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RESUMEN

Recientemente el sector pecuario se ha interesado por el uso de aditivos nutracéuticos
debido a su potencial en la produccién animal. Dentro de éstos, se encuentran los fitoquimicos
como el &cido ferdlico (AF) o minerales como la clinoptilolita (CTL). Actualmente no existe
reporte del uso combinado de estos compuestos a nivel productivo y metabdlico en corderos. El
objetivo del estudio fue evaluar la respuesta de la suplementacion de AF y CTL sobre el desempefio
productivo, caracteristicas de la canal, y calidad de la carne de ovinos de pelo en finalizacion
(experimento 1), y la cinética de fermentacion ruminal in vitro (FR) (experimento 2). EI primer
estudio consistid en una prueba de alimentacion con 28 corderos Katahdin asignados en un arreglo
factorial 22 de los tratamientos AF (0 0 300 ppm) y CTL (0 o 1%). La interaccion AFXCTL no
afectd los parametros productivos y la calidad de la canal, excepto algunos &cidos grasos (AG) de
la carne. De forma individual, AF redujo el consumo de alimento y conformacion de la canal
(P<0.05), mientras que CTL mejoré el color de la carne y aumento el contenido de los &cidos
caproico, miristoleico, pentadecanoico y el total de AG poliinsaturados (P<0.05). En el segundo
experimento se realiz6 una prueba de FR in vitro utilizando los mismos aditivos bajo un arreglo
factorial 22 con medidas repetidas en el tiempo (2, 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 h). Se observo un efecto
de CTL y AFXCTL para mantener valores de pH mas altos durante toda la fermentacion. Las
concentraciones de acetato y AG volatiles totales aumentaron debido a AF (~25 %), CTL (~23 %)
y su interaccion (~19 %) a las 48 h, mientras que a las 72 h las concentraciones solo aumentaron
21y 15 % debido AF y CTL, respectivamente (P<0.05). Por otra parte, a las 48 h se registraron los
valores mas altos (P<0.05) de propionato para AF, CTL y su combinacion, sin embargo, a las 72 h
este aumento solamente se observd para factores principales. Ademas, AF aument6 (P<0.05) la
produccién total de gas durante todo el periodo experimental. Se concluye que la suplementacion
combinada de AF y CTL puede modular favorablemente la FR in vitro, aunque esto no se reflejo
en el estudio in vivo para mejorar el desempefio productivo de los corderos. Por otra parte, CTL

mejora el perfil lipidico y color de la carne de ovinos.

Palabras claves: Ovinos de pelo, fitoquimicos, zeolitas, rendimiento productivo, fermentacion

ruminal.



ABSTRACT

Recently, there has been an interest in using nutraceuticals as feed additives in livestock
due to their potential to improve meat production. As main alternatives, phytochemicals (such as
ferulic acid; FA) or minerals (such as clinoptilolite; CTL) are included in this group. Nowadays,
there is no report on the combined use of these compounds at a productive and metabolic level in
lambs. The current study aimed to evaluate the effect of supplementation with FA and CTL
combined on productive performance, carcass characteristics, and meat quality of finished hair-
breed lambs (Exp. 1), and on in vitro rumen fermentation (exp. 2). Exp. 1 consisted of a feedlot
performance trial, conducted to evaluate, under 22 factorial arrangements, the dietary effect of FA
(0 or 300 ppm) and CTL (0 or 1%). Except for the fatty acid profile, there were no effects of FA x
CTL interaction on growth performance, carcass characteristics, and meat quality. FA reduced feed
intake and carcass conformation (P<0.05). Meanwhile, CTL modified the L*, a*, and C* color
parameters, and increased (P<0.05) the sum of PUFA, capric, myristoleic, and pentadecanoic acids.
In Exp. 2, an in vitro rumen fermentation trial was carried out using same treatments combination
of the Exp 1 (within 22 factorial arrangements with repeated measures: 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, and
72 h of fermentation). FA x CTL and CTL alone recorded the highest pH among treatments
(P<0.05). Acetate and total VFA concentrations increased due to FA (~ 25 %), CTL (~ 23 %), and
FA x CTL interaction (~ 19 %) inclusion at 48 h, while, at 72 h, the concentrations only increased
about 21 and 15 % due to main factors (P<0.05). Propionate concentrations were higher (P<0.05)
for the main factors and their combination at 48 h. However, this increase was only observed for
FA and CTL at 72 h. Additionally, FA increased total gas production throughout experimental
period (P < 0.05). FA and CTL supplementation might modulate positively in vitro rumen
fermentation characteristics. Despite in vitro findings, these benefits were not reflected in lambs’
growth performance (exp. 1). Additionally, CTL supplementation improves the color and lipid

profile in lamb meat.

Keywords: Hair-breed lambs, phytochemicals, zeolites, feedlot performance, rumen fermentation.



1. SINOPSIS

1.1. Justificacion

La produccién y consumo de carne ovina en México ha tenido un aumento considerable en los
ultimos afios, sin embargo, el sector ovino se ha enfrentado a diversos desafios que obstaculizan el
crecimiento del hato nacional y consecuentemente la obtencién de su carne (Vazquez-Martinez et
al., 2018; SIAP, 2021a). Entre los desafios que enfrenta la ovinocultura en nuestro pais estan los
relacionados a las condiciones socioeconomicas, ambientales y tecnolégicas del pais (Vazquez-
Martinez et al., 2018), motivos por el cual no se logra satisfacer la demanda nacional. Bajo este
panorama, ha surgido la necesidad de buscar mercados extranjeros para la importacion de este
producto. En este contexto, con el fin de aumentar la produccién de manera eficiente y sostenible,
la industria ganadera ha buscado diferentes estrategias y herramientas tecnoldgicas orientadas a las
mejoras en los sistemas de alimentacion o a la manipulacion genética (Martinez-Gonzélez et al.,
2010). Dentro de estas estrategias, de manera cada vez mas recurrente, los productores optan por
emplear promotores de crecimiento como agonistas adrenérgicos-p (AA-B) o implantes
hormonales (Mendoza & Ricalde, 2016; Gonzalez-Ronquillo & Hernandez, 2017).

Los promotores de crecimiento se han empleado en la industria ganadera durante muchos afios con
el objetivo de incrementar el rendimiento de carne, aumentar las ganancias diarias de peso y
mejorar la eficiencia alimenticia y caracteristicas de la canal (Heitzman, 1979). Sin embargo, a
pesar de los beneficios que han demostrado estos compuestos en la produccion animal, las
legislaciones vigentes de algunos paises de la Union Europea y Asia actlan como factor limitante
para el uso de estos compuestos en animales destinados al consumo humano (Gonzélez-Ronquillo
& Hernandez, 2017). Aunado a esto, recientemente ha incrementado el nimero de consumidores
preocupados por alimentos generados bajo un enfoque de produccion sustentable, ética y organica
(Valadez-Garciaet al., 2021). Ademas, algunas investigaciones han reportado de manera especifica
que los promotores de crecimiento de tipo AA-B pueden demeritar algunas caracteristicas de
calidad de la carne como la textura o el color (Davila-Ramirez et al., 2013; Cayetano-De-Jesus et
al., 2020).



De ahi que, en los ultimos afios se ha generado un interés en la busqueda de nuevas alternativas de
origen natural que tengan el potencial de sustituir a los promotores de crecimiento tradicionales,
sin dejar de garantizar la seguridad alimentaria ni comprometer la salud humana o el bienestar
animal (Lillehoj et al., 2018). Dentro de las alternativas propuestas se encuentran los compuestos
naturales con propiedades nutracéuticas, por ejemplo, extractos vegetales como los fitoquimicos o
minerales como la zeolita.

Con respecto a los fitoquimicos, estos son componentes bioactivos provenientes de matrices
vegetales, los cuales han demostrado influir tanto en el rendimiento y salud del ganado, como
también en la calidad de su carne y derivados (Valenzuela-Grijalva et al., 2017; Pefia-Torres et al.,
2019). Ademas, se ha documentado que son efectivos para reducir las emisiones de metano entérico
proveniente de la produccién de rumiantes (Hassan et al., 2020). Debido a estos beneficios
reportados, estos compuestos prometen ser una alternativa natural para sustituir a los promotores
de crecimiento actualmente empleados. En este sentido, el acido feralico (AF) es un fitoquimico
que por los efectos bioldgicos que ejerce en el organismo, ha ido adquiriendo importancia dentro
del sector pecuario, incluso, recientemente algunas investigaciones han reportado que tiene un
efecto anabolizante en cerdos y bovinos (Gonzalez-Rios et al., 2013; Valenzuela-Grijalva et al.,
2021; Pefa-Torres et al., 2021). En estos mismos estudios se ha propuesto que debido a las
semejanzas estructurales del AF con los compuestos AA-B, éste podria interactuar con los
receptores adrenérgicos y ejercer los mismos efectos bioldgicos en el metabolismo animal:
promover el anabolismo mediante la redistribucion de nutrientes y tejido adiposo hacia la sintesis
de proteina muscular.

Sin embargo, estos efectos no han sido consistentes en ovinos suplementados con este fitoquimico,
por lo que se propone que en esta especie el AF podria ocasionar cambios en la fermentacion
ruminal (FR) (Soberon et al., 2012a; Macias-Cruz et al., 2014; Valadez-Garcia et al., 2021;
Nicolas-Lopez et al., 2022; Pefia-Torres et al., 2022). En este sentido, en la literatura se menciona
que la suplementacion de fitoquimicos en rumiantes puede aumentar el flujo de proteinas de
sobrepaso al tracto gastrointestinal posterior, mejorar la produccion de acidos grasos volatiles y
reducir la metanogénesis, lo cual contribuye a una mayor respuesta productiva de los animales
(Demirtas et al., 2018; Kholif & Olafadehan, 2021). Por otro lado, algunos autores sugieren que
los fitoquimicos actian como depresores de la FR al inhibir el crecimiento de algunas bacterias

ruminales o porque tienden a causar acidosis ruminal (Chesson et al., 1982).
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En este contexto, las zeolitas de tipo clinoptilolita (CTL) son aditivos alimenticios minerales que
pueden utilizarse como amortiguadores para prevenir cualquier trastorno metabdlico ruminal
(Mumpton, 1998; Coombs et al., 1998). Se ha observado en diversos estudios que la CTL ademas
de regular el pH ruminal, mejora la relacion acetato a propionato y la utilizacion del nitrégeno en
el rumen, promoviendo un ambiente 6ptimo para que los microorganismos ruminales funcionen
eficientemente (McCollum & Galyean, 1983; Goodarzi & Nanekarani, 2012; Urias-Estrada et al.,
2017; Roque-Jiménez et al., 2018; Ghoneem et al., 2022; Sallam et al., 2022). Estos beneficios
son atribuidos principalmente a sus propiedades de intercambio cationico y tamizado molecular
selectivo (Ming & Allen, 2001; Li et al., 2017).

Con base en la informacion mencionada anteriormente, es posible que tanto el AF como la CTL
modulen el proceso de FR hacia un mejor uso de la energia, por lo que el uso combinado de ambos
compuestos representa una alternativa viable para mejorar el rendimiento productivo en rumiantes,
ademas, las propiedades intrinsecas de la CTL podrian mitigar los potenciales efectos secundarios
en el ambiente ruminal derivados de la adicion de AF libre en la dieta. Hasta el momento hay pocos
estudios donde se incluyan ambos aditivos en la dieta de rumiantes, asimismo, no se ha reportado
en la literatura el efecto de la suplementacion combinada de AF y CTL en las variables productivas
y caracteristicas de calidad de la carne de ovinos, asi como su asociacién a los cambios en los
pardmetros de FR. Ademas, el mecanismo de accion por el cual el AF actla en ovinos no ha sido
dilucidado por completo. Por ello, es necesario evaluar y comprobar si existe una sinergia que
potencialice el efecto de ambos aditivos y que a su vez contribuya a una rentabilidad del sector

ovino.

1.2. Antecedentes

1.2.1. Produccién de Carne de Ovinos de Pelo en México

Recientemente, la ovinocultura en México ha tenido un crecimiento econdmico-social considerable

dentro de las actividades pecuarias del pais, que en comparacion con la produccion total de carne
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de otras especies la de ovino contribuye tan solo con el 0.87 % de la produccion total nacional, sin
embargo se proyecta que esta cifra continde incrementandose en los proximos afios debido a las
ventajas que representa la crianza de esta especie y a su adaptabilidad a las diferentes condiciones
climaticas (SIAP, 2021a; Vicente et al., 2020).

Actualmente el hato ovino mexicano comprende de aproximadamente 8.8 millones de cabezas,
donde més del 50 % tanto de su poblacion como de su consumo se concentra en el centro y sur del
pais (SIAP, 2021b). Con respecto a la produccidn de carne de ovino, en el afio 2021 se produjeron
65,845 toneladas de carne en canal provenientes principalmente del Estado de México (14.2 %),
Hidalgo (10.4 %) y Veracruz (8.7 %) (SIAP, 2021c). A pesar de que la carne de cordero apenas
alcanza un consumo nacional aproximado de 1 kg por habitante al afio, hoy en dia no se satisface
la demanda nacional, teniendo que importar cerca del 30 % de la carne que se consume en el pais
(Vazquez-Martinez et al., 2018). Adicionalmente, cabe mencionar que en la Gltima década la
produccion ovina ha registrado un crecimiento anual del 20 % (SIAP, 2021a). Por lo tanto, bajo
este panorama se potencializa la oportunidad de inversion de recursos econdémicos y de
investigacion con la finalidad de incentivar la produccion de esta especie.

Actualmente, la ovinocultura en México se ha orientado principalmente a la produccién de carne
en agostaderos de zonas tropicales o semiaridas donde las razas de pelo han predominado debido
a su alta adaptabilidad para desarrollarse y mantener su rendimiento productivo frente a
condiciones climatoldgicas adversas y de baja disponibilidad de alimento, a diferencia de otras
razas o especies productoras de carne (Quintanilla-Medina et al., 2018; Vicente et al., 2020). Esto
resalta la importancia de las razas ovinas de pelo y su competencia para contribuir
considerablemente a la demanda nacional de carne. Actualmente, la ovinocultura en el pais se
encuentra condicionada por factores que obstaculizan su produccién, tales como las condiciones
socioecondmicas, condiciones climatologicas, disponibilidad de insumos y la tecnologia utilizada
(Martinez-Gonzalez et al., 2010; Vazquez-Martinez et al., 2018). Por lo que, debido a las
limitaciones que han condicionado el desarrollo de la produccidn de esta especie, continuamente
se buscan estrategias que favorezcan la eficiencia alimentaria y promuevan las ganancias diarias
de peso y el rendimiento en canal, sin comprometer el bienestar animal ni la calidad de la carne.
Algunas de estas estrategias son: la seleccion de razas, mejoras en los programas sanitarios y en
los sistemas de alimentacion (Martinez-Gonzélez et al., 2010). Con respecto a ésta Ultima,

recurrentemente se emplean distintas estrategias nutricionales para sostener la produccion.
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1.2.2. Estrategias Nutricionales Para la Produccion de Carne de Ovinos de Pelo

Dentro de los sistemas de alimentacion una de las herramientas que mayormente se implementan
en la produccion de carne es el uso de promotores de crecimiento (PC), los cuales pueden
clasificarse como modificadores metabdlicos tradicionales (AA-B o implantes hormonales) o
modificadores digestivos (Mendoza & Ricalde, 2016; Gonzalez-Ronquillo & Hernandez, 2017).
Los promotores de crecimiento, han demostrado ser efectivos para aumentar la tasa de crecimiento,
mejorar la conversion alimenticia y el rendimiento de la canal en diferentes especies. Cada PC tiene
su propio mecanismo de accion y éste puede verse afectado por factores externos como la especie,
el estado de homeostasis o salud del animal (Heitzman, 1979; Mendoza & Ricalde, 2016;
Gonzélez-Ronquillo & Hernandez, 2017).

Con relacion a los PC que se clasifican como modificadores metabolicos, estos actian como
agentes anabolizantes. De manera general, los agentes anabolizantes son mensajeros quimicos
intracelulares que desencadenan procesos bioldgicos en células diana al regular la actividad de
algunas hormonas o proteinas (Heitzman, 1979; Fiems, 1987). Finalmente, esta cascada metabolica
culmina por ejemplo en la expresién negativa de ciertos genes lipogénicos, la inhibicion de
receptores de cortisol, el aumento en la produccién del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-
1) o aumentando la secrecion de la hormona de crecimiento; lo anterior en consecuencia promueve
la sintesis de proteina en tejido muscular o la lip6lisis en tejido adiposo, a la vez que disminuye el
catabolismo proteico y la lipogénesis respectivamente en cada tejido (Heitzman, 1979; Fiems,
1987).

Por otra parte, los modificadores digestivos son compuestos que, al ser administrados en dosis
adecuadas, pueden mejorar la digestibilidad de los alimentos y ocasionan cambios deseables en la
microbiota intestinal o ruminal para el caso especifico de los rumiantes (Soltan & Patra, 2021).
Estos cambios en los microorganismos ruminales (MOR) pueden modular favorablemente los
metabolitos finales de la FR hacia una mayor eficiencia en el uso de la energia proveniente de los
alimentos y consecuentemente obtener un mayor rendimiento de carne o leche (Hassan et al., 2020;
Soltan & Patra, 2021; Kholif & Olafadehan, 2021).
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1.2.3. Modulacion de la Fermentacién Ruminal

Los rumiantes son animales poligastricos que se caracterizan por tener cuatro estbmagos: tres pre-
estdmagos (reticulo, rumen y omaso) que en conjunto forman una camara fermentativa pre-géstrica
y un estomago glandular o verdadero, el abomaso (Hungate, 2013). Estos herbivoros a diferencia
de los monogastricos pueden aprovechar la energia proveniente de los carbohidratos estructurales
como la celulosa y hemicelulosa (Hobson & Stewart, 1988; Hungate, 2013). Y aunque los
rumiantes per se no son capaces de producir las enzimas necesarias para degradar a la mayoria de
los carbohidratos estructurales, han desarrollado en su camara pre-géstrica una simbiosis con el
consorcio de MOR que albergan principalmente en el rumen, proporcionando las condiciones
adecuadas para que estos MOR se desarrollen y cumplan con esta funcién metabdlica (Hungate,
2013).

En el rumen habita una diversa poblacion de MOR, los cuales pueden clasificarse en diferentes
grupos funcionales segun el componente alimenticio que degraden (almidon, celulosa,
hemicelulosa, pectina, proteinas u otros acidos) o segun el producto final (formado por otros
microorganismos) que metabolicen (Choudhury et al., 2015). Esta comunidad de microorganismos
se encuentra conformada por bacterias, arqueas metanogénicas, protozoarios y hongos anaerobios
estrictos o facultativos, que coexisten e interactlan sinérgicamente entre si para extraer la energia
de los alimentos mediante la FR (Hungate, 2013; Choudhury et al., 2015).

La FR es el proceso anaerébico donde los MOR (principalmente las bacterias) convierten las
macromoléculas del alimento en monémeros simples para cubrir sus necesidades nutricionales, y
en cambio el rumiante dispone para cubrir sus requerimientos energéticos, de los metabolitos
finales producidos por los bacterias ruminales durante la FR: &cidos grasos volatiles (AGV) de
cadena sencilla como acetato, propionato y butirato, también AGV de cadena ramificada como el
isobutirato, isovalerato y valerato, y ademas los MOR representan una gran fuente de proteina de
alto valor biologico una vez que llegan al intestino delgado (Hobson & Stewart, 1988). Estos
productos son precursores de energia de los cuales el animal puede cubrir entre el 70 y 85 % de sus
requerimientos diarios de energia y proteina respectivamente una vez que abandonan el rumen
(Hobson & Stewart, 1988; Kristensen et al., 1998). Los AGV son absorbidos por el epitelio ruminal

Yy, posteriormente son transportados via vena porta hacia los diferentes tejidos del mamifero para
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ser metabolizados siguiendo las diferentes rutas metabolicas. Por otro lado, los MOR en conjunto
con las proteinas de sobrepaso que escapan del rumen, son descompuestos en el intestino delgado
por la accion de las enzimas endogenas del rumiante y dirigidos hacia los diferentes tejidos para
las sintesis de proteina tisular (Kristensen et al., 1998).

Sin embargo, la FR no es un proceso completamente eficiente en la produccién de energia, debido
a que durante este proceso también se generan moléculas de Hz, CO2, CH4 (gases de efecto
invernadero; GEI) y exceso de amoniaco, los cuales representan hasta un 12 % en pérdidas de
energia. La produccion de estos metabolitos intermediarios conduce al desaprovechamiento de
atomos de carbono que podrian utilizarse para la formacion de AGV o al gasto energético
innecesario del reciclaje del nitrégeno via ciclo de la urea (Kristensen et al., 1998; Hassan et al.,
2020; Kholif & Olafadehan, 2021).

Por ello, con la finalidad de aprovechar al maximo la energia proveniente de los alimentos, durante
afios se ha buscado obtener un perfil deseable de la FR, en el cual se prioriza disminuir la relacion
de acetato a propionato, y aumentar tanto la produccién de propionato (considerado como el Gnico
AGYV capaz de formar glucosa) como el flujo de proteinas de sobrepaso al tracto posterior. Ademas,
se busca disminuir las concentraciones de metano y nitrégeno amoniacal (Hassan et al., 2020;
Kholif & Olafadehan, 2021). Es asi como, con el fin de optimizar el perfil de FR se requiere de una
comprension integral de los requisitos nutricionales especificos de cada animal, su etapa de

produccién y el rendimiento esperado.

1.2.4. Estrategias Nutricionales Para Modular la Fermentacion Ruminal

Actualmente existen algunas estrategias nutricionales que se pueden implementar dentro de los
sistemas de alimentacion, con el objetivo de maximizar la eficiencia en el uso de los nutrientes y
promover los procesos deseables de la FR. Dentro de estas estrategias se encuentran el cambiar la
composicion de la dieta, asi como el uso de aditivos alimenticios (Mendoza & Ricalde, 2016;
McGrath et al., 2018).

Con respecto a la primera estrategia mencionada, la manipulacion en la composicién de la dieta

representa un factor determinante en la estructura de la comunidad de microorganismos presente
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en el rumen, ademas resulta ser el enfoque mas practicado entre los productores. Dentro de las
manipulaciones en la dieta, se pueden incluir los cambios fisicos como el procesamiento y el
tamanio de particula del alimento o los cambios quimicos como la calidad (composicion nutricional)
y proporciones del forraje o concentrado (Mendoza & Ricalde, 2016; McGrath et al., 2018).

De acuerdo con los cambios que se realicen en la composicién de la dieta, como resultado se
favorecen ciertos grupos de bacterias, por ejemplo, en animales criados bajo sistemas de
produccidn extensivos, donde son alimentados con dietas altas en fibra forrajera o forrajes maduros
(altos niveles de carbohidratos estructurales), se ha observado una mayor prevalencia de bacterias
celuloliticas como Fibrobacter succinogenes, Butyrivibrio fibrisolvens y Ruminococcus sp. (Van
Houtert, 1993; De Brito et al., 2017). Por otra parte, el perfil de bacterias ruminales es totalmente
distinto en los animales alimentados bajo un sistema intensivo (dietas altas en concentrados), donde
los grupos de bacterias aminoliticos y proteoliticos como Streptococcus bovis, Ruminobacter
amylophilus, Selenomonas ruminantium y Prevotella sp. prevalecen (Van Houtert, 1993; Ellison
et al., 2017; Kim et al., 2018). Dentro de los beneficios encontrados en las dietas altas en
concentrados o con ingredientes de alta calidad nutricional se ha observado: un aumento en el
consumo 'y en la digestibilidad del alimento. Asi mismo, debido al tipo de comunidades de bacterias
que prevalecen en este tipo de dietas, los productos finales de la FR se inclinan hacia una alta
produccion de AGV totales, especialmente propionato, y una disminucién en las concentraciones
de metano y acetato (Muir et al., 1998; Ellison et al., 2017).

Sin embargo, debido a su rapida fermentacion, una alta inclusion de granos en la dieta del rumiante
puede provocar trastornos metabdlicos que lleven a pérdidas econdmicas considerables, ademas,
este tipo de dietas suelen elevar los costos de produccion (Muir et al., 1998; McGrath et al., 2018).
Es por esto que, segun las posibilidades de cada productor, se opte por utilizar aditivos alimenticios
que promuevan los cambios deseados en los productos finales de la FR o que actien como agentes
amortiguadores.

Diferentes aditivos alimenticios como ionoforos, antibioticos, agentes defaunantes, probioticos y
prebioticos, han sido utilizados para modular mediante diferentes mecanismos de accion, la
actividad de los microorganismos del rumen con el fin de favorecer el rendimiento de los rumiantes
(Kholif & Olafadehan, 2021). Sin embargo, el efecto de algunos de estos compuestos disminuye
con el tiempo o bien, pueden comprometer el bienestar animal, por lo que se ha limitado su uso.

Por ello, basandose en las nuevas tendencias de produccién y consumo, las investigaciones en
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nutricion animal se han enfocado en el estudio y desarrollo de compuestos de origen natural con
propiedades nutracéuticas: aceites esenciales, extractos puros (fitoquimicos), subproductos
agroindustriales o minerales (zeolitas).

Recientemente estos productos naturales han generado interés cientifico debido a sus propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, inmunoestimulantes e incluso promotoras del
crecimiento (Valenzuela-Grijalva et al., 2017; Lillehoj et al., 2018; Pefia-Torres et al., 2019).
Algunos estudios en rumiantes han reportado efectos prometedores en la salud reproductiva,
crecimiento y bienestar animal al incluir estos compuestos en dosis bajas 0 moderadas (Kholif &
Olafadehan, 2021; Macias-Cruz et al., 2018). Sus efectos son atribuidos a los componentes
bioactivos presentes, los cuales sirven como defensa contra factores de estrés fisiolégico o
ambiental, y contra microorganismos patogenos. Ademas, debido a la transferencia de
componentes antioxidantes al tejido animal o a su capacidad para estimular la actividad de las
enzimas antioxidantes, se ha observado una mayor estabilidad oxidativa en la carne y leche
proveniente de rumiantes alimentados con este tipo de compuestos (Clarke et al., 2019; Biswas et
al, 2021).

No obstante, la consistencia en los efectos esperados dentro de la produccion pecuaria por el uso
de compuestos nutracéuticos aln es cuestionable, por lo cual, todavia se realizan investigaciones
con el objetivo de encontrar tanto un aditivo de origen natural adecuado como su dosis, etapa de

administracion y periodo de tiempo efectivo.

1.2.5. Acido Ferulico en la Produccion Animal

Los fitoquimicos son metabolitos secundarios de las plantas los cuales no se involucran en los
procesos bioguimicos primarios como el crecimiento, desarrollo y reproduccion, sin embargo,
intervienen en los mecanismos de defensa contra agentes patdgenos o depredadores (Greathead,
2003). Anteriormente, estos compuestos bioldgicamente activos eran considerados como agentes
anti nutricionales, debido a su capacidad para formar complejos principalmente con las proteinas
e intervenir en la absorcion de nutrientes (Bonerman et al., 1986; Wang et al., 2022). Sin embargo,

recientemente el uso de fitoquimicos en la alimentacion animal ha sido motivo de interés debido a
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que, en dosis y tiempos de exposicion adecuados, estos pueden ejercer efectos benéficos sobre el
crecimiento, estado y salud reproductiva de los animales (Greathead, 2003; Windish et al., 2006;
Lillehoj et al., 2018; Macias-Cruz et al., 2018). Ademas, estos compuestos demuestran tener
potencial para sustituir a los antibidticos y promotores de crecimiento tradicionales.

Dentro de este grupo de fitoquimicos se encuentran los &cidos hidroxicinamicos (&cido ferulico,
cloregénico, p-cumarico, sindptico y cafeico), compuestos fendlicos con potente accion
antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, ademas de coadyuvar en el tratamiento de diversas
enfermedades cardiovasculares, cancer o diabetes (Rahman et al., 2006; Hooper et al., 2008; Biasi
etal., 2011).

El AF es uno de los &cidos hidroxicindmicos méas abundantes en las paredes celulares vegetales,
especialmente de cereales, semillas, leguminosas, hortalizas y algunas frutas. Este compuesto se
sintetiza a través de la ruta metabdlica del acido shikimico durante la biosintesis de la lignina
(Manach et al., 2004; Wang et al., 2022). Sus propiedades bioactivas son atribuidas a su estructura
molecular: Su estructura central consiste en un anillo bencénico con un grupo hidroxilo (unido en
la posicién 4, brindandole su naturaleza fendlica) y un grupo metoxi (unido en la posicion 3 del
anillo). Ademas, cuenta con un grupo carboxilo en su cadena lateral y un doble enlace que de
acuerdo con su configuracion se determina su isomeria cis-trans (Urbaniak et al., 2013; Cavalcanti
et al., 2021; Wang et al., 2022). Estas caracteristicas estructurales le confieren su potente accion
antioxidante, permitiéndole donar facilmente electrones de su grupo hidroxilo y reaccionar con
otras especies reactivas al oxigeno sin propagar ni iniciar una reaccion en cadena (Cavalcanti et
al., 2021). Diversos autores han reconocido la propiedad antimicrobiana del AF sobre bacterias
patdgenas, reportandose un mayor efecto contra las bacterias Gram-positivas (Jung & Fahey, 1983;
Shi et al., 2016). Este fendmeno se relaciona a la interaccién de las moléculas de AF con la pared
celular de los microorganismos, comprometiendo la integridad de la membrana y causando
alteraciones morfologicas lo que conlleva a la lisis celular (Bonerman et al., 1986; Shi et al., 2016).
En este sentido, el sector pecuario se ha interesado por el uso del AF en la suplementacion animal
debido a los potenciales beneficios que sus propiedades bioactivas podrian generar en el estado
sanitario, productivo y reproductivo de los animales de granja (Macias-Cruz et al., 2018).

Cabe sefialar que en las matrices alimenticias el AF puede hallarse en muy pequerias cantidades en
su forma libre, mientras que, mayoritariamente se puede encontrar unido mediante enlaces éter y

éster a la lignina y otros componentes de la pared celular como polisacaridos o algunas proteinas
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(Wang et al., 2022). Sin embargo, aunque el AF se encuentre intrinsecamente presente en los
ingredientes que conforman la dieta animal, estos enlaces cruzados limitan su liberacién y
absorcion para que este compuesto pueda ejercer sus efectos bioldgicos en el organismo (Manach
et al., 2004). De acuerdo con la informacion existente sobre la farmacocinética del AF, este
compuesto debe ser hidrolizado por enzimas intestinales o liberado por la microbiota del colon
para que pueda absorberse, llegar al sistema porta y acumularse en los tejidos diana para ejercer su
actividad bioldgica (Manach et al., 2004). No obstante, las concentraciones plasmaticas y la
eficiencia de absorcion del compuesto integro pueden verse reducidas por una inadecuada
absorcion en el intestino, o por ser altamente metabolizado y eliminado rapidamente via biliar o
urinaria (Chesson et al., 1999; Manach et al., 2004).

Por otra parte, con respecto a los rumiantes, el AF puede ser liberado a través de la degradacion
enzimatica de los enlaces éster por medio de la accion de las feruloil esterasas que producen algunas
bacterias ruminales como F. succinogenes, R. albus, R. flavefaciens, S. bovis o Wolinella
succinogenes. Sin embargo, la liberacion enzimética es dependiente del tiempo de permanencia del
alimento en el rumen, ademas de la presencia y colonizacién de las bacterias ruminales de interés
(Wang et al., 2022). De manera adicional, es relevante mencionar que una vez liberado en el rumen,
el AF es rapidamente absorbido. Algunos estudios donde se ha evaluado la cinética de la
suplementacion de AF aislado en rumiantes, se ha reportado que post ingesta se alcanzan
concentraciones maximas en plasma, rumen y orina a los 15, 30 y 180 minutos respectivamente,
permaneciendo entre 4 y 12 horas en circulacién. En cambio, las concentraciones de AF en sangre
y orina son casi indetectables cuando se ingiere intrinsecamente en la dieta (Soberon et al., 2012a,
Soberon et al., 2012b, Gonzalez-Plascencia, 2015). Por lo anterior, para garantizar la
biodisponibilidad y efectividad del AF, se ha propuesto extraer este compuesto principalmente de
subproductos agricolas y administrarlo como un suplemento alimenticio aislado (Pefia-Torres et
al., 2019; Valadez-Garcia et al., 2021).

Investigaciones recientes han estudiado el efecto de la suplementacion dietaria de AF en los
animales de engorda, reportando que el AF promueve una hipertrofia muscular y una mejor
eficiencia alimenticia en diferentes especies (Gonzalez-Rios et al., 2013; Valenzuela-Grijalva et
al., 2021; Pefia-Torres et al., 2022). De acuerdo con estos hallazgos, se ha sugerido que el AF
puede comportarse como un promotor de crecimiento de tipo agonista adrenérgico B2 (AA-B2)
debido a la similitud estructural entre ambas moléculas. Esto favorece la afinidad del AF con los

19



receptores adrenérgicos B2y, que consecuentemente, se generen efectos bioldgicos andlogos a los
compuestos AA-B2 (Gorewit, 1983; Platt et al., 2012; Gonzalez-Rios et al., 2013; Valenzuela-
Grijalva et al., 2021).

Dentro de los estudios realizados en rumiantes, Gonzalez-Rios et al., (2013) observaron que la
suplementacion con 250 mg/d de AF en novillos producia rendimientos en canal y areas de ojo de
costilla (AOC) similares a los obtenidos por la suplementacion con un promotor de crecimiento de
tipo AA-B.. De igual manera, estos resultados coincidieron con lo reportado por Pefia-Torres et al.,
(2021), quienes ademas observaron mejores ganancias diarias de peso (GDP) y peso vivo final en
los novillos suplementados con AF (250 y 500 mg/d). Sin embargo, existen inconsistencias en las
investigaciones realizadas en ovinos, donde en algunos casos no se presentan los beneficios
reportados por la suplementacion con este compuesto fendlico (Soberon et al., 2012a; Macias-Cruz
et al., 2014; Valadez-Garcia et al., 2021; Nicolas-Lépez et al., 2022; Pefia-Torres et al., 2022).
Estudios realizados por Macias-Cruz et al., (2014) y Nicolas-Lopez et al., (2022) no encontraron
cambios en los pardmetros de comportamiento productivo ni calidad de la canal en corderas
(Dorper x Pelibuey o Katahdin x Dorper) suplementadas con 300 y 250 mg/d de AF
respectivamente. Por otra parte, en un estudio con corderos (Dorper x Pelibuey) que fueron
suplementados con AF (300 y 600 mg/d) se observ6 un aumento en las GDP y peso vivo final con
respecto a los corderos del tratamiento control (Pefia-Torres et al., 2022). Ademas, en este mismo
estudio, los autores observaron que tanto la suplementacion con AF como con Clorhidrato de
Zilpaterol aumentaron de manera similar el area de seccion transversal en fibras oxidativas del
musculo Longissimus Thoracis y la expresion del gen que codifica para MHC-1. Con estos
hallazgos, los autores refuerzan la hipdtesis de que el AF puede actuar como promotor de
crecimiento en corderos (Pefia-Torres et al., 2022). Sin embargo, Valadez-Garcia et al., (2021)
solamente observaron estos efectos benéficos del AF sobre crecimiento cuando los animales
presentaban un estado severo de estrés térmico, resultados que coinciden por lo reportado por Wang
etal., (2019). Con estos hallazgos los autores sugieren que la accion antioxidante del AF mejora el
crecimiento de los ovinos cuando se encuentran en un estado oxidativo. Por lo descrito
anteriormente, se requiere realizar mas investigaciones sobre los efectos del AF en corderos de
engorda bajo distintas condiciones, esto con la finalidad de confirmar el mecanismo por el cual el
AF actuay si éste se encuentra asociado a un segundo mecanismo de accion. Asi mismo, la accion

antimicrobiana del AF podria considerarse para ocasionar cambios favorables en la FR. Hasta la
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fecha la informacion sobre los efectos del AF en las caracteristicas de FR es limitada, por lo que
se recomienda profundizar en el tema.

En relacion con la calidad de la carne, los efectos de la suplementacion con AF también han sido
controversiales (Gonzalez-Rios et al., 2016; Pefia et al., 2018; Valadez-Garcia et al., 2021). En
bovinos, Gonzélez-Rios et al., (2013) reportaron que los panelistas de su evaluacion sensorial
percibieron cortes mas tiernos, jugosos y con mejor sabor en los animales suplementados con AF
(250 mg/d). Este resultado se reforzo con la evaluacion instrumental del esfuerzo al corte, donde
la carne proveniente de novillos suplementados con AF, present6 valores de dureza mas bajos
(Gonzélez-Rios et al., 2013). En un segundo estudio los mismos autores reafirmaron lo encontrado,
sefialando que la suplementacion con AF (300 mg/d) durante 30 d favorece la aceptacion sensorial
de la carne de novillos (Gonzélez-Rios et al., 2016). Por su parte, Pefia-Torres et al., (2021) no
observaron diferencias en las caracteristicas de color, esfuerzo al corte, pH, pérdida por coccion ni
en la capacidad de retencion de agua de la carne de novillos suplementados con este compuesto
fendlico. Por otro lado, estos cambios en calidad de la carne debido al uso de AF, no han sido
percibidos en la carne de ovinos suplementados (Pefia et al., 2018; Valadez-Garcia et al., 2021). Si
bien, los resultados en cuanto a calidad de la carne han sido variables, la mayoria de los estudios
han coincidido en indicar que la suplementacion con AF aumenta tanto la vida atil de la carne al
minimizar la oxidacién de proteinas y lipidos, como el contenido de &cidos grasos poliinsaturados,

produciendo una carne mas saludable para el consumo humano (Gonzéalez-Rios et al., 2013, 2016).

1.2.6. Zeolita de Tipo Clinoptilolita en la Produccion Animal

Las zeolitas son aluminosilicatos cristalinos hidratados de estructura tridimensional constituidos
primariamente por tetraedros de 6xido de aluminio y silicio. Debido a la presencia de aluminio, las
zeolitas presentan una estructura cargada negativamente, misma que es compensada por cationes
alcalinos y alcalinotérreos positivos (potasio, calcio, magnesio, sodio, etc.), lo que genera un fuerte
campo electrostatico en la superficie interna para estabilizar la carga del mineral (Mumpton, 1998;
Coombs et al., 1998). Su caracteristica estructura tridimensional (similar a la de un panal de abejas)
le permite formar canales interconectados ocupados por moléculas de agua con libertad de
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movimiento, ademas de iones intercambiables. Lo anterior hace que las zeolitas sean Unicas con
respecto a otros materiales, brindandole sus propiedades especificas: capacidad de adsorcion
selectiva, intercambio catidnico, tamizado molecular y deshidratacion reversible (Ming & Allen,
2001; Li et al., 2017). Aunqgue se han registrado mas de 50 especies de zeolitas, cada una tiene su
propia composicion quimica y estructura, por lo tanto, cada una posee sus propias caracteristicas
fisicoquimicas unicas (Coombs et al., 1998).

La zeolita de tipo clinoptilolita (CTL) es de gran interés dentro del sector pecuario para emplearse
como aditivo alimenticio debido a que ademas de tener un comportamiento estable a altas
temperaturas y pH, ha mostrado tener efectos benéficos en el rendimiento y salud animal (Valpoti¢
etal., 2017). Dentro de las propiedades especificas de la CTL (Ca Nas K4 [AlO:]s [SiO2]30 - 24H20),
ésta tiene: una relacion Al/Si > 4, tamafio de poro de 0.30 a 4 nm, capacidad de intercambio
catidnico de 2.2 meg/100g y una afinidad pronunciada por elementos como el potasio, amonio,
bario, sodio, calcio, hierro, magnesio, entre otros (Ames, 1960; Ming & Allen, 2001; Jha & Singh,
2016). Adicionalmente, la CTL es un material inerte, el cual no es absorbido ni degradado durante
su transcurso por el tracto gastrointestinal, asi, la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria) la ha clasificado como un ingrediente seguro para utilizarse en dosis de hasta 10,000
mg/kg en la dieta animal (FEEDAP, 2013).

Con respecto a su uso en la alimentacién de rumiantes, existen estudios donde se ha evaluado el
efecto de la CTL en las caracteristicas de la FR. La mayoria de estas investigaciones han coincidido
que la adicion de CTL (en dosis entre 1 y 2.5 %) estabiliza el pH ruminal, aumenta las
concentraciones totales de AGV y propionato, también se ha visto una mejora en la relacién acetato
a propionato y en la digestibilidad de la materia organica (McCollum & Galyean, 1983; Goodarzi
& Nanekarani, 2012; Urias-Estrada et al., 2017; Roque-Jiménez et al., 2018; Ghoneem et al., 2022;
Sallam et al., 2022). Adicionalmente, algunos autores han reportado una disminucion en las
concentraciones de metano entérico (hasta el 49 % con respecto a un control) y nitrégeno amoniacal
(N-NHzs) en los rumiantes suplementados con CTL (Kardaya et al., 2012; El-Nile et al., 2021).
Estos cambios ademas de representar un beneficio para el medio ambiente podrian influir
positivamente en el rendimiento productivo de los rumiantes haciendo mas eficiente el proceso de
FR. De hecho, diversas investigaciones realizadas en ovinos han reportado una mejor GDP y
eficiencia alimenticia (Norouzian et al., 2010; Roque-Jiménez et al., 2018; Ghoneem et al., 2022).

Ademas, se han observados tendencias en el aumento del area del ojo de costilla (AOC) y
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deposicién de grasa (Forouzani et al., 2004; Coronel-Burgos et al., 2017; Estrada-Angulo et al.,
2017). Sin embargo, todavia existe inconsistencia entre estudios.

A la fecha, se han propuesto multiples mecanismos por los cuales la CTL ejerce sus beneficios, los
cuales se encuentran relacionados a su capacidad de intercambio cationico. Por una parte, la CTL
se comporta como un agente amortiguador en ambientes acidos, donde puede intercambiar sus
iones constituyentes por el excedente de iones de H* permitiéndole neutralizar el pH ruminal.
Asimismo, estos cambios en el ambiente ruminal proporcionarian las condiciones adecuadas para
la actividad y desarrollo de algunas poblaciones de bacterias (White & Ohlrogge, 1983; Pond &
Mumpton, 1984; Goodarzi & Nanekarani, 2012). De manera similar, la captura de los iones H*
podria permitir a la zeolita actuar como sumidero de H" molecular, disminuyendo el sustrato para
la reduccion del didxido de carbono a metano.

Por otro lado, la CTL tiene una alta afinidad por los iones de amonio, lo que le permite actuar como
reservorio del exceso de amoniaco que se produce por la desaminacién de las proteinas, mismo que
mas tarde puede ser liberado lentamente al intercambiar iones de calcio o sodio provenientes de la
saliva que ingresa al rumen durante la rumia, contribuyendo asi a una mejor asimilacion del
nitrégeno por los microorganismos ruminales (White & Ohlrogge, 1983; Mumpton, 1998).
Finalmente, se ha propuesto que la capacidad de intercambio catidnico puede influir en el
metabolismo de algunas bacterias a través de la interaccién de captura y liberacion preferencial de
cationes contenidos en la estructural del mineral, mismos que podrian interactuar con las
membranas celulares de las bacterias (McCollum & Galyean, 1983). Estos cambios en la
composicion de las comunidades microbianas del rumen afectarian directamente a los productos
finales de la FR. Hasta el momento, la informacion sobre el rendimiento productivo en rumiantes
aun es limitada y con resultados contrastantes, por lo que se recomienda realizar mas investigacion
al respecto con el fin de estandarizar las condiciones efectivas para el uso de la CTL en esta especie.
Actualmente, en la literatura no se han encontrado estudios donde se evalle el efecto de la
suplementacion con CTL en las caracteristicas de calidad de la carne de rumiantes, no obstante, se
han reportado mejoras en el perfil lipidico, estabilidad oxidativa y color de la carne de aves
suplementados con CTL (Mallek et al., 2012; Hcini et al., 2018). Dada la propiedad de la zeolita
para causar cambios en el ambiente ruminal y consecuentemente en las comunidades de
microorganismos ruminales, el uso de la CTL en la dieta de rumiantes podria mejorar el perfil

lipidico de su carne. Aunado, se ha indicado que la CTL cuenta con una capacidad antioxidante, la
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cual estd asociada a la captura de especies reactivas de oxigeno, metales de transicion o a la
estimulacion de enzimas antioxidantes enddgenas (Hcini et al., 2018; Kraljevi¢ et al., 2018). Lo
discutido anteriormente, podria influir en la vida Gtil de la carne, favoreciendo las preferencias del

consumidor. Nuevos estudios relacionados con el tema son necesarios para comprobar lo aqui

planteado.

1.3. Hipotesis

La suplementacion dietaria combinada con acido ferdlico y zeolita en ovinos, modula la

fermentacion ruminal favorablemente, la cual se manifiesta en una mejora en el comportamiento

productivo, calidad de la canal y la carne.

1.4. Objetivo General

Evaluar el efecto del uso combinado que tiene la zeolita tipo clinoptilolita y el &cido ferulico, sobre

el comportamiento productivo, fermentacién ruminal, calidad de la canal y la carne de corderos de

pelo en confinamiento.

1.5. Objetivos Especificos

1. Evaluar el comportamiento productivo de corderos en confinamiento suplementados con

clinoptilolita y acido ferulico.
2. Evaluar la calidad de la canal y la carne de corderos suplementados con clinoptilolita y acido

feralico.
3. Evaluar la cinética de fermentacion ruminal in vitro utilizando acido ferulico y clinoptilolita.
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1.6. Seccién Integradora

De manera general, el objetivo de este proyecto de investigacion cientifica se enfoco en el estudio
de los efectos relacionados con el uso individual y combinado de los aditivos alimenticios AF y
CTL sobre el rendimiento productivo y la calidad de la carne de corderos de pelo en finalizacion.
Ademas, se estudiaron los cambios que ocurren en los pardmetros de fermentacion ruminal con el
fin de buscar elucidar el mecanismo de accion de ambos aditivos alimenticios. Para cumplir con lo
propuesto, se plantearon tres objetivos especificos previamente mencionados, los cuales fueron
cumplidos con éxito. Finalmente, como productos derivados de este trabajo de investigacion se
obtuvieron dos articulos originales y un articulo de revision.

El primer articulo producido es un articulo de revision titulado “Inclusion dietaria de clinoptilolita
como aditivo en la produccion de rumiantes”. Este articulo de revisidn se encuentra publicado en
la revista Biotecnia (2023, XXV: 1, DOI: 10.18633/biotecnia.v25i1.1759), la cual esta indizada en
indices de revistas CONAHCYT.

En este articulo se realiz6 una revision literaria sobre el empleo de la clinoptilolita como aditivo
alimenticio en la dieta de rumiantes y su influencia sobre los parametros de fermentacién ruminal
y rendimiento productivo. A lo largo de esta revision se analizaron las propiedades fisicas y
quimicas de las zeolitas y se discutioé sobre los efectos observados en la fermentacion ruminal,
comportamiento productivo y caracteristicas de la canal de los rumiantes suplementados, ademas,
se incluyeron los aspectos relacionados al uso seguro de este aditivo en la produccién pecuaria.
En breve, en este articulo se resaltan tres puntos importantes: 1) La necesidad de migrar hacia
sistemas de produccién “verdes, limpios y éticos”, donde el uso de aditivos nutracéuticos como las
zeolitas podria ser una alternativa viable. 2) Aun cuando se han reportado mejoras en el
rendimiento, calidad de la carne y estado de salud de aves y cerdos cuando se incluye zeolita en su
dieta, su uso en rumiantes no es una practica rutinaria dentro de los sistemas productivos. Sin
embargo, los resultados discutidos en esta revision muestran el potencial que tienen las zeolitas
(del tipo clinoptilolita) para mejorar deseablemente el perfil de fermentacion ruminal y estado de
salud de los rumiantes. 3) Se requiere ampliar el conocimiento sobre los efectos en la calidad de la
carne de rumiantes suplementados con clinoptilolita, ademas de realizar mas estudios enfocados a
esclarecer las dosis y tiempo de administracion efectivos para obtener resultados favorables en la

produccién de rumiantes.
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El segundo manuscrito producido es un articulo de investigacion titulado “Influence of ferulic acid
and clinoptilolite supplementation on growth performance, carcass, meat quality, and fatty acid
profile of finished lambs”. Este articulo se publico en la revista Journal of Animal Science and
Technology (2022, 64: 2, indizada en SCOPUS, JCR, entre
otros, y factor de impacto de 2.32.

En este manuscrito se reportaron los resultados correspondientes a los dos primeros objetivos
planteados en este proyecto de investigacion. En esta etapa experimental se utilizaron veintiocho
corderos de raza Katahdin en una prueba de alimentacion intensiva para evaluar en un arreglo
factorial 2x2 el efecto de la suplementacion con &cido ferulico (AF, 0 0 300 ppm) y clinoptilolita
(CTL, 0 0 1 %) sobre el comportamiento productivo, calidad de canal y de la carne. En resumen,
AF y CTL no interactuaron entre si para mostrar un cambio en las variables estudiadas, con
excepcion de algunas modificaciones en el perfil lipidico de la carne. Por otra parte, el consumo de
alimento y la conformacion de la canal de los corderos suplementados de manera individual con
AF se redujo. Con respecto a la suplementacion con CTL, los resultados mostraron una tendencia
en el aumento de consumo de alimento durante la prueba de alimentacion. Asi mismo, CTL mejoro
los pardmetros de color L*, a* y C*. Con respecto al perfil de acidos grasos de la carne, CTL
aumentd los &cidos céprico, miristoleico, pentadecanoico y el total de 4&cidos grasos
poliinsaturados, mientras que el &cido miristico disminuy6 debido a este compuesto. Finalmente,
los acidos grasos estearico, linolelaidico y linolénico se modificaron por la interaccion AF x CTL.
En conclusion, aunque no se encontrd un efecto interactivo entre ambos aditivos, la suplementacion
individual con CTL mejora algunos parametros de color y perfil de &cidos grasos poliinsaturados
en la carne ovina, mientras que AF muestra potencial para mejorar el consumo de alimento en
corral.

El tercer producto de este trabajo corresponde a un segundo articulo de investigacion que lleva por
titulo “Clinoptilolite and ferulic acid effects on in vitro ruminal fermentation”. Este articulo se
encuentra en preparacion para enviarse a la revista Fermentation, perteneciente a la editorial de
revistas MDPI, indizada en JCR, SCOPUS, entre otros y con factor de impacto de 3.7. Actualmente
se encuentra en revision interna.

Los resultados reportados en este articulo de investigacion dan cumplimiento al tercer objetivo
planteado en este trabajo de tesis. La finalidad de este segundo experimento fue evaluar los
parametros de fermentacion ruminal in vitro en respuesta a la adicion de AF y CTL. Los
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tratamientos fueron asignados bajo un arreglo factorial 22: AF (0 y 300 ppm) y CTL (0 y 1%) con
medidas repetidas en el tiempo (2, 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 h de fermentacion). La interaccion AF
x CTL y CTL mantuvieron los niveles de pH ruminal mas cercanos a la neutralidad durante todo
el periodo de incubacién. Por otra parte, AF y CTL disminuyeron las concentraciones de nitrogeno
amoniacal a las 48 y 72 h. Ademas, a las 48 h de incubacion la produccion total de &cidos grasos
volétiles (AGV), acetato y propionato aumentaron por efecto de los factores principales y su
combinacion, sin embargo, a las 72 h este aumento solo se mantuvo para los efectos principales.
Las concentraciones de metano, butirato, isobutirato, isovalerato y la relacion acetato: propionato
no se vieron afectadas por ningln tratamiento. Adicionalmente, la produccion total de gas fue
aumentada por AF a través de todo el periodo experimental.

Los datos que fueron generados en esta segunda etapa experimental brindan conocimiento de
frontera que ayudardn a esclarecer el mecanismo de accién y los efectos que tiene la
suplementacion con AF y CTL (sola y combinada) sobre los pardmetros de fermentacién ruminal

en corderos de pelo.
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RESUMEN

En los ditimecs afos, las investigaciones se han centra-
do en el estudio, desarrollo v validackin de compuestos de
origen natural que se puedan utilizar de manera eficaz y se-
gura como alternativa a los promotores de crecimiento con-
vencionales que se emplean rutinarlamente en la produccidn
pecuara, de modo que estos no cormprometan el blenestar
amdrnal, nl las caracteristicas de calldad de la came. Una de
estas alternativas es el uso de minerales como las 2eolitas
de tipo dinoptilelita. La cinoptilelita al ser adiclonada al ali-
mento de rurnlantes, ha demostrado tener efectos benéficos
sobre algunos pardmetros de la fermentacldn ruminal, lo owal
se traduce en una mejora en &l comportamiento producthio
del animal. Los reportes sobre el uso en rumlantes son limdta-
dos y en algunos casos los resultados son Inconsistentes. En
esta revishin se discuten los efectos que se han encontrado
en owinos y bovinos al ser suplementados con distintas dosks
de clinoptibolita.
Palabras clave: Rumiantes, Clinoptilalita, Comportamlento
praducthe, Ferrmentachdn numinal.

ABSTRACT

Im recent years, research has focused on the study,
development and valldation of compounds of natural orgin
that can be used effectively and safely as an alternative to
conwventional growth promoters routinely used In livestock
production, so that these do not compromise andmal welfare,
or the meat quality characteristics. One of these alternatives
is the use of minerals such as zeolites of the dinoptilolite
type. dinoptilolite, when added to ruminant feed, has been
shown to have beneficlal effects on some parameters of
ruminal fermentation, which translates into an iImprovement
in the productive behavior of the animal. However, there
is a lack of studles on ruminants, and in some cases hawve
been inconclusive. Thus, the aim of this review is to discuss
the effects of the dietary inclusion of clinoptilolite as a feed
additive in owines, and bovines supplemented with different
levels of Clinoptilolite
Key words: Ruminants, Zeolites, Productive performance,
Rurmninal fermentathon.
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INTRODUCCION

Bl camblo dimdtice v la resistendcla a antibidticos son
dos de las principales amenazas a la salud animal y hurnana,
y entre los diferentes factores que contribuyen a su impacto,
la ganaderia tlene una participacidn importante debido a
la generackin de gases de efecto invernadero (GEI gue se
producen durante la fermentacidn ruminal (FR) [Gerber et al,
2013). A su vez, la demanda de came y leche proveniente de
rumlantes aumenta de manera proporcional al ncremento
de la poblacidén humana (Baldl y Gottardo, 2017), por lo cual,
la Industria pecuara ademas de aumentar la poblacién de
sus hatos ganaderos, ha buscado implementar diferentes es-
trateqlas gue garanticen una eficlencla en la FR y en la utiliza-
chim de alimento con el fin de obtener un mayor rendimiento
de leche y carne. Dentro de estas estrateqlas se encuentra el
uso de aditives que modulen algunos parametros de la FR
donde de manera recurrente hos productones utllizam londfio-
ros o antibldticos promotores de crecimiento (APC) en dosis
subterapéuticas con el objetivo de promover el crecimiento,
rmiejorar la comversién alimenticla e induso prevenir infeccho-
nes (Dibner y Richards, 20051 Sumecanismo de accldn se en-
cuentra relacionado con la inhibicldn en algunas poblacones
de microorganksmos no desaados, lo cwal promueve cambios
en &l microbdorma rominal [MOR) y consecuenternents en la
dindmica de la FR. Estos cambilos mejoran la utilizackén de
nutrientes y uso de la enengla (Dennds ef al, 1981; Gaskin er
al,, 2002; [Hbner y Richards, 2005). Sin embargo, existe la pre-
ocupacidn de gue el uso imprudente de los APC conduzca al
desamallo de resistenclas antimicroblanas y ransferencia de
genes resistentes a antibidticos a humanos, representando
un peligro para la salud del consumidor (Castamon, 2007
Mathew et al, 2007). For ello se han propuesto otro tipo de
aditivos alimenticios con propledades nutracéuticas, capaces
de sustitulr a estos compuestos, manteniendo los beneficios
reportados y garantizando una producchdn sustentabile.

Dentro de este grupo de aditivos se encuentran los
de uso comdn como dcdos organicos, enzimas digestivas,
probldtices ¥ prebldticos: ademds se encuentran aquellos
aditivos alternativos como estractos vegetales y minerales
como zealitas de tipo dinoptilolita (Spears, 1996; Benchaar
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er al, 2008; Meschiati ef al, 2019; Zayed et al, 2020). Debido
a su potencial enla produccién animal, recientermente se ha
Incrementado el interés en el use de estos aditives alterna-
tivos, Sin ermbargo; las dosls, tipos de dietas o tlempos de
exposicion efectivos en numdantes o moncgastrices adn no
s2 han dilucidado completamente, observandose en algunos
casos efectos nulos o pooo convenientes, aunado a gue su
wso prolongado podria conllevar a una adaptacidn meta-
bélica, reduciendo el efecto esperado en el animal (Patra vy
Saxena, 200% Pefia-Torres et al, 2019).

Em el caso particular de la climoptilelita §CTL), las dosls
efectivas para monogastricos son conocldas v en la industria
avicola es comdn incluirlas en la dieta de las aves de postura
y pollos de engorda (Byriakis et al, 2002; FEEDAR 2013: Heinl
et al, 2018). Por otra parte, aungue algunas investigaciones
han reportado camblos favorables en los pardmetros de la
FR, la adickén de CTL en la dieta de numidantes no es una prac-
tica rutinara (McCollum y Galyean, 1983; Khachlouf er al,
2018; Rogue-Nrménez ef al, 20013). Esta revisidn tlens como
objetivo mostrar |a Informacidn actual del uso de la CTL y su
afecto en la producciin de bovinos y ovinos.

Definicidn y propledades de las zeolitas tips Clinoptilalita
Las zeolitas son aluminosilicatos hidratados de estruc-
twra ridimensional constituldos por tetraedros de dxido de
silicho y alurnindo, los cuales se encusntran compensados con
cationes intercambilables de potasio, calclo, magnesio y so-
dio; cuya funcidn es estabilizar la carga de materal (Mump-
ton, 1998: Coombs ot al, 1998). Su estructura les permite
formar cavidades ecupadas por lones relativamente inoowos
y moléoulas de agua, las cuales muestran gran libertad de
miovirnbento. Esto les brinda sus propledades especificas: el
Imtercambbe catidnico, tamizade molecular, adsorcldn vy la
deshidratacidn reversible (Blsh y Ming, 2001; Li et all, 2017).

Las zeolitas se formaron a partir de la vitrificackon de
las cenlzas wolcadnlcas, es por ello que se encuentran catalo-
gadas como minerales provenlentes de rocas wolcankcas, de
los cuales se han reqglstrado mas de 50 especies (divididas en
grupos] donde cada una tene sus caracteristicas fisicoguimi-
cas dUnicas. En la industria pecuaria la zeclita de tipo CTL es
la mas empleada como aditive alimentiche debldo a que ha
miostrado tener efectos benéficos en el rendimbento v salud
animal, ademas, ha demostrado ser un aditive inerte en el
sisterna digestivo, debide a que no reacchona quimicaments
con otros nutrientes o fluldos conporales, por bo que no causa
efectos adversos a la salud (Coombs et al, 1998; Valpoti et
al, 20017).

La CTL (Ca Ma K, [AIO] [560]  24H O tiene una re-
laciin silichovaluminio =4, misma que la hace pertenecer al
grupo de las zeolitas de tipo heulandita (Bish y Ming, 2001;
Iha y Simgh, 2018), es clasificada cormo un material micro-
mesoporoso (030 a 4 nm) con una capacidad de intercambdo
catbbnico (CIC) de 2.2 meqgd/100g (Jha y Singh, 2016; Kndl,
2020) y una afinidad més prenunclada por algunos elemen-
tos: Cs* > Ab* > K* = NH_* = Ba® > 5 > Na* > Ca™ » Fe™ > Al
o Mg =L [Ames, 1960].

ﬁi | Volumen XXV, Mimero 1

Denitro de los efectos estudiados que ha tenddo la
CTL, se encuentran la desintoxicachin de organismos huma-
nos y andmales, efecto antibacterial, mejoras en la nutrickdn
e inmunddad de los animales, dosificacion de farmacos, se-
paraciin de blomoléculas, purificackin de agua, suelo v alre,
absorbente de contarminantes radioactivos y descontamina-
cidn de aguas residuales descargadas de centro nucleares
(Rostami y Jafari, 2014; Delkash et al, 20015; Song ef al, 2015;
Yuna, 2016; Valpoth et al, 2017). Debldo a sus propledades
presentadas en los animales de engorde, princlpalments en
awes y cerdos, reclenternente se ha propuesto como alterna-
tiva para sustitulr o complementar el efecto de los promo-
tores de crecimiento tradiclonales. Bl aprovechamiento de
bos mutrientes cuando se suplementa con este mineral, es
atribubdo principalmente a dos propledades especificas, su
CIZ y su competencla cormo adsorbente. Estas propledades
posibilitan drenar moléoulas no deseadas del crganismo,
regular la microbiota intestinal, permitiendo con ello un
mhiayor tiempo de retendcldn de los nutrlentes, ademads de una
liberachén dosificada de los mismos en el tracto digestivo
(Wu et al, 201 3; Tendar et al, 2014; Valpotic et al, 201 6).

Adsorcion e intercambilo catidnico de las Zeolitas

La adsorcidn se describe como un proceso donde aou-
rren Interacckones de tipo fisicas, guimbcas o knicas entre las
moléculas de un adsorbente y adsorbato, las cuales influyen
en la concentrackin de un compuesto o fluldo (adsorbato)
sobre la superficle de wn sdlido (adsorbente)l. La CIiC de
las zeolitas se considera dentro del proceso de adsorckon,
debldo a gue los lones del adsorbato solamente son resm-
plazados por bos lones de compensacidn de la zeolita a trawés
de Interacclones electroestaticas que buscan neutralizar la
carga (Kammerer et al, 2019). Por lo tanto, se le conoce como
CIC a la capacidad de sustitucién o desplazamiento de los
cationes de compensacidn de acuerdo con su radio ldnico y
concentracidn de carga. Esta capacidad se relaciona directa-
mente con la cantidad de aluminio que contlene la zeolita;
entre menor sea la relackén silicko-alumindo, mayor serd su
CIC (Weitkamp y Puppe, 2013

Ultimamente, investigadores han centrado su Interés
en el estudio de las propledades adsorbentes de la zeolita
y otros materniales para la recuperacidn de diferentes com-
puestos, por una parte, para disminwir la carga organica
de las aguas residuales y por otro lado para utilizarlos en el
sector de la cosmética, farmacéutica y alimentaria, con el fin
de enrguecer sus productos a una inversidn relativamente
econdmica al tratarse de um material de bajo costo (Ahma-
ruzzamarn, 2008; Thiel er ail, 2013; Kammerer ef al, 201%).
Ademas, se han realizado distintos trabajos con zeolitas para
la dosificacidn controlada o retencldn de firmacos, aditivos
o nutrentes en el organismo, de tal manera que estos sean
mepor aprovechados. Por elernplo, cuando son incluldes en
la dieta de animales de produccidn, este aprovechamiento
seve reflejado en mejoras en el comportamiento productivo
(Toprak et al,, 2014; Valpotid et al, 2017). Otra propledad de
las zeolitas, es su capacidad para atrapar a las micotoxinas
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encontradas en productos alimenticlos para animales, lo cual
disminuye el impacto que estas pudieran causar en la salud
andmial (DI Gregoro et al, 2014),

Un estudio probd la capacidad de las zeolitas para
prodongar el tliempo de lberackén de un extracto fendlico,
dentro de los resultades encontrades, se obserd que, en el
transcursa de 3 h, solamente se habia iberado el 60 % del
extracto de los hidrogeles que contenian 3 % de zeclita, este
efectose le atribuye a que la zeclita provocd una mayor retiou-
lacidn en el materlal, ademds de un menar valor de liberacidn
inbclal (Cursaru ef ai., 2020). Mientras tanto, en otro estudio
donde s evaluaron las propledades de desorcidn de la CTL
(s utilizaron tres tamafos de particula: pequefio, medlano
y grande: 1.5-10 g, 5-16 pm y 11-40 pr respectivamente)
modificada con aspirina bajo condiciones gastricas, se en-
contrd gue, a un pH de 2.0 y un tamano de particula grande
(17-40 pm), la liberackin de aspirina fue aprokimadaments
un 20 % menor que los otros tratamdentos. Por otra parte, a
un pH de 6.5 (intestinal) se alcanzd el B0 % de iberacidn de
aspiring, bo cual indica que las propledades de adsorcién y
desorchin de la zeolita son dependientes del pH v tamafho
de particula (Tondar er al, 2004). Con respecto a bo anteror,
otros autores han observado que trabajar a un pH menor
al pka de la zeclita favorace la recuperaddn de mobéculas,
esto debddo a la carga negativa de |a zeolita v al principio de
Coulomb: por bo gue es importante menclonar que & punto
de inflexiéin sobre la Influencia del pH en la capacidad de
adsorchdn de la zeolita se encuentra en un valor alrededor
de 4.5 (Ahrmaruzzaman, 2008; Davila-Guzman ef al, 2012
Tondar et al, 2014).

Modificacion quimica de las Zeolitas

Con & fin de aprovechar y potenclalizar las prophe-
dades de |las zeolitas, éstas son sometidas a un proceso de
modificacidn o activacién de tal manera que este material se
pueda emplear como adsorbente o dosificador de farmacos
(Tondar ef al., 2014; Servatan ef al, 7020) o de distintas mo-
léculas organicas (Martins f al., 2020), tamblén, mediante el
uso de deidos o lones metalicos como el zinc, cobre o plata,
éstas potendalizan su efecto bactericida o bacteriostdtico
(Copcla af al, 2011; Haghware & af, 2011; Ambrozova et al,
2017 Milenkovic er al, 3017; Fanta et al, 2019), asl mismo se
han wisto zeclitas impregnadas de urea que son utilizadas en
la alimentacidn de rumlantes (Erwanto ef al, 2011; Kardaya
et al, 2012; Laza-Knoerr y Dumargue, 2020; Sallam er al,
2032 Este principlo se basa en la CIC de la zeclita, misma
que le permite descationizar selactiva y parcialmente los
cationes de compensacldn, para posteriomments cargar los
cationes de Interés segin el grado de afinldad con el materal
(Ames, 1960; Sallam er o, 2023). Por lo general para lograr
esta modificacion quimdca, las zeolitas son sometidas a un
proceso de eluddn levado a cabo en soluciones acuosas a
una concentrackn y temperatura conochda (Cernl et al, 20002:
Mantes-Luna ef al, 2015

La zeolita tambkén puede ser modificada por medio
de métodos fisloos y mostrar efectos favorables, por ejempla,

en un estudio donde se inconpond 2eolita vibro activada y mi-
cronlzada en la racidn de vacas lecheras, la zeolita demostrnd
reducir las inchdenclas de Infecclones intramamaras de las
vacas [Burléid ef ai, 2020). Por otra parte, El-Mile et al. (2021),
estudianon el efecto que tiene la nano-zeolita (zeolita reduck-
da recanicamente) sobre los pardrmetros de la FR en cabras.
Em este estudio se reportd una reduccidn en la produccidn de
rietano ¥ una mepora en la produccldn total de cidos grasos
voldtiles ruminales (AGY) v &cldo propidndco en las cabras
suplementadas,

Uso de la dinoptilolita natural en la iIndustria pecuaria
como estrategla de mejora en los parametros producti-
wo5

La zeolita de tipe CTL es empleada en la nutricidn
anirmal principalmente por sus efectos sobre la salud de aves,
cerdos ¥ vacas lecheras, ademas es un ingrediente inerte
que tlens efectos benéficos sobre la produccién; para el
caso especifico de rumiantes como bovinos y ovings, se ha
observado que ademds de modular los pardmetros de la FR,
las zeolitas ocaslonan camblos en algunas poblaciones de
bacterlas y protozoos del MOR (Galindo et al., 1986; Goodarzl
y Manekarani, 2012), reflejdndose en la producddn de carne
y leche.

Efectos en la fermentaclén ruminal

La CTL tlene una alta afinidad por los lones de amonio,
s& ha reportado una captura de hasta el 15% de éstos en el
rumen, bos cuales son liberados lentarmente por un intercam-
bbo con bos kones de sodio contenbdos en la saliva gue ingresa
al rurmen durante la rumia (Murmpton, 1998). Esto favorece la
eficlencla en la sintesis de la proteina microblana y reduccidn
en las altas concentraciones de nitrdgeno amanizcal (MH -N),
cuando en la alimentacidn del rumlante se agregan com-
puestos nitrogenados no protelcos (MMF) (White y Ohlrogge,
1983; Sallarm ef al, 2023). Ademas, se han observado cambbos
en los pardmetros de la FR al incorporar CTL natural o modifi-
cada en la dieta de rumlantes (Cuadro 1). Por ejemplo, se han
visto mejoras en la relacidn acetatosproplonato (A:F) durante
la produccidn de AGY ruminales (MoCollum y Galyean, 1983;
Kardaya et al, 2012), ademds de una reducchon de hasta el 49
B en las concentraciones degas metano (Kardaya ef al, 20012;
El-Nile atal, 2021).

A continuacidn, se presentan algunos epmplos de
diferentes estudios donde se evaldan los camblos en los pa-
rameetros de la FR y digestibilidad al suplementar a bovinos
y owinos con diferentes dosis de CTL. Por ejemplo, se tomd
una muestra de liguldo ruminal de owinos suplementados
con dos tipoes de CTL y su comblinacidn [ciloca y potasica), v
e midid el pH, NH,-M, la concentracion total de AGY y pobla-
chdn de bacterias a diferentes horas post-alimentacidn (0, 3, &
y 130, En este estudio se observd que la CTL cdlchca mantuw
gl pH ruminal cerca de la neutralidad a las 3, & v 10 horas,
ademds, las concentraciones totales de AGN, y la poblacidn
de bacterlas celuloliticas fueron mas altos en comparacidn
con los demas tratambentos (Goodarzl v Nanekaranl, 200112).
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Cuadno 1: Camibios on los pardmetros de la fermentacion raminal y digestibididad de bovinos y ovinos suplementados con chinoptiloli ta
Tabde 1: Effects of dietary dinopt lolite an nemen fermentati on dhamcterstics and digestibility in b nees, and owines

CTL cilcica y potdsica, 0 y 4 % por 3
M

Orwimas 1 pH.
4 citn tatal de &GV y absorcion del MH -N

de bacterias oolulofiticas, produc- Goodar & Manel a2

=
!-|

CTLal 1.4% por 12 sem Hod ke

naminal

T Concentracion total de AGY y dcdo propidnico Deschaai of o (20010)

Ovinos Pelibuey

CTL potdsicaal 0,15, 3y45% par 17d

TConcentracitn de dcido proplsnico

Ruslz of ai. (2007}

CTLal 0, 3, &y 9% por periodos de 17 d =8

Cambios en la digestibilidad de la matera seca,

teina y fibra Ghaemia etal (2010)

DOwinos Arabi

Zeolita natural al 2 % por 45 d -

T pHy concentrackdn de dcido acético

Mahdavirad efal (2021)

Zeolita natural 1% y Zeolita iImpregna-

Creines
da comurea 2 % por 11 d n=24

CTL 1 y2 % por 30d fi=n

Ohvinas Barkd 1 pH y digestibilidad die ka PC, MOy fibra

| Mivel de MH_-M (3 y &b post alimentacking

| P ruminal, concentracitn de dcdo acstoo ¥
metano

Mhepor relaciin acetabo prophonato

pH

Kardaya et al. (F012)

Ghomeem ef al (FEE)

l'tTln:h'u:h;HHl-H.rﬂhﬂgimImﬂd:ﬁﬁ“lﬂhmhﬂﬂhﬂﬂ:ﬂr&gﬂmﬁ:mmmmwm

En otro trabajo donde se analizansn los pardmetros de
la FR, se observd un pH mas alte en los corderos suplemen-

al., 2021, 5in embargo, en un estudio realizado en novillos
donde se probaron 3 dosks diferentes de CTL (1.25, 25y 5
%), se reportd un pH ligeramente 3cido en los tratamientos
donde se induyd 2.5 v 5 % de CTL: no obstante, se reportd

al control (104.8) v se presentd un aurnenta significativo en la
produccién de sckdo prophdnlos (38.1 vs 35.2%) para el grupo
donde se incluyd 25 % de CTL en la dieta. Bl aumento en la
producchin de AGY y dcido propddnico ha skdo constante en
owinos (Ruiz of ail, 2007; Goodarzl y Manekaranl, 2012 Rogque-

%; | Wolumen XXV, Nimera 1

Jiménez et al., 2018; Sallam et al, 2022) y novillos (MoCollum
y Galyean, 1983; Urias-Estrada ef al, 201 7) cuando se utilizan
dosks mayones al 1.5 % de CTL en la dieta. Por ejemplo, en
owinos de pelo, se reportd un incremento significativo en las
concentrachones de proplonato al adickonar 1.5 % de CTL en
&l alirmerto (Fulz et al, 2007). Con respects a bos efectos en la

en la dieta de ovinos redujo la digestibilidad de la matera
seca, pero en camblo mepord la digestibilidad de la protelna,
rmateria organdca y de la fibra en bos ovines (Forouzanl af al,
2004: Ghaernnia et al, 2010; Ghoneem et all, 2022; Sallam et
al, 2022) y nowillos suplementados con diferentes dosls de
CTL (Galindo ef al, 1982 McCollum y Galyean, 1983; Urlas-
Estrada efal, 2017

Por ofra parte, la zeolta modificada tamblén ha
demostrado potenclal para modular algunos pardmetnos
de la FR, por ejemplo, Kardaya ef al. (2012), estudiaron el
efecto gue tiene la zeolita impregnada con urea sobre las
caracteristicas de FR en ovinos. Los resultados mostranon que

3
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tanto la zeolita como la zeclita modificada con wiea pueden
ser utilizadas para mejorar la relackn AP y reducir hasta en
un 37% la produccidn de metano en el rumen, sin afectar la
produccian del resto de bos AGY. Adem as, se obserad que los
tratamientos con zeolita mantuvieron las concentraciones
de NH,-N &n rumen y las concentraciones de urea en plasma
dentro de un rango normal-bajo. Estos cambbos pueden
ser atribuldos a la propledad de adsorckon-desorcidn de la
zeolita, permitiéndola crear reservas de NH-N en &l rumen
(Sadeghd v Shawrang, 2006; Kardaya et al, 2001 2). En la mayo-
rla de los sksternas de produccidn, el nitndgeno derivado de
la degradachin de las proteinas se preduce por enclima de la
capacidad de los microorganismos ruminales para utilizarls
para su cracimiento, por lo que el exceso de NH_-M se absar-
be a través de las paredes ruminales e ingresa al ciclo de la
urea en el higado, para posteriormente relngresar al rumen
por medio de la saliva o ser excretado en la orina. Esto incone-
meenita la liberacidn de nitrégeno al medio amblente y pusdes
generar un aumento en los costos de producchin.

Bl mecanismo de acchin de este mineral se encusntia
relacionado a las modulaclones gue ocaslona en el amblente
ruminal: La zeolita ocasiona un efecto buferizante en el
rumen (debido a su alta capacidad de intercambho de lones
de H*), proporcionando condiclones favorables para el desa-
rrollo y la actividad de las bacterias celuloliticas del rumen,
ademas de una mejor eficencla digestiva y produccién de
AGY [ White y Ohlrogge, 1983; Pond y Mumpton, 1984; Goo-
darzl y Nanekaranl, 2012). Ademas, las reservas de NH -M y su
liberaciin controlada en el rumen debldo a la C0C de la ze0-
lita, permite una mayor utilizaclén del nitrdgeno de la dieta
para la sintesls de proteina microblana (White y Ohlrogge,
1983; Pond y Murnpton, 1984; Sadeghl ¥ Shawrang, 2006
Erwanto etal, 201 1) Asi mismo, en la mayoria de los estudios
presentados anterorments, se ha reportade un aumento en
las concentrackones de proplonate y en la reduccidn de la
sintesis de metano. Estos camblos pueden estar relacionados
a la CIC de la zeolita, permiténdola actuar coma sumiders
de H* moleculary ocaslenando una disminwcldn en su dispo-
nibilidad para la reduccidn de dideide de carbono a metano
por actividad de bos metandgenos; otra posible explicacidn
suglere un efecto directo de la zeolita sobre la composicidn
de las comunidades del MOR y sus productos finales.

%e ha reportado gue um camblo en el patrdn de
prosduccion en bos AGV hacla una mayor preduccldn de pro-
phanato es consecuencla de una mayor digestidn neminal del
almdddén o de un uso mas eficiente de la energia, debido a
que las bacterias ruminales utilizan mas lones de H” para la
sintesis de propdonato en lugar de acetato o metano (Boadl
et al, 2004; Urias-Estrada ef al, 2017). Los camblos en las con-
centrachones de proplonato y metano pedrian beneficlar tan-
to a la eficlencia de la produccion ganadera como al medio
amblente. El metano que se forma durante la FR contribuye
al 40 % de los gases de efects Invemadeno que se generan en
la produccion de remdantes, ademas, la produccidn de este
gas representa para el umiante hasta un 12 % de pérdida de
la energla bruta del alimento (Beauchemin et al, 2020).

Efectos en el comportamiento productive y caracteristl-
cas de la canal

A pesar de los potendales efectos positivos sobre
los pararmetros de FR, el efecto de las zeolitas sobre el ren-
dimiéento en rumlantes no ha sido conduyente (Cuadro 2
Desde una perspectiva metabdlica, las zeclitas no tlenen un
efecto directo sobre el rendimiento del ganadeo: sin embargo,
al neutralizar el pH ruminal, proporcionan condldones numi-
nales mas favorables para un mejor desamalbo v actividad de
las bacterias, ¥ por consecuencla una mejora en la product-
vidad animal. De acuerde con esto, cordercs (Deliglannis e
al, 2005; Morouzian et al, 2000; Stojkowvid et al, 201 2; Estrada-
Angulo ef al, 20017, Abdelrahrman et al, 2021) de diferentes
razas y novillos (Sherwood ef al, 2005) reglstraron mepores
ganancias de peso y efickencla alimenticla cuando fueron
suplementados con CTL. Sin embargo, algunos estudios han
demostrado que la suplermentacién oon CTL no tlene efecto
sobre el comportamiento productive andmal (MoCollum v
Galyean, 1983; Bosl et al, 2002 Toprak et al, 201 6; Mahdavirad
et al, 2021); no obstante, tampoeco se ha reportado un efecto
negativo sobre la produccidn, a excepcidn del estudio de
Pond et al. (1984); En este trabajo se encontrd una reduccidn
en las ganancias de peso de los corderos suplementados con
CTL w wrea como fuente de MNE

Por otro lado, los camblos en las caracteristicas de la
canal por efecto de la suplementacién con CTL son hmdta-
dos v ademas, los resultados encontrados hasta ahora son
poco Claros; algunos estudios reportan canales mas magras
y com una tendencla al aurmento del drea del ojo de costilla
[Estrada-Angulo ef al, 2017; Coronel-Burgos ef al, 20017 Sa-
llarm ef al, 2022 Ghoneem ef al, 2022), mientras gue otros
autores no han observade efecto alguno en ninguna de las
caracteristicas de calidad de las canales (Pond ef al, 1984;
Deliglannis er al, 2005; Sherwood ef al., 2005) aun cuando los
animales suplementados presentaron mepores ganancias de
peso con respecto al grupo contrel. Una de las caracteristicas
de calidad de la canal de gran importancla econdmica es el
rendimdenta (relacidn entre el peso de la canal caliente y peso
wivo del anlmal), y es blen conockdo que se puede meporar
aumentando el ndvel nutrickonal de |a dieta (Alexandre ef al,
200r5). En este sentido, la zealita al ser un ingrediente gue no
tiene ninguln aporte energético, disminuye la concentraciin
de energla neta cuando &5 inclubda en la dieta (Coronel-Bur-
gos ef al, 2017: Estrada-Angulo ef al, 2017). Esta reduccidn
de la densidad enengética de la dieta puede reflejarse enuna
rmienor depaskcidn de tejido muscular v grasa conporal en las
canales de los animales suplementados, y por consecuencla
en el rendimiento de &stas. Sin embargo, se requiere de mas
Inwvestigacidn para establecer sl la CTL puede mejorar las
caracteristicas de las canales y ademds, adarar las condiclo-
nes nutricionales de la dieta para una mejor utllizackdn de la
energia bajpo una suplementacidn con este mineral.

Por atra parte, Khachlouf et al. (2018] recientemente
realizaron un meta-andlislis sobre los efectos en la produc-
chtn y composiddn de la leche provenlente del ganado
lechero suplementado con 2eolita, principalments CTL. El
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Cuadro 2: Efectos en o comportamiento productvo y casateristicas de la canal de bowinos y owinos suplementados con dinoptilolita.
Tabde 2: Effects of dietary di gt olite on feedlot performance and carcass traits in bovines and ovines.

CTLal 0,15 y3 % por & sem =

Crinos Kathadin x Pelibuey

CTLal0,153y45%par75d e

1 GOP

T Masa magra | grasa thular y viscesal

MNowousian e oi. (20100

Coeonel-Burgas ef al (2017)

|

Znolita naturak 0, 20, 40 y 60g/kg por Ovines Ramiboulet
52d i =40

1GOPY CA Rioque-Jiménez ot al. (2018)

Creinies Kathadin x Pelibuey
=40

CTLal0, 15 3y45% par75d

Crinos Kathadin x Pelibuey

CTLalf, 1,2y 3% por56d =

TCA
Sin cambio en consumo de alimenho R E N

Sin camiblas en el comportamiento
productiv
[Menar depasicion de grasa dorsal

Estrada-Angula et al (017)

Alimenio a bave de CTL i

Wacas Holston

CTLal 0,150 w200 géd por 20 semi n=gm

1 Ganancia total de pesa, GOF yCA |

o Stofivic etal 20132)

Sin cambios emla produccidn de leche

T: Tendenclax GOP: Gananda diaria de peso; NS Besultado no significativa &A0C: Asea del ojo de costilla; Ci: Conversion alimenticia

mejoras en la digestibilidad o una mayor sintesls de proteina
microblana (Marin et al, 2020). Mo obstante, algunos autoras
no reportaron camblos en la produccidn de leche (Bosl et al,
2002; Dschaak et al., 2010; Khadhlowf et al, 2019); estas incon-
sistenclas pueden estar relacionados a la dosis utilizada, la
compaskcidn de la dieta o de la zeolita, consumo de alimento
o el tamafo de partioula del alimento (Khachlouf er al, 2018;
Marin et al, 2020).

Es Importante resaltar que con respecto a la Influencia
en la calidad de la carme de rurnlantes por la suplermentachin
con CTL, hasta nuestra revisién se cuemta con muy poca
Informacién disponible en la literatura. Mo obstante, los re-

mente en los parametnss L, & y C°, ademas se observd una
mejora en el perfil lipldico e indices nutriclonales de la carne

CTL(Mallek eral, 201 2; Heinl et al, 2018).

% | Valumen XXV, Mimero 1

Seguridad de la Clinoptilolita

dos en las zeclitas cuando esta transita por el intestino; sin
embargo, debido a la alta afinidad que tiene la CTL por los
metales pesados, la adsorckn es casl irmeversible (Hamidpour
et al, 2010; Tondar et al, 2074).

La Awtoridad Eurcpea de Seguridad Alimentaria
{EF54) aprobd el uso de CTL como un aditivo sequro para
utllizarse en la industria pecuana a dosls de hasta 10,000 mag/
kg. La CTL al ser un aditivo inerte, no se absorbe nl se degrada
durarnte su paso por el tracto digestivo, por ke gue es comiple-
tamente excretada em las heces (FEEDAF, 2013). En ninguno
de los estudios anteriores se reportaron efectos negativos
sobre la productividad o salud de los animales gue fusron
suplementados con CTL. Por el contrario, la adicidn del mil-
neeral a la dieta contribuyd a su salud, disminuyendo el indice
de diareas o infecchones intramamarias [Deligiannis of al,
2005; Norouzlan ef al, 20010; Stojkovic et al, 2012; Khachlouf
efal, 2019 Burkié ef al, 2020), asi coms las concantraciones
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de aflatoxinas (Katsoulos er al, 2018) y de metales pesados
(Khachlouf et al,, 2019) en la leche de vacas. Otra de las preo-
cupaciones sobre el uso de zeolitas en la nutricidn animal, es
su potenclal efecto de adsorber minerales o vitaminas esen-
clales, lo que a largo plazo pudiera provocar desbalances
nutrickonales y repercutir negativamente en la productividad
andmal. Mo obstante, varios estudios han mostrado que la
suplementacidn con CTL no tuvo efectos adversos sobre las
concentraciones séricas de Cu, Fe, Zn, Ma, K, Ca, Mg v vitami-
nas Ay E (Bosl et al, 2002; Papaloannou of o, 2002; Katsoulos
ot al, 2005; Khachlouf ef al, 2019). Incluso, Khachlouf ef al.
(2019) reportarcn un Incremento en las concentraciones de
Ca sanguineo en las vacas suplementadas con 200 g/d de
CTL en su etapa pre-parto v lactanciz; este resultado suglere
que la incluslén de CTL en la dieta de las vacas podria reducie
la incidencia de hipocalcemia post-parto.

Conclusiones y perspectivas futuras

La continua preccupacidn por el rlesgo a la salud
humana y animal que representa el uso Indiscriminado de
los APC, aunado al necesario traslado hacla un sistema de
preduccidn  sustentable con menor impacto ambiental,
requiere la blsqueda de ingredientes con valor nutricional
yw' o propledades bloactivas que compitan con los promo-
tores de crecimiento tradiclonales. 5in embargo, hoy en dia
exlsten muchas preguntas e incertdumbre sobre el uso de
estos Ingredientes alternativos para implementarse rutina-
rlamente en la produccldn animal, principalmente debido al
desconocmbento sobre los benefichos gue &stos compuestos
pueden tener tanto en el aspecto econdmico, como produc-
tiwo y amblental. Por otro lado, el uso de productos de origen
natural thene poca aceptackin por parte de los productones a
causa de que los efectos de algunos de estos compuestos son
moderados & Incuso en algunos casos inoonsistentes. Hasta
&l momento, segdn la Informackan actual, el usode CTLen la
dieta de rumlantes pudiera ser una estrategla prometedora
para la obtencldén de mejores resultados en la produccién y
calidad de carme y leche proveniente de romdantes.

Lo resultados presentados en esta reviskon muestran
el potencial que tiene la CTL en la producddn andmal, por lo
cual se requiere realizar mds investigaciones sobre el uso de
este aditivo, con la finalidad de establecer las condiclones de
dosificacidn, cormposiclén de la dieta y de la zeolita, asl como
el tamafo de particula del mineral. Ademas, se requiberen
nuevos estudios sobre los efectos en la calidad de la came
de s rumidantes.
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Abstract

This study was conducied to evaluate the effect of ferulic acid (FA) and dlinoptilolite (CTL)
supplementation on the growth performance, carcass characteristics, and meat quality of
hair-breed lambs. Twenty-eight Kathadin male lambs (33.72 £+ 3.4 kg) were randomly alocat-
ed bo one of the fiour dists (n=T) under a 2 = 2 facional amangement to evaluaie the effect of
FA. (D or 300 ppm) and CTL (0% or 1%) during the kast 40 days of the finishing phasa. Mo in-
teraction between additives was shown for growth performance, carcass characienstics and
meat quality, with excaption of the fatty acid profile (p < 0.05). FA reduced feed intake and
carcass conformation (p < 0.05) Wholesale culs wene not affected by FA or CTL (p = 0U05)
The L*, &8*, and C° color parameters and some ntramuscular fafty acsds of the longissimus
fhoracis muscle were positively modified by CTL supplemantation (o< 0.05). Whils there was
mo FA * CTL interaction, each additive could be used individually in animal nutrition 1o im-
prove the feedict performance and mesat quality of the lambs._

Keywords: Phytochemicals, Zeolite, Sheap, Carcass evaluation, Feediot performance

INTRODUCTION

As a strategy to impeove the meat production chain, it & axmmon to use synthetic growth promaters
as anabolic agents to enhance animal performance and rcass characteristics [1]. However, synthetic
compounds are becoming unteasible due to consumer concerns and strict regulations in Ewrope
[2], ard matural alsermatives are more acceptable for wse in animal production. The phytodhemicals
dietary supplementation could be a strategy to improve animal performanoe with the same beneficial
effect as 5_3.'111]1.:": E.n:m‘lh promaters beut withou® compromising animal welfare, meat I:I'I.I.II.I'I.‘__I., and
comsumer health [2—4]. Rnc:nﬂ}'. some researchers have rz]'u:!rtEd that ferulic acd (FA: a :-l:i:umhl}'
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plant compound with bioactve properties) enhances growth performance, carcass characteristics,
arxl meat qualty in raminants by reducing lipid perocidation and mereasing the average daily gain
(ADG) and carcass weight [5-7]. Mevertheless, growth performance and carcass dharacteristics
after FA supplementation in lambs have been inconsistent; in addition, the optimal dose o
time expasition has not been established [8-11]. On the other hand, some authors suggest that
the moderate growth-promoting effect of phytochemicals such as FA, in the case of rumanants,
could be relited o their antmicrobial activity, which causes a produdtive Improvement due to the
madification of ruminal fermentation [4,12]. However, more studies are requined to establish the
posshle medhamisms of action imohed.

O the other harxd, chnoptilolite (CTL) a maturally ooourring zeolite, is clasifed = sfe and =
cosmmercially avaihible for use in diets for beodlers and pigs, but it & uncommeon to use it o beef
cattle production [13,14]. A shady has shown that sapplementing lambs with CTL increased
mascle tissee deposition and decreased fat tismee deposition [15]. Addisionally, an improvement
i feed efficiency and ADG was reparted [16,17]; the son-exchange property of CTL fovombly
medalates ruminal fermentation, improving energy efficency, which is reflected m animal growth
performance | 18], However, the available results are conflicting; hence, mose reseasch is reguired in
order to fully ehaciklate CTLs response in rumimnants.

There & a bick of sudies reporting, the effects of FA or CTL on the growth performance and
meat quality of mbs. Moreover, the combined effect of both additives has nog been studied.
Therefare, this research hypothesis was that the simultaneous administration of distary FA and
CTL to hair lambs could synergistically enhance the growth performance, carcass characteristics,
ard ment quality. This study aims to evaluate the combined effect of the dietary inclusion of FA and
CTL on the growth pesformance, carcass characteristics, meat quality, and chemical compasition of
finished hair-breed lambs.

MATERIALS AND METHODS

Study site

The feedlot performance was carried out during the winter season at a commercial sheep
production farm located in northwestern Sonera, Mexico (latitude 28.78°N and longitude
111 AW ). The average ternperature and relative humidity during the shady were 18 = 12°C and 49
= 14%, respectively. The animal shughter and carcass evaluation were conducied at the Agricalture
and Livestock Department (ALD) of the Universidad de Sonora (UUNISON], situated 21 km
evahmted at the Centro de Investigackin en Alimentacidn v Desarmllo {CLAL), akso situated in
Hermasdllo, Soniora.

All animal rmanagement ard shughter procedures were conducted in acoordance with the offical
techniques and standards in Mexico (MOM-051-Z00-19%95, MOM-033-Z00-1995, and
NOM-062-Z00-194). Furthermare, the Ethics Committes of CIAD accepted and sapervised
all af the u.])ﬂiu'l:m:l processes (CELAMN2-2M021).

Animals and treatments

Tawenty-zight Katahdin male bhmbs with similir initial boch weight (TEW; 33.74 £ 3.4 kg) were
mdividually housed in pens (2.3 m = 2 m) for this experiment. Seven pens per group were randomly
m?udmmnfﬂt Eluu]:ﬂ'tm:nhl-:ﬁﬂ:uﬁ:ﬂnu:iﬂnmhﬂ]ﬂughmmtnhhm]ﬂut
BID; (2} FA (BD) with 300 ppm FA; Labomatorios Minkab, Guadalajars, Jakso, Medo) (3 CTL
(BD with 1% CTL; Zeolex®; Grupo Sanfer, Ciudad de Mdon, Medco}, and (4) FAZ (B with
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300 ppm FA + 1% CTL). All animals wene given a compound of vitmins (A, I, and E) ar the
beginning of the sudy and wene treated with hermectin (ivermectin + ADE; Vichamee ADE
FUERTE; Virbac Mexico, Zapopan, Jalisca, Mexicn; (L7 mL/animal) for eliminating internal
befom: being asdgred to the experimental diess.

The feeding perind was 50 days, ten days for the BD acapation (12 9% crude protein [CF], 3.2
Mcal'kg feed of metabolrable erergy [ME], meeting the recommended nutritieomal requirements
for meat-producing lambs) [19] and the mext forty days for the experimental trial. To ensune the
daily intake of FA and CTL per lamb, both were mived with mineral premix and subsequently
blersded with other ground ingredients to create the corresponding FA or CTL dose (300 ppm
or 1%). Fially, the concentrate mixtun: was incorparated with the remaining ingredients. The
mpn:ﬁﬂlhuﬂdtn‘uﬂlm‘npmﬁh nfﬂtﬂpu'imﬂﬂ:]ﬂiﬂ:au:irﬂimhﬂ.inT:He 1. Feed was
offered ad fikitwm twice a day at 0800 h and 1600 b in half mived mations, and the lambs had <
dikitum access to fresh water. Additiorally, their health status was monitored daily by direct visual
Examration.

Feedlot performance

Animals were individually weighed three times {initial, interim, and final) during the feeding
period. From these data, ADG was caboulated for the first persod (d ) to 20), the second period (d
21 to 40}, and for the whole period (d 0 to 40). Feed intake {feed offered — cefusal) was measured
daily. At the beginning of the experimental pesiod, dry matter intake was established at 5% of the

Tabie 1. ingredients and chemical composition of experimental diets. ofiered to the hair lambs:

. Troatment™
Conbrod F& CTL FAZ
Ingredisnts (% of DM
Wiheat stroe L[] "z il 1
Afaka hay 12 12 121 121
Com grain & &1 &1 BO.1
Poultry marunes § -] B
Soybean meal 8 & B a
Cane molasses 3 3 3 3
Mimeral premix 0.5 s as 0.5
Sat 0.3 03 [ k] 03
Feenulic add (ppm) [i] 30 1] 00
Zeclis [Clincpliois] 0 o 1 1
Chemical composition (D basis)

Doy matter (%) Ba§ BaS .. 1] BALS
CP %) 124 128 128 1248
Ether extract (%] ] 180 i |
Meiabolizable enemgy” (Mcalig) ] 125 N b |
NEm" {Wcal kg) 2 218 218 215
NEg" iMical kgl 1.44 144 142 1.42

"o, Iigh covreaairale biatol S (B FA, BD with 300 ppm fende ackd; CTL, BD wih 1% cinoplicile; FAZ, B with 300
ppm FA+ 1% CTL

“Based on bulor ey vakes of ingredients rom WA [19]

Diled, ey rraaiior; CF, crude proksin. MEm, el energy ior mainfenanos; MEg, neenengy for gain

bty 'dalorgl L0515 jast. 2023 £ 21
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five weight, and then, the daily feed ration was adjusted to have a minimmum refusal (< 100%). Fimally,
fioed efficiency was indicated as the ratio of daily feed intake to ADG.

Carcass characteristics, Jongissimus thoracis muscle sampling, and wholesale cut
yields

At the end of the experimental period, the lumbs were slughtered (ALD slaughterhouse) after
fasting for 16 h (with access to water). Then, ance the limbs were skinned and eviscerated, their
ﬁrZ‘bl‘t,ﬂnmﬂmwﬁgbth\V)mmsumd&:bscqmndy,fulowhgdn
methodalogy described by AMSA [ 0], camcass conformation was evaluated (numeric scale 1 = bad
to § = excellent). The cooling loss was also estimated by the difference between HCW and CCW
expressed a5 a percentage. Moreover, body measurements were registered: carcass length, thorax
depth, e lemgth, ane leg primeter 21].

12th and 13th ribs to measure the back-fat thickness and loin anea using a dot squared grid. Finally,
half of the carcasses were weighed and split into forequarters and hindquartess to obtain whalesale
cuts: neck, shoulder, loin, ribs and flank, phin loin, and leg {22]. Each cut was expressed as 2
percentage of the half carcass weighe.

Meat quality evaluation

At 24 h paxtmorsen, the pH from the fongisimur thoracis (LT) was directly measuned between the
12th and 13th ribs with 1 portable pH meter (mode HI 99163, Hanna Instruments, Wilmington,
MA, USA) with a puncture dlectrode. Then, after sphtting and weighing each wholesale cut, the
LT muscle was dissected from the boin of each left side carcass (located at the top of the dth and
12th ribs). Subseguently, each muscle sample was vacuum packed, stored, and aged for one week at
-18°C in the Meat Science Laboratory of CIAD. At the end of the aging time, the samples were
thawed (24 h at 0C) and sectioned following the diagram shown in Fig. 1 to determine final pH,
water-holding capacity (WHC), color values, coaking Joss, fatty acid profile, and Warner-Braszer
shear force (WBSF).

pHand
Fatty acid shear force and ~ composition Water-holding
I color LA I | Gpid!y |

| R dem I I % an 1

Cranial Caudal

Fig. 1. Longissimus thoracis muscle sampling diagram.
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To evahumte the final meat pH, each steak was homogenized in distilled water with a meat: waser
ratio of 1:3 (zxmL). Then, the final meat pH was measured wsing a benchtop digital pH meter
previcusly calibrated with pH 4 and 7 standards (Model HI-2210, Hanna Instruments Digital,
Woansocket, RL USA). WHC was evaluated following the technique previously described by
Sutton et al. [23]. Meat samples were centrifiaged for a lapse of time (1,420 g x 5 min, at 57). The
WHC value was culculated by the difference between the initial weight (before centrifugation) and
final weight (after centrifugation) of the sample, expressed as 2 percentage.

LT muscle color analysis was conducted after 30 min of blooming using a Minolta CR-2600
coborimeter with Shuminant D65 (107 observer and an 8 mm diameter apertune; Konsca Minolta
Sensing, Osaka, Japan), where L*, 2%, and b* were documented. Chroma (C*; color saturation index)
and hue angle (H*) were calculated wsing the redness and yellowness values, according to the
Cassens et al. [24] methodology. Five measures were taken directly from the LT muscle surface in

To evaluate the cocking loss and WBSF, LT samples were weighed raw, and after being cooked
until the internal temperature of the steak reached 71T (an electric skillet was employed; Cook
Master 3222-3, Oster, Mississauga, Ontario, Canada), they were immediately weighed again. Nexe,
the cooked sumples were chilled, first, at rom tempenture (227-27T), and then, at 4T for 24
b. Finally, from each steak, six cores of 3 cm long and wm’inmmmmwﬂdb
the muscle fibers and used to evaluate WBSF with 2 WBSF device (TAXT Plus Texture Analyzer
texturoeneter, Texture Technologies, Scarsdale, NY, USA). The WBSF value was indicated in kg.
The percentage of cooking boss was determined as the ratio of the raw weight to the cooked weight.

Chemical composition and fatty acid profile

Moisture, ash, fat, and protein contents of the LT muscle were determined as described by the
AOAC standardized procedures [25]. To evaluate the fatty acd profile, Epid extraction was carried
out following an adaptation to the Bligh and Dyer [26] procedure with the following modfications:
2 g of meat was mixed with 10 mL of methanol and homogenized (Ultra-Turrax T25, IKA,
Staufen, Germany) for 1 minate at 1, 450xg. Then, 20 ml. of chioraform was added, homogenized
again for 2 minuses at 1,450xg, and filtered with Whatman no. 41. Later, theee milliliters of KCI
(0.88%) was added, and after vigorous shaking, the top layer was poured out. Finally, 4 mL of
distilied water and methanol were added to assist separation before the sumple wus shaken agairg
the top layer containing the non-Epid fractions was removed, and the lower phase was used for

“cas

Fasty acid methyl esters (FAMEs) were prepared following an adaptation of the standard method
described by Li and Watkins [27]. First, samples were placed in a water bath (40 T) with a constant
nitrogen gas Bow until all solvents wese evaporated. Then, 4 mL of N2OH {0.5 N in methanal)
wus added; later, tubes (previously capped) were placed in a water bath (X)T) for § min, and after
coaling at room temperature, 5 mL of boron triflucnde (BF3) was added to the samples and heated
in 2 water bath for 5 min aguin. Next, when the sumples were cooled, 4 mL of hexane was added
ard then heated for 2 min in 2 water bath (%0°C). Finally, 05 g of anhydrous sodium sulfate and 1
mL of saturated NaCl solution were added, and 1 mL of the top Epid phase was carcfully collected
mto 2 2 mL gas chromatography sample vial containing 1 mL of hexane.

FAMEs were analyzed wsing a gas chromatograph (Hewdett Packard model 6890, Waldbeonn,
Germany) equipped with a flame jonization detector and a capillary column (Agdent J&W DB-
were as previously described by Gonzilex-Rios et al. [5]. Identification of each FAME was based
on the retention times compared with those from a known standard {tridecancic acid; 13:0,

htpsd idolorg/ 105157 jas. 2022 e 21
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E'E'ma-AHﬁd,Sertk,Mﬂ,USAJ_DuﬂmuFumadu Ihz]):n:mnge nfrunl:l’:lt‘v::ld:
identificd. Mutritional ratics (polyursaturated Gty acid [PUFA] / saturated fasty acid [SFA],
manaounsaturated fatty acid [MUFA] / SFA, and n-6 / n-3) were calmbited as well as the totl
amounts af PUFA, MUFA_ and SFA.

Siatistical analysis

Dt acquired from the stady were analyzed with the NCSS statistical program (version 2007,
NIC3S, Kaywille, Uh, USA). Data from feedlot perfoemance, carcass characteristios, wholesale
cuts, meat quality, chemical composition, and fatty acid profile were analyzed as 0 2 = 2 factorial
under 2 complete randoemized design. The model considered fixed effects of dietary sapplementation
of FA and CTL and their mteraction {CTL = FA). For feedlot pesfommance variables, IBW was
imchaded as a awariate in the model. Defferences amoeng means were compared using the Tukey-
Kramer test. Significances were considered when P < (.03, and a trend was declared when (05 < p
< {110

RESULTS

Feedlot parformance

Table 2 presents the influence of dietary supplementation with FA and CTL on hair-beeed lamb
feedlot performance. Mo variable througheut the feeding trial or by pericd was affected by the FA
= CTL interaction {p = (.05). Neither [BW nor firal bedy weight differed between experimental
diets {p » 005). Additionally, ADMG, feed intake, and feed converson were not affected (p > 0L05)
dusing the 40 d trial period. Lambs supplemented with CTL tended to increase their daily feed
imtake through each period by 7.5% (d 0 to 20; p = (L0BS) and 7.6% (d 21 to 4 g = 0.054), while
feed conversion tended {p = 0.065) to be higher in the second persod; however, this frend was
not shown during overall feeding pericd {d 0 to 4 p » 0.05). Mareaver, from d 21 to 40, dictary

Tabie 2. Foediot performance of the hair lambs sspplemented with F& and CTL

o FA (ppm)® CTL Pap” e pvalue
[ 300 [ 1 FA ETL  FA=CTL

Iritiai by weight [kg] 3410 .38 178 nm a7 0519 0.985 ETS
Firial bochy weight (kg 4555 45.39 4557 4537 {88 188 0053 ETD
Pericd 1 jd -20)

Morerage daily gain (kgid) 0248 258 D2en 01.258 a0a 0.73% 0.7a7 456

Feed intake fgid, DM) 140 1.4 13 1.42 {08 0310 0088 0. 608

Feed conversion (kg Dh) T4 B.44 B.18 £.59 .58 0518 0.2 DB
Prerind 2 [d 21-46)

Aererage daily gain kg 0343 330 D340 .34 00 078 0844 750

Feed intake fgid, OM) 158 1.67 157 1.6 006 0638 0,054 {1,695

Feed conversion (kg DM 454 4m 438 B.11 a7 0387 0.068 488
Tetal id G-400

Jererage daily gain (kgid) 0285 D201 0206 L. a0z 188 0053 BT

Feed intake fkgid, DM) 152 1.6 145 1.59 {06 0264 0.142 808

Feed conversion jkg Dh) 5.3 5.25 B.06 5.4 .48 0913 0.1 1. 645

"Lamnirs fod 0or 300 ppm of erulic ackd threugh the Sl feeding ral
Larnbs fod 0o 1% ol cinopiiolle Twough B 30 feedng.

btpsed o oo 10,5 057 |ast ks £31
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FA decrased lamb dadly feed intake by 7% (p < 0.05), but this reduction did not affect their feed
conversion (p > 0.05).

Carcass characteristics and wholesale cuts yield

Reganding the carcass characteristics, no significant FA x CTL mteraction (p > 0.05) was shown
(Table 3). Neither FA nor CTL had an effect on HCW, CCW, dressing weight, fat thickness, or
loin area (p > 0.05; Table 3). However, the cooling loss value of the cascass from himbs supplemented
only with CTL tended to be 47% lower (p = 0.072). In addition, dietary FA did affect the carcass
conformation (p < (L05); nevertheless, the conformation score was lower for this group (7.4%;
Table 3). No FA x CTL interaction or FA main effect (p > (.05) was presented for any of the body
measurements (Table 3). On the other hand, while CTL tended (p = 0.057) to increase leg kength
(4%), other variables (carcass length, thorax depth, and leg perimeter) remaimed unaltered (p > 0.05).
Wholesale cuts yield are presented i Table 4. Dietary FA, CTL, ar their interaction (FA x CTL)
did not impact ( > 0.05) any wholesale cut yield of the hair-beeed lambs: neck, shoukder, boin, ribs
and flank, plain loin, or leg.

Tabio 3. Carcass characteristics of the hair lambs supplementod with FA and CTL

e FA (ppm)" CTL (%)° o pralue
0 300 0 1 FA CTL FAxCTL
HCW (k) 2246 Pk 233 208 049 0.30¢ LY 0184
CCW (kg) 200 21.50 2183 2188 049 0.356 Qe 0.134
Cooling loss (%) 118 m 148 ore 035 0910 0072 0.325
Dressing weight (%) 413 4713 ara2 4734 095 0328 0573 0.565
Conformasion {unts) 648 598 8.32 612 020 0.036 02385 0.553
Fat tuckness {mm) 157 1.88 182 162 03 0.206 0419 0.17%
Lan area (on’) 16.43 B 15.42 1644 08 0.289 o7 0.763
Body measurements (cm)
Carcass lengh 8412 842 85.06 8400 1358 0.592 0475 0.85
Thorx degth 18 13 1842 1824 o 0.805 0587 0879
Leg lengh Be ns ar3s Mo ar2 0.161 0.087 0.305
Leg peameter a9 4373 4439 4385 076 0.767 0724 0.182
Lamts fed 0 or 300 ppn of fensic acid through he 40-8 foeding il
“Lambs fod 0 or 1% of cinoptioite fwough the 40-d feading
FA fendc acid; CTL, chnopsioite: HOW, hot cascass weight, CCW. cold carcass weight
Table 4. Wholesale cuts of the hair lambs supplemented with FA and CTL
—a FA (ppm)” CTL (%)° o pealue
0 300 0 1 FA CTL FAxCTL
Neck (%) L 160 a3 7.54 064 01y 05 0957
Shoulder (%) 202 30.26 251 2an 096 0233 0800 0374
Lan (%) 786 201 &% 0 0.60 0474 035 0gme
Ribrs and flank (%) 14.08 1379 14.13 1374 0.72 o.re 0s1 0574
Plan lan (%) Nn.as 1ny 1210 1042 157 0913 0323 0424
Leg (%) 201 28488 2153 3031 187 0.668 0108 0524

"Larmies fod 0 or 300 ppm of fendic ackd through he 40-d leeding ral
"Lambs fod 0 or 1% of dinopicite fwough the 40-d leeding

FA ferulic acid. CTL, chnoptioite
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Meat quality evaluation

Metther the FA « CTL interaction nor the additives themzelves had any impll:t an ])H 24 b,
WHC, cooking kosx, oo WEBSF (p » (L05) (Table 5). The firal pH was unaltered (p » 0.05) by FA or
CTL supplementation, while their interaction (FAZ tmeatmient) tended {p = 0.095) e decrease the
final FAZ sample pH (pH = 5.67; unpublished raw data from the study). Regarding color variables,
dietary FA did not have any effect on the LY, o, b*, or C* values (3 = 005; Table 5} On the other
hand, dietary CTL improved (g < (L05) the L', ", and C* values, whereas it tended o increase
yellowness (b, p = (L) The hue angle (H*) remained unaltered for all treatments (p > 0005).

Chamical composition and fatty acid profile

The chemical composition of the lamb meat is shown in Table 6. In general, the chemical
compesition of the luob meat was not influenced {p » 003} by the additives themsehees oo by
thieir interaction i terms af maisture, ash, fat, or protein contents. Table T presents the influence
nfdi:hr}rnrpfﬂmmmmmm\mﬂcnun the ﬁttf:ﬁﬂpnﬂenfﬂtinhlnﬂucu]uﬁt
of hair bumhs. Pabmatic (C1ed40]), stearic (C18:0), and oleic (C18-1m9c) acids represent the preatest
proparticn af the fasty acid profile of the lmbs' LT musde in all reatmenss. FA axpplementation
did not have any effect {p = 0L05) on the Gty acd profile of the lamb meat, whereas the CTL and
FA x CTL interaction modified the content of some fatty acids {Table 7). CTL mcmeased (p <

Tabie 5. Effoct of FA and CTL on meat quality of the hair mbs

o Fis fpprm)” ETL (i - pevaiise
1] 300 o 1 FA GCTL Fa=CTL
pH 2 b &80 §49 863 548 D08 k=t [P E | o7
Firead pH (A3 L B.BE -1+ 142 D118 uBBE mEs
WHEC %) fi-1: B BT B 1.30 R [ilix =} a2
Caolor wariables
L* B o arLa B (L0 0527 0.041 a.ma
a* 1TB3 1754 18:91 1848 (ugE2 [l 0.034 R ]
b* BAD s 743 a2 hG4a 0482 aama 0167
Chiroma [C) 1981 1945 1870 20 6 (a7 080 0.03% Q180
Hue angle () . s 28008 4493 b -] 1.a7 oiom 0209 il .3
Cooking loss (%) 1587 1721 17.30 1547 194 0588 0500 0458
WEEF kgl T8 [ F- 1] 160 1. hasa 0.5 0258 &
"L aevios fd 0 o 300 ppem o e acid ough ha 40- feeding rial
L amis fod (o7 1% of cinopSicile feough the 404 easng
FA, ferulic aci; CTL, chroptiolli: WHC. waiter-hoking capacity, WESF, Wamer-Broier shoar e
Tabie 6. Chemical composition of meat from hair lambes supplemenied with FA and CTL
P fppm)” ETL ) pealun
R ] 300 1] 1 . Fi CTL Fi = CTL
Momire T2 TA6 ol rd T84 [alei i 0553 D143 oEa?
Ash oA [al- 1] [il- ] k1] oo [i]_=u} D.ra3 iR [iv3
Fat 4.14 k-] 464 494 1108 0314 (.78 0184
Prolein .74 2084 2130 >1.08 [k ) 0.1&2 0.ra1 0218

"Larmhs ford  or 300 ppm of e ackd oough the &0-d feeding rial
L armhs fod  or 1% of cinoplicile feough the 40-d leeding
FA, ferulic acd; OTL, chropticlie

btpse ot soirgy 10 50 B jast D0k =31
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Tabic 7. Fatty acids profile of the iongissimus thoracis musde from hair lambs supplemenied with FA and CTL

FA jppm)” CTL (% peraiue
Rl sl ] 300 ] 1 i Fa CTL Fa = CTL
[HiEa] an 13 11 013 aliiy e e 0268
Ci20 (il il (iLiE] (.08 [l 0858 0160 0203
C1a0 pLil 206 214 1.88 0114 arm oms 0.1%8
Cian D78 0r2 Dufi2 0LBAA anrs 0A4% [T 0&T2
G150 g1 .58 054 GBS ik G841 i hEF2
G151 1.38 134 1.36 1.408 iR -] 0583 s 0482
C1r60 X253 PSR X284 2180 08 0aag s 0847
b 265 235 245 2863 QAsT [k 3 Qe 0zFa
CiTo 1.58 165 1.56 1.858 0 DA 057 A1 0.8
1T 1.00 1.08 a4 1.107 fallis ] a2 R sz 0152
C1ah 1688 1617 1678 16.27 a4a7 211 ik ] s
[RERT- A 4256 4220 4237 41z el e a2 k- 2] [il-x =
ClaZ2at (28 a2 (I 04 [illice.. 01580 i) oms
Cli2ad8c B8 B85 £33 B0 aare [al=2 1 g 0580
Cii3ad (] 20 (] 038 oo 131 a8l 0043
C20:1=8 b5 iR L} 014 094 anes 0. oD ik
G202 a2 036 034 4 47 G4ge al=20 [ifr]
C203a8 202 185 1.8 2 013 086 a418 oesT
C205=d 27 026 028 025 G044 B4 il 0148
G2ad 033 AT 0.7 04 00as a8 0478 i [ard

"Larnbes fod O of 300 ppm of feruic ackd Srodgh thi 0. feeding ral
Lambs fd 0 or 1% of cinopiioile feough e 404 feedng.

FA, ferulic ackd; CTL, chnopiiolie:

282 | hiipetwwwefastong

(.05} the percentages of C1060, C14:1, and C1540 (18, 40, and 2%, respectively) in comparison to
animals not sspplemented; meanwhile, C14:0 deceased {p > 0.05) 13.30% by CTL supplementation.
Additionally, CTL tended to reduce Cla: (p = 0.068; 5.4%) and CHE1a? (¢ = 006, 26.3%),
Regarding C18:0, C18:2eé6t, and CH:bok, the FA x CTL imteraction increased (p < 0L05) the
content of the aforementioned Gty acids while it tended to inerease C17:0 (g = 0098) and C20:3es
(p = 0.057). No FA » CTL meeraction or FA main effect (p » (L05) was presented for any of the ams
of ftty acids and mutritional indices of lamb meat (Table B). Hewever, while CTL tended to increase
the sum of PUFA= (p = 0.053; 12.04%) and -6 (p = 0.066; 11.57%] and the PUFASSFA ratio (p =
(.07 21.05%), the other sums and nutritional indsces remained unaltered {p » (L05).

DISCUSSION

The findings of the present study did not show any additive or synergistic effect in the
supplemented animals that could suppart cur bypothesis; therefone, the discussdon fooses on the

Feedlot performance

The mechanism of acticn af FA has not been fully dhucklated. Based on previous studies with this
nnrrpumﬂ,it}m Pumdﬁﬁﬂmtrmdimhmﬂﬂmhﬂiﬁdhﬂ!gmﬂrpﬂuﬂng:ﬂ’uﬁ
of FA: 1) FA could enbance animal performance by reducing their oxcidative stress [28]. 2) FA

htpes! idoLorgf L0 5 18T fast 202k e 21
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Table 8. Sums of fatty acids and nutritional indices value of the longéssimus thoracis muscle from hair lambs supplemented with FA and CTL

= FA (ppm)* CTL (%" . palue
0 300 0 1 FA CTL FAxCTL
I SFA 432 4306 aan 4285 140 0.556 0188 0.508
Z MUFA 4734 4172 46.86 44220 113 0.7860 0288 0.510
¥ PUFA 942 907 872 an 048 0494 0.08 osn
MUFA/ SFA 106 107 105 1.06 005 0828 0801 0.813
PUFASFA o o 0.19 023 ooy 0.788 0.070 ans
Ind 0gs 086 0.65 068 0058 0871 0ce3 0.686
Iné 54 802 175 467 0438 0418 0.068 0.482
né/nd 1370 1229 1269 1330 108 0218 0581 0.869

"Lambs fod 0 or 300 ppm of fenic ackd though e 40-3 feeding rial
“Lambs fad 0 of 1% of dinopiiolle fwough the 40-d feoding
FA fandc acd, CTL, croptiolie. SFA saturanod Sy ackd, MUFA. monounsanunated falty asd. PUFA, polyursanrated fatly acd
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has 2 smilar acticn mechansm to beta-agonists (FAAs) due to the simalarities of their molecular
structures [29,30]. 3) FA acts as a modubitor of ruminal fermentation [12,31).

In our current study, we have no clear information to explain why FA supplementation did not
improve feedlot performance traits, carcass chamcteristics, or wholesale cuts of the finished humbs,
In agreement with our results, other studies repocted that dietary FA administration did not affect
the growth performance of hair lumbs [8-10,32]. Contrary o our results, Pefia-Torres et al. [30]
observed that feeding FA (300 ppm and 600 ppm) enhanced the ADG of lambs; however, in
that study, the lambs had 2 lower body weight and age than the animals in cur study. This growth-
promoting effect reported in the last study can be related to the high growth rate of the lambs at
yourger ages, which s usually the period when lambs have contimmous growth without reaching
their inflection point in the growth curve [33]. Nevertheless, an anabolic effect has been shown in
other species, such as pigs and beef cattle |7,34]. Further research on beta-adrenergic receptor (-
AR: subtypes B1, f2 and fi3) gene expression or receptor binding affinity evaluation is needed to

Based on the aforementioned f-AR gene expression, Valenzuela-Grijalva et al. [29] studied
the change in pigs’ skeletal muscle mRNA abundance after FA supplementation. B2-AR mRNA
expeession was increased by FA intake. Baxa et al. [35] reported 2 similar effect in finishing steers
by zilpaterol bydrochloside supplementation. It is worth mentioning that the §2-AR subtype
is predominant in bovine and parcine skeletal muscle [36). On the other hand, Ekpe et al. [37]
found an increase in the recepeor dersity of B1-AR i sheep under feed restriction and chserved 2
trend toward cold stress. Previous studses have reported a low plasma concentration of endogenous
catechalamines in kimbs urxder thermoneutral conditicas. Thus, there might be a lower activation
of skeletal muscle f-receptors, which results in less receptor binding affinity [37,38]. These
observations suggest that in pigs and beef cuttle, FA stimubites i2-AR to promote a growth effect,
while in lambs, FA behaves differently.

Based on the above, the lack of effects on the feedlot performance of lambs supplemented with
FA cin be explained. However, the limbs in our study sgmificantly decreased their feed intake
without affecting their performance, which could represent an advantage in meat production
development because feeding is an element that elevates production costs. In contrast with our
results, other studies with lambs found no effect of FA or feruloyl oligosaccharides on feed intake
[8-10,32]. Additionally, published reposts have studied the effect of supplementing lumbs with
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cither increased or did not affect the feed intake of fattening lambs [39]. In our study, 1 decrease in
freed mtake was only present in the second period (days 21 to 40), and this reduction did not affect
the lambs' weight gain. In this regard, prolonged feeding of FA could positively modify the numinal
emironment and, consequently, some ruminal fermentation patterns, nutrient digestion, or energy
utilization [1231].

On the other hand, detary supplementation of fattening lambs with CTL tended to increase
feed intake in each experimental persod. Similarly, several studies have reported that CTL

supplementation increased the daily feed intake of Bvestock [13,40,41]. Otherwise, the lambs'

weight gin in our experiment was not affected by CTL supplementation, while in other studies,
dietary supplementation with CTL has been proven to increase weight gain in lambs [18,40,41).
This kack of effect on the weight gain of the lambs might be due to the limited sample size used
in our study. On the other hand, Pond et al. [42] mentioned that 3 CTL advantage on lamb
growth performance appeared when diets contained an intact protein source and a high protein
level. According to the previous study, it is suggested that high protein intake elevates plisma
urea-nitrogen and ruminal ammoaium (NH,") concentrations [42). Since CTL has a high NH/
binding capacity, NH," icos are snmediately exchanged for the compensating cation of the zeolite
and held there untl they are refeased when saliva enters the nunen during rumination. It s possible
that the dosed release of NH,” tons enhanced ruminal bacteria growth, which in turn could
improve ruminal fermentation patterns and microbéal protein production. Moreover, Abdelrahman
et al. [41] observed that lambs treated with 1% zeobite presented 2 similar performance to the lambs
of the control groap, while lambs fed with 2% zeolite showed a better growth performance. In the
present work, the failure of CTL to affect weight gain in hair-beeed lambs might be due to cither
an imappropeately low dose of CTL (chosen in this study) o balanced protein intake.

Carcass characteristics and wholesale cuts yield
FA supplementation did not affect either the carcass characteristics ar the wholesale cuts. The only
change shown in these traits was a reduction in the conformation of the FA carcasses. The hick
of effects of FA in our results &s in accondance with [9,10,30] findings. In contrast, Pefia-Torres et
al. [6] found that by mcluding 250 ppm FA in the dict of heifers, dressing weight and loin area
were improved. In addition, previous studies have shown that phytochemicals and plant extracts
did not alter carcass characteristics in fattening lambs [39]. Althouygh cur values were within the
reference ranges, the back of an effect on the carcass trasts and wholesale cuts suggests that FA
supplementation does not have ambolic stimulation in hair-breed kimbs, = shown in younger
Lumbs and other species [7,9,29.30]. Since the results of carcass characteristics and wholesale cuts have
not been consistent throughout studies, these inconsistencies may be due to the growth effect shown
by FA is associated with the breed, sex, species, environmental conditions, ar the dose used [43].
Regarding CTL addition, there was no evidence of remarkable effects on carcass characteristics
and wholesale cuts. Previous reports indicate that CTL did not affect any carcass charactesistics
of hair-breed lambs [15,40,43). Since the CTL supplementation did not improve lambs’ muscular
development in our study, consequently, no changes in carcass charactenistics were expected.
Deligiannis et al. [40] reported that lambs supplemented with 3% of CTL showed a better
weight gain with no change on carcass traits. Similarly, other studies have reported that CTL
supplementation enhances weight gain (carcass characteristics were not evaluated) {17,41,42). The
effects of CTL supplementation in kimbs in other stadses, could be related to the ability of CTL
to modify ruminal fermentation due to ity cation exchange property, resulting in better energy
bacteria [18,44,45].
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Meat quality

In the present study, FA supplementation did not affect the meat guality of hair lambs.
These paramesers (pH, WHC, cooking bess, cobor, and WBSF) were maintained within the
r:]:uchdﬁhﬁ &hﬂh![?,iﬁ—ﬂ].ﬂthnkufdﬁcﬁunmlwpnmb:tmgmph
consistent with previous reports with FA sapplementasion [6,9,48). It has been reported that
phytochemicals tha exhibited antioxidant properties could delay metmyoglobin formation by
rnliu:in_g m:pg]uhi.n and ll]:l.l:] oxidation, improving meat color ri:]:ﬁlll:r [5,49]; however, FA did
not show any angicesdant properties in our study. Phyvtochemicals (such as FA) are biotransformed
by methyhition, glocuronidation, and sulphation into conjugated metabalites because the body
remain reltively kove Thus, these metabolites can partially reach the targes trssues. Besides, they an
rapidhy excreted vin urine and bile [28 ], bmiting their tissue acommulation.

T our knowledge, this & the first repart © evalute meat quality in hair lambs supplemented
by CTL supplementation. The only change shown in these traits was an ncrease in some color
variables. Information about the mfluence of CTL on meat color parameters is limited. In the
cument study, CTL supplementation improved L, 2%, and C* in the meat of hmbs. In contrass,
Hcini et al. [13] reported no change in the color of breast meas of tackeys supplemented with
1% and 2% CTL. No antinxidant status of lambs was measared in this work; howewver, the
improvernent ohserved in color paramesers of lamb miear could be atrributed o the anticxddant
activity of CTL [49]. The antioxidant capacity of CTL is asncaed with the scovenging of reactive
oocygen species (RS and transition metals or to the ncreased acthity of endogenous antiaddant
enzymes {glutathicne peraxidase, superoxide dismutie, catalage, and nitric coide synthas) by
offering cofactors such as trace elements selenium, copper, winc, and manganese within the CTL
structure [ 13,50 As mentioned ahove, we bypothesize that the microelements contained in CTL
could reach muscle tiemue and perform its anticddant activity. However, fisture research is needed oo
demanstrate the fate and effece of CTL on meat quality of lumbs.

Chemical composition and fatty acid profile
The addition af FA ar CTL m the lamb diet did not negatively affece the chemical compasition
authors [46,47] for hair lambs. Since the fat content was dighth higher than that reported in other
stusdies, we belimve thae this result may be artributed o the older limbs used in this snady. Marure
animals deposit armursd 85% of their energy as far [51].
acids, or the nutritional indsces of hair lambs, wheneas CTL and FA = CTL posisively modified
the fasry acid profile. In agreement with cur findings, Mallek et al. [52] eported a decrease in
myristic (C14:0), palmitic (C16:0), and stearic (C18:0) acids in beailens’ fatty acid profile by
zeolite supplementation as well 25 an merease i Enolenic acid (C18:3m3). Addtionally, a study
reparted a reduction in DHA (CX2:6 n-3) and eicosencic acd (T3] o-9) in hmbs' Gty acid
Fmﬁlzbrmmtnn'.n soclium nl]:l'ﬂanmhm (33 mg'lgufﬂm‘nﬂlﬁn?ﬂj‘:ﬁ:r?ﬂ d) [53]. The
potential pathways by which CTL or FA = CTL modify lambs” fatty ackd poofile is undear, bt
an enhancement af the fasty ackl desaturase activity [13,32] or changes in the rumen microbéal
population [33 54], could be imohed.

Fatty acids desaturases such ax Af-dessturase introduce a dooble bond acoss carbons of o 5FAs
carbon chain. A study reported that o higher desafurase product in the muscle of applemented
kids [ Terminatia chebumlr extrace 2 and & mg/mlL of rumen valume) is due to the action of the
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AY-desaturase enzyme, sugpesting that the desaturase activity was infuenced by the presence of
phenolic compouands [55]. Als, A%-desaturase activity could be regulated by some elements in
CTL [13,50,52]. Concerning the secomd pathway proposed, CTL son-exchange activity may
nnliﬁrli:!rmﬁulem‘imuwimlinghdnnguh H:!Iummml:mh:.l]mpl.‘:.hﬂquml}
in cellulolytic bacteria [44]. Celbalobytic bacteria such as Bmmimsmowr adhs v Butyrivibriz sp. an
placed in the first group of rumen bacteria which bydrogenase unsatumated fakty acids. Burprioidrin
ﬁl!u'éw&mhz!beml.mﬂh:n:]:htﬂt mu}hpkl:ﬁull}'dmsmml:ﬂl"] Flﬂnﬂ]:.'ﬂﬂclrxtﬂil
can hydrogenate linclese and alfa-hinolenic acids to 2 conjugated form as the fim] produce (without
forming stearic acid as the end products) [34]. Based oo the aforementiored, our resales aould be
caused by a regulation of A%-desatusase activity os by 2 slight inhshition of the BH of unsaturated
fatty acids [53,54], which may increase the total PUFA, n-6, and -3 contents and enhance their
nutritional ratios. Nevertheless, further studies are needed to show whether changes in fatty
acid profibe were modified vin regulation of A%-desaturase activity or by changes in the ruminal

In addition, although the & PUFA, ¥ n-6, and PUFASSFA ratios i our resules did mot reach
significance, these values tended 1o improve, which may lead to healthier meas from 2 mutritional
viewpaing [55]. Recenthy, there has been an interest in enproving the nuiritional indices of meat,
as high values of PUFA/SFA and n-6/n-3 ratios represent o risk factor for cancer and comnary
heart diseaze. The reoommended ratio of n-6/n-3 & les than 4, and PUFA/SFA should be above
0.4 [54]. In general, i this study, the n-6/n-3 ratio was high for all treatments, which may hoe
occurred due to the low comtent of omega-3 fatty acids fourd i our results, In the carnent work,
DHA {C22:6 n-3) was not desecrable, and eicomapentsencic ackd (EPA; CHES 0-3) was found ar
a low concentration in lamb meas [47,33,57 | in all treatments, which could explain the undesirably
high n-6/n-3 matio found in thix work

CONCLUSION

Feeding FA and CTL did not have any combined effect on the groweh performance, cancss
chamacteristics, wholesale cut vields, or meat quakity of hair lambs. This study provides information
about how asdding FA reduces daily feed intalee without compeomising weight gain, which could
represent an achantage for knwering feeding costs.

ﬁﬂ:llh:lnlu}', this experiment Fmidu new evidence that CTL nl]:flurhﬂlutilm improves
same mieat quality traits and the fatty acid profile of hair lambs. Nevertheless, farther studies m
ruminants, mchuding a high CTL dose, ane needed in oeder to understand the condstions of CTL
beneficial effects an feedlot performance traits.

Factors such as dosage, age, diet composition, and environmental conditicns need mare
imvestigation o ehucidate the beneficial effects of FA and CTL supplementation on hair kmbs.
Besides, further research i necessary to investigate the effeces of FA and CTL supplementation on
to complemnent the findings in this work.
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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effect of clinoptilolite (CTL) and ferulic acid (FA)
inclusion on in vitro ruminal fermentation characteristics and gas production. Treatments were
assigned under a 22 factorial (FA: 0 or 300 ppm; CTL: 0 or 1 %), with repeated measures on time
(2,4,8,12, 24, 36, 48, and 72 h). As expected, CTL and FA x CTL interaction maintained ruminal
pH values closest to neutral throughout the incubation period (p <0.05). After 48 and 72 h, FA and
CTL decreased (p < 0.05) ammonia concentrations. Acetate, propionate, and total volatile fatty
acids concentrations increased (p < 0.05) due to FA, CTL, and FA x CTL interaction at 48 h, while
at 72 h, these concentrations were higher only for main factors. Methane, butyrate, and iso-VFA
concentrations were not affected (p > 0.05) by any treatment. FA increased total gas production
throughout the entire experimental period (p < 0.05). The findings of this study suggested that both
additives can positively modify ruminal fermentation patterns in vitro, which appears to be a

promising strategy in ruminant nutrition.

Keywords: zeolite; phytochemical; rumen fermentation; fermentation parameters.

1. INTRODUCTION

Phytochemicals (PCH) promise to become a strategic additive in animal production due to their
potential as an alternative to synthetic growth promoters. PCH are secondary bioactive metabolites
present in plants or vegetable extracts that enhance livestock growth performance and health, in
addition, might mitigate methane (CHa) emission from ruminants’ production [1]. Recent studies
have been led to modulate ruminal fermentation (RF) parameters aiming to reduce methanogenesis
and improve nutrient utilization using different PCH [2]. In this regard, ferulic acid (FA) is a
phenolic compound with bioactive properties that have shown high antioxidant activity and
effectiveness on animal growth performance [3]. However, it has also been suggested that phenolic
compounds may change nutrient utilization, inhibit fiber digestion, and decrease feed intake [4].
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Furthermore, these compounds could act as antimicrobial agents against ruminal bacteria. A
previous study on in vitro culture of ruminal microorganism, reported that FA retarded the growth
rates of cellulolytic and hemicellulolytic bacteria, and depressed cellulose digestion [5]; Hence, a
high source of PCH may be considered as a RF suppressor.

Zeolites such as clinoptilolite (CTL) are mineral feed additives known for their ion exchange and
adsorption properties’. Due to these abilities, CTL could lead to enhance animal performance and
fermentation efficiency. Some studies have reported that CTL improve nitrogen utilization,
increases volatile fatty acids (VFA) production, enhances the acetate to propionate ratio (A:P), and
stabilizes rumen pH even in high-energy diets [6-8]. Moreover, Ghoneem et al. [6] and Goodarzi
and Nanekarani [7] found an increase in the whole cellulolytic bacteria population and fiber
digestibility in CTL-supplemented lambs. According to those mentioned above, we hypothesized
that CTL could potentiate and modulate phenolic compounds activities reducing the side effects
resulting from feeding in ruminants; besides, there is a lack of information available about the
effect alone or combined of CTL and FA in vitro fermentation dynamics. Therefore, the present

research aimed to evaluate CTL and FA effects on in vitro RF characteristics.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Sample and Ruminal Inoculum Preparation

A total mixed ration (TMR) was prepared according to the basal diet used in our previous study
[9]. Subsequently, samples were oven dried (60 °C for 24 h) and ground through a 1 mm mesh and
finally used as substrate for the in vitro incubations.

Total rumen contents were collected at a slaughterhouse from three male hair-breed lambs (5
months old) previously being fed with a TMR which included alfalfa hay 10 %, wheat straw 15 %,
wheat grain 62 %, soybean meal 11%, and mineral/vitamin premix 2 %. The lambs were
slaughtered for commercial purposes in the Institute of Agricultural Science-UABC

slaughterhouse. To obtain ruminal inoculum used in the experiment, total rumen contents were
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pooled and strained through a four-layered cheesecloth, then the strained ruminal fluid was
buffered using a buffer solution as described by McDougall [10] at a 1:2 ratio. After the pH of the
buffered ruminal fluid was regulated to 6.8 with 1 N HCI solution. The ruminal inoculum was kept

in 39 °C water-bath, continuous flushing of CO., and constantly shaken throughout it was used.

2.2. Ruminal Fermentation Characteristics

2.2.1 Experimental Design and In Vitro Incubation

To evaluate the effect of FA and CTL on fermentation characteristics and feed degradability, an in
vitro ruminal fermentation experiment was carried out using 60 mL syringes fitted with plungers
according to the guidelines described by Menke and Steingass [11], within 22 factorial
arrangement: FA (0 or 300 ppm) and CTL (0 or 1 %). Thus, treatments combinations were: a)
Control (TMR basal diet), b) FA (only FA), ¢) CTL (only CTL), and d) FAZ (with FA and CTL).
Syringes were filled with 30 mL of ruminal inoculum and each experimental diet were added in
200 mg for each incubation time. Then, syringes were placed at 39 °C in water bath. Gas production
was recorded at 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, and 72 h during the in vitro fermentation period, and finally
incubations were stopped at either 12, 24, 48 or 72 h to measure RF. Duplicate syringes were used
for each sampling and incubations were repeated two times over two consecutive weeks; also, two

blanks (only ruminal inoculum) were placed in each experimental replicate.

2.2.2 Sampling and Chemical Analysis

Cumulative gas produced (mL) at each stage was recorded before incubation was stopped by
reading the position of the piston [12]. In brief, all pistons were placed at an initial position and
before piston reach the top, syringe was purged (without breaking the anaerobiosis) and placed
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again at the initial position. The content of each syringe was collected in a 50 mL polypropylene
tube and pH was immediately measured using a portable pH meter (Waterproof pHTestr 10, Eutech
instruments). Samples were immersed into liquid nitrogen and stored at -20 °C until analysis. Total
gas production was expressed as mL/g of dry matter of the substrate incubated and corrected for
blanks.

Frozen samples were thawed at 4 °C overnight, and centrifuged at 14,000 x g for 10 min. The
supernatant was used to measure ammonia-N (NHs-N) and volatile fatty acids (VFA)
concentrations. NHz-N concentration was analyzed by phenol-hypochlorite color reaction method
[13] at wave length of 630 nm (spectrophotometer; Agilent Technologies, Cary 60 UV-vis). VFA
concentrations were detected by gas chromatography (Hewlett Packard model 6890, Waldbronn,
Germany) following the sample preparation procedure previously reported by Zhang et al. [14].
Gas chromatograph was fitted with a FID and a capillary column (0.25 mm x 60 m; 0.25 um film
thickness; Agilent J&W DB23) with the following conditions: 0.8 uL injection volume at a split
ratio of 100:1 at the injection port (160 °C), initial column temperature was 80 °C for 0 min and
ramp to 115 °C (hold for 3 min) at a rate of 15 °C/min, then increased at a rate of 3 °C/min to 130
°C for 0 min, and finally increased at a rate of 5 °C/min to a final temperature of 200 °C (hold for
3 min) with a total running time of 27 min. The FID was maintained at 240 °C with a flow rate of
40 mL/min of Helium. For detection of individual VFA and quantitative calibration, an external
standard mix was used (Supelco Volatile Free Acid Mix, 46.975-U, Sigma-Aldrich). Additionally,
a stock solution including analytical grade acetate (71251, Sigma-Aldrich), propionate (94425,
Sigma-Aldrich), and butyrate (19215, Sigma-Aldrich) was prepared with an initial concentration
of 100 mmol/L of each acid. Standard calibration curves were used to calculate the concentrations
of each VFA. The A:P ratio was also estimated.

CHy production was calculated based on stoichiometry equations of VFA products [15]:

CH4 (mmol/mol of VFA) = 0.5a — 0.25p + 0.5b

Where a, p, and b are proportions (mmol/mol) of acetate, propionate, and butyrate, respectively.
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2.3. Statistical Analysis

The in vitro RF variables (including pH, gas production, CHs, NHs-N, VFAs, and A:P) were
analyzed as a 22 factorial under a complete randomized design with repeated measures over time
using the PROC MIXED procedure from SAS software (version 9.4). The model considered fixed
effect of treatments, time of incubation, and their interaction. The model with the lowest AIC and
BIC values was the most suitable model for choosing the appropriate covariance structure. Tukey-

Kramer test was used to evaluate differences among means at p <0.05.

3. RESULTS

3.1. In Vitro Ruminal Fermentation Characteristics

The changes on RF characteristics throughout the in vitro fermentation period are shown in Table
1. No significant FA main effect (p > 0.05) was observed for any RF characteristics, while CTL
main effect only affected (p = 0.03) ruminal pH overall fermentation period. Moreover, the
interaction FA x CTL (p = 0.03) affected the ruminal pH overall the incubation period and in each
measure time (FAXx CTL x T, p < 0.0001). The initial pH of the ruminal inoculum was 6.8 (at 0 h),
and as the incubation advanced, the pH reached a minimum value of 6.3 for the control and FA
treatments. During the overall incubation period or in each measure time CTL and FAZ held the
highest pH compared with the rest of the treatments.

Figure 1 illustrates the significant time by FA x CTL interactions detected for NH3-N (p < 0.0001)
at each in vitro incubation time (12, 24, 48, and 72 h). FAZ maintained intermediate NHs-N
concentrations throughout the fermentation period. Additionally, control recorded the lowest (p <
0.05) NH3-N values at 12 h but reached the maximum (p < 0.0001) concentrations at 72 h among
treatments. On the contrary, at 12 h NH3-N was higher (p < 0.05) for CTL, but the concentrations
decreased (p < 0.05) between 48 and 72 h, as did the FA addition.

62



Table 1. Effect of ferulic acid and clinoptilolite on ruminal fermentation products during the in vitro

incubation period.

No CTL CTL? p-value 3
Incubation
Item . SEM FA x FA x
Time(h) NoFA FA! NoFA FA FA CTL
CTL CTLxT
12 6.42 6.4° 6.45° 6.4°
24 6.32 6.4° 6.4° 6.3°
pH 0.01 1.00 0.030 0.030 <.0001
48 6.42 6.4° 6.4° 6.45P
72 6.32 6.3? 6.35" 6.35°
12 34.4% 39.17* 48.96°  42.65°
NH;-N * 24 50.84 50.12  49.80 51.54
1.84 0.169 0.707 0.008 <.0001
(mg/L) 48 40.34% 35.19% 34.66° 39.07%
72 57.19% 38.92® 37.81°  44.97°
CHL @ 12 2250 2256  22.37 22.57
) 24 26.14 2588  25.32 25.28
(moles/mol 140 0432 0.823 0.093 0.117
48 2435 29.80  29.00 28.01
VFA)
72 28.80 3243 3048 2791
VFAS
(mmol/L)
12 43.05 43.61  42.87 43.33
24 49.64 49.43  48.02 48.15
Acetate 212 0.185 0.888 0.003 0.002
48 45,122 56.87° 5550° 53.72°
72 50.57¢ 61.96® 58.39°  48.96%
12 2589 26,55  26.08 26.25
) 24 28.60 28.95  27.84 28.18
Propionate 210 0517 0.879 0.100 0.006
48 2427 30.83° 30.63°  30.48°
72 25.06% 3295 31.51° 24.11°
12 14.89 14.78 1491 14.94
24 16.94 16.80  16.53 16.50
Butyrate 1.27 0.758 0917 0.821 0.647
48 15.72 18.14 17.81 17.53
72 19.56  19.37 18.32 18.91
12 2.86 2.81 2.70 2.75
24 3.59 3.55 3.60 3.57
Isobutyrate 0.17 0.886 0.962 0.402 0.862
48 3.53 3.53 3.58 3.59
72 3.61 3.40 3.44 3.62
Valerate 12 3.55%  3.56° 3.612 359 070 0.784 0.969 0.178 0.012
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24
48
72
12
24
48
72
12
24
48
72
12
24
48
72

Isovalerate

Total VFA

AP’

4.31°
3.842
3.56°
255
3.77
3.43
4.02
91.66°
105.64°
94.47°
105.17°
0.92
0.94
1.04
1.13

4.292 4.15% 4172
5.06% 4.93% 4.77%
5.96° 5.67° 3.412
2.55 2.56 2.55
3.74 3.66 3.44
3.84 4.00 3.66
3.99 4.00 3.83
92.76% 91.71*  92.34%
105.56% 102.51* 102.75?
117.33° 115.44> 112.69°
126.92° 120.47° 101.52%
0.90 0.91 0.91
0.92 0.94 0.93
1.01 1.00 0.97
1.03 1.02 1.15

0.12 0.547

411 0.229

0.11 0.927

0.778 0.123 0.124
0.996 0.005 0.0009
0.862 0.766  0.594

¢ Means within a row with different letters differ at p < 0.05; *Ferulic acid dose level of 300 ppm; 2Clinoptilolite dose level of 1 %; °FA:
Main effect of ferulic acid, CTL: Main effect of clinoptilolite, FA x CTL: Interaction effect of FA and CTL, FA x CTL x T: Interaction
effect of FA x CTL through incubation period; “NHs-N: Ammonia nitrogen; CH,: Methane; ®*VFA: Volatile fatty acids; “A:P: Acetate to

propionate ratio.

Ammonia-N (mg/L)

*
60 *
*
50
404
30
20 T T T T T 1
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Control
FA
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FAZ

Figure 1. Effect of ferulic acid (FA) and clinoptilolite (CTL) on NHs-N concentrations (mg/L) throughout the in vitro

incubation period. * Indicate significant differences at p <0.05.

The CH4 production was not affected irrespective of treatments and interactions (p > 0.05). The
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CHy4 concentrations were between 22.5 and 29.9 moles/mol VFA at 12 h and 72 h, respectively
(Table 1). Regarding to the VFA production, butyrate, isobutyrate, isovalerate, and the A:P ratio
were not changed by either main factors or their interaction (p > 0.05). Meanwhile, the total VFA
production (p = 0.0009), acetate (p = 0.002), propionate (p = 0.006), and valerate (p = 0.012)
concentrations were modified by FA x CTL interaction only on 48 h and 72 h of the in vitro
fermentation period (Figure 2). Acetate and total VFA concentrations increased due to FA (~ 25
%), CTL (~ 23 %), and FAZ (~ 19 %) inclusion at 48 h, while, at 72 h the concentrations only
increased by about 21 and 15 % due to main factors. Moreover, acetate concentrations were lower
(p < 0.05) by 20 % at 72 h for the interaction FA x CTL than with FA or CTL main factors.
Additionally, propionate concentrations were higher with FA and CTL alone and combine at 48 h.
However, this increase in propionate and valerate concentrations was only observed for the main
effects at 72 h.

Acetate (mmol/L)

T T T T T T
o 12 24 36 48 60 72

40
. * -o- Control
% 35 - FA
£ - CTL
E 30
@ - FAZ
g 25
=}
Q.
<] 20
o

15— T T T T T 1

o 12 24 36 48 60 72

Total VFA (mmol/L)

140
*
120
100
80
I
[0}

T T T T T 1
12 24 36 48 60 72
Incubation time (h)

Figure 2. Effect of ferulic acid (FA) and clinoptilolite (CTL) on acetate, propionate, and total VFA concentrations
(mmol/L) during the in vitro fermentation trial. FA x CTL x T was significant (p <0.05). * Indicate significant

differences at p < 0.05 in each incubation period.

Effects of FA and CTL on total gas production of the in vitro fermentation period are shown in
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Figure 3. The gas production was not affected by time (p > 0.05) in each incubation period. An
effect of FA (p =0.014) and FA x CTL interaction (p = 0.040) was observed for total gas production
throughout fermentation period. FA increased (p < 0.0001) total gas production compared to the

other treatments.

b
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Figure 3. Effect of ferulic acid (FA) and clinoptilolite (CTL) on in vitro total gas production (mL). Gas production
was not affected by incubation time (p > 0.05). FA (p = 0.014) main effect on total gas production was significant.

Means with different letters, indicate significant differences at p < 0.05.

4. DISCUSSION

Nowadays, few studies have been published reporting the effects of CTL on in vitro ruminal
fermentation (RF) characteristics, to our knowledge, there is a lack of studies reporting the changes
in RF characteristics by FA addition, despite knowing that phenolic compounds and zeolites can
modulate RF parameters [6, 16-18].

Phenolic compounds might act as defaunating agents in the rumen, by altering some bacteria and
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protozoa growth rate and metabolism [5]. Otherwise, studies have been reported the potential of
using CTL as a rumen modifier and thereby enhance nutrient digestibility and propionate molar
proportions. Moreover, in studies with ruminants, CTL supplementation can regulate ruminal pH
and N-NHjs concentrations [7, 8, 18, 19].

Higher in vitro ruminal pH values were observed in response to CTL alone and FA x CTL
interaction throughout incubation period. Several authors have indicated that CTL acts as a
buffering agent, which is attributed to the capacity of this mineral to exchange H+ ions for its
constituent ions [20, 21]. It is worth mentioning that pH values closer to neutral are associated with
higher growth rates and microbial protein synthesis. Therefore, the results obtained in this study
regarding the inclusion of CTL in the in vitro pH were expected and suggest that CTL can protect
rumen environment from pH fluctuations, thus mitigating metabolic disorders observed in finishing
diets, (especially during the first hour’s post-feeding), and, can provide optimal conditions for
microbial activity.

The reduction of N-NHs3 after 48 h of incubation by the effect of CTL and FA could be the
consequence of a modification in protein metabolism or an alteration in rumen bacteria
composition/activity. Furthermore, this decrease in N-NHs concentrations may be associated with
CTL properties: ion-exchange property of CTL allows this mineral to remove ammonium ions and
then release them during rumination, for efficient assimilation by rumen microorganisms [6, 8, 22-
24]. It is well known that N-NHz, iso-butyrate, and iso-valerate production are related to rumen
nitrogen metabolism (proteolysis, peptidolysis, and deamination; [25]). There is evidence that
essential oils and phenolic compounds lower the rate of protein degradation by forming reversible
complexes with proteins or by inhibiting proteolytic or hyper-ammonia producing bacteria such as
Butyrivibrio sp., Streptococcus bovis, or Selenomonas ruminantium. Although, Prevotella sp. and
Selenomonas ruminantium are known to use ammonia for amino acids synthesis [24, 25]. In this
regard, Zhang et al. [22] reported a reduction in N-NHz concentrations by including grape pomace
and a feruloyl esterase-producing bacteria. Authors associated N-NHz concentrations reduction was
due to the increase bypass protein and improved nitrogen uptake by rumen bacteria. However, in
this study, FA did no alter iso-VFA molar proportions. Thereby it is suggested that FA has a low
effect on protein degradation compared with high molecular weight phenolic compounds.

Gas methane production has a non-significant reduction within treatments. Although methanogens

and protozoa populations were not measured in the current study, a decreased in methane and N-
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NHs concentrations in the rumen positively correlate with reduced protozoa and methanogen counts
[2]. Furthermore, CTL could act as a temporary reservoir of H" and, consequently, can temporally
reduce its availability in the rumen. This could lead to a lower prevalence of methanogens in the
rumen, due to the slow growth rate and hydrogen preference as an energy source [25, 26].

Even though methanogenesis is the largest reservoir of H* in the rumen, there are alternatives
pathways for incorporating H" into others RF end-products, such as propionate production or
reductive acetogenesis [26, 27]. In the present study, FA x CTL increased propionate and acetate
production after 48 h of incubation. Moreover, after 72 h of fermentation only FA and CTL
increased acetate and propionate proportions. These changes were reflected in the sum of the total
VFA concentrations; however, they were not reflected in the A:P ratio. According to our findings,
we suggest that the increased acetate production is leading to higher propionate production, as a
higher acetate production is associated with more H*, thereby both additives are potentially
inhibiting methanogens growth and redirecting H* to propionate synthesis [2, 27]. Another notable
change in the VFA profile was an increase in valerate production because of FA and CTL at 72 h
of incubation. In normal conditions, low valerate concentrations are produced in the rumen, thus
an increase in the abundance of Megasphaera elsdenii could help to explain why we found higher
valerate production. Megasphaera elsdenii is a bacteria known to produce valerate and propionate
from lactate [28]. The effects of FA and CTL on VFA profile can be attributed to a slight
modification in rumen microbiome either directly or indirectly. Based on the properties of FA and
CTL, both additives act differently to modulate the rumen environment. Regarding phenolic
compounds, due to their functional group or lipophilic nature, these compounds have antimicrobial
activity. They can interact with the microbial cell membrane, which inhibits the growth of rumen
microorganisms [1, 2]. On the other hand, the effect of CTL to modulate the rumen environment
is related to its cation exchange property and its buffering effect in the rumen [18, 21]. Slight
modifications in rumen pH can create optimal conditions to stimulate specific certain rumen
microbial populations.

Gas production during in vitro fermentation is highly correlated to carbohydrate fermentation, and
the amount of gas produced, reflects VFA production (mainly acetate and butyrate); hence, it may
supply valuable information to predict animal performance and feed utilization [29]. Results of the
higher gas production in response to FA supplementation suggest that FA positively affect the
grade and rate of the in vitro feed degradability, likely due to an enhancement of microbial activity
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of some bacteria communities [30, 31]. However, the results of studies examining the effects of
phenolic compounds or essential oils on gas production have been conflicting. Some studies have
suggested that phenolic compounds might enhance feed degradability throughout fermentation
period due to a reduction of rumen oxidative stress or the inhibition of some bacteria growth [31-
33]. On the other hand, some authors reported a depressant effect in RF characteristics by including
a considerable number of phenolic compounds in the diet. In this regard, changes in RF
characteristics in response to phenolic compounds may be dose dependent. In our study, it was
observed that gas production increases throughout the incubation period in response to the addition
of FA. Similarly, after 48 h, FA increased the VFA total production and acetate. Our findings
suggest that FA could cause a favorable change in microbial activity towards a higher intensity and
digestibility rate. However, data on feed degradability and microbial composition are required to

confirm and associate these hypothesis that warrants further studies.

5. CONCLUSIONS

This study provides new data that will help to elucidate the action mode and effects of ferulic acid
and clinoptilolite on rumen fermentation characteristics. The combined use of ferulic acid and
clinoptilolite had the potential to positively modulate in vitro rumen fermentation, which may
benefit animal production. Further in vitro and in vivo studies are needed to optimize the dose and
time exposure of both additives to fully understand the changes in ruminal fermentation parameters
so that animal productive efficiency can be achieved. Additionally, metagenomic studies are
required to determine the changes in the whole rumen microbiome composition and analyze

biological functions or interactions of ferulic acid and clinoptilolite supplementation.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Con respecto a las variables productivas, los resultados mostraron que la interaccion AF x
CTL no tuvo efecto (P > 0.05) sobre el comportamiento productivo, caracteristicas de la canal ni
en el rendimiento de cortes primarios en los corderos. En cuanto a los efectos de los factores
principales, se observo que los corderos suplementados con AF disminuyeron (P = 0.039) un 7 %
su consumo de alimento solamente durante el segundo periodo de alimentacién (d 21 al 40), sin
embargo, esta reduccion no se vio reflejada en la eficiencia alimenticia (P > 0.05). Por otra parte,
los corderos suplementados con CTL tendieron a aumentar alrededor de 7.5 % su consumo de
alimento durante el primero (d 0 al 20; P = 0.088) y segundo periodo experimental (d 21 al 40; P
= 0.054), donde en este ultimo la eficiencia alimenticia tendi6 a ser mayor (P = 0.065). Ninguno
de los cambios antes mencionados se mostro en el periodo completo de alimentacién (d 0 a al 40;
P > 0.05). Finalmente, ni el peso vivo final ni las ganancias diarias de peso fueron modificadas ni
por la interaccion ni por los factores principales (P > 0.05).
La falta de efecto en las variables productivas estuvo de acuerdo con los resultados reportados por
Macias-Cruz et al., (2014), Valadez-Garcia et al., (2021) y Nicol&s-L06pez et al., (2022), donde se
suplement6 a corderas con dosis similares de AF (250 ppm y 300 ppm). Contrariamente, Pefia-
Torres et al., (2022) si encontraron una mejora en las GDP de los corderos suplementados con este
compuesto fendlico, sin embargo, a diferencia de nuestro estudio, los corderos utilizados eran mas
jévenes y livianos. Por lo tanto, para brindar una posible explicacién de estas diferencias
encontradas entre estudios, se propone que este efecto promotor de crecimiento solamente se
presente en animales livianos y juveniles, que suele ser el periodo en el que el potencial de
desarrollo es lineal, mientras que la tasa de crecimiento es mas estable en las etapas donde los
animales se encuentran cerca de su peso adulto, por lo que es dificil que se presenten cambios en
el crecimiento de los animales (Dominguez-Viveros et al., 2019).
Es importante resaltar que en otros trabajos, AF ha demostrado un efecto promotor del crecimiento
en otras especies como bovinos y cerdos (Gonzalez-Rios et al., 2013; Pefia-Torres et al., 2021;
Valenzuela-Grijalva et al., 2021), en los cuales se ha sugerido que el AF se puede comportar como
un promotor de crecimiento de tipo AA-B2 debido a la similitud estructural entre ambas moléculas.

Vale la pena mencionar que los receptores adrenérgicos-f2 son predominantes en el musculo
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esquelético de bovinos y cerdos (Thompson et al., 1978; Epke et al., 2000; Sato et al., 2011). Estas
observaciones sugieren que, en cerdos y bovinos, el AF estimula a los receptores adrenérgicos-f32
para promover un efecto de crecimiento, mientras que, en los corderos, AF se comporta de manera
diferente. Por lo cual, se requiere de mas investigacion sobre la expresion génica de los receptores
adrenérgicos- B o la evaluacion de la afinidad de union al receptor adrenérgico-p para dilucidar
estas inconsistencias entre especies.

La disminucién en el consumo de alimento por efecto de AF, observado Unicamente durante el
segundo periodo de la prueba de alimentacion (d 21 al 40), podria deberse a que la suplementacion
prolongada de este fitoquimico ocasiona cambios favorables en el microbioma ruminal, dirigiendo
el proceso de FR hacia un uso mas eficiente de la energia y nutrientes, y consecuentemente, hacia
un mayor rendimiento (Hassan et al., 2020; Kholif & Olafadehan, 2021).

Por otra parte, se ha documentado que CTL mejora las ganancias de peso de los animales
suplementados con dosis mayores al 1 % o cuando las dietas son altas en proteinas (Pond et al.,
1984; Toprak et al., 2016). Lo anterior podria deberse a que una ingesta alta de proteina eleva las
concentraciones de nitrogeno y amoniaco ruminal. Dada la alta afinidad de la zeolita con los iones
de amonio, estos quedarian retenidos en la matriz del mineral y liberados méas tarde durante la
rumia, donde se intercambiarian por los iones de calcio o sodio provenientes de la saliva que ingresa
al rumen, contribuyendo asi a una mejor asimilacion del nitrégeno por los microorganismos
ruminales para su crecimiento y produccién de proteina microbiana (White & Ohlrogge, 1983;
Mumpton, 1998).

Las variables correspondientes a las caracteristicas de la canal no fueron afectadas por el uso
individual de cada compuesto (P > 0.05): el rendimiento de la canal caliente y fria, espesor de grasa
dorsal, area del ojo de costilla, longitud de la canal, profundidad del térax y perimetro de la pierna.
Mientras que el puntaje de la conformacion de la canal se vio afectada negativamente (P = 0.036)
por el uso de AF. Por su parte, la pérdida por enfriamiento de la canal de los corderos
suplementados con CTL tendio a disminuir (P = 0.072), asimismo, la longitud de la pierna tendio
a aumentar (P = 0.057) por efecto de la zeolita. Por ultimo, el rendimiento de cortes primarios no
fue modificado por la suplementacién individual o combinada de ambos aditivos (P > 0.05).

Los resultados obtenidos de las caracteristicas de la canal y rendimiento de cortes primarios
sugieren que AF no tiene un efecto anabolico en los corderos pesados, tal como se muestra en

corderos livianos y en otras especies (Gonzalez-Rios et al., 2013; Valenzuela-Grijalva et al., 2021;
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Pefia-Torres et al., 2022). Las inconsistencias entre resultados podrian deberse a que el efecto
promotor del crecimiento del AF se encuentra asociado a la raza, sexo, edad, especie o condiciones
ambientales. En cuanto al uso de CTL, en otros estudios, aungue las ganancias de peso mejoraron
por la adicion de CTL en la dieta de rumiantes, no se presentaron cambios en las caracteristicas de
la canal (Forouzani et al., 2004; Deligiannis et al., 2005; Estrada-Angulo et al., 2017). Dado a que
en la presente investigacion la suplementacion con CTL no mejoré el desarrollo muscular en los
corderos, no se esperaban modificaciones en las caracteristicas de la canal. De acuerdo a lo
informado en la literatura, el uso de CTL solamente ha mostrado tendencias de interés (canales
magras y con aumentos no significativos en el AOC) cuando los animales presentan un mejor
rendimiento productivo (Coronel-Burgos et al., 2017; Estrada-Angulo et al., 2017).

Los resultados de los andlisis correspondientes a la calidad de la carne de los corderos de pelo,
realizados sobre el muasculo Longissimus thoracis (LT), mostraron que ni el uso individual ni
combinado de los aditivos ejercieron efecto (P > 0.05) sobre el valor de pH, capacidad de retencion
de agua, pérdida por coccion, esfuerzo al corte, ni en la composicién proximal (contenido de
proteina, grasa, agua y cenizas). Sin embargo, con respecto a los parametros de color, CTL mejord
(P <0.05) los valores de L*, a* y C*, mientras que tendio a aumentar la amarillez de la carne (b*,
P =0.070).

La falta de efectos en la calidad de la carne por el uso de AF en la dieta de corderos de pelo,
concuerda con los resultados de estudios previos realizados en ovinos (Pefia et al., 2018; Valadez-
Garcia et al., 2021), sin embargo, con base a otros estudios realizados en bovinos, se esperaba que
el uso de AF causara cambios favorables en la calidad de la carne (Gonzélez-Rios et al., 2013,
2016). Lo anterior puede deberse a que en ovinos la eficiencia de absorcién de AF es reducida
debido a que éste es altamente metabolizado o eliminado rapidamente del cuerpo, limitando su
acumulacién en los tejidos para ejercer sus propiedades (Chesson et al., 1999; Manach et al., 2004).
Por otro lado, con relacion a los efectos por la CTL, hasta nuestro conocimiento éste es el primer
estudio que evalla los efectos de la suplementacion con el uso de este compuesto en la calidad de
la carne de rumiantes, por lo que los resultados se compararan con estudios realizados en otras
especies. En contraste a los resultados del presente estudio, Hcini et al., (2018) no reportaron
cambios en ninguna de los parametros de color de la carne de pollos suplementados con zeolita.
Estas modificaciones en las variables de color podrian asociarse a la capacidad antioxidante de la
CTL, la cual se encuentra relacionada a la captura de especies reactivas de oxigeno y metales de
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transicion que pudieran demeritar el estado oxidativo del animal (Hcini et al., 2018; Kraljevi¢ et
al., 2018). Por otro lado, se ha reportado que las zeolitas pueden regular la actividad de enzimas
antioxidantes enddgenas como la glutation peroxidasa, superoxido dismutasa o catalasa, por su
propiedad para intercambiar oligoelementos contenidos dentro de su estructura, los cuales actian
como cofactores para la actividad de estas enzimas mencionadas (Hcini et al., 2018; Kraljevi¢ et
al., 2018). Sin embargo, se requieren mas investigaciones para demostrar los efectos de la CTL en
la carne de corderos.

Ahora, en relacion con el perfil de lipidos del musculo LT, solamente algunos acidos grasos (AG;
esteérico, linolelaidico y linolénico) se modificaron (P < 0.05) por la interaccion AF x CTL,
mientras que la adicién de AF no afecto (P > 0.05) a ninguno de los AG. Como efecto principal,
CTL aumento (P < 0.05) los porcentajes de los acidos caprico, miristoleico, y pentadecanoico, asi
como también disminuyé el porcentaje del acido miristico (P < 0.05), sin modificar (P > 0.05)
ningun otro AG. Se ha observado que la actividad de la enzima A9-desaturasa mejora en presencia
de compuestos fendlicos (Rana et al., 2012) y CTL (Mallek et al., 2012), lo cual favorece la
insaturacion de los AGS y explica los efectos encontrados debido a la interaccion. Por otra parte,
en concordancia con los efectos de la zeolita, Mallek et al., (2012) reportaron una disminucién en
los &cidos miristico, palmitico y esteéarico de la pechuga de pollos por efecto de la suplementacion
con CTL. Estos cambios en la composicién lipidica debido al uso individual de CTL, podrian estar
relacionados, por un lado, a una mayor actividad de la enzima A9-desaturasa debido a que algunos
cationes intercambiables contenidos en la matriz del mineral estén actuando como cofactores para
la regulacion de esta enzima (Mallek et al., 2012; Hcini et al., 2018). Por otro lado, estos cambios
podrian deberse a una modulacion en el ambiente ruminal y, por ende, en las poblaciones de
bacterias ruminales, especialmente en aquellas que se encuentran involucradas en el proceso de
biohidrogenacion ruminal (BH) (Garcia-Galicia et al., 2020). En relacidn con esta segunda via de
accion, esta bien documentado que la CTL actla como un agente buferizante en ambientes acidos,
lo cual podria proporcionar un ambiente ruminal ideal para la proliferacion de bacterias
celuloliticas. Ruminococcus albus y Butyrivibrio sp. son bacterias celuloliticas que se colocan en
el primer grupo de bacterias ruminales que hidrogenan a los AG insaturados. B. fibrisolvens se ha
utilizado para explorar las multiples vias de BH de los AG. Estas bacterias pueden hidrogenar los
acidos linoleico y alfa-linolénico a una forma conjugada como producto final sin llegar a formar

acido estearico (Jenkins et al., 2008; Garcia-Galicia et al., 2020).
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Adicionalmente, es importante mencionar que la interaccion AF x CTL o el efecto principal de AF
no afectaron (P > 0.05) la sumatoria total de los AG monoinsaturados (AGMS), poliinsaturados
(AGP), saturados (AGS) o los indices nutricionales, mientras que, la adicion de CTL aumentd
favorablemente (P < 0.05) el total de AGP. Este ultimo efecto benéfico de CTL sobre la carne de
corderos no era esperado, ya que la proporcion de los AGP en forma individual no variaron por el
mineral. Aunque la proporcion del &cido eicosaendico se duplicd practicamente debido a la
suplementacion de la zeolita, lo que podria explicar parcialmente el aumento en la disponibilidad
total de AGP en la carne del mdsculo LT. De acuerdo con nuestros resultados, Mallek et al., (2012)
también observaron una mejora en la disponibilidad total de AGP en carne de pollo cuando se
incluyé CTL en la dieta de las aves. Sin embargo, son necesarios méas estudios para dilucidar el
mecanismo por el cual ocurren los cambios antes descritos en el perfil lipidico de la carne de
ovinos.

Con respecto a los resultados correspondientes al segundo experimento, como efecto principal, AF
no causo algun efecto (P > 0.05) sobre los pardmetros de la FR. Mientras que la adicion de CTL
solamente afectd el pH ruminal (P = 0.030), donde al igual que la interaccion (AF x CTL; P =
0.030), mantuvieron los valores més altos de pH a lo largo de la prueba. Ademas, se observo que
la interaccion AF x CTL x Tiempo (T) fue significativa (P < 0.05) para algunas variables de la FR
in vitro (pH ruminal, N amoniacal, acetato, propionato, valerato y sumatoria total de AGV). Por un
lado, las concentraciones de N amoniacal se mantuvieron en valores intermedios en cada tiempo
de muestreo (12, 24, 48 y 72 h) debido a la interaccion; mientras que CTL y FA registraron los
valores més bajos (P < 0.05) a las 24 y 48 h. Con respecto a la produccidn de los diferentes AGV,
no se detectaron diferencias (P > 0.05) en las concentraciones de butirato, isobutirato e isovalerato
por efecto de AF, CTL o su interaccion. Por otra parte, las concentraciones de acetato (p = 0.002),
propionato (p = 0.006), valerato (p = 0.012) y la produccion total de AGV (P = 0.0009) fueron
modificadas tanto por efecto de la adicion individual de AFy CTL como de su uso combinado
durante los diferentes tiempos de incubacion. A las 48 h, la produccion total de AGV y acetato
aumentaron debido a la adicion individual de AF (~ 25 %), CTL (~ 23 %) y su combinacion (~ 19
%), mientras que, a las 72 h, las concentraciones de acetato y la produccién total de AGV solamente
aumentaron alrededor del 20 % debido a AF y CTL. Adicionalmente, la produccién de propionato
fue mayor con la inclusién individual y combinada de AF y CTL a las 48 h. Sin embargo, a las 72
h solamente se observo un aumento (P < 0.05) en las concentraciones de propionato y valerato con

el uso individual de AF y CTL. Finalmente, no se detectaron efectos del tiempo de incubacion para
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la produccién total de gas, sin embargo, la produccion de gas aumento por efecto de AF (P =0.014)
y su interaccion (P = 0.040) para el periodo total de la prueba de incubacién, alcanzando un total
aproximado de 40 mL.

Hasta el momento existen muy pocos estudios in vitro donde se evalle el efecto de la CTL sobre
las caracteristicas de la FR. Adicionalmente, hasta nuestro conocimiento, no hay estudios que
reporten los cambios en estos parametros debido a la adicion de AF, a pesar de que tanto los
compuestos fendlicos como las zeolitas han demostrado modular los parametros de la FR
(McCollum & Galyean, 1983; Menci et al., 2021; Nowak et al., 2022; Ghoneem et al., 2022). Por
un lado, los compuestos fendlicos pueden actuar como agentes defaunantes del rumen,
disminuyendo la tasa de crecimiento y actividad de algunas bacterias y protozoos (Chesson et al.,
1982). Por otra parte, el uso potencial de la CTL como modulador de la FR se ha reportado en la
literatura, donde se ha indicado que diversos tiempos de exposicion y dosis de este mineral, podrian
aumentar las concentraciones ruminales de propionato y mejorar la digestibilidad de los nutrientes,
asi mismo, varios autores han observado que la CTL regula el pH ruminal y las concentraciones de
N-NH3 (McCollum & Galyean, 1983; Goodarzi & Nanekarani, 2012; Roque-Jiménez et al., 2018;
Ghoneem et al., 2022; Sallam et al., 2022).

En respuesta a la adicion de CTL sola o en combinacion con AF (AF x CTL), se observaron valores
de pH ruminal mas altos durante todo el periodo de incubacion. En la literatura, varios autores han
informado que CTL actia como agente amortiguador en el rumen, lo cual es atribuido a su
capacidad de intercambiar iones de H* por sus oligoelementos contenidos dentro su estructura
(White & Ohlrogge, 1983; Amanzougarene & Fondevila, 2022). Es importante mencionar que los
valores de pH cercanos a la neutralidad son deseables debido a que se relacionan con tasas Optimas
de crecimiento y sintesis de proteina microbiana. Por lo que los resultados obtenidos en este estudio
con respecto a la inclusion de CTL eran esperados y sugieren que CTL puede proteger el ambiente
ruminal de la fluctuacion de pH, asi como proporcionar condiciones dptimas para la actividad
microbiana.

La reduccidn en las concentraciones de N-NHz a partir de las 48 h por efecto de la adicion de CTL
y AF puede estar asociada a una modificacion en el metabolismo de las proteinas, una alteracion
en la actividad bacteriana, o especificamente en el caso de la CTL, a su alta afinidad por los iones
de amonio y posterior liberacion para una eficaz asimilacion por parte de los microorganismos del
rumen (Mumpton, 1998; Roque-Jiménez et al., 2018; Zhou et al., 2020; Ebeid et al., 2020; Zhang

et al., 2022; Ghoneem et al., 2022). Es conocido que la produccion de N-NHs, iso-butirato e iso-
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valerato son indicadores del metabolismo del nitrégeno en el rumen (protedlisis, peptidolisis y
desaminacion) (Hartinger et al., 2018). Se ha documentado que los aceites esenciales y compuestos
fendlicos reducen la actividad proteolitica ruminal al formar complejos reversibles con las
proteinas o al inhibir la actividad de bacterias hiperproductoras de amoniaco o proteoliticas como
Butyrivibrio sp., Streptococcus bovis y Selenomonas ruminantium, aunque ésta ultima al igual que
Prevotella sp., también utiliza amoniaco para la sintesis de aminoacidos (Castillejos et al., 2007;
Hartinger et al., 2018; Zhou et al., 2020). En este sentido, Zhang et al., (2022) reportaron una
disminucion en las concentraciones de N-NHz por efecto de la inclusién de orujo de uva (extracto
alto en compuestos fenolicos) y de una bacteria acido lactica (productora de esterasas de AF). Los
autores asocian este efecto a una menor actividad enzimatica por parte de las bacterias del rumen
debido a la formacién de complejos tanino-proteina, y a una mayor sintesis de proteina microbiana
respectivamente. Sin embargo, en este estudio los valores de los iso-AGV no se vieron afectados
por AF, por lo que se sugiere que AF tiene un menor efecto sobre la degradacion de las proteinas
en comparacion con otros compuestos fenolicos de alto peso molecular.

Por otro lado, no se observaron diferencias (P > 0.05) en la produccién de metano entre los
diferentes grupos. En contraste con los resultados de la presente investigacion, otros estudios han
reportado una disminucion en las concentraciones de metano por el uso de compuestos fenolicos o
CTL (Ebeid et al., 2020; EI-Nile et al., 2021; Nowak et al., 2022). Es importante mencionar que
CTL puede actuar como un depdsito temporal de H* molecular y consecuentemente reducir
temporalmente su disponibilidad en el rumen. Lo anterior podria conducir a una menor prevalencia
de las arqueas metanogénicas en el rumen, debido a que ademas de utilizar H* como fuente de
energia, tienen tasas de crecimiento muy lentas (EI-Nile et al., 2021; Wakai et al., 2021). Sin
embargo, ademas de la metanogénesis, existen otras vias alternas que pueden incorporar H* para la
formacion de otros productos finales de la FR, como la produccién de propionato y en menor
medida de acetato (mediante acetogénesis reductora; Beauchemin et al., 2020; EI-Nile et al., 2021;
Sabry et al., 2021).

En el presente estudio se observo un aumento en las concentraciones de propionato y acetato por
efecto de la interaccion AF x CTL a las 48 h y solo para factores principales a las 72h. Estos
cambios se vieron reflejados en la produccion total de AGV, mientras que no se reflejaron en la
relacion acetato a propionato. Otro cambio notable en el perfil de AGV, fue un aumento en la
produccién de valerato por efecto de AF y CTL a las 72 h de incubacion. Normalmente la

produccién de valerato en el rumen es minima, sin embargo, una posible explicacion para el
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aumento de valerato podria estar asociada con un incremento en la abundancia de Megasphaera
elsdenii, una bacteria conocida por producir valerato y propionato a partir de lactato (Weimer &
Digman, 2013). Las modificaciones observadas sobre el perfil de AGV pueden atribuirse a que el
AF y CTL alteren el microbioma ruminal de manera directa o indirecta. Segun sus propiedades,
ambas moléculas actian de modo distinto para ocasionar modulaciones en el ambiente ruminal.
Por una parte, los compuestos fenolicos pueden actuar como agentes defaunantes contra algunos
microorganismos del rumen (Hassan et al., 2020; Kholif & Olafadehan, 2021). Por otra parte, el
efecto de la CTL para modular el ambiente ruminal se encuentra relacionado a su propiedad de
intercambio catidnico y efecto buffer en el rumen (White & Ohlrogge, 1983; Pond & Mumpton,
1984; Goodarzi & Nanekarani, 2012). Pequefias variaciones en el pH ruminal crean condiciones
que estimulan algunas poblaciones microbianas del rumen.

La produccién de gas durante la fermentacion in vitro es altamente correlacionada con la
fermentacion de los carbohidratos y la cantidad producida refleja la produccion de los diferentes
AGV (principalmente la generacion de acetato y butirato), por lo cual puede brindar informacion
valiosa para predecir el rendimiento animal y utilizacion de nutrientes (Getachew et al., 2004).
Los reportes en la literatura sobre la produccion de gas por efecto de la adicion de compuestos
fenolicos o aceites esenciales son diversos. Algunos autores han propuesto que los compuestos
fenolicos podrian mejorar la degradabilidad del alimento durante el periodo de fermentacion debido
a la reduccion del estrés oxidativo del rumen o la inhibicion del crecimiento de algunas bacterias
(Min et al., 2014; Soltan et al., 2018; Barakat et al., 2020). Por otro lado, se ha reportado un efecto
depresor en las caracteristicas de FR al incluir una cantidad alta de compuestos fendlicos o aceites
esenciales en la dieta. En este sentido, los cambios en las caracteristicas de FR en respuesta a los
compuestos fenolicos pueden depender de la dosis y la estructura molecular del compuesto. En el
presente estudio, se observé una mayor produccién de gas durante todo el periodo de incubacién
en respuesta de la adicién de AF. Asi mismo, a partir de las 48 h, AF aumento la produccion total
de AGV vy acetato. Estos hallazgos sugieren que AF podria ocasionar un cambio favorable en la
actividad microbiana hacia una mayor intensidad y tasa de digestibilidad. Sin embargo, se
requieren estudios sobre degradabilidad del alimento y caracterizacion del microbioma ruminal

para corroborar y asociar estas especulaciones.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

En el presente estudio se observd que el uso combinado de AF y CTL tiene el potencial
para modular favorablemente algunos pardmetros de la FR in vitro, lo cual podria beneficiar el
rendimiento animal. De acuerdo con los efectos observados en respuesta a la suplementacion con
ambos aditivos, se sugiere que AFy CTL podrian influir en el metabolismo de los nutrientes en el
rumen. Sin embargo, estos hallazgos obtenidos en el estudio in vitro no fueron reflejados en el
estudio in vivo para mejorar el desempefio productivo de los corderos de pelo en finalizacion. No
obstante, la suplementacion individual con AF redujo el consumo diario de los animales sin afectar
sus ganancias de peso, esto podria representar un beneficio en cuanto a la reduccion de insumos y
costos de alimentacion. Por otra parte, un hallazgo novedoso en el presente estudio fue que CTL
mejord el color y la presencia de &cidos grasos poliinsaturados en la carne ovina, lo que podria
hacerla mas atractiva y saludable para el consumo humano. Por lo tanto, si bien AF y CTL no
actuaron de forma sinérgica para promover un efecto en el rendimiento animal y calidad de la
carne, cada aditivo podria utilizarse de manera individual como estrategia de nutricion animal, para

promover la productividad y mejorar la calidad de la carne de los corderos de pelo en finalizacion.
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7. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos del estudio in vitro sugieren que ambos aditivos tienen el potencial
para modular deseablemente los pardmetros de FR hacia una mayor eficiencia productiva. Es por
esto que se requiere realizar méas estudios in vitro donde se prueben diferentes dosis y tiempos de
exposicion (si es posible utilizando sistemas de cultivo continuo) con la finalidad de establecer las
condiciones optimas donde se obtenga el mejor perfil de productos finales de la FR. Ademas, es
necesario llevar a cabo estudios de metagendmica para determinar tanto los cambios en la
composicion completa del microbioma ruminal como sus funciones bioldgicas e interacciones por
efecto de la suplementacion con AF y CTL. Finalmente, una vez establecidas las condiciones

Optimas in vitro, se recomienda confirmar lo encontrado en estudios in vivo adicionales.
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