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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar mediante la técnica de
produccion de gas in vitro el efecto de la adicién de aceite de pescado, Leucaena
leucocephala y alimento concentrado en la fermentacion in vitro de una dieta con
alto contenido de forraje (King grass CT-115), mediante la técnica de produccion
de gas in vitro; las variables evaluadas fueron la produccién de CH4, CO», pH,
AGV, bacterias totales, bacterias celuloliticas, protozoarios y DIVMS. Se utilizd un
disefio experimental completamente aleatorizado, con cinco tratamientos, y 3
repeticiones por tratamiento; los tratamientos fueron, T1= testigo (King grass CT-
115); T2 = T1+ 0.5% de aceite de pescado; T3 = T1+ 5% de aceite de pescado; T4
= 70% pasto King grass CT-115 + 30% L. leucocephala; T5 = 60% pasto King
grass CT-115 + 40% concentrado. La mayor produccion de CH,4 (P < 0.05), se
presento en el T2, acompafiado de una mayor concentracion de AGV (P < 0.05),
aumento la relacion de acetato:propionato (P < 0.05). No se observo efecto (P =
0.05) sobre la poblacion de bacterias celuloliticas y de protozoarios. Entre los
tratamientos T1, T3 y T4 no se observaron diferencias (P = 0.05) en la produccion
de CH4 en el numero de bacterias celuloliticas, protozoarios, ni en las
concentraciones de AGV totales y la relacion acetato:propionato. La menor
produccion de CH,4 (P < 0.05), se observo en el T5, aumento la concentracion de
propionato, disminuyd la relacion acetato:propionato. No se observaron diferencias
en la DIVMS y bacterias celuloliticas, pero disminuyo la poblacion de bacterias
totales y el pH, en contraste, aumento la poblacion de protozoarios. Se concluye
que la incorporacion de 30% de L. leucocephala no disminuyé (P = 0.05) la
produccion de CH,. La adicion de 5% de aceite de pescado no afecto (P = 0.05)
las poblaciones de bacterias totales y celuloliticas; se observdé una ligera
disminucidon en la produccion de metano. La incorporacion de alimento
concentrado en un 40% disminuyo la produccion de metano en la fermentacion in

vitro de pastoKing grass CT-115.

Palabras clave: King Grass, Leucaena leucocephala, aceite de pescado, metano.
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ABSTRACT

The objective of this investigation was to evaluate the effect of the addition of fish
oil, Leucaena leucocephala and concentrated feeding in vitro fermentation of a diet
high in forage (King Grass CT-115), the variables evaluated were the production of
CH4, CO2, pH, VFA, total bacteria, cellulolytic bacteria, protozoa and IVDMD. It
was utilized a completely randomized design, with five treatments, with three
replicates per treatment, the treatments were, T1 = control (King Grass CT-115),
T2 =T1 +0.5% fish oil; T3 = T1 + 5% fish oil, T4 = 70% forage King Grass ct-115 +
30% L. leucocephala, T5 = 60% forage King Grass CT-115 + 40% concentrate.
The higher production of CH; (P < 0.05), is present in T2, accompanied by
increased VFA concentration (P < 0.05), increased acetate to propionate ratio, (P <
0.05), no effect (P = 0.05) on the population of cellulolytic bacteria and protozoa.
No differences (P = 0.05) in the production of CH4 in the number of cellulolytic
bacteria, protozoa, or total VFA concentration and acetate to propionate ratio,
between treatments T1, T3 and T4. The lower CH4 production (P < 0.05), was
observed in the T5, no differences were observed in IVDMD, cellulolytic bacteria,
decreased total bacterial population and pH, increasing the population of protozoa.
It is concluded that the incorporation of 30% of L. leucocephala not decreased (P =
0.05) CH4 production. The addition of 5% fish oil did not affect (P = 0.05)
populations of total and cellulolytic bacteria, there was a slight decrease in the
production of methane. The addition of concentrate fell by 40% in methane
production in vitro fermentation of King Grass CT-115.

Keywords: King Grass CT-115, Leucaena leucocephala, fish oil, methane.
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INTRODUCCION

En la actualidad uno de los problemas de mayor interés que enfrenta el planeta es
el calentamiento global, el cual es consecuencia del aumento de las emisiones de
gases de efecto invernadero, como diéxido de carbono (CO;), metano, (CHy),
oxido nitroso (NOy), hidroflurocarbonados (HFC), perfluorocarbonados (PFC) y
hexafluoruro azufrado (SFg), que son producto de las actividades humanas; los
cuales dafan la capa de ozono y retienen la radiacion infrarroja, lo cual incrementa
el calentamiento del planeta. (Moss et al. 2000, Molano et al. 2008).

El CO; el principal gas de efecto invernadero en volumen de produccion, y el CH,
ocupa el segundo lugar; en contraste, este Ultimo posee un potencial de
calentamiento de 21 a 30 veces mayor que el CO, (McCaughey et al. 1997;
Carmona et al. 2005). Las emisiones de CH,4 al ambiente pueden ser de origen
fésil o antropogénico, destacando dentro de este Ultimo la ganaderia que
contribuye con un 15 a 20 % de las emisiones totales de CH, (Moss et al. 2000).
Los rumiantes domésticos producen cerca del 97% del CH; generado por la
ganaderia, aproximadamente el 75% lo produce el ganado bovino y el resto otros
rumiantes como el bufalo, las ovejas y las cabras (Lassey et al. 1997, Lockyer
1997, McCaughey et al. 1997). La produccion de CH,4 es generado en un 90 % en
el rumeny 10 % en el intestino grueso, lo cual es resultado de la fermentacion de
los carbohidratos del alimento (McAllister et al. 1996), por una poblacién
microbiana mixta integrada por microorganismos metanégenos (grupo Archaea)
gue usan el H, (80 %) y el formiato (18 %) como sustratos (Bryant 1979, Demeyer
& Fievez 2000). Distintos autores como Zinder (1993), Wolin et al. (1997), Attwood
& McSweeney (2008), afirman que los metandégenos mediante reacciones
guimicas reductivas transforman el CO, o el formato hasta CH,. EI 100% del CH4
producido en el rumen es eructado por la boca y la nariz; en tanto, el 90 % del
producido por el intestino, es transportado por la sangre hacia los pulmones para
ser expirado por la boca (Lassey et al. 1997, Benchaar et al. 1998)

La produccion de CH,4 representa un doble problema; por una parte, consiste un
problema ecoldgico, y por la otra representa una pérdida de energia bruta del 10



% en promedio, del alimento que consumen los animales, lo cual disminuye su
productividad (Anderson & Rasmussen 1998).

Debido a lo anterior se han desarrollado numerosas investigaciones para disminuir
la produccion de CH,4 en los rumiantes, entre las cuales destaca el uso de aceites
vegetales y grasas animales, los cuales al competir con las bacterias
metanogénicas por los equivalentes de reduccion durante la biohidrogenacion en
el rumen (Czerkawski et al. 1966), pueden provocar una disminucion en el
namero de protozoarios y tienen un efecto toxico en las bacterias metanogénicas.
Por otra parte, se ha practicado la defaunacién, en la cual se ha obtenido una
reduccion de CH,4 hasta en un 50 % (McAllister et al. 1996); sin embargo, los
métodos que se utilizan para eliminar a los protozoarios pueden afectar la salud de
los rumiantes (Baker 1999). Por esta razon, en otros estudios se ha incorporado a
la dieta de los rumiantes la Leucaena leucocephala, la cual representa una opcién
viable; debido a que los metabolitos secundarios presentes en esta planta actian
como agentes desfaunantes (Gurbuz 2009), sin provocar dafios a los animales
(Galindo et al. 2008).

Por lo anterior, los estudios dirigidos a reducir las emisiones de CH,; en los
rumiantes, representan un reto importante y una estrategia para mitigar la
generacion de gases de efecto invernadero producto de las actividades pecuarias;
asi como mejorar la eficiencia de utilizacion de la energia de los alimentos por los

rumiantes (Rodriguez 2009).



ANTECEDENTES

Ambiente ruminal y metanogénesis

Los rumiantes poseen un sistema digestivo que tiene la capacidad de aprovechar
y convertir material fibroso con alto contenido de carbohidratos estructurales
(Ramirez 2010), debido a la diversidad microbiana compuesta por bacterias,
protozoarios, hongos anaerobios y bacteriofagos (Kamra 2005) que se encuentran
en el rumen, los cuales mantienen una relacién simbidtica con el rumiante; razén
por la cual, la poblacion microbiana depende del alimento que ingresa al rumen
para disponer de los nutrientes necesarios para su desarrollo y actividad
metabolica. Esta simbiosis requiere mantener ciertas condiciones fisicoquimicas
intraruminales para un adecuado funcionamiento (Owens & Goestsch 1988).

La fermentacion ruminal mantiene una osmolaridad entre 260 y 340 mOsm y un
pH que puede variar de 5.5 a 7.2; aunque valores por debajo de 6.0 disminuyen o
inhiben la actividad de las bacterias celuloliticas, y valores cercanos a 5.5 por
periodos prolongados, ponen en riesgo la vida del animal; el potencial redox suele
oscilar entre -250 y -450 milivolts (mV), lo cual indica la ausencia de oxigeno y el
exceso de poder reductor, que asegura un ambiente anaerobio requerido por la
mayoria de los microorganismos ruminales (Yokoyama & Johnson 1988). Las
anteriores condiciones permite a los microorganismos degradar la materia
organica; al inicio, mediante reacciones enzimaticas hidrolizan los componentes
complejos de los alimentos como proteinas, lipidos y polisacéaridos; en
aminoacidos, peéptidos, acidos grasos, glicerol y monosacaridos. Posteriormente
los compuestos solubles obtenidos son metabolizados por los microorganismos en
acidos grasos volatiles (AGV), principalmente acético, propionico y butirico,
alcoholes, NHs, H, y CO,. Finalmente en una tercera etapa (metanogénesis) las
bacterias metanogénicas transforman el acido acético, H, y CO, en CH, (Weber et
al. 1984).

La metanogénesis en rumen es realizada exclusivamente por bacterias
metanogénicas y tiene una funcidon importante, dado que es una ruta metabdlica

aceptora de electrones, que constantemente remueve el H* producido durante la



fermentacion ruminal de carbohidratos y proteinas de la dieta, y por lo tanto,
mantiene el ecosistema ruminal en un pH Optimo para que se realicen
adecuadamente todas las actividades microbianas (Weimer 1998).

La metanogénesis ruminal, a pesar de estar ligada a la fermentacion anaerdbica,
no es un proceso fermentativo debido a que las bacterias metanogénicas no
realizan fosforilacion a nivel sustrato. En la metanogénesis el Adenosin Trifosfato
(ATP) se produce por fuerza motriz de protones y en el proceso no intervienen
citocromos, flavinas o quinonas para el transporte de electrones. La fuente de
carbono en estas bacterias es el CO, el cual se reduce por hidorgenacion
enzimatica (Baez 2010).

En la ruta de la metanogénesis (Figura 1), inicialmente el CO, es activado por la
enzima que contiene el metanofurano (MF) y reducido al nivel de formilo. El grupo
formilo se transfiere del MF a una enzima que contiene metanopterina (MP) y
posteriormente es deshidratado y reducido en dos pasos distintos a metileno y
metilo. Después, el grupo metilo se transfiere de la metanopterina a una enzima
que contiene la coenzima M (CoM). Finalmente, el metil-CoM es reducido a
metano por el sistema de la metil reductasa, en la cual dos coenzimas la F430 Yy la
CoM estan implicadas. La coenzima F430 elimina el grupo CH3z del CH3;-CoM,
formando un complejo Ni?* - CHs. Este es reducido por los electrones de la
coenzima B (CoB) y un complejo disulfuro de CoM y CoB (CoM-S — S-CoB), en el
proceso se produce, a travez de la fuerza motriz de protones, una mol de ATP por

mol de metano producido (Madigan et al. 2004).
Bacterias metanogénicas ruminales

Taxondmicamente las bacterias metanogénicas son organismos que pertenecen al
dominio Archea, phylum Euryarchaeota y se clasifican en los o&rdenes
Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanopyrales y Methanosarcinales
(Thauer 1988) siendo los géneros identificados en el rumen Methanobacterium,
Methanobrevibacter, Methanomicrobium y Methanosarcina (McAllister et al. 1996,
Wolin et al. 1997); las principales especies son; Methanobacterium formicum,
Methanobacterium bryantii, Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter



smithii, Methanomicrobium mobile, Methanosarcina barkeri y Methanoculleus

olentangyi (Sosa et al. 2007).

La poblacion de bacterias metanogénicas en el rumen se encuentra en una
concentracion de 10° bacterias mL™ (McAllister et al. 1996), son organismos
anaerobios estrictos y requieren un potencial de oxido reduccion menor a -330
mV. La caracteristica particular de estos microorganismos, es la produccion de
metano para la obtencidn de energia metabodlica (Whitford et al. 2001). Los
principales sustratos para la producciéon de CH, son el CO,y el H, como donador
de electrones, aunque puede utilizar otros sustratos como metanol, formato,

acetato y azucares simples (Madigan et al. 2004).

Reduccion de €Oz

R *= MF
CO; a formilo ‘x' HO )}l 0
- 2 {;,
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IH —em-=-—==--% COM —SH
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:' Y
'.l Cob—5—CHs
mmmmm————e » HS —CoB
NPl ™ Metilo reductasa;
meeeee-- COM—5—S —CoB complejoF azq
Reduccion del grupo CH: Metano Fuerza protén
metilo a metano motriz
ATP

Figura 1. Ruta metabolica de la metanogénesis (Madigan et al. 2004).



Protozoarios del rumen

El nimero de protozoos en el rumen es de 10° a 10° células por mL™ de fluido
ruminal. Se calcula que los protozoarios pueden representar entre el 2 % del peso
del contenido del rumen, el 40 % del N microbiano total y proporcionan el 60 % de
los productos de la fermentacion microbiana en el rumen (Yokoyama & Johnson
1988).

Los protozoarios tienen una importante funcion en la produccién de CH, dada la
estrecha relacibn con las bacterias metanogénicas, debido principalmente al
fendbmeno de transferencia interespecifica de H, (Johnson & Johnson 1995, Moss
et al. 2000). Se han encontrado bacterias metanogénicas adheridas a la superficie
de protozoarios de la familia Ophyoscolecidae (orden Entodinomorphida) en los
géneros Diplodinium, Diploplastrom, Enoploplastron, Entodinium, Epidinium,
Eremoplastrom, Ostracodinium y Polyplastrom (Cobos 2007); se ha estimado que
esta asociacion es la responsable de la produccion de 9 a 27% de metano en el
rumen (Moss et al. 2000). En algunos estudios se ha determinado que la
remocién de protozoarios del rumen o defaunacién, puede disminuir la produccién
de metano hasta en un 50% (Moss et al. 2000, McAlllister 1996). Sin embargo, los
meétodos utilizados para la defaunacion pueden ser dafinos para los rumiantes
(Baker 1999), debido que se ha demostrado que la presencia o ausencia de
protozoarios en el rumen esta en funcion del tipo de dieta y de los protozoarios
predominantes (Cardozo 2005). Ademas, se ha observado que en los rumiantes
alimentados con dietas a base de forrajes la eliminacion de los protozoarios no ha

logrado disminuir la produccion de CH4 en el rumen (Johnson y Johnson 1995).
Estrategias para la reduccion de la metanogénesisr  uminal

La disminuciéon de metano en los rumiantes es una estrategia principal para
disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero generados por actividades
agropecuarias (Hegarty 1999). La produccion de CH4 por los rumiantes no solo es
un problema ecoldgico, ademas representa una pérdida de la energia bruta (2 al
12 %) del alimento consumido por los animales, disminuyendo su productividad

(Soliva et al. 2003). Se han desarrollado diferentes estrategias para la disminucién
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de las emisiones de metano en los rumiantes (Demeyer & Fievez 2000, Anderson
et al. 2003, Carmona et al. 2005, Beauchemin et al. 2008), entre las que destacan;
el uso de vacunas, inhibidores enziméticos, bacteriéfagos, induccion de la
homoacetogénesis, defaunacion y metabolitos secundarios de los vegetales
(Fievez et al. 2001, Greathead 2003, Galindo 2004); sin embargo, el mecanismo
mas estudiado ha sido la manipulacion de la fermentacion en el rumen mediante el
empleo de aditivos en el alimento (Buddle et al. 2010), como antibiéticos
(ionoforos), analogos halogenados de CHj, acidos grasos insaturados y acido
fumarico; recientemente el uso de acidos organicos precursores del propionato,
asi como bacterias acetogenicas que pueden usar H" y CO, en la produccion de
acetato, como vias alternas para la utilizacion de H* producido en rumen (Lopez et
al. 1999, Kolver et al. 2004). Sin embargo, a pesar de los efectos demostrados en
la adicibn de compuestos quimicos para reducir la metanogénesis tanto en
condiciones in vitro como in vivo y su empleo a nivel global, hasta el momento no
ha resultado una practica econdmicamente viable para paises en desarrollo (Sosa
et al. 2007), por lo que una Optima fermentacion ruminal debe basarse en la

correcta formulacién de raciones (Calsamiglia et al. 2005).
Estrategias de manejo y alimentacion

Los componentes de la dieta, al ser ingeridos por los rumiantes, afectan las
condiciones ambientales del ecosistema del rumen y determinan la cantidad y el
tipo de las poblaciones microbianas y sus interacciones metabolicas (Hart & Doyle
1985; Vlaeminck et al. 2006). Recientemente se han buscado alternativa para
disminuir la produccion de CH4 en el rumen al mejorar la alimentacion; debido que
se ha demostrado que la calidad, el tipo y la digestibilidad de los alimentos,
influyen en la cantidad de CH,4 que se produce en rumen (Beauchemin & McGinn
2005).



Uso de alimentos concentrados

Numerosas investigaciones orientadas a estudiar los procesos de formacion de
metano en rumen, asi como los factores que intervienen, coinciden que el nivel de
alimentacion, el tipo de alimento y su digestibilidad son algunos de los factores
que influyen en la cantidad de metano que se produce (Beauchemin & McGinn
2005).

Otras investigaciones en este sentido, argumentan que los rumiantes sometido a
un sistema intensivo de alimentacion, producen menores cantidades de metano
que aquellos alimentados en sistemas extensivos (Clemens & Ahlgrimm 2001).
Cuando el ganado es alimentado con dietas altas en granos se ha encontrado una
menor concentracion de bacterias metanogénicas; asi, en los ovinos se han
encontrado concentraciones de 107 a 10° células g, y en bovinos concentraciones
de 10° a 10° células g™ (Morvan et al. 1996), con una produccién de CH, anual de
35-55 Kg (Kinsman et al. 1995). Sin embargo, en dietas basadas en gramineas en
sistemas extensivos, se observan concentraciones de 10° a 10'° células g* para
ambas especies (Joblin 2004), y se estima que la produccion anual de CH4 es de
60 a 120 kg, con pérdidas de energia de alrededor de 15 a 18 % (Kinsman et al.
1995).

Lo anterior puede ser explicado por la concentracion de acido acético y propionico
producidos durante la fermentacién en el rumen, teniendo en cuenta que en dietas
con alto contenido de forraje hay una mayor concentracion de acido acético,
situacion que favorece el crecimiento de las bacterias metanogénicas, debido que
hay mayor disponibilidad de H, y de CO5; en tanto que, la formacion de propionato
conserva hidrogeno y por tanto, reduce la produccién de metano (Mendoza-
Martinez et al. 2008); las siguientes ecuaciones de la fermentacion muestran esta

relacion (Riquelme 1987).

CeH1206 + 2H,O —» 2 CH3-COOH +2CO, +4 H;
CeH1206 + 2 H, —» 2 CH3-CH,-COOH + 2 H,0
CeH1206 ——>» CH3-CH2-CH,-COOH +2 CO, + 2 Hp
2C0O,+8H; —» 2CHs+4HO



Un analisis simple del nimero de carbonos, muestra como por cada mol de
glucosa fermentado en rumen, se pierden cuatro carbonos de energia utilizable
para el animal en forma de CO, al formar el acetato y dos carbonos al formar
butirato, que también contribuye a la formaciébn de metano, mientras que la
formacion de propionato conserva los carbonos y captura hidrogeno (Mendoza-
Martinez et al. 2008). Tomando en cuenta el principio termodinamico de la
produccion de calor como la diferencia entre el calor de combustién de sustratos y
el de los productos (Lehninger 1980), por cada mol de glucosa de 672 kcal/mol, se
produciran dos de acetato (209 kcal/mol) lo que representaria un total de 418 kcal
con un eficiencia del 62%. Para el propionato (367 kcal/mol) se tendrian 734 kcal
con una eficiencia mayor al 100%, mientras que con el butirato (524 kcal/mol) la
eficiencia seria de 77.9% (Mendoza-Martinez et al. 2008).

Se ha estimado gue si tan solo se produjera acido acético y no se produjera acido
propionico, la produccion de CH4 en el rumen aumentaria hasta un 33 %; en
contraste, al incrementar el alimento concentrado se producira una mayor
concentracion de acido propionico, estimando que si la relacion de acido acético:
propiénico fuera de 0.5 la pérdida energética se reduciria a 0% (Johnson &
Johnson 1995).

El descenso en la poblacién de bacterias metanogénicas al utilizar dietas con alto
contenido de grano; puede deberse al efecto desfaunante que ejercen; distintos
autores mencionan que dietas con 75% de concentrados disminuyen el
crecimiento de protozoarios (Ley 2010). En contraste dietas con 40 y 60% de
concentrados mantienen altas concentraciones de protozoarios (Franzolin &
Dehority 1996). Aunque se ha observado que entre 2 6 3 semanas los
protozoarios son eliminados del rumen cuando los animales han sido alimentados
con dietas altas en concentrado ofrecidas a libre acceso, algunos protozoarios
inexplicablemente reaparecen 15 semanas después en animales que continuaron
con el mismo tipo de alimentacién (Hristrov et al., 2000); Franzolin & Dehority
(1996), asi mismo demostraron la presencia de protozoarios en dietas altas en

granos; lo que indica un proceso de adaptacion y pone en duda trabajos previos



que indican que dietas altas en granos mantienen al rumen libre de protozoarios
(Moore & Dehority, 1993).

Empleo de arbustivas forrajeras

En afios recientes, se ha sugerido la introduccion de arboles, arbustos o algunos
extractos de plantas, que poseen cualidades alimenticias para ser utilizadas como
componentes de la dieta y con ello mejorar el valor nutritivo del alimento (Galindo
et al. 2003b). En este contexto se encuentran muchas especies no leguminosas
como la morera (Morus alba), el quiebrabarriga (Trichantera gigantea) y el
guasimo (Guazuma ulmiflora) entre otras; sin embargo son las leguminosas las de
mayor uso potencial en condiciones tropicales (Carmona 2007); ademas de su
amplio potencial forrajero, contienen principios activos (alcaloides, aminoacidos no
proteinicos, saponinas, micotoxinas, terpenoides, esteroides, lecitinas, inhibidores
de proteasas y fenoles) que modifican la fermentacion ruminal, teniendo efectos
en la reduccion de metano (Cardozo, 2005), Sin embargo estos efectos varian con
el tipo de metabolito secundario, su concentracién y la fuente vegetal. Similar a
esta variacion entre las plantas, las diferentes especies de rumiantes varian en
respuestas a los metabolitos secundarios (Gurbuz 2009).

Dentro de los efectos causados por los metabolitos secundarios destaca la
disminucién en el numero de protozoarios, se ha demostrado que las saponinas a
través de su grupo hidroxilo (OH) tienen la capacidad de unirse al colesterol que
se encuentra en las membranas de la célula de los protozoarios, ocasionando de
esta manera su ruptura (Francis et al. 2002); sin embargo, quiza son los taninos,
los compuestos que tienen una mayor importancia en las leguminosas forrajeras
en el tropico (Carmona 2007). La literatura reporta un gran numero de
publicaciones donde los efectos de la suplementacion con forrajeras que
contienen taninos son de efectos variados; Tieman (2004) y Reed (1995), sefialan
gque muchas leguminosas contienen concentraciones variables de taninos
condensados que pueden tener efectos benéficos, perjudiciales o hasta toxicos

para los rumiantes.
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Dentro de los efectos toxicos de las arbustivas forrajeras, destacan la disminucion
de la digestibilidad de la proteina, carbohidratos estructurales y solubles (Reed
1982, Cardozo 2005); asi como la reduccién en la produccion de AGV; cuando el
consumo de taninos es alto se pueden presentar casos graves COMO Necrosis
renal, pancreatica y de piel, que pueden llevar al animal a un estado comatoso y a

la muerte (Carmona 2007).

En cuanto a los efectos benéficos se menciona la formacién de un complejo con
las proteinas, lo cual se debe a la gran cantidad de grupos hidroxilos (OH) de los
compuestos fendlicos que los hace muy reactivos, proporcionandoles numerosos
puntos de union para formar puentes de hidrogeno, formando asi asociaciones
con las proteinas a pH de 3 a 7, liberdndolas a un pH menor a 3, evitando de esta
forma su degradacion en el rumen (Carmona 2007); ocasionando disminucion en
la poblacion de protozoarios, y disminucion en la produccion de metano (Min et al.
2006).

Leucaena leucocephala, es una leguminosa arbdlrea originaria del sureste de
México y ampliamente distribuida en varias regiones del planeta como forraje para
los rumiantes (Galindo et al. 2007), posee una alta palatabilidad, digestibilidad y
sus rendimientos de materia seca son entre 8 y 16 t/ha/afio, con niveles
proteinicos entre 25-30%, y un alto aporte energético, de calcio y de azufre, el cual
es benéfico para las poblaciones ruminales (principalmente hongos y bacterias
celuloliticas) (Aregheore 1999, Galindo et al. 2008).

Los metabolitos secundarios presentes en esta especie actian como agentes
desfaunantes (Gurbuz 2009). Lo que en diversos estudios ha mostrado una
reduccion en la produccion de CHy; al respecto Galindo et al. (2008), reportan que
al adicionar L. leucocephala en un 20% de la dieta (con base en pasto estrella
Cynodon nlemfuensis), la poblacién de protozoarios se redujo a 0.47 x10° células
mL™, en comparacién al testigo 1.04 x10° células mL™, sin embargo Galindo et al.
(2003b), al incorporar L. leucocephala en un 30% de la dieta de bovinos en
pastoreo reportan un aumento en la poblacién de protozoarios a 9.55 células mL™
en comparacién al testigo 6.92 células mL™; situacién que se atribuye a la
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variacion que existe entre variedades de la misma especie asi como a los factores
relacionados con la especie forrajera, como el estado vegetativo, edad, fenologia,
época del afio y otros, que influyen en las poblaciones microbianas ruminales. Con
respecto a la poblacién de bacterias metanogénicas Galindo et al. (2008), reportan
qgue al adicionar L. leucocephala en un 25% la poblacién de metanogénicos se
redujo respecto al testigo (13.98 vs 40.22 x 10’ UFC mL™) sin comprometer la
poblacion total de bacterias celuloliticas. Asi mismo, se ha reportado un aumento
del flujo de proteina al intestino delgado, resultando en una mejora en crecimiento

y eficiencia de conversion alimenticia (Santra et al. 2003).
Adicion de lipidos

El empleo de lipidos en la alimentacion de rumiantes ha generado numerosas
investigaciones (Johnson & Johnson 1995); los primeros estudios se centraron
solo en la adicion de los acidos grasos en la dieta para llegar al rumen (Palmquist
& Jenkins 1980), actualmente las investigaciones tratan de comprender el
metabolismo de los lipidos por los microorganismos ruminales (Jenkins et al.
2008), mediante la manipulacién fisicoquimica, considerando dos aspectos
practicos: 1) control de los efectos antimicrobianos de los acidos grasos de
manera que la grasa adicional en dietas de rumiantes, no tenga un efecto negativo
en la fermentacién ruminal y la digestion, y 2) la regulacién de la biohidrogenacién
microbiana para alterar la absorcién de acidos grasos seleccionados que podria
aumentar el rendimiento o mejorar las cualidades nutricionales de los productos

alimenticios de origen animal (Jenkins et al. 1993).

Los estudios se han centrado en la inhibicion de la produccion de metano en el
rumen por &cidos grasos insaturados de cadena larga (Jouany 1994, Czerkawski
et al. 1966, McAllister et al. 1996). Sin embargo, algunos de los principales
inconvenientes del uso de los lipidos en la alimentacion de rumiantes, es que a
dosis elevadas interfieren con la fermentacion del alimento y la digestibilidad de la
fibra, asi como la disminucién en el consumo de alimento, (Johnson & Johnson
1995, McGinn et al. 2004, Calsamiglia et al. 2005). Debido a ello la inclusion de

grasas convencionales en las raciones de rumiantes deben usarse en cantidades

12



limitadas (Palmquist & Jenkins 1980); encontrandose la adicion de grasas o
aceites a la dieta en un rango de 2 a 5% (Johnson & Johnson 1995), lo que
disminuye hasta en 36 % la produccion de CH,4 en el rumen, los mecanismos que
afectan la produccion de CH,4 son diversos(Johnson & Johnson 1995), entre los
cuales se encuentran la biohidrogenaciéon de las grasas insaturadas, el aumento
en la produccién de acido propiénico asi como un efecto téxico en los protozoarios
(Czerkawski et al.1966, Demeyer & Henderickx 1967, Carmona et al 2005).
Distintas investigaciones han demostrado que la inhibiciébn de protozoarios no es
la causa principal de la reduccion de metano en rumen, puesto que se ha
reportado una disminucion de metano en animales desfaunados alimentados con
aceites, lo que indica que la eliminacion de metandgenos asociados con protozoos
no es la principal causa de la inhibicion de la produccién de metano (Nagaraja et
al. 1997). Los acidos grasos también tienen efecto toxico en las bacterias
metanogénicas (Dong et al. 1997). La toxicidad de estas sustancias en los
metandégenos aumenta con su grado de insaturacion (Prins et al. 1972). Se
plantea también que los isGmeros cis son mucho mas activos que los isémeros
trans o los acidos grasos saturados (Demeyer & Van Nevel 1979).

Entre los aceites, los que mas se emplean son los de linaza, coco, canola, rabano,
girasol y aceites de pescado, basados en acido n-3-eicosapentanoico y acido n-3-

docosahexanoico (Demeyer & Van Nevel 1979, Beauchemin & McGinn 2006).
Biohidrogenacion de las grasas

A los lipidos de los alimentos les ocurren dos importantes transformaciones en el
rumen las cuales son la lipdlisis y la biohidrogenacion. Durante la lipdlisis se
liberan mediante hidrdlisis los acidos grasos de los triglicéridos, glicolipidos y
fosfolipidos. Los &cidos grasos liberados, normalmente insolubles en el medio
ruminal, se adhieren a la superficie de las particulas del alimento, los de tipo
insaturado, son sometidos a biohidrogenacion por medio de la accidon de enzimas
"hidrogenasas extracelulares bacterianas" (Casals 1992); el resultado de estos
procesos es la completa transformacion de los acidos grasos insaturados libres,

en acidos grasos saturados en rumen (Casals 1992). Este proceso es llevado a
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cabo por bacterias que se encuentran presentes en el rumen, especialmente
ciertas cepas de Butyrivibrio fibrisolvens, Bacteroides ruminicola, Ruminococcus
albus y Ruminococcus flavefaciens, también interviene el espiroqueto Borrelia spp,
y en general los protozoos Holotricos (Maczulak et al. 1981).

Durante el proceso de hidrogenacion también se produce la isomerizacion de
algunos acidos grasos, apareciendo formas trans de los acidos grasos mono y
poliinsaturados (Jenkins 1993) y que resultan toxicas para las bacterias del rumen
(Harfoot 1978). El efecto toxico al parecer es mayor a cuando aumenta el grado
de insaturacion de los lipidos, especialmente con los acidos grasos
poliinsaturados. En estos casos, la degradacion ruminal de los materiales fibrosos
de la racion puede verse sensiblemente reducida, con una disminucion en
particular de la actividad celulolitica y provocando también una disminucién de la
poblacién metanogénica y de la produccion de acido acético en el rumen (Orskov
et al. 1977, Moore et al.1986), situacion que parece ser favorable energéticamente
para el animal, debido que en el proceso existe una competencia por el hidrogeno

y disminuye la formacion de metano (Fernandez 2007).

Adicion de aceite de pescado

La adicion de aceite de pescado en la dietas para rumiantes ha tenido como
propésito incrementar el contenido energético de la dieta, aumentar la produccion
de leche o modificar el perfil de acidos grasos presentes en la leche o la carne;
esto como consecuencia de la actual necesidad de aportar alimentos saludables
que contribuyan a la prevencion de enfermedades en el humano (Fernandez
2007).

Se ha demostrado que el aceite de pescado, es una fuente rica en acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) n-3, que tienen efectos benéficos, relacionandolo con el
sistema inmune, con la funcion reproductiva, la obtencion de energia, el
crecimiento de determinados 6rganos y tejidos (Fernandez 2007).

A pesar de su aporte de acido linolenico conjugado, los aceites de pescado no
han sido muy utilizados para el caso de los rumiantes lecheros, dada la posibilidad

de conferir sabores a la leche y sus productos derivados (Casals 1992). La

14



suplementaciéon de la dieta con 1 % de aceite de pescado sin proteger tiene un
efecto negativo sobre el contenido en la grasa de la leche y la digestibilidad del
alimento (Loor et al. 2005), la adicién del 2 % de aceite de pescado alcanza
niveles maximos de acido linolenico conjugado, pero disminuye la digestibilidad
de la dieta de 57.8 a 50.6%, esta disminucibn no se presentd cuando se
administré al 1 % combinado con 1 % de aceite de colza (Vafa et al. 2009). Otros
estudios han demostrado que la adicion del 1% aceite de pescado ofrecido en el
agua de bebida no tuvo efecto sobre el consumo de materia seca (Osborne et al.
2008). Existen pocas evidencias del uso del aceite de pescado como aditivo para
la reduccion de metano; sin embargo tomando en cuenta que los aceites de origen
marino se caracterizan por su riqueza (>35 %) en acidos grasos poliinsaturados de
20 y 22 carbonos (Martinez 2011); y que su grado de hidrogenacion en el rumen
es elevado, representa una opcion para la disminucion de la metanogénesis en el

rumen.

Pasto King grass CT-115

La ganaderia del tropico se caracteriza por una alimentacion basada en el
pastoreo de agostaderos, en este sistema las especies forrajeras dominantes son
gramineas, caracterizadas por tener un bajo nivel nutricional (Pifieiro—Vazquez et
al. 2009), por lo que se ha optado a la incorporacibn de nuevas especies
acompafada por la aplicacion de diferentes sistemas de utilizacion de forrajes
(Dios-vallejo 2001), sobresaliendo el sistema de corte y acarreo, que permite tener
disponibilidad de forraje todo el afio asi como reducir las pérdidas de forraje por
pastoreo, por lo que se han introducido en afios recientes especies de gramineas
forrajeras mejoradas, tal es el caso de King grass (Pennisetum purpureum x P.
thyphoides) CT-115 (Ramirez et al. 2007, Silva 2010).

El pasto King grass CT-115 es un clon obtenido mediante la técnica de cultivo de
tejidos, a partir de callos embriogénicos, provenientes de conos apicales de King
grass. El clon CT 115 es una graminea forrajera con vocacion de corte adaptada
a condiciones tropicales y hasta alturas de 1000 a 1500 msnm, con un rango

amplio de distribucion de lluvias y de fertilidad de suelos, incluyendo suelos acidos
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de baja fertilidad natural (Diaz 2007). El clon cuba CT-115 se caracteriza por
poseer menor altura que otros cultivares de la misma especie, ademas, de un
mayor ahijamiento, relacién hoja-tallo y contenido de azucares; florece muy poco y
una de las caracteristicas mas importante es que responde bien después del
pastoreo, lo que favorece su consumo directo en el pastizal (Martinez et al. 1996,
Carrasco et al. 2002).

Silva (2010), reporta que la edad éptima de corte para el cultivar CT-115 es de 60
dias, con una produccion por hectarea de 78 toneladas de materia verde, con
valores de materia seca (MS) de 17.58%; proteina cruda de 7.02 % para tallos,
5.56% para hojas; fibra detergente neutra de 67.15 % para hojas, 69.01 para
tallos; fibra detergente neutra 40.89 para hojas, 42.37 para tallos; extracto etéreo
2.00% para hojas, 1.35% para tallos y una digestibilidad de 57.96 para hojas,
56.11 para tallos. Sin embargo, aun no existe informacion acerca de su efecto
sobre los principales parametros de fermentacion ruminal como son AGV,
produccion de CH, CO,, asi como su efecto sobre los microorganismos

ruminales.

Digestibilidad in vitro de la materia seca

El valor nutritivo potencial de un alimento puede ser determinado, en primera
instancia, por el analisis quimico proximal, pero el valor del mismo para el animal
solo se puede lograr a través de un andlisis de las pérdidas inevitables que
ocurren durante la digestion, absorcion y metabolismo (Arce et al. 2003).

Los parametros de la cinética de fermentacion describen la digestion vy
caracterizan propiedades intrinsecas del alimento que limitan su disponibilidad
para el rumiante, determinan la proporcion de nutrientes consumidos que pueden
ser absorbidos y utilizados por el animal, y dependen de un activo crecimiento y
desarrollo de la poblacién microbiana del rumen (Bruni & Chilibroste 2001). Sin
embargo, la determinacion in vivo de la digestibilidad es un proceso laborioso y
costoso, y que requiere el empleo de grandes cantidades de alimento, por lo que
se han propuesto distintos métodos in vitro para su estimacion (Bochi-Brum et al.
1999).
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La digestibilidad de los alimentos se ve afectada por distintos factores, entre los
gue destacan el tipo de racion, tasa de ingestion de los alimentos, la especie
animal y el estado fisioldgico de los animales; los factores relacionados con el tipo
de racion administrada a los animales, ha sido uno de los mas estudiados.

En estudios recientes se ha propuesto que al incrementar la digestibilidad del
alimento se pueden reducir las emisiones de CH4, se ha observado que al ofrecer
forrajes condigestibilidad diferente de la materia organica, de una mezcla de heno
de leguminosa y graminea, heno de graminea de mediana calidad y heno de
graminea de baja calidad, se encontré que la produccion de CH,4 se incrementd
conforme la digestibilidad se redujo, correspondiendo una produccion de 47.8,
63.7 y 83.2 L Kg' de materia organica digestible consumida, respectivamente
(Boadi & Wittenberg 2002).

Moysés do Nascimento et al. (2007), reportan que tras evaluar el efecto del grado
de madurez de heno de Brachiaria brizantha cortado a 15, 45 y 90 dias y ofrecido
a novillos Nellore, no encontraron deferencias de la edad al corte sobre la
produccién de CH, siendo ésta de 17.38, 2341 y 20.02 g Kg MS™
respectivamente, resultados similares a los reportados por Hart et al. (2009), al
ofrecer el mismo tipo de zacate producido para tener alta o baja digestibilidad: 816
y 706 g/Kg MS, respectivamente, ofrecidos al libre acceso a vaquillas encastadas
de Charolais en confinamiento, se encontré un consumo mayor del pasto de alta
digestibilidad 7.66 Kg MS d* en comparacién con el pasto de baja digestibilidad
5.38 Kg MS d*; sin embargo, la produccién de CH, fue similar entre tratamientos.
Los indicadores de la fermentacion ruminal y la poblacién microbiana tampoco

fueron distintos debido a la digestibilidad del pasto.
Metodologias para medir la produccion de metano

Para desarrollar estrategias que mitiguen las emisiones de CH4 en la ganaderia,
debe ser posible cuantificar estas emisiones bajo un amplio rango de
circunstancias (Carmona et al. 2005). Las técnicas in vivo para medir la
produccion de biogas, CO, y CH,4 en el rumen requieren de instalaciones

especiales, equipos y animales; en cambio las técnicas in vitro, que Unicamente
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simulan la fermentacion de los alimentos en biodigestores, son efectivas y
eficientes por su rapidez y bajo costo de operacion (Baez 2010, Ramirez 2010),
ademas de que permite determinar la extensién y la cinética de la degradacion del
alimento a través del volumen de gas producido durante el proceso fermentativo,
bajo condiciones controladas (Posada & Noguera 2005).

La cuantificacién de la produccion de gas y su contenido de CO, y CH, en las
técnicas in vitro generalmente se realiza por medio de transductores de presion,
jeringas volumétricas, trampas para captura de gas (Pell & Schofield 1993;
Theodorou et al. 1994; Jawed & Tare 1999, Hindrichsen et al. 2004, Eun et al.
2004). Los transductores de presion y las jeringas volumétricas tienen como
desventaja, que la alta presion interna que se acumula en el interior de los
bioreactores altera la solubilidad de los gases en soluciébn acuosa en forma
directamente proporcional a la presion generada en el interior de los bioreactores
(France et al. 1993, Theodorou et al. 1994, Shofield & Pell 1995, Getachew et al.
1998). Esto provoca que se realicen mediciones erroneas de la cantidad de biogas
que se produce por la fermentacion de un sustrato (Baez 2010). Sin embargo
cuando se usan biodigestores acoplados a trampas de gas se puede medir la
produccion de biogas, CO, y CH,; equilibrando la presion interna de los
biorreactores con la presion atmosférica por medio de una vélvula de alivio
evitando de esta forma que la solubilidad de los gases altere las mediciones
(Menke et al. 1979 Jawed & Tare 1999, Gaviria et al. 2003).

La caracterizacion del biogds comiunmente se realiza con el uso de equipos
complejos como lo es la cromatografia de gases, que tienen como desventaja un
alto costo ademas de que requiere de un personal capacitado técnicamente,
(Ramirez 2010). Por lo que una alternativa es estimar el metano a traves de
calculos usando de ecuaciones de prediccién (Carmona 2005).

Wolin (1960) reporta un método que permite calcular las emisiones de metano a
través de la distribuciéon molar de los AGV. En donde se estima que 57.5 moles de
glucosa producen 65 moles de acético + 20 moles de propiénico + 15 moles de
butirico + Y moles de CO, + Z moles de CH,. Para calcular la produccion de CO, y

CH4 (Y y Z) se usan las ecuaciones siguientes.
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Ma+ M'p+3Mb
2 4 2

Dondé:

Y = moles de CO;

Ma = proporcién molar de acido acético
Mp = proporcién molar de 4cido propionico
Mb = proporcién molar de &cido butirico

Para el célculo de CHy, la propuesta de Wolin (1960) es la ecuacion:

Z =Ma+2Mb-Y
Donde:
Z = moles de CH,4
Y = moles de CO;
Ma = proporcién molar de acido acético

Mb = proporcién molar de &cido butirico

Sin embargo esta metodologia asume que todo el exceso de H, es convertido en
metano y no hay hidrogeno asociado con la sintesis de células microbiales y que
de la fermentacion de los sustratos no carbohidratados no se producen AGV.
Cuando las células microbiales son incluidas en la estequiometria de la
fermentacion, los estimativos de la produccion de metano pueden disminuir
(Carmona et al. 2005).

Otras metodologias consideran las caracteristicas del alimento para calcular la
produccion de metano. La ecuacion de Blaxter & Claperton (1969), consideré
inicialmente las caracteristicas del alimento y es la base de la cual la mayoria de
los estimativos de produccion de metano se han derivado. Otra ecuacion fue
propuesta por Moe & Tyrrel (1979), la cual también incorpora las caracteristicas

del alimento. Se deriva de mediciones realizadas en ganado con raciones diarias
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de alta calidad y su relacion con residuos solubles, hemicelulosa y celulosa en la
produccion de metano (Johnson & Johnson 1995). Esta se determina como sigue:
CH,4 = 3.406 + 0.510 (residuo soluble) + 1.736 (hemicelulosa) + 2.648 (celulosa)
Donde el CH, estad en MJ dia™ y los residuos solubles, hemicelulosa y celulosa en
Kg/dia.

En términos generales se ha sefialado que la ecuaciones de prediccion de
produccion de metano en el ecosistema ruminal requieren informacion de
consumo de materia seca, composicion quimica de la dieta (incluyendo solubilidad
y tasa de degradabilidad) y otras variables como la tasa de pasaje de las
fracciones sdlida y liquida del rumen, volumen ruminal y pH (Benchaar et al.
1998).

Leyes de los gases.

Para medir la produccién de biogas, que se genera cuando se simula la
fermentacién in vitro de un sustrato, es necesario considerar las leyes
fisicoquimicas que rigen el comportamiento de los gases; se ha demostrado que
con base en las leyes generales de los gases, es posible cuantificar la cantidad de
CH4; y CO; (Baez 2010, Ramirez 2010).

En primer lugar es necesario considerar la ley de las presiones parciales, la cual
menciona que la presion de vapor total (P;) de una mezcla de gases en el interior
de un recipiente, es igual a la suma de las presiones parciales de cada uno de sus

componentes:
Pi=P1+ P2+ P3+....P,

La ley de los gases ideales, indica que todos los gases idealmente se comportan
en forma similar cuando existen cambios de temperatura y presion pudiendo de
esta forma expandirse o contraerse entre limites muy amplios lo cual no sucede en

sélidos o liquidos, esta ley se resume en la siguiente expresion:
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PV =nRT

Donde P es la presion que ejerce el gas en atmosferas (atm), V es su volumen en
litros (L), n es el numero de moles en litros (L), R es la constante de los gases
ideales (0.0821 L x atm/K*mol) y T es la temperatu ra en K.

Cromatografia de gases

La determinacién del biogas se realiza tradicionalmente mediante cromatografia
de gases (Steele et al. 1987), Pecsok & Shields (1990), mencionan al respecto
que la aplicacion de la cromatografia de gases para la investigacion de la cinética
y el mecanismo de las reacciones organicas es fundamental. Esto se debe a su
gran versatilidad como técnica analitica y a sus ventajas en cuanto a tamafio de
muestra, sensibilidad, rapidez de analisis (Mahy 1979), sin embargo esta técnica
requiere de personal capacitado técnicamente, asi como métodos especificos por
analito (Ramirez 2010).

El poder de la cromatografia de gases proviene de su capacidad de separar
componentes individuales de una mezcla inyectada en la columna cromatogréafica
identificando los analitos uno a uno, tal como salen de la columna (Baird 2001). La
separacion ocurre bajo la influencia de la temperatura de la columna y de la
superficie cromatografica. Un gas denominado gas portador o fase movil fluye a
través de la columna y los compuestos gaseosos sufren una serie de interacciones
no destructivas ligeremante diferentes, con la superficie cromatografica, el
resultado es la obtencion de un tiempo de transito distinto para cada compuesto y

por tanto un tiempo de retencion individual (Baird 2001).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar in vitro la adicion de aceite de pescado, Leucaena leucocephala y
alimento concentrado, sobre la produccién de CH, y las principales variables
fermentativas y microbiolégicas de fermentacion ruminal, en una dieta a base de

pasto King grass CT-115 (Pennisetum purpureum x Pennisetum thyphoides).

Objetivos especificos

Determinar el efecto in vitro de la adicion de aceite de pescado en la produccion
de metano (CH,), dioxido de carbono (CO,), acidos grasos volatiles (AGV),
potencial de hidrogeno (pH), en la fermentacion in vitro de en una dieta a base de

pasto King grass CT-115.

Determinar el efecto in vitro de la inclusion de Leucaena leucocephala en la
produccion de CH,4, CO,, AGV, pH, en la fermentacion in vitro en una dieta a base
de pasto King grass CT-115.

Determinar el efecto in vitro de la inclusibn de alimento concentrado en la
produccion de CH4, CO,, AGV, pH en la fermentacién en una dieta a base de
pasto King grass CT-115.
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HIPOTESIS

La adicién de aceite de pescado en una dieta a base de pasto King grass CT-115,

disminuye la produccion de CH4 en la fermentacion in vitro.

La adicion de Leucaena leucocephala en una dieta a base de pasto King grass
CT-115 disminuye la poblacion de protozoarios, y por lo tanto la produccion de

CHjen la fermentacion in vitro.

La adicion de alimento concentrado en una dieta a base de pasto King grass CT-

115 disminuye la produccion de CH,4 en la fermentacién in vitro.
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MATERIALES Y METODOS
Localizaciéon

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Bioquimica y Nutricion de
la Universidad del Mar Campus Puerto Escondido, ubicado en el Campo
Experimental de la comunidad de Bajos de Chila, localizado en el Kildmetro 128.1
de la carretera Federal Pinotepa Nacional-Puerto Escondido, cuyas coordenadas
son 15° 55’ 33.4” Ny 97° 09’ 03.570, y altitud de 12 m. (Robles 2010). El clima de
la region se ubica entre los climas A(c)w2 y AwO, con dos estaciones bien
diferenciadas (secas y lluvias), con una precipitacion media anual entre 839.1 y
1587.1 mm y una temperatura media anual entre los 24 y 27.2C (Serrano-
Altamirano et al. 2005). Los analisis quimicos de las muestras se realizaron en el
laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana, del Colegio de

Postgraduados, ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de México.
Tratamientos experimentales

Se elaboraron cinco tratamientos experimentales; T1, 100 % de pasto King grass
CT-115; T2, 99.5% de forraje + 0.5 % de aceite de pescado; T3, 95% de forraje +
5.0 % de aceite de pescado; T4, 70 % de pasto King grass CT-115 + 30 % de
Leucaena leucocephala; T5, 60% de pasto King grass CT-115 + 40 % de alimento

concentrado (Cuadro 1).

El material vegetal del pasto King grass CT-115 se colectd a los 90 dias de
crecimiento, en una parcela experimental establecida en el Campo Experimental

de la comunidad de Bajos de Chila.
Montaje del sistema de produccion de gas  in vitro.

Para medir la produccion de biogas total se usaron 15 viales seroldgicos de vidrio
de 100 ml como biodigestores, los cuales se dividieron en 5 grupos de 3
biodigestores cada uno. De forma aleatoria a cada grupo de 3 viales se les

asignaron los tratamientos respectivos a evaluar (Cuadro 1).
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Después de agregar las dietas, y bajo condiciones de anaerobiosis se adicionaron
45 ml de medio de cultivo GCAFR (Cuadro 2). Los viales fueron sellados con
tapones de plastico y arillos de aluminio. Se esterilizaron a 121C y 1.5 atm
durante 15 min posteriormente fueron sometidos a prueba de esterilidad en una
incubadora marca RIOSSA, modelo E-71D, a una temperatura de 39 € por 48 h.

Para las trampas de biogés total se utilizaron 15 viales de 100 mL a los cuales se
les agrego solucién salina acida (400 g L™ de NaCl + HCI 2 N hasta disminuir el
pH a 2, y 0.5 % de anaranjado de metilo como indicador) hasta su llenado total;
también se utilizaron 15 viales de 100 mL, con una solucion de NaOH 1N, con pH
final de 13.36, posteriormente, todos los viales fueron sellados con tapones de

goma y arillos de aluminio.

Cuadro 1. Tratamientos experimentales mas medio de cultivo para
microorganismos ruminales a base de glucosa celobiosa, almidon y fluido ruminal
(GCAFR) (Cuadro 2) descrito por (Cobos & Yokoyama 1995).

Tratamiento Caracteristicas

T1 45 ml (GCAFR) + 1.0 g de pasto King grass CT-115 (criba de 1 mm)
+ 5 ml de fluido ruminal fresco.

T2 45 ml (GCAFR) + 0.995 g de pasto King grass CT-115 (criba de 1
mm) + 5 ml de fluido ruminal fresco + aceite de pescado (0.5 %).

T3 45 ml (GCAFR) + 0.95 g de pasto King grass CT-115 (criba de 1
mm) + 5 ml de fluido ruminal fresco + aceite de pescado (5%).

T4 45 ml (GCAFR) + 0.7 g de pasto King grass CT-115 (criba de 1
mm) + Leucaena leucacephala (0.3 g) + 5 ml de fluido ruminal
fresco.

T5 45 ml (GCAFR) + 0.6 g de pasto King grass CT-115 (criba de 1

mm) + 0.4 g de alimento concentrado comercial + 5 ml de fluido

ruminal fresco.
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Cuadro 2. Componentes del medio de cultivo glucosa, celobiosa, almidon vy fluido

ruminal (GCA-FR)

Ingrediente Cantidad en 100 mL
Agua destilada 56.2
Fluido ruminal clarificado® 30.0
Solucién mineral |2 5.0
Solucién mineral Il 3 5.0
Resarzurina al 0.1% 0.1
Tripticasa peptona 0.2g
Extracto de levadura 0.1g
Glucosa 0.06g
Celobiosa 0.06 g
Almidén 0.06 g
Carbonato de sodio 8% 5.0
Solucién de sulfato cisteina* 2.0

! Fluido ruminal clarificado: liquido ruminal filtrado en gasa a cuatro capas,
centrifugado 15 min a 8,000 rpm vy esterilizado 35 min a 15 psi y 121 T (el
proceso se realizo tres veces).

2 Solucién mineral 1: 6 g de K,HPO, por cada 1000 ml de agua destilada.

% Solucién mineral 2: 6 g de KH,PO4; 6 g (NH4),SO4; 12 g NaCl; 2,45 g MgSO, y
1,6 g de CaCl; H,0; por cada 1000 ml de agua destilada.

* Solucién de sulfato-cisteina: Agregar 2.5 g de L—cisteina en 50 ml de agua
destilada, ajustar el pH a 10 con solucién de NaOH al 10 % (4 N), afiadir 2.5 g de
Na,S-10H,0 y aforar a 200 ml. Pasar la mezcla a un matraz de bola, calentar con
flujo de CO; y se esteriliza 15 min a 121<C.

Cobos & Yokoyama (1995).
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In6culo

La fuente de indculo utilizado fue fluido ruminal fresco obtenido de una vaca
canulada en el rumen, de wuna cruza de Cebu x Pardo Suizo, estabulada y
alimentada durante 21 dias con una dieta a base de pasto King Grass CT-115y
agua a libre acceso. El fluido ruminal fue extraido a las 08:30 h, se filtr6 en gasa a
cuatro capaz con la finalidad de eliminar las impurezas y se deposité en un termo
cerrado herméticamente para transportarlo al laboratorio. El fluido fue depositado
en un matraz bola con flujo de CO, a 39 . La concentracion de bacterias totales
en el inéculo fue 9.25 x 10° bacterias ml* de fluido y la concentracién de
protozoarios fue 26.33 x 10° protozoarios ml™* de fluido, el pH del inéculo fue de
7.21; el tiempo transcurrido entre la extracciéon del fluido y su aplicacion en los

biodigestores fue de 50 min;

Acoplamiento de biodigestores y trampas de gas

Los biodigestores fueron colocados en un bafio maria RIOSSA modelo BMME
hasta que se estabilizd la temperatura a 39 TC; la inoculacion se realiz0 con
jeringas estériles desechables de 10 ml, se aplicaron 5 ml de fluido ruminal en
cada biodigestor por medio de puncién con jeringa hipodérmica en una campana
de flujo laminar Tecni-lab modelo LMGE7CM, bajo flama de mechero. Cada
biodigestor se acopl6é una trampa de gas por medio de mangueras de Taygon® de
45 cm de largo (diametro externo e interno de 3.63 x 2.38 mm), a la cual le fue
colocado en sus extremos agujas hipodérmicas (marca Nipro 20G x 31.8 mm). La
manguera Taygon® fue asegurada con una pinza para evitar perdidas de gas
antes del montaje del sistema de produccion de gas in vitro.

Las trampas contaron con una valvula de alivio (aguja hipodérmica 20G x 31.8
mm) para igualar la presion atmosférica. Finalmente, la trampa de gas fue
colocada en forma invertida sobre una probeta de plastico de 50 ml, para medir el
desplazamiento de la solucidn interna en la trampa de gas. Con la finalidad de
evitar el estrangulamiento de la manguera, se adaptaron la probetas recortando,

en forma de triangulo la parte superior de la probeta; el sistema de produccion de
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gas in vitro fue cubierto con un lienzo de tela obscuro para evitar la entrada de luz
(Figura 2).
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Figura 2. Sistema de produccion de gas in vitro.
Variables a evaluar

Produccion de CO ,y CH4

Se registrd el volumen de solucién salina desplazada a diferentes tiempos, a las 0,
6, 12, 24, 48 y 72 h de incubacioén (Rodriguez 2009). Posteriormente, las trampas
salinas se almacenaron en refrigeracion a 4C hasta su posterior analisis. Las
septas fueron cubiertas con parafilm, evitando asi la perdida de biogas. El gas
capturado en las trampas de solucion salina fue sometido a conductividad térmica
por cromatografia de gases para determinar el porcentaje de CH, y CO,. Se utilizd
un cromatografo de gases Perkin Elmer modelo Clarus 500, con detector de
conductividad térmica (TCD) y una columna PE 6'x1/8 ODSS: Propak 080/100. Se
inyectd 0.1 ml de muestra de forma manual. Las caracteristicas y condiciones del
método fueron: a) temperatura de la rampa en el horno de inicio 28 € min ™,
rampa 2.5C min ?, final 80C 0.5 min *; b) temperatura del inyector TCD 130 C; c)
volumen de inyecion 0.1 ml, d) flujo del gas acarreador (helio) 23.5 ml min™, y e)

tiempo de retencién fue: CH4 1 min £ 0.05y CO; 2 min = 0.05.
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Concentracion de acidos grasos volatiles

La concentracion de AGV se determindé después de 72 h de incubacién. Se
transfirieron 1 mL de cada una de las muestras en tubos Eppendorf de 2.0 mL que
contenian 0.25 mL de acido metafosférico al 25 %. En una centrifuga Eppendorf
5810R, se centrifugaron a 11, 000 rpm por 10 min a 4C. Posteriormente, se tomo
el sobrenadante y se colocé en viales para cromatografia. La concentracion de
AGV se determind en un cromatografé de Gases Perkin EImer modelo Clarus 500
con automuestreador y una columna capilar Elite FFAP. Las condiciones usadas
fueron: velocidad del gas acarreador nitrégeno, 15 mL min™; volimen de
inyeccion, 1uL de muestra; temperaturas de inyector, detector y horno, 200, 250 y
140 <, respectivamente, tiempo de retencién del ac etato 2.19 min, propionato

2.62 min, butirato 3.14 min y un tiempo total de corrida de 5 min (Pérez 2006).
Concentracion de bacterias totales

La determinacion de la concentracion de bacterias se realizé a las 0, 6, 12, 24, 48,
72 h de incubacion (Stewart et al. 1997), por método directo en una camara
Neubauer-improved y un microscopio optico marca MOTIC, modelo DMB3, a una
magnificacion total de 100X, determinando el niumero de bacterias en 5 cuadros
de la cuadricula central de la cAmara con un area de 0.04 mm? y una profundidad
de 0.1 mm, el nimero de bacterias mL™ se estim6 de acuerdo con la siguiente

formula:

Bacterias por mLt = X x 25 x FD x 50000

Doénde:

X : Promedio de células contadas en los 5 cuadros
FD: Factor de dilucion
25: Numero de cuadros en la cuadricula central

50000: Constante de la camara
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Concentracién de protozoarios.

La determinacion de la concentracion de protozoarios se realizé a las 0, 6, 12, 24,
48, 72 h de incubacion (Stewart et al. 1997), por método directo en una camara
Neubauer-improved y un microscopio optico marca MOTIC, modelo DMB3, a una
magnificacion total de 40X, determinando el nUmero de protozoarios en 5 cuadros
con un area de 1mm? y una profundidad de 0.1 mm. El nimero de protozoarios

mL™ se estimé de acuerdo con la siguiente férmula:

Protozoos por mL = NP x FD x 50000
Donde:

NP: Numero de protozoarios contados
FD: Factor de dilucién

50000: Constante de la camara
Concentracion de bacterias celuloliticas.

La concentracion de bacterias celuloliticas se estimo por el método del numero
méas probable (NMP) segun Harrigan & McCance (1979) después de 72 h de
incubacion. Se utilizé el medio de cultivo para bacterias celuloliticas (Cuadro 3), la
prueba se realiz6 por triplicado con diluciones de 0.5 mL en tubos de 13 X 100 mm
que contenian 4.5 mL de medio de cultivo para bacterias celuloliticas. Las
diluciones fueron de 10" a 10™° de medio de cultivo para bacterias celuloliticas.
Se consideré como crecimiento positivo de bacterias celuloliticas a aquellos tubos
de cultivo que presentaron degradacion de la tira de papel y turbidez después de

los 7 dias de incubacién a 39C.
pH del medio de cultivo a 72 h de incubacion

El pH se determin6 después de 72 h de incubacion (Lana et al. 1998) en cada
biodigestor con un potenciometro marca HANNA modelo HI2210, calibrado a dos
puntos (4.0y 7.0).
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Cuadro 3. Componentes del medio de cultivo para bacterias celuloliticas.

Ingrediente Cantidad en 100 mL
Agua destilada 56.2
Fluido ruminal clarificado 30.0
Solucién mineral 1 5.0
Solucién mineral 2 5.0
Resarzurina al 0.1% 0.1
Tripticasa peptona 0.2¢g
Extracto de levadura 0.1g
Carbonato de sodio 8% 5.0
Solucion de sulfato cisteina 2.0
Papel Wathman 541 1 tira

Digestibilidad in vitro de la materia seca

Después de las 72 h de incubacion (McAllister et al. 1994), se filtro el contenido de
los biodigestores; con un equipo de filtracion con bomba de vacio GAST, modelo
DOA-P704-AA, el residuo se seco en una estufa FELISA a 75 T por 48 h; para
obtener el peso constante y se peso6 en una balanza analitica.

Se determiné la digestibilidad de la materia seca (MS) por medio de la siguiente

formula (Mellenberger et al. 1970);

MSi — (PMS — (DB + PS))

0 =
DIV % = 100 MSi

Donde:

DIV %= Digestibilidad in vitro en porcentaje
MSi = Materia seca inicial (muestra)

PS = Peso constante del papel

DB = Digestibilidad de los blancos

PMS = Peso del papel mas el residuo de la muestra
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Andlisis de los datos

Para el analisis de los datos se usO un disefio completamente aleatorio, se
consideraron como unidades experimentales a los biodigestores, los cuales fueron
asignados de manera aleatoria a uno de los cinco tratamientos experimentales con
tres repeticiones. Se analizaron por medio del procedimiento GLM del paquete
estadistico SAS (2010) y para la comparacién de medias se usé la prueba de
Tukey (Steel & Torrie 1988). Para las variables de concentracion de bacterias
totales, bacterias celuloliticas y protozoarios, se realizdO una transformacion

logaritmica para normalizar los datos.

El modelo estadistico fue el siguiente:
Yij=p+ Tj+E;
Yj = Variable respuesta.
u = Media general.
T; = Efecto del j-eésimo tratamiento.

E;; = Error experimental.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Desplazamiento de gas metano en las trampas de NaOH

El desplazamiento acumulado en las trampas de solucién de NaOH (Cuadro 4),
presentd diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos a las 12, 24, 48y 72
horas. A las 6 horas no existieron diferencias significativas (P>0.05) entre
tratamientos; a las 12 horas el T2 desplaz6 mayor (P<0.05) cantidad de solucion
de NaOH, en relacion con el T3; a las 24 horas el T2 desplazo mayor (P<0.05
cantidad de solucion de NaOH, en relacién con el T1, T3 y T4; a las 48 horas el
volumen desplazado por T1, T3 y T4 fue menor (P<0.05), al volumen desplazado

por el T2; a las 72 horas el volumen desplazado por T2 es superior (P<0.05) al T3.

Cuadro 4. Desplazamiento (ml) acumulado de gas metano en trampas de NaOH.

Tratamientos Tiempo de incubacion (h)
6 12 24 48 72
T1 8.28 12.15% 15.62° 18.98° 20.95%°
T2 14.27 22.832 27.732 31.60° 32.122
T3 7.13 11.34° 12.43° 13.57° 15.06"
T4 8.57 11.77% 14.73° 18.47° 19.90%
T5 6.97 13.20% 18.23% 23.43% 26.43%°
Media 9.04 14.26 17.75 21.21 22.89
EEM 2.234 2.448 2.540 2.656 2.751

2P medias con diferentes literales en una misma columna son diferentes (P<0.05).
EEM; Error estandar de la media.

T1: 100% forraje King grass CT-115 (control).

T2: 99.5% forraje King grass CT-115 mas 0.5% de aceite de pescado.

T3: 95% forraje King grass CT-115 méas 5% de aceite de pescado.

T4: 70% forraje King grass CT-115 mas 30% de Leucaena leucocephala.

T5: 60% forraje King grass CT-115 mas 40% de alimento concentrado.

El resultado obtenido en el tratamiento 1 del presente experimento, a las 24 horas

de fermentacion mostro resultados similares con Gonzalez et al. (2007), quienes

reportan en es misma hora un volumen de 14.72 mL de gas metano para una
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muestra de pasto King grass CT-115; también coinciden con los resultados
obtenidos por Rodriguez (2010), al utilizar una dieta de iguales caracteristicas,
reporta a las 24 h de fermentacién, un desplazamiento de 16.34 mL de gas
metano. En contraste, Galindo et al. (2003a), en la fermentacion in vitro de una
dieta de 100% de pasto estrella (Cynodon nlemfuensis), a las 24 horas obtuvo un
volumen de 35.00 mL de gas metano, lo cual podria ser explicado por la baja
calidad del forraje que influyd en una mayor produccion de metano.

En el T2 al adicionar 0.5% de aceite de pescado a la dieta, presentd el mayor
volumen desplazado en las trampas a las 72 h; esto podria explicarse por la baja
concentracion de aceite de pescado adicionado, el cual aparentemente funciono
como fuente de energia para las bacterias sin ocasionar efectos toxicos y ademas
potencializé la producciéon de metano; sin embargo, se observo en el T3 una
disminucién en el volumen desplazado, esta diferencia en la produccion de
metano coincide con resultados reportados por Dong et al. (1997), al adicionar
10% de aceite de higado de bacalao en una dieta de 100% de heno, observaron
una disminucidon en la produccién de metano; por otra parte, Machmiller &
Kreuzer (1998), mencionan que al incrementar el porcentaje de aceite de coco en
una dieta para rumiantes la produccion de metano disminuye. La disminucién
observada en el desplazamiento de gas metano en el T3 del presente estudio, tal
vez pueda ser explicado por la presencia del acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5)
y acido docosahexaenoico (DHA; 22:6) presentes en el aceite de pescado (Dohme
et al. 2003), a altos niveles de inclusion se ha demostrado disminucion del 50 %
en la lipdlisis; ademas de producir toxicidad sobre bacterias celuloliticas y
metanogénicas, debido a la presencia de dobles enlaces que causan dafio a la
estructura de los lipidos de la pared bacteriana, provocando con ello una menor
produccion de gas metano (Maia et al. 2007).

En el T4 de este estudio, el volumen desplazado a las 24 horas produjé resultados
similares descritos por Ramirez (2010), quien reporta un volumen de gas metano
de 16.7 mL en una dieta de 70% de pasto King grass CT-115 y 30% de Leucaena
leucocephala, sin encontrar diferencias (P<0.05) con una dieta con el 100% de

pasto.
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El volumen desplazado en el T5 no presento diferencias significativas (P<0.05)
con respecto al T1, Bonilla-Cardenas et al. (2012) reportan que no encontraron
diferencias en la produccién de metano entre tratamientos; sin embargo, al ajustar
la produccion de metano por gramo de MS degradada en rumen, observaron
diferencias entre los tratamientos, por lo cual este valor podria disminuir si se

tomara en cuenta la MS degradada durante el proceso de fermentacion.

Desplazamiento de biogas total (CO , y CH,4) en las trampas de solucion

salina acida

Cuadro 5. Desplazamiento (ml) acumulado de biogéas total en trampas de solucién
acida.

Tratamientos Tiempo de incubacion (h)
6 12 24 48 72
T1 36.97 69.07 86.47 90.95 91.65
T2 20.00 44.83 55.27 60.07 62.47
T3 48.85 81.12 98.02 102.05 102.97
T4 29.67 60.13 73.88 75.43 76.02
T5 59.30 81.00 92.13 93.80 94.42
Media 38.96 67.23 81.15 84.46 85.50
EEM 8.575 11.320 14.031 14.517 14.983

EEM:; Error estdndar de la media.

T1: 100% forraje King grass CT-115 (control).

T2: 99.5% forraje King grass CT-115 mas 0.5% de aceite de pescado.
T3: 95% forraje King grass CT-115 mas 5% de aceite de pescado.

T4: 70% forraje King grass CT-115 mas 30% de Leucaena leucocephala.

T5: 60% forraje King grass CT-115 mas 40% de alimento concentrado.

En el Cuadro 5 se puede observar el desplazamiento en las trampas de solucion
salina acida, la cual determiné la produccién de biogas, que comprendio el bidxido
de carbono mas metano, cuyos valores no presentaron diferencias significativas
(P>0.05) entre tratamientos a los diferentes tiempos.

Los resultados obtenidos por Sosa et al. (2010) durante la fermentacion in vitro de

una dieta con 100% de pasto King Grass CT-115, indicaron una produccién de gas
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total a las 24 horas de 69.68 mL, lo cual contrasta con los resultados de este
estudio ya que, a 24 h se encontré un volumen de 86.47 mL de biogas total.

Por otra parte, Rodriguez (2010), encontré diferencias en la produccion de gas
total, entre una dieta de 100% de forraje y una dieta con 30% de L. leucocephala y
70% de pasto, lo cual también difieren con los datos observados en este
experimento.

Las diferencias en la produccion de biogas total con respecto a otros estudios,
pueden deberse al tipo de técnica de medicion utilizada; al respecto, Getachwey et
al. (1998), mencionan que el uso de transductores de presion y jeringas
volumétricas tienen como desventaja, que la alta presion interna acumulada en el
interior de los biodigestores altera la solubilidad de los gases en la solucién
acuosa, generando de esta forma mediciones erroneas (Baez 2010). En este
experimento, las trampas de biogas evitan la acumulaciéon de biogas en el
biodigestor y por tanto, la presion atmosférica se mantiene muy similar a la presion
atmosférica ambiental que es aproximadamente de una atmosfera de presion, por
tanto, no se tiene problema con un aumento de la presion dentro de los
biodigestores y los resultados son mas confiables.

La produccion de gas es generalmente proporcional con la tasa de fermentacion
de la particula (Owens & Goestsch 1988), por lo que se esperaba que la

produccion de gas en el T5 fuera menor al resto de los tratamientos.
Digestibilidad in vitro de la materia seca y pH

El valor de pH (Cuadro 6) en T2 fue mayor (P<0.05) al resto de los demas
tratamientos; a su vez el pH del T3 fue superior (P<0.05) a T1, T4 y T5, con
valores de 6.55, 6.24, 6.12, 6.16, 6.09 respectivamente. En los valores de DIVMS
% no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre los distintos

tratamientos, el valor promedio fue de 49.55 (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) y pH.

Tratamientos pH DIVMS %
Tl 6.12° 49.32
T2 6.55% 49.23
T3 6.24° 47.14
T4 6.16° 49.05
T5 6.09° 52.99
Media 6.23 49.55
EEM 0.016 1.365

& b ¢ medias con diferentes literales en una misma columna son diferentes

(P<0.05).
EEM:; Error estdndar de la media.

T1: 100% forraje King grass CT-115 (control).

T2: 99.5% forraje King grass CT-115 més 0.5% de aceite de pescado.
T3: 95% forraje King grass CT-115 méas 5% de aceite de pescado.

T4: 70% forraje King grass CT-115 mas 30% de Leucaena leucocephala.

T5: 60% forraje King grass CT-115 mas 40% de alimento concentrado.

El valor de pH promedio entre tratamientos fue de 6.23, lo cual indica que se
mantuvieron las condiciones adecuadas para la actividad de las bacterias
celuloliticas y metanogénicas (Yokoyama & Johnson 1988). Sin embargo, en el T5
el pH del medio mostro un valor de 6.09 y es probable que la actividad de las
bacterias celuloliticas fue afectado negativamente, Rusell & Wilson (1996),
observaron una disminucion en la celulolisis cuando el pH descendié por debajo
de 6. Diversos mecanismos pueden explicar el efecto del pH sobre la poblacién de
bacterias celuloliticas; Shriver et al. (1986) y Hoover (1986), observaron que
disminuciones moderadas del pH, debilitaban la adhesion de las bacterias
celuloliticas a las estructuras vegetales, disminuyendo considerablemente la
degradacion y arrastrando las bacterias hacia al abomaso. Por otro lado Russell &
Dombrowski (1980), atribuyeron la baja concentracion de las bacterias celuloliticas
en condiciones de pH desfavorables, a un aumento en los gastos de

mantenimiento y dafio en la membrana celular.

37



La DIVMS (%) de la dieta de 100% de forraje King grass CT-115, fue inferior a los
resultados de otras investigaciones; Silva (2010) con condiciones similares
edafoclimaticas e igual edad de corte, reporté un valor de DIVMS de 58.6 %; por
otra parte, Rodriguez (2010) con condiciones similares, reporté un valor de DIVMS
de 40.03 %. Los resultados de T1 de este estudio son similares a los obtenidos
por Valenciaga et al. (2001), quienes obtuvieron valores de DIVMS de 50.14 %
con una edad de corte de 65 dias. Valenciaga et al. (2009), menciona que el clon
King Grass CT-115 presenta mayor contenido de carbohidratos estructurales y
desarrollo de la pared celular a medida que avanza su edad, por lo que en el
presente estudio se esperaria una disminucion en la digestibilidad del forraje.

La DIVMS del King Grass CT-115 utilizado durante este experimento se considera
relativamente alta para una graminea tropical, al considerar su composicion
nutrimental (Herrera 1997), este podria ser uno de los factores por los cuales la
produccion de metano suele ser menor comparado con otros forrajes tropicales.
Los resultados obtenidos en DIVMS en este ensayo en la adicion de 0.5 % de
aceite de pescado (T2), asi como la adicion de 5.0 % de aceite de pescado (T3)
son similares a los obtenidos por Dong et al. (1997), quienes reportan que no se
presentaron diferencias en la DIVMS al agregar 10 % de aceite de higado de
bacalao, resultados similares fueron reportados por Osborne et al. (2008), quienes
agregaron 1% de aceite de pescado en el agua de bebida y no encontraron
diferencias en la DIVMS de la dieta. Sin embargo, en algunas investigaciones se
han reportado efectos negativos sobre la DIVMS al adicionar bajos niveles de
lipidos suplementarios (< 3%). Vafa et al. (2009), al adicionar 2 % de aceite de
pescado a la dieta, obtuvo una disminucion en la DIVMS; en contraste, no
encontré efecto al administrar 1 % de aceite de pescado combinado con 1 % de
aceite de colza. Machmiiller & Kreuzer (1998) observaron que la digestibilidad se
redujo debido a la incorporacion de 2.5 % de grasa extra en forma de semilla de
girasol, pero no se afecto por la inclusion de la misma cantidad de grasa en forma
de aceite de coco, semilla de colza o semilla de lino. Lo cual hace suponer que el
efecto en la digestibilidad de la dieta depende del grado de insaturacion del aceite,

la forma de presentacion (semillas oleaginosas vs aceites), tipo de procesado de
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las semillas (enteras vs extrusionadas) (Martinez 2011), asi como la proporcion y
tipo de forraje utilizado (Sackmann et al. 2003).

Los resultados obtenidos en el presente experimento sugieren que al adicionar
mayor cantidad de aceite de pescado, la DIVMS tiende a disminuir, lo cual se
explica, porque a medida que se aumenta el nivel de aceite en la dieta se reduce
la digestibilidad de la fibra (Doreau & Chilliard 1997); debido a que el aceite
recubre las particulas de forraje, causando asi una menor adhesion por parte de
las bacterias celuloliticas y con ello disminuir la degradacion de la fibra (Yokoyama
& Johnson 1988).

Los resultados obtenidos en el T4 de este experimento, donde se incluyd 30% de
L. leucocephala y 70% de forraje King Grass CT-115, difieren de lo reportado por
otras investigaciones, en donde se ha encontrado que la adicion de L.
leucocephala mejora la digestibilidad de forrajes de mala calidad (Vergara-Lopez
et al. 2006, Galindo et al. 2007); por su parte Rodriguez (2010), al utilizar una dieta
en las mismas proporciones, observo un incremento en la digestibilidad in vitro al
adicionar esta leguminosa; en otro estudio similar Vergara-Lopez et al. (2006),
reporta un aumento en la digestibilidad in vitro al incluir L. leucocephala en la
dieta. Al respecto Razz et al. (2006), mencionan que esta leguminosa posee
paredes celulares rapidamente degradables, en este mismo sentido Ramirez et al.
(2007), mencionan que elevadas cantidades de proteina, permiten incrementar la
fermentacion ruminal, resultando en un incremento de la digestibilidad; explicando
de esta forma la mejora en la digestibilidad por parte de esta leguminosa.

Las diferencias existentes en la digestibilidad de L. leucocephala en las distintas
investigaciones, se deben a la variedad en estudio, al contenido de taninos, asi
como a la época del afio (Sanchez et al. 2008), al respecto Garcia et al. 2008,
reportan diferencias en la digestibilidad entre variedades de la misma especie,
debidas principalmente al contenido de proteina, los componentes de la pared
celular, y metabolitos secundarios; en contraste La O et al. (2003) mencionan que
al no existir diferencias en la digestibilidad entre ecotipos de esta especie, si se
presentan diferencias en el contenido de paredes celulares las cuales estan

compuestas por lignina, hemicelulosa y celulosa entre los ecotipos en distintas
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épocas del afio, mostrando un mayor contenido de paredes celulares en la época
con menor precipitacion.

Papi et al. (2011), mencionan al respecto que el incremento de la proporcion de
alimento concentrado aumenta la digestibilidad de la dieta, efecto similar fue
reportado por Salinas-Chavira et al. 2011, quienes al disminuir la cantidad de fibra
en la dieta encontraron que aumentaba la digestibilidad; sin embargo la alta
digestibilidad en estas dietas podria generar un pH acido en rumen, causando
problemas de acidosis ruminal, por lo que resulta necesario incluir un adecuado
nivel de forraje que permita mantener el pH en condiciones Optimas para la
fermentacién ruminal.

Las diferencias entre los resultados obtenidos en la DIVMS de la presente
investigacion con respecto a las investigaciones anteriormente citadas pueden
deberse a la metodologia utilizada, Sanginés (2001), menciona al respecto que la
acumulacion de gases puede inhibir el proceso de fermentacion; tomando en
cuenta que la mayoria de los estudios se basan en la metodologia propuesta por
Theodorou et al. (1994), en donde la presién acumulada no se libera, se podria
afectar negativamente a la fermentaciéon microbiana (Martinez 2009).

Las condiciones de manejo de los animales donantes, su dieta y el momento de
recogida del in6culo pueden afectar los resultados; al respecto Bochi-Brum et al.
(1999), mencionan que la procedencia del in6culo ruminal se considera la mayor
fuente de variacién en la determinacion de la digestibilidad in vitro. En este
sentido, la racion ingerida por los animales empleados como donantes ha sido
seflalada como uno de los principales factores que afectan al numero y actividad
de los microorganismos ruminales y que, consecuentemente, pueden afectar los
valores de la DIVMS de los alimentos (Weiss, 1994).

No obstante, que la evaluacién del método para la determinacién de la DIVMS no
fue un objetivo, los resultados indican que el método utilizado puede ser una

alternativa para el célculo de las digestibilidades in vitro de forrajes tropicales.
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Concentracion de bacterias totales

La concentracion inicial de bacterias totales en todos los tratamientos fue de 9.25

x 10° células mL™. A las 6 horas se observé una mayor (P<0.05) concentracién de
bacterias en el T2, siendo de 28.33 x 10° células mL™; en comparacién con el T1y

T4; pero similar (P>0.05) a T3y T5 (Cuadro 7). A las 12 horas la concentracion de

bacterias fue similar (P>0.05) en todos los tratamientos. A las 24 horas se observo

una mayor concentracion (P<0.05) en T2, en relacién a T3, T4 y T5, la menor

(P<0.05) concentracion se presento en el T5. A las 48 horas el T2 presentd una

mayor (P<0.05) concentracion en comparacion a los demas tratamientos,

presentandose la menor (P<0.05) concentracion en T4 y T5. A las 72 horas se

observé una mayor concentracion de bacterias en T1 y T2, que fueron superiores

(P<0.05) al T3, T4y T5.

Cuadro 7. Concentracion de bacterias totales a diferentes tiempos (10° mL™).

Tiempo de incubacion

Tratamiento

6 12 24 48 72
T1 13.75¢ 28.75 27.50% 24.25° 24.172
T2 28.332 24.75 42.082 37.17° 31.752
T3 21.50%° 28.08 19.67™ 17.71° 15.75°
T4 15.67°¢ 27.42 17.25¢ 15.17°¢ 14.75°
T5 19.502"¢ 23.92 14.00° 12.75° 11.50°
Media 19.82 26.58 24.10 21.41 19.58
EEM 2.1x10° 1.7x10° 3.4x10° 1.7x10° 1.8x10°
a b ¢ medias con diferentes literales en una misma columna son diferentes
(P<0.05).

EEM; Error estdndar de la media.
T1: 100% forraje King grass CT-115 (control).
T2: 99.5% forraje King grass CT-115 méas 0.5% de aceite de pescado.

T3: 95% forraje King grass CT-115 méas 5% de aceite de pescado.

T4: 70% forraje King grass CT-115 méas 30% de Leucaena leucocephala.

T5: 60% forraje King grass CT-115 mas 40% de alimento concentrado.
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En todos los tratamientos evaluados, la concentracion de bacterias totales
estimada, se mantuvo en 10° células por mL del medio de cultivo, encontrandose
dentro del rango normal (Yokoyama & Johnson 1988). Al adicionar 0.5% de aceite
de pescado se presentdé un aumento en el numero de bacterias totales siendo
similar anicamente al T1, este resultado coincide con los datos reportados por
Dong et al. (1997), quienes al adicionar 10 % de aceite de higado de bacalao a
una dieta a base de heno, encontraron una mayor concentracion de bacterias
totales, aunque no encontraron diferencias significativas. De manera similar
Galindo et al. (2009), al adicionar 7.5% de aceite de coco, no encontraron
diferencias en la concentracion de bacterias totales, sin embargo se puede
observar que la mayor concentracién de estas se presento al adicionar aceite de
coco; en este mismo sentido Machmiuller & Kreuzer (1998), al adicionar el 7% de
aceite de coco observaron un incremento en el nimero de bacterias totales. Lo
anterior puede ser explicado por el contenido de acidos grasos poliinsaturados
(Martinez et al. 2010), los cuales son rapidamente hidrogenados en el rumen, al
ser suministrado el aceite de coco en pequefias cantidades puede potencializar el

crecimiento de las bacterias celuloliticas.

Un efecto distinto se observo en el tratamiento 3 al adicionar 5% de aceite de
pescado, en donde el nimero de bacterias totales a las 72 h disminuyd, en
relacion al T1, lo cual podria ser consecuencia del contenido de acidos grasos
contenidos del aceite de pescado. Dohme et al. (2003), observaron altos
contenidos de EPA y DHA en aceites de pescado, los cuales disminuyen la
lipolisis y por consecuencia la hidrogenacién, provocando un efecto toxico, al
encontrarse una mayor cantidad de acidos grasos insaturados en el medio; dentro
de los efectos toxicos que afectan a las bacterias Maczulak et al. (1981),
mencionan que el mecanismo de accion se encuentra relacionado a la adsorcién
del acido oleico sobre la superficie bacteriana impidiendo el ingreso de nutrientes
a la célula.

En numerosas investigaciones al adicionar L. leucocephala se ha reportado una

disminucién en el numero de bacterias totales, Galindo et al. (2003b), al adicionar
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L. leucocephala en la misma proporcién que el presente estudio, reportan una
disminucién en el numero de bacterias totales en comparacion con una dieta de
100% de forraje, resultado similar al reportado por Galindo et al. (2008), quienes
encontraron una disminucion lineal conforme al aumento de la proporcion de esta
leguminosa en la dieta, presentandose el menor numero de bacterias totales al
incorporar el 30% de esta leguminosa efecto similar al encontrado en la presente

investigacion.

La disminucidon en la concentracion de bacterias totales en el T5, puede ser
explicada por el descenso en pH del medio, que aun que no llego a valores
menores de 6.0, Lana et al. (1998) mencionan al respecto que el pH es el

pardmetro ambiental mas importante que afecta la poblacion microbiana.
Concentracion de bacterias celuloliticas

En la concentracion de bacterias celuloliticas (Cuadro 8) no se observaron

diferencias significativas (P>0.05).

Cuadro 8. Concentracion de bacterias celuloliticas (10° mI™).

Tratamiento Concentracion

T1 7.93

T2 29.66
T3 4.96
T4 5.66
T5 3.78

Media 10.40
EEM 0.35

EEM; Error estandar de la media.

T1: 100% forraje King grass CT-115 (control).

T2: 99.5% forraje King grass CT-115 mas 0.5% de aceite de pescado.
T3: 95% forraje King grass CT-115 mas 5% de aceite de pescado.

T4: 70% forraje King grass CT-115 méas 30% de Leucaena leucocephala.

T5: 60% forraje King grass CT-115 mas 40% de alimento concentrado.
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En general, la concentracion de bacterias celuloliticas de todos los tratamientos,
se encuentra dentro de un rango Optimo para medios de cultivo anaerobios
(Yokoyama & Johnson 1988).

El resultado obtenido en el T1, el nUmero de bacterias celuloliticas fue de 7.93 x
10° ml*; resultado similar a lo reportado por Galindo et al. (2003b), quienes
observaron una concentracién de bacterias celuloliticas de 2.69 x 10° ml?, al
fermentar una dieta de 100% de pasto estrella (Cynodon nlenfuensis), también
coinciden con los resultados obtenidos por Galindo et al. (2007), quienes reportan
una concentracién de 2.93 x 10° mI™* para bacterias celuloliticas.

Numerosas investigaciones hacen referencia la disminucién en la poblacion de
bacterias celuloliticas al incorporar aceites a la dieta (Maczulak et al. 1981,
Broudiscou et al. (1994), siendo las principales causas, el aumento del grado de
insaturacion y la presencia de grupos carboxilos libres (Casals 1992, Jenkins
1993), sin embargo Chalupa et al. (1984), mencionan que concentraciones de 3-
5% de aceite pueden ser toleradas por los microorganismos ruminales, en este
mismo sentido, Dong et al. (1997), mencionan al respecto que el efecto de los
aceites en la poblacion de bacterias celuloliticas depende mas de las propiedades
individuales de los acidos grasos que del grado de insaturacion. Smith y Harris
(1993), observaro que un alto contenido de forraje en la dieta disminuyen el efecto
negativo de las fuentes de grasas sobre las bacterias ruminales, lo anterior podria
explicar el por que la concentracion de bacterias celuloliticas no se vio afectada en
la presente investigacion.

El resultado del T4 de la presente investigacion concuerda con lo reportado por
Galindo et al. (2007) y Galindo et al. (2008), quienes no observaron diferencias en
el nimero de bacterias celuloliticas al adicionar 30 % de L. leucocephala en una

dieta a base de pasto estrella.

En dietas con altos contenidos de concentrado, en donde la velocidad de digestion
y produccion de acidos es alta, se observa una reduccién en la poblacién de
bacterias celuloliticas (Van Soest 1982), sin embargo muchas bacterias

aminoliticas (cepas de Fibrobacter succinogenes, Prevotella ruminicola, Butirivibrio
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fibrisolvens) son también celuloliticas (Hungate 1966); por lo que las poblaciones
celuloliticas pueden resistir fluctuaciones moderadas en el pH con una leve
disminucién de su actividad, (Casamilga et al 2002, Hoover 1986), lo cual podria

explicar el por que no se encontraron diferencias en el T5.
Concentracion de protozoarios

La concentracion inicial de protozoarios de todos los tratamientos fue de 26.33 x
10° células mL™; entre las 6 y 48 horas no se encontraron diferencias significativas
(P>0.05) entre tratamientos (Cuadro 9); a las 72 horas se observo una mayor

concentracion (P<0.05) en el T5y T3, en relacion al T1.

Cuadro 9. Concentracion de protozoarios a diferentes tiempos (10° ml™).

Tratamiento Tiempo de incubacion

6 12 24 48 72

Tl 10.00 8.33 8.33 8.33 0.00°

T2 18.33 16.66 10.00 5.00 1.66%°

T3 11.67 16.66 11.67 8.33 5.00°

T4 16.66 15.00 25.00 6.66 1.66%°

T5 8.33 6.66 20.00 15.00 10.00°
Media 13.33 12.67 15.00 8.67 3.67

EEM 3.6x10° 4.1x10° 5.4x10° 3.4x10° 1.6x10°

2P medias con diferentes literales en una misma columna son diferentes (P<0.05).
EEM; Error estandar de la media.

T1: 100% forraje King grass CT-115 (control).

T2: 99.5% forraje King grass CT-115 mas 0.5% de aceite de pescado.

T3: 95% forraje King grass CT-115 mas 5% de aceite de pescado.

T4: 70% forraje King grass CT-115 méas 30% de Leucaena leucocephala.

T5: 60% forraje King grass CT-115 mas 40% de alimento concentrado.

El resultado obtenido en el T3 difiere de lo reportado por otras investigaciones, en
donde al adicionar aceites a la dieta, se observo una disminuciéon en el nimero de
protozoarios, Machmiuller & Kreuzer (1998), observaron una disminucion en el

namero de protozoarios al adicionar 7% de aceite de coco. Por su parte, Yang et

45



al. (2009), compararon la inclusion de 4% de aceite de soja, 4% de aceite de lino y
4% de una mezcla de ambos en cantidades iguales en la dieta de vacas, y
observaron una disminucion de los protozoarios en las dietas con aceite en
relacion a una dieta control, sin embargo el papel de los protozoarios en la
biohidrogenacién de las grasas aun no esta claro, al respecto Zapata et al. (2012)
mencionan que la participacion de los protozoarios en la biohidrogenacion esta
orientada primeramente en la lipolisis y posteriormente realizan la isomerizaciéon
de algunos compuestos, los entodinomorfos son los encargados de estas
funciones. Pruebas realizadas con acidos poliinsaturados mostraron la importancia
de los protozoos, al ser capases de degradar entre el 50 y 85% del EPA y DHA,
acidos grasos altamente téxicos para las bacterias, permitiendo de esta manera su
viabilidad y lo cual podria explicar el aumento de protozoos en el presente estudio.
Martinez et al. (2010) menciona al respecto que el efecto de las fuentes de grasa
no protegidas sobre los microorganismos ruminales depende tanto del grado de

insaturaciéon como de la forma de presentacion.

La concentracion de protozoarios en el T4 difiere de lo reportado por Galindo et al.
(2007) y Galindo et al. (2008), en donde se observé una disminucion significativa
con respecto a una dieta de 100% de forraje. Recientemente se ha observado
variaciones entre ecotipos de la misma especie en el contenido de taninos,
digestibilidad, contenido nutricional; al respecto Galindo et al. (2003b), observaron
un aumento en la concentracién de protozoarios, lo cual fue atribuido a factores
relacionados con la leguminosa, como el estado vegetativo, edad, fenologia,
época del afio; En otros estudios se ha demostrado que cuando los taninos de
algunas especies tropicales presentan poca capacidad para precipitar proteinas,
resultan inocuos para el sistema digestivo de los animales (Makkar & Becker
1998).

La incorporacion de alimento concentrado en un 40% de la dieta, presento un
aumento en la concentracion de protozoarios. Yokoyama & Johnson (1988),
mencionan que en dietas con mayor cantidad de concentrado, aumenta la

concentracion de protozoarios totales; no obstante, cuando la inclusion de
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concentrado se incrementa a mas de 70 - 80% de la MS, y el valor de pH cae por
debajo de 6.0, la concentracion de protozoarios disminuye drasticamente (Dennis
et al. 1983). Se ha reportado que el incremento en la poblacién de protozoarios
evita los cambios drasticos en el pH, debido a que tienen un efecto depredador
sobre la poblacion de bacterias totales, celuloliticas y amiloliticas del rumen
(Mendoza et al. 1993), esto explicaria el descenso de las concentracion de

bacterias totales, observadas en el presente estudio.

Concentracion de AGV en los tratamientos

La produccion total de AGV fue mayor (P<0.05) en T2, en comparacion con T1, T3
y T4; pero similar a T5 (Cuadro 10). La concentracion de acetato fue mayor
(P<0.05) en T2, en comparacién a T1, T3 y T5; pero similar (P>0.05) a T4;
presentandose la menor concentracion (P<0.05) en el T5. La concentracion de
acido propiénico en T5 fue mayor (P<0.05) al resto de los tratamientos, en tanto
que, la menor concentracion (P<0.05) fue producida en el T2. La concentracion de
butirato fue mayor en el T2, presentandose la menor concentracion en el T5. La
relacion acetato:propionato fue mayor (P<0.05) en T2, observandose la menor
(P<0.05) en el T5.

Los resultados de produccion de AGV totales, a excepcion del T2, se encuentran
dentro del rango normal de 80-120 mol L™, reportado para rumiantes (Fahey &
Berger 1988). Park et al. (1994) reportan que la concentracion de AGV
incrementan conforme incrementa la digestibilidad de los forrajes; lo cual podria
explicar las diferencias entre el resultado del T1 y las concentraciones de AGV
reportadas para forrajes de menor calidad, Galindo et al. (2003b) reportan para
pasto estrella un valor de 98.81 mmol L. Galindo et al. (2003a) reportan para el
mismo pasto proporciones de acetato de 67.37%, propionato de 19.93% y butirato
de 9.5%, resultados que se encuentran en el rango normal al suministrar dietas a
base de forrajes, sin embargo el resultado observado en el T1 presenta una menor
produccion de acetato de 57.32% y superior en el caso del propionato de 33.48%,
lo cual podria ser a causa de la calidad del forraje. Al respecto Relling & Mattioli
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(2003), mencionan que cuando lo que predomina es contenido celular de alta
disponibilidad, aunque el animal se alimente de forraje el aporte de fibra es bajo y
las condiciones ruminales resultantes serdn mas semejantes a dietas
suplementadas con almidon, con menor pH y mayor produccion de AGV, en

particular de propionato.

Cuadro 10. Concentracibn AGV en los tratamientos después de 72 h de
incubacion.

Tratamiento Total . Acetato  Propionato Butirato Acetato:Propionato
AGV mol L % % %
T1 115.40° 57.32° 33.48° 9.20° 1.71°
T2 125.70° 61.212 25.62° 13.172 2.392
T3 114.00° 57.12° 34.03° 8.85° 1.68°
T4 110.97° 59.16%° 31.99° 8.85° 1.85°
T5 119.943 54.15° 37.83% 8.02¢ 1.43°
Media 117.20 57.79 32.59 9.62 1.81
EEM 2.145 0.518 0.538 0.059 0.042
a b ¢ d medias con diferentes literales en una misma columna son diferentes
(P<0.05).

EEM:; Error estdndar de la media.

T1: 100% forraje King grass CT-115 (control).

T2: 99.5% forraje King grass CT-115 més 0.5% de aceite de pescado.
T3: 95% forraje King grass CT-115 méas 5% de aceite de pescado.

T4: 70% forraje King grass CT-115 mas 30% de Leucaena leucocephala.

T5: 60% forraje King grass CT-115 mas 40% de alimento concentrado.

En este estudio al incorporar aceite de pescado, se observé en T2 un aumento en
la cantidad de AGV totales, que fue acompafada con una mayor produccion de
acetato y butirato, menor produccion de propionato, y un aumento en la relacion
acetato:propionato, con relacion a los demas tratamientos. Martinez (2011),
menciona al respecto que la inclusion de fuentes de grasa no protegidas en la
dieta modifica las concentraciones y las proporciones molares de los AGV, el
efecto de estas fuentes de lipidos sobre los AGV son variables. Por otra parte,

Beauchemin et al. (2007 no hallaron ningun efecto en la concentracion ruminal de
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AGYV totales y en las concentraciones de acetato, propionato y butirato al incluir
alguna fuente de grasa en la dieta; en otras investigaciones no se ha demostrado
un efecto de las grasas en las concentraciones totales de AGV y la relacién
acetato:propionato (Avila et al. 2000, Ueda et al. 2003, Montgomery et al. 2008),
sin embargo Mohammed et al. (2004), reportan un incremento en la concentracion
de AGV totales al adicionar aceite de caballo de mar, incrementando la
concentracion de propionato y una reduccion en las concentraciones de acetato y
butirato.

El incremento en las concentraciones de acetato y butirato podria ser explicada
por el aumento en la concentracion de bacterias celuloliticas, aun cuando el
aumento no fue significativo;, Owens & Goetsch (1988), mencionan que una
intensa digestion de celulosa y fermentacion de los carbohidratos solubles por las
bacterias sacaroliticas, provoca una elevada produccion de acetato.

Dong et al. (1997), no encontraron diferencias al adicionar 10 % de aceite de
pescado en la concentraciéon de AGV totales, acetato y propionato, encontrando
diferencias unicamente en la concentracion de butirato; resultados similares fueron
obtenidos en el T3 del presente estudio, donde solo se encontraron diferencias en
la concentracién de butirato; la relacion acetato:propionato presentdé una ligera
disminucién con relacién al T1; Doreau & Chilliard (1997), mencionan que la
suplementacién con lipidos en la dieta produce disminucion en la digestién de la
fibra, con aumento en la concentracién de acido propionico y disminucién de los
acidos acético y butirico, los efectos mencionados dependen de la cantidad de
grasa afadida, se han observado efectos negativos al adicionar menos del 5% de
grasa en la dieta; también influye la fuente de lipidos y la naturaleza de la dieta
basal.

Existe poca informacion acerca del efecto de la incorporacion de L. leucocephala,
sobre la produccion de AGV. En el presente estudio no se encontraron diferencias
en la concentracion de AGYV totales, en la proporcion de propionato y en la relacion
acetato:propionato; sin embargo se puede observar una disminucién en la
proporcion de butirato y un aumento en la produccion de acetato; con respecto al

T1. Galindo et al. (2007) no encontraron diferencias en las concentraciones de
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acetato, propionato y butirato, al asociar el 30% de L. leucocephala en un pastizal.
Estrada-liévano et al. (2009), reportaron un incremento en la produccion de
propionato y butirato al incorporar L. leucocepala a una dieta con pasto estrella.
Por su parte Rodriguez (2010), al utilizar un dieta en las mismas proporciones a
las de este estudio, no encontr¢ diferencias significativas en la produccion de AGV
totales, ni en las proporciones de acetato, propionato y butirato asi como en la
relacion acetato:propionato, con respecto a un dieta con 100% de forraje King
Grass.

Rodriguez (2010), menciona que los efectos de las leguminosas arbustivas
depende de la naturaleza quimica de los taninos (estructura, grado de
polimerizacion y reactividad) y de su concentracion en el alimento, de esta forma
el forraje de leguminosas con cantidades moderadas o altas de taninos tienden a
tener menores relaciones acético:propionico que aquellas con bajos contenidos de
taninos (Mbugua et al. 2008). En este mismo sentido Garcia et al. (2008),
mencionan que existe una gran variacion en el contenido de taninos entre

ecotipos de L. leucocephala.

En el T5, no se encontraron diferencias en la concentraciéon de AGV totales, sin
embargo, la concentracion de acetato, fue la menor; mientras que la proporcién de
propionato fue superior a los demas tratamientos; Bedolla (2010), menciona
respecto que cuando la adiciébn de granos no supera el 30 a 35 % del total de
materia seca consumida, existe un efecto positivo en la concentracion total de
AGV, ademas de que favorece la digestion de la celulosa contenida en la pared
celular, sin alterar el pH ni las caracteristicas productivas del rumen. Por otra
parte, Mc Geough et al. (2010), observaron una disminucién en la concentracién
de acetato, el cual disminuy6é al aumentar el alimento concentrado en la dieta.
Beauchin et al. (2005), reportan un aumento en la produccion de AGV totales y
propionato, asi como una disminucion en la concentracion de acetato, en dietas
con altos contenidos de concentrado en relacién a un dieta con alto contenido de
forraje. Fahey & Berger (1988), mencionan que la tendencia en la produccion de
propionato se presenta al reducir la proporcion forraje:concentrado, sin embargo

los resultados varian dependiendo de la composicion del alimento. Estos
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resultados podrian indicar una reduccién en la produccion de metano, al respecto
Mendoza-Martinez et al. 2008 mencionan que la formacion de propionato conserva

hidrégeno, lo cual reduce la produccion de CHy.

Produccion de CO , y CH4en los tratamientos

La produccién de CO, (Cuadro 11) fue mayor (P<0.05) en el T3, en comparacion
con los demas tratamientos; la concentracion de CH, (Cuadro 11) fue mayor
(P<0.05) en el T2 en relacion a los demas tratamientos, observandose la menor
concentracion (P<0.05) en el T5, la cual fue similar al T3, pero inferior a la
concentracion del T1, T2 y T4. Al ajustar la concentracion de CH4 con los valores
de la digestibilidad in vitro, se determin6 que la concentracién de CH4 fue mayor

(P<0.05) en el T2, encontrandose la menor (P<0.05) cantidad en el T5.

Cuadro 11. Producciéon de CO, y CH4 (mmol) en los tratamientos.

Tratamiento Concentracion Concentracion Concentracion
de CO, (mmol) de CH4(mmol) de metano mmol g™ de
MSD

T1 58.65° 28.69" 58.17"

T2 57.40° 38.70? 78.61°

T3 71.35° 27.92b¢ 59.31°

T4 56.43° 28.86" 58.88"

T5 58.24° 25.94° 49.17°
Media 60.41 30.02 60.83
EEM 1.080 0.589 1.806

a, b, c

: medias con diferentes literales en una misma columna son diferentes
(P<0.05).

EEM; Error estandar de la media.

T1: 100% forraje King grass CT-115 (control).

T2: 99.5% forraje King grass CT-115 més 0.5% de aceite de pescado.
T3: 95% forraje King grass CT-115 méas 5% de aceite de pescado.

T4: 70% forraje King grass CT-115 mas 30% de Leucaena leucocephala.

T5: 60% forraje King grass CT-115 mas 40% de alimento concentrado.
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La mayor produccion de metano se observo al adicionar 0.5% de aceite de
pescado (T2), lo cual contrasta con otras investigaciones; Beauchemin et al.
(2007), reportan una disminucion del 17% de la produccion de metano al adicionar
aceite de girasol, sebo y semillas de girasol, atribuyéndolo a un disminucion en la
digestibilidad de la fibra. Machmiller & Kreuzer (1998) observaron una
disminucién en la produccién de metano al adicionar a la dieta 3.5% y 7% de
aceite de coco, atribuyendo esta disminucion a un menor digestibilidad de la fibra,
asi como una disminucidbn en el numero de bacterias metanogénicas y
protozoarios. Sin embargo, en el presente estudio no se observaron diferencias en
la digestibilidad in vitro de la materia seca, ni en el numero de protozoarios con
respecto al T1. Mohammed et al. (2004), al agregar aceite de caballo de mar en la
dieta, reportan valores similares con lo observado en la presente investigacion, un
incremento en el numero de bacterias totales, el numero de bacterias celuloliticas
y protozoarios no presentaron diferencias con respecto al testigo, sin embargo
reporta un aumento en la concentracion de propionato, y una disminucion en la
produccion de metano atribuida a la competencia por los electrones debido a la
biohidrogenacion de acido graso, lo cual originé una disminucion en el numero de
bacterias metanogénicas.

Los resultados de la presente investigacidn suguieren que el aumento en la
produccion de metano puede ser atribuido a un ligero aumento en la concentracion
de bacterias celuloliticas, ello puede explicar el aumento en la concentracion de
acetato, el cual favorece la produccion de metano (Mendoza-Martinez et al. 2008).
El resultado observado en el T3 de la presente investigacion coincide con lo
reportado por Swainson et al. (2007), quienes no encontraron una disminucién
importante en la produccion de CH, al adicionar 3% de aceite de coco en una
dieta de forraje fresco de Lolium perenne o de Chicorium intybus; sin embargo,
numerosas investigaciones reportan una disminucion considerable de la
produccion de metano; asi Johnson & Johnson (1995), sefialan que la grasa en la
dieta de los rumiantes afecta la produccion de metano por diversos mecanismos,
incluyendo la biohidrogenacion de los acidos grasos insaturados, el aumento en la

produccion de acido propionico y la inhibiciébn del desarrollo de protozoarios; de

52



igual manera Dohme et al. (2000), sefialan que grasas con altas concentraciones
de acidos grasos de cadena media pueden ser efectivos en la reduccién de
metano y de las poblaciones de protozoarios; otros estudios consideran que la
reduccion de metano en la dieta se debe a la disminucion de sustrato fermentable
y no a un efecto directo sobre la metanogénesis (Machmiiller & Kreuzer 1998,
Beauchemin et al. 2007).

Dong et al. (1997), enfatizan que la biohidrogenacién por si sola no puede explicar
la reduccion en la produccion de metano; y que el recubrimiento de la racion con
aceite y la prevencion de la adhesion bacteriana no era responsable de la menor
produccion de metano en la dieta, por lo que la disminucién de metano, tal vez, es
debida a un cambio en la fermentacion hacia una mayor produccion de propionato,
asi como al efecto téxico caracteristico de cada tipo de aceite sobre la poblacion
de bacterias metanogénicas. Lo anterior podria explicar la ligera reduccion en la
produccion de metano observada en el T3, puesto que se observd una
disminucién en la concentracion de acetato y butirato.

El resultado obtenido en el T4 difiere de lo reportado por Sallam et al. (2010),
quienes observaron una disminucion en la produccion de metano; en cambio
Rodriguez (2010), no observo una reduccion significativa al adicionar taninos de L.
leucocephala en la fermentacion de pasto King grass CT-115. Este efecto, como
ya fue mencionado, puede ser explicado por la variacion entre ecotipos, al
respecto Fortes et al. (2003), mencionan que las diferencias entre los ecotipos
estan relacionadas con el contenido de factores antinutricionales. Singh et al.
(2005), mencionan que las diferencias entre los ecotipos estan relacionadas con
el contenido de factores antinutricionales; Ley (2010), menciona que en algunos
casos los metabolitos secundarios de algunas plantas no ocasionan efecto toxico
en los microorganismos del rumen, e inclusive se puede observar un incremento.
El resultado obtenido en el T1, en donde no se observaron diferencias en la
produccion de metano puede estar relacionado con la calidad del alimento
suministrado; se ha demostrado que cuando los rumiantes son alimentados con
dietas que contienen una alta proporcién de forrajes de baja digestibilidad (alto

contenido de paredes celulares) se genera mayor cantidad de acido acético e H,
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(Janssen et al. 2010) lo que a su vez aumenta la cantidad de metano producido
por unidad de alimento ingerido; por el contrario, dietas que contienen una mayor
cantidad de granos o de carbohidratos de facil fermentacion, el principal producto
de la fermentacion es acido propionico (Beauchemin & McGinn 2005). Los
resultados de la concentracion de AGV obtenidos en el T1 de este experimento, al
ser comparados con otros estudios en condiciones similares difieren
notablemente; por su parte, Galindo et al. (2003b), al trabajar con pasto estrella,
reportan concentraciones para acetato de 73.50 %, para propionato de 10.60 % y
para butirato 14.20 %; en contraste, las concentraciones obtenidas en la presente
investigacion son de 57.32 % para acetato, 33.48 % para propionato y 9.20 % para
butirato; por tal razén, no hubo un efecto importante en la adicion de aceite de
pescado y la incorporacion de L. leucocephala. Boadi & Wittenberg (2002), al
ofrecer forrajes con alta (61.5 %), media (50.7 %) o baja (38.5 %) digestibilidad,
encontré que la produccion de CH, se incrementd conforme la digestibilidad del
forraje se redujo; en tanto que Swainson et al. (2007), mencionan que es posible
disminuir significativamente la produccion de CH,4 en dietas a base de forraje con
una digestibilidad mayor al 50 %.

McGeugh et al. (2010), mencionan que al aumentar la relacion de concentrado y
granos en la dieta, causa una disminucion en las emisiones de metano. Por su
parte, Lopez et al. (2011), observaron que esta reduccion de metano es afectada
por la fuente de almidon afadida a la dieta, Beauchemin & McGinn (2005),
mencionan que la sustitucion de grano de cebada por grano de maiz reduce las
emisiones de metano. Miramontes et al. (2010), mencionan que la proporcion de
forraje:concentrado 40:60, de la dieta permite el crecimiento de las poblaciones de
bacterias acetogénicas en el rumen, y una mayor produccion de propionato, lo
cual puede explicar la disminucién en la produccion de metano; Moss et al. (2000),
seflalan que la formacion de propionato puede ser considerada como una forma
competitiva en el uso del H, en el rumen. McGeugh et al. (2010), concluyeron que
al aumentar el contenido de almidén de la dieta es un método eficaz para la
reduccion de metano sin afectar el rendimiento del animal. Otras investigaciones

sefialan que la incorporaciéon de alimento concentrado en la dieta trae como
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consecuencia la acidificacion del contenido ruminal (Cobos et al. 2005), cambios
en la composicion de la poblacion microbiana, que incluyen una disminucion de la
concentracion de las bacterias celuloliticas y un aumento en la concentracion de
bacterias amiloliticas; como consecuencia, se reduce la digestion de la fibra y se
altera el tipo de fermentacion hacia la formacion de una menor concentracion de
acido acético y una mayor concentracion de acido propiénico lo cual concuerda
con los resultados obtenidos en en el T5 de la presente investigacion, en donde la
concentracion de bacterias totales disminuyd con respecto al T1, el pH fue el
menor con respecto a los demas tratamientos y se observé una lijera disminucion
en la concentracion de bacterias celuloliticas, ademas, en este tratamiento se
obtuvo un aumento en la concentracién de propionato y una menor concentracion

de metano.
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CONCLUSIONES
De acuerdo con las condiciones de la presente investigacion se concluye que:

La adicion de 5% de aceite de pescado en la dieta, redujo la produccion de
metano sin afectar la DIVMS; sin embargo, al expresar la produccién de metano
en funcion de la de digestibilidad de la dieta, no se mostro una reduccion en la

produccion de metano.

La adicion de 0.5 % de aceite de pescado en la dieta, no tuvo impacto sobre las
variables fermentativas ruminales, produciendo ademas una mayor cantidad de

metano.

La incorporacion de L. leucocephala en la dieta, no tuvo impacto sobre la
produccion de metano y las variables fermentativas ruminales, espesificamente

sobre la poblacién de protozoarios.

La incorporacion de alimento concentrado en un 40% de la dieta, es apropiada
para disminuir la produccion de metano, mejorando las variables fermentativas

ruminales.

Se recomienda realizar estudios in vitro aumentando el porcentaje de adicion de
aceite de pescado a la dieta, asi como evaluar su efecto en dietas con forrajes de
menor calidad. Se sugiere realizar estudios in vivo para observar el efecto

producido sobre el consumo de la dieta.
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