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RESUMEN. Los protocolos de la técnica de produccion de gas in vitro se pretenden estandarizar al tiempo de evaluar
especies arbdreas para alimentacion de rumiantes. El objetivo fue determinar el efecto de la disposiciéon de muestra en el
biodigestor, asi como caracterizar in vitro hojas y frutos maduros e inmaduros de Genipa americana. En un vial, la muestra
se colocd de forma directa o en una bolsa de poli-seda; 40 mL de medio de cultivo anaerobio, bajo flujo de COz2 y 10 mL
de fluido ruminal fresco como inéculo. Los viales se incubaron 72 h a 39 °C. La produccién de biogds se midio a 2, 4, 6,
8,10, 12, 24, 48 y 72 h y la degradaciéon de materia seca (DMS) a las 72 h. El analisis estadistico fue un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 3 x 2, con tipo de muestra (hoja, fruto inmaduro y maduro) y disposicién
(directo o en bolsa) como factores. La produccién de biogas no presenté interaccion entre factores (P > 0.05); pero la DMS
presentd interaccion (P < 0.05). La produccion de biogas no mostro diferencias en la disposicion de la muestra (P > 0.05),
a excepcion de las 2 h (P < 0.05). Las hojas presentaron menor produccién de biogas acumulado (P < 0.05). La DMS fue
diferente en la disposicion de los frutos maduros e inmaduros (P < 0.05), mientras en hojas no hubo diferencias por
disposicion (P < 0.05). La disposicion de la muestra afecto los valores de la DMS y la produccion de biogés a las 2 h en
los frutos.
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ABSTRACT. The protocols of the in vitro gas production technique are intended to be standardized when evaluating
tree species for feeding ruminants. The objective was to determine the effect of sample arrangement in the biodigester,
as well as to characterize in vitro mature and immature leaves and fruits of Genipa americana. In a vial, the sample was
placed directly or in a poly-silk bag; 40 mL of anaerobic culture medium, under CO2 flow and 10 mL of fresh rumen fluid
as inoculum. The vials were incubated 72 h at 39 °C. Biogas production was measured at 2, 4, 6, 8, 10, 10, 12, 24, 48, and
72 h and dry matter degradation (DMD) at 72 h. The statistical analysis was a completely randomized design with a 3 x
2 factorial arrangement, with type of sample (leaf, immature and mature fruit) and disposition (direct or bagged) as
factors. Biogas production showed no interaction between factors (P > 0.05); but DMD showed interaction (P < 0.05).
Biogas production showed no interaction between factors (P > 0.05); but DMD showed interaction (P < 0.05). Biogas
production did not show differences in sample arrangement (P > 0.05), except for 2 h (P < 0.05). Leaves presented lower
cumulative biogas production (P < 0.05). DMD was different in the arrangement of mature and immature fruits (P <0.05),
while in leaves there were no differences by arrangement (P < 0.05). Sample arrangement affected the values of DMD
and biogas production at 2 h in fruits.

Keywords: Arboreal, biogas, dry matter degradation, fruit, leaves.
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INTRODUCCION

El aumento en la demanda de alimentos de origen animal, concomitante con la conservacion del
medio ambiente, genera la necesidad de idear nuevas estrategias para la produccion animal. Dado
que el alimento constituye un insumo para los sistemas de producciéon animal, se requiere
comprender la relacion entre la calidad del alimento, su influencia en la produccién animal y el
medio ambiente. De modo que, el conocimiento acumulado de la fisiologia gastrointestinal y su
influencia en la utilizacion de nutrientes contribuya a orientar el desarrollo de técnicas de
evaluacién de alimentos hacia aquellas que imitan el destino de los nutrientes del alimento
(Amanzougarene y Fondevila 2020). En este sentido, las técnicas de laboratorio para la evaluacion
de alimentos desempenaran un papel importante en los futuros sistemas de produccion animal
(Krishnamoorthy et al. 2005). Las técnicas de fermentacion in vitro que implican incubaciones de
sustratos con fluido ruminal se utilizan ampliamente para evaluar el valor nutritivo de los
alimentos para rumiantes. Ademas, las mediciones basadas en esta técnica complementan los
analisis de laboratorio estdndar de la composicion quimica y, por lo tanto, ofrecen una alternativa
rapida y menos costosa a la determinacion de la digestibilidad de los nutrientes in vivo
(Amanzougarene y Fondevila 2020, Yanez-Ruiz et al. 2016). En afios recientes se busca desarrollar
y mejorar estas técnicas para predecir con precision la ingesta y digestibilidad de los alimentos. La
estandarizacion de los protocolos de evaluacion de alimentos es una premisa importante para
considerar, ya que estos varian entre los laboratorios que utilizan técnicas de medicion de la
produccion de gas (Suassuna et al. 2023).

Genipa americana L. se conoce como tejoruco y jenipapeiro. Es un arbol de la familia Rubiaceae de
origen amazodnico que se extiende por América Latina, caracterizado por presentar un tallo recto
de 10 a 12 m de altura. Es un arbol caducifolio con estipulas interpeciolares lampifias, caedizas y
acuminadas. A lo largo de sus ramas crecen hojas verticiladas obovadas o oblongas de estructuras
simples y complejas. En las axilas de las hojas se encuentran flores bisexuales de color blanco
amarillento con un ligero olor que forman racimos terminales en las cimas. El periodo de floracion
abarca los meses de mayo a septiembre. Los frutos tienen forma de baya globosa de color verde a
café, segtin el estado de maduracion (CONABIO 2024). A partir de los 6 afios comienzan a producir
frutos durante marzo y abril. Este arbol requiere un clima hiimedo o seco, temperaturas entre 18 a
28 °C (Rojas-Rodriguez y Torres-Cérdoba 2019). De manera local en el municipio de San Luis
Acatlan, Guerrero, México se observa que los frutos y hojas son consumidos por rumiantes; sin
embargo, en la literatura no hay evaluaciones nutricionales de esta especie. Por tanto, el objetivo
del presente estudio fue determinar el efecto de la disposicion de la muestra en el biodigestor en la
prueba de produccion de biogas in vitro, asi como determinar la produccion de gas y degradacion
de la materia seca in vitro de hojas y frutos de Genipa americana.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se realizo en el Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia No. 2 de la Universidad Auténoma de Guerrero; ubicada en el municipio de
Cuajinicuilapa, Guerrero, México.
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Muestras

Las muestras evaluadas fueron frutos y hojas de Genipa americana L.; recolectadas en San Luis
Acatlan, Guerrero, México (Temperatura media 26 °C). Los frutos se obtuvieron directamente de
las ramas del arbol y fueron de color verde (inmadura) y café (madura). En total se recogieron 30
frutos inmaduros y 30 frutos maduros de manera aleatoria de tres arboles. En el caso de las hojas
verdes, se recolectaron aleatoriamente alrededor de 500 g de hojas de los mismos arboles que se
recolectaron los frutos.

Analisis bromatoldgico

Las muestras se deshidrataron en una estufa (Riossa®, H-41 México) a 55°C durante 72 h. Después,
se procesaron inicialmente en un molino manual (Molino de grano “Estrella” capacidad 1 kg, 30
cm x15.5 cm) para reducir el tamafio de las particulas, y posteriormente en un molino Thomas-
Wiley Mill (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA) con una criba de 1 mm . A las muestras se
determind el contenido de proteina cruda (PC) con el método 942.05 de micro Kjeldahl; las cenizas
se estimaron por incineracién con el método 942.05 (AOAC 2005). Para la determinacién de fibra
detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) se sigui6 la metodologia de Van-Soest et
al. (1991); se utilizaron bolsas de poli-seda (7 x 4 cm) selladas con hilo cafiamo. La materia organica
(MO) se estimo al restar a 100 el porcentaje de cenizas (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién quimica de vainas maduras e inmaduras, y de las hojas verdes de Genipa americana
Fibra detergente Fibra detergente

Materia organica

Componente Proteina cruda (%) Cenizas (%)

neutro (%) acido (%) (%)

Fruta madura 4.8 2211 12.6 3.5 96.5
Fruta inmadura 49 23.0 13.5 3.6 96.4
Hojas 11.0 35.5 23.1 5.7 94.3

Ensayo in vitro

La colocacién de la muestra en un vial serologico fue de dos formas: a) 0.5 g de una muestra se
agregd directamente al vial serologico; o b) en bolsa de poli-seda (7 x 4 cm) se colocaron 0.5 g, se
sellaron con hilo cafiamo y se introdujeron al vial. En cada vial se agregaron 40 mL de medio de
cultivo, bajo flujo de CO:, para mantener condiciones de anaerobiosis. El medio de cultivo se
prepard segin Cobos y Yokoyama (1995) modificado por Canaveral-Martinez et al. (2020). Los
viales se sellaron con un tapdn de neopreno y un arillo de aluminio con centro removible y se
considerd un biodigestor. Los biodigestores se colocaron en una incubadora (Ecoshel 9082) a 39 °C
por 20 min.

La inoculacién de los biodigestores fue con 10 mL de fluido ruminal fresco. El fluido ruminal se
recolecto y se coloco en un termo de plastico de 1 L (IGLOO) para trasladarlo al laboratorio, donde
se filtré con manta. El fluido ruminal se obtuvo de una vaca Suiz-Bu de 450 kg provista de canula
ruminal alimentado previamente al libre pastoreo en praderas de pasto pangola; este se manejo de
acuerdo con el reglamento interno de bioética y bienestar animal de la UAGro con fundamento en
la norma oficial NOM_062-ZO0-1999 (SAGARPA 2001). Los biodigestores se incubaron 72 h a
39°C.
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La produccion de biogas se midi6 alas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 y 72 h por desplazamiento del émbolo
de una jeringa de vidrio (Canaveral-Martinez et al. 2020). Al termin¢ de las 72 h de incubacion, la
muestra residual colocada directamente en el vial, se filtré con ayuda de una bomba de vacio (Felisa
FE-1500L); mientras, la muestra colocada en una bolsa de poli-seda se sac6 del vial. Asi, tanto las
bolsas como los filtros se colocaron en una estufa a 55 °C por 24 h. Trascurrido el tiempo, las
muestras se secaron en una estufa y se colocaron en un desecador por 30 min para determinar la
degradacion de materia seca (DMS). Las bolsas (4 x 7 cm) y filtros (11 cm J) se elaboraron con tela
de poli-seda con tamano de poro de 50 um.

Estimadores de la cinética de degradacion de la materia seca in vitro

En tubos de ensayo (18 x 150 mm) se colocaron 0.2 g de una muestra (tres repeticiones por muestra)
y 8 mL de medio de cultivo (Cafhaveral-Martinez et al. 2020), bajo flujo de CO. para crear
condiciones de anaerobiosis, se colocé un tapon de hule (No. 1). Los tubos de ensayo se
introdujeron en una incubadora a 39°C por 20 min; posteriormente, se inocularon con 2 mL de
liquido ruminal fresco, bajo flujo de COz. Los tubos de ensayo se incubaron a 39 °C por 2, 4, 6, §,
10, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h. Al término de cada horario de incubacidn, el residuo se filtré (poli-seda,
7 cm ) y se llevaron a peso constante a 55°C por 24 h; la degradacion de la materia seca (DMS) se
determind por diferencia de peso.

Los estimadores de la cinética de degradacion in vitro se calcularon mediante un procedimiento de
regresion no lineal usando la ecuacion P = a + b [1 —e*t ] donde: P = degradacion in vitro en el
tiempo t (%); a = fraccion degradable rapidamente soluble; b = la fraccion lenta o potencialmente
degradable; c = velocidad a la que b se digiere; t = tiempo (h) de incubacion (Orskov y McDonald
1979).

Analisis estadistico

La produccién acumulada de biogds y la degradacion de materia seca se analizaron en un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 2 x 3, donde los factores fueron disposicion de la
muestra en el vial (directo o en bolsa) y tipo de muestra (fruto inmaduro, fruto maduro y hojas).
Los estimadores de la cinética de degradacion in vitro se analizaron mediante un disefio
completamente al azar. La comparacion de medias fue con la prueba de Tukey (p<0.05) usando el
Software InsfoStat (Di-Rienzo et al. 2020).

RESULTADOS

En la Tabla 2 se muestran los valores de P para los factores principales y la interaccion entre
factores, donde muestra que los diferentes tiempos de produccion acumulada de biogas no
presentaron interaccidn entre factores, por lo que se analizaron por factor principal; pero la DMS
mostrd una interaccion entre factores principales por lo que el andlisis fue directamente entre las
interacciones.
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Tabla 2.

Valores de P de la interaccion entre disposicion de la

muestra en el biodigestor y el tipo de muestra de Genipa americana

Variable

Interaccion

Disposicion Tipo de muestra . e
P P Disposicion*Tipo de muestra

Produccién acumulada de biogas in vitro

2h
4h
6h
8h
10h
12h
24h
48 h
72h
DMS

0.0113 0.0104 0.8652
0.1055 <0.0001 0.8588
0.2982 <0.0001 0.7645
0.2541 <0.0001 0.7449
0.1478 <0.0001 0.6917
0.1347 <0.0001 0.5418
0.0511 <0.0001 0.448

0.7321 <0.0001 0.3745
0.3197 <0.0001 0.3317
<0.0001 <0.0001 <0.0001

DMS: Degradacion de la materia seca

La produccion acumulada de biogas a las 2 h de fermentacion fue mayor para la disposicion sin

bolsa, mientras que la DMS

fue mayor en la disposicion con bolsa (P < 0.05). En el resto de las

mediciones de produccién de biogas acumulado no mostraron diferencias en la disposicion de la
muestra en el biodigestor (P > 0.05), indicando que, a partir de las 2 h de incubacion, la disposicién

de la muestra no tiene efecto

sobre esta variable (Tabla 3).

Tabla 3. Produccién acumulada de biogas y
degradacion de la materia seca in vitro de Genipa
americana incubadas o no en bolsa de poli-seda
para el proceso de fermentacion ruminal

Variables Conbolsa Sinbolsa EEM p-valor

Produccién acumulada de biogas in vitro (mL g MS™)

2h 31.1 43.3 2.7 0.0113
4h 71.1 83.8 6.0  0.1055
6h 100.6 110.7 76 02982
8h 114.0 125.6 85  0.2541
10h 1254 140.5 8.6  0.1478
12h 137.6 153.4 9.2  0.1347
24h 175.6 196.6 9.7  0.0511
48h 220.8 224.3 9.5  0.7397
72h 247.3 237.3 91  0.3197
DMS (%) 75.1 65.9 2.3 <0.0001

DMS: Degradacion de materia seca; EEM: error
estandar de la media
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Las hojas de Genipa americana fue el tipo de muestra que menor produccién de biogas acumulado
produjo a lo largo del ensayo in vitro y mostr6 la menor DMS (P < 0.05); mientras que el estado de
madurez de la fruta no influy¢ en la produccion acumulada de biogas en todo el ensayo in vitro, ni
en la DMS (P > 0.05, Tabla 4).

Tabla 4. Produccién acumulada de biogas y degradacién de la materia seca in
vitro del tipo de muestra de Genipa americana.

Fruta madura Fruta inmadura Hojas EEM

Produccién acumulada de biogas in vitro (mL g MS™)

2h 42.82 42.1a 26.7v 27
4h 92.32 98.32 41.70 6.0
6h 126.42 132.12 58.50 7.6
8h 140.92 152.02 66.40 8.5
10h 156.02 163.92 78.9v 8.6
12h 167.72 181.82 87.00 9.2
24h 212.02 222.32 124.0° 9.7
48 h 246.74 260.0a 161.0° 9.5
72h 266.22 277 42 183.3b 9.1
DMS (%) 78.92 77.62 54.90 23

DMS: Degradaciéon de materia seca; EEM: error estandar de la media. Letras
iguales dentro de misma fila son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

La mayor DMS se observo en el fruto sin importar el estado de madurez de este cuando se
dispusieron las muestras en bolsa dentro del biodigestor, promediando 84.6%; en contraste, la hoja
presentd la menor DMS en cualquier forma de disposicion de la muestra en el biodigestor,
promediando 54.9% (Tabla 5).

Tabla 5. Degradacion de la materia seca de frutos
maduros o inmaduro y hojas de Genipa americana
incubadas o no en bolsa de poli-seda para el proceso
de fermentacidn ruminal in vitro

Muestra Disposicion DMS (%)
Con bolsa 85.92
Fruta madura
Sin bolsa 71.90
Con bolsa 83.2a
Fruta inmadura
Sin bolsa 72.0b
Con bolsa 56.1¢
Hojas
Sin bolsa 53.7¢
Error estandar de la media 2.3

DMS: Degradacién de materia seca. Letras iguales
dentro de misma columna son estadisticamente
iguales (Tukey, P <0.05).
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Los estimadores de la cinética de degradacion in vitro muestran que la fruta madura contuvo la
mayor fraccion degradable soluble (a), seguida de la fruta inmadura y posteriormente la hoja (P <
0.05). En el caso de la fraccion potencialmente degradable (b), las hojas cuantificaron la mayor
proporciéon (P < 0.05), mientras que las frutas sin importar su estado de madurez fisiologico
promediaron 19.6% de b. La mayor tasa de degradacion de b (c) la mostré la fruta inmadura,
seguida por la fruta madura y por ultimo la hoja (P < 0.05, Tabla 6).

Tabla 6. Estimadores de la cinética de
degradacion ruminal in vitro de frutos
maduros o inmaduro y hojas de Genipa

americana
Componente a b c
Hoja 29.9¢ 31.6= 0.01c
Fruta inmadura 45.00 21.3> 0.04~
Fruta madura 48.52 18.00 0.03°

Error estandar de la media 2.85 2.11 0.004

Letras iguales dentro de misma columna
son estadisticamente iguales (Tukey, P <
0.05). a: fraccién degradable rapidamente
soluble. b: la fraccion lenta o
potencialmente degradable. c: velocidad
ala que b se digiere.

DISCUSION

Una diferencia entre colocar la muestra directamente en el vial y utilizar una bolsa previamente
antes de introducirla al biodigestor es controlar la cantidad de muestra durante el proceso y mayor
facilidad de manejo de la muestra. Sin embargo, el colocar la muestra de forma directa simplifica
el proceso, pero hay un menor control dentro del biodigestor y puede haber pérdidas de muestra
durante el proceso de filtraciéon. En contraste, el colocar la muestra en una bolsa antes de
introducirlo al biodigestor facilita la separacion de sélidos y liquidos permitiendo un seguimiento
mas preciso de la degradacion de la materia seca y la produccién de gas. Esta técnica se usa en
cultivos de microorganismos ruminales de larga duracion (Rusitec), ya que es una variante de las
técnicas de digestibilidad in vitro donde colocan la muestra a evaluar en bolsas de nylon porque el
sistema tiene valvulas de entrada y salida (Vargas-Bayona et al. 2013). En general, el uso de una
bolsa previamente a introducir al biodigestor suele ser preferible en aplicaciones de investigacion
y desarrollo, ya que ofrece mayor control sobre el proceso y facilita la monitorizacién de las
variables; como es el caso del sistema in vitro semicontinuos (Rusitec) (Vargas-Bayona et al. 2013).
Pero en aplicaciones a mayor escala o donde la simplicidad y los costos son criticos, se puede optar
por cargar el sustrato directamente en el biodigestor, como rutinariamente se realizan las técnicas
de produccion de gas in vitro (Posada y Noguera 2005). El fundamento para elegir entre colocar el
sustrato directamente en el biodigestor o utilizar una bolsa previa al medio de cultivo e indculo se
basa en varios factores, incluyendo los objetivos del proceso y las consideraciones practicas como

e-ISSN: 2007-901X www.ujat.mx/era
7




Herrera-Pérez et al.
Ecosistemas ., . . ~ . .
v Recursos A Evalaucién n wtr/a de Genotipa americana
Agropecuarios Ecosist. Recur. Agropec. Ntim. Esp. IV: 4035, 2024

https://doi.org/10.19136/era.al 1nIV.4035

el control del proceso, monitorizacion y analisis, facilidad de manejo, costos y recursos, separacion
de solidos y liquidos como en la técnica Rusitec (Vargas-Bayona et al. 2013).

Por otra parte, se presentd mayor DMS cuando las muestras se incubaron dentro de las bolsas en
comparacion con la colocacion directa de la muestra en el vial; pero, la produccion de biogas no
mostrd diferencias (p > 0.05) a partir de las 2 h; en la fermentacion hay una relacion directa entre
DMS y produccion de biogas, ya que la degradacion de sustratos organicos es el proceso principal
que conduce a la generacion de gases como el metano (CH4) y el diéxido de carbono (CO2) (Lorenzo
y Obaya 2005). Sin embargo, esta relacién puede no ser lineal ni directa en todos los casos y puede
estar influenciada por varios factores como composicion del sustrato, actividad microbiana,
disponibilidad de nutrientes, in6culos, conversion de productos intermedios durante el proceso de
fermentacion o complejidad de las interacciones microbianas (Posada y Noguera 2005). Es probable
que, alas 2 h, la disposicion directa del sustrato propicid que el tiempo de colonizacidn del sustrato
fuera menor que cuando se dispuso la muestra en bolsa porque esta actud de barrera, lo que
permitid iniciar el proceso de fermentacion de carbohidratos que se reflejd0 en una mayor
produccion de biogas. Sin embargo, a medida que transcurrio el tiempo de fermentacién (a partir
de 4 h) es probable que los microorganismos terminaron de colonizar el sustrato y la produccién
de biogas no mostrd diferencias en la disposicion del sustrato (Ganeshan y Rajendran 2022).
Mientras que Pizzani et al. (2006) reportan valores inferiores al presente estudio (55%) de la DMS
de los frutos maduros; en tanto que Pinto et al. (2002) reportan valores superiores de la DMS de las
hojas (77.26%). Las diferencias de los resultados entre el presente estudio y los obtenidos por estos
autores se pueden asumir a la edad fisioldgica de recoleccion de las muestras, ya que conforme
madura fisiolégicamente, su estructura celular cambia y esto afecta su digestibilidad (Hoffman et
al. 2007).

La produccion de biogas sirve como un indicador indirecto de la cantidad de los carbohidratos
disponibles para fermentacion. En las primeras 24 h se fermentan los carbohidratos no
estructurales, de modo que el fruto sin importar el estado de madurez presentd mayor contenido
de estos carbohidratos que las hojas. Pero la fermentacion de los carbohidratos estructurales fue
mayor en las hojas, ya que la produccion de biogas a partir de las 24 h fue de 63 mL g MS y para
el fruto fue de 54.2 (inmaduro) y 55.1 mL g' MS (maduro), indicando que el contenido de los
carbohidratos estructurales de las hojas es mayormente fermentable que de los frutos. De tal modo,
que esto se justifica con los estimadores de la cinética de fermentacion in vitro; ya que, las hojas
mostraron la mayor fraccion potencialmente degradable (b), mientras los frutos la fraccidén
degradable soluble (2). La produccion acumulada de biogas se puede asumir a las tasas de
fermentacion de los componentes (Tabla 6). Al respecto, Torres-Salado et al. (2018) evaluaron la
produccién de biogas total de hojas y vainas que se usan en la alimentacién de rumiantes en el
trépico, reportando valores inferiores al presente estudio, tanto en hoja (133.3 mL g MS) como en
vaina madura (126 mL g MS) de Leucaena leucocephala y Guazuma ulmifolia (123.2 y 112.6 mL g' MS
en hoja y vaina madura). Respecto a la tasa de produccién de gas, Torres-Salado et al. (2018)
publicaron tasas de 0.04 para las vainas maduras de Samanea saman y Enterolobium cyclocarpum;
valores superiores a los reportados en el presente estudio en el fruto maduro, pero iguales al fruto
inmaduro.
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CONCLUSIONES

La disposicion del sustrato sin o con bolsa en el biodigestor no presento diferencias en la
produccion de biogas a partir de las 2 h de incubacion; pero la degradacion de la materia seca no
fue contundente por el comportamiento segtn la disposicion del sustrato, ya que hubo interaccion
con el tipo de muestra, lo que requiere de mayores estudios sobre la degradacion de la materia
seca, bajo las formas de disposicion del sustrato en el biodigestor. Por otra parte, los frutos de
Genipa americana mostraron mayor cantidad de carbohidratos fermentables y degradacion de
materia seca que las hojas.
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