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Resumen

e evalud el efecto de concentraciones crecientes de

Clorhidrato de Lisozima (CL) sobre la emision in vitro
de CO,y las pérdidas energéticas asociadas al metano
entérico, en sustrato fibroso con alimento concentrado
(Conc.). Se estudiaron tres tratamientos: TC1: pasto guinea
(Panicum maximun Jacq.) lignificado, TC2: Concentrado
18 % PC y TC3: 75% pasto + 25% concentrado),
cada uno a tres dosis (80000; 160000 y 320000 UL/
kg). Distribuidos en: T1: Pasto, T"%: Pasto+CL80000,
T1€0: Pasto+CL160000, T'3?°: Pasto+CL320000, T2:
Conc., T?*: Conc.+CL80000, T>'*: Conc.+CL160000,

T?320: Conc.+CL320000, T3: Pasto+Conc. T%:
Pasto+Conc.+CL80000, T*'®: Pasto+Conc.+CL160000,
T3320:  Pasto+Conc.+CL320000. Los tiempos de

incubacion fueron: 3, 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Los
resultados indican que la adicion de CL entre 80000 y
160000 Ul/kg, aumentd (P<0.05) la degradacion de la
MS del pasto y TC3. La incorporacion de 160000 UI/
kg en T redujo en 72% la emisién de CO,. El mayor
valor de produccion de CO, (472 ppm), lo registrd T"'%
con 160000 UI/Kg CL. Los tratamientos que contenian
CL (T3, T3160 T332%) redujeron (P<0.05) la produccion
de CO, (443 ppm) con respecto al control (1710 ppm).
El pasto con CL a diferentes dosis, redujo (P<0.05) las
pérdidas energéticas asociadas a la produccion de metano
en 10.74% (80000 Ul/kg) y 14.72% (160000 y 320000
Ul/kg). En conclusion, el uso de Lisozima mejord la
tasa de utilizacion in vitro de la dieta (75% pasto + 25%
concentrado) y redujo las emisiones de CO, y las pérdidas
energéticas asociadas con las emisiones CH,.

Palabras clave: Clorhidrato de Lisozima,
bovinos, pérdidas energéticas, efecto invernadero,
metanogénesis.
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Abstract

he effect of increasing concentrations of Lysozyme

chlorhydrate (LC) on in vitro CO, emission
and energy losses associated with enteric methane
in fibrous substrate with concentrated feed (Conc.)
was evaluated. Three treatments were studied: TCl:
lignified guinea grass (Panicum maximun Jacq.), TC2:
Concentrated 18 % PC and TC3: 75% grass + 25%
concentrated) each at three doses (80,000; 160000 and
320000 IU/kg). Distributed in: T1: Pasture, T1/80:
Pasture+LC80000, T1/160: Pasture+CL160000, T1/320:
Pasture+CL320000, T2: Conc., T2/80: Conc.+LC80000,
T2/160: Conc.+LC160000, T2/320: Conc.+LC320000,
T3: Grass+Conc. T3/80: Grass+Conc.+LC80000,
T3/160: Grass+Conc.+LC160000, T3/320:
Grass+Conc.+LC320000. The incubation times were:
3,6, 12, 24, 48 and 72 hours. The results indicate that
the addition of LC between 80000 and 160000 IU/kg
increased (P<0.05) the degradation of grass DM and TC3.
The incorporation of 160000 IU/kg in T3/160 reduced
CO, emissions by 72%. The highest CO, production
value (472 ppm) was recorded by T1/160 with 160000
IU/Kg CL. The treatments containing CL (T3/80, T3/160,
T3/320) reduced (P<0.05) the production of CO, (443
ppm) with respect to the control (1710 ppm). Grass with
LC at different doses reduced (P<0.05) energy losses
associated with methane production by 10.74% (80000
IU/kg) and 14.72% (160000 and 320000 IU/kg). In
conclusion, the use of Lysozyme improved the in vitro
utilization rate of the diet (75% grass + 25% concentrate)
and reduced CO, emissions and energy losses associated
with CH, emissions.

Keywords: Lysozyme chlorhydrate, cattle, energy
losses, greenhouse effect, methanogenesis.
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Introduccién

ada vez existe mas preocupacion en el impacto de

la produccion ganadera sobre el medio ambiente.
El metano (CH,), es un gas de efecto invernadero
que permanece en la atmodsfera aproximadamente
9 a 15 afios, es 25 veces mas efectivo para atrapar
el calor en la atmosfera que el dioxido de carbono
(CO,) (Knox et al., 2015). En los rumiantes, el CH,
y el CO, se generan por accion de la fermentacion
microbiana de los carbohidratos y, en menor medida,
de los aminoacidos, tanto en el reticulo-rumen como
en el intestino grueso de los animales, pero en el caso
de los rumiantes la mayor produccién ocurre en el
primer compartimento (Pezo et al., 2019). Como las
condiciones en el rumen son anaerdbicas, una buena
parte del CH, se produce a partir del CO,, pero también
hay alguna produccion a partir de los acidos grasos
volatiles (acético, propidnico, butirico) generados
en el proceso de fermentacion. Aproximadamente el
95.5% de la generacion de CH, en los rumiantes se
produce por fermentacion del alimento en el rumen
(AGO, 2003), lo que causa una pérdida de 2.3 a 10.8%
de energia de los alimentos consumidos, dependiendo
de la dieta y el animal (Guyader et al., 2014). Por
lo tanto, los inventarios nacionales de emisiones de
gases de efecto invernadero son esenciales para la
cuantificacion de estas emisiones de paises individuales
y la elaboracion de estrategias de mitigacion a nivel de
cada pais (Fournel ef al., 2017). Sin embargo, debido a
la complejidad en la determinacion de CH, in vivo, las
ecuaciones de prediccion son esenciales para estimar
la concentracion de CH, y el gasto energético en su
sintesis a partir de los procesos de fermentacion entérica
de los sustratos alimenticios (Zhao et al., 2016; Tao et
al., 2019). El cambio climatico y el creciente énfasis
en la metanogénesis derivada del rumen han dirigido
considerables esfuerzos de investigacion para la
supresion de los microorganismos ruminales debido a
su estrecha asociacion con los metandgenos (Newbold
et al., 2015). Al disminuir la metanogénesis en el
rumen, los equivalentes reductores pueden dirigirse al
propionato (el principal precursor gluconeogénico en
rumiantes) en lugar de ser eructado. Estas estrategias de
inhibicion de la metanogénesis son complicadas porque
no se ha encontrado que los resultados sean duraderos
y las concentraciones reducidas de microorganismos
ruminales no siempre estan correlacionadas con la
produccion reducida de metano (Williams et al., 2009).
La reduccion de las emisiones globales de metano es
una parte importante de cualquier esfuerzo para atenuar
las emisiones antropogénicas de GEI. Sin embargo, la
reduccion del nimero de rumiantes no parece ser una
opcion debido a la creciente demanda mundial de carne
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y leche, las cuales se veran duplicadas para el afio 2050
(FAO, 2008). Es por ello, que la manipulacion de las
dietas a través de la adicion de Clorhidrato de Lisozima,
el cual puede reducir la concentracion entérica de CH,,
lo hace promisorio para ser utilizado como inhibidor
de la metanogénesis (Mamuad et al., 2014; Biswas et
al., 2016). Otras estrategias serian: la incorporacion de
lipidos poliinsaturados (Martin et al., 2010; Pirondini et
al.,2015), uso de antibidticos iondforos (McGinn et al.,
2004; Beauchemin y McGinn, 2006; Ye et al., 2018), la
evaluacion filogenética de las bacterias metanogénicas
(Bryce et al., 2011), dietas ricas en almidon (Moss et
al., 2000), implementacion de practicas en el manejo
de pasturas para mejorar su calidad, asi, como también,
practicas agrosilvopastoriles, donde se incorporen
leguminosas ricas en taninos y otras especies arboreas
en la alimentacion de los rumiantes, todo esto podria
contribuir en la reduccion de las emisiones de GEI
de origen entérico-ruminal (Ramirez et al., 2012;
Murgueitio et al., 2015; Pezo 2017). La composicion de
la dieta consumida por los animales, las caracteristicas
nutricionales de cada uno de los componentes y las
interacciones entre ellos son determinantes de los
patrones de fermentacion ruminal y por ende de la
emision de CH, (Makkar, 2016).

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el
efecto del Clorhidrato de Lisozima sobre la emision
in vitro de CO,y las pérdidas energéticas endogenas
asociadas al CH,.

Materiales y métodos

Ubicacion, recoleccion y preparacion de muestras

El material vegetal usado fue un pasto Guinea
(Panicum maximum Jacq.) de 90 dias después del
rebrote, recolectado en el municipio Mario Bricefio
Iragorry (N 10°17.226"; W 067°37.457°, a una
elevacion de 478 msnm; Aragua -Venezuela). El pasto
fue cortado, secado y almacenado hasta su posterior
uso. Como control del proceso de digestion ruminal se
us6 un alimento concentrado. El andlisis de fibra con
sus fracciones del material vegetal se determin6 usando
le metodologia propuesta por Van Soest et al. (1991).
Para determinar la proteina cruda (PC) se utilizo el
método de Kjeldhal (AOAC 960.52, 2005) y la ceniza
(C), (AOAC 923.03, 2005).

Enzima

Se us6 un clorohidrato de lisozima liofilizado
aislado de huevo de gallina marca Sigma-Aldrich
(L2879-5G), > 35000 unidades/mg de proteinas.

Tratamientos
Se utilizaron tres tratamientos constituidos por
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diferentes sustratos: T1: pasto Guinea de 90 dias
repicado a lmm; T2: Concentrado (Conc.) para vacas
lecheras con 18% de PC y su combinacion; T3: (75%
pasto + 25% Conc.) a tres dosis (80000, 160000 y
320000 Ul/kg) de Clorhidrato de Lisozima (CL).
Quedando distribuidos de la siguiente manera: T1:
Pasto, T'"%: Pasto+L80, T"'%°: Pasto+L160, T320;
Pasto+L.320; T2: Conc., T¥*:Conc.+L80, T¥'%
Conc.+L160, T???: Conc.+L320; T3: Pasto+Conc.
T380: Pasto+Conc.+L80, T3'*°: Pasto+Conc.+L160,
T332; Pasto+Conc.+L320.

Produccion de gas in vitro
La produccion de gas in vitro fue determinada
segun la técnica descrita por Menke y Steingass (1988).

(Vau - Vy - Gby) x 200 x (Fh + Fc) /2

GB (ml / 200mg MS,24 h) = 7

Doénde:

V, = Posicion del piston en la incubacion inicial; V,, =
Posicion del piston 24 horas después de la incubacion;
Gb_ = Produccion de gas media con muestra del licor
ruminal; Fh = Factor de correccion de la muestra
estandar (44.16 / Gbh — Gbo); Fc = Factor de correccion
del concentrado (62,6 / Gbc — Gbo); W = Peso de la
muestra en g de materia seca.

Determinacion de la concentracion CO, y el pH

Se determiné usando un detector de dioxido
de carbono marca Extech Instruments Corporation
Company. El pH se determind con un pHmetro digital
marca BOECO, modelo PT 370 pH y mV.

Degradabilidad ruminal de la materia organica
(DMO)

Para estimar el nivel de degradabilidad que sufrio
el material vegetal durante el proceso de fermentacion
se empled la ecuacion propuesta por Menke y Steingass
(1988).

%DMO = 14.88 + 0.889(VG) + 0.45(PC) + 0.0651(C)

Donde:
VG = Volumen de gas producido en las jeringas, PC =
Proteina cruda, C = Porcentaje de cenizas

Estimacion de la energia metabolizable (MJ/kg MS)
Para estimar la energia metabolizable, se utilizo

la ecuacion propuesta por Menke y Steingass (1988),
para ello se consideraron los valores obtenidos de la
degradabilidad de la materia organica (DMO).

EM (M]/kg MS) = —1.15+ 0.1600 DMO

Estimacion de las pérdidas energéticas asociadas al
metano entérico (MJ/kg MS)

En el célculo de las pérdidas energéticas asociadas
a la sintesis del metano entérico se utilizaron dos
ecuaciones descritas en el trabajo de Zhao et al. (2016).

a. CH, energia (MJ/d) = 0.26+0.064xME (MJ/d)
b. Porcentaje (%) de energia perdida por emision de
(CH,) = CH, (MJ/d) * 100/EM (MJ/kg)

Donde: ME se refiere la cantidad de energia
metabolizable (presente en el sistema) expresada en
MJ/d.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio totalmente aleatorizado con
tres replicas por tratamiento. Con arreglo factorial. El
analisis de los datos se realizé mediante el paquete
estadistico SPSS version 10.0 para Windows (Visauta,
1998) y se uso la prueba de comparacion de Duncan
(P<0.05).

Resultados y discusion

Analisis bromatologico del sustrato pasto guinea
(Panicum maximun Jacq.).

El pasto guinea fue recolectado después de 90 dias
del rebrote, secado y almacenado hasta su uso. Es un
pasto con un alto contenido de lignina (16.03 %). EI
contenido de fibra expresado como FDN y FDA fue de
83.72 'y 37.54 % respectivamente. El valor de la PC fue
de 4.07 % (Cuadro 1).

Produccion acumulada de gas durante la
fermentacion, degradabilidad de la MS y cinética
de la produccion de gases.

Los valores de produccion acumulada de gas,
degradabilidad de la materia seca y los parametros
cinéticos de produccion de gases in vitro de los
sustratos evaluados se presentan en el Cuadro 2. Los
tratamientos con concentrado comercial para vacas
lecheras con y sin Lisozima mostraron la mayor

Cuadro 1. Valores porcentuales de la composicion estructural del pasto guinea (P. maximun,).

Muestra FDN FDA LIG.

CEL. HEM. CENIZA PC

Pasto 83.72 37.54 16.03

21.87 46.18 10.43 4.07

FDN= Fibra neutro detergente, FDA= Fibra acido detergente, LIG= Lignina, CEL= Celulosa, HEM=

Hemicelulosa, PC= Proteina cruda
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Cuadro 2. Produccion acumulada de gas in vitro, degradabilidad de la MS, pérdidas energéticas asociadas al
metano enddgeno Produccion acumulada de gas (mL/g MS)

Tratamientos 3 6 9 24 48 70 DMS (i/[l\;[/ s Hasnena - €0,

%) koMS)  (MVAY (%)Y ppm
TCI:PastoSL 7.5 15.0% 22.5° 27.57 625 1275+ 25 285 043 1508 313
TS Pasto 750 17.5% 27.5% 3250 70.0¢ 1325+ 29 349 047  13.46° 408
TV Pasto 125 30.0¢  42.5 5250 10004 17500 31 381 049  12.86°  472°
T, Pasto 100 22,50 32.5% 425%  90.0¢ 16757 31 381 049  12.86° 443
TC2:ConcSL 1500 42,50 120.0° 1925 397.5° 620.0° 65 925  0.82 886 1710°
T#0.Conc  27.5° 65.0° 132.5 195.0° 370.0% 585.0° 57 797 074 928 738
T Conc 100 32.5° 67.5 10250 207.5° 32250 49 669  0.66 9.86° 414
To0 . Cone  15.0° 4500 115.0° 182.5° 3700 580.0° 53  7.33 070  9.54 379
TC3:P+CSL  125% 27.5 52.5% 725 160.0¢° 27759 49 669  0.66 9.86° 278
T . p+C 1500 35.0° 60.0° 85.0° 177.5 300.0¢ 50 685  0.67 978 269
TU60pEC 1500 3250 55.0%  75.0¢ 1425 235.0¢ 42 557 059 10.59¢ 199
T .pEC 1500 35.0° 67.5° 97.5 2075 347.5° 53 7.33 070 954 404
Promedio 13.55 3335 6625 9645 19625 3225 44 597 06l 1096 502

T#: 80000 Ul/kg, TV'*: 160000 Ul’kg y T"***:320000UIl/kg. " CH, energia (MJ/d) = 0.26+0.064xMEI
(MJ/d). Porcentaje (%) de energia perdida por emision de (CH,) = CH, (MJ/d) * 100/EM (MJ/kg).
Superindices no comunes difieren a P<0.05 (Duncan, 1955)

produccion (P<0.05) potencial (a) in vitro de gas, en
correspondencia con una alta tasa de fermentacion
(P<0.05). En contraste los tratamientos que contenian
pasto con y sin Lisozima (SL, 80000, 160000, 320000
Ul/kg) contienen una importante fraccion no digerible
en comparaciéon con el resto de los tratamientos
(Concentrado y Pasto+Concentrado: 80000, 160000,
320000 Ul/kg de Lisozima).

La adicion de clorhidrato de Lisozima en
concentraciones crecientes, incrementd la tasa de
degradacion del pasto de baja calidad, los mayores
incrementos de degradabilidad de la materia seca (%)
se obtuvieron con concentraciones de 160000 y 320000
Ul/kg de Lisozima. Un aumento de la digestibilidad e
ingesta de forraje digestible reduce las emisiones de
CH, por fermentacion entérica (Afshar y Naser, 2011;
Beltran et al., 2016). Contrario a esta aseveracion
pastos de baja calidad incrementan la produccion de
CH,. Las mejoras en la degradabilidad de este pasto de
baja calidad podrian estar influenciada por la adicion
de Lisozima, ya que esta tiene actividad enzimatica
sobre los procesos de digestion (Sahoo et al., 2012).
Por otro lado, el Clorhidrato de Lisozima, redujo la tasa
de degradacion del concentrado, los mayores valores
de reduccion de degradabilidad del concentrado se
obtuvieron con 160000 y 320000 Ul/kg de Lisozima.
Esta reduccion en la degradabilidad del concentrado
podria estar relacionada con la sensibilidad de las
bacterias amiloliticas (Gram positivas) al Clorhidrato
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de Lisozima (Sahoo et al., 2012). Sin embargo, al
agregar 320000 Ul/kg de Lisozima, se incrementd la
tasa de degradacion de una dieta clasica para vacas
lecheras (75% pasto + 25% concentrado, Cuadro 2).

Producciéon de dioxido de carbono (CO,) en
presencia de Lisozima.

En el Cuadro 2 se presentan los contenidos de
dioxido de carbono de los sustratos evaluados (pasto,
concentrado y pasto + concentrado) en presencia de
Lisozima. Mostraron un incremento en la produccion
de CO, en los tratamientos que contenian pasto (T"*,
Tl/l()O’ T1/320) y pasto + Concentrado (T3/80’ T3/160’ T3/320)
con diferentes niveles de incorporacion de Lisozima.
El mayor valor de produccion de CO, (472 ppm)
en los sustratos que contenian pasto, lo registro el
tratamiento T"' con 160000 Ul/kg de Lisozima
adicionado al medio de fermentacion. Contrario a
estos resultados, los tratamientos que solo contenian
concentrado comercial para vacas lecheras con
diferentes niveles de incorporacion de Lisozima (T**,
T3/160 T3520) redujeron en forma significativa (P<0.05)
la produccion de CO, con respecto al control (1710
ppm). Esto podria estar relacionado con el hecho de
que la mayoria de las bacterias ruminales amiloliticas
(Succinomonas amylolitica, Butyrivibrio fi brisolvens,
Butyrivibrio  alactacidigens, Streptococcus — bovis,
Bacteridias amylophilus) son Gram positivas, y en
consecuencia altamente sensibles al Clorhidrato de
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Lisozima (Biswas et al, 2016). Sin embargo, este
comportamiento fue muy puntual y se presento solo en
los tratamientos 100% con concentrado. De igual forma
Biswas et al. (2016) encontraron una disminucion en
las concentraciones de metano con un aumento de la
inclusion de Lisozima. Ademas, Mamuad ef al. (2014)
reportaron una correlacion negativa entre la cantidad
de Lisozima adicionada y la concentracion de CH,.

En el tratamiento T3 (forraje +concentrado) no se
observo diferencias estadisticas significativas (P<0.05)
en la produccion de CO, con respecto al control para
las dosis de 80000 y 160000 Ul/kg de Lisozima. Solo
se presentd un incremento de 146% en la produccion de
CO, para la mayor dosis (320000 Ul/kg) de Clorhidrato
de Lisozima en las tres dosis del tratamiento T3 (T>*,
T3/160, T3/320).

Se puede inferir que la energia producto de la
disminucion de la generacion de CO, al adicionar
Clorhidrato de Lisozima, se destinaria a la sintesis de
propionato que finalmente contribuiria al incremento
de la produccion de leche. En tal sentido, Nyachoti
et al. (2012) sefialaron una tendencia a aumentar el
propionato en lechones, cuando se afiadieron 0.1
y 0.2% de Lisozima a la dieta basal experimental.
Cuando se adiciona Lisozima a un sustrato alto en
concentrado (carbohidratos solubles) puede producir
propionato debido a la utilizacion de hidrogeno (H,).
Por otra parte, las bacterias metanogénicas generan
CH, a partir de CO, e H, (Corrales et al., 2015). La
Lisozima facilita la utilizacion de H, convirtiéndose
en un competidor de los metandgenos. En ultima
instancia, la Lisozima inhibe la produccion de CH, La
cual esta altamente correlacionada con la concentracion
de CO, potencialmente reducible a CH, en un ambiente
rico en H, como el rumen. Sin embargo, es importante
realizar experimentos in vivo para llegar a conclusiones
solidas. Otros autores (Van Soest, 1991; Johnson et
al., 1994; Johnson y Johnson, 1995; McGinn et al.,
2004; Beauchemin y McGinn, 2006), sefialan que el
uso de antibidticos iondforos, como la monensina,
la rumensina o el lasolacid, reducen el consumo de
alimento, la concentracion de flora Gram positiva, la
relacion acético:propionico, la formacion de hidrogeno
y la de metano (hasta un 25%). Sin embargo, el uso
de este tipo de aditivos actualmente, no se encuentra
autorizado en varios paises.

Es importante destacar que el metano que se
genera por la fermentacion ruminal del alimento y los
excedentes de hidrogeno (H,) producidos son usados
por las bacterias metanogénicas para la reduccion del
CO, a CH,, el cual es emitido mediante los eructos
(Beltran et al., 2016). Las dietas ricas en carbohidratos
solubles contienen altas concentraciones de almidon
que favorece la produccion de propionato y la cual

disminuye la relacion metano/materia organica
fermentada en el rumen. El efecto de estas dietas
sobre el pH ruminal puede explicar la disminucion en
las emisiones de metano (Moss ef al., 2000). En esta
investigacion in vitro no hubo diferencias en el pH para
ninguno de los tratamientos (6.8 — 6.9) ya que se utilizo
una solucion amortiguadora y un ambiente cerrado.
Las pérdidas energéticas in vitro debido a la
produccién de metano para el pasto Guinea fue de
15.08% (Cuadro 2). Similares resultados sefialan
Montenegro y Abarca (2000), quienes indican que
al alimentar bovinos con forrajes de baja calidad
nutritiva, la produccion de metano se ubica entre el 15
y 18% de la energia digestible. La produccion de CH,
en los bovinos representa entre 2 y 12% de la energia
del alimento (Johnson y Johnson, 1995). Otros autores
(Anderson y Rasmussen, 1998; Kurihara et al., 1999;
Weimer, 1998) sefialan que las pérdidas energéticas
debido a la produccion de metano en los bovinos
normalmente representan entre 5.5-6.5% del total de la
energia potencial consumida en la dieta, sin embargo,
valores entre 2-12% se reportan en condiciones de
pastoreo en zonas templadas. Cuando al pasto bajo
estudio se le adicion6 el Clorhidrato de Lisozima a
diferentes dosis, hubo una reduccion (P<0.05) en la
pérdida de energia asociada a la produccion de metano
de 10.74% (80000 Ul/kg), 14.72% (160000 y 320000
Ul/kg) para las diferentes dosis. El tratamiento T3 con
las diferentes dosis de Lisozima (T30, T31€ T3320) no
presento diferencias en la produccion de CO,,.

Conclusion

La adicion de Clorhidrato de Lisozima incremento la
tasa de degradacion de la materia con las diferentes
dosis de Lisozima seca de un pasto de baja calidad,
redujo la tasa de produccion de dioxido de carbono in
vitro en los tratamientos ricos en carbohidratos solubles
y disminuy6 las pérdidas energéticas asociadas a la
produccién de metano.
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