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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar la técnica de produccién de gas in vitro como una
herramienta para predecir gases efecto invernadero en rumiantes. Para obtener
resultados precisos, también se evaluo el efecto de la técnica de extraccion de liquido
ruminal por sonda oro-ruminal en los resultados derivados de la técnica de produccion
de gasin vitro (TPG). La harina de Elaeis guineensis se utilizé como sustrato. El liquido
ruminal se obtuvo de dos formas: de animales canulados y sonda oro-ruminal. Se
estimo la degradacion de la materia seca (DGRMS), parametros de la cinética de
fermentacion y volumen fraccional por la TPG. La comparacion de medias se realizd
utilizando el procedimiento de Tukey (P<0.05). Los resultados indicaron la falta de
diferencias estadisticas significativas (P>0.05). Por otro lado, se realiz6 una prueba de
ajuste y ensayo en el cual se predijo metano de frutos arboreos por cromatografia de
gases y metano obtenido a partir de la captura de biéxido de carbono por hidroxido de
potasio (KOH) en la técnica de produccion de gas in vitro. Los sustratos fueron frutos
de Leucaena collinsii y Guazuma ulmifolia. A los frutos se realizé un analisis quimico
(materia seca, proteina cruda, materia organica, fibra detergente neutra, fibra
detergente acido, fenoles totales y taninos condensados) y parametros de
fermentacién in vitro (volumen maximo, tasa y fase lag). Se utiliz6 un disefio
completamente al azar. La comparacibn de medias se realiz6 utilizando el
procedimiento de Tukey (P<0.05) y se hizo un analisis de correlacién y regresion para
conocer las ecuaciones y los coeficientes de determinacién (R?) entre CHs4 por
cromatografia de gases y estimacion de CHas a partir de la técnica de producciéon de
gas in vitro. Se encontr6 una tendencia entre la estimacibn de metano por
cromatografia de gases y por la técnica de produccion de gas in vitro, en el cual el fruto
de G. ulmifolia presentd menor emision de metano (P<0.05). En el analisis de
correlacion se observd que ambas técnicas se correlacionan positiva y
significativamente (R=0.99.89, P=0.000003). En un tercer experimento, el metano
producido en la fermentacion de dietas con diferentes niveles de forraje-concentrado
y medido por cromatografia de gases se correlacion6 con el estimado por la técnica
de produccion de gas in vitro. Se obtuvieron nueve modelos matematicos para predecir

CHa. Los mejores coeficientes de determinacion (R?) se obtuvieron con los modelos
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gue incluyeron la proporcion de F:C, composicion quimica, fracciones de fermentacion
y parametros de fermentacion de las dietas. Se concluye que, la técnica de extraccion
de liquido ruminal no modifico la DGRMS, los parametros y fracciones de fermentacion
de Elaeis guineensis, por lo que el método de extraccion se puede usar
indistintamente, por otro lado, el fruto de G. ulmifolia emiti6 menor cantidad de metano
y la técnica de gas in vitro es promisoria para la determinacién de metano de frutos de
Leucaena collinsii y Guazuma ulmifolia con respecto a la técnica convencional de
referencia, cromatografia de gases. A partir de los modelos matematicos se puede
predecir la emision de metano por cromatografia de gases a partir de la técnica de
produccion de gas in vitro. Los modelos mas precisos son los que consideran la calidad
nutritiva, fracciones y parametros de fermentacion. Sin embargo, se recomienda

validar los modelos matematicos.

Palabras claves: metano, prediccion, correlacion, degradacion, fermentacion.



ABSTRACT

The objective of the work was to evaluate the in vitro gas production technique as a
tool to predict greenhouse gases in ruminants. To obtain precise results, the effect of
the ruminal fluid extraction technique by oro-ruminal probe on the results derived from
the in vitro gas production (TPG) technique was also evaluated. Elaeis guineensis flour
was used as a substrate. The ruminal fluid was obtained in two ways: from cannulated
animals and oro-ruminal probe. Dry matter degradation (DGRMS), fermentation kinetic
parameters and fractional volume were estimated by TPG. The comparison of means
was carried out using the Tukey procedure (P <0.05). The comparison of means was
carried out using the Tukey procedure (P <0.05). The results indicated the lack of
significant statistical differences (P> 0.05). On the other hand, an adjustment and trial
test was carried out in which methane from arboreal fruits was predicted by gas
chromatography and methane obtained from the capture of carbon dioxide by
Potassium Hydroxide (KOH) in the Technique of production of in vitro gas. The
substrates were fruits of Leucaena collinsii and Guazuma ulmifolia. The fruits were
subjected to a chemical analysis (dry matter, crude protein, organic matter, neutral
detergent fiber, acid detergent fiber, total phenols and condensed tannins) and in vitro
fermentation parameters (maximum volume, rate and lag phase). A completely
randomized design was used. The comparison of means was carried out using the
Tukey procedure (P <0.05) and a correlation and regression analysis was made to
know the equations and the determination coefficients (R?) between CHa by gas
chromatography and estimation of CHa from the in vitro gas production technique. A
trend was found between the methane estimation by gas chromatography and by the
in vitro gas production technigue, in which the G. ulmifolia fruit presented lower
methane emission (P <0.05). In the correlation analysis, it was observed that both
techniques were positively and significantly correlated (R = 0.99.89, P = 0.000003). In
a third experiment, methane from diets with different forage levels was correlated:
concentrate obtained by gas chromatography with methane by the in vitro Gas
Production Technique and nine mathematical models were obtained to predict CHa.

The best coefficients of determination (R?) were obtained from the models that included

Vi



the F: C ratio, chemical composition of the diets, fractions and fermentation parameters.
It is concluded that the ruminal liquid extraction technique did not modify the DGRMS,
the parameters and fermentation fractions of Elaeis guineensis, therefore, the
extraction method can be used interchangeably, on the other hand, the fruit of G.
ulmifolia emitted less methane and the in vitro gas technique is promising for the
determination of methane from Leucaena collinsii and Guazuma ulmifolia fruits
compared to the conventional reference technique, gas chromatography. From
mathematical models, the emission of methane can be predicted by gas
chromatography from the in vitro gas production technique. The most accurate models
are those that consider nutritional quality, fractions and fermentation parameters.

However, it is recommended to validate the mathematical models.

Keywords: methane, prediction, correlation, degradation, fermentation
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1. INTRODUCCION

Las actividades antropogénicas han generado el aumento en la emisién de gases
efecto invernadero (GEI) y acelerado el calentamiento global (Mendoza et al., 2020;
Chassoul et al., 2017). El diéxido de carbono (CO2), el metano (CHa) y el 6xido nitroso
(N20) son los principales GEI (Gao et al., 2019). De ellos, se ha estimado que las
actividades agricolas y pecuarias emiten 25% de los flujos de CO2, 55-60% del total
de las emisiones de CHa, y 65-80% de los flujos de N20O (Santillan et al., 2016) siendo
el sector ganadero el principal responsable de las emisiones de CHa4 (Ugbogu et al.,
2019).

El metano es un producto de la fermentacion ruminal de los alimentos y constituye una
pérdida de energia del alimento consumido que repercute en la produccion animal. En
términos ambientales, el metano contribuye al calentamiento y cambio climatico global
(Yanez et al., 2016). La produccion de CHas en los rumiantes esta determinada por el
consumo, selectividad del alimento por parte de los animales y, la composicién quimica
de la dieta (Martinez, 2019; Valencia y Rojas, 2019).

Para conocer la emisiébn de metano se han propuestos métodos in situ, in vivo e in
vitro, considerandose mas exactos los métodos in vivo (Rodriguez et al., 2019). Entre
los métodos in vivo destacan la técnica del gas trazador hexafluoruro de azufre (SFe),
camaras respiratorias y técnicas micrometeorologicas (Islam y Lee, 2019; Okpara,
2019), pero su implementacién es limitada debido a ser muy laboriosas y al costo alto
por la adquisicion, establecimiento y mantenimiento del equipo especifico como el
cromatografo de gases (Ribessi et al., 2020; Storm et al., 2012; Islam y Lee, 2019;
Crosby-Galvan y Ramirez-Mella, 2018). Aungue las técnicas in vivo se han utilizado
en diversas investigaciones, éstas se centran en lugares especificos que limita la

evaluacion integral de los alimentos de manera global (Ribessi et al., 2020).

En contraste, las técnicas in vitro son practicas y de bajo costo (Danielsson et al.,
2017). La técnica de produccion de gas (TPG) in vitro se ha utilizado ampliamente para
evaluar la cinética de fermentacion de los alimentos, fracciones de fermentacion,
degradacion de la materia seca y, recientemente, para predecir la produccion de

metano (Ramirez et al., 2020; Jiménez-Santiago et al., 2019; Danielsson et al., 2017;



Blummel et al., 2005). Para esto ultimo se ha medido el metano directamente por
cromatografia, e indirectamente mediante atrapar el biéxido de carbono de la mezcla
de gases, con una solucion de hidroxido de potasio para posteriormente medir el gas
residual constituido por mas del 70% de metano (REF). Son escasos los estudios en
los que se compare la determinacién de metano por este ultimo método con otro de
referencia como la cromatografia de gases (REF), aunque existe la necesidad de
correlacionar la estimacion de metano por cromatografia de gases con técnicas
alternativas de menor costo (Garnsworthy et al., 2019; Difford et al., 2018; Huhtanen
et al., 2015). Se ha demostrado que se pueden crear modelos matematicos para
estimar la emision de metano a partir de la correlacién entre datos una técnica menos
costosa y precisa con datos obtenidos por cromatografia de gases (Ribessi et al.,
2020), lo que permitira realizar estudios a mayor escala y conocer las emisiones de
metano de rumiantes en diferentes sistemas de produccién con datos confiables,
factibles y de bajo costo (Jonker et al., 2020; Sorg et al., 2018). Por ello, generar un
modelo matematico que permita estimar la emision de metano entérico con la TPG
fomentaria el numero de investigaciones a nivel global y obtener un inventario de
emisiones de metano emitidos por rumiantes; asi también se podrian establecer

indices que permitan calcular de forma precisa la emision de GEI (Eugéne et al., 2019).

Por otro lado, se recomienda utilizar animales canulados como donadores del in6culo
ruminal, para la TPG (Vargas-Bayona et al., 2013), lo que también limita su
implementacion en diversos laboratorios, principalmente por el costo que implica la
cirugia, las instalaciones apropiadas para el cuidado, el manejo sanitario y alimenticio
de los animales (Martin et al., 2005) por lo qué, debe considerarse las ventajas del uso

de sondas oro-ruminal para obtener liquido ruminal de animales no canulados.

Por lo anterior, el objetivo general fue evaluar la Técnica de Produccion de Gas in vitro
como una herramienta para predecir la emisiébn de gases efecto invernadero en

rumiantes.



1.1 Objetivos especificos

a) Evaluar y comparar los resultados obtenidos en la técnica de gas in vitro al
utilizar liquido ruminal obtenido por canula o sonda oro-ruminal.

b) Comparar la prediccion de metano de Leucaena collinsii y Guazuma ulmifolia
por cromatografia de gases y metano obtenido a partir de la captura de bioxido
de carbono por Hidréxido de Potasio (KOH) en la Técnica de produccion de gas
in vitro.

c) Correlacionar metano obtenido por cromatografia con metano obtenido a partir
de la captura de dioxido de carbono por Hidroxido de Potasio (KOH) con dietas
con diferentes niveles de forraje-concentrado con la Técnica de Produccion de

gas in vitro.

1.2 Hipotesis

La Técnica de Produccién de Gas in vitro es til y confiable para estimar el impacto

ambiental por la emision de gases efecto invernadero en la produccion de rumiantes.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Emisién de gases efecto invernadero emitidos por rumiantes

La acumulacion de gases efecto invernadero (GEI) ha provocado problemas
ambientales y ha dado origen al cambio climético (Cardona-lglesias et al., 2017). Las
actividades antropogénicas como la produccion agropecuaria y especialmente la
ganaderia con rumiantes, esta estrechamente relacionada con el calentamiento global
(Ku, 2019). Se estima que los rumiantes contribuyen con aproximadamente 115
millones de toneladas de metano (CHa4) al afio (Sandoval-Pelcastre et al., 2020). En
los rumiantes, las emisiones de metano se originan de la fermentacion entérica y es
liberado a través de eructos (Hook et al., 2010; Verge et al., 2007), mientras que las
emisiones de bioxido de carbono provienen de la respiracion animal (metabolismo de
nutrientes) y una parte (alrededor del 20%) de la respiracion microbiana en el rumen
(Vermorel, 1995). La produccion de GEI por fermentacion entérica esté estrechamente
relacionada con el consumo del alimento, calidad nutritiva digestibilidad,
procesamiento previo del alimento y frecuencia de alimentacion (Alayon-Gamboa et
al., 2018; Yarfez et al., 2016; Bonilla y Lemus, 2012). En este sentido, se menciona
que los alimentos que se degradan mas lentamente (como los carbohidratos
estructurales) producen mas metano que aquellos que se fermentan a tasas mas
rapidas (Eun et al., 2004), esto se debe a que la fibra favorece a la metanogénesis
ruminal, debido a la reduccion de la pasa de pasaje, incrementado la fermentacion y
la produccion de acido acético e hidrogeno (Montenegro-Ballestero et al., 2020). Por
lo que, los principales determinantes de la produccion diaria de metano, son la ingesta
de materia seca y la composicion de la dieta: cuanto mas alimento se consume y/o
mayor es el contenido de fibra de la dieta, mas metano se produce por dia
(Garnsworthy et al., 2019). Esta situacién ha llevado a la bausqueda de alternativas
alimenticias que permitan reducir las emisiones de metano y por tanto su impacto en

el medio ambiente (Alejos et al., 2018).



2.3 Técnicas para estimar la emision de metano

La medicidon objetiva de metano es importante para desarrollar y evaluar las estrategias
de mitigacion, asi como para realizar inventarios nacionales de emisiéon de GEI
(Jaurena et al., 2019). Existen técnicas in vivo e in vitro que permiten estimar la
eficiencia de las estrategias de mitigacion de la metanogénesis ruminal (Soliva y Hess,
2007), entre las que destacan las cdmaras de respiracion, el trazador SFs, técnicas
micrometeorolégicas y estimacion de metano por modelos matematicos predictivos
(Yahnez et al., 2016; Patra, 2016; Storm et al., 2012). Estas técnicas difieren en su

aplicacion, costo, exactitud y precision.

2.3.1 Camaras respiratorias

Las camaras de ambiente controlado o de respiracion se han usado desde hace mas
de 115 afios (Armsby, 1903). Inicialmente se utilizaron para conocer el metabolismo
energeético en rumiantes, sin embargo, en las Ultimas décadas se ha empleado para
estimar la emision de GEI, principalmente de CH4 (Robinson et al., 2020). Existen
variantes de este método, como las camaras de cabeza (head box systems),
politineles y cAmaras herméticas (Place et al., 2011). Es importante sefialar que, en
este método, se debe minimizar la pérdida de aire del sistema o la entrada de aire del

exterior.

Las camaras de respiracion se utilizan para cuantificar la produccién de metano,
diéxido de carbono, consumo de oxigeno, y en algunos casos produccion de hidrégeno
(Gardiner et al., 2015). El principio de funcionamiento de esta técnica consiste en
colectar todo el aire exhalado y eructado, y medir la concentracion de los GEI junto
con el flujo de aire del sistema (Broucek, 2014). En esta técnica, es necesario controlar
y corregir el flujo y concentracibn de humedad, temperatura y presion. Estas
correcciones son fundamentales debido a sus efectos sobre el volumen de gas, asi
mismo, se debe considerar el contenido de metano en el aire, antes y después de las
pruebas (Hammond et al., 2016). En este sistema se pueden realizar mediciones
continuas (24h) de un individuo por varios dias (7 dias secuenciales) (Schwarm et al.,

2015). Sin embargo, es necesario que los animales tengan un periodo de adaptacion,



lo que permitira disminuir el estrés en los animales y evitar sesgos en las mediciones
(Storm et al., 2012).

Las camaras de respiracion estan calibradas para ser exactas y es considerada como
una técnica estandar para evaluar métodos alternativos de medicion de GEI (Philip et
al., 2019). No obstante, su implementacién es limitada, debido, principalmente al alto

costo de instalaciéon (Roman y Hernandez-Medrano, 2016).

2.3.2 Hexafluoruro de azufre (SFe)

La técnica del trazador hexafluoruro de azufre (SFe) fue desarrollada por Zimmerman
(1993) y el primer uso reportado para estimacion de CHa de rumiantes fue por Johnson
et al. (1994). El SFe es utilizado como un gas marcador (no toxico, inerte y estable) y
consiste en suministrar a los animales capsulas intraruminales por medio de una sonda
esofagica como minimo 15 dias previos al primer muestreo (Montenegro-Ballestero y
Barrantes-Guevara, 2016). El SFs que se libera en forma lenta y con una tasa de
liberacién conocida. Durante la etapa de medicion se colectan muestras del aire
exhalado y eructado por los animales, por succion, mediante una linea de muestreo
conectada a través de una columna reguladora de flujo, a un tanque o recipiente que
se encuentra al vacio (Johnson et al., 1994). Las muestras se analizan por

cromatografia gases (Rodriguez et al., 2019).

Esta técnica se ha utilizado ampliamente para realizar estudios con animales en
pastoreo, con periodos de evaluacion de 24 h por cinco dias consecutivos (Moscoso
et al., 2017), sin embargo, se ha reportado que el tamafio del equipo influye
significativamente sobre el comportamiento de los animales, por lo que, se recomienda
adecuar el tamafo del equipo de acuerdo a la especie y tamafio de los animales
(Pinares-Patifio y Clark, 2008). Asi mismo, se recomienda realizar la calibracion del
equipo cada 30 a 90 dias y calcular la tasa de liberaciéon de SFe (1 y 4 mg SFe dia?
para ovinos y bovinos, respectivamente; Deighton et al., 2014; Pinares-Patifio et al.,
2011).

Por otro lado, la estimacién de CHa4 por SFe se ha comparado con los obtenidos por
camaras respiratorias (técnica de referencia) y se ha reportado concordancia

estadistica y resultados comparables entre si (Pinares-Patifio y Clark, 2008; Johnson
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et al., 2007). Sin embargo, las emisiones de metano obtenidas con SFs son
generalmente menores a las de las camaras respiratorias (Harper et al., 2011). Las
subestimaciones con la técnica SFe pueden ser explicadas, al no considerar las
emisiones de las excretas de los animales (Hindrichsen et al., 2005).

2.3.3 Técnicas micrometeoroldgicas

Las técnicas micrometeoroldgicas son del tipo no intrusivo y permiten las mediciones
de metano, y otros gases, en condiciones representativas de manejo y alimentacion y
a nivel de grupos de animales, sin embargo, el area de medicidén es dependiente de la
velocidad y direccion del viento (McGinn, 2013; Harper et al., 2011). El uso de estas
técnicas permite obtener emisiones promedio en condiciones naturales y
representativas de manejo, que es un requerimiento en los inventarios nacionales de
GEI (McGinn et al., 2006). Entre las técnicas micrometeorolégicas esté la denominada
Covarianza de Vortices (EC, por sus siglas en ingles), que permite cuantificar los flujos
de GEI a escala de ecosistema (Baldocchi, 2003) y permite captar la variabilidad
temporal de los flujos de gases. Esta técnica se ha utilizado para medir metano con
animales en pastoreo (Felber et al., 2015; Tomkins et al., 2011) y estabulados
(Prajapati y Santos, 2017; Sun et al., 2015; Baum et al., 2008). La técnica requiere de
condiciones de homogeneidad de las fuentes de emisién, topografia plana y flujo del
viento sin obstaculos (Verma, 1990; Baldocchi et al., 1988). El area muestreada por
esta técnica, pueden oscilar desde cientos de metros hasta varios kildmetros, lo que
permite integrar la variabilidad espacial que suelen mostrar las diversas fuentes de GEI

gue integran los agroecosistemas.

No obstante, existen factores que alteran los datos obtenidos por esta técnica, entre
las que destacan los factores que no son manejables como la velocidad y direccion del
viento, nivel de turbulencia y estabilidad de la atmdsfera, por lo que la sensibilidad de
las emisiones calculadas disminuye (McGinn, 2013), por ello, se debe aplicar
correcciones para cumplir con los estandares de calidad requeridos (Foken et al.,
2012).



2.3.4 Modelos matematicos

Se ha demostrado que se puede calcular la emision de metano entérico a partir de
modelos matematicos. Para ello, se requiere conocer la composicion quimica de la
dieta, parametros de digestibilidad y alimento ingerido por los animales (Restrepo et
al., 2016), asi como las caracteristicas de los animales (peso vivo, condicion corporal,

estado fisiolégico, especie y raza).

Por su parte, Feldkamp et al. (2014), mencionan que modelos matematicos utilizados
para calcular las emisiones del ganado estiman la cantidad de metano generada en el
rumen en base al consumo de materia seca del animal y al factor Ym que indica la
fraccion de la energia bruta ingerida que es transformada en metano en el tracto

gastrointestinal.

En los dltimos afios, se han publicado diversos trabajos de investigacion con el objeto
de lograr modelos predictivos que permitan obtener el célculo de las emisiones de
metano (Charmley et al., 2015; Cambra Lépez et al., 2008; Ellis et al., 2007; Mills et
al., 2003), lo que ha permitido predecir la produccion de metano para grandes regiones
0 paises. En este sentido, el Panel Intergubernamental para el Cambio Climatico
(IPPC; Intergovernmental Panel on Climate Change, por sus siglas en inglés), realiza
estimaciones de la emision de GEI a partir de modelos matematicos a nivel mundial,
lo que ha permitido establecer y evaluar estrategias de mitigacion de GEI y su impacto

a grandes escalas.

2.3.5 Calculos de inventario del Panel Intergubernamental de Expertos sobre el
Cambio Climéatico (IPCC)

El IPCC ha sido el responsable de establecer la técnica de calculo de los inventarios
gue permite que los resultados sean comparables a nivel mundial. La aplicacion de
estos procedimientos requiere de inventarios de poblaciones animales, superficies

dedicadas a la actividad, y predecir la cantidad de GEI emitidos por cada unidad.

El IPCC propone tres estrategias de calculo (Niveles) para estimar las emisiones de

CHa y N20 por parte de los rumiantes:



Nivel 1: Método de calculo simplificado que sélo requiere el tamafio de la poblacion de
ganado por especie, subcategoria animal, y el clima de la region, a los cuales se les
aplica los FE indicados por el IPCC.

Nivel 2: Este método es mas complejo y requiere informacion detallada sobre las

caracteristicas de los animales o condiciones de produccion.

Nivel 3: Se utiliza en algunos paises en los que las emisiones del ganado son
particularmente importantes, y donde se han desarrollado modelos especificos del
pais, o empleando métodos basados en mediciones para los FE alternativos y

validados propios del pais.

El método aplicado depende de la disponibilidad de datos y de las circunstancias
nacionales. Independientemente del método elegido, en primer lugar, se debe conocer
la poblacién animal por categorias, luego se emplean los valores indicados por el IPCC
(Niveles 1y 2), o se aplican FE especificos del pais para cada subcategoria de ganado,
segun la metodologia seleccionada (Nivel 3). Cada gas tiene un potencial de
calentamiento global especifico, indice que combina la fuerza radiactiva del gas con el
tiempo de persistencia en la atmosfera (GWP, Global Warming Potential; indice que
mide la fuerza radiativa de un gas por unidad de masa, acumulada a lo largo de un
tiempo especificado, relativo al del COz2). Consecuentemente para contar con una base
objetiva y comparable de las emisiones de los diferentes gases, las emisiones se
suelen expresar como Emision de CO:2z-equivalente (COz2eq.) que representa la
cantidad de CO2 emitido que causa la misma fuerza radiactiva integrada sobre un
determinado horizonte temporal. El CO2-eq. se obtiene multiplicando la emision de los
GEI por su GWP para un determinado periodo de tiempo. Sin embargo, no existe un
consenso absoluto sobre como transformar los diferentes gases en COz-eq (IPPC,
2006).

2.3.6 Técnica de produccion de gas in vitro y su aplicacion en la estimacion de

gases efecto invernadero

La técnica de produccion de gas (TPG) in vitro es practica y de bajo costo (Danielsson
et al., 2017). Esta técnica se ha utilizado ampliamente para evaluar el efecto de

diferentes forrajes, alimentos, dietas y aditivos en la fermentacion ruminal, asi como
9



para determinar la cinética de degradacion del alimento a través del volumen de gas
liberado, también permite conocer las fracciones de fermentacion y analizar modelos
para estimar la energia metabolizable, energia neta, digestibilidad de la materia
organica y biomasa microbiana de los alimentos (Jiménez-Santiago et al., 2019;
Martinez-Hernandez et al., 2019). No obstante, debido al creciente interés en el
Cambio Climético y de la contribucion de la ganaderia en las emisiones de gases de
efecto invernadero, recientemente también se le ha utilizado para estimar CHs (Yafiez
et al., 2016; Storm et al.,, 2012), sin embargo, hace falta conocer la viabilidad,

reproducibilidad y confiabilidad de la técnica.

Esta técnica, destaca en comparacion a las técnicas in vivo por la velocidad en obtener
los resultados (24 h) y la uniformidad de las condiciones microbiolégicas y bioquimicas
(Bhatta et al., 2008; Getachew et al., 2005).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Caracteristicas del area de estudio

La produccion de gas in vitro y analisis quimicos se realizaron en el Laboratorio de
Nutricion Animal perteneciente a la Facultad de Ciencias Agronomicas de la
Universidad Autonoma de Chiapas, localizada en el municipio de Villaflores, en la
region Frailesca, en Chiapas, México, el cual cuenta con un clima céalido subhumedo,
con lluvias en verano, una precipitacion de 1100 mm anuales, y una temperatura media
anual de 25 °C. Por otro lado, el metano se determin6 en el laboratorio de
Cromatografia de gases del Colegio de la Frontera Sur, unidad San Cristébal de las
Casas, Chiapas, localizado en la region Altos a una altitud de 2,120 msnm, con un
clima templado subhimedo con lluvias en verano, una precipitacion anual de 1,000 a
2,000 mm y una temperatura media anual de 14.4°C con heladas invernales (INEGI,
2012).

3.2 Prueba de ensayo y ajuste 1. Efecto del método de extraccion de liquido

ruminal en latécnica de gas in vitro

Recientemente se ha utilizado la técnica de gas in vitro para estimar gases efecto
invernadero por fermentacién entérica (Jiménez-Santiago et al., 2019, Ramirez et al.,
2020). Sin embargo, para realizar este tipo de investigaciones, es necesario contar con
animales canulados para obtener indculo a partir del liqguido ruminal (Vargas-Bayona
et al., 2013), lo que limita su implementacion en diversos laboratorios, debido a los
altos costos de la cirugia, el manejo sanitario de los animales (Martin et al., 2005) vy,
en algunos casos, la mortalidad post cirugia, debido a la susceptibilidad los animales
a enfermedades. Por tal razén se han utilizado otras técnicas para obtener liquido
ruminal (LR), como es el uso de la sonda oro-ruminal, la cual es econdmica, practica
y menos invasiva (Shen et al., 2012). Si bien, el uso de animales canulados para la
extraccion de LR es considerada una forma convincente con relacion a los resultados
de los estudios que arroja, también deben considerarse las ventajas del uso de sondas

oro-ruminales. Sin embargo, no existe informacion que indique la eficiencia del método
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de extraccion de liquido ruminal por sonda oro-ruminal en los resultados derivados de
la técnica de gas in vitro, pero se demostro su eficacia al obtener muestras ruminales
para conocer el desarrollo de poblaciones microbianas del rumen, determinacion de
acidos grasos volatiles, minerales y pH (Ramos-Morales et al., 2014, Lourenco et al.,
2019). Por lo anterior, se realizé una prueba de ensayo y ajuste con el objetivo de
evaluar y comparar los resultados obtenidos en la técnica de gas in vitro al utilizar

liquido ruminal obtenido por canula o sonda oro-ruminal.

3.2.1 Tratamientos experimentales

Se evaluaron dos tratamientos experimentales, correspondientes a extraccién de
liquido ruminal por canula (T1) y por sonda oro-ruminal (T2). Cada tratamiento conto

con nueve repeticiones.

3.2.2 Sustrato

Se utilizé como sustrato harina de palmiste (Elaeis guineensis) y fue analizada para
determinar materia seca (MS), proteina cruda (PC) segun AOAC (2000), fibra
detergente neutro (FDN) y fibra detergente acida (FDA) de acuerdo con la técnica
descrita por Van Soest et al. (1991).

3.2.3 Extraccioén de liguido ruminal

El liquido ruminal (LR) fue extraido de tres ovinos machos canulados (CR) y de tres
ovinos por sonda oro-ruminal (SR), todos de la raza Katahdin de 42 + 1.5 kg y de
aproximadamente un aflo de edad. Los animales se alimentaron con una dieta
isoproteica e isoenergéticas compuesta de 60% de pasto C. nlemfuensis, 26% maiz y
14% harina de palmiste, la cual fue formulada para satisfacer sus necesidades
nutricionales de acuerdo al NRC (National Research Council) (NRC, 2007) y en todo
momento tuvieron un trato de acuerdo con los protocolos de la Ley Federal de Sanidad
Animal vigente, NOM-062-Z00-1999 y bajo las normas de bienestar animal

establecidas en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad Autbnoma de
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Chiapas. Antes de la extraccion de LR, los ovinos tuvieron un periodo de ayuno de 12
h, ello con la finalidad de conseguir un fluido ruminal mas consistente en composicion
y actividad (Williams, 2000; Posada y Noguera, 2005). Para la extraccion de LR por
SR se utilizé una manguera de 1.25 m de longitud con un didmetro externo de una
pulgada y 3 mm de pared, con perforaciones en el extremo que fue introducido en el
saco ruminal, el extremo opuesto se conectd a un matraz kitasato para colectar el LR
y el cual a su vez fue conectado a una bomba de succién. Para introducir la sonda, se
utilizé un abrebocas metélico cubierto con una banda de caucho para evitar lesiones.
Se extrajo 100 mL de LR/ animal/muestreo, el exceso de saliva se retir6 previo a usar
el LR.

3.2.4 Fermentacion y degradacién ruminal in vitro

La cinética de fermentacion, fracciones fermentables y degradacion de la materia seca
in vitro se determind mediante el procedimiento descrito por Menke y Steigass (1988),
para lo cual se usaron frascos color &mbar de 125 mL de capacidad a los que se les
coloco 0.5 g de MS de harina de palmiste. Se prepar6 una solucion mineral reducida
compuesta de K2HPO4 (0.45 g/L), KH2PO4 (0.45 g/L), NaCOs (0.6 g/L), (NH4)2SO4
(0.45 g/L), NaCl (0.9 g/L), MnSO4 (0.18 g/L), CaCl2 (0.12 g/L), L-cisteina (0.25g /L) y
Na2S (0.25 g/L) y se usaron dos fuentes de liquido ruminal, correspondiente a cada
método de extraccién (canula y sonda oro-ruminal), posteriormente y bajo un flujo
continuo de biéxido de carbono (CO3), a cada frasco se le agregaron 90 mL de in6culo
ruminal diluido (1:10) de acuerdo al tratamiento. La presion del gas producido se midio
con un manémetro marca Infra modelo 63100/1-4 (0 a 1 kg cm-?) a 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 54, 60, 66 y 72 horas de incubacion. Los
valores de presién (kg cm2) se transformaron a volumen de gas (mL g materia seca)
con la ecuacion de regresion (volumen= presién/0.019 con R2=0.98), y se estimaron
los parametros de la cinética de produccion de gas: volumen maximo (Vmax; mL/g),
tasa (S; h) y fase de retardo (L; h), para el modelo logistico V = Vmax/1+¢ -4'S (T-L))
(Schofield y Pell, 1995), utilizando el SAS (2011). La degradacion in vitro de la materia
seca (DGRMS) se determind a 72 h. Se calcul6é por diferencia entre el peso de la

materia seca inicial, antes de ser incubada, y el peso de la materia seca residual
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después de 72 h de incubacion. Al final del periodo de incubacion, el contenido de
cada frasco se filtro a través de papel de filtrado previamente pesado. Los papeles con
residuo se secaron a 65 °C por 48 h, se pesaron y se resto6 el peso del papel filtro. Las
fracciones de fermentacion se obtuvieron mediante el volumen fraccional (Vf) de gas
de fermentacion producido a tres intervalos de tiempo: 0 h a 8 h (Vfog), 8 ha 24 h (Vfs-
24) Y 24 h a 72 h (Vf2a-72) de incubacion, que corresponden a carbohidratos solubles,
carbohidratos de reserva y carbohidratos estructurales, respectivamente (Sandoval et
al., 2016). Estos volimenes fraccionales (mL g*) fueron transformados a fracciones (g
kg?) de rapida (FR), media (FM) y lenta (FL) fermentacion mediante las siguientes
ecuaciones de regresion (Miranda et al., 2015): FR (g kg) = Vfo.8/0.4266 (R? =0.9441),
FM (g kgt) = Vfs24/ 0.6152 (R?= 0.998), FL (g kg?) = Vf24.72/0.3453 (R?= 0.9653). Se
evaluaron dos tratamientos con nueve repeticiones en cada uno, las cuales fueron
obtenidas de los valores medios, productos de la repeticibn por tres veces

consecutivas del experimento, segun recomienda Udén et al. (2012).

3.2.5 Anélisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA), considerando el efecto simple del método
de obtencién del liquido ruminal (LR), utilizando un disefio completamente al azar con
dos niveles del factor LR y nueve repeticiones, de acuerdo con el Modelo (1). El anélisis
se realiz6 utilizando el Procedimiento General Lineal (PROC GLM) del paquete
estadistico SAS (Statistical Analysis System, V. 9.0; 2011). Se reportan la Desviacion
Estandar de la Media (DE), obtenidos con la instruccién LsMeans.

Las medias de tratamientos fueron comparadas con la prueba de Tukey (P<0.05).
Modelo (1)
Yi=p+LRi+Ej

Donde: Yi = DGRMS, Vméax, S, L, FR, FM, FL, FT; LRi= el efecto del i-ésimo método

de extraccion de liquido ruminal (LR); €i, error aleatorio.
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3.3 Prueba de ensayo y ajuste 2. Predicciéon de metano de Leucaena collinsii y

Guazuma ulmifolia por cromatografia de gases y gas in vitro

Se realiz6 una prueba de ensayo y ajuste con el objetivo de comparar la prediccion de
metano de los frutos de L. collinsii y G. ulmifolia por cromatografia de gases y metano
obtenido a partir de la captura de bioxido de carbono por Hidréxido de Potasio (KOH)
en la Técnica de produccion de gas in vitro, con la finalidad de generar experiencia en
el manejo, transporte y analisis de las muestras, previo a realizar el primer experimento
del trabajo de investigacion: Correlacion de metano de dietas con diferentes niveles de
forraje-concentrado obtenido por cromatografia de gases con metano por la técnica de

produccion de gas in vitro.

3.3.1 Seleccion y obtencion de los frutos evaluados

Para la seleccién de los frutos se considerd su contenido de taninos, pues se conoce
gue estos metabolitos tienen una importancia en la disminucion de GEI (Molina-Botero
et al., 2019; Jafari et al., 2020). Los frutos considerados fueron de Leucaena collinsii y
Guazuma ulmifolia, estos se encuentran de manera abundante en la regidon de estudio
(Pinto et al., 2008) y fueron cosechados una vez que estaban fisiologicamente
maduros, de manera manual y al azar en distintos arboles. Posteriormente, se
depositaron en bolsas de papel con la identificacion respectiva y se trasladaron al
laboratorio de Nutricibn Animal, en donde se deshidrataron a 60 °C en una estufa de
aire forzado hasta peso constante.

3.3.2 Produccion de gas in vitro

La fermentacion se realiz6 utilizando la técnica de produccion de gas in vitro descrita
en el Prueba de ensayo y ajuste 1. El in6culo ruminal se obtuvo de tres ovinos
canulados de la raza Katahdin.

Se realizaron tres series de incubacion de manera simultanea, cada serie comprendia
tres repeticiones (viales) por cada fruto y fue repetida tres veces a través del tiempo,
segun recomienda Udén et al. (2012).
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3.3.2 Determinacion de la produccion de metano

Para conocer la produccién de metano por la técnica de produccion de gas in vitro y
por cromatografia de gases, se midi0 el gas de fermentacion (mL/g) cada seis h

durante las primeras 24 h con la primera y segunda serie de incubacion.

Para estimar CHa4 por la técnica de produccion de gas in vitro (TPG), se estimo el
metano mas gases menores (CH4+GM). Para ello, al gas de fermentacion se le realizo
la separaciéon del CO2 por medio de una trampa (frasco de vidrio herméticamente
sellado con tapon de hule y aro de aluminio) que contenia 40 mL de hidroxido de
potasio (KOH) a una concentracion de uno molar y una dilucion de 56.10 g de KOH en
un litro de agua destilada (Bartha y Pramer, 1965). El volumen residual fue considerado
como ml de CH4+GM vy fueron ajustados como metano teérico (CH4) multiplicando
cada valor por 0.77 (Moate et al., 1997).

Por otro lado, para estimar CH4 por cromatografia de gases, el gas de fermentacion
que se obtuvo de la fermentacion de los frutos cada 6 h por 24 h, se colocé al vacio en
viales estériles que contenian una solucion salina saturada con NaCl, en los que se
conservo y traslado para su posterior andlisis. Para cuantificar la produccion de CHa
se utilizd un cromatografo de gases marca Agilent Modelo 7890 B GC, con inyeccién
manual que posee un detector de ionizacion por llama (FID, flame ionization detector),
Software Version 01.07SR2, didmetro de columna 2 mm y 1.83 m de largo, con una
temperatura de inyeccion de 75 °C. Se inyectaron 3 mL de gas de fermentacién de
cada una de las 12 muestras analizadas. En ambos métodos de estimacion de metano,
las concentraciones de este gas se corrigieron restando la produccion de metano

promedio de tres blancos. La produccién de CHa4 se expreso en ml de CHa/g de MS.

3.3.3 Andlisis quimico de los frutos arbéreos tropicales

Se midio el contenido de materia seca (MS) de los frutos arboreos en una estufa de

aire forzado a 55 °C por 48 h (peso constante) segun la NOM-116-SSA1-1994,
16



posteriormente fueron molidos en un molino tipo Wiley con malla de 1 mm (Thomas
Wiley Mill 4-1/2). Se determiné el contenido de proteina cruda (PC), de materia
organica (MO) y cenizas (Ce) siguiendo la metodologia descrita por la AOAC (2000).
También se analizaron los valores de Fibra Detergente Neutro (FDN) y Fibra
Detergente Acido (FDA) (Van-Soest et al., 1991) y la presencia de Fenoles Totales
(FT) y Taninos Condensados (TC) (Makkar, 2003).

3.3.4 Parametros de fermentacion in vitro

Para explicar el comportamiento en la produccion de metano derivado de la técnica in
vitro, se evaluaron los parametros de fermentacion in vitro con las muestras de la
tercera serie de incubacion. Para conocer los parametros de fermentacion, la presion
de gas se midi6 con un manémetro marca Infra modelo 63100/1-4 (0 a 1 kg/cm?) a 2,
4,6, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 34, 40, 48, 54, 60 y 72 h de incubacién y se estimaron los
parametros de la cinética de produccién de gas: volumen méaximo (Vmax; mL/g), tasa
(S; h) y fase lag (L; h).

3.3.5 Tratamientos experimentales y variables evaluadas

Se evaluaron dos técnicas de medicibn de metano entérico, que correspondieron a
cromatografia de gases (T1) y Técnica de produccion de gas in vitro (T2). Se utilizaron
frutos de Leucaena collinsii y Guazuma ulmifolia y a estos se les estimé MS, MO, Ce,
PC, FDN, FDA, FT, TC, Vmax, S, L, FR, FM, FL y FT.

3.3.6 Analisis estadistico

3.3.6.1. Analisis de varianza y prueba de medias. Se realizaron ANOVA
considerando el efecto del tipo de fruto (TF), de acuerdo con el Modelo (2);
posteriormente se analizaron los efectos simples y combinatorios de la técnica de
medicion (Tec) y TF, considerando 9 repeticiones por tratamiento. Se utilizaron disefios

completamente al azar (2x2x9, Tec*TF*Rep), de acuerdo con el Modelo (3). El analisis
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se ejecuto utilizando Proc GLM del paquete SAS (Statistical Analysis System, 2011),
las medias de los efectos simples se compararon utilizando Tukey (P=0.05) y las
interacciones utilizando diferencia minima significativa (DMS) calculada a partir de los
errores estandar (EE) obtenidos con Proc Mixed (SAS, 2011), los grados de libertad
del error y los valores de la significancia reportada en el ANOVA. Se muestran medias
ajustadas (LsMeans) (SAS, 2011), los coeficientes de variacion (CV) y determinacién
(R?).

Modelo (2)
Y=p+TFi+Eijk
Donde: Y= FDN, FDA, Ce, PC, MS, MO, TC, FT, Vmax, S, L, FL, FM, FR, VT; TF= i-

ésimo efecto del tipo de fruto; y Ei= error aleatorio.

Modelo (3)

Y=p+Téci+TFj+(TEC*TF)ij+Eijk

Donde: Y= CHs; MS, MO, Ce, PC, FDN, FDA, FT, TC, Vmax, S, L, FR, FM, FL, FT;
Téci= i-ésimo efecto del tipo de técnica de evaluacion; TFj= j-ésimo efecto del tipo de
fruto; (Tec*TF)ij, la interaccion entre el i-ésimo tipo de técnica de evaluacion y el j-

ésimo tipo de fruto; Eik= error aleatorio.

3.3.6.2. Andlisis de regresion. Se obtuvieron modelos de Regresion (Proc Reg; SAS,
V.9.0) simple y multiple; para la regresion multiple se utilizé6 Forward del procedimiento
Stepwise (22). Los modelos se eligieron considerando los criterios de validez CP de
Mallow, R? y R? ajustada.

3.3.6.3. Correlaciones de Pearson. Se comprobd la relacion entre variables a través

de los coeficientes de correlacion de Pearson (Proc Corr; SAS, V. 9.0) (2011).
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3.4 Correlacion de metano de dietas con diferentes niveles de forraje-
concentrado obtenido por cromatografia de gases con metano por la Técnica de
Produccién de gas in vitro

3.4.1 Andlisis quimico de dietas con distinta proporcion de forraje-concentrado
El andlisis quimico se realiz6 en el Laboratorio de Nutricion Animal perteneciente a la
Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad Autbnoma de Chiapas. Se

utilizaron cuatro dietas con distinta proporcion de forraje-concentrado (Cuadro 1).

Cuadro 1. Dietas con distinta proporciéon de forraje-concentrado (%).

Ingrediente D1 (100-0) D2 (80-20) D3 (60-40) D4 (40-60)
Pasto estrella 100 80 60 20
Maiz 0 10 26 40
Palmiste 0 10 14 14
Soya 0 0 0 6
Rastrojo de maiz 0 0 0 20
Total 100 100 100 100

Las muestras fueron analizadas por triplicado para determinar materia seca (MS),
proteina cruda (PC), materia organica y cenizas, segun AOAC (2000), fibra detergente
neutro (FDN) y fibra detergente acida (FDA) de acuerdo con la técnica descrita por
Van Soest et al. (1991).

3.4.2 Cinética, fracciones de fermentacion y degradaciéon de la materia seca por

la técnica de gas in vitro.
Para conocer la cinética de fermentacion, fracciones y degradacion de la materia seca

a 24 h (DGRMS) se utilizé la técnica de produccion de gas in vitro (Menke y Steingass,

1988), descrita en los experimentos anteriores.
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El in6éculo ruminal se obtuvo por medio de sonda oro-ruminal de tres ovinos de la raza
Katahdin, que en todo momento tuvieron un trato de acuerdo con los protocolos de la
Ley Federal Sanidad Animal vigente, NOM-062-Z00-1999 y bajo las normas de
bienestar animal establecidas en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la

Universidad Autonoma de Chiapas.

Se realizaron tres series de incubacion de manera simultanea, cada serie comprendia
de diez repeticiones (viales) por cada dieta y fue repetida tres veces a través del
tiempo, segun recomienda Udén et al. (2012). Con los frascos de la primera serie se
estimé la cinética y fracciones de fermentacion. En la segunda y tercera serie se obtuvo
la DGRMS a 24 h, metano por la TPG y cromatografia de gases.

3.4.3 Determinacion de la produccion de metano.

Para conocer la produccion de metano por la cromatografia de gases y la Técnica de
produccién de gas in vitro se analizaron 40 muestras por técnica, siguiendo la

metodologia descrita anteriormente en la prueba de ensayo y ajuste 2.

3.4.4 Tratamientos experimentales y variables evaluadas

Se utilizaron dos técnicas de medicion de metano entérico, que correspondieron a
cromatografia de gases (T1) y Técnica de produccion de gas in vitro (T2) y se utilizaron
cuatro dietas con diferentes niveles de forraje-concentrado con 40 repeticiones
(Cuadro 1).

Las variables evaluadas fueron: MS, PC, MO, Ce, FDN, FDA, Vmax, S, L, FR, FM, FL,
FTy DGRMS a 24 h.

3.4.5 Analisis estadistico.
3.4.5.1. Anédlisis de varianza y prueba de medias. Se realizO un ANOVA
considerando los efectos los efectos simples y combinatorios de la técnica de medicién

(Tec) y relacion forraje-concentrado (FC), considerando diez repeticiones por
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tratamiento. Se utilizaron disefios completamente al azar (2x2x10, Tec*TD*Rep), de
acuerdo con el Modelo (4), posteriormente se analizaron los efectos simples y
combinatorios de la técnica de medicion (Tec) y TD, considerando 40 repeticiones por
tratamiento. Se utilizaron disefios completamente al azar (2x2x40, Tec*TD*Rep), de
acuerdo con el Modelo (5). El analisis se ejecuto utilizando Proc GLM del paquete SAS
(Statistical Analysis System, 2011), las medias de los efectos simples se compararon
utilizando Tukey (P=0.05) y las interacciones utilizando diferencia minima significativa
(DMS) calculada a partir de los errores estandar (EE) obtenidos con Proc Mixed (2011),
los grados de libertad del error y los valores de la significancia reportada en el ANOVA.
Se muestran medias ajustadas (LsMeans) (2011), los coeficientes de variacion (CV) y
determinacién (R?).

Modelo (4)

Y=p+Téci+TDj+(Tec*TF)i+Eijk

Donde: Y= CH4, Vmax, S, L, FR, FM, FL, FT, DGRMS, PC, MO, Ce, FDN, FDA; Téci=
i-ésimo efecto del tipo de técnica de evaluacion; TDj= j-ésimo efecto del tipo de dieta;
(Tec*TD)i, la interaccion entre el i-ésimo tipo de técnica de evaluacién y el j-ésimo tipo
de dieta; Eik= error aleatorio.

Modelo (5)
Y= pu+Di+Mj+(TD*M);j+Ejj

Donde:

Y= metano; TDj, efecto de la iésima-dieta; M, efecto del j-ésimo método de medicion;
(TD*M)j;, interaccion entre factores; Eij, error aleatorio.

3.4.5.2. Seleccién de los datos. Los datos fueron divididos en dos partes iguales,
utilizando un método de muestreo con reemplazo los datos que conformarian cada
base de datos. Una de las bases de datos fue utilizada para la obtencion de modelos,

y la segunda, para la validacion de los mismos a través del analisis de residuales.

3.4.5.3. Anélisis de regresion. Se obtuvieron modelos de Regresion (Proc Reg; SAS,
V.9.0) simple y multiple; para la regresion mdultiple se utiliz6 Forward del procedimiento
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Stepwise (2011). Los modelos se eligieron considerando los criterios de validez CP de

Mallow, R? y R? ajustada.

3.4.5.4. Correlaciones de Pearson. Se comprobd la relacion entre variables a través

de los coeficientes de correlacion de Pearson (Proc Corr; SAS, V. 9.0).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Prueba de ensayo y ajuste 1. Efecto del método de extracciéon de liquido

ruminal en la técnica de gas in vitro.

El contenido de MS de la harina de palmiste fue de 91.9%, con 14.47% de PC, 69.7%
de FDN y 45.56% de FDA. Los parametros de la cinética de fermentacion y las
fracciones (rapida, media y lenta) de harina de Elaeis guineensis inoculada con LR
obtenido por canula y por sonda ruminal no presentaron diferencias estadisticas
(P>0.05; Cuadro 2). La tasa de fermentacién promedio fue de 0.0275 h', con una L de
6.575 h, mientras que el Vmax promedio fue de 316.81 mL g. Por su parte, la DGRMS
de la harina de E. guineensis a las 72 h de incubacién mostr6 un comportamiento
similar en ambos métodos de extraccion (P>0.05). La falta de diferencias entre ambas
técnicas de extraccion de LR sobre las variables evaluadas, probablemente se deba a
gue el LR obtenido por SR, no se contaminé con saliva y fue representativo. Lo que
concuerda con Martin et al. (2005), quienes cuantificaron las poblaciones de bacterias
y hongos ruminales en muestras de contenido ruminal obtenidos por CR y SR en
bovinos y sefalaron que, mientras el LR no se contamine por saliva los resultados
seran similares ente si. Por su parte, Shen et al. (2012) y Ramos-Morales et al. (2014),
no encontraron diferencias en la estimacion de acidos grasos volatiles, amoniaco,
lactato, potasio, cloruro, calcio y fosforo y pH, cuando usaron SR y animales
canulados, por lo que concluyeron que el uso de SR podria ser una alternativa para
tomar muestras ruminales. Por otro lado, Terré et al.,, (2013), no encontraron
diferencias en la cuantificacion de bacterias gramnegativas y grampositivas al extraer
LR por CR y SR, sin embargo, si se presentaron diferencias en la cuantificacion de pH
y AGV, concluyendo que, a pesar de las diferencias encontradas los resultados
obtenidos con las dos técnicas estan altamente correlacionadas, por lo que, se puede
utilizar un factor de correccibn para aproximar ambos métodos y permitir

comparaciones entre estudios.
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Cuadro 2. Efecto de LR obtenido por canula y sonda oro-ruminal sobre la degradacion

de la materia seca, parametros y fracciones de fermentacién de harina de Elaeis

guineensis.
Variables Canula Sonda oro ruminal Promedio
DGRMS 72 h (%) 43,45 + 2,70 45,59 + 1,80 44,520
S (h?) 0,028 £ 0,02 0,027 £ 0,03 0,0275
L (h) 6,52 + 1,90 6,63 + 0,25 6,575
Vmax (mL g1) 323,26 + 21,64 310,36 £ 4,44 316,810
FR (g kg?) 131,08 + 26,08 150,99 + 2,30 141,035
FM (g kg) 167,70 + 19,07 142,01 + 4,92 154,855
FL (g kg?) 476,93 + 18,14 482,83 + 49,80 479,880
FT (g kg?) 775,71 +£ 49,98 753,02 + 16,20 764,365

S: Tasa de fermentacion, L: Fase de retardo, Vmax: Volumen maximo de gas, FR: Fraccion rapida, FM:
Fraccion media, FL: Fraccion lenta, FT: Fraccion Total, DGRMS: Degradacion de la materia seca, *:

desviacién estandar.

4.2 Prueba de ensayo y ajuste 2. Prediccion de metano de Leucaena collinsii y
Guazuma ulmifolia por cromatografia de gases y gas in vitro

4.2.1 Produccion de metano de frutos arbdreos tropicales

En el Cuadro 3 se reportan valores de CHs4 de los frutos arbéreos estimado por
cromatografia de gases y la técnica de gas in vitro. Se encontrd interaccion entre la
técnica de medicion y el tipo de fruto (P<0.004), y en general, la L. collinsii mostré
valores mas altos de CHa4 que la G. ulmifolia (7.03 vs. 2.12 mL g* MS; P<0.0001) y la
TPG mostro valores subestimados de CH4 con respecto a la de cromatografia (4.15 vs.
4.99 mL gt MS) (P<0.0001). Por otro lado, el error esperado con la TPG in vitro, con
respecto a cromografia de gases es de 0.84 mL de CHas. La dispersion de los datos
demuestra que ambas técnicas tuvieron un alto nivel de concordancia. Por lo que, a
partir de la técnica de gas in vitro se podria pronosticar la emisibn de metano en los
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frutos arboreos evaluados (Figura 1). Sin embargo, es necesario continuar trabajando
en la normalizacion de la técnica alternativa, para mejorar la precision en la estimacion
de metano por la TPG in vitro, para ello, es necesario aumentar el nimero de
repeticiones, lo que permitira conseguir un buen estimador de los coeficientes de
regresion (Concato et al., 1995). Lo que concuerda con otra investigacion (Ribessi et
al., 2020), en la que correlacionaron la emision de CH4 de una dieta con 14.2 % de PC
por cromatografia de gases y por espectroscopia de absorcion infrarroja y encontraron
un R2=0.99, y concluyen que el nimero de repeticiones es fundamental para mejorar

los coeficientes de correlacion y regresion entre ambas técnicas.
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Figura 1. Correlacion entre metano estimado por cromatografia de gases y la técnica

de gas in vitro de frutos arbéreos del tropico seco.
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Cuadro 3. Estimacién de metano (mL g* de sustrato) por cromatografia de gases y la

técnica de produccidn de gas in vitro de frutos arboreos del trépico seco.

Metano R2 CVv PdeF DSM
TPG  Cro (%) Téc TF Téc*TF  0.05=
Lc 6.73 7.32
Gu 156 266 9979 245 <0.0001 <0.0001 0.004 0.17
DMS 017 0.17

0.05=

Lc: Leucaena collinsii; Gu: Guazuma ulmifolia; TPG: técnica de produccién de gas in vitro; Cro:

cromatodgrafo de gases; CV: coeficiente de variacién; Téc: técnica de medicion; TF: tipo de fruto; DSM:

diferencia minima significativa; p de F: probabilidad de Fisher.

En el Cuadro 4, se muestra el modelo de regresiéon simple entre las técnicas de
cromatografia de gases y TPG in vitro. El modelo CH4 (Cr0)=1.25+0.9 CH4 (TPG)+ Ej
permite obtener las estimaciones de CHa obtenidas por la técnica de cromatografia a
través de la TPG (R?=0.99; P<0.0001). En este sentido, diversos autores han sefialado
la factibilidad de usar la TPG in vitro para estimar metano entérico (Angeles-Mayorga et
al., 2019; Croshy-Galvan et al., 2018; Ramin et al., 2012). Por su parte, Miranda-Romero
et al. (2018) sugieren que a partir de la TPG se puede determinar el efecto de los
alimentos sobre la emision potencial de GEI. Por otro lado, algunas investigaciones
sefalan que utilizando la TPG in vitro se puede obtener un indicador de calentamiento
global a partir de la produccién de COz y CHa4, concluyendo que la técnica in vitro es util
para estimar el impacto ambiental por la fermentacion de los alimentos para rumiantes
(Jiménez-Santiago et al., 2019; Martinez-Hernandez et al., 2019), asi también, esta
técnica se ha empleado para estimar la emision de metano en subproductos pecuarios
como la cerdaza (Pérez et al., 2018). Ademas, es una técnica practica, poco
contaminante y de bajo costo (Storm et al., 2012). En contraste, la cromatografia de

gases es mas exacta, pero costosa.
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Por otro lado, independientemente del tipo de técnica de medicion, la produccion
potencial de CH4 se puede predecir a través de los contenidos de taninos de los TF
(R°=0.99 y P<0.0001), otros modelos de regresién multiple validos incluyeron los
efectos de las proporciones de FDA y la produccion de gas de la FM, estos modelos no

incrementaron los coeficientes de determinacion ni los valores de P de F (Cuadro 4).

Cuadro 4. Modelos de regresion simple entre las técnicas de estimacion de metano por
cromatografia de gases y la técnica de produccién de gas in vitro.

Y Bo B1X1 BaX2 B3X3 R2 PdeF
Cro 1.25 0.9 TPG 0.99 <0.0001
Cro 2.34 1.38TC 0.99 <0.0001
Cro 2.01 1.12TC 0.019 FM 0.99 <0.0001
Cro 3.45 - 0.03 FDA 1.1TC 0.016 FM 0.99 <0.0001
TPG 1.22 1.53TC 0.99 <0.0001

TC: taninos condensados; FDA: fibra detergente acida; FM: fermentacion media.

Por otra parte, se conoce que el potencial para mitigar la emision de metano entérico
en frutos arbéreos, dependera de su composicién quimica (Anantasook et al., 2014;
Meale et al., 2011). En este sentido, el fruto de L. collinsii presentd mayor concentracion
de PC y menor en G. ulmifolia, con 19.14 y 8.35 %, respectivamente (P<0.0001; Cuadro
5), resultados consistentes con el rango reportado de PC en frutos arbéreos, lo cuales
van de 6 a 21 % (Hernandez et al., 2018; Cortez et al., 2016; Alzate et al., 2008). Por
otro lado, el contenido de MS y FDN fueron similares entre los frutos evaluados
(P>0.15), pero tuvo menor cantidad de MO y FDA (P<0.05). Respecto al contenido de
metabolitos secundarios, la concentracién de FT y TC fue mayor para los frutos de L.
collinsii (P<0.007). El contenido de TC de los frutos evaluados en este trabajo (3.6 y
0.23 % para L. collinsii y G. ulmifolia, respectivamente) coincide con los rangos
reportados en otras investigaciones, en las que se indica que el contenido de TC en
frutos arbéreos puede variar de 0.21 a 3.63 % (Pinto-Trinidad et al., 2019; Rojas-
Hernandez et al., 2015; Pinto-Ruiz et al., 2009), dependiendo del tipo de especie,
condiciones climaticas, sitio de muestreo y etapa vegetativa de las plantas (Augustine
et al., 2018). Sin embargo, el fruto de L. collinsii emiti6 mayor volumen de metano

(P<0.05; Cuadro 3), independientemente de presentar mayor contenido de PC, FTy TC
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(P<0.05; Cuadro 5), lo que contrasta con lo reportado en investigaciones en las que se
documentado ampliamente el potencial de follaje y frutos de Leucaena para mitigar
metano entérico, principalmente, por ser ricos en TC (Schultze-Kraft et al., 2018;
Melesse et al., 2017; Molina et al., 2016). Pero concuerda con lo reportado en otra
investigacion, en la cual estimaron la emision de gases efecto invernadero (GEI) de
frutos arbdreos tropicales por medio de la ecuacion de gases ideales, y se reporté que
el fruto de L. leucocephala emitié mayor cantidad de GEI en comparacion a frutos de G.
ulmifolia con 5.2 y 4.56 mMol, respectivamente (Torres-Salado et al., 2018). Asi mismo,
en otro trabajo se evaluo el efecto del follaje de L. leucocephala y G. ulmifolia al 30%
de inclusion en una dieta de pasto Cynodon plectostachyus sobre la produccion de
metano, la cual se determiné por la captura de CO2z por NaOH (1N) y concluyeron que,
aunque la dieta con follaje de L. leucocephala tuvo mayor contenido de PC, no existieron
diferencias en la emisién de metano (Angeles-Mayorga et al., 2019). Esto podria
explicarse a que el efecto de los TC sobre la mitigacion de CH4 entérico dependera de
la especie de la que proviene (Saminathan et al., 2017; Paengkoum et al., 2015). En
este sentido, se ha documentado que TC con la misma concentracion, pero de
diferentes plantas pueden mostrar variaciones en la produccién de CH4 (Gemeda et al.,
2015; Barahona-Rosales et al., 2006). Estas variaciones son atribuidas principalmente
al peso molecular y composicién quimica de los TC (Huyen et al., 2016; Huang at al.,
2010). Al respecto, se ha reportado el efecto del peso molecular de los TC de cascara
de Garcinia mangostana L y L. leucocephala sobre la produccion de CHs, mismas que
contenian TC con un peso molecular de 0.154 y 0.310 Da, respectivamente,
encontrando menor emision de metano en L. leucocephala, concluyendo que a mayor
peso molecular menor emisién del gas (Paengkoum et al., 2015). Asi también,
recientemente, se ha sefialado que el impacto de los TC sobre la emisiéon de CHa,
dependera de la estabilidad quimica y vida util del TC a nivel ruminal (Naumann et al.,
2018). Por lo que, es necesario comprender que la actividad bioldgica de los TC y, por
lo tanto, su efecto en la mitigacion de metano, dependera principalmente de su

composicién quimica.
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Cuadro 5. Composicion quimica de frutos arboreos del tropico seco (%).

L. collinsii G. ulmifolia R? CV (%) PdeF Tukey
0.05
MS 96.07+0.3% 94.8+1.22 0.99 0.91 0.15 1.97
PC 19.14+0.6° 8.35+0.3" 0.67 3.47 <0.0001 1.08
MO 93.25+0.1° 94.3+0.6° 0.99 0.49 0.05 1.04
Ce 6.74+0.1% 5.67+0.6° 0.44 7.38 0.05 1.04
FDN 52.32+0.6% 51.82+3.4% 0.01 0.01 0.82 5.68
FDA 37.64+1.1° 44.54+1.22 0.93 2.9 0.002 2.7
FT 1.3+0.22 0.73%0.13° 0.87 13.75 0.007 0.32
TC 3.6+0.1° 0.23+0.04° 0.99 4.8 <0.0001 0.21

Medias en la misma fila con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, P<0.05). +; Desviacion
estandar. MS: Materia seca; PC: proteina cruda; MO: materia organica; Ce: cenizas; FDN: fibra

detergente neutro; FDA: fibra detergente acido; FT: fenoles totales; TC: taninos condensados.

Por otro lado, la composicién quimica también influye sobre el aprovechamiento a nivel
ruminal de los sustratos y, por lo tanto, sobre la emision de GEI. En el Cuadro 6, se
presentan los pardmetros de la cinética y fracciones de fermentacién de los frutos
arbéreos. Se observa que el fruto de L. collinsii tuvo mayor Vmax (169.17 mL g* de
MS), posiblemente por el mayor contenido de PC (Cuadro 5) y el gas producido por las
fracciones de FM y FL (P<0.0001), asi mismo la produccién de gas derivada de la FR
tendié a ser mejor en L. collinsii que en G. ulmifolia (P<0.07). En este sentido, se
menciona que los niveles de PC por encima de 7% mejoran la actividad microbiana en
el rumen, mejorando asi el potencial de fermentacion (Meale et al., 2011). No se
observaron diferencias estadisticas para la S (P>0.037), sin embargo, los frutos de G.
ulmifolia se fermentaron mas prontamente (L=1.966 h), pero con bajo potencial de
fermentacion (Vmax= 42.53 mL g*! de MS). Esto pudo deberse las caracteristicas
quimicas de los FT y TC, lo que redujo el Vmax, pero permitié disminuir la emision de
metano (Cuadro 2). Por lo que, los resultados del presente estudio, confirmaron previas

suposiciones, de que los frutos arbdreos posen caracteristicas nutritivas que podrian
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mitigar la emision de metano por fermentacion entérica, principalmente por el efecto de

TC sobre la metanogénesis (Naumann et al., 2017; Hatew et al., 2016).

Cuadro 6. Parametros de la cinética y fracciones de fermentacion in vitro de frutos

arboreos del tropico seco.

L. collinsii G. ulmifolia R2 CV PdeF Tukey
(%) 0.05
L (h) 9.67+1.62 1.966+1.8P 0.9 298 0.006 3.9

S (hY) 0.0216+0.0012 0.0241+0.00092 0.2 18.8 0.37 0.009

Vmax 169.17+2.72 42.53+5.1P 0.99 3.85 <0.0001 9.23
(mltg
de MS)
FR 38.55+8.42 22.04+8.04P 0.6 273  0.07 18.7
(9/kg)
FM 66.22+3.52 20.66+2.4P 0.99 69 <0.0001 6.8
(9/kg)
FL 303.29+1.82 57.00+14.1P 0.99 5.6 <0.0001 22.7
(9/kg)
FT 408.06+112 99.70+8.4P 0.99 3.9 <0.0001 223
(9/kg)

Medias en la misma fila con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, P<0.05); +: Desviacion
estandar; L: fase Lag; S: tasa de produccién de gas; Vmax: volumen maximo de produccién de gas; FR:
fermentacion rapida; FM: fermentacion media; FL: fermentacién lenta; FT: fermentacion total.

En el Cuadro 7, se presentan las correlaciones de Pearson. Los valores de produccion
potencial de CH4 medidos a través de la TPG in vitro correlacionaron positivamente
con los obtenidos a través de cromatografia (r=0.99; P<0.0001). Ademas, el CHa
medido a través de ambas técnicas correlacion6é positivamente con PC (r=0.99;
P<0.0001), con los contenidos de FT y TC (r>0.92; P<0.01) y con la produccion de gas

de la fermentacion de las fracciones FM, FL y FT, asi como con el Vméax (r=0.99;
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P<0.0001), en tanto que correlacioné negativamente con los contenidos de MO y FDA
(r=-0.83 a -0.97; P<0.05).
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Cuadro 7. Correlacion de la composicion quimica, cinética y fracciones de fermentacién con metano por técnica de gas
in vitro y cromatografia de gases de frutos arboreos del tropico seco.

TPG Cro MS MO Ce PC FDN FDA FT TC Vmax S L FR FM FL
Cro 0.99***
MS 0.66 0.65
MO -0.83* -0.83* -0.56
Ce 0.83* 0.83* 0.55 -0.99***
PC 0.99%*=* 0.99%*=* 0.66 -0.84 0.84*
FDN 0.09 0.1 0.39 0.39 -0.39 0.11
FDA -0.97** -0.97**  -0.61 0.89**  -0.89**  -0.95* 0.11
FT 0.92** 0.93**  0.748 -0.67 0.67 0.94** 0.39 -0.81*
TC 0.99** 0.99** 0.67 -0.83** 0.83**  0.99***  0.12 -0.96** 0.93**
Vmax 0.99** 0.99%*=* 0.64 -0.81* 0.81* 0.99***  0.13 -0.95* 0.94** 0.99%**
S -0.46 -0.44  -0.8* 0.62 -0.62 -0.45 0.03 0.5 -0.42 -0.46 -0.41
L 0.94** 0.94** 0.76 -0.83* 0.83* 0.94** 0.11 -0.93* 0.85* 0.95** 0.93** -0.65
FR 0.76 0.76 0.31 -0.52 0.52 0.77 0.16 -0.68 0.80* 0.768 0.79 0.06 0.51
FM 0.99*** 0.99*** 0.59 -0.79* 0.80* 0.99** 0.1 -0.96** 0.91* 0.99*** 0.99*** -0.37 0.92** 0.79
FL 0.99%*=* 0.99%*=* 0.66 -0.82* 0.82* 0.99***  0.12 -0.96** 0.93** 0.99%** 0.99*** -0.45 0.95** 0.75 0.99
FT 0.99%*=* 0.99%*=* 0.64 -0.81* 0.81* 0.99***  0.13 -0.96** 0.93%** 0.99%** 0.99*** -0.41 0.93 0.78 0.99%*=* 0.99%*=*

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.0001; MS: Materia seca; PC: proteina cruda; MO: materia organica; Ce: cenizas; FDN: fibra
detergente neutro; FDA: fibra detergente acido; FT: fenoles totales; TC: taninos condensados; L: fase Lag; S: tasa de
produccion de gas; Vmax: volumen maximo de produccion de gas; FR: fermentacion rapida; FM: fermentacion media;
FL: fermentacion lenta; FT: fermentacion total.

32



4.3 Correlacion de metano de dietas con diferentes niveles de forraje-
concentrado obtenido por cromatografia de gases con metano por la Técnica de
Produccién de gas in vitro.

Las dietas evaluadas fueron formuladas tedricamente isoprotéicas e isoenergéticas,
sin embargo, se encontraron diferencias estadisticas (P<0.0001). La dieta con
proporcién de F:C 40:60 tuvo mayor cantidad de PC y MO (P<0.0001), pero menor
cantidad de Ce y FDN (P<0.0001). Mientras que las dietas con niveles de F:C de 60:40
y 40:60 tuvieron menor cantidad de FDA (35.5 y 31.83 %; Cuadro 8).

Cuadro 8. Composicion quimica (%) de dietas con diferentes proporciones de forraje-

concentrado.

F-C (%) PC MO CE FDN FDA
100 10.33° 88.77¢ 11.232 77.142 43,732
80-20 10.064 90.72¢ 9.28b 77.692 41.142
60-40 10.55° 92.95b 7.052¢ 76.982 35.5P
40-60 11.182 95.3782 4.622¢ 72.26° 31.83"
R2 0.95 0.96 0.96 0.97 0.99
CV (%) 0.99 0.56 6.4 0.52 0.58
VdeP <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001  <0.0001
Tukey 0.05= 0.1891 0.9341 0.9323 0.7256 4.08

Medias en la misma columna con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, P<0.05). PC: proteina

cruda; MO: materia organica; Ce: cenizas; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente acido.

La proporcién de forraje-concentrado (F:C) afecto la cinética de fermentacion ruminal
(S, Ly Vmax) y la DGRMS a 24 h (P<0.02). En general, la relacién F:C 40:60 tuvo
mejor S, L y Vmax (0.0336 h', 6.17 h y 462.02 mL* g de MS) y, por lo tanto, mejor
DGRMS a 24 h (52.56%) que el resto de las proporciones de forraje (0.324 h't, 8.01 h,
368.68 mL1g de MS y 43.91 %, respectivamente; Cuadro 9).
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Cuadro 9. Parametros de la cinética de fermentacion y degradacion in vitro de dietas
con diferente nivel de forraje-concentrado (%).

F-C (%) S () L (h) Vmax (mL1gde DGRMS 24 h
MS) (%)

100 0.0314P 8.842 332.72° 40.76°
80-20 0.03222 7.928b 373.84P 43.32¢
60-40 0.03362 7.27° 399.50% 47.66°
40-60 0.03362 6.17° 462.022 52.562

R2 0.44 0.79 0.85 0.91

CV (%) 3.62 7.25 4.22 3.38
VdeP 0.02 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tukey 0.05= 0.0021 0.9915 29.27 2.821

Medias en la misma columna con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, P<0.05); S: tasa de
produccion de gas; L: fase Lag; Vméax: volumen méximo de produccion de gas; DGRMS: degradacién
de la materia seca a 24 h.

En el Cuadro 10, se presentan los valores medios de las fracciones de fermentacion
de las dietas con diferentes proporciones de F-C. Se observa que a medida que
aumenta la proporcion de concentrado, mejora la cantidad de fracciones de rapida y
media fermentacion (P<0.0001). Sin embargo, no se encontré efecto del nivel de F-C
sobre la FL (P>0.1241). Respecto a la FT, presenté un aumento lineal con las
proporciones de F:C (P<0.0001) y fue influenciado por la cantidad de gas producido

por la FR y FM de las dietas evaluadas.
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Cuadro 10. Fracciones de fermentacion (g kg de materia seca) in viro de dietas con

diferente proporcion de forraje-concentrado (%).

g kg de materia seca

F-C (%) FR FM FL FT
100 75.58° 222.96¢ 418.352 716.89°
80-20 95.82b¢ 266.12° 438.782 800.73°
60-40 114.70° 297.44P 449 562 861.72
40-60 143.312 323.802 448.462 915.582
R? 0.83 0.89 0.29 0.84

C.V (%) 11.64 5.09 4.93 4.21

VdeP <0.0001 <0.0001 0.1241 <0.0001
Tukey 0.05= 22.616 25.571 39.177 62.863

FR: Fraccion rapida, FM: Fraccion media, FL: Fraccion lenta, FT: Fraccion Total

En el Cuadro 11, se muestran los modelos matematicos que permiten predecir las

estimaciones de CH4 obtenidas por la técnica de cromatografia a través de la TPG in
vitro (modelos 1, 2 y 3 con R?=0.56, 0.51, 0.64, respectivamente). Se observa que los

modelos que incluyen variables como la proporcién de F:C, tasa de fermentacion (S),

fraccion de fermentacion lenta (FL) y proteina cruda (PC) mejoran el R? (modelos 4, 5

y 6 con R?= 0.83, 0.93 y 0.96, respectivamente). La produccién potencial de CH4 se

puede predecir a través de la proporciéon de F:C y PC (modelo 7 con R?= 0.87), Vmax
y FDN (modelo 8 con R?=0.64) y a partir de FM y FDN (modelo 9 con R?=0.54).
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Cuadro 11. Modelos matematicos para estimar metano entérico en rumiantes

Modelos R?
1. CRO =0.28+ 1.019 CH4TPG24n 0.56
2. CRO=4.21+ 1.13 CH4TPG24n 0.51
3. CRO=2.72 - 0.808 CH4TPGo-12h +1.203 CH4TPG24n 0.64
4. CRO=58.14 -0.37 Proporcion F:C -0.77 CH4TPGu12-24n 0.83

5. CRO=52.37 -0.339 Proporcion F:C -1.46 CH4TPG12-24h + 0.72 CH4TPG24n  0.93

6. CRO=263.46 -0.47 Proporcion F:C -1434.96 S -0.038 FL -14.32 PC+0.29 0.96
CH4TPG24n

7. CRO=167.95 -0.40 Proporcion F:C -11.22 PC 0.87
8. CRO=-278.47 +0.26 Vméax+2.65 FDN 0.64
9. CRO=-177.48+0.22FM+1.79FDN 0.54

Cro= metano por cromatografia de gases; CH4TPG24n= metano por la técnica de gas in vitro a 24 h;
CH4TPG12-24 n= metano por la técnica de gas in vitro de 12 a 24 h; F-C= forraje-concentrado; S= tasa de
fermentacion; FL= fraccion de fermentacién lenta; PC= proteina cruda; FDN= fibra detergente neutra;

Vmax= volumen maximo de produccion de gas; FM= fraccion de fermentacion media.

Se ha documentado que la TPG in vitro proporciona pautas para cuantificar la emision
de metano en rumiantes (Yaféz et al., 2016). Sin embargo, no se han desarrollado
modelos de prediccion de metano por cromatografia de gases a partir de la TPG in
vitro. De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, con los modelos 1,
2y 3 (R?= 0.56, 0.51, 0.64, respectivamente) se puede predecir CH4 con la TPG in
vitro (Cuadro 8). En relacién con esto, Huhtanen et al. (2015) mencionan que los
modelos con potencial de prediccion moderado a sustancial deben tener un R? superior
a 0.50. Por su parte, Ungerfeld et al. (2018) mencionan que la efectividad de los
modelos dependera de su precision y para ello, se debe incluir variables como la
composicion de la dieta, calidad nutritiva, contenido de fibra y carbohidratos no fibrosos
(Velarde-Guillén et al., 2019). En este sentido, los modelos 4, 5, 6, 7, 8 y 9 en los que
se incluyé la proporcion de F:C, composicion quimica de la dieta y fracciones de

fermentacion aumentaron el R? (Cuadro 8). Cersosimo y Wright (2015) indican que los
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modelos matematicos que se originen a partir de técnicas in vitro deben incluir
parametros de fermentacion de los alimentos y estos modelos deben ser validados a
partir del error de prediccion, concordancia de los datos, andlisis de los valores
observados y valores predicho (Benaouda et al., 2020). Por lo anterior, es necesario

validar los modelos matematicos propuestos en esta investigacion.
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5. CONCLUSIONES

Se concluye que, la extraccion de liquido ruminal por canula o sonda oro-ruminal no
afecta los resultados obtenidos en la técnica de gas in vitro, por lo que podrian

utilizarse indistintamente.

Por otro lado, el fruto de G. ulmifolia emiti6 menor cantidad de metano y la técnica de
gas in vitro es promisoria para la determinacion de metano de frutos de Leucaena
collinsii y Guazuma ulmifolia con respecto a la técnica convencional de referencia,

cromatografia de gases.

A partir de los modelos matematicos se puede predecir la emision de metano por
cromatografia de gases a partir de la técnica de produccion de gas in vitro. Los
modelos mas precisos son los que consideran la calidad nutritiva, fracciones y
pardmetros de fermentacion. Sin embargo, se recomienda validar los modelos

matematicos.
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