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Leucaena leucocephala y Opuntia ficus-indica reducen la produccion de
metano in vitro
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RESUMEN

El objetivo fue evaluar la inclusién de Leucaena leucocephala (LL) y Opuntia ficus-indica (OFI) fresco y
fermentado como sustituto del heno de alfalfa (HA) en la fraccién forrajera sobre los patrones de
fermentacion, cinética de produccién de gas y metano in vitro. Cuatro tratamientos (T1: 50% HA; T2:
30% LL y 20% HA; T3: 30% OFI y 20% HA,; T4: 30% OFI fermentado y 20% HA) fueron formulados
como dietas para bovinos. El contenido de compuestos fendlicos totales y taninos condensados se
incrementaron mas de 400% con T2 (P<0.05); los taninos condensados aumentaron 45% cuando se
incluy6 OFI fermentado en T4. La concentracién de nitrdgeno amoniacal, acidos grasos volatiles,
produccion de gas y la relacién acetato:propionato fueron diferentes entre tratamientos (P<0.05). La
maxima produccién de gas se observé cuando se afiadié LL a la racion (P<0.05); no se observaron
cambios entre T1, T2 y T3 (P>0.05). Ademas, la fase lag disminuyé con T2 (P<0.05). Adicionalmente,
la produccion de metano fue diferente entre tratamientos (P<0.05); se observaron reducciones del 26%
cuando se incluyé LL, y del 14% con OFI. De acuerdo con los resultados obtenidos, LL y el OFI son
ingredientes que pudiesen incluirse en la dieta de bovinos y asi, contribuir a la mitigacion de gases de
efecto invernadero.

Palabras clave: metanogénesis, Saccharomyces cerevisiae, fermentacién ruminal, nopal forrajero.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the inclusion of Leucaena leucocephala (LL) and Opuntia ficus-indica (OFI)
fresh and fermented as alfalfa hay substitute in the forage fraction on the ruminal fermentative
parameters, gas production kinetics and methane production in vitro. Four treatments were formulated
as beef cattle diets (T1: 50% HA; T2: 30% LL y 20% HA; T3: 30% OFI y 20% HA; T4: 30% OFI
fermentado y 20% HA). Total phenolics compounds and condensed tannins (CT) increased over 400%
when LL was included (P<0.05). Additionally, CT increased 45% when fermented OFI was included in
the ration in T4 (P<0.05). Ammonia-nitrogen, volatile fatty acids, gas production and acetate:propionate
ratio were different among treatments. The maximum gas production was observed when LL was
included in T2 (P<0.05). However, no changes were observed among T1, T2 and T3 (P>0.05). In
addition, lag phase decreased in T2 (P<0.05). Furthermore, methane production was different among
treatments (P<0.05); reductions of 26 and 14% were observed when including LL and OFI, respectively.
Thus, according to the obtained results, LL and OFI are ingredients, which may be included in the bovine
diets and thereby contribute to the greenhouse gases mitigation.

Keywords: methanogenesis, Saccharomyces cerevisiae, ruminal fermentative, prickly pear.

1


http://dx.doi.org/10.21929/abavet2020.18
https://orcid.org/0000-0002-7533-8001
https://orcid.org/0000-0002-5815-0779
https://orcid.org/0000-0002-3821-4923
https://orcid.org/0000-0002-4553-2225
https://orcid.org/0000-0003-3372-0306
https://orcid.org/0000-0002-5134-6306
mailto:karii_araiza@hotmail.com
mailto:manuelmurillo906@gmail.com
mailto:heotes99@yahoo.com.mx
mailto:roberto.valenciav@gmail.com
mailto:focc1928mx@yahoo.com
mailto:gerardo.pamanes@gmail.com

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

INTRODUCCION

El sector ganadero ha sufrido transformaciones sustanciales en las Ultimas décadas.
La creciente demanda resultante de la explosion demogréafica exige incrementos en la
produccion ganadera (INECC, 2018). En México, la produccion de bovinos ha tenido
un crecimiento constante de 1.6% tan solo en la Gltima década, con lo que se ostenta
actualmente una produccion de 1.88 millones de toneladas de carne en canal (INECC,
2018). No obstante, un incremento en la produccion ganadera lleva consigo un
aumento en las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), provenientes de la
fermentacion entérica ruminal; principalmente de metano. Ademas, la sintesis de
metano ruminal le representa una pérdida de energia al animal de hasta 12% (Johnson
y Johnson, 1995). El metano es un gas que presenta hasta 28 veces mas poder
calorifico que el COz2, por lo que se busca disminuir las emisiones del mismo. El
metano antropogénico alcanza hasta 40% del total del metano emitido a la atmdsfera,
del cual 18% es atribuible a la ganaderia a través de la fermentacién entérica ruminal
(IPCC, 2015). Tan solo en México, en 2015 se registrd un total de emisiones de
510,043 Gg de COze (equivalentes de COy), de los cuales el 13% esta relacionado
con la actividad ganadera; aproximadamente el 40% de estas emisiones es metano
(INECC, 2018). Debido a esto, infinidad de investigaciones alrededor del mundo han
tratado de crear diversas estrategias que disminuyan la produccion de metano
ruminal, a través de: modificaciones en la dieta, el empleo de diversos aditivos,
vacunas, uso de extractos naturales, administracion de compuestos quimicos v,
altimamente la suplementacion de compuestos bio-activos extraidos de plantas
(Martin et al., 2010; Pamanes-Carrasco et al., 2019).

Actualmente, los esfuerzos han sido enfocados a la utilizacion de fuentes de forraje
no convencionales, que presenten una alternativa alimenticia en la produccién animal.
De este modo, algunas plantas cuyo uso no es comun en la alimentacion de rumiantes,
pueden ser empleadas como una alternativa para reducir las emisiones de GEI. De
hecho, debido a la limitacion en la disponibilidad del forraje en las zonas aridas y semi-
aridas, hay algunos arboles, arbustos y cactaceas que pudieran emplearse como
fuente de forraje. A este respecto, Leucaena leucocephala (LL) es conocida por tener
una alta calidad nutricional, principalmente proteina (22-27% MS; Aye y Adegun,
2013) y usualmente se adapta a la defoliacion y rebrote en la época de secas; en
zonas aridas puede llegar a presentar una produccién de hasta 112 t ha* en zonas de
hasta 430 mm de precipitacion anual y una temperatura media de 32°C (Singh y Toky,
1995). Ademas, en investigaciones previas no se han reportado cambios en el
consumo de materia seca y ganancia diaria de peso cuando se afiadié 40% de LL a
la racion (Pifieiro-Vazquez et al., 2017). De igual manera, ciertas cactaceas sin
espinas, como la variedad de Opuntia ficus-indica (OFI), son consideradas forrajes
frescos y palatables que se producen en la época seca, y representan una fuente
importante de agua para los animales (Gonzéalez-Arreola et al., 2019). Sin embargo,
el contenido de proteina en las cactaceas es bajo, por lo que los investigadores han
desarrollado procedimientos biotecnologicos que mejoren el contenido de proteina
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cruda a traves de fermentaciones en estado solido, utilizando diferentes cultivos de
levaduras de manera exitosa (Flores-Ortiz y Reveles-Hernandez, 2010; Herrera et al.,
2014, 2017). Adicionalmente, la adiciébn de células vivas, como las levaduras,
muestran una reduccion en la metanogénesis en experimentos in vitro (Hristov et al.,
2013). Ademas, ambas especies (LL y OFI) contienen metabolitos secundarios, tales
como taninos condensados, saponinas y/o flavonoides, que pueden actuar como
inhibidores de la sintesis de metano (Aye y Adegun, 2013; Alves et al., 2017,
Pamanes-Carrasco et al., 2019;). Consecuentemente, el uso de estas especies como
fuentes de forraje en la alimentacion de rumiantes pueden ser una alternativa en la
reduccion de las emisiones de GEI, metano principalmente; sin afectar el desarrollo
productivo.

Por lo tanto el objetivo del presente trabajo, fue evaluar la inclusion de Leucaena
leucocephala y Opuntia ficus-indica fresco y fermentado, como sustituto del heno de
alfalfa en la fraccion forrajera sobre los patrones de fermentacidon, cinética de
produccién de gas y metano in vitro

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio y materiales

Esta investigacion se llevdo a cabo en el Laboratorio de Nutricibn Animal de la
Universidad Juéarez del Estado de Durango, México. Las plantas de L. leucocephala
fueron recolectadas al azar durante el otofio de 2017, de un cultivar ubicado en la
misma Universidad. Las plantas colectadas midieron 1 m de longitud y el follaje fue
removido manualmente después de la recoleccién. Las pencas de O. ficus-indica
(variedad AV6) fueron colectadas de un plantio ubicado en terrenos aledafios a la
Universidad. Los cultivos de levadura de Saccharomyces cerevisiae fueron adquiridos
en un comercio local. En el cuadro 1 se muestra el analisis quimico proximal de los
ingredientes principales (alfalfa, LL, OFI y OFI fermentado).

Fermentacion de O. ficus-indica

Las muestras de OFI fueron fermentadas con Saccharomyces cerevisiae a 32°C, por
48h de acuerdo a los procedimientos reportados por Herrera et al. (2014). Los cultivos
de levadura se adicionaron al 1% (MS). Después de la fermentacién, las muestras
fueron secadas y reducidas a un tamafio de particula de 1 mm para su posterior
analisis.

Formulacion de tratamientos experimentales y analisis quimicos

Cuatro tratamientos experimentales fueron formulados (cuadro 2), como dietas para
ganado bovino con la inclusién de L. leucocephala (T2), O.ficus-indica (AV6), fresco
(T3) y O. ficus-indica fermentado (T4), como sustitucion parcial de la fraccion de heno
de alfalfa en el tratamiento testigo (T1).
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Cuadro 1. Caracterizacién quimicay nutricional de los ingredientes de la fraccién forrajera en
los tratamientos experimentales
Ingredientes (% MS)

Alfalfa Leucaena Nopal Nopal Fermentado
MS Parcial - 449 9.3 8.3
MS Total 89.7 89.5 90.0 88.1
Materia organica 87.1 91.5 72.0 79.6
Proteina cruda 16.7 21.3 5.3 17.4
Extracto etéreo 1.4 3.1 1.7 3.1
FDN 45.0 42.9 53.9 42.2
FDA 27.6 13.8 135 21.2
Hemicelulosa 17.3 29.1 40.3 21.0
Celulosa 18.6 7.5 8.3 9.1
Lignina 6.5 8.1 4.8 5.3
DIVMS 55.7 45.7 51.5 65.8
DIVMO 50.0 42.3 40.0 59.8
CFT (mgEAG/gMS) 47.8 252.2 71.4 70.5
TC (mgEC/gMS) 5.3 69.3 3.1 2.0

MS: materia seca; FDN: fibra detergente neutra; FDA: fibra detergente acida; DIVMS: Digestibilidad in
vitro de la materia seca a las 48h; DIVMO: Digestibilidad in vitro de la materia organica a las 48h;
CFT: compuestos fendlicos totales; TC: taninos condensados; mgEAG: miligramos equivalentes de
acido galico; mgEC: miligramos equivalentes de catequina.

Se prepararon 10 kg de cada tratamiento experimental y fueron mezclados en un
mezclador rotativo con capacidad de 150 L (Gladiator PRO, modelo H8155/16);
después, una muestra representativa de 1 kg fue tomada y mediante el método de
cuarteo se tomaron sub-muestras para cada andlisis. Todos los tratamientos
experimentales fueron sujetos a analisis de composicion quimica (cuadro 3) de
acuerdo con los procedimientos estandarizados por AOAC (2010). Ademas, la fibra
detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA), asi como la celulosa,
hemicelulosay la fraccién de lignina, fueron determinadas en un equipo Fiber Analyzer
200 (ANKOM Technology, USA), como lo propuso el fabricante (ANKOM, 2020). La
digestibilidad in vitro de la material seca (DIVMS) y digestibilidad in vitro de la materia
organica (DIVMO), fueron analizadas de acuerdo a los procedimientos sugeridos por
ANKOM (2018).

Cuadro 2. Ingredientes de los tratamientos experimentales
Tratamientos
Ingredientes (% MS) T1 T2 T3 T4
Heno de alfalfa 50 20 20 20
L. leucocephala 0 30 0 0
O. ficus-indica 0 0 30 0
0. ficus-indica fermentado 0 0 0 30
Maiz molido 30 30 30 30
Harinolina 19 19 19 19
Mezcla de minerales 1 1 1 1
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Compuestos fendlicos totales y taninos condensados

Los compuestos fendlicos totales (CFT), fueron determinados de acuerdo a los
meétodos propuestos por Heimler et al. (2005). Ademas, los taninos condensados (TC)
fueron analizados como los reportd Porter et al. (1986).

Patrones de fermentacion in vitro

Para los ensayos de fermentacion in vitro, se obtuvo liquido ruminal de dos becerros
de raza Brangus, dotados de canula ruminal, con un peso aproximado de 450 kg, y
alimentados con ensilado de maiz y concentrado en una proporcion 50:50.
Aproximadamente, 1 g de muestra de cada tratamiento experimental fue incubado con
120 mL de solucion buffer-indculo ruminal en una relacion 2:1 a 39°C en modulos de
vidrio ANKOM (ANKOM Technology, USA), con tapas herméticas de goma y plastico,
de acuerdo a lo propuesto por el fabricante por triplicado (ANKOM 2018). Después de
transcurridas 24h de incubacion, los modulos fueron abiertos y el pH fue medido.
Inmediatamente, se tomaron alicuotas de 10 mL para ser colocadas en frascos de
vidrio, para posteriores analisis de acidos grasos volatiles (AGV) y nitrégeno
amoniacal, de acuerdo a lo propuesto por Galyean (2010).

Produccién de gas in vitro

Aproximadamente 1 g de cada tratamiento experimental fue colocado en modulos de
vidrio ANKOM (ANKOM Technologies, USA), equipados con un transductor de presion
inaldmbrico por triplicado. Las fermentaciones se llevaron de acuerdo a lo propuesto
por el fabricante (ANKOM, 2018), incubando la muestra con una mezcla de solucion
buffer-indculo ruminal en una relacion 2:1. Las incubaciones se llevaron a cabo hasta
las 96h y los cambios de presion se registraron cada hora durante el proceso. La
cinética de la produccién de gas in vitro fue estimada mediante el ajuste de los datos
obtenidos al modelo de Gompertz, de acuerdo a la siguiente ecuacion (Murillo-Ortiz et
al., 2018):

GP = Ae~Le " a”

En donde GP= produccion de gas al tiempo t (mL); A= maxima produccién de gas
(mL); kd= constante de produccién de gas (h?); y L= tiempo de latencia antes de que
empiece la produccion de gas (h). Adicionalmente, para las mediciones de las
proporciones de metano y COg, la valvula de alivio de presion de los médulos fue
abierta por espacio de 2 s, y el gas liberado fue conducido a través de un tubo hacia
un analizador portatil de gas, de acuerdo al procedimiento propuesto por el fabricante
(GEM™5000, LANDTEC, USA) y adecuado por Gonzalez-Arreola et al. (2019).

La energia metabolizable (EM) fue estimada de acuerdo con la ecuacion propuesta
por Menke et al. (1979), la cual se presenta a continuacion:

EM = (1.1456 * GP,,) + (0.07675 x PC) + (0.1642 * EE) + 1.198

En donde EM= energia metabolizable (MJ/kg MS); GP24= produccién de gas a las 24
h de incubacion (mL); PC= proteina cruda (% MS); EE= extracto etéreo (%MS).
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Analisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos fueron analizados de acuerdo a un disefio
completamente al azar, utilizando el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS
(2011). La comparacion de medias se llevdo a cabo mediante la prueba Tukey,
declarando diferencias significativas con una P<0.05.

Cuadro 3. Analisis quimico de los tratamientos experimentales

Tratamientos

Nutrientes (% MS) T1 T2 T3 T4
MO 90.3 91.3 87.6 87.3
PC 17.4 18.1 14.3 17.5
EE 1.6 2.0 1.5 1.3
FDN 53.3 52.8 52.6 46.5
FDA 23.8 23.4 17.7 15.6
Hemicelulosa 29.5 29.4 34.9 30.9
Celulosa 16.3 145 11.9 11.6
Lignina 7.4 8.8 5.8 3.9
DIVMO 53.7 47.6 59.8 59.4
EM (Mcal/kgMS) 4.7 4.4 4.7 4.6

MO: materia organica; PC: proteina cruda; EE: extracto etéreo; FDN: fibra detergente neutra; FDA: fibra
detergente acida; DIVMO: Digestibilidad in vitro de la materia organica a las 48h; EM: Energia
metabolizable; T1: 50% alfalfa+50% concentrado; T2: 20% alfalfa+30% LL+50% concentrado; T3: 20%
alfalfa+30% OFI+50% concentrado; T4: 20% alfalfa+30% OFI fermentado+50% concentrado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los patrones fermentativos de los tratamientos experimentales se presentan en el
cuadro 4. La concentracion de nitrdgeno amoniacal fue diferente entre los
tratamientos (P<0.05); el valor més alto se obtuvo con el tratamiento testigo (T1). Asi,
al agregar LL y OFI a la racion, se observaron reducciones del 26.5, 28.7 y 18.4% en
T2, T3y T4, respectivamente, en comparacion con T1. Ademas, los valores obtenidos
de N-NHs en este estudio se encuentran dentro del rango 6ptimo (5 a 10 mg/dL), el
cual maximiza el consumo de materia seca y el empleo de materia organica en el
rumen (Chandrasekharaiah et al., 2011). Igualmente, la concentracién de &acidos
grasos volatiles (AGV) y éacidos grasos volatiles totales (AGVT) presentaron
diferencias entre tratamientos (P<0.05). De acuerdo a lo expuesto por Sutton et al.
(2003), las concentraciones normales de acido acético, propionico y butirico en una
fermentacion ruminal son aproximadamente de 60, 20 y 15%, respectivamente; no
obstante, las cantidades reportadas en este estudio difieren de las reportadas
anteriormente.

Las concentraciones mas altas de acidos grasos volatiles totales (AGVT), asi como
acido acético, se presentaron en T3. Por el contrario, las concentraciones de acido
butirico y propionico fueron menores en el T3. No obstante, cuando se lleva a cabo el
calculo de la concentracion molar de cada acido graso volatil, las cantidades de
acetato, propionato y butirato son mayores en T3 que en los demas tratamientos.
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Estos cambios en la concentracion de AGV pueden estar relacionados con el
incremento en los contenidos de carbohidratos, como la hemicelulosa; debido a la
adicion de OFI fresco a la racion. Al respecto, Johnson y Johnson (1995) comentan
gue una disminucién en la relacidn acetato:propionato representa un proceso de
fermentacién mas eficiente y una reduccion en las pérdidas de energia mediante la
formacion de productos finales de la misma. Lo anterior se puede observar mediante
la disminucion en la produccion de propionato, cuando se incluye OFI fresco a T3.

Cuadro 4. Patrones de fermentacion ruminal in vitro y concentracion de compuestos fenélicos
de los tratamientos experimentales

Tratamientos
T1 T2 T3 T4 EEM
pH 6.9 +0.01 7.0+0.04 6.9 £0.01 6.9+0.01 0.05
N-NH3 (mg/dL) 13.6 £+0.622 10.0+0.17° 9.7+0.04> 11.1+0.226 0.34

AGVT (mM) 78.7+1.320 78.7+2.04°> 132.9+6.392 76.3+1.88° 1.03

Acético (% AGVT) 46.8+0.39° 46.4+0.77° 57.0+1.28% 451+0.65° 0.84
Propi6nico (% AGVT) 32.7+0.32% 33.2+0.512 25.1+1.05° 34.0+0.46% 0.64

Butirico (% AGVT) 15.0+£ 0.022 14.9+0.158 12.4+0.15> 154+0.07*% 0.11

Acetato:Propionato 1.4 +£0.02° 1.4+0.4° 2.2+0.142 1.3+0.03* 0.08
CFT (mgEAG/gMS) 14.1+0.43¢ 77.1£1.042 20.9+0.25° 20.1+0.43*> 0.61
TC (mgEC/gMS) 155+0.03> 20.4+0.172 0.90+0.07¢ 0.50+0.08° 0.10
ab|_etras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05). EEM: Error Estandar de la
diferencia entre medias; N-NH3= Concentracion de nitrdgeno amoniacal a las 24h de fermentacion in
vitro; AGVT= Acidos Grasos Voléatiles Totales; CFT= Compuestos fendlicos totales; TC= Taninos
condensados; mgEAG: miligramos equivalentes de acido galico; mgEC: miligramos equivalentes de
catequina.

Como se puede observar en el cuadro 1, hay una diferencia marcada en las
concentraciones de compuestos fendlicos totales (CFT), y de taninos condensados
(TC) entre los diferentes ingredientes de la fraccién forrajera. Debido a esto, en el
cuadro 4, se muestran diferencias entre tratamientos en CFT y TC (P<0.05). Los
contenidos de CFT se incrementaron mas de cuatro veces cuando se incluyd LL a la
racion en T2. De la misma manera, CFT se incrementaron cerca del 45% cuando se
incluyé OFI a T3. Karimi et al. (2013) observaron contenidos tres veces menores de
CFT cuando compararon alfalfa con LL. Ademas, los contenidos de CFT en los
cladodios de OFI dependen de la madurez de la planta; mismos que se reportaron en
valores cercanos a 33 mg/g de MS (Figueroa-Pérez et al. 2016). De manera similar,
los contenidos de TC son diferentes entre los tratamientos experimentales (P<0.05);
cuando se incluyo LL a T2; el contenido de TC se incremento cerca de 20 mgEC/g
MS. Estos resultados concuerdan con los reportados por Berard et al. (2011). Debido
a que LL es considerada como una planta tanifera, los contenidos de CFT y TC deben
ser mas altos en T2 en comparacion con los demas. Ademas, cuando se adicioné OFI
a T3 y T4, se observd una reduccion en la concentracion de TC. Marquez y Suarez
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(2008) reportaron un contenido de TC en la alfalfa cercanos a 0.5 mg/g MS; mientras
gue en los cladodios de OFI las concentraciones eran menores.

Este estudio encontré el mismo efecto. A este respecto, los altos contenidos de CFT
con la inclusion de OFI pueden atribuirse a otros compuestos fendlicos diferentes de
los TC, tal como lo afirmaron Cardador-Martinez et al. (2011). Ademas, Koenig et al.
(2018) afirmaron que la adicion de extractos puros de TC superiores a 3.5%, no afecta
el consumo de materia seca en becerros de engorda.

Los pardmetros de la cinética de produccion de gas se presentan en el cuadro 5. La
maxima produccién de gas “A” fue diferente entre tratamientos (P<0.05). El valor de
“A” registrado en T4 fue diferente al obtenido en T2, presentando una media de 138.4
(mL/g MS) (P<0.05); mientras que los valores en la fase lag (L) disminuyeron cuando
se incluyé LL en T2, cuando es comparado con T3y T4 (P<0.05). De acuerdo a lo que
dice Van Soest (1994), los microorganismos celuloliticos tardan menos tiempo en
atravesar la pared celular del forraje con un menor contenido de lignina; sin embargo,
este efecto no se observa en este estudio. Aparentemente, los incrementos en la
fraccion de celulosa en T3 y T4 conllevan a un incremento en la fase lag (L). Este
efecto lo encontré también Grilli et al. (2015), cuando midieron la degradabilidad de la
hemicelulosa en diversos forrajes; la hemicelulosa contenida en la alfalfa se degrad6
en menor tiempo que la contenida en otras especies forrajeras.

Cuadro 5. Parametros de la cinética de produccién de gas, metano y di6xido de carbono de
fermentaciones ruminales in vitro

Tratamientos

T1 T2 T3 T4 EEM

A (mL/g MS) 155.4+1.78% 162.9+9.06® 142.6+0.14% 138.4+3.14> 1.65
ka (h?) 0.1+0.02 0.1+0.01 0.1+0.01 0.1+0.01 0.05

L (h) 2.0+ 0.15% 1.6 £0.14° 2.3+0.012 2.4 +0.042 0.10
PG24n (ML/gMS) 123.7+6.30 111.2+0.22 122.0 + 0.56 120.0+1.01 1.31
CHa (mL/gMS) 15.0 £ 0.652 11.1 +£0.08¢ 13.1+0.27° 12.9 + 0.07° 0.35
CO2 (mL/gMS) 102.8+3.852  90.5+ 0.39° 98.9 £ 2.32% 93.7 £ 0.24% 1.22
CO2:CH4 6.8 £ 0.04°¢ 8.1 +0.092 7.5+0.02° 7.2 £0.06° 0.05

ab|_etras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05). EEM: Error Estandar de la
diferencia entre medias; A= maxima produccién de gas (mL/g MS); kq= Tasa constante de produccion
de gas (%/h); L= Fase de latencia (h). T1l: 50% alfalfa + 50% concentrado; T2: 20% alfalfa+30%
leucaena +50% concentrado; T3: 20% alfalfa+30% nopal+50% concentrado; T4: 20% alfalfa+30%
nopal fermentado+50% concentrado.

Por otro lado, la produccién de gas a las 24h no mostr6 cambios entre tratamientos
(P>0.05). No obstante, se observaron reducciones del 26 y 14% en la produccion de
metano con la inclusion de LL y OFl en T2 y T3, respectivamente; de los cuales T2
registro la menor produccion de metano (P<0.05). Las reducciones en la produccion
de metano se pueden atribuir a la presencia de metabolitos secundarios en la racion.
En este sentido, las mas altas concentraciones de CFT y TC se presentaron en T2.
Estos resultados concuerdan con los reportados por Tavendale et al. (2005), quienes
establecen que los mas altos contenidos de TC tienden a formar complejos con las
proteinas, lo cual limita la degradacion de la misma por accién de los microorganismos
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presentes durante la fermentacién. Adicionalmente, la produccion de metano
disminuye mediante la reduccién en la digestion de la fraccion fibrosa. Esto Gltimo se
observé en el T2, el cual presenté menor digestibilidad. De la misma manera, Tan et
al. (2011) reportaron que los TC contenidos en LL pueden reducir la poblacion de
microorganismos metanogénicos, debido a la mayor presencia de protozoarios, y de
esta manera afectar la transferencia de iones hidrégeno. Asi, la produccion de metano
como captador de electrones se ve limitada. Ademas, la reduccion en la produccion
de metano en T3 y T4 esta directamente relacionada con la presencia de CFT. Lo
anterior coincide con la investigacion previa llevada a cabo por Tavendale et al. (2005)
y Murillo-Ortiz et al. (2018). Estos autores afirman que la presencia de metabolitos
secundarios como los CFT, son moléculas solubles y no fermentables que se
encuentran negativamente relacionadas con la sintesis de metano.
Por su lado, la menor produccion de COz2 se registro en T2, en comparacion con T1
(P<0.05). Por el contrario, la mayor relacion CO2:CHa4 se encontré en T2 comparada
con T1. Estos resultados son consistentes con la presencia de taninos condensados;
los TC de las plantas reducen la metanogénesis ruminal mediante la inhibicién de los
metanogénicos (Tavendale et al., 2005). Asimismo, los altos valores en la relacion
CO2:CH4 en T1, indican que en algun punto de la ruta metabolica se esta inhibiendo
la metanogénesis, ya que hay méas volumen de CO:2 presente, mismo que no es
sintetizado a metano.
La sintesis ruminal de metano involucra la reduccion sucesiva de CO2 a metano, a
través de diferentes niveles de formil, metileno y metil, y su reaccion con las
coenzimas; entre ellas la Coenzima M en el dltimo paso de la sintesis (Liu y Whitman,
2008). A este respecto, Patra y Saxena (2010) mencionan que la actividad
antimetanogénica de los taninos pudiera radicar en la actividad sobre ciertas proteinas
funcionales (enzimas), localizadas en ciertos sitios accesibles de los matandgenos.
Esta accion pudiera interrumpir la metanogénesis ruminal, mostrando la inhibicién de
CHa en un punto donde el CO2 es consumido como sustrato; Murillo-Ortiz et al. (2018)
observaron el mismo efecto.

CONCLUSION

Estos resultados indican que la sustitucion de alfalfa por Leucaena leucocephala,
mantiene la calidad nutritiva; asi como valores similares en la produccion de gas y la
cantidad de AGV in vitro. Adicionalmente, la inclusion del 30% de Leucaena
leucocephala y Opuntia ficus-indica reducen 26 y 14% la concentracién de metano in
vitro, respectivamente. Por lo anterior, debido a su calidad nutricia y a sus
caracteristicas fermentativas pudiesen incluirse en la dieta de bovinos, y asi contribuir
a la mitigacién de gases de efecto invernadero.
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