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RESUMEN. El objetivo fue evaluar modelos predictivos de la produccion
metano de los frutos Leucaena collinsii y Guazuma ulmifolia medido a través
de la técnica de produccion de gas in vitro (TPG) y cromatografia de gases.
A los frutos se realizé un analisis quimico, parametros de fermentacién in
vitro, y se estimé metano por cromatografia de gases y por la TPG. Se
realiz6 un analisis de varianza considerando los efectos fijos de la técnica de
medicioén y el tipo de fruto. Se hizo un analisis de correlacién y regresién para
conocer las ecuaciones y los coeficientes de determinacién entre CHy4 por
cromatografia de gases y estimacion de CH4 a partir de la TPG. Se encontré
una tendencia positiva entre la estimacion de metano por cromatografia de
gases y por la TPG, por lo que, la TPG es promisoria para la determinacion
de metano de frutos de Leucaena collinsii y Guazuma ulmifolia.

Palabras clave: Correlacion, regresion, composicién quimica, fermentacion,
taninos.

ABSTRACT. The objective of the present work was evaluate predictive
models for methane production fruits Leucaena collinsii and Guazuma
ulmifolia measured through the in vitro gas production technique (TPG) and
gas chromatography. The fruits were subjected to a chemical analysis, in
vitro fermentation using the gas production techniqgue GPT, and methane
was measured using gas chromatography and the GPT. A correlation and
regression analysis was conducted to determine the equations and the
determination coefficients (R?) between CH,4 using gas chromatography
and CH4 estimation from the TPG. A positive trend was found between
the estimation of methane by gas chromatography and by the TGP. It is
concluded that 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.

Key words: Correlation analysis, regression analysis, chemical composition,
rumen fermentation, tannins.
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INTRODUCCION

En la ganaderia, el metano (CH4) se emite
principalmente por fermentacion entérica en los ru-
miantes y es producido por arqueas metanégenas y
asociaciones simbitticas de protozoos durante la fer-
mentacién del alimento (Caicedo et al. 2023). Para
mitigar la emision de este gas, actualmente, se han
evaluado el uso de ionoforos, nitratos, aceites de
diferentes semillas u oleaginosas y el uso estratégico
de metabolitos secundarios, cuyo objetivo es mejo-
rar al aprovechamiento de los alimentos, asi como
disminuir la actividad y proliferacién de microbiota
productoras de metano, sin limitar la funcién del ru-
men (Beauchemin et al. 2022). Asi mismo, diversas
investigaciones sefialan que el uso de follaje y frutos
de especies arbéreas tienen la capacidad de miti-
gar las emisiones de metano entérico, debido a su
calidad nutritiva y alto contenido de metabolitos se-
cundarios (Aragadvay-Yungan et al. 2022). Se ha
reportado que el contenido de metabolitos secun-
darios en follaje y frutos de Leucaena collinsii y G.
ulmifolia tienen la capacidad de mitigar las emisiones
de metano entérico (Alatorre-Hernandez et al. 2018)
lo cual puede ayudar a establecer estrategias de su
uso en la alimentaciéon de rumiantes. Por otro lado,
estas emisiones se han cuantificado por diversas
técnicas, entre las que destacan el uso de camaras
respiratorias, la técnica del gas trazador hexafluoruro
de azufre (SF6), espectroscopia infrarroja (Bekele et
al. 2022), no obstante, se ha sefialado que una de
las técnicas mas exactas para medir emisiones de
GEl in vitro es por cromatografia de gases (Ribessi
et al. 2020), sin embargo, el uso de esta técnica es
limitada, principalmente por los altos costos de imple-
mentacién. Por su parte, la Técnica de Produccion
de Gas in vitro (TPG), es una técnica econdémica que
se ha utilizado ampliamente para evaluar el efecto
de diferentes forrajes, dietas y aditivos en la fer-
mentacion ruminal, y degradacion de la materia seca
y, recientemente, también se ha utilizado para esti-
mar la emisién de GEI (Pereyra et al. 2022). Por lo
anterior, es de mucha utilidad realizar trabajos que
evallen la existencia de una relacién entre la TPG
y cromatografia de gases al estimar la emision de

metano. Uno de los pocos trabajos realizados al
respecto es el presentado por Fievez et al. (2005),
en el cual predijeron la produccién de acidos gra-
sos de cadena corta y metano (energia perdida) en
dietas compuestas, considerando la inclusién de fru-
tos arboreos (33.7%) y paja de trigo (66.3%), sin
embargo, esta relacién no se ha evaluado con el uso
de frutos arboéreos por si solos. Por ello, el objetivo
del siguiente trabajo fue evaluar modelos predictivos
de la produccion potencial de gas metano medido a
través de la técnica de produccién de gas in vitro y
cromatografia de gases.

MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas del area en donde se llevaron a
cabo los estudios

La produccion de gas in vitro y analisis quimi-
cos de las muestras se realizaron en el Laboratorio
de Nutricion Animal perteneciente a la Facultad de
Ciencias Agrondmicas de la Universidad Auténoma
de Chiapas, localizada en el municipio de Villaflo-
res, Chiapas, México. Por otro lado, el contenido
de metano se determiné en el laboratorio de Cro-
matografia de gases del Colegio de la Frontera Sur,
unidad San Cristébal de las Casas, Chiapas.

Seleccion y obtencion de los frutos evaluados

Los frutos de Leucaena collinsii y Guazuma
ulmifolia, se encuentran de manera abundante en
la regién de estudio, y fueron cosechados una vez
que estaban fisiol6gicamente maduros, de manera
manual y al azar en distintos arboles. Posterior-
mente, se depositaron en bolsas de papel con la
identificacién respectiva y se trasladaron al labora-
torio de Nutricion Animal, en donde se determiné el
contenido MS, una estufa de aire forzado a 55 °C por
48 h (peso constante) (AOAC 2000).

Produccion de gas in vitro

La fermentacién se realizé con la técnica de
produccién de gas in vitro (Menke y Steingass 1988).
Para ello, se colocé 0.5 g de cada uno de los frutos
arbéreos evaluados en viales de vidrio color ambar
de 125 mL de capacidad. Posteriormente, y bajo flujo
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continuo de biéxido de carbono (CO,) se adiciond 90
mL de in6culo ruminal diluido (1:10), el cual, se ob-
tuvo de tres ovinos canulados de la raza Katahdin.
El inéculo ruminal fue filtrado a través de ocho capas
de tela de gasa y se adicion6 en una proporcion de
1:10 a una soluciéon mineral reducida, compuesta de
KH,PO4 (0.45gL~1), NaCO;3 (0.6 gL™"), (NH4),SO,
(0.45 g L™, NaCl (0.9 g L), MnSO4 (0.18 g L),
CaCl, (0.12 g L™!), L-cisteina (0.25 g L) y Na,S
(0.25 g L~ (Meyer, Ciudad de México, México). Se
incluyeron seis frascos como blancos (sin sustrato).
Con el uso del manémetro se extrajo el exceso de
CO; para igualar la presién a cero, y se colocaron en
bafo mariaa 39 °C (Prendo®, BM; Ciudad de México,
México).

Se realizaron tres series de incubacion de
manera simultdnea, cada serie comprendia tres
repeticiones (viales) por cada fruto y fue repetida tres
veces a través del tiempo, segun recomienda Udén
etal. (2012).

Determinacion de la produccion de metano

En técnicas de sistema cerrado, como la TPG,
la produccién de gas en las primeras 24 h son mas
representativas de lo que sucede en el animal. Por
ello, para conocer la produccién de metano por la
Técnica de produccién de gas in vitro y por cro-
matografia de gases, se midi6 el gas de fermentacion
(mL g~') cada 6 h durante las primeras 24 h con la
primera y segunda serie de incubacion.

Para estimar CHy por la técnica de produccién
de gas in vitro (TPG), se estimd el metano mas
gases menores (CHs+GM). Para ello, al gas de fer-
mentacién se le realizd la separacion del CO, por
medio de una trampa (frasco de vidrio hermética-
mente sellado con tap6n de hule y aro de aluminio)
que contenia 40 mL de hidréxido de potasio (KOH)
a una concentracion de uno molar y una dilucién
de 56.10 g de KOH en un litro de agua destilada
(Bartha y Pramer 1965). EIl volumen residual fue
considerado como mL de CH4+GM y fueron ajusta-
dos como metano teérico (CH4) multiplicando cada
valor por 0.77 (Zhong et al. 2016).

Por otro lado, para estimar CH4 por cro-
matografia de gases, el gas de fermentaciéon que

se obtuvo de la fermentacion de los frutos cada 6 h
por 24 h, se coloco al vacio en viales estériles que
contenian una solucién salina saturada con NaCl,
en los que se conservé y traslado para su posterior
andlisis. Para cuantificar la produccién de CHy se
utilizé un cromatoégrafo de gases (Agilent Modelo
7890 B GC, Wilmington, EE. UU), con inyeccién
manual que posee un detector de ionizacion por
llama (FID, flame ionization detector), Software Ver-
sién 01.07SR?, diametro de columna 2 mmy 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 méto-
dos de estimacion de metano, las concentraciones
de este gas se corrigieron restando la produccion de
metano promedio de tres blancos. La produccién de
CHy se expres6 en mL de CHy g~ ! de MS.

Analisis quimico de los frutos arbdreos tropicales

Se midi6 el contenido de materia seca (MS)
de los frutos arbéreos segun la NOM-116-SSA1-
1994, posteriormente fueron molidos en un molino
tipo Wiley con malla de 1 mm (modelo 3; Arthur H.
Thomas, Filadelfia, PA). Se determin6 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).

Parametros y fracciones de fermentacion in vitro

Para explicar el comportamiento en la
produccién de metano derivado de la técnica in vitro,
se evaluaron los parametros de fermentacioén in vitro
con las muestras de la tercera serie de incubacién.
Para conocer los parametros de fermentacién, la
presion de gas se midid6 con un mandmetro (Infra;
modelo 63100/1-4; Ciudad de México, México; 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. Los valores
de presion (kg~! cm?) se transformaron a volumen
de gas (mL g~' de sustrato) con la ecuacién de re-
gresién (volumen = presién/0.019 con R* = 0.98) y
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se estimaron los parametros de la cinética de pro-
duccién de gas: volumen méaximo (Vmax; mL g~ '),
tasa (S; h) y fase lag (L; h), para el modelo logistico
V = Vmx/1+ e@#+S(T-L)) (Schofield y Pell, 1995),
utilizando el paquete estadistico SAS. Las fracciones
de fermentacion se obtuvieron mediante el volumen
fraccional (Vf) de gas de fermentacion producido a
tres intervalos de tiempo: 0 ha 8 h (Vfg_g),8ha24 h
(Vfg_24) y 24 h a 72 h (Vf4_772) de incubacién, estos
volimenes fraccionales (mL g~') fueron transforma-
dos a fracciones (g kg™!) de rapida (FR), media (FM)
y lenta (FL) fermentacion mediante las siguientes
ecuaciones de regresion FR (g kg™!) = Vfy_g/0.4266
(R? = 0.9441), FM (g kg~ ') = Vfg_»4/0.6152 (R*> =
0.998), FL (g kg™ ') = Vf24_7, /0.3453 (R? = 0.9653).

Anadlisis estadistico

Se hizo un analisis de correlacion y regresion
para conocer las ecuaciones y los coeficientes de
determinacién (R?) entre CH,4 por cromatografia de
gases y estimacién de CH,4 a partir de la captura de
CO, por Hidréxido de Potasio (KOH) en la Técnica de
Produccién de gas in vitro. El modelo de regresién se
considerd como la ecuacion de ajuste. Para la com-
posicién quimica de los frutos se utiliz6 un analisis de
varianza para un modelo lineal. El andlisis se ejecutd
utilizando Proc GLM del paquete Statistical Analysis
System (SAS 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se reportan valores de CHy, se
observa que hubo interaccion entre la Técnica de
medicion y el tipo de fruto (P < 0.004), y en general,
el fruto de L. collinsii mostré valores mas altos de
CH4 que la G. ulmifolia (7.03 vs 2.12 mL g~ MS;
P < 0.0001) y la TPG mostr6 valores subestimados
de CH4 con respecto a la de cromatografia (4.15 vs
4.99 mL g~ MS, respectivamente) (P < 0.0001). De
acuerdo a estos resultados, ambas técnicas de medi-
cion de CH4 entérico presentaron tendencias simi-
lares en la estimacion de metano en los frutos ar-
béreos evaluados. Por otro lado, en la Tabla 2, se
muestra el modelo de regresién simple entre las téc-
nicas de cromatografia de gases y TPG in vitro. El

modelo CH4 (Cro) = 1.25+0.9CHy4 (TPG)+ Eij per-
mite obtener las estimaciones de CH4 obtenidas por
la técnica de cromatografia a través de la TPG (R?
= 0.99; P < 0.0001), lo que evidencia la factibilidad
de usar la TPG in vitro para estimar metano entérico.
En este sentido, se ha sefalado que, por medio de
esta técnica se puede determinar el efecto de las
dietas sobre la emisién potencial de GEI (Miranda-
Romero et al. 2018). Por otro lado, algunas inves-
tigaciones sefalan que utilizando la TPG in vitro se
puede obtener un indicador de calentamiento global
a partir de la producciéon de CO, y CHg4, 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 emisién de metano en
subproductos pecuarios como la cerdaza (Pérez et
al. 2018) y recientemente para conocer la emisién de
GEI de dos dietas para engorda de bovinos (Pereyra
et al. 2022).

Por otro lado, el error esperado con la TPG
in vitro, con respecto a cromografia de gases es de
0.0433 mL de CH4. La dispersion de los datos de-
muestra 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 emision de metano
en los frutos arboéreos evaluados (Figura 1). Sin em-
bargo, es necesario continuar trabajando en la nor-
malizacién de la técnica alternativa, para mejorar la
precisién en la estimacion de metano por la TPG in
vitro, para ello, es necesario aumentar el nimero de
repeticiones, lo que permitird conseguir un buen esti-
mador de los coeficientes de regresion. Lo que con-
cuerda con otra investigacion (Ribessi et al. 2020), en
la que correlacionaron la emisiéon de CH4 de una dieta
con 14.2% de PC por cromatografia de gases y por
espectroscopia de absorcién infrarroja y encontraron
un R? = 0.99, y concluyen que el nimero de repeti-
ciones es fundamental para mejorar los coeficientes
de correlacién y regresion entre ambas técnicas.

Por otra parte, se conoce que el potencial para
mitigar la emision de metano entérico en frutos ar-
béreos depende de su composicion quimica. En este
sentido, el fruto de L. collinsii presenté mayor con-

www.ujat.mx/era
4

E. ISSN: 2007-901X



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Ramirez-Diaz et al.

Prediccion de metano por dos técnicas
Ecosist. Recur. Agropec. 10(3): €3602, 2023
https://doi.org/10.19136/era.al0n3.3602

Tabla 1. Estimacion de metano (mL~'g de sustrato) por cromatografia de gases y la técnica de
produccién de gas in vitro de frutos arbéreos del trépico seco.

Metano R CV (%) pdeF DSM 0.05 =
TPG Cro Téc TF Téc*TF
Lc 6.73 7.32
Gu 1.56 266 0.9979 2.45 <0.0001  <0.0001 0.004 0.17

DMS 0,05=0.17 0.17

Lc: Leucaena collinsii; Gu: Guazuma ulmifolia; TPG: técnica de produccién de gas in vitro; Cro: cro-
matoégrafo de gases; CV: coeficiente de variacion; Téc: técnica de medicién; TF: tipo de fruto; DSM:
diferencia minima significativa; p de F: probabilidad de Fisher.

Tabla 2. Modelo de regresion simple entre las técnicas de esti-
macién de metano por cromatografia de gases y la técnica de

produccién de gas in vitro.

Y Bo BiXi

BsXs  R? pdeF

CHy 125 09TPG 0.99  <0.0001

9 -
2 g ] y =0.9x + 1.2513
2 R2=0.9979
o 7 4
)]
k=
8 6 A
j
g 51
®
28
(5]
g %7
£ 2 -
O
8 11
)
E 0 T T T 1

0 2 4 6 8

mL de CH, por TPG in vitro

Figura 1. Correlacién entre metano estimado por cromatografia de gases y la técnica de gas in vitro

de frutos arbdreos del trépico seco.

centracién de PC y menor en G. ulmifolia, con 19.14
y 8.35%, respectivamente (P < 0.0001; Tabla 3). El
contenido de MS y FDN fueron similares entre los fru-
tos evaluados (P > 0.15). Respecto al contenido de
metabolitos secundarios, la concentracién de FTy TC
fue mayor para los frutos de L. collinsii (P < 0.007),
pero tuvo menor cantidad de MO y FDA (P < 0.05).
La concentracién de TC reportada en la investigacion,
coincide con los rangos reportados en otras investi-
gaciones, 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), dependiendo del tipo de especie, condiciones
climaticas, sitio de muestreo y etapa vegetativa de

las plantas (Augustine et al. 2018). En este sentido,
se ha documentado que TC con la misma concen-
tracién, pero de diferentes plantas pueden mostrar
variaciones en la produccién de CH4 (Gemeda et al.
2015). Estas variaciones son atribuidas principal-
mente al peso molecular y composicién quimica de
los TC (Huyen et al. 2016). Al respecto, se ha repor-
tado el efecto del peso molecular de los TC de cas-
cara de Garcinia mangostana Ly L. leucocephala so-
bre la produccién de CH,4, mismas que contenian TC
con un peso molecular de 0.154 y 0.310 Da, respec-
tivamente, encontrando menor emisién de metano
en L. leucocephala, concluyendo que a mayor peso
molecular menor emision del gas (Paengkoum et al.
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2015). Asi también, se ha sefalado que el impacto
de los TC sobre la emisién de CH4, dependera de
la estabilidad quimica y vida util del TC a nivel rumi-
nal (Naumann et al. 2018). Por lo que, es necesario
comprender que la actividad biol6gica de los TC v,
por lo tanto, su efecto en la mitigacion de metano, de-
pendera principalmente de su composicién quimica.
Por su parte, Cardoso-Gutiérrez et al. (2021) men-
cionan que las plantas con TC reducen la emision de
metano entérico debido a que inhiben la actividad de
enzimas microbianas, disminuyen las poblaciones de
protozoos y bacterias celuloliticas y forman enlaces
con proteinas del forraje, reduciendo la degradacién
de la proteina ruminal.

Tabla 3. Composicion quimica de frutos arbéreos del tropico seco (%).

L. collinsii G. ulmifolia ~ CV (%) PdeF
MS 96.07 + 0.3 948 +1.2 0.91 0.15
PC 19.14 £ 0.6 8.35+ 0.3 3.47 <0.0001
MO 93.25 + 0.1 943+ 0.6 0.49 0.05
Ce 6.74 = 0.1 5.67 £ 0.6 7.38 0.05
FDN 52.32+ 0.6 51.82+34 0.01 0.82
FDA 3764 £1.1 4454+1.2 2.9 0.002
FT 1.3+0.2 0.73 +£0.13 13.75 0.007
TC 36 £ 0.1 0.23 + 0.04 4.8 <0.0001

=+; Desviacion estandar. MS: Materia seca; PC: proteina cruda; MO:
materia organica; Ce: cenizas; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra
detergente &cido; 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
GEl. En la Tabla 4, se presentan los parametros de
la cinética y fracciones de fermentacion de los fru-
tos arbéreos. Se observa que el fruto de L. collinsii
tuvo mayor Vm (169.17 mL g~ '), posiblemente por el
mayor contenido de PC (Tabla 3) y por el gas pro-
duccién 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). 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 fermentacién (Vm =
4253 mL g~!). Esto pudo deberse las caracteristicas
quimicas de los FT y TC, lo que redujo el Vm, pero
permitié disminuir la emisién de metano (Tabla 1).

Tabla 4. Parametros de la cinética y fracciones de fermentacion in
vitro de frutos arbéreos tropicales del tropico seco.

L. collinsii G. ulmifolia CV (%) PdeF
L (h) 967 £ 1.6 1.966 £ 1.8 29.8 0.006
sk 0.0216 =+ 0.001 0.0241 + 0.0009 18.8 0.37
vm (mLg~! de MS) 169.17 + 2.7 4253 + 5.1 3.85 <0.0001
FR (g kg’l) 38.55+ 8.4 22.04 +8.04 27.3 0.07
FM (gkg~ ") 66.22 + 3.5 20.66 + 2.4 6.9 <0.0001
FL(gkg™ 1) 303.29 + 1.8 57.00 + 14.1 5.6 <0.0001
FT (g kg’l) 408.06 £ 11 99.70 + 8.4 3.9 <0.0001

+: Desviacién estandar; L: fase Lag; S: tasa de produccion de gas;
Vm: volumen méximo de produccién de gas; FR: fermentacion rapida;
FM: fermentacién media; FL: fermentacién lenta; FT: fermentacion to-
tal.

Aunque la composicién quimica y la fer-
mentacién in vitro de la Leucaena collinsii fueron
mejores a los de la Guazuma ulmifolia, estos no nece-
sariamente se relacionan con menores emisiones de
metano. La TPG tiende a subestimar los valores de
metano con respecto a la cromatografia, sus valores
pueden ser ajustados a través de modelos de regre-
sién lineal simple vélidos e independientemente del
tipo de técnica de estimacioén de gas metano.
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