica del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México.
La incubacion del forraje en el liquido ruminal y la determinacién de la digestibilidad de la
materia seca se llevaron a cabo en el laboratorio de Bioquimica de Macromoléculas de la
Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa. El analisis de las muestras para la
determinacion de la concentracion total de carotenos se realizé en el Laboratorio de
Fisiologia Postcosecha del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Otros analisis
cromatogréficos se llevaron a cabo en el laboratorio de Bioguimica de Macromoléculas de la

Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.

5.2.1.2. Animales y Alimentacién

El liquido ruminal utilizado provenia de 4 novillos Holstein con un peso promedio de 320 + 35
kg, de 11 meses de edad, fistulados con canula Tygon-R3603®. Veinte dias antes de la
extraccion se les proporcion6 como alimento rastrojo de maiz molido (criba de 2.5 cm), en
una proporcion de 3% de su peso vivo. En México es comun la utilizacion del rastrojo de
maiz como alimento para rumiantes, posee un bajo nivel de nutrientes y mediana

digestibilidad; carece de pigmentos y es muy tosco debido a su estado de lignificacion.
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5.2.1.3. Incubacioén de forraje
El forraje utilizado fue alfalfa henificada (Medicago sativa). La digestibilidad in vitro de
materia seca y los carotenoides presentes se analizaron en muestreos a las 0, 12, 24, 48y

72 h por el método reportado por Tilley y Terry (1963), mediante el siguiente proceso:

Obtencion del liguido ruminal

Se extrajeron 2 L de liquido ruminal de cada uno de los cuatro novillos canulados. Cada
muestreo de liquido se decantdé manualmente a otro recipiente con el fin de eliminar las
particulas grandes de alimento y se conservo en un termo a 39°C. Posteriormente en el
laboratorio se filtré6 con una malla de tela de 0.05 mm y se agreg6 3 g de urea y el liquido se

transfiri6 en matraces Erlenmeyer cubiertos con papel aluminio, a 39°C.

Preparacion de muestras para andlisis de digestibilidad in vitro y carotenoides totales del
forraje

Se pesaron 0.5 g de alfalfa henificada (Medicago sativa). Esta muestra se coloc6 en un tubo
de centrifuga; se adicionaron a cada tubo 50 mL de saliva de McDougall, la cual se
considera el sistema amortiguador que llena los requisitos de estabilidad de pH y
requerimientos minerales de los microrganismos ruminales (Anexo 2); en seguida se
agregaron 5 mL de liquido ruminal. Con el fin de propiciar las condiciones de anaerobiosis
necesarias, se suministrd una corriente de diéxido de carbono en la superficie del tubo por
15 seg, y se cerrd inmediatamente con tapones de corcho. Al tapén se insertaron dos agujas
de 21 x 32 mm para permitir la salida de gas sin que se afectara la fermentacion. El blanco
consistié en tubos de centrifuga con los mismos reactivos y condiciones, sin agregar la
muestra de forraje. Los tubos se incubaron a 39°C en un bafio maria. Las muestras se

analizaron por triplicado.

Con el fin de dispersar las particulas presentes, los tubos se agitaron suavemente durante la
incubacién cada 2 h durante las primeras 8 h, después cada 4 h durante 24 h y cada 12 h
hasta el final del experimento. Al concluir la etapa de incubacion, el contenido de los tubos se
filtré al vacio a través de papel Whatman 541; el residuo en el papel se sec6 a 60°C por 24 h
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en una estufa marca Felisa (México D.F.), posteriormente se coloc6 en un desecador para
enfriar a temperatura ambiente (aproximadamente 18°C), se pes6 en una balanza analitica
Explores OHaus (Ohio, USA). La digestibilidad de materia seca se obtuvo de la siguiente

ecuacion:

MSI — (MSR-MSRB)
% MSD = x 100 1)

Materia seca inicial

donde:

MSD: Materia seca digerible
MSI: Materia seca indigerible
MSR: Materia seca residual

MSRB: Materia seca residual del blanco

Para el analisis de carotenoides totales las muestras y el papel filtro Whatman 541 se
colocaron en un frasco ambar y se almacenaron a -20° C para su posterior extraccion y

analisis.

5.2.2 Prueba de digestibilidad metabdlica

5.2.2.1 Lugar de estudio

Esta fase del estudio se llevé a cabo en la Unidad Metabdlica del Colegio de Postgraduados,
Montecillo; los analisis bromatoldgicos de las muestras se llevaron a cabo en el laboratorio
de Nutricién Animal del Area de Ganaderia, Colegio de Postgraduados. El analisis de las
muestras de los pigmentos (B-caroteno y clorofilas a y b) y de colesterol se realizaron en el
laboratorio de Bioquimica de Macromoléculas de la Universidad Autbnoma Metropolitana,

Unidad Iztapalapa.
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5.2.2.2 Animales

Se utilizaron 4 novillos Holstein con un peso promedio de 462.5 kg, con canula ruminal y
duodenal, alojados en corraletas individuales de 2.42 x 3.74 m, con sombra y una area
soleada, comedero y bebedero; se evitaron las corrientes de aire considerdndose la
ventilaciéon en las corraletas adecuada para evitar la acumulacion de amoniaco y prevenir la
irritacion de los ojos y vias respiratorias. El mantenimiento y manipulacion de los novillos fue
supervisado por el Médico cirujano veterinario del Colegio de Postgraduados. El alimento se
suministré dos veces al dia (7 y 19 horas), con un consumo aproximado total por dia de 9.6
kg (MS). La dosis de 6xido de cromo como marcador para medir la digesta se calculé en
0.4%. La dosis se dividié en 2 partes y se suministré en cada hora de comida directamente
en la canula ruminal, inmediatamente después de suministrar el alimento; el consumo de
este elemento fue 38.41 g/dia/animal. Se calculé en cada periodo experimental la materia
seca de la dieta suministrada a los animales, obteniendo submuestras y preparando un

compuesto del alimento.

5.2.2.3. Distribucién de tratamientos-animales

Se estudio el efecto de B-caroteno en interacciébn con pectina. En la primera etapa, los 4
becerros Holstein consumieron la dieta basal de heno de alfalfa . La estrategia experimental

consistio en la aplicacion de los siguientes tratamientos:

Dieta basal + cromo (marcador de digestibilidad) + B-caroteno (3 g)
Dieta basal + cromo + 3-caroteno (3 g) + pectina en dosis baja (0.004%)

Dieta basal + cromo + 3-caroteno (3 g) + pectina en dosis media (0.01%)

e

Dieta basal + cromo + 3-caroteno (3 g) + pectina en dosis alta (0.02%)

Estos se aplicaron en cuatro periodos (Anexo 3). Cada periodo consistio en 10 dias de
adaptacion y 5 dias de muestreo. Los porcentajes de pectina se calcularon con base en el
peso vivo del animal; los tratamientos fueron suministrados durante el periodo de adaptacion
y de muestreo. La pectina se introdujo al duodeno via canula; el cromo y B-caroteno fueron
administrados directamente en la canula del rumen. El B-caroteno, con 30% de pureza, fue

de la marca Alfadeita™® (Estado de México).
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5.2.2.4. Recoleccién de liguido ruminal

El liquido ruminal se colectd 3 h postprandial, en el primero y el Ultimo dia de cada periodo
experimental, extrayendo directamente de la canula ruminal. Se obtuvieron 400 a 500 mL de
cada becerro. Las muestras se depositaron en vasos de precipitado y se llevaron al
Laboratorio de Nutricion Animal del Colegio de Postgraduaods, en donde se filtraron con una
malla de poro aproximado de 0.05 mm; en el filtado se midié pH y acidos grasos volatiles y

se almacend a -20°C en frascos cerrados, hasta su analisis.

5.2.2.5. Coleccion de muestras de fluido duodenal y materia fecal

La coleccién de muestras fecales y duodenales se llevé a cabo 1.5 h postprandial durante 5

dias. Las horas de este muestreo se distribuyeron de la siguiente manera:

Tabla 4. Horario de coleccion de muestras
de liquido duodenal y materia fecal

Horas

Dia

AM PM
1 6:45 12:35
2 9:05 2:55
3 7:55 1:45
4 11.25 5:15
5 10:15 4:05
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La muestra de contenido duodenal se tomoé directamente de la canula recibiendo el liquido
en un recipiente de plastico; se recolectaron aproximadamente 400 mL por muestra. Estas se
almacenaron a -20°C en recipientes de plastico con capacidad de 3 L hasta su uso. Las
muestras de contenido fecal se seleccionaron evitando contaminacién con alimento, polvo,
pelo del animal, etcétera; se colectaron 200 g de heces aproximadamente en cada muestra,

las cuales se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

5.2.2.6 Muestreo de sangre

Se tomaron muestras de sangre antes del periodo experimental, y en el ultimo dia de cada
periodo. Cada muestra consistio en 10 mL, extraida de la vena coccigea por puncion con
agujas y tubos Vacutainer; los tubos contenian 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) como
conservador. Las muestras fueron almacenadas en una hielera, a 4°C aproximadamente; se
transportaron inmediatamente al Laboratorio de Nutricibn Animal donde se centrifugaron a
3000 rpm por 4 min. Se observé que el plasma sobrenadante y el suero estuvieran
transparentes, limpios y sin restos de hemdlisis. Finalmente, el plasma se conservé a -20° C

hasta su analisis.

5.3. Métodos analiticos

Todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado

5.3.1. Humedad y materia seca

Se pesaron 2 g de muestra en charolas (previamente llevadas a peso constante a 60°C por 2
h, y taradas) en una estufa (Riossa"?, México D.F); las muestras se secaron a 60°C por 24 h.
Después de este tiempo se colocaron en un desecador hasta alcanzar la temperatura
ambiente (aproximadamente 18°C). Las charolas con las muestras se pesaron en una
balanza analitica Explorer OHaus. El calculo de humedad y de materia seca se obtuvo de la

siguiente ecuacion:
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Pérdida de peso ()
% humedad = x 100 2)

Peso muestra (g)

% materia seca = 100 — % humedad 3)

El material seco se almacend en un desecador para ser usado en la determinacion del
extracto etéreo. Todas las subsecuentes determinaciones fueron analizadas y expresadas en

porcentaje de la muestra en base seca.

5.3.2. Cenizas

Se llevo a cabo siguiendo el método descrito por AOAC (1975). Se emplearon crisoles a
peso constante (100°C por 12 h) en una estufa Riossa™®, se almacenaron en un desecador
hasta alcanzar la temperatura ambiente. En los crisoles frios y tarados, se pesaron muestras
de 2 g y se colocaron en una mufla en donde se increment6 gradualmente la temperatura
hasta llegar a 500°C, en donde se mantuvo por 12 h. Los crisoles con muestra se enfriaron
dentro de la mufla hasta 100°C, se pasaron a un desecador hasta alcanzar la temperatura
ambiente y se pesaron. La cantidad de cenizas y de materia organica se calcularon con las

siguientes ecuaciones:

% cenizas = (peso crisol + muestra ) — (peso crisol + cenizas) X 100 4)

peso de la muestra

% materia organica = %materia seca - %cenizas (5)

5.3.3. Contenido de grasa cruda

La extraccion de grasas se realizé con un equipo Goldfish (Labconco, Nueva cork, Estados
Unidos), segun la técnica reportada por AOAC (1990). Se llevaron los vasos de precipitados
a peso constante (110°C por 1 h); las muestras de 2 g, secada como se indica en el inciso
5.3.1, se colocaron en estos vasos junto con 25 mL de éter etilico. Los vasos se fijaron a los

condensadores con un anillo de rosca. Se llevd a cabo la extraccién, cuidando que se
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condensaran 5 a 6 gotas/seg, con un tiempo total de opercion de 6 h (puede emplearse una
velocidad de condensacion de 2 a 3 gotas/seg, en cuyo caso la operacion toma un tiempo
total de 16 h). Concluida la extraccién, las muestras se secaron en una estufa a 110°C por 30
min para evaporar los residuos de éter. Se enfriaron en un desecador y pesaron. El

porcentaje de extracto etéreo en base seca, se calcul6 con la siguiente ecuacion:

g exracto etéreo
% exracto etéreo (base seca) = x 100 (6)
g muestra

5.3.4 Contenido de proteina

Se analizé por el método de Kjeldahl (AOAC, 1975), el cual consiste en convertir el nitrdgeno
presente en sulfato acido de amonio durante la digestién de la materia organica con &cido
sulfarico y calor en la presencia de un catalizador. Cuando la materia organica se ha
digerido, la solucién se neutraliza con hidréxido de sodio liberdndose amoniaco, el cual es
destilado por arrastre de vapor, disolviéndose en una solucién de acido bérico para formar un
complejo boro-amoniaco (tetraborato de amonio). La cuantificacién del nitr6geno se lleva a
cabo al titular la solucién boro-amoniaco con &cido clohidrico 0.1 N, formando un equivalente
de sulfato-amoniaco (sulfato de amonio); 1 mL de &cido clohidrico 0.1 N neutraliza 0.014 g
de nitrégeno en forma de i6bn amonio. Las muestras (0.5 g) se colocaron en el matraz de
micro Kjeldhal; se adicionaron 1 g de catalizador (mezcla catalizadora: 96 g de sulfato de
sodio, 3.5 g de sulfato de cobre y 0.5 g de selenio negro) y 3 mL de H,SO, concentrado. La
mezcla se digiri6 hasta que la solucién fue transparente, se enfrid a temperatura ambiente y
se transfirid a un destilador, lavando el matraz con una minima cantidad de agua destilada.
La mezcla se neutraliz6 con 12 mL de NaOH (NaOH al 40%: 0.800g de NaOH/2 L de agua
destilada); se destilaron aproximadamente 30 mL, recogiendo por burbujeo en 6 mL acido
bérico al 4%, con una solucién indicadora (20 mg de rojo de metilo+100 mg de verde de
bromocresol, aforado a 100 mL con alcohol etilico al 96%). La solucién obtenida se titul6 con
HCI 0.1 N, hasta el cambio de color verde a rosado claro. La cantidad de nitrégeno total en la

muestra se obtuvo de la siguiente ecuacion:
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(volumen HCI) (N HCI) 1.4
% N total — (7)
peso de la muestra

La cantidad de proteina se calculé6 multiplicando el porcentaje de nitrégeno por un factor de
6.25.

5.3.5. Fibra detergente neutra (FDN)

La cantidad presente de pared celular, o fibra detergente neutra (FDN), fue determinadas
empleando un equipo de fibra cruda marca Labconco™ (Kansas City, Estados Unidos). Los
reactivos empleados y el método aplicado se detallan en el Anexo 4. Se siguié el método

reportado por Van Soest (1970).

5.3.6. Fibra detergente acido (FDA)

Este analisis se llevo a cabo en las muestras de alimento siguiendo el método de deteccién
de lignocelulosa (Van Soest, 1972). Se utilizaron reactivos, equipo y métodos similares a

FDN, con las diferencias detalladas en el Anexo 5.

5.3.7 Cromo

Se determiné con el método reportado por Williams (1962). Las muestras de liquido
duodenal y heces, recolectadas y conservadas en congelacion como se indica en el inciso
5.2.2.5, se colocaron en un recipiente de vidrio. Posteriormente se descongelaron y secaron
a 100°C por 48 h; se molieron y almacenaron en frascos de vidrio de 100 mL con tapas de
rosca. De estas muestras secas se pesd 0.5 g, se colocé en una mufla elevando la
temperatura de la mufla en forma gradual hasta llegar a 600°C, donde se mantuvo por 12 h.
Una vez calcinadas las muestras, se adicionaron 3 mL de solucién de acido fosférico-sulfato
de manganeso y 4 mL de solucion de bromato de potasio. Posteriormente se colocaron en
una placa de calentamiento, donde se llevaron a ebullicién; se enfriaron y diluyeron con agua
desionizada, transfiriéndose a un matraz volumétrico de 100 mL al que se afiadieron 10 mL

de una solucion de cloruro de calcio (5000 ppm) y aforé con agua desionizada. La solucién
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se dejo reposar toda la noche para que el material en suspension precipitara. Por ultimo, se
ley6 la concentracion de cromo en un espectrofotometro de absorcién atdmica AAnalyst 200
con un softwer Quick Start V3.0 2006 con una lampara multielemental (Perkin Elmer,
Singapur). Se ley6 a 425.4 nm con un slit de 0.5 nm, utilizando acetileno y aire. El cromo se
utilizé6 para determinar el flujo y la digestibilidad de nutrientes en base al célculo de las

siguientes formulas:

(nutriente* en duodeno/nutriente en heces) (cromo en alimento)
Flujo de nutriente (%) = x100 (8)
(cromo en duodeno o heces)(nutriente* en alimento)

1— [(cromo en alimento) (nutriente* en alimento)]
Digestibilidad (%) = x 100 (9)
(cromo en duodeno o heces) (nhutriente* en alimento)

* se considera nutriente: MS, MO, FDN, proteina, grasa, p—caroteno, clorofilas a y b,

etcétera

5.3.8. Acidos grasos volatiles (AGV)

Se siguié el método reportado por AOAC (1975), adaptado por el Laboratorio de
Microbiologia Ruminal del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Se filtr6 el liquido
ruminal con malla de 0.05 mm de poro aproximado; 1.5 mL de este se coloc6é en tubos
Eppendorf conteniendo previamente 0.375 mL de &cido meta-fosférico al 25%. Estas
muestras se almacenaron a 4°C durante 24 h; se centrifugaron en una centrifuga Eppendorf
(Hamburgo, Alemania) a 14,000 rpm por 10 min. Posteriormente se tomaron de 100 a 1000
uL del sobrenadante y se colocaron en viales, se cerraron y se colocaron en el muestreador
de un cromatografo de gases Perkin EImer 500 (Wellesley, Massachussets, Estados Unidos)
equipado con un detector de ionizacion de flama y una columna capilar Elite FFAP (longitud
de columna de 15 m y diametro interno de 0.32 mm). Se inyecté 1 pL, utilizando hidrégeno
como gas acarreador con un flujo de 15 mL/min, a 60 psi. La temperatura del horno fue
140°C, incrementando hasta 250°C con una rampa de 2°C/min. El detector e inyector se
mantuvieron a 250 y 200 °C, respectivamente. Los tiempos de retencion y areas bajo la

curva se calcularon con un programa TC Navigator (Total Chrom Workstation, versién
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6.3.1.2006. Perkin Elmer). La identificacion y cuantificacion se llevd a cabo comparando con
los obtenidos de curvas patron obtenidas con estdndares de &cidos grasos.

5.3.9. pH ruminal

Se analizé inmediatamente después de filtrado en la muestra sin diluir (Inciso 5.2.2.4) con un
potenciémetro digital (Conductronic, México D.F.), calibrado con soluciones bufer pH 7.0 y
4.0.

5.3.10. Carotenoides totales

Se empled una modificacion de la técnica reportada por Bruinsma (1963). De las muestras
sélidas (forraje y heces) se pes6 0.5 g; de las muestras liquidas (liquido ruminal y liquido
duodenal) se tomaron 5 mL. En ambos casos se colocaron en frascos ambar de 50 mL en
donde se afadieron 20 mL de acetona y 0.01% de una mezcla de BHA:BHT (1:1). Los
frascos se agitaron a 200 rpm en una incubadora de agitacion orbital Lab-Line (Melrose Park,
lllinois, Estados Unidos) por 3 h a temperatura ambiente evitando la luz. Las muestras se
filtraron en papel Whatman 2, adicionando a los frascos 20 mL de éter de petréleo,
mezclando continuamente; se dejé reposar 5 a 10 min. Una vez que se observé separacion
de fases, se desecho la fase inferior, repitiendo la extraccion 2 a 3 veces y recolectando la
fase superior organica que contenian a los pigmentos. La acetona se eliminé con 2 o0 3
lavados sucesivos con agua destilada. Al extracto libre de acetona se le adicion6 10 mL de
NaOH al 40%, se agitd y se elimind la parte inferior; se lavo 1 a 3 veces con agua destilada
hasta eliminar el NaOH, lo que se comprobé adicionando 3 gotas de fenoftaleina.
Posteriormente se lavd 1 a 3 veces con 20 mL de NaSO, al 10%, lavando 3 veces con agua
destilada. Se extrajo la parte inferior con pipetas Pasteur, se colocé en matraces aforados de

50 mL y se afor6 con acetona/éter de petréleo/agua (85:10:5, v/v/v).
Se emple6 un espectrofotdmetro Spectronic 20 (Milton Roy, Rochester, Estados Unidos), las

muestras se leyeron a 454 nm utilizando como blanco éter de petréleo. La cantidad de

carotenoides totales en la muestra se obtuvo de la siguiente ecuacion:
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(A) (FD) (V) (3.85)
Carotenoides totales = x 100 (20)
(peso) (alicuota)

Donde:

A - Absorbancia a 454 nm

V - Volumen total de la muestra
Peso - Peso de la muestra
Alicuota — 1 mL de muestra

FD - Factor de dilucion

3.85 - Factor de conversién (Valor obtenido de 250 muestras analizadas para carotenoides)

5.3.11. Colesterol

Una vez que se obtuvo el plasma por centrifugacion de las muestras de sangre, como se
indica en el inciso 5.2.2.6, la muestra se colocé en un embudo de separacién al que se
afladieron 10 mL de éter de petréleo y se agité vigorosamente; este procedimiento se repitio
2 veces. Posteriormente se afiadieron 20 mL de agua destilada y se dej6 reposar hasta la
separacion de dos fases, la inferior se desecho repitiendo el procedimiento 3 veces. A la fase
superior en el embudo se afiadieron 20 mL de NaOH al 40%, lavando nuevamente 3 veces
con agua destilada. Para corroborar la ausencia de condiciones alcalinas, se afiadieron unas
gotas de fenolftaleina con lo cual no debe de tefiir en rosa. Se agregaron 10 mL de KOH al
15% con el fin de saponificar las grasas presentes e incluir en estas al agua remanente en la
muestra. Finalmente, se lavé 3 veces con agua destilada desechando la parte inferior de
cada lavado. La parte superior se colocé en un matraz aforado de 50 mL, afiadiéndose
0.01% de BHA/BHT vy llevandose el volumen al aforo con una mezcla de éter de
petroleo/acetona/agua (10/85/5). Se filtr6 con acrodiscos de 0.45 ym (Gelman Acrodisc,
Krackeler Scientific, Albany, Estados Unidos) para su posterior analisis en HPLC. Es
recomendable llevar a cabo esta metodologia inmediatamente antes del andlisis

cromatogréfico.

El andlisis se llevo a cabo en un equipo HPLC Varian (Australia) equipado con estacion de

bombeo (Varian Pro Star) y controlado por un software Galaxia; precolumna y columna
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Symmetry de fase reversa (C;g) de 15 cm de longitud, 3.9 mm de didmetro internoy 5 um de
tamafio de particula, opera bajo condiciones isocréticas. Las condiciones de andlisis fueron:
40°C, fase mdvil: acetonitrilo/Isopropanol (50:50 v/v), flujo: 1 mL/min, longitud de onda de
deteccion: 565 nm. La fase movil fue filtrada previamente con una membrana Millipore 0.45
Mm resistente a disolventes organicos, y desgasificada. Se inyectaron volimenes de 20 L,
previamente filtradas con acrodiscos de 0.45 um (Gelman Acrodisc); las fracciones obtenidas
también fueron filtradas con membranas similares. El colesterol tuvo un un tiempo de
retencion de 3.5 min. Los compuestos fueron identificados mediante un estandar de
referencia de colesterol (5-a-colestan-3-f-ol grado cromatografia) (Sigma) disuelto en y
isopropanol. Las concentraciones de colesterol en las muestras, expresadas en E-04 mg/mL,
se obtuvieron de la interpolacion en una curva estandar de 10 puntos previamente construida
(Anexo 6).

5.3.12. Pigmentos: B-caroteno, clorofilasay b

Para la preparacion de las muestras, se siguié la misma metodologia que se describe en el
inciso 5.3.10.

Para el andlisis cromatografico se siguieron las técnicas reportadas por Armenta y col.
(2009), y por Franco y col. (2010), empleando el mismo equipo, columna y periféricos
descrito en el inciso 5.3.11. La fase movil para el analisis de B-caroteno y clorofilas fue
acetonitrilo/cloroformo/ metanol/agua/acido propiénico (71:22:4:2:1, viviviviv), filtrada
previamente con una membrana Millipore 0.45 uym resistente a disolventes organicos
(Gelman Acrodisc) y desgasificada. Se inyectaron volimenes de 20 pL, las fracciones
obtenidas también fueron filtradas con membranas similares. El tiempo total de analisis fue 8
min para [-caroteno y en de 4 min para las clorofilas. La longitud de onda de analisis para p-
caroteno fue a 663 nm con un tiempo de retencion de 2.89 min; la clorofila a se ley6 a 663
nm con un tiempo de retencion de 2.89 min, y la clorofila b a 645 nm con un tiempo de
retencion de 2.41 min. Los compuestos fueron identificados mediante estandares de
referencia de B-caroteno (95%), clorofila a y b (Sigma-Aldrich), disueltos en acetona/éter de
petroleo/agua (85:10:5, v/v/v). Los andlisis de estandares (B-caroteno y de clorofilas ay b
siguio la metodologia reportada por Armenta (2002). Los estandares analizados fueron [3-

caroteno (95%) y clorofila a y b (Sigma-Aldrich), disueltos en acetona/éter de petréleo/agua
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(85:10:5, v/viv). La concentracion de B-caroteno, y clorofilas a y b se obtuvo de la
interpolacion en una curva estandar de 10 puntos previamente construida (Anexos 7, 8y 9) y
expresada en E-04 mg/mL.

5.4. Disefio experimental y andlisis estadisticos

5.4.1. Degradabilidad In vitro e In situ

Las pruebas de degradabilidad in vitro e In situ se disefiaron como bloques aleatorizados,
considerando la extraccion de liquido ruminal o la introduccion de las bolsas de
degradabilidad en rumen y duodeno de cada becerro como un bloque; los tiempos de
incubacién fueron las repeticiones. EI modelo estadistico en ambos experimentos fue el

siguiente (Steel y Torrie, 1980):

Yi=Hu+Bi +¢

Donde:

Y - valor de cada observacion individual para la variable dependiente
K- promedio general

B - efecto de ; horas de incubacion (0, 12, 24, 48y 72 h)

&; - error aleatorio residual.

El efecto del tiempo se clasific6 en 0, 12, 24, 48 y 72 h de incubacion. Los datos se sujetaron
a analisis de varianza y comparacion multiple de las medias de pruebas de Tukey. Todos los
andlisis se llevaron a cabo a un nivel de significancia o = 0.05. Los datos se analizaron con

el programa estadistico SAS (2000).

5.4.2. Digestibilidad in vivo

La prueba de incubacion del sustrato en el rumen y la infusiéon de B-caroteno y pectina por
via de la canula duodenal se disefié como un Cuadro Latino 4 x 4: 4 novillos y 4 tratamientos
(testigo, 0.004, 0.01 y 0.02% de pectina). EI modelo estadistico fue el siguiente (Steel y
Torrie, 1980):
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Yik =l + Ti+ Pi+ g,

Donde:

Y; - valor de cada observacion individual para la variable dependiente,
K - efecto de la media

T; - efecto del tratamiento (concentracion de pectina)

P; - efecto del periodo

&i - efecto residual

Los datos se sujetaron a una analisis de varianza y a comparacion multiple de medias de
Tukey a un nivel de significancia «= 0.05. Los datos se analizaron con el programa
estadistico SAS (2000).

62



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Primera parte. Analisis de forrajes tropicales y degradabilidad in situ del
pasto estrella

6.1.1. Composicion bromatologica de los forrajes

La composicion quimica de los pastos estudiados se muestra en la Tabla 5. El andlisis de
varianza (Anexo 10) muestra diferencias (P<0.001) en los andlisis aplicados de los pastos, a
excepcion del extracto etéreo que no presentd diferencias (P>0.214). Se eligié el pasto
Estrella (Cynodon plectostachyus) debido a su abundancia en el tropico y su uso cotidiano
en la alimentacion de los bovinos. Este es el que mejor responde a la fertilizacion y al riego,
se maneja con periodos de descanso de 27 dias y puede soportar cargas hasta de 4
unidades animales por hectarea. Se destaca también por su rapido crecimiento, amplia
capacidad invasora, buena cobertura de suelo y resistencia al manejo intensivo.
Especificamente, la concentracion de proteina y la FDN de las muestras del pasto utilizado

en esta fase experimental fueron similares a los reportados por Pérez y col. (2001).

Tabla 5. Andlisis bromatoldgico de los forrajes estudiados

Forraje %MS ~ %PC %FDN %FDA O%E.E % Cenizas P C3TOtEN0

(mg/kg)
Estrella 88.95°* 12.62°¢ 60.732 28.97*® 3.532  10.32° 56.232
Tanzania 93.03Y 1251 66.40° 43.71° 3.242  13.04° 54.212
Llanero 90.76° 12.92*° 69.90° 42.73" 3.322  9.29% 55.702
Pangola 93.47% 1155 66.73" 41.68" 3.242 8.39" 54.182
Insurgentes  93.19*  9.49"* 64.16° 36.36° 2.522 9.6% 50.29°

& Medias con superindices diferentes en la misma columna difieren (I1<=0.05).

MS: Materia seca; PC: Proteina cruda; FDN: Fibra detergente neutra; FDA: Fibra detergente
acida; EE: Extracto etéreo

Dunne y col. (2009) mencionan un contenido de carotenoides en forraje fresco entre 200 y

700 mg de caroteno/kg de MS. La concentracién de carotenoides totales en el pasto estrella
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fue 627 mg/kg MS (56.23 mg de B-caroteno/kg MS). Este valor fue mayor o similar cuando se
comparo6 con datos de otros estudios. Por ejemplo, se reportan 350 mg caroteno/kg MS en
una pradera de Dactylis glomerata, Athamanticum meum y Archillea millefollium (Calderon y
col., 2006); 300 a 500 mg caroteno/kg de MS en una combinacién de doce cultivos forrajeros
(Visser y Blair, 1991); 430 a 700 mg caroteno/kg MS en una combinacion de Lolium spp,
Dactylis spp y Festuca spp (Prache y col., 2003.), y 350 a 520 mg caroteno/kg MS en
ensilados (Chauveau-Duriot y col., 2005; Calderén y col., 2007).

Reynoso y col. (2004) estudiaron la concentracion de carotenoides en pasto Pangola
(Digitaria decumbens) y pasto Bermuda (Cynodon dactylon) en regiones tropicales de
México, obteniendo un total de 334 mg caroteno/kg de MS en el trépico himedo y 116 mg
caroteno/ kg MS en el tropico seco. Como se reporta en el presente estudio, la concentracion
de carotenoides fue el doble de la encontrada por otros autores en la misma region de
tropico humedo. Los factores que pudieron influir en estas diferencias fueron la etapa
fenoldgica de forraje, las condiciones climaticas y caracteristicas de las especies forrajeras

(Guimaraes y col., 1992).

6.1.2. Desaparicién de MS y carotenoides totales en el rumen

La Figura 16 muestra la desaparicion de la MS y carotenoides presentes en el pasto Estrella
durante su incubacion en el rumen. Cuarenta y tres porciento de MS y carotenoides totales
desaparecieron durante las primeras 12 h (P<0.001). De 12 a 72 h de incubacién, la MS

alcanz6 una desaparicion de 62%, mientras los carotenoides de 73% (P <0.0001).

El coeficiente de correlacion entre la desaparicion de la MS y los carotenoides totales fue
r=0.997 (P<0.001). Considerando la MS, la concentracién de carotenoides totales y la
disminucion de la concentracion de estos dos componentes durante el periodo de estudio, se

obtuvieron los siguientes modelos:

Materia seca desaparecida (%) = 13.7487 + 2.9919X - 0.066X” + 0,0005 X* (r* = 0.99)
Carotenoides totales desaparecidos (%) = 13.2506 - 3.227X - 0.689X” + 0.0005X> (r* = 0.99)
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Figura 16. Desaparicién in situ de MS y carotenoides totales
de pasto Estrella (25 dias de rebrote) en el rumen de novillos Holstein

Se ha reportado que el promedio de digestibilidad ruminal de la MS en los forrajes tropicales
es 53 a 63%, y disminuye con el grado de maduracién (Moore y col., 1981; Arthington y
Brown, 2005). Los resultados obtenidos por Mora y col. (1999) coinciden con los obtenidos
en este estudio respecto a la desaparicion en el rumen de carotenoides del forraje,
observandose una relacion entre la materia seca y el contenido celular. Otros estudios
realizados in situ con bovinos, en los cuales se incubaron muestras por 4 a 16 h, reportan la
desaparicién de B-caroteno de 30 (King y col., 1962) y 20% (Keating y col., 1964). Rode y
col. (1990) cuantificaron la desaparicion de vitamina A en el liquido ruminal de bovinos
alimentados con concentrado, heno o0 pajas, encontrando que las eficiencias en esta
desaparicién fueron 67, 16 y 19%, respectivamente, concluyendo que se debia a la actividad
de enzimas microbianas. Igualmente, Simpson (1983) postul6 que eran las enzimas
microbianas las que actuaban por medio de reacciones de reduccion sobre las dobles
ligaduras, tanto de la vitamina A como de los carotenoides, promoviendo una reaccion de
biohidrogenacién. Sin embargo, otros estudios in vitro e in vivo demostraron que el B-
caroteno no es destruido por los microrganismos del rumen (Dawson y Hemington 1974,
Mora y col., 1999). Las diferencias en la desaparicion de carotenoides en el rumen pueden
ser debidas a las caracteristicas de la poblacion microbiana, influida por las dietas integrales

0 pastoreos (Rode y col., 1990).
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6.1.3. Desaparicion de carotenoides en el intestino

Varios autores han reportado estudios sobre la desaparicion y absorcién de carotenoides en
el intestino, tanto en humanos como en animales no rumiantes. Serrano y col. (2005)
demostraron que existe una relacion entre la disponibilidad de algunos los carotenoides,
especiamente luteina y B-caroteno, en el intestino delgado aunque también se afecta el

contenido de lignina, polisacéridos y proteinas resistentes en vegetales verdes.

En el presente estudio se observaron patrones diferentes de desaparicion de los
carotenoides del pasto Estrella cuando se introdujeron las bolsas duodenales en el intestino
delgado sin incubarlas previamente en el rumen, en comparacion con las bolsas incubadas
en el rumen. Se observé una desaparicion de 53% (Tabla 6) de carotenoides en las bolsas
no incubadas e introducidas en el intestino delgado. En cambio, en las bolsas incubadas
previamente en el rumen, aquellas con mas tiempo de incubacion contenian menos
carotenoides y, por lo tanto, la desaparicion en el intestino delgado se redujo (P<0.001)
(Tabla 6) (Anexo 11).

Existen varios factores fisiolégicos que influyen en la liberacibn de los carotenoides
contenidos en la matriz del forraje, entre estos las caracteristicas de las dietas ingeridas, los
movimientos peristalticos del canal gastrointestinal y la formacion de micelas lipidicas
(VanVliet, 1996). En general, los carotenoides totales estan presentes en los complejos de
proteinas o como una estructura semicristalina y son transferidos o disueltos en la fase
lipidica antes de que se absorban (Yeum y Russell, 2002). Estos resultados se han obtenido
de estudios en no rumiantes y en humanos (VanVliet, 1996), pero en los rumiantes este
mecanismo no se ha dilucidado, probablemente se podria presentar alguna especificidad
como consecuencia del metabolismo ruminal de los lipidos de la dieta, lo que podria inducir
una modificaciébn en la composicion de los lipidos que entran en el duodeno y las
secreciones biliares, influyendo en la composicién de carotenoides en el tracto digestivo
(Noziere y col.,, 2006). En la literatura se indica que la absorcion intestinal de los
carotenoides varia entre 0.08 a 0.6% (Yang y col., 1992; Cardinault y col., 2006; Noziere y
col., 2006).
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Tabla 6. Desaparicién de carotenoides totales en Cynodon plectostachyus
en el canal digestivo de novillos Holstein

Degradabilidad de carotenoides (%)

Incubacién
ruminal (h)

Rumen Post-ruminal Total del canal

0 —— 0.532 + 0.097* 0.532 + 0.097?

12 0.437 + 0.095*®  0.278 + 0.086" 0.717 + 0.101°

24 0.570 + 0.062° 0.192 + 0.043¢ 0.762 + 0.096°

48 0.639 + 0.079"¢ 0.214 + 0.049°¢  0.852 + 0.096°¢

72 0.715 + 0.055° 0.221 + 0.018°¢ 0.934 + 0.049°

& Medias con superindices diferentes en la misma columna difieren (I1<0.05)

El tiempo de incubacion es un factor que contribuye a la variacion en la biodisponibilidad de
los carotenoides; en muestras que no se incubaron, solamente 53.2% de los carotenoides
desaparecio y 46.8% se excretd en la materia fecal. Posteriormente, al incubar el pasto
Estrella de 12 a 72 h, los carotenoides desaparecieron progresivamente en el rumen y en el
intestino delgado (P<0.0001). Los resultados hacen suponer un ataque de microrganismos
ruminales a la MS vy, en consecuencia, ocurre mayor disponibilidad y desaparicion de los
carotenoides. Esto ocasion6 que la desaparicién de carotenoides alcance 93.4% cuando las
bolsas fueron incubadas por 72 h (Tabla 6) (Anexo 12). Es posible que en paralelo ocurriera
un cambio quimico de los carotenoides en el rumen relacionado con reacciones parciales de
hidrogenacién, sin llegar a una saturacion de las dobles ligaduras (Bloomfield, 1997). A
mayores tiempos de incubacion de la muestra en el rumen, es posible que la digestién del
material celulésico permitiera la liberacion de mayores cantidades de carotenoides en el
medio; por tanto se retuvieron menos en las muestras del forraje. El introducir las bolsas
previamente incubadas al intestino delgado, registr6 menor porcentaje de desaparicion
(P>0.05).

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que la disponibilidad de total de

carotenoides fue mayor a 0.70 de la ingesta, cuando las muestras fueron incubadas en el
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rumen. No se han encontrado reportes en la bibliografia acerca de la disponibilidad aparente
de carotenoides totales en rumiantes, medidos por la técnica de las bolsas de méviles. Por el
contrario, los resultados publicados sobre la digestibilidad de los carotenoides son
controversiales. Algunos autores mencionan bajas digestibilidades aparentes (0.15) en
ovejas o vacas, dado el origen natural o sintético de los carotenoides (Hoppe y col., 1972;
Fernandez Cohen y col., 1976; Kumar y col., 1981). Otros han reportado mejor digestibilidad
aparente de carotenoides (0.55) (Wing, 1969; Mora y col., 2001). Sin embargo, en todos los
estudios encontrados en la literatura no se menciona las proporciones de carotenoides
especificos que pudieron existir en las dietas administradas, 0 que puede explicar la

divergencia de resultados entre los estudios.

6.2. Segunda Parte. Digestibilidad in vitro y estudio del metabolismo digestivo
con dosificacion de caroteno e infusion de pectina via duodenal

6.2.1. Digestibilidad in vitro de la alfalfa

La digestibilidad in vitro de MS (Figura 17) y de carotenoides totales (Figura 18) de alfalfa
disminuyé al aumentar el tiempo de incubacion, con un coeficiente de correlacion r=0.87
(P<0.001) (Anexo 13). La ecuacion obtenida para la desaparicion de carotenoides en alfalfa
en relacion a los tiempos de incubacion, explico el 98% de la variacion de este fenémeno,
mientras que sélo se explicd el 76% en el caso de la MS (r>=0.76), lo que podria significar
que los microrganismos hidrolizaron los carbohidratos que constituyen parte de la MS del
sustrato y en consecuencia se present6 la liberacién de los carotenoides. Como ya se
discutio en el inciso 6.1.2, la desaparicién de carotenoides y MS estan correlacionados; en la
medida que desaparece la MS, los carotenoides también lo hacen. Este mismo forraje fue

utilizado posteriormente como alimento para las pruebas metabdlicas.
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6.2.2. Metabolismo digestivo de nutrientes y pigmentos

Debido a que el suministro de alimento se restringié con base en el peso vivo vacio, no se
presentaron rechazos. Los animales mostraron un buen estado de salud y bienestar durante
los muestreos. En la Tabla 7 se resume la concentracion promedio de acidos grasos volatiles
y pH en el contenido ruminal. Estos valores se encontraron dentro de los intervalos
fisiol6gicos normales, indicando que durante el desarrollo del trabajo experimental los

animales tuvieron una funcién adecuada del canal gastrointestinal.

La Tabla 8 muestra el consumo de nutrientes durante los cuatro periodos experimentales de
la prueba metabdlica en bovinos dosificados con diferentes concentraciones de pectina via
duodenal (Inciso 5.2.2.3).

Tabla 7. Concentracion promedio de acidos grasos volatiles
y pH en el contenido ruminal de novillos Holstein

Concentracion *

Acidos grasos (mol/100 moles)

volatiles
Acético 57.12 +4.16
Propi6nico 11.54 +3.59
Butirico 4,32 +1.54
pH 6.2 +0.75

* valor medio de 16 determinaciones. Valores son medias + DE
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Tabla 8. Consumo de nutrientes y pigmentos durante los periodos de la prueba
metabdlica en novillos Holstein recibiendo tres niveles de pectina canula duodenal

Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4
Peso corporal, kg 462.5 462.5 462.5 462.5
Consumo (g/dia):
Materia seca 9622.80 9616.20 9633.80 9603.00
Materia organica 7403.91 7418.31 7423.11 7383.74
Proteina 1877.38 1871.75 1969.57 1872.58
Fibra detergente neutra 6491.88 6479.14 6475.30 6482.98
B-caroteno* 2.97 2.97 2.97 2.97
Clorofila a** 1.06 1.06 1.06 1.06
Clorofila b** 0.52 0.52 0.52 0.52

* Administrado directamente en la canula ruminal
** Concentraciéon determinada en el forraje suministrado

Los resultados de la prueba metabdlica se describieron en las regiones pregastricas y
postgastricas del canal digestivo. En la Tabla 9 se resumen los datos que describen el flujo

de nutrientes cuantificados del duodeno al recto (flujo postruminal).
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Tabla 9. Flujo de nutrientes y pigmentos de duodeno a recto (digestibilidad postruminal)
en novillos Holstein recibiendo diferentes concentraciones de pectina via canula
duodenal

Inclusién de pectina (%)

Flujo postruminal / dia EEM
0 0.004 0.01 0.02
Materia seca g 2577.9% 3170.2% 2398.2% 3055.6% 203.7
% 29.2% 36.1% 27.1° 34.4% 2.3
Materia organica g 1616.1° 1986.8° 1512.9° 1905.6° 122.9
% 32.8% 40.6% 30.2% 38.4% 2.6
Proteina g 81.8% 106.1° 78.8% 98.4% 6.2
% 17.6% 22.1° 16.5% 21.5% 1.3
FDN g 1066.2% 1236.9% 1001.1% 1277.1% 93.5
% 42.9° 51.3% 39.4% 50.2% 3.9
B-caroteno g 0.1° 0.2° 0.2° 0.5° 0.02
%  13.2° 19.2° 14.9° 29.2% 1.8
Clorofila a g 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.01
% 20.9% 24.0° 19.2% 23.1% 3.4
Clorofila b g 0.08° 0.3% 0.3% 0.3% 0.058
% 5.8° 23.3° 17.9% 22.4% 4.08

2P Medias con superindices diferentes en el mismo renglén difieren (P<0.05)
EEM - Error estandar de la media
* Cantidad determinada del B-caroteno administrado directamente a través de la canula ruminal



No hubo diferencias con respecto a la materia seca, materia organica, proteina y FDN entre
los cuatro tratamientos (P>0.05) (Anexo 14). Sin embargo, se presentaron diferencias entre
los tratamientos en el flujo de B-caroteno y de clorofilas a y b (P<0.05). El suministro de
0.02% de pectina directamente al duodeno duplicé (13.2 vs. 29.2%) la excrecion de [3-
caroteno con respecto al grupo testigo. Estos resultados confirman una correlacion positiva
entre la excrecion de B-caroteno y la dosis de pectina administrada (r = 0.95, P<0.05). No se
detectaron diferencias entre los tratamientos con respecto a la excrecién de clorofila a. La
clorofila b incrementd (P<0.001) su excrecion de 3 a 4 veces (5.8% vs. 23.3, 17.9 y 22.4%)

con la infusion de pectina en el duodeno.

La Tabla 10 muestra los datos del flujo de nutrientes del alimento consumido a las heces
(digestibilidad total). La materia seca, materia organica, proteina y FDN no mostraron
diferencias entre los tratamientos (P>0.05) (Anexo 15). La excrecién de B-caroteno tuvo un
comportamiento similar al observado en el flujo de nutrientes registrados a nivel postruminal.
Considerando al alimento ingerido, la excrecion de 3-caroteno incrementé cuatro veces (10.7
vs. 40.6%, P<0.01) con la dosis de 0.02% de pectina; la correlacion entre la dosis de pectina
y la excrecion de [-caroteno en el canal digestivo total fue 0.912 (P<0.0007). El efecto
antagonico en la absorcion del B-caroteno se asocid con la cantidad de pectina administrada,
posiblemente el mayor contacto de la pectina con el sustrato ocasioné el bloqueo en la
absorcion y, en consecuencia, su excrecion. El otro factor vinculado a esta observacion fue el
alto grado de metoxilacion de la pectina empleada. La concentracion de la clorofila a no
presentd diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo la excrecién de la
clorofila b fue mayor con las diferentes dosis de pectina administrada (1.0 vs. 3.2, 3.1, 3.0;
P<0.0001); posiblemente la estructura de ésta Ultima facilite su captura por la pectina y, en

consecuencia, su excrecion.
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Tabla 10. Flujo de nutrientes y pigmentos de la ingesta del alimento a heces (digestibilidad
total) en novillos Holstein recibiendo diferentes concentraciones de pectina
via canula duodenal

Niveles de pectina (%)

Flujo total / dia EEM
0 0.004 0.01 0.02
Materia seca g 2375.9% 2394.1% 2039.6% 2152.1* 207
%  26.6° 26.8% 23.1% 24.1% 2.3
Materia organica g  1376.6*  1386.0°  1196.3*  1234.3* 107.9
%  24.6a 24.7% 21.5% 22.2% 2
Proteina g 49.7° 55.7% 45.9° 46.5° 4.9
% 1752 18.6° 15.7a 16.1% 1.6
FDN g 788.0° 700.0° 689.5° 788.0% 70.8
% 213 20.1% 18.7° 19.6% 1.9
Grasa 9  0.355° 1.930° 1.381° 1.713%  0.154
% 10583°  25355°  10.981°  22.634°  1.501
p-caroteno g 0.05° 0.1° 0.1° 0.6° 0.038
% 10.7° 15.2° 14.5° 40.6a 1.9
Clorofila a 9  0.0005*  0.0003% 0.0004>  0.0003* 0.0001
% 0.14% 0.11a 0.12% 0.11% 0.02
Clorofila b g 0.004° 0.03° 0.03° 0.03° 0.008
% 1.0° 3.2° 3.1° 3.0 0.6

2P Medias con superindices diferentes en el mismo renglon difieren (P<0.05)
EEM - Error estandar de la media
* Cantidad determinada del B-caroteno administrado directamente en la canula ruminal

No hubo diferencias significativas (P>0.08) en la tasa de digestion de materia seca, materia
organica, proteina y FDN en la digestion postruminal (Tabla 11) (Anexo 16), en donde el B-
caroteno disminuyé con la administracion de la pectina via duodenal (P<0.05). Las
concentraciones de -caroteno disminuyeron 30.8, 38.5 y 46.1% con respecto al testigo en
los tratamientos con 0.004, 0.01 y 0.02% de pectina, respectivamente. Se ha reportado que
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la pectina induce la fermentacion en la parte anterior y posterior del intestino en cerdos en
crecimiento (Zhu, 2003), lo que pudo haber ocurrido también en este experimento, ya que la
pectina ocasiona un aumento en la viscosidad de la digesta y, por tanto, en la tasa de
pasaje. Por otro lado, la pectina es muy eficiente para retener agua y, por tanto, aumentar la
tasa metabdlica de la microbiota durante la fermentacién (Johansen y col., 1996). Es posible
que este efecto ocurriera en el presente trabajo al incluir porcentajes altos de pectina (0.01 y
0.02%), lo que se relaciona a los resultados presentados por McCullogh y col. (1998) y Stark
y col. (1996) quienes mencionan que el consumo de pectina tiene un efecto tanto directo
como indirecto en la poblacion microbiana intestinal, ocasionando una hipertrofia en el

intestino delgado, ademas de un mayor grosor en la capa muscular y mucosa intestinal.

Con respecto al efecto de la inclusion de pectina en el flujo de proteina, Zhu (2003) observo
que la administracion de este carbohidrato en el alimento tiene efectos muy bajos o nulos en
la digestibilidad de los aminoacidos, a la vez que incrementa la pérdida de nitrégeno
endogeno. En el caso del presente estudio no se observé este efecto, ya que no se afectd ni
el flujo ni la digestién del nitrogeno (Tabla 11). Otros autores mencionan que la infusion de
pectina por abomaso puede reducir la excrecion de nitrégeno urinario en rumiantes (Mason y
col., 1981; Gressley y Armentano, 2005) y mitigar la toxicidad del amonio ocasionado por
exceso en el consumo de urea, lo que ocasiona una alta tasa de fermentacion y propiedades

acetato-estimulantes (Wing, 1982).
A mayor dosis de pectina (0.02%) disminuyd la absorciéon y aumenté la excreciéon de B-

caroteno, lo que no ocurrié con las dosis baja y media de pectina. La clorofila a y b no se

afect6 en ninguna de las dosis.
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Tabla 11. Digestidén de nutrientes y absorcion de pigmentos de duodeno a recto (digestion
postruminal) en novillos Holstein recibiendo diferentes concentraciones de pectina
via canula duodenal

Nlvel de pectina (%)

digestibilidad postruminal/dia EEM
0 0.004 0.01 0.02
Materia seca g 6231.9% 5633.7° 6469.6% 5836.0° 204.7
% 70.7% 63.8% 72.9% 65.5% 2.3
Materia organica g 3327.8%  2912.9* 3505.7% 3128.4* 125.1
% 67.1% 59.4% 69.8% 61.6% 2.5
Proteina g 383.0° 373.5° 402.0° 359.56% 8.6
% 82.4% 77.8% 83.4% 78.4% 1.3
FDN g 1445.8% 1199.2% 1546.5% 1336.8° 98.7
% 57.0% 48.7% 60.5° 49.8% 3.9
B-caroteno g 1.3 0.9° 0.8 0.7° 0.09
% 86.8% 85.0% 80.5° 70.8° 1.8
Clorofila a g 0.4% 0.3% 0.4% 0.4% 0.05
% 79.1° 75.7° 80.7° 76.8% 3.3
Clorofila b g 1.3% 1.18 1.32 1.22 0.08
% 942 76.7° 82.2° 77.6% 4.08

2P Medias con superindices diferentes en el mismo renglén difieren (P<0.05)
EEM - Error estandar de la media
* Cantidad determinada del B-caroteno administrado directamente en la canula ruminal

Se ha estudiado el efecto de varios carbohidratos como la pectina por varios autores como
Kim y col. (2007) quienes reportan que la pectina contenida en la pulpa citrica seca es
rapidamente degradada por las bacterias ruminales, mejorando la utilizacién de nitrégeno y
teniendo efecto en la conformacion de los rumiantes. Sin embargo, esta respuesta depende

de la forma en que el nitrgeno se suplementa en la dieta. En cerdos, la pectina en la dieta

76



puede incrementar la pérdida de proteina enddgena, lo que puede deberse a la pérdida del
epitelio celular y al incremento de nitrégeno enddgeno ileal (Zhu y col., 2005). Sin embargo,
en esta situacion se puede aumentar la capacidad de reabsorcion intestinal y contrarrestar
esta pérdida. El reciclamiento del nitrégeno enddgeno puede incrementar el primer paso de
catabolismo de aminoacidos en el higado y, posiblemente, en el tejido intestinal (Nyachoti y
col., 1997; Fuller y Reeds, 1998). Por lo tanto, la secrecion endbégena de nitrégeno en la
digesta representa una pérdida al animal; la pectina administrada puede incrementar esta
secrecion (Zhu y col., 2005). Esta respuesta no fue observada en nuestro experimento,
posiblemente por que la dosis mas alta de pectina infusionada (0.02% de pectina en base al

PV del animal) no causa pérdida del nitrdgeno aminico.

Si este proceso ocurre en no rumiantes, el incremento del catabolismo esta asociado con
una pérdida de nitrégeno enddgeno, lo que ocurre con preferentemente en la treonina que
en la lisina. Por tanto, la treonina favorece la secrecion de proteina intestinal endégena a

través de la mucosidad (Lien y col., 1997).

Se ha reportado que algunos tipos de bacterias estan presentes en el estbmago y en la parte
posterior del intestino delgado (Fuller y Reeds, 1998), el incremento de la masa microbiana
fue observada en el ileum distal de cerdos cuando el nivel de pectina en la dieta se
incrementa (Conway, 1994; Fuller y Reeds, 1998; Zhu, 2003). Zhu y col. (2005) observaron
una alta correlacion entre la desaparicion de treonina y FDN ileal con la administracion de
pectina, sugiriendo que la pectina administrada en el alimento estimula la pérdida endégena
de aminoéacidos del intestino, posiblemente via estimulacion de la fermentacion microbiana.

Sin embargo, la informacién al respecto es muy escasa para rumiantes.

Hedemann y col. (2006) mencionan a la pectina como una fuente de fibra soluble dietas de
cerdos; estos autores encontraron que la administracion de pectina disminuyé ADFI y GDP,
comparado a dos grupos de cerdos alimentados con y sin pectina. Las vellosidades y las
criptas fueron mas cortas en cerdos que se alimentaron con pectina, ademas que disminuy6

el area de mucina en las criptas del intestino delgado.

En el presente estudio no se presentaron diferencias en la digestibilidad de las clorofilas a y

b. Los promedios totales de digestibilidad para los tratamientos en estas clorofilas fueron de
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78 y 82.6%, respectivamente. No se han encontrado trabajos publicados con respecto a la
digestibilidad de estos pigmentos en rumiantes, lo que queda claro es que la dosis de 0.02%
de pectina captura B-carotenos; las posibles razones pueden ser que la cantidad mayor de
pectina infusionada recubra la mayor parte del quimo alimenticio y dificulte la accion de los
jugos gastricos, jugos biliares y pancraticos que facilitan los procesos de absorcién. Otra
causa podria deberse a que la pectina se adhiera momentaneamente a epitelio vellositario y

evite la absorcién de los 3-carotenos.

La Tabla 12 presenta la digestion de nutrientes y absorcién de pigmentos de la ingesta del
alimento a heces (digestibilidad total). No se presentaron diferencias en la materia seca,
materia organica, proteina y FDN (Anexo 17). Es de notarse que el porcentaje de la digestion
total de las grasas disminuyé (P<0.05) con la infusién de pectina, ain en la menor dosis
administradas directamente en el duodeno. Gressley y col. (2011), administrando por via
abomasal infusiones de 1 kg/dia de pectina o fructanos a vacas lactantes, observaron una
disminucién en la digestibilidad de la dieta y en el porcentaje de grasa en la leche sin afectar
el pH fecal o las concentraciones de &cidos grasos volatiles. Estos autores atribuyeron la
disminucion de la digestibilidad de la dieta al aumento de volumen en el tracto digestivo o la
tasa de pasaje en la digesta que redujo la exposicion de la digesta a las enzimas intestinales
y a las vellosidades epiteliales; por el mismo mecanismo explicaron la disminucion en la
concentracion de acidos grasos de cadena larga en la leche. Las infusiones de fructano (1
g/kg de peso corporal) al nivel abomasal en novillos di6 lugar a heces acuosas, disminucién
de pH fecal y aumento en concentraciones fecales de AGV, sin provocar una respuesta

inflamatoria.

Se observo diferencia en la absorcion de B-caroteno a 0.02% de pectina (P<0.004) (66.7%).
Las dosis baja e intermedia de pectina no afectaron la absorcién total de B-caroteno, sin
embargo, se presentd una tendencia a disminuir la digestibilidad entre 44.5 y 55.5%. Rock y
Swendseid (1992), realizando estudios en humanos al administrar pectina en un ingesta
alimentaria diaria con B-caroteno, encontraron una disminucién de B-caroteno en plasma

sanguineo entre 30 y 192 h después del suministro de pectina.
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Tabla 12. Digestidn de nutrientes y absorcion de pigmentos de la ingesta del alimento
(digestibilidad total) en bovinos recibiendo diferentes concentraciones
cantidades de pectina via cdanula duodenal

Nivel de pectina (%)

digestibilidad postruminal/dia EEM
0 0.004 0.01 0.02

Materia seca g 6550.0° 6523.6° 6814.5° 6764.2° 219
% 73.3% 73.2% 76.9° 75.8% 2.3

Materia organica g 4218.2* 4198.5° 4393.6* 4337.0° 136
% 75.42 75.2% 78.5% 77.8% 2

Proteina g 233.7%  244.6° 243.6% 241.6% 7
% 82.42 81.42 84.22 83.8° 1.6

FDN g 2899.3° 2759.6° 3002.6° 2977.9° 85.1
% 78.6° 79.8 81.3° 80.4% 1.8

Grasa 9 293" 5742 5.56° 576%  0.41
%

89.41*  74.64° 80.01° 77.36° 1.50

j-caroteno g 0.92 0.5% 0.4% 0.3° 0.05
% 89.32 84.82 85.82 59.3" 1.9
Clorofila a g 0.32 0.32 0.32 0.32 0.02
% 99.82 99.82 99.82 99.8%2  0.01
Clorofila b g 0.3 0.92 0.92 0.92 0.1
% 96.7" 96.82 97.02 98.9% 0.6

2P Medias con superindices diferentes en el mismo renglén difieren (P<0.05)
EEM - Error estandar de la media
* Cantidad determinada del B-caroteno administrado directamente en la canula ruminal

La absorcion y el metabolismo del B-caroteno varia entre los humanos y otros mamiferos
como los bovinos, huron y monos Rhesus. Una cantidad apreciable de carotenoides pasa a

través de la mucosa celular y es incorporada en los quilomicrones. Especificamente, el B-
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caroteno en el plasma parece estar asociado principalmente con la baja densidad de la
fraccion de lipoproteinas; en este caso, la pectina es un tipo de fibra dietética con efecto
inhibitorio sobre el B-caroteno en plasma sanguineo (Zanutto y col. 2002). Otros trabajos
relacionados al tema muestran que la hemicelulosa, la lignina y la pectina, administradas al
7% de la dieta, reducen las concentraciones de vitamina A en el higado, comparada con la
dieta control. La alta concentraciébn de metoxilos en la pectina de manzana provoca una
reduccién en el B-caroteno sanguineo (Erdman y col. 1986). La pectina usada en el presente
estudio present6 alto grado de metoxilacién, lo cual hace suponer que puede ser eficiente en

la disminucion de B-caroteno en plasma sanguineo.

La pectina empleada tiene 8.4% de grupos metoxilo, 87% como &cido anhidrourénico y
GM=56%. Generalmente, las pectinas obtenidas de citricos tienen GM 50 a 65% (Britton,
1995). Esta pectina forma geles a pH acido (pH 2.0 a 3.5); en esta situacién, los grupos
carboxilo del acido galacturénico permanecen no disociados, lo que evita la repulsién entre
ellos (Jane, 2000). Al ser suministrada la pectina via duodenal, y debido a la presencia de
compuestos hidrofilicos en el duodeno, tales como polipéptidos, péptidos y oligopéptidos;
ademas del pH (3.5 a 4.0) en el medio, se presentaron las condiciones adecuadas para la
formacion de geles “lentos” de pectina (Inciso 2.6.1). La viscosidad en el tracto
gastrointestinal increment6 al gelificar la pectina; en estas condiciones de viscosidad, las
sales biliares formaron un gel en el contenido intestinal evitando la formacion de micelas y

limitan la absorcién del B-caroteno y lipidos solubles de la dieta (Erdman y col., 1986).

La interaccion de la red de pectina con el B-caroteno, la cual evita su absorcion a nivel
intestinal, no es clara. Sin embargo, en funcion a las posibles interacciones electrostaticas
entre los dos compuestos, es posible que ocurra un atrapamiento del B-caroteno en el gel,
estabilizado por interacciones de tipo hidrofébico entre los sustituyentes hidroxilo libres y los
metilos de los anillos de B-ionona, debido a que hay un corrimiento de electrones desde el
anillo hacia la cadena isoprenoide que permitiria una interaccion débil entre estos
sustituyentes, como lo reporta Armenta y Guerrero Legarreta (2009). Estos autores indican
que, sin embargo, no todas las uniones de este tipo ocurren simultdneamente debido a
impedimentos estéricos. Es de suponerse que esta interaccion sea solamente electrostética,

estabilizada por fuerzas muy débiles. La Figura 19 muestra una posible interaccion entre
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estas moléculas. Por tanto, la interaccion de la pectina y el B-caroteno es fundamentalmente

de atrapamiento fisico en el gel de pectina formado en el duodeno.

CH;

COOK

COOCH,

Figura 19. Posible interaccion entre pectina y b-caroteno

Por otra parte, y debido a que los carotenoides son moléculas hidrofébicas con poca o nula
solubilidad en agua, la interaccion hidrofébica que pudieran tener se restringe hacia el area
de las células intestinales, aunque en presencia de la red de pectina, la interaccion entre la
pared intestinal y el B-caroteno sélo puede darse si la red de pectina es muy débil, como fue
el caso de los porcentajes bajos de inclusion de pectina en la dieta de los animales (0.004 y
0.01%) en gue hubo efecto de barrera por parte del gel, demasiado débil, en la absorcion de
B-caroteno (Tabla 12). Por el contrario, en una red de pectina fuerte, el 3-caroteno fue
atrapado sin que ocurriera movilidad de estas moléculas hacia la pared intestinal y, en
consecuencia, no pudo darse una interaccion hidrofébica. Por tanto, se observé una
diferencia significativa cuando se incluyé 0.02% en la dieta (P<0.01). Los carotenoides de
configuracion all-trans, como el B-caroteno que se encuentra en los forrajes, son sistemas
conjugado lineales, de moléculas rigidas. Sin embargo, cuando ingresan al tracto digestivo,

una proporcion considerable de estas dobles ligaduras cambian a la geometria cis, la cual
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aumenta la solubilidad de las moléculas, asocidndose con areas hidrofébicas en la proteina o
con componentes de lipidos. La forma cis es mejor absorbida y transportada que la forma
trans (Noziere y col. 2006).

En el presente experimento, parte del B-caroteno estuvo presente en el forraje y por tanto al
ingresar al tracto intestinal pudo cambiar su geometria de trans a cis, aumentando su
solubilidad y haciendo posible su interaccién con la pectina a través de interacciones
electrostaticas inducidas entre las ligaduras cis y los sustituyentes metoxilo. Aunque la mayor

parte del B-caroteno se suministré via canula duodenal, conservé su configuracion all-trans.

La digestibilidad de la clorofila a no present6é diferencia significativa (P>0.43) entre los
tratamientos; el promedio total de digestion de este compuesto fue 99.8%. Debido a su
estructura no polar, las interacciones electrostaticas de la clorofila a con la pectina parecen
poco probables. La Unica posible interaccién pudiera ser el atrapamiento fisico en el gel de
pectina, lo que facilita la absorcion de la clorofila a. Por otra parte, la absorcién de la clorofila
b aumento tres veces en comparacion con el tratamiento testigo (P>0.004), aunque no hubo

diferencias significativas entre los tratamientos con pectina.

La clorofila b contiene un grupo aldehido, sustituyente que puede interactuar en forma
hidrofébica con los grupos hidroxilo de la pectina, ademas de ser posible que fuera atrapado
por la red de pectina y finalmente excretada. Esto hace que la clorofila b fuera menos
absorbida que la clorofila a. La Tabla 13 muestra la concentracion de colesterol, la cual
disminuy6 al aumentar el porcentaje de pectina incluida en los tratamientos (P <0.0001, r=-
0.92) (Anexo 18).
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Tabla 13. Colesterol total en sangre en novillos Holstein dosificados con
diferentes concentraciones de pectina via duodeno

Inclusion de pectina (%)

EEM
0 0.004 0.01 0.02

1.67%* 1.41° 1.37° 1.21°¢ 0.013

* mg/mL

2P Medias con superindices diferentes en el mismo renglon difieren (P<0.05)
EEM - Error estdndar de la media
El mecanismo por el cual la suplementacion de pectina produce hipocolesteronemia no ha
sido aclarado, aunque se sugiere que la pectina produzca un bloqueo en la absorcién del
colesterol o una disminucién de la circulacion entero-hepatica, en ambos casos se interfiere
con la absorcién de acidos biliares. Estos posibles mecanismos han sido estudiados en
suero e higado de ratas (Leveille y Sauberlich, 1988), en pollos (Erdman y col., 1986; Brown
y col., 1989) y en humanos (Jenkins y col., 1975; Rock y Swendseid, 1992). Los resultados
obtenidos en ratas indican que los niveles bajos de pectina en plasma e higado son debido a
la inhibicion en la absorcion de los acidos biliares y éstos a la vez reducen la absorcion del
colesterol (Rock y Swendseid, 1992). También se ha sugerido que el aumento de viscosidad
debido a la formacion de geles por algunos polisacaridos como la pectina, ocasiona un
retraso el vaciado gastrico, propiciando una interferencia con la formacion de las micelas
necesarias para la absorcién de B-caroteno. En particular, las pectinas de alto indice de
metoxilo estan asociadas con efectos hipocolesterolémicos a través de la generaciéon de
condiciones de alta viscosidad (Erdman y White, 1986). En humanos, las dosis de 15 g de
pectina diaria producen esta retencion del vaciado gastrico. Bajo estas condiciones, la fibra
soluble (pectina) es hidratada en el tracto gastrointestinal formando un gel que enlaza a los
lipidos y al colesterol, interfiriendo con su absorcion (Topping, 1991). Stark y Madar (1994)
consideran gue ciertos tipos de fibra digestible pueden interactuar con las sales biliares y los
esteroles neutros, eliminandolos del organismo. La reduccion de la glucosa y la insulina
postprandial es otro mecanismo propuesto para explicar la interaccion de la pectina sobre los

lipidos sanguineos en humanos. La insulina incrementa la biosintesis del colesterol y las
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proteinas de muy baja densidad. Al interactuar la fibra digerible con la insulina, impide que

esta esté disponible para la sintesis de nuevos lipidos sanguineos (Stark y col., 1991).
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7. CONCLUSIONES

La degradabilidad in situ del pasto Estrella mostré una alta disponibilidad de carotenoides en
el rumen, asociada estrechamente con la degradabilidad de la materia seca. Paralelamente
se implementd la técnica de bolsas moviles introducidas directamente al duodeno para
estudiar la degradabilidad de los carotenoides de este pasto en el intestino delgado, técnica
no reportada anteriormente para este fin. Es importante que en futuros estudios se
considere la tasa de degradabilidad de carotenoides tomando en cuenta la época del afio, y
los estados fenoldgicos de los forrajes.

Hasta donde es de nuestro conocimiento, no se ha reportado previamente el efecto de la
infusion de pectina en la reduccion de la grasa amarilla de la canal de bovinos. En este
estudio se demostré que, en animales canulados, la pectina agregada en el duodeno captura
a los pigmentos del forraje, mayormente al B-caroteno y en menor medida a la clorofila,
posiblemente debido a un atrapamiento fisico en el gel de pectina de alto metoxilo formado,
aungue es posible que se produzcan interacciones hidrofobicas entre la pectina y estos
pigmentos. Este atrapamiento evita su absorcidn en el intestino y en consecuencia su posible
acumulacién en el tejido adiposo, demeritando la calidad de la carne. Paralelamente, se
observé que la pectina redujo el contenido del colesterol en suero sanguineo en los animales
suplementados. En futuros estudios se espera suministrar pectina en forma encapsulada,

gue evite su degradacién por efecto microbiano.
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ANEXO 1

Simulacién de la digestion abomasal
Solucién: 1g pepsinal/L, HCL 0.1 N; 62.5 mL/bolsa

Condiciones: 39°C por 2 h

ANEXO 2

Saliva MacDougall

Reactivo g
NaHCO; 9.80
Na,HPO,. 7H,O 7.00 (3.71 - dibasico o anhidro)

KCL 0.57
NaCL 0.47

Mg SO,. 7TH,O 0.12
CaClL; 0.04

Disolver los primeros 5 reactivos en agua destilada y aforar a 1 L, posteriormente afadir
CaCL,y burbujear CO,a la solucion hasta pH 6.8-7.0

ANEXO 3

Distribucién de los tratamientos en cuatro periodos para el estudio
el efecto de B-caroteno en interaccidn con pectina

Tratamientos

Periodo uno 1 2 3 4

Periodo dos 4 1 2 3

Periodo tres 3 4 1 2

Periodocuatro 2 3 4 1
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ANEXO 4

Determinacién de fibra detergente neutra (FDN)

Reactivos:

1) solucion detergente neutra por L de agua destilada (g)

a. lauril sulfato de sodio 30

b. EDTA 18.61
c. fosfato acido disodico anhidrido 4.56
d. tetraborato de sodio deshidratado 6.81
e. éter de etilen glicol monoetilo 10 mL

2) decahidronaftaleno
3) acetona, libre de coloraciones y que no deje residuos después de su evaporacion
4) sulfito de sodio anhidro (solo con muestras que tengan coloracion, como las excretas)

Preparacion de las muestras: A 1 g de muestra seca (55°C, tiempo), molidas y cribadas
(cedazo de 1 mm) se le afiadieron 100 mL de la solucién detergente neutra y 2 uL de
decahidronaftaleno; en el caso de muestras que presentaban coloracion, como las heces, se
adicion6 0.5 g de sulfito de sodio. La mezcla se calenté a 90°C en un digestor, manteniendo
la ebullicibn durante 60 min. En este momento se disminuy6 la temperatura para evitar la

formacion de espuma.

Filtrado: Las muestras se filtraron al vacio través del papel filtro preparado 24 h antes (el
papel Whatman 541 se llevé a peso constante a 110°C por 24 h) en un embudo Buchner.
Una vez finalizado el filtrado, el papel filtro mas la muestra se lavé 6 a 7 veces con agua

destilada caliente (90 a 100°C); se realiz6é un lavado final con acetona.

Secado de la muestra: Finalmente, y una vez concluido el lavado de las muestras, el papel
filtro con la muestra se sec6 por succion de vacio, y en estufa a 1000C por 12 h. Se enfrié y
peso. El blanco consistio en papel filtro sin muestra. La FDN se expres6 como porcentaje de

constituyentes de la pared celular (CPC) empleando la siguiente ecuacion:

(peso papel+muestra)-(peso papel)
CPC = x 100
peso de la muestra

105



ANEXO 5
Determinacion de fibra detergente &cida (FDA)

Reactivos:
1) solucion detergente acida por L de agua destilada (g)
a. H,SO, 1IN
b. Bromuro de centiltrimetil amonio (CTAB) 20 g

1) decahidronaftaleno

2) acetona, libre de coloraciones y que no deje residuos después de su evaporacion

3) sulfito de sodio anhidro (solo con muestras que tengan coloracion, como las excretas)
Se llevé de la misma forma que determinacién de la fibra detergente neutra, pero empleando
solucion detergente acida en lugar de la solucion detergente neutra. El blanco consistio en

papel filtro sin muestra. La FDA se calcul6 de la ecuacion siguiente:

(peso papel+muestra)-(peso papel)
FDA = x 100
peso de la muestra
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mg colesterol / mL

ANEXO 6

Curva estandar de colesterol

y =0,00221x - 1,68295

R2= 099463
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mg B-caroteno / mL

0.04

ANEXO 7

Curva estandar de B-caroteno

y = 0,0003x - 0,0055
R =0,9963
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mg clorofilaa / mL

0.009
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ANEXO 8

Curva estandar de clorofila a

y = 0,00001 x + 0,00006
RZ = 0.99666
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ANEXO 9

Curva estandar de clorofila b
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ANEXO 10

Andlisis de varianza: variables bromatoldgicas de los pastos estudiados

Error
Variable CV  Media R? P>
GL CM
Materia seca 10 1.531 0.022 91.88 0.751 0.005
Proteina cruda 10 0.473 0.120 11.817 0.833 0.001

Fibra Detergente Neutra
10 0.940 0.049 65.581 0.937 0.0001

Fibra Detergente Acida
10 0.861 0.148 38.69 0.981 0.0001
Extracto Etéreo

Cenizas 10 0.247 0.172 3.17 0413 0.214

B-caroteno
10 0.188 0.35 0.6875 0.834 0.0001

10 0.904 0.042 54.12 0.878 0.0001

* MS: Materia seca; PC: Proteina cruda; FDN: Fibra detergente neutra; FDA: Fibra detergente acida;

EE: Extracto Etéreo
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ANEXO 11

Analisis de varianza: degradabilidad de MS y carotenoides
totales en el rumen, duodeno y tracto total

Error
Variable CV  Media R? P>
GL CM

Degradabilidad materia seca en rumen 12 1.841 0.181 58.93 0.987 0.0001
Degradabilidad materia seca en duodeno 15 1.058 0.447 28.64 0.995 0.0001
Degradabilidad materia seca total 15 1.931 0.186 14.10 0.992 0.0001
Degradabilidad carotenoides en rumen 12 0.006 0.372 0.367 0.740 0.001
Degradabilidad carotenoides en duodeno 15 0.007 0.71 0.3938 0.933 0.0001
Degradabilidad carotenoides total 15 0.188 0.35 0.6875 0.834 0.0001
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ANEXO 12

Comparacion multiple de medias de Tukey: degradabilidad de MS y carotenoides totales en el rumen

0]

Q)

Carotenoides

Materia Seca

Hora Hora Rumen Duodeno Total Rumen Duodeno Total

Diferencia Diferencia Diferencia en Diferencia Diferencia en Diferencia en
en medias Sig. en medias medias Sig. en medias  Sig. medias Sig. medias Sig.

() (I-J) Sig. (I-J) () (I-J) ()

00.00  12.00 4606 .000  -.1023 .700 2559500  .000  -18.0675  .000
24.00 5199°  .000 .1988 141 335825  .000 -22.0150°  .000
48.00 5837 .000 2836 .020 31.5425°  .000  -32.1900°  .000
12.00  24.00 2418 004  .8021°  .000 5173 .000 -14.08° .000 31.0075  .000  -40.3150°  .000
48.00 2628°  .002 -.4606  .000 1023 .700 -20.23°  .000 -255950° .000  18.0675  .000
72.00 2781 001  .0594  .838 3012 013 -28.01° .000  7.9875 000  -3.9475° 008
2400 1200  -2418 004  .1231  .256 3859 .002 14.08° .000  5.9475 000  -14.1225  .000
48.00 0210 980  .3415  .000 6196 .000 -6.15  .000  5.4125 000  -22.2475  .000
72.00 0363 .910 -5199° .000  -.1988 141 -13.93° .000 -33.5825  .000  22.0150°  .000
4800 1200 -2628 .002 -0594 .838  -.3012 .013 20.23°  .000 -7.9875 .000 3.9475 .008
24.00 -0210 980  .0638  .801 .0848 819 6.15°  .000  -2.0400 084  -10.1750°  .000
72.00 0153  .992  .2821°  .002 3184 .008 778 .000 -25750°  .021  -18.3000°  .000
7200 1200 -2781° .001 -5837  .000  -.2836 .020 28.01° .000 -31.5425 000  32.1900°  .000
24.00 -0363 910 -1231  .256  -.3859 .002 13.93°  .000  -5.9475 000 141225  .000
48.00 -0153 992  -0638 .801  -.0848 819 7.78°  .000  2.0400 084  10.1750°  .000
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ANEXO 13

Andlisis de Varianza: degradabilidad de MS y carotenoides de alfalfa in vitro

Variable Error CV Media R? P>

GL CM

Degradabilidad materia seca 12 0.262 0.038 24291 0.740 0.001

Degradabilidad carotenoides 12 18.728 0.018 45.73 0.807 0.0001
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ANEXO 14

Andlisis de varianza entre tratamientos (concentracion de pectina):
Flujo de nutrientes y pigmentos de duodeno a heces (postruminal)

Error
Variable CV  Media R? P>
GL CM
Materia seca g 6 1660145 145 2800.4 0.780 0.153
% 6 21.6 14.6 37.7 0.798 0.124
Materia organica ¢ 6 60438.9 14.0 1755.3 0.789 0.138
% 6 26.7 145 35.5 0.828  0.083
Proteina g 6 154 .4 13.6 91.3 0.815 0.100
% 6 6.8 134 194 0.834  0.077
FDN g 6 35033.3 16.3 11453 0.751 0.202
% 6 61.2 17.0 45.9 0.833  0.077
- caroteno mg 6 1x10° 16.7 0.261 0.980 0.0002
% 6 13.0 18.8 19.1 0.925  0.008
Clorofila a mg 6 1x107° 23.6 0.0044 0.321 0.940
% 6 45.0 30.7 21.8 0.303  0.952
Clorofila b mg 6 9x107° 189 0.016 0965 0.001
% 6 8.4 10.8 26.7 0.980 0.0002
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ANEXO 15

Andlisis de varianza entre tratamientos (concentracion de pectina):
Flujo de nutrientes y pigmentos del alimento consumido a heces (digestibilidad total)

Error
Variable CV  Media R? P>
GL CM
Materia seca g 6 171396.1 184 2240.3 0.650 0.410
% 6 22.0 18.6 25.1 0.642  0.428
Materia organica g 6 279685.3 16.6 1298.3 0.717 0.268
% 6 16.8 17.6 23.2 0.671 0.364
Proteina g 6 97.2 19.9 49.4 0.638  0.437
% 6 10.5 19.0 17.0 0.633  0.446
FDN g 6 20079.6 194 727.1 0.674 0.359
% 6 13.8 18.6 19.9 0.655  0.399
Grasa total g 6 0.095 22.9 1.3 0.919 0.011
% 6 9.0 15.2 19.6 0.919 0.011
- caroteno mg 6 5x10° 34.1 0.22 0.970 0.0007
% 6 14.5 18.8 20.2 0.967 0.0008
Clorofila a mg 6 3x10™ 415 0.0004 0.424 0.229
% 6 0.672 28.2 2.9 0.412 0.852
Clorofila b mg 6 2x10°° 3.8 0.041 0.998 0.0001
% 6 1.4 2.0 1.1 0.999 0.0001

116



Andlisis de varianza entre tratamientos (concentracion de pectina): Digestion de
nutrientes y absorcion de pigmentos de duodeno a heces (digestion postruminal)

ANEXO 16

Error
Variable CV  Media R? P>
GL CM
Materia seca g 6 167572.6 6.7 6042.7 0.846 0.064
% 6 21.6 6.8 68.2 0.798 0.124
Materia organica g 6 293846.8 6.6 33499 0.826 0.087
% 6 26.7 8.0 64.4 0.828 0.083
Proteina g 6 346.0 4.9 377.0 0.849 0.060
% 6 6.8 3.2 80.5 0.834  0.077
FDN g 6 51567.1 16.0 1413.3 0.828 0.083
% 6 61.2 14.4 54.0 0.833 0.077
B- caroteno mg 6 3x10° 181 0.978 0.853  0.05
% 6 13.0 4.4 80.8 0.925 0.008
Clorofila a mg 6 1x10°® 26.0 0.016 0.464 0.778
% 6 45.0 8.5 78.1 0.303 0.952
Clorofila b mg 6 1x10”’ 13.8 0.077 0.733 0.236
% 6 66.6 9.8 82.6 0.719  0.263
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Analisis de varianza entre tratamientos (concentracién de pectina): Digestion de

ANEXO 17

nutrientes y absorcién de pigmentos de laingesta del alimento a heces
(digestibilidad total)

Error
Variable CV  Media R? P>
GL CM
Materia seca g 6 193555.3 6.6 6663.0 0.627  0.460
% 6 22.0 6.2 74.8 0.642 0.428
Materia Orgénica g 6 74359.7 6.3 4286.8 0.629 0.455
% 6 16.8 5.3 76.7 0.671 0.364
Proteina g 6 198.8 5.8 240.7 0.611  0.496
% 6 10.5 3.9 82.9 0.633  0.446
FDN g 6 28973.5 5.8 2909.8 0.615 0.486
% 6 13.8 4.6 80.0 0.655  0.399
Grasa total g 6 0.500 14.2 4.9 0.898  0.021
% 6 9.02 3.7 80.3 0.919 0.011
B- caroteno mg 6 1x10° 17.5 0.575 0.941 0.004
% 6 145 4.7 79.7 0.967 0.0008
Clorofila a mg 6 4x107° 154 0.014 0.637 0.438
% 6 0.672 0.844 97.0 0.412  0.852
Clorofila b mg 6 3x107® 244  0.025 0.942 0.004
% 6 5.54 4.0 57.65 0.992 0.0001
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ANEXO 18

Andlisis de varianza entre tratamientos (concentracion de pectina):
colesterol total en sangre

Error
Variable CV Media R? P>

GL CM

Colesterol total (mg/mL) 6 7x10* 1.9 1.4 0.989 0.0001
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