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Utilizacion de acertes y quitosano de insectos
en la alimentacion del ovino. Estudio in vitro
de su efecto sobre la fermentacion vy la

biohidrogenacion ruminal

En las dietas utilizadas en los sistemas intensivos de produccion de rumiantes es habitual afiadi
grasas para aumentar su contenido energetico y contribuir asf a cubrir las elevadas necesidades
nutricionales de los animales. Entre las mas utilizadas se encuentran los productos ricos en acido
palmlticoy el aceite de soja. Sin embargo, su uso es polemico por el impacto ambiental de sus
cultivos y por la creciente competencia entre humanos y animales por los recursos alimenticios.
Como alternativa, se ha planteado la utilizacion de |os aceites que se obtienen del desengrasado
de los insectos en el proceso de produccion de quitosanos o de harinas ricas en proteina
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a cria de insectos despierta un gran
Linterés a nivel global porque estos
animales son capaces de crecer en
sustratos alternativos y transformar nu-
merosos subproductos o incluso residuos
orgdnicos. Por ello, existen cada vez mds
empresas interesadas en su cria y en la
comercializacion de productos derivados.
Por otra parte, la produccién de insectos
en granjas podria ayudar a reducir la com-
petencia por la proteina entre animales
y humanos. En general, la inclusién de
insectos en la dieta humana adn genera
bastante rechazo en muchos paises, pero
parece que su uso en alimentacién animal
serfa facilmente aceptado por la mayor
parte de la poblacidn. En este sentido,
los insectos ya se han utilizado en algunos
monogdstricos, especialmente broilers
y peces. Sin embargo, en los rumiantes
apenas existen aln estudios al respecto.
En este contexto, nuestro grupo de
investigacién ha llevado a cabo una serie
de estudios sobre la utilizacién de insectos
en la alimentacién de los rumiantes, y
acabamos de publicar uno de ellos en la
revista Animal Feed Science and Technology
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(Hervés et al,, 2021. Insect oils and chitosan
in sheep feeding: Effects on in vitro ruminal
biohydrogenation and fermentation. Anim.
Feed Sci. Technol., 285, 115222).

El articulo se distribuye en abierto,
lo que significa que cualquier persona
interesada puede leerlo en el siguiente
enlace: https://doi.org/10.1016/j.anifeeds-
€i.2022.115222. En cualquier caso, pre-
sentamos aqui un resumen, tratando de
darle un enfoque algo mds divulgativo. Es
importante mencionar que, en la actuali-

dad, los aceites investigados se destinan al
consumo humano, lo cual supone que sus
precios serian prohibitivos en alimentacion
animal. Sin embargo, su produccién tiene
un potencial incuestionable, porque las
harinas ya se estdn comercializando, y la
investigacion debe ir siempre por delante
para no llegar tarde.

Pues bien, ademds de aportar energia,
los aceites de algunos insectos, al igual
que el aceite de soja (que se usé como
referencia en nuestro estudio) son una



fuente de dcidos grasos poliinsaturados, los
cuales pueden modular la biohidrogena-
cién ruminal de los lipidos de la dieta (BH)
y aumentar el flujo al intestino de ciertos
compuestos intermedios con cardcter
bioactivo. Muchos de estos dcidos grasos
(AG) se transferirdn después a la carne
o la leche, modificando asi su composi-
cién lipidica hacia un perfil més saludable
para los consumidores. Sin embargo, que
nosotros sepamos, no existfa ninguna pu-
blicacion cientifica sobre el efecto de los
aceites de insectos en la biohidrogenacion
ruminal, como primer paso para analizar
su influencia en la composicidn final de
los lipidos de la carne o la leche.

Por otro lado, muchos nutricionistas
tienen audn la percepcion general de que
los aceites son perjudiciales para la fer-
mentacion ruminal de la dieta. No obs-
tante, su efecto dependerd del grado de
insaturacidn y especialmente del nivel
de inclusién, de manera que, segln han
demostrado muchos trabajos, cuando la
dosis es baja 0 moderada, no tienen por
qué resultar negativos. El problema es que,
dado el cardcter reciente de la propuesta
de usar aceites de insectos, apenas se ha
investigado auin sobre su posible accion
en el rumen.

Por otra parte, los quitosanos de insec-
tos también podrian modular la BH para
tratar de mejorar el perfil lipidico de la
carne o la leche, como se cree que pue-
den hacer los quitosanos de crustdceos.
LLos quitosanos son polimeros naturales
que provienen de la desacetilacion de
la quitina y presentan numerosas pro-
piedades bioactivas. Entre estas, cabria
destacar su cardcter antimicrobiano, lo
que determina su interés como aditivos
en la alimentacién animal. En algunas
investigaciones con quitosanos marinos
se sugiere que estos compuestos pueden
aumentar la eficiencia de la fermentacion
(p. ej.,, reduciendo el ratio acético: pro-
pidnico), lo que podrfa suceder también
con los quitosanos derivados de otros
exoesqueletos, como los de los insectos.
Sin embargo, una vez mds, nos encon-
tramos con que apenas existen estudios

que hayan evaluado esta capacidad en
los quitosanos de insectos, ni sobre la
BH ni sobre la fermentacion.

Por lo tanto, el estudio al que nos re-
ferimos se llevé a cabo para analizar el
potencial de varios aceites de insectos,
como alternativa al aceite de soja, y de
un quitosano de insectos para modular la
BH, siempre pensando en la meta final de
mejorar la composicion lipidica de la carne
y la leche. Ademds, estudiamos sus efectos
sobre la fermentacion ruminal, para ase-
gurar que no afectarfan perjudicialmente
a la utilizacion digestiva de la dieta.

MATERIAL Y METODOS
DISENO EXPERIMENTAL, ANIMALES
DONANTES E INOCULO RUMINAL

El experimento siguid un disefio factorial
5 x 2 (10 tratamientos en total):

5 (I control, sin aceite afadido, + 4
suplementos de aceite)

X 2 (ausencia o presencia de quitosano).

El ensayo se llevd a cabo in vitro y como
sustrato de incubacién se usé una dieta
completa mezclada (TMR), con una forra-
je: concentrado 55:45. A esta TMR se le
afiadieron O (es decir; ninglin suplemento;
tratamiento Control) o 20 g/kg MS de los
siguientes aceites:

* Aceite de soja (tratamiento ASoja)

* Aceite de mosca soldado negra (Her-
metia illucens; tratamiento AMosca)

* Aceite de grillo (Acheta domesticus;
tratamiento AGrillo)

* Aceite de gusano de seda (Bombyx
mori; tratamiento ASeda).

El quitosano (Qui), extraido de H. illu-
cens, se agregd a los sustratos a 0 o 30
glkg MS.

Los 10 tratamientos, por tanto, fueron
los siguientes: Control, Control+Qui, ASo-
ja, ASojat+Qui, AMosca, AMoscat+Qui,
AGrillo, AGrillo+Qui, ASeda, ASeda+Qui.

Como donantes del indéculo ruminal se
utilizaron cuatro ovejas adultas, que se
alimentaron con la misma TMR utilizada
como sustrato en las incubaciones in vitro.
Todos los procedimientos con ovejas se
desarrollaron seguin las normativas de Es-
pafia y de la Unidn Europea de proteccion
animal (RD 53/2013 y Directiva 2010/63/
UE, respectivamente). La digesta ruminal
se recogio seis horas después de ofertar
la comida y los fluidos obtenidos se trans-
portaron inmediatamente al laboratorio
en termos precalentados. A continuacion,
se filtraron bajo un flujo continuo de CO,,
se mezclaron proporcionalmente y se
usaron como indculo en los cultivos in vitro.
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INCUBACIONES IN VITRO Y ANALISIS
QUIMICOS Y ESTADISTICOS

Para realizar las incubaciones, utilizamos
botellas de 125 ml en las que previamente
pesamos 500 mg MS del sustrato (es decir,
dela TMR, molidaa | mm)y O o I5mg
de quitosano. Los aceites se disolvieron en
etanol al 96% y se agregaron a las botellas
justo antes de iniciar la incubacién, para
evitar problemas de rancidez. Se sabe
que la cantidad total de etanol afadida
(0,4% del liquido ruminal tamponado) es
inocua para la fermentacion.

Después, anadimos a cada botella 50 mL
de una mezcla (1:4) de indculo ruminal y
tampdn fosfato-bicarbonato, que simula
el aporte de saliva al rumen. Las botellas
se sellaron y se incubaron en condiciones
anaerdbicas durante |6 horas a 39,5°C.
Los tratamientos se incubaron por cuadru-
plicado (cuatro botellas por tratamiento)
y todo el proceso se repitio tres veces
(tres series, cada una un dfa diferente).

La presion de gas acumulada en cada
botella se registré a las 4, 8 y 16 horas
de incubacion usando un transductor de
presion, y a partir de los valores de presion
se estimo el volumen de gas producido.
Tras 16 horas, la incubacién se detuvo
metiéndolas botellas en agua con hielo.
Para los andlisis de AG, indicativos de la
BH, se mezclé el contenido de dos botellas
por tratamiento y se congeld inmedia-
tamente para luego liofilizarse y volver
a almacenarse a -80 °C hasta el andlisis.

En las dos botellas restantes de cada tra-
tamiento, se midié el pH y se recolectaron
muestras para determinar la concentracion
de amoniaco y la produccién de dcidos
grasos voldtiles, como principales pardme-
tros indicativos de la fermentacion ruminal.
Estas muestras, una vez centrifugadas y
mezcladas con los reactivos necesarios
para su preservacion, se almacenaron a -30
°C hasta su andlisis. También se estima la
desaparicion de materia seca, filtrando los
residuos con bolsas Ankom y secandolos
después en estufa. En cuanto a los analisis
quimicos, ademds de los necesarios para
caracterizar los alimentos o la degradacion
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Figura 1

Composicion lipidica de los aceites utilizados en el estudio
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ruminal, preparamos ésteres metilicos de
los AG, para poder analizar su perfil. Los
AG de los alimentos y la digesta ruminal in
vitro se separaron y cuantificaron utilizando
cromatografia de gases, con detector de
ionizacion de llama y columna capilar de
silice fundida, y con dos programas de gra-
diente de temperatura. La concentracion
de amoniaco en el fluido ruminal in vitro
se midié espectrofotométricamente y los
AGV mediante cromatografia de gases.
En lo que se refiere a los andlisis es-
tadisticos, los datos se sometieron a un
ANOVA de una via con el procedimien-
to Mixed del paquete SAS. El modelo
incluyé el efecto fijo del tratamiento y el
aleatorio de la incubacion. Las medias se
ajustaron para comparaciones multiples
con el tratamiento Control. Para exami-
nar el efecto del quitosano, se utilizé un
contraste ortogonal (‘ausencia’ frente a
‘presencia’ de quitosano). Las diferencias
se declararon significativas con una P <
0,05 y tendencia cuando 0,05 < P <0,10.

RESULTADOS

Nuestros andlisis confirmaron que el
aceite de grillo tenfa un alto contenido
de 4cido linoleico y el del gusano de seda
de dcido linolénico omega-3 (figura 1),
parecido a los aceites de soja y de linaza,
respectivamente, de los cuales se sabe que
pueden modular el metabolismo de los
AG en el rumen. Por su parte, el aceite
de mosca soldado negra se parece mds a
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los de laurel o coco, que son mds ricos en
los AG saturados 12:0 (dc. ldurico) y 14:0
(dc. miristico), lo cual a priori no permitiria
modular la BH, pero podria mejorar la
fermentacion. En general, la mayor parte
de los perfiles de AG del aceite extraido
de un determinado insecto (por ejem-
plo, del grillo, del gusano de seda o de
la mosca soldado negra) son similares,
lo que sugiere que probablemente esos
insectos se hayan alimentados con dietas
vegetales estdndar. Sefialamos esto porque
los insectos criados en la naturaleza o
alimentados con bio-residuos presentan
perfiles mds variables, ya que los insec-
tos son capaces de asimilar los AG del
alimento tras periodos muy cortos con
una determinada dieta, lo cual, aunque no
fue objeto de este estudio, es una ventaja
importante que merece mds investigacion.

BIOHIDROGENACIONRUMINAL DELOS
ACIDOS GRASOS DE LA DIETA

Los efectos que observamos sobre la
BH parecen explicarse por el grado de
insaturacién de los aceites. Comenzando
con los AG saturados, que se acumulan
en la digesta sin mds transformacion, los
cambios en sus concentraciones se debe-
rfan a su aporte directo con los aceites
(por ejemplo, 120y 14:0 en AMosca, y
16:0 en los tres aceites de insectos) o por
un efecto indirecto sobre los microorga-
nismos del rumen. Esto Ultimo explicaria,
por ejemplo, el aumento de 10-oxo-18:0



o las disminuciones de AG impares y ra-
mificados (tabla 1), que se consideran
biomarcadores de la microbiota ruminal.

Con respecto alos AG insaturados, ape-
nas observamos efectos del tratamiento
AMosca sobre los insaturados con efectos
potencialmente promotores de la salud (p.
ej., el dc. ruménico o cis-9 trans-11 CLA, que
es el isdmero mds conocido del CLA y al
que mds propiedades saludables se le han
atribuido, o su precursor el dc. vaccénico
o trans-11 18:1), lo que refuerza el poco
interés de las grasas ricas en 12:0 y 14:0
para modificar favorablemente la biohi-
drogenacidén y, por tanto, el perfil de AG
de los productos derivados de rumiantes.

Como era de esperar debido a su mayor
grado de insaturacion, los otros trata-
mientos con suplementos lipidicos (ASoja,
AGrillo y ASeda), afectaron en gran me-
dida a las concentraciones de ciertos AG
bioactivos. En concreto, ASoja y AGrillo
aumentaron algunos metabolitos de la
biohidrogenacién de los dcidos linoleico y
oleico de la dieta, y ASeda también indujo
incrementos en intermediarios de la BH
del &cido linolénico omega-3, pero la acti-
vidad bioldgica de la mayor parte de estos
metabolitos es aun desconocida. Por el
contrario, la concentracion ruminal de cis-9
trans-11 CLA solo mejord con ASoja. En
cualquier caso, la principal fuente de este
CLA en la leche es la sintesis endogena en
la gldndula mamaria, gracias a la desatura-
cion del trans-11 18:1, y no hay evidencias
de que este proceso se viera afectado. Por
otro lado, ASoja también incrementd la
proporcion de otros isémeros de CLA que
pueden ejercer una accién antilipogénica
(p. ej. el trans-9 cis-11 CLA vy el trans-10
cis-12 CLA). Estos resultados, junto con
los cambios en el contenido ruminal de
trans-10 18:1, apoyarian una alteracion en
las vias de BH (p. €]., un incremento de
la via del trans-10 en detrimento de la via
mds comtin) con ASoja, pero no con los
aceites de insectos, lo cual podria ser rele-
vante debido a los efectos potencialmente
negativos, aunque auin controvertidos, del
trans-10 18:1 en el rendimiento animal y
la salud. Por ello, el aumento de trans-11

Toma de muestras

18:1 (precursor, como ya hemos dicho,
del cis-9 trans-11 CLA) causado por el
tratamiento AGrillo, sin alterar el trans-10
18:1, dotaria a este aceite de un elevado
interés para modular la BH.

En lo que se refiere al quitosano, al con-
trario de lo que esperdbamos, su accion
apenas fue significativa, de modo que la
mayoria de los efectos de los aceites se
detectaron de manera similar en ausencia
o presencia de este polimero. Quizds la di-
ferente fuente de quitosanos, derivados del
caparazon de crustdceos en otros ensayos
y de la mosca soldado negra en nuestro
experimento, o las propias condiciones
experimentales, puedan contribuir a expli-
car que apenas observdramos diferencias.
Por ello, es necesario realizar mas estudios
que comparen diferentes fuentes, dosis y
grados de desacetilacion para comprender
mejor los efectos de estos polimeros sobre
el metabolismo lipidico ruminal.

Grillos de los que seaextrae el aceite

FERMENTACION RUMINAL
DELADIETA

En lo que se refiere a la fermentacidn
(tabla I), comenzando de nuevo por
el aceite mds saturado, no observamos
efectos negativos debidos en AMosca.
Aunque se ha sugerido que este tipo de
aceites ricos en 12:0y [4:0 podrian reducir
la produccién de metano y de amonfaco,
aun no hay suficientes trabajos para asegu-
rarlo y nuestros resultados no permitirian
respaldar tales efectos positivos.

En relacién con el grado de insaturacion,
podria temerse un efecto mds negativo de
los aceites mds insaturados. Sin embargo,
no detectamos ninguna accién nociva, lo
que posiblemente se explica por la dosis
relativamente baja (20 g/kg de MS). Re-
cientemente se ha demostrado que los
aceites de insectos a un mayor nivel de
inclusion (50 g/kg de MS) pueden disminuir
ligeramente la produccién de gas in vitro y
la desaparicion de la MS. De todas formas,
ensayos in vivo con aceites vegetales con
un grado de insaturacion similar o mayor
que ASeda y AGrillo (por ejemplo, aceites
de soja, girasol o linaza) respaldan que
nuestro nivel de adicién podria usarse de
forma segura en rumiantes, sin afectar a
la utilizacién de la dieta.

En cuanto al uso de quitosanos, en al-
gunos trabajos se han descrito aumentos
en la produccién de propionato e inhi-
bicién de la produccion de metano con
quitosanos de crustdceos, usando dosis
similares o menores (5-32 g/kg dieta MS)
que las empleadas en nuestro ensayo (30
g/kg dieta MS). Sin embargo, nuestro qui-
tosano de mosca soldado negra no tuvo
un impacto positivo en la fermentacién in
vitro y provocé una menor desaparicion
de MS (lo que, no obstante, podria co-
rresponder en parte a una degradacién
incompleta del propio quitosano). Una
vez mas, estos efectos irregulares de los
quitosanos podrian deberse, al menos en
cierta medida, a su origen o a la formu-
lacion de la dieta basal (en particular, la
relacién forraje: concentrado), que podria
tener una gran influencia en su efectividad,
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tal y como demostraron nuestros colegas
de Neiker (i. e, Goiri et al.).

CONCLUSIONES

La adicién a una TMR de aceites de gusano
de seda, grillo y mosca soldado negra (a una
concentracién de 20 g/kg de MS) puede
modificar la biohidrogenacion de los AG
en el rumen, con efectos relacionados con
el grado de insaturacién de los aceites. Con
el fin de promover la acumulacién de AG

biocactivos, el aceite de grillo representarfa la
alternativa mds interesante al aceite de soja,
ya que aumenta el trans-11 18:1, precursor
del cis-9 trans-11 CLLA potencialmente pro-
motor de la salud, sin alterar la concentracién
de trans-10 18:1. Los resultados de nuestro
estudio in vitro también sugieren que los
tres aceites de insectos podrian sustituir al
de soja sin causar efectos negativos sobre
la fermentacion ruminal. Por el contrario,
la adicién de quitosano de mosca soldado
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negra a la dieta (a 30 g/kg MS) no parece
ser capaz de modificar favorablemente ni la
bichidrogenacién ni la fermentacion ruminal,
al menos en nuestro ensayo in vitro. Este
trabajo se ha publicado en la revista Animal
Feed Science and Technology en abierto y
todos los detalles, incluidos todos los resul-
tados, perfil lipidico completo, referencias
bibliograficas utilizadas, etc., estan disponi-
bles en el enlace https://doi.org/10.1016/].
anifeedsci.2022.115222. @

Tabla 1. Efecto de la suplementacion con aceites sobre los parametros de fermentacion ruminal y la bichidrogenacidn de los dcidos grasos.

Tratamiento

Control ASoja AMosca AGrillo ASeda eed P
Fermentacion ruminal
Produccion de gas {mL/g MS) 174 173 168 169 172 57 0.939
Desaparicién de MS (g/g) 0.63 063 0.64 0.68 0.66 0.030 <0.001
pH 6.57 6.67 6.58 6.58 6.57 0.051 0.581
Amontaco (mg/L) 285 282 290 285 283 17.4 1.000
AGV totales (mmol/L) 55.7 58.9 60.2 55.4 56.6 3.99 0.652
Relacién acético:propidnico 382 3.50 381 3.06 378 0.502 0.460
Biohidrogenacion ruminal de los AG
AG saturados (%)
12:0 0.22 0.6 12.40% 0.14 015 0.950 <0.001
14:0 1.23 0.98 4.03" 0.90 0.92 0.266 <0.001
16:0 15.2 14.6 18.8* 19.5% 18.6* 0.46 <0.001
18:0 459 42.0 34.4* 438 43.0 2.81 0.003
10-0%0-18:0 0.24 0.38* 0.45"* 0.41% 0.50* 0.038 <0.001
2 AG de cadenaimpar 3.62 2.85*% 273" 2.64% 313t 0.168 <0.001
> AG ramificados 513 3.53% 3.53* 317 3.53% 0.366 0.001
AG monoinsaturados (%)
trans-1018:1 0.32 0.52t 0.32 0.45 0.34 0.068 0.012
trans-1118: 464 8.68* 3.60 6.67¢ 519 0.483 <0.001
is-9181 229 4.25% 229 3.89* 4.18* 0.530 0.000
AG poliinsaturados (%)
18:2n-6 3.29 4.68 3.29 3.22 297 0726 0.097
trans-11cis-1518:2 0.22 0.31 0.39 0.23 112% 0.155 <0.001
cis-9 trans-11 CLA 018 0.39* 015 019 018 0.038 <0.001
trans-9 cis-11CLA 0.05 013" 0.04 0.07 0.04 0.014 <0.001
trans-10 cis-12CLA 0.093 0.188¢ 0.085 0.122 0.086 0.0225 0.001
SCLA 0.978 1.979" 0.856 1125 1.393 01867 <0.001
18:3n-3 1.085 0.898 0.868 0.742t 1.354 0.1229 <0.001

'No se presentan los resultados obtenidos con lostratamientos con quitosano (+Qui) porque no se detectaron diferencias significativas (P>0.05), excepto para la desaparicidn
de MS, como se indica en el texto. *Diferencias significativas (P<0.05) respecto al tratamiento Control; t, tendencia a la significacién (0.05<P<0.10).

38 MUNDO GANADERO Enero / Febrero 2022






