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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar las caracteristicas de la fermentacion ruminal de los follajes de
Bauhinia divaricata y Muntingia calabura solos y combinados con Pennisetum sp. Se evaluaron cinco
tratamientos: P=Pennisetum sp. (100%); Mc=M. calabura (100%); Bd= B. divaricata (100%); McP= M.
calabura (30%)/Pennisetum sp. (70%), y BdP= B. divaricata (30%)/Pennisetum sp. (70%). Los tratamientos
con la mayor degradabilidad in vitro de la materia seca (DMS) fueron P, BdP, McP y Bd (>50%) (P<0.05).
No hubo diferencias significativas (P>0.05) en la produccién de gas (PG) entre los tratamientos Bd, BdP,
McP y P; sin embargo, Mc produjo 35% menos gas (P<0.05) que los demas tratamientos. Contrariamente,
Mc produjo 153% mas metano (CH4) que Bd (P<0.05), siendo Bd y BdP los tratamientos con menor
produccién de CH4. No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la concentracion de &cido
grasos volétiles (AGV), excepto de acido acético entre Mc y P con Bd, y de acido isovalérico entre Mc y Bd
(P<0.05). En conclusion, el follaje de B. divaricata disminuy6 la produccion de CH4 y no afectd
negativamente otras variables de fermentacion ruminal, por lo que representa una alternativa alimenticia
para reducir la metanogénesis ruminal de ganado en el trépico.

Palabras clave: produccién de gas, metano, metabolitos secundarios, arbéreas forrajeras, rumiantes.

ABSTRACT
The objetive of this study was to evaluate the ruminal fermentation characteristics of Bauhinia divaricata
and Muntingia calabura foliages alone and combined with Pennisetum sp. Five treatments were evaluated:
P = Pennisetum sp. (100%); Mc = M. calabura (100%); Bd = B. divaricata (100%); McP = M. calabura
(30%)/Pennisetum sp. (70%), and BdP = B. divaricata (30%)/Pennisetum sp. (70%). The treatments with
the highest in vitro dry matter degradability (DMS) were P, BdP, McP and Bd (> 50%) (P<0.05). There were
no significant differences (P> 0.05) in gas production (PG) among treatments Bd, BdP, McP and P; however,
Mc produced 35% less gas (P<0.05) than the other treatments. Conversely, Mc produced 153% more
methane (CHai) than Bd (P<0.05), being Bd and BdP the treatments with the lowest CH4 production. No
significant differences (P> 0.05) were observed in volatile fatty acid (VFA) concentration, except for acetic
acid between Mc and P with Bd, and isovaleric acid between Mc and Bd (P<0.05). In conclusion, B.
divaricata foliage decreased CHa production and did not negatively affect other ruminal fermentation
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variables, thus representing a dietary alternative to reduce the ruminal methanogenesis of cattle in the
tropics.
Keywords: gas production, methane, secondary metabolites, forage tree, ruminants.

INTRODUCCION

Se estima que para el afio 2050, la poblacién mundial sera de aproximadamente 9700
millones de personas (ONU, 2019). Debido a ello, se incrementard la produccion y
consumo de alimentos de origen animal, lo cual aumentara las emisiones de gases de
efecto invernadero (GEI); esto impactara negativamente en el Cambio Climatico (Garnett,
2010). La ganaderia es una actividad antropogénica, que en 2010 gener6 en el mundo
aproximadamente 8.1 gigatoneladas de CO:-eq, de las cuales, el 62% fueron atribuidas
al ganado bovino. De estas emisiones, alrededor del 44% son producto de la
fermentacion entérica del proceso digestivo, dando lugar a elevadas cantidades de
metano (CHs) (FAO, 2017). EI CH4 es un GEI con un potencial de calentamiento global
28 veces mayor que el diéxido de carbono (CO2) (Roehe et al., 2016). Es producido por
las arqueas metanogénicas que utilizan el H> y CO- derivado de la fermentacion ruminal
de los carbohidratos y es expulsado al ambiente a través del eructo. Se estima que un
bovino adulto puede producir de 250 a 500 L de CH4 cada dia, lo que ademas constituye
una pérdida de energia, debido a que aproximadamente del 2 al 12% de la energia bruta
gue el animal consume, se destina para la produccion de este gas (Johnson & Johnson,
1995).

La produccion ruminal de CHj4 esta fuertemente influenciada por la composicion del
alimento, por lo que las investigaciones para reducirlo se han enfocado en manipular el
ambiente ruminal modificando la diversidad microbiana y los patrones de fermentacion
ruminales a través de la dieta (Haque, 2018). Entre las estrategias estudiadas para
disminuir la produccion de CHs sobresale el uso metabolitos secundarios (MSec) como
taninos condesados, saponinas y flavonoides presentes en diversas plantas (Bodas et al.,
2012), los cuales han demostrado tener actividad antimicrobiana y reducir la
disponibilidad de H2 en el rumen (Hook et al., 2010).

Se ha investigado el efecto de diversos arboles y arbustos forrajeros tropicales para
disminuir las emisiones de CHas, siendo Leucaena leucocephala una de las especies mas
empleadas paratal fin (Delgado et al., 2012; Meale et al., 2012; Molina et al., 2015; Rivera
etal.,, 2015). Otras especies de arboles tales como Samanea saman, Sapindus
saponaria, Albizia lebbeck, Tithonia diversifolia, Gliricidia sepium y Vetellaria paradoxa
también han demostrado reducir las emisiones de CH4 ruminal in vitro (Delgado et al.,
2012; Meale et al., 2012); sin embargo, en las regiones tropicales de México existe una
gran diversidad de plantas forrajeras que han sido menos estudiadas a pesar de tener
potencial alimenticio y antimetanogénico, tales como Bauhinia divaricata y Muntingia
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calabura. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la fermentacion ruminal
y la produccion de gas (PG) in vitro de los follajes de B. divaricata y M. calabura solos y
combinados con Pennisetum sp.

MATERIAL Y METODOS

Ubicacion y colecta del material vegetal

La colecta de material vegetal se realiz6 en el mes de febrero de 2018 en el Rancho
Xamantun perteneciente al Instituto Tecnolégico de China del Tecnolégico Nacional de
México, ubicado a 19°43’ latitud Norte y 90°24’ longitud Oeste. El sitio cuenta con un
clima célido subhimedo A(W1) (Garcia, 2004), con temperatura y precipitacibn media
anual de 26°C y 1,138 mm, respectivamente, y una elevacién de 36 m.

Se colect6 1 kg de follaje fresco, compuesto por hojas y tallos tiernos, simulando el
ramoneo de un bovino adulto a un maximo de dos metros de altura, de las siguientes 10
especies de plantas arboreas y arbustivas: B. divaricata, M. calabura, Lysiloma
latisiliguum, Tithonia diversifolia, Sida acuta, Guazuma ulmifolia, Moringa oleifera, Acacia
farnesiana, Samanea saman y Coccoloba cozumelensis, asi como 5 kg de Pennisetum
sp. var. maralfalfa. Las muestras se secaron en una estufa de aire forzado a una
temperatura de 55°C durante 72 h. Posteriormente, se molieron en un molino tipo Willey
con criba de 1 mmy se conservaron a temperatura ambiente (24°C) hasta su uso.

Presencia de metabolitos secundarios

Se determino la presencia cualitativa de diversos MSec del follaje de las 10 especies de
arboles y arbustos forrajeros previamente mencionados. Para ello, se tomaron 25 g del
material vegetal y se colocaron en frascos de vidrio. Posteriormente se afiadieron 3 v/v
de etanol al 96 % como solvente para extraer los MSec. Una vez obtenidos los extractos
etandlicos, la presencia de MSec se realiz6 siguiendo el protocolo de Valencia del Toro
y Garin (Valencia-Del Toro y Garin-Aguilar, 2010). Los resultados se muestran en el
Cuadro 1.

Tratamientos

Tomando en cuenta los perfiles de MSec obtenidos, asi como a la escasa informacion de
sus efectos en la fermentacion ruminal, se seleccionaron dos especies vegetales por su
alto contenido de metabolitos inhibidores de la actividad microbiana: M. calabura, la cual
tuvo una alta presencia de saponinas esteroidales y flavonoides del tipo xantonas y
flavonas, y B. divaricata, la cual presentd un contenido moderado de taninos derivados
del catecol. Con base en lo anterior, se evaluaron cinco tratamientos: P=Pennisetum sp.
(100%); Mc=M. calabura (100%); Bd=B. divaricata (100%); McP=M. calabura
(30%)/Pennisetum sp. (70%), y BdP=B. divaricata (30%)/Pennisetum sp. (70%).
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Cuadro 1. Presencia de metabolitos secundarios en el follaje de arb6reas y arbustivas forrajeras
tropicales

METABOLITOS SECUNDARIOS
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Acacia farnesiana - +++ - +++ ++ T T+
Muntingia calabura - +++ - 4+ ++ - - - + — o
Moringa oleifera - - + +++ +4+ - - - ++ - - — o
Samanea saman - +++ - +++ ++ - - - + ++ ++
Lysiloma latisiliquum - +++ - +++ +++ + + +
Tithonia diversifolia - +++ - +++ - ++ - - + + + -
Sida acuta - +++ - +++ - - - - ++ - - + +
Bauhinia divaricata - ++ - +++ - ++ + +
Guazuma ulmifolia - + - +++ - +++ + +
Coccoloba
++ - + - +++

cozumelensis
(+++) Alto; (++) Moderado; (+) Bajo; (-) no hay presencia.

Anélisis quimicos

Las muestras secas y molidas de los cinco tratamientos se analizaron por triplicado para
determinar el contenido de materia seca (MS), cenizas, proteina cruda (PC) y extracto
etéreo (EE) de acuerdo con la AOAC (2006); mientras que la fibra detergente neutro
(FDN) y fibra detergente acido (FDA) se determinaron de acuerdo a la técnica de Van
Soest et al. (1991). Los resultados se presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Composicién quimica de los follajes de Muntingia calabura y Bauhinia divaricata
solos o combinados con Pennisetum sp

Tratamiento mMs? Cenizas'? FDN*? FDA? pC'? EE!?
Mc 95.77 8.31 53.02 52.42 13.56 6.55
Bd 96.85 8.46 49.89 48.12 14.74 1.74
McP 96.45 10.97 69.35 57.83 7.94 6.42
BdP 96.56 10.69 68.02 55.24 8.12 1.78
P 96.94 11.84 76.85 59.02 6.02 1.99

lvalores expresados en porcentaje; ?Valores expresados en base seca; P=Pennisetum sp. (100%);
Mc=M. calabura (100%); Bd=B. divaricata (100%); McP=M. calabura (30%)/Pennisetum sp. (70%), y
BdP=B. divaricata (30%)/Pennisetum sp. (70%).
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Fermentacion in vitro

El procedimiento para la colecta de liquido ruminal (LR) se realizé en estricto apego a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas para la
Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio” (NOM-062-ZO0-1999.,
1999). El LR utilizado se obtuvo de cuatro novillos machos, no castrados, de diferentes
cruzas de razas de Sardo Negro, Gyr, Brahman y Pardo Suizo, de un afio de edad y con
un peso promedio de 250 kg. Su alimentacién consisti6 en una dieta integral (70:30
forraje:concentrado) compuesta por paja de pastos de Echynochloa polystachya y
Brachiaria brizantha, maiz molido, granos secos de destileria, melaza y premezcla
mineral, la cual se ofrecié dos veces al dia (8:00 y 16:00 horas). Diariamente los novillos
consumieron el equivalente al 3% de MS de su peso vivo.

La extraccion de LR se realizé por la mafiana, una hora antes de la primera racion del dia
usando un colector manual de LR (Rumen-Mate with RFE, Drench-Mate®). El LR
recolectado se deposité en un termo previamente calentado a 39°C, e inmediatamente
se transport6 al laboratorio. Una vez en el laboratorio, el LR se filtro a través de cuatro
capas de manta de cielo y se utilizé para preparar el indculo, el cual se elaboré de acuerdo
a la metodologia de Menke et al. (1979). Posteriormente, se adicionaron 50 mL de indculo
en viales de vidrio color ambar con capacidad de 120 mL, que contenian 0.5 g de cada
uno de los tratamientos, se taparon con un tapén de goma, se sellaron con un arillo de
aluminio y se colocaron en un bafio maria a 39°C, agitandose manualmente cada 2 horas.
Se realizaron tres fermentaciones en total, con tres repeticiones cada una.

Degradabilidad in vitro de la materia seca

La degradabilidad in vitro de la materia seca (DMS, mg/g MS) se determin6 alas 24y 72
horas. Al final de cada tiempo, se sacaron los viales del bafio maria y se colocaron en
agua con hielo durante 2 horas para detener la actividad microbiana. Posteriormente, se
filtré el contenido de cada vial con una bomba de vacio; el material filtrado se colocé en
una estufa a 70°C durante 24 horas hasta peso constante.

Produccion de gas in vitro

La produccién de gas (PG) se registré a las 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48, 60y
72 horas utilizando un manoémetro (Theodorou et al., 1994). Después de cada registro,
se igual6 a cero la presidon de cada frasco. Para obtener el volumen maximo (Vmax), la
tasa de fermentacion (S) y la fase lag (L) se uso el procedimiento NLIN del programa
estadistico SAS (2004) version 9.0, utilizando el modelo mencionado por Kholif et al.
(2017).
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Determinacion de CH,y CO;

La determinacion de CH4 y CO: se realizé de acuerdo con Kholif et al. (2017), con las
siguientes modificaciones: cada 6 horas durante 24 horas, se colecto el gas producido en
los viales con una jeringa de vidrio de 60 mL; posteriormente este gas se transfirio a otro
vial que contenia 50 mL de una solucién de NaOH (1N), se agitd6 para asegurar la
incorporacion del gas en dicha solucion, se volvié a colectar y se registro el gas con la
misma jeringa de vidrio. La mezcla del gas con la solucién de NaOH permitio la absorcion
de COg, y el volumen de gas colectado en la jeringa se consider6 como CHa.

Determinacién de AGV

La determinacion de AGV se realizé por cromatografia de gases (Erwin et al., 1961). A
las 72 horas de fermentacién, se colect6 1.6 mL de liquido de cada vial, se deposité en
un tubo de microcentrifuga con 0.4 mL de acido metafosférico al 25% y se almaceno a -
20°C.

Energia metabolizable y factor de particién

El calculo de la energia metabolizable se realizé siguiendo el modelo propuesto por
Menke et al. (1979). El factor de particion (relacion entre DMS (mg/g) y PG (ml/g MS)),
se calcul6 alas 24 horas de incubacion utilizando el modelo mencionado por Kholif et al.
(2017).

Disefo experimental y analisis estadistico
Se utilizé un disefio en bloques completamente al azar utilizando el siguiente modelo
estadistico:

Yij= u+ Ti+ Fj +Eij

Dénde: Yij = es cada observacion del i- ésimo tratamiento (Ti) de la j-ésima fermentacion
(Fj); 1 = media aritmética; Eij = error experimental.

Los resultados se analizaron con el procedimiento GLM de programa estadistico SAS
(2004) version 9.0 y se realizd la comparacion de medias por la prueba de Tukey
(P=<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Presencia de metabolitos secundarios y analisis quimicos

Las especies forrajeras evaluadas tuvieron presencia de varios MSec, pero ninguna
mostrd presencia de alcaloides, quinonas o laucoantocianidinas (Cuadro 1). Se observé
gue las especies M. oleifera, A. farnesiana y L. latisiliguum tuvieron un alto contenido de
taninos derivados del acido galico y G. ulmifolia en taninos derivados del catecol; mientras
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gue las especies M. calabura y S. saman tuvieron un contenido moderado en taninos
derivados del acido galico, y las especies B. divaricata y T. diversifolia en taninos
derivados del catecol. Respecto a las saponinas, las especies con mayor presencia de
esteroides fueron M. calabura, L. latisiliquum, T. diversifolia, S. acuta, A. farnesiana y S.
saman, mientras que en terpenoides solo M. oleifera presento baja presencia. Del grupo
de los flavonoides, las especies forrajeras con alta presencia de xantonas y flavonas
fueron M. calabura, M. oleifera y A. farnesiana, mientras que S. saman tuvo una presencia
moderada; el resto de las especies tuvo una presencia baja, a excepcion de T. diversifolia,
la cual fue la Unica especie que presentd una baja presencia de auronas y chalconas.
Los metabolitos secundarios son compuestos producidos en diferentes rutas del
metabolismo secundario de las plantas, los cuales no son esenciales para el crecimiento
y reproduccién. Estas biomoléculas desempefian diversas funciones, destacando la
respuesta al estrés ambiental, inmunidad y proteccion contra microorganismos
patogenos, plagas (Pang et al., 2021) y animales herbivoros (Ugbogu et al., 2019). Se ha
demostrado que algunos de estos metabolitos secundarios pueden tener actividad
antimicrobiana sobre los microorganismos ruminales, siendo la disminucién de la
metanogénesis ruminal uno de sus efectos principales (Patra et al., 2017), el cual ha sido
ampliamente reportado para taninos y saponinas (Anantasook et al., 2013; Ugbogu et al.,
2019; Patra et al., 2017) y en menor medida para flavonoides (Patra et al., 2017).
Contrario a Delgado et al. (2012), quienes reportaron presencia moderada o alta de
alcaloides en mezclas de follajes de arboles con pasto, en el presente estudio no fue
detectado este metabolito. Los alcaloides poseen actividad antimicrobiana pero también
se ha demostrado que son téxicos tanto para animales como humanos. En general, los
animales no consumen altas cantidades de plantas con alto contenido de alcaloides
debido a su sabor amargo (Guil-Guerrero et al., 2016).

La seleccidon de M. calabura y B. divaricata fue debido a sus caracteristicas fitoquimicas
y por la escasa informacién de sus efectos en la fermentacion ruminal. El valor nutricional
de las dos especies arboreas evaluadas en este estudio es similar a lo reportado en otros
estudios (Cuadro 2). De acuerdo con Gomez-Fuentes-Galindo et al. (2017), B. divaricata
presenta menor contenido de FDN (46%) y mayor contenido de PC (12.8%) que
gramineas como Panicum maximum o Paspalum langei los cuales poseen en promedio
70% de FDN y 6.5% de PC, caracteristicas que podrian favorecer un mayor consumo
voluntario y una tasa de pasaje mas rapida. Otros autores han reportado que B. divaricata
posee entre 12 y 18% de PC, entre 30 y 40% de digestibilidad ruminal in vitro, entre 1.5
y 3.8% de taninos, y presencia de saponinas y alcaloides (Albores-Moreno et al., 2018;
Cab-Jiménez et al., 2018; Gomez-Fuentes-Galindo et al., 2017; Sosa-Rubio et al., 2004).
Respecto a M. calabura, es practicamente nula la informacién nutricional. Kongvongxay
et al. (2011) reportaron que las hojas de M. calabura contienen 13% de PC, pero sefialan
gue se sabe muy poco sobre su valor nutritivo ya que es poco utilizada para alimentar
animales. En relacién al contenido de metabolitos secundarios, se ha reportado que sus
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frutos (Pereira et al., 2018) y hojas (Pujaningsih et al., 2018) contienen compuestos
bioactivos con actividad antioxidante y antimicrobiana, entre los cuales destacan diversos
compuestos fendlicos, entre ellos antocianinas y flavonoides.

Degradabilidad in vitro de la materia seca

En el Cuadro 3 se presentan los resultados de la DMS a las 24 y 72 h de los follajes de
M. calabura y B. divaricata solos y combinados con Pennisetum sp., observandose
diferencias entre los tratamientos (P<0.05). Los tratamientos con la mayor DMS a las 24
h fueron BdP, seguida por P y Bd; no obstante, a las 72 h fueron P, seguido de BdP y
McP. El follaje solo de M. calabura tuvo la DMS mas baja en ambos horarios, lo cual
concuerda con lo reportado por Puspitaning (2012), quien menciona que la utilizacion de
20% de M. calabura en la dieta disminuye la DMS. Por otro lado, la DMS de B. divaricata
fue mayor (53%) que la reportada por otros autores (32 y 39%) (Albores-Moreno et al.,
2018; Sosa-Rubio et al., 2004).

Cuadro 3. Degradabilidad in vitro de la materia seca de los follajes de Muntingia calabura y
Bauhinia divaricata solos y combinados con Pennisetum sp

. DMS (mg/g MS)
Tratamiento
24h 72h

Mc 231.62° 404.574
Bd 404.78% 528.85°
McP 377.86° 570.71°
BdP 461.822 592,523
P 422.86% 628.332

E.E.M 18.41 13.31

P=Pennisetum sp. (100%); Mc=M. calabura (100%); Bd= B. divaricata (100%); McP= M. calabura
(30%)/Pennisetum sp. (70%), y BdP= B. divaricata (30%)/Pennisetum sp. (70%); E.E.M: Error estandar
de la media; ® > ¢ ¢ literales diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05).

Kamalak et al. (2004) concluye que el contenido de paredes celulares en los forrajes
afecta negativamente los parametros de fermentacion ruminal. Por su parte, Zhang et al.
(2017) enfatiza que la incorporacion del follaje de algunas especies de arboles y arbustos
tropicales en las dietas de rumiantes basadas en gramineas incrementa el contenido de
PC y disminuye el contenido total de carbohidratos estructurales en la dieta. Tales
afirmaciones fueron parcialmente observadas en este estudio. Los tratamientos Mc y Bd
(correspondientes a los follajes solos) tuvieron =33% menos contenido de FDN y =57.5%
mas contenido de PC, comparado con P, lo cual es similar a lo reportado por Gomez-
Fuentes-Galindo et al. (2017), quienes reportaron un contenido de FDN y PC del 46.5%
y 12.8% respectivamente, para B. divaricata. Sin embargo, el menor contenido de FDN y
mayor de PC de M. calabura y B. divaricata no mejor6 la DMS, lo que contrasta con los
reportado para otros follajes, tales como de L. leucocephala, la cual aumenta 18% la DMS
cuando se incluye al 25% en dietas de bovinos basadas con gramineas (Molina et al.,
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2015). En el presente estudio, la inclusién de M. calabura afectdé negativamente la DMS
(P=<0.05), ya que en el tratamiento McP fue 10% menor que en P.

Produccién de gas in vitro

La PG se presenta en la Figura 1. No hubo diferencias significativas (P>0.05) durante las
72 h de fermentacién entre los tratamientos Bd, BdP, McP y P, los cuales tuvieron una
PG acumulada promedio de 439 mL/g MS; sin embargo, si hubo diferencias significativas
(P=<0.05) con Mc que tuvo una PG cumulada de 283.49 mL/g MS. Albores-Moreno et al.
(2018) reportaron una PG de 200.59 mL/g materia organica a las 72h con follaje de B.
divaricata, lo cual es 53% menor que lo observado en el presente estudio. Por otro lado,
la PG de follaje de M. calabura reportada por Silivong et al. (2013) fue de 269 mL/g MS a
las 24 h, 166% mayor que lo obtenido con Mc. Estas variaciones en la PG se puede
atribuir a las diferencias en la composicién de los forrajes, generalmente cuando
presentan concentraciones altas de PC, fibra y contenido de polifenoles (Vargas et al.,
2012). En nuestro estudio, Mc fue el tratamiento con la mas baja PG y menor
degradabilidad.

=—t=—|\ICP ==fll=—BdP == Bd P ———Mc

Produccion de gas, mL/i
N
o
o

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo de incubacioén, h

Figura 1. Produccion de gas de follajes de Muntingia calabura y Bauhinia divaricata solos y
combinados con Pennisetum sp. Dénde: P=Pennisetum sp. (100%); Mc=M. calabura (100%); Bd= B.
divaricata (100%); McP= M. calabura (30%)/Pennisetum sp. (70%), y BdP= B. divaricata (30%)/Pennisetum
sp. (70%).

Caracteristicas de la fermentacion in vitro y produccion CHs y CO»

Los resultados de Vmax, S, L, produccion de CHs y CO2, EM y FP se muestran en el
Cuadro 4. El Vmax y S del tratamiento Mc fue significativamente menor (P<0.05) que el
resto de los tratamientos; sin embargo, la L de Bd y Mc (los tratamientos de follaje solo)
fue alrededor de 20% menor que la L de los tratamientos McP, BdP y P. Respecto a la
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produccién CH4 también hubo diferencias significativas (P<0.05), observandose que Mc
fue el tratamiento con la mayor produccién de CHa4, mientras que Bd y BdP los de menor
produccion. En relacion al contenido de EM, se observé que los valores méas elevados
los presentaron Bd y BdP, siendo cercanos a 2 Mcallkg MS, los cuales fueron
significativamente diferentes (P<0.05) a los tratamientos Mc y McP, con 1.5 Mcal/kg MS
en promedio. No hubo diferencias (P>0.05) en el FP a las 24 h, pero sialas 72 h (P<0.05)
entre los tratamientos con el follaje solo, siendo mayor con Mc y menor con Bd.

Cuadro 4. Caracteristicas de la fermentacion in vitro y produccién CHs y CO; de los follajes de
Muntingia calabura y Bauhinia divaricata solos y combinados con Pennisetum sp

Variable Tratamiento E.E.M
Mc Bd McP BdP P
Vmax, mL/g MS 288.28" 403.712 414.88? 444282 439.47° 10.88
S, ht 0.019° 0.0257 0.022° 0.02% 0.0242 0.00
L, h 8.829 7.63¢ 10.6022 9.243bc 11.4262 0.32
CO2, % 24h 85.30¢ 96.382 89.88"¢ 92.78% 87.86%¢ 0.94
CHa, % 24h 14.702 3.62¢ 10.120d 7.22¢0 12.04% 0.94
CO2, mL/g MS 24h 350.22 332.23 339.79 367.23 365.70 11.12
CHa, mL/g MS 24h 60.332 16.56° 45,1230 28.20™ 50.212 4.04
EM, Mcal/lkg MS 1.37¢ 1.952 1.61° 1.86% 1.67 0.04
FP 24h* 3.18 2.58 3.05 2.86 3.06 0.09

P=Pennisetum sp. (100%); Mc=M. calabura (100%); Bd= B. divaricata (100%); McP= M. calabura
(30%)/Pennisetum sp. (70%), y BdP= B. divaricata (30%)/Pennisetum sp. (70%). Vmax: Volumen maximo;
FP: Factor de particion (mg MS degradad/mL de gas producido); L: fase lag; S: tasa de fermentacién; EM:
Energia metabolizable; DIVMS: Digestibilidad in vitro de la materia seca; E.E.M: Error estdndar de la
media.  ® ¢, literales diferentes en una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05). * mg MS degradada /mL gas producido a las 24 horas.

El comportamiento de la fermentacion ruminal depende la disponibilidad de los
carbohidratos presentes en los forrajes (Zhang et al., 2017), por lo que en este estudio,
los tratamientos con mayor Vmax de PG podrian estar relacionados con una mayor
degradacion de los carbohidratos estructurales presentes en el follaje. Mientras que el
bajo Vmax en Mc puede deberse a una baja concentracion de la fraccion soluble del
alimento, disminuyendo la cantidad de gas producido. Ademas, es probable que la
presencia de MSec como saponinas y flavonoides, hayan afectado la fermentacion de la
MS vy, por ende, la PG. Estos MSec interaccionan directamente sobre la funcién de la
membrana citoplasmica de los microorganismos ruminales inhibiendo la sintesis de la
pared celular, creando un efecto de defaunacién, con lo cual se disminuyen los
protozoarios y por consiguiente, las arqueas metanogénicas asociadas a ellos
disminuyendo asi la metanogénesis ruminal. En el rumen, los protozoarios se encuentran
asociados a las arqueas metanogénicas y su relacién puede generar entre el 9y el 37%
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de las emisiones totales del CH4 entérico producido por los rumiantes (Rivera et al., 2018;
Vargas et al., 2012). Por su parte, Velez-Terranova et al. (2014) y Lakhani & Lakhani,
2018 sefalan que las plantas que tienen un alto contenido de flavonoides disminuyen la
produccién de CHs e inducen a una estimulacion extensa del metabolismo microbiano en
el rumen, que aumenta tanto la degradabilidad de la PC como los constituyentes de la
pared celular, al mejorar la fermentacion hasta un 50%. En este sentido, Silivong et al.
2013 reportaron que la produccion de CH4 en la fermentacion in vitro de M. calabura fue
de soélo 3.8%, concentracion considerablemente menor que lo obtenido para L.
leucocephala (7.8%) o G. sepium (15.6%), lo cual contrasta con lo reportado en este
estudio, en el cual el andlisis quimico preliminar mostr6 que el follaje solo de M. calabura
tiene alta presencia de saponinas y flavonoides, y presencia moderada de taninos
derivados del acido galico; no obstante, en el ensayo in vitro el gas producido con Mc
tuvo una mayor concentracion de CHa, cercana al 15%.

Cuadro 5. Concentracion de acidos grasos volatiles de la fermentacion ruminal in vitro de los
follajes de Muntingia calabura y Bauhinia divaricata solos y combinados con Pennisetum sp

AGY Tratamiento EEM
Mc Bd McP BdP P
Acido acético 46.20° 38.01° 38.76% 39.35% 42.53° 0.997
Acido propidnico 26.16 26.03 26.87 27.40 28.95 0.487
Acido butirico 19.54 18.84 22.30 21.00 20.01 0.457
Acido isobutirico 3.10 3.64 413 459 2.63 0.247
Acido valérico 2.32 3.74 3.31 3.08 2.48 0.165
Acido isovalérico 2.68% 5.16° 4.64% 4.59% 3.40% 0.271

P=Pennisetum sp. (100%); Mc=M. calabura (100%); Bd= B. divaricata (100%); McP= M. calabura
(30%)/Pennisetum sp. (70%), y BdP= B. divaricata (30%)/Pennisetum sp. (70%); E.E.M: Error estandar

de la media. 2 ¢, literales diferentes en una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05).

Acidos grasos volatiles

No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la concentracién de AGV, excepto
de acido acético entre Mc y P con Bd, y de isovalérico entre Mc y Bd (P<0.05; Cuadro 5).
Son inexistentes los estudios que evalien la produccién de AGV de la fermentacion
ruminal utilizando como sustrato M. calabura o B. divaricata; sin embargo, la modificacion
en la produccién ruminal de AGV puede estar influenciada por la presencia de MSec en
la dieta. Al respecto, Broudiscou & Lassalas, (2000) realizaron un estudio donde
evaluaron el efecto de extractos secos de Lavandula officinalis y Equisetum arvense, dos
especies conocidas por el alto contenido de flavonoides, sobre la fermentacion ruminal in
vitro encontrando que el uso del extracto de ambas especies mejoré la tasa de
fermentacion en un 50%, al aumentar la produccion de acetato y propionato, reduciendo
de esta manera la produccion de CHa. En el presente estudio el follaje de M. calabura
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mostré un alto contenido de flavonas, mientras que en el follaje de B. divaricata fue bajo,
lo cual pudo influir en la mayor concentracion de acido acético en el tratamiento con Mc.
Por otro lado, la mayor concentraciéon de acido isovalérico en Bd pudo ser a causa del
mayor contenido de PC de este follaje (casi 15% en BS), el cual se produce a partir de la
descarboxilacion y desanimacion de la leucina, un aminoacido de cadena ramificada
(Apajalahti et al., 2019).

CONCLUSION

El uso de follaje de B. divaricata con Pennisetum sp. disminuyé la produccion y
concentracion de CHa y tiene un mayor contenido de EM, sin afectar negativamente otras
variables de fermentacion ruminal. Por lo anterior, la adicion B. divaricata en la dieta de
rumiantes representa una alternativa alimenticia que puede disminuir la produccién de
CH4 de la fermentaciéon ruminal del ganado bovino en las regiones tropicales. No
obstante, dada la escasa informacion al respecto, se recomienda ampliamente llevar a
cabo mas estudios que asi lo confirmen.
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