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RESUMEN

Se estudiaron las caracteristicas fermentativas y produccién de metano de dietas con una alta inclusién de las plantas
Enterolobium schomburgkii y Senna occidentalis sobre una dieta base de Brachiaria humidicola en el sistema semi-
continuo de fermentacion ruminal (Rusitec). Los tratamientos evaluados fueron: T1-100% B. humidicola (Control);
To- 40% B. humidicola + 60% E. schomburgkii; Tz - 25% B. humidicola + 75% E. schomburgkii y T4 - 25% B.
humidicola + 75% S. occidentalis. En dos periodos de evaluacion de 10 dias (7 de adaptacion y 3 de andlisis) se
evalu6 la produccion de gas, metano, acidos grasos volatiles (AGV), amonio y la degradacion de la materia seca y
organica. Los resultados demostraron que una alta inclusiéon de E. schomburgkii reduce la produccién de metano al
afectar la degradacidn de la materia organica. Por su parte, S. occidentalis incrementa la degradacién de la dieta y los
niveles de amonio, valerato, isobutirato y AGVT, observandose una reduccién promedio en la produccién de metano
del 29%. Varios mecanismos pueden estar determinando los menores volimenes de metano observados con esta
especie. Se requieren proximos estudios que permitan aislar y cuantificar la influencia de los metabolitos secundarios
presentes en estas plantas sobre la metanogénesis ruminal.

Palabras claves: Enterolobium schomburgkii; Senna occidentalis; Metanogénesis ruminal; Rusitec.

SUMMARY

Fermentative characteristics and methane production of diets with high inclusion of Enterolobium schomburgkii and
Senna occidentalis plants on a Brachiaria humidicola based diet were studied, using the semi-continuous ruminal
fermentation system (Rusitec). The evaluated treatments were: T1-100% B. humidicola (Control); T.- 40% B.
humidicola + 60% E. schomburgkii; Ts - 25% B. humidicola + 75% E. schomburgkii y T4 - 25% B. humidicola +
75% S. occidentalis. In two evaluation periods of 10 days (7 adaptation and 3 analysis), gas production, methane,
volatile fatty acids (VFA), ammonia, and dry matter and organic matter degradation were evaluated. The results
showed that a high inclusion of E. schomburgkii reduced methane production by affecting organic matter
degradation. Meanwhile, S. occidentalis increased diet degradation and ammonia, valerate, isobutyrate and TVFA
levels, observing an average reduction of 29% in methane production. Several mechanisms may be determining the
lower methane volumes observed with this species. Further studies to isolate and quantify the influence of the
secondary metabolites present in these plants on ruminal methanogenesis are required.

Keywords: Enterolobium schomburgkii; Senna occidentalis; Ruminal methanogenesis; Rusitec.
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INTRODUCCION

El metano es el principal gas de efecto invernadero
que se genera durante la fermentacion de los
compuestos organicos de los alimentos en el tracto
digestivo de los rumiantes (Brouce, 2014; Merino et
al., 2011). Este gas, cuyo potencial de calentamiento
es 25 veces superior que el CO,, persiste en la
atmosfera entre 9 a 15 afios, y es considerado como el
gue mas aporta al calentamiento global. La
fermentacién entérica, es responsable del 15 al 24 %
de las emisiones totales de metano proveniente de
actividades antropogénicas, y su efecto es
actualmente una problematica mundial.  (Bhatta,
2015; Lenka et al., 2015; Ribeiro et al., 2015).

Diferentes estrategias se han propuesto para reducir la
metanogénesis ruminal, la manipulacion de la dieta a
través del uso de plantas y sus metabolitos
secundarios es una de las mas promisorias dado que

son compuestos naturales con  propiedades
antimicrobiales que permiten modificar
favorablemente la fermentacién y reducir la

produccion de metano (Kamra et al., 2015; Durmic y
Blache, 2012). Desde las ultimas dos décadas, varios
esfuerzos investigativos se han realizado para
identificar plantas o extractos con propiedades
antimetanogénicas para su uso en nutricion de
rumiantes (Bodas et al., 2008; Garcia-Gonzalez et al.,
2008; Durmic et al., 2010; Durmic et al., 2013; Banik
etal., 2013; Niderkorn y Macheboeuf, 2014).

Para la evaluacion e identificacion de metabolitos
secundarios con potenciales antimetanogénicos,
usualmente se ha hecho uso de técnicas in vitro,
debido a que la experimentacion in vivo es costosa,
ademas de que es posible comprometer el bienestar
animal, ya que el consumo en exceso de algunos de
estos compuestos puede ser toxico (Makkar y Vercoe,
2007; Kamra et al., 2015). La fermentacién a corto
plazo (eg. 24 h) a través de la técnica de produccion
de gases ha sido util para la caracterizacion
simultanea del potencial metanogénico de un alto
nimero de plantas de manera rapida (Storm et al.,
2012). A pesar de las ventajas que brinda esta técnica,
sus resultados son limitados dado que este es un
sistema cerrado que no permite simular el suministro
constante de alimento, y tampoco se eliminan los
productos finales de la fermentacion, como ocurre
normalmente durante la dindmica de fermentacion
(Vercoe 'y Durmic, 2009; Li, 2013). La
experimentacion in vitro en sistemas continuos o
semicontinuos ofrece un escenario mas dinamico que
se asemeja en mayor proporcion a lo que puede
suceder a nivel ruminal, por lo que su uso es Util para
confirmar a través del tiempo las propiedades
bioactivas de estos compuestos sobre la fermentacion
general y la produccién de metano (Li et al., 2014).
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Los resultados de estos estudios sirven de base para el
disefio de experimentos in vivo (Flachowsky vy
Lebzien, 2012).

Anadlisis realizados usando la técnica de produccién
de gas a 24 h (Vélez et al., 2017) sugieren que una
alta dosificacion de las plantas Enterolobium
schomburgkii y Senna occidentalis en una dieta base
de Brachiaria humidicola, tienen potencial para
disminuir la produccion de metano sin afectar la
disponibilidad de nutrientes para el animal (AGV’s o
amonio ruminal). Al parecer, estas plantas presentan
compuestos bioactivos que pueden ser (tiles para
reducir la metanogénesis ruminal, no obstante, aln se
desconoce si este efecto persiste en el tiempo. El
objetivo del presente estudio, es confirmar las
caracteristicas fermentativas de dietas a base de
Enterolobium schomburgkii y Senna occidentalis
sobre la produccion de metano y la fermentacion en
general, usando el sistema semicontinuo de
simulacion ruminal “Rusitec”.

MATERIALES Y METODOS
Plantas

Durante la época seca (febrero de 2016) de las
sabanas inundables del departamento de Arauca —
Colombia, se realizé6 un recorrido por diferentes
sistemas ganaderos para tomar muestras de hojas y
tallos de las plantas Senna occidentalis y
Enterolobium  schomburgkii. Las muestras se
recolectaron y almacenaron en bolsas negras de
polietileno bajo refrigeracion (4-6 °C) hasta su
traslado al laboratorio donde fueron congeladas a -20
°C. La especie Brachiaria humidicola la cual fue
utilizada como sustrato en la prueba de fermentacion,
se obtuvo de un sistema ganadero ubicado en el
departamento del Valle del Cauca. Las plantas se
secaron en un secador de capa fija a 55 °C hasta peso
constante, y fueron molidas (molino de impacto de
palas Retsch SK100 Standard, Retsch GmbH and Co,
Haan, Alemania) y tamizadas a través de una malla
de 2 mm para eliminar particulas méas finas que se
puedan perder durante el proceso de fermentacion, y
por lo tanto sobreestimar los valores de degradacion
de las dietas evaluadas.

Tratamientos

Los tratamientos se definieron de acuerdo a
resultados previos encontrados por Vélez et al.
(2017), donde se encontré que la inclusiéon de hasta
un 75% de las plantas E. schomburgkii y S.
occidentalis sobre una dieta a base Brachiaria
humidicola redujeron la produccién de metano en un
15 y 18% respectivamente. Dado que una alta
inclusién de la especie E. schomburgkii puede afectar
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la degradacion del sustrato, para el presente estudio se
decidié evaluar 2 dosificaciones diferentes. De esta
forma, se definieron 4 tratamientos: T1-100% B.
humidicola (Control); T.- 40% B. humidicola + 60%
E. schomburgkii; Ts - 25% B. humidicola + 75% E.
schomburgkii y T4 - 25% B. humidicola + 75% S.
occidentalis. La tabla 1 muestra el valor nutricional
de los tratamientos.

Tabla 1. Composicion nutricional (%) de las dietas

evaluadas

B.h E.s-60% E.s-75%  S.0-75%
MO 91.98 94.10 93.68 91.42
PC 6.27 17.67 17.82 22.43
FDN 79.81 67.43 64.86 24.21
FDA 39.70 42.46 43.15 15.87
Cenizas 8.02 5.90 6.32 8.58
B.h: Brachiaria humidicola; E.s: Enterolobium

schomburgkii; S.0: Senna occidentalis.

MO: Materia organica; PC: proteina cruda; FDN: fibra

detergente neutra; FDA: fibra detergente acida.

Condiciones de Fermentacién del sistema Rusitec

Para evaluar el efecto de los tratamientos, se utilizo la
técnica semicontinua de simulacion  ruminal
“Rusitec”, el cual estaba equipado con 8 vasijas de
fermentacion (700 ml de volumen efectivo)
sumergidas en un bafio maria a 39 °C, las cuales
fueron inoculadas y diariamente manipuladas de
acuerdo a la metodologia descrita por Czerkawski y
Breckenridge (1977). EIl inoculo se obtuvo de dos
vacas Holstein canuladas al rumen que consumian
una dieta a base de pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum). El fluido ruminal se filtr6 a través de
bolsas de nylon con tamafio de poro de 52 um y se
satur6 con CO,, para su posterior uso en los
fermentadores. En el primer dia, cada vasija se lleno
con 500 ml de liquido ruminal + 200 ml de saliva
artificial (McDougall, 1948) + 2 bolsas de nylon
(poro de 52 pum). Una bolsa se llend con 15¢g de la
dieta a evaluar, y la otra con 80g de contenido
ruminal solido para facilitar el establecimiento de
condiciones de fermentacién favorables. Después de
24h, las bolsas con contenido ruminal se
reemplazaron con bolsas que contenian las dietas
respectivas (15g) asignadas a cada fermentador. A
partir de entonces, diariamente se reemplazaron
aquellas bolsas que habian permanecido en los
fermentadores por 48 h. Al final de este proceso, cada
vasija se gase6 con CO, por 30 segundos para
reestablecer rapidamente las condiciones anaerobias.
Para garantizar que el pH del medio se mantuviera
durante los periodos experimentales realizados, cada
dia se prepar6 y suministré saliva artificial
McDougall. (1948) a cada fermentador por medio de
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una bomba peristaltica, asegurando una tasa de flujo
de 500 mi/dia en promedio.

Para el estudio, se realizaron 2 periodos de evaluacion
de 10 dias (7 adaptacion + 3 de medicion). Dada la
variacion propia de cada fermentador, cada uno de
ellos fue considerado como una unidad experimental
independiente, similar a lo realizado por Bhatta et al.
(2006), Romero-Pérez et al. (2015) y Li et al. (2014).
En cada periodo, los 4 tratamientos fueron asignados
aleatoriamente a los fermentadores de forma
duplicada, con la intencién de que al final del periodo
experimental cada tratamiento presentara 4
observaciones.

Procedimientos analiticos

Para evaluar la estabilidad del sistema en el tiempo,
en cada periodo se midio6 diariamente el pH del medio
durante el intercambio de las bolsas, utilizando un
medidor de pH (Schott lab 850). Durante los dias de
medicién las variables evaluadas fueron: produccion
de gas, metano, &cidos grasos volatiles (AGV),
amonio y la degradacion de la materia seca (MSD) y
materia organica (DMO).

Los gases provenientes de cada fermentador se
recolectaron en bolsas de aluminio (Tedlar 5 L, Tipo
A, Tokyo Deodorant Co, Japén) y el volumen de gas
se estim6 usando un gasometro Shinagawa (Modelo
DC-1). Durante la medicién, el gas de cada bolsa se
pasd a través de un tubo conectado al gasdémetro
usando presion manual, al mismo tiempo, a través de
una conexion externa unida al tubo, se insertd una
aguja y con la ayuda de una jeringa se tomaron
muestras de los gases expulsados de cada bolsa, los
cuales posteriormente fueron inyectados en vialesde
borosilicato al vacio para luego ser analizados en un
cromatografo de gases Shimadzu (GC-2014) con una
columna capilar Agilent HP-PLOT Molesieve 5A
0.32 mm ID 30 m x y un detector FID. Las
temperaturas de la columna, puerto de inyeccion Split
y de deteccion fueron 150, 100 y 300°C
respectivamente. Se usé helio como gas de arrastre a
una velocidad lineal de 35.4 cm/seg. Las muestras se
inyectaron de forma manual con jeringas GasTight®
de 1.00 mL y la produccion de metano se estimé
como proporcion de la produccion total de gas.

El efluente liquido de cada fermentador fue colectado
en frascos de 1L, en los cuales se habia adicionado 20
ml de écido sulfdrico al 20% (v/v) para evitar que la
fermentacion continuara. El volumen del efluente se
midié diariamente, y se tomaron muestras para la
determinacion de AGV y amonio. Para los AGV se
tomaron 0.8 ml y se mezclaron con 0.5 ml de una
solucion desproteinizante y acidificante (10% acido
metafosforico y 0.06% &cido crotonico p/v en HCI
0.5 N). Seguidamente se centrifugaron (13.000 rpm



Tropical and Subtropical Agroecosystems, 21 (2018): 163 - 175

por 10 minutos a 4°C) y se almacenaron a 4°C, para
posteriormente ser analizados en un cromatografo de
gases Shimadzu (GC-2014) equipado con una
columna capilar Agilent HP-FFAP de 0.32 mm ID x
25 m de longitud y un detector de ionizacion de llama
(FID), a temperaturas de 260 y 280°C para el puerto
de inyeccién Split y de deteccion, respectivamente.
Se utilizé helio como gas de arrastre a un flujo de 42
cm/seg. Para determinar el contenido de amonio, se
tomaron muestras de 10 ml de efluente en tubos
Falcon. Las muestras se centrifugaron (Biofuge Primo
R Heraeus®) a 4000 rpm durante 4 minutos a 4°C, y
la concentracion de amonio se determiné usando un
electrodo selectivo (ISE-NHs-N, Metrohm).

Para la determinacion de la DMS, se colectaron las
bolsas con los residuos que habian permanecido
incubadas en los fermentadores por 48h.
Posteriormente se lavaron con agua fria en una
maquina lavadora y se secaron a 60°C por 48h. La
DMS se estimé a partir de la pérdida de peso entre el
principio y final del proceso de fermentacién. En los
residuos se determind el contenido de cenizas para la
estimacion de la DMO.

Determinacién de nitratos en las hojas de Senna
occidentalis

Se mezcl6 0.200g de hojas molidas de Senna
occidentalis con 50 ml de agua bidestilada la cual se
agitd por 30 min para extraer los nitratos. La
determinacion se realizd a partir del método de
reduccion con cadmio, en el cual el nitrato se reduce a
nitrito. Este Gltimo reacciona con sulfanilamida y
naftil-etilendiamina para formar un complejo
coloreado, que se midi6 a 540 nm con un
espectrofotometro UV/VIS.

Analisis estadistico

El experimento se realiz6 bajo un disefio en bloques
completos al azar, donde el factor de bloqueo fueron
los periodos de incubacion. Los datos de cada una de
las variables (pH, produccién de gas, metano, AGV,
amonio, DMS y DMO) se revisaron para identificar y
eliminar datos extremos. Las medias de cada variable
y sus respectivos errores estandar en cada medida
repetida se reportan segin sea el caso de datos
faltantes.

Las variables evaluadas se analizaron a través de un
modelo mixto de medidas repetidas. En el modelo se
incluyeron los efectos fijos de tratamiento, dia de
medicion y su interaccion. El periodo de incubacion
se consideré un efecto aleatorio. En cada variable
evaluada se analizaron diferentes estructuras de
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covarianza y se estimé el mejor modelo de analisis
teniendo como criterio de seleccion los coeficientes
de informacion Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC),
utilizando la opcién “Modelos lineales generales y
mixtos” del software estadistico InfoStat (2013).
Cuando la interaccién entre los tratamientos y el dia
de medicion fue significativa, se estimaron
regresiones lineales dentro de cada tratamiento para
estimar la unidad de cambio durante el periodo
evaluado.

La comparacion de medias se hizo utilizando la
opcion “Contrastes”, en donde se compard cada
tratamiento contra el control. Las diferencias se
declararon significativas con un P<0.05.

RESULTADOS

Los parametros pH, DMS, DMO, volumen de gas,
metano, amonio, acetato, butirato, propionato,
isobutirato y valerato de cada una de las dietas
evaluadas no presentaron cambios significativos a
través de los dias de medicion (P>0.05), a excepcion
de los AGVT vy la relaciéon A:P. La tabla 2 muestra el
efecto de cada dieta sobre los pardmetros de
fermentacion en cada uno de los dias de medicion.

El pH a las 24 h fue superior en los fermentadores
con las dietas experimentales con respecto control
(P<0.05), sin embargo, en los siguientes dias (48 y 72
h) solo el tratamiento E.s-75% continlo mostrando
diferencias (P<0.05).

En general, las dietas E.s-60% y E.s-75% redujeron
en promedio la DMS en 103 y 153 %
respectivamente en comparacion con el control. Estas
reducciones fueron significativas a las 24 h para
ambas dietas y a las 72 h para E.s-75% (P<0.05). Por
su parte, el tratamiento S.0-75% presento altos
valores DMS en todos los horarios de medicién
(P<0.05), superiores a los encontrados en la dieta
control en 70.6% en promedio. Esta misma tendencia
se observo con la DMO, donde las dietas E.s-60% vy
E.s-75% disminuyeron este parametro con respecto al
control en 13.8 y 20.5 % respectivamente, mientras
que S.0-75% lo increment6 en 79.5% (Figura 1).

Los volimenes de produccién de gas por unidad de
materia seca y materia organica degradada fueron
similares entre los tratamientos evaluados (P>0.05).
Solo la dieta S.0-75% presento menores volimenes
con respecto a la dieta control (P<0.05) a las 48 (204
Vs 315 ml/g DMS; 234 Vs 386 ml/lg DMO) y 72 h
(186 Vs 349 ml/g DMS; 212 Vs 422 ml/g DMO).
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Tabla 2. Parametros de fermentacion de las dietas evaluadas durante los 3 dias de medicion.

B.h EE E.s-60% EE E.s-75% EE S.0-75% EE
24 h
pH 6.54 0.05 6.68* 0.05 6.71* 0.05 6.64* 0.05
DIVMS (%) 4212 195 36.12* 1.95 35.73* 1.95 69.19* 1.95
DIVMO (%) 40.08 2.15 32.57* 2.15 31.96* 2.15 67.71* 2.15
Vol. Gas (ml/g DMS) 280  45.03 324 40.80 234 35.65 190 19.48
Vol. Gas (ml/g DMO) 321 5755 391 49.32 290 50.01 214 23.23
CHa4 (ml/g DMS) 14 2.84 13 2.81 10 2.80 13 2.81
CH4 (ml/g DMO) 16 3.78 15 3.75 13 3.73 14 3.75
Amonio (mg/L) 48 6.40 126* 11.97 159* 11.22 596* 33.88
48 h
pH 6.57 0.05 6.6 0.05 6.69* 0.05 6.6 0.05
DIVMS (%) 3789 1.95 36.35 1.95 33.62 1.95 68.71* 1.95
DIVMO (%) 3435 215 32.76 2.15 28.98 2.15 66.79* 2.15
Vol. Gas (ml/g DMS) 315 44.34 288 40.80 259 35.65 204* 19.51
Vol. Gas (ml/g DMO) 386  56.63 360 49.32 334 50.01 234* 23.26
CH4 (ml/g DMS) 18 2.82 12 2.80 11 2.81 13 2.80
CH4 (ml/g DMO) 22 3.75 14 3.73 15 3.75 16 3.73
Amonio (mg/L) 42 6.40 155* 11.97 187* 11.22 549* 33.88
72 h
pH 6.57 0.05 6.5 0.05 6.72* 0.05 6.63 0.05
DIVMS (%) 4168 195 36.71 1.95 33.38* 1.95 69.72* 1.95
DIVMO (%) 38.27 215 31.76* 2.15 28.65* 2.15 67.89* 2.15
Vol. Gas (ml/g DMS) 349 4430 297 40.80 240 35.65 186* 19.81
Vol. Gas (ml/g DMO) 422  56.56 383 49.32 313 50.01 212* 23.64
CHa4 (ml/g DMS) 20 351 15 3.51 13 3.51 13 3.51
CHa4 (ml/g DMO) 24 5.75 19 4.28 16 4.78 14 2.30
Amonio (mg/L) 51 6.40 154* 11.97 187* 11.22 664* 33.88
Medias en una misma fila con (*) difieren estadisticamente con respecto al control (p<0.05)
B.h: Brachiaria humidicola; E.s: Enterolobium schomburgkii; S.0: Senna occidentalis.
DIVMS: Degradacion de la materia seca; DIVMO: Degradacion de la materia organica.
EE: Error estandar.
En los volimenes de produccion de metano (por Los niveles de amonio se incrementaron

gramo de DMS o DMO) no se encontraron
diferencias estadisticas entre los tratamientos
evaluados (P>0.05), a pesar de que las dietas
experimentales presentaron menores volimenes que
la dieta control. Estas diferencias fueron méas notorias
cuando se expresaron en porcentajes. De esta manera,
la produccién de metano por gramo de DMS a las 24
h se redujo en 7, 29 y 7 %, mientras que a las 48 y 72
h fue de 33, 39, 28 y 25, 35y 35 % para E.s-60%,
E.s-75% y S.0-75% respectivamente. Una situacion
similar se present6 con los volimenes de metano por
gramo de DMO. A las 24 h se encontré una
disminucion de 6, 19y 7 % y a las 48 y 72 h fue de
36, 32, 27y 21, 33 y 42 % para E.s-60%, E.s-75% y
S.0-75% respectivamente (Figura 1). Lo anterior
indica, que en promedio la produccién total de
metano por gramo de DMS y DMO en el periodo
evaluado, se redujo en 23, 35, 25y 23, 29 y 29 % con
los tratamientos E.s-60%, E.s-75% y S.0-75%
respectivamente.
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significativamente en las dietas experimentales,
encontrandose diferencias estadisticas con el control
en todos los dias de medicion (P<0.05). Los mayores
niveles estuvieron asociados a la dieta S.0-75% con
valores entre 549 y 664 mg/L muy superior a lo
encontrado con los otros tratamientos.

La tabla 3 muestra la produccién de AGV totales e
individuales de los tratamientos en estudio. Con
respecto a la dieta control, los AGVT se afectaron
negativamente con E.s-75% a las 24 y 48 h (P<0.05).
A las 72 h este parametro se redujo tanto en E.s-60%
como en E.s-75% (P<0.05). Con la dieta S.0-75% los
AGVT se incrementaron en un 27 % en promedio con
respecto a la dieta control (33 Vs 26 mmol/L -
P<0.05). Durante el periodo evaluado, los AGVT en
el tratamiento E.s-75% mostraron un incremento
diario de 0.1 mmol/L (R?=0.99), mientras que en los
tratamientos E.s-60% y S.0-75% se observé una
reduccion de 0.07 (R?=0.63) y 0.09 (R?=0.51)
mmol/L respectivamente (Figura 1).



Tropical and Subtropical Agroecosystems, 21 (2018): 163 - 175 Vélez-Terranova et al., 2018

Tabla 3. Produccion de acidos grasos volatiles individuales y totales de las dietas experimentales.

B.h EE E.s-60% EE E.s-75% EE S.0-75% EE

24 h
Acetato (mmol/L ) 1462 174  11.13*  1.72 9.13* 140  21.64* 203
Butirato (mmol/L) 252 014  1.93* 012 1.51* 0.08 5.56% 0.35
Propionato (mmol/L) 735  0.60 6.90 0.60 5.50% 0.60 6.95 0.60
Isobutirato (mmol/L) 011 001  007* 001 0.04* 0.01 0.75% 0.06
Valerato (mmol/L) 040 006  023* 003 0.13* 0.03 2.68* 0.17
AGVT (mmol/L) 2589 285 2254 285  1655%* 285  36.20%  2.85
Relacion A:P 185 013 167 0.3 1.71% 0.13 3.15% 0.13
48 h
Acetato (mmol/L) 1390 174 1350  1.72  10.85% 140 16.48 2.03
Butirato (mmol/L) 276 014 202 012 1.79* 0.08 4.33* 0.35
Propionato (mmol/L) 750  0.60 6.95 0.60 6.28 0.60 5.43% 0.60
Isobutirato (mmol/L ) 010 0.1 0.08 0.01 0.05% 0.01 0.58* 0.06
Valerato (mmol/L) 043 006  023* 003 0.20% 0.03 2.20% 0.17
AGVT (mmol/L) 2465 197 2311 197 1945 197  30.48*  1.97
Relacion A:P 186 013 175 0.3 1.71* 0.13 3.0* 0.13
72 h
Acetato (mmol/L) 15.06 1.74  1089*  1.72 12.39 1.40 18.20 2.03
Butirato (mmol/L ) 282 014  201* 012 1.82* 0.08 4.79* 0.35
Propionato (mmol/L ) 750 060  6.03*  0.60 6.85 0.60 6.05% 0.60
Isobutirato (mmol/L ) 011 001  007* 001 0.07* 0.01 0.65* 0.06
Valerato (mmol/L ) 050 006  023*  0.03 0.18* 0.03 2.43* 0.17
AGVT (mmol/L) 2645 214 1002 214 2138 214 3198 214
Relacion A:P 181 0.3 1.80 0.13 1.73 0.13 2.98* 0.13

Medias en una misma fila con (*) difieren estadisticamente con respecto al control (p<0.05)
B.h: Brachiaria humidicola; E.s: Enterolobium schomburgkii; S.0: Senna occidentalis.
AGVT: Acidos grasos volatiles totales; Relacion A:P: Relacion acetato:propionato.

EE: Error estandar.

En comparacion con la dieta control, los niveles de negativamente con las dietas E.s-75% y E.s-60% a las
acetato se redujeron con los tratamientos E.s-60% y 24 'y 72h respectivamente, por su parte S.0-75%
E.s-75% durante los dias de medicion (P<0.05), disminuy6 este parametro a las 48 y 72h (P<0.05).
mientras que con S.0-75% se observo un incremento a Los niveles de isobutirato y valerato se redujeron en
las 24 h de evaluacion (21.6 Vs 14.6 mmol/L). Algo promedio 33, 52, 48 y 61 % con la inclusién de E.s-
similar se encontré con las concentraciones de 60% y E.s-75% respectivamente. Por otro lado, el
butirato, donde las dietas E.s-60% y E.s-75% tratamiento S.0-75% generd incrementos en las
alcanzaron reducciones en promedio de 26 y 37 % proporciones de isobutirato y valerato en todos los
respectivamente, mientras que S.0-75% aumenté este horarios de medicion (P<0.05), con valores promedio
parametro en 81%. El propionato se afect6 de 0.66 y 2.44 mmol/L respectivamente.
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Figura 1. Degradacion de la materia organica (superior),
cidos grasos volatiles totales (medio) y produccién de
metano (inferior) de las dietas experimentales durante el
periodo de evaluacion. B.h: Brachiaria humidicola; E.s:

Enterolobium schomburgkii; S.0: Senna occidentalis.

En la relacion A:P, las dietas E.s-60% y E.s-75%
presentaron menores valores a las 24 y 48 h (P<0.05)
en comparacion con el control. En el tratamiento S.o-
75% se presentaron los mayores valores de este
pardmetro (3 Vs 1.8 - P<0.05). Durante los dias de
medicién se encontrd que el tratamiento control y S.o-
75% presentaron una tendencia a reducir la relacion
A:P por dia en 0.00083 (R?=0.57) y 0.0035 (R?=0.84)
unidades respectivamente. Por su parte, en las dietas
E.s-60% y E.s-75% se observé una ligera tendencia a
incrementar esta relacion en 0.0027 (R?=0.98) y
0.00042 (R?=0.75) unidades respectivamente.
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En la especie Senna occidentalis se encontraron
niveles de nitratos del 0.05%

DISCUSION

En el presente estudio, se evaluo el efecto de dietas
con una alta inclusién de las plantas Enterolobium
schomburgkii 'y Senna occidentalis sobre la
produccion de metano y fermentacion ruminal.
Aungue las dosificaciones evaluadas fueron altas (60
- 75%) y pueden no representar lo que sucederia en
un escenario real, el estudio se realiz6 con la
intencién de confirmar la persistencia del efecto
antimetanogénico observado con estas dosis (Vélez et
al., 2017), identificar el posible modo de accion y el
efecto potencial sobre la fermentacién en general a
través del tiempo.

A pesar de que se encontraron diferencias entre los
tratamientos para la variable pH, este pardmetro se
mantuvo en un rango de 6.54 y 6.71 ideal para una
Optima degradacion de los componentes fibrosos y
orgénicos de las dietas en sistemas de fermentacion
continuos o semicontinuos (Hoover et al., 1984;
Bhatta et al., 2006). La producciébn de metano
presento una tendencia inferior en las dietas
experimentales en comparacion con el control, aun
cuando estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas. La menor produccién de metano
encontrada con la inclusion de las plantas
Enterolobium schomburgkii y Senna occidentalis
estuvo determinada por diferentes mecanismos
fermentativos que influyeron sobre los parametros
evaluados.

Con los tratamientos E.s-60% y E.s-75% los
volimenes totales de metano (ml/g DMO) al final de
periodo experimental se redujeron en 23 y 29%
respectivamente, lo cual estuvo asociado en gran
parte a la menor DMO encontrada en estas dietas
(Bodas et al., 2012; Durmic et al.,, 2010). El
tratamiento E.s-75% redujo en promedio la DMO en
21 % lo que se reflejo en menores concentraciones de
AGVT y metano. No obstante, el efecto negativo
sobre la DMO fue menor en la dieta E.s-60%, lo que
evito que los AGVT sufrieran cambios significativos
con respecto a la dieta control, a las 24 y 48 h.
Efectos similares se han encontrado en las plantas
Biserrula pelecinus L. y Eremophila glabra (Banik et
al., 2013; Li, 2013).

La inclusion de la especie Enterolobium
schomburgkii en los tratamientos E.s-60% y E.s-75%
incrementd los niveles proteicos de la dieta (PC >
17%) lo que se vio reflejado en una mayor
concentracion diaria de amonio ruminal, con valores
en promedio de 145 — 178 mg/L respectivamente,
cercanos a los 200 mg/L recomendados por Leng.
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(1990) para un adecuado aporte de nitrogeno en
dietas a base de forrajes tropicales de baja
digestibilidad. Dado que el amonio constituye entre el
50 - 80% del nitrogeno wusado por los
microorganismos ruminales para crecimiento y
sintesis de células microbiales (Leng y Nolan, 1984),
era de esperarse que el incremento en las
concentraciones de amonio en las dietas E.s-60% vy
E.s-75%, soportara una mayor formacion de células
microbiales que favorecieran la degradacion de los
componentes organicos de la dieta, sin embargo, esta
afirmacion no concuerda con los resultados
observados. Lo anterior sugiere que los compuestos
secundarios presentes en la planta Enterolobium
schomburgkii en las concentraciones usadas en este
estudio, inhibieron la actividad de las diferentes
poblaciones ruminales, siendo este efecto mayor en la
dieta E.s-75% y menor en E.s-60%. Los reportes
sobre la composicién fitoquimica en esta planta son
limitados, sin embargo, en especies pertenecientes al
mismo género como Enterolobium cyclocarpum se ha
reportado la presencia de saponinas (Martinez et al.,
2012; Bobayemi, 2006; Rodriguez et al., 2009). Altas
concentraciones de saponinas en la dieta pueden
generar resultados similares a los encontrados con la
planta Enterolobium schomburgkii. Excesos de
saponinas reducen la digestibilidad a través de la
inhibicion directa sobre las poblaciones de
protozoarios, como también sobre poblaciones de
microorganismos celuliticos y hongos, encargados de
la degradacion del componente fibroso de los
alimentos (Patra y Saxena, 2010).

Por otro lado, la inclusién de la especie Senna
occidentalis en la dieta base generd resultados
positivos sobre algunos de los pardmetros de
fermentacidn evaluados. Con esta dieta, la produccion
total de metano al final del periodo experimental se
redujo en 29 %. También se encontraron aumentos
significativos en la DMO (67 Vs 38 %) y la sintesis
de amonio (603 Vs 44 mg/L) con respecto al control.
La produccion de gas se redujo (220 Vs 376 mi/g
DMO), sin embargo, se incrementaron las
concentraciones de AGVT (32. 9 Vs 25.7 mmol/L),
butirato (4.9 Vs 2.7 mmol/L), isobutirato (0.66 Vs
0.10 mmol/L), valerato (2.43 Vs 0.44 mmol/L) y la
relacion A:P (3.04 Vs 1.84). Estos resultados fueron
similares a los encontrados en experimentos
realizados a través de la técnica de produccién de
gases (Vélez et al., 2017).

El alto contenido proteico aportado por la especie
Senna occidentalis, asociado con los excesos en los
niveles de amonio presentes después del proceso de
fermentacidn, sugirieron la presencia de nitratos en
esta planta. No obstante, los resultados demostraron
un nivel de presencia del 0.05 %, el cual es
considerado bajo (Leng, 2008).
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Las elevadas DMO y bajos niveles de produccién de
gas encontrados con S.0-75% pueden estar
determinados por el incremento en el contenido
proteico (PC: 22.4 Vs 6.2 del control) y bajos niveles
de fibra (FDN: 24.2 Vs 79.8; FDA: 15.9 Vs 39.7 del
control) en la dieta (Beauchemin et al., 2008),
resultantes de la inclusion de Senna occidentalis. En
los sistemas de fermentacion in vitro, el componente
proteico de los sustratos es degradado rapidamente,
generando poco gas durante el proceso (Getachew et
al., 2004) por lo que es comin observar en dietas con
altos niveles proteicos una mayor degradacion y bajos
volimenes de gas. Estos resultados también sugieren
que gran parte del componente organico degradado se
destind para la formacion de proteina microbial
(Blummel et al., 1997). La abundante disponibilidad
de amonio ruminal en conjunto con los aumentos en
los niveles de isobutirato favorecieron la sintesis y
crecimiento de células microbiales, las cuales
incrementaron la eficiencia de degradacion del
sustrato (Wang et al., 2015; Liu et al., 2014) lo que se
pudo ver reflejado en mayores concentraciones de
AGVT. Es necesario resaltar que bajo los resultados
del presente estudio, la fermentacion de esqueletos
carbonados provenientes de la desaminacion de
aminoacidos también pudo aportar a los incrementos
observados en los AGVT (Bach et al., 2005).

Los menores volimenes de metano encontrados
durante los dias de andlisis con S.0-75% pueden estar
asociados a diferentes factores. En primer lugar, dado
que la degradacion del componente proteico presente
en esta dieta gener6 menores volimenes de
produccion de gas, es posible que a su vez se hayan
reducido las proporciones de metano que puedan estar
presentes en este gas. Lee et al. (2003) también
sugieren que el NH4 que se libera a partir de la
degradacion de la proteina, se combina con CO; para
formar (NHs)HCOs. De esta manera se reducen las
moléculas de CO; requeridas para la metanogénesis.
Varios estudios reportan la correlacion negativa
existente entre el contenido proteina cruda en la dieta
y la produccién de metano (Lee et al., 2003; Gemeda
y Hassen, 2014). Otro factor determinante sobre la
menor concentracién de metano pudo estar asociado a
la presencia de antraquinonas en Senna occidentalis
(Yadav et al., 2010), las cuales generan efectos
similares a los encontrados en el presente estudio con
respecto a reducciones en la metanogénesis entre 25
y 36 % e incrementos en las concentraciones de
amonio, digestibilidad de la dieta, butirato, valerato y
la sintesis de é&cidos grasos volatiles de cadena
ramificada (Sirohi et al., 2011; Garcia-Lopez et al.,
1996; Ebrahimi et al., 2011).

La menor produccién de metano y las reducciones en
las concentraciones de propionato observadas a las 48
y 72 h, en conjunto con los incrementos de isobutirato
y DMO, sugieren que los Hy provenientes de la
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fermentacién del sustrato fueron utilizados por vias
alternas, evitando asi su acumulaciéon y posterior
efecto adverso sobre la fermentacion (Ungerfeld,
2015). Varios mecanismos pudieron ser utilizados
como aceptores de hidrégenos, entre los que se
encuentran la sintesis de biomasa microbiana (Leng y
Preston, 2010), produccion de valerato (AGV
glucogénico) (Kebreab et al., 2008; Ellis et al., 2008),
la degradacién de aminoacidos mediante la reaccién
de desaminacion oxidativa (Wilkinson, 2012) y en
menor proporcion la reducciéon de los nitratos a
amonio (Yang et al., 2016).

Los elevados niveles de amonio presentes en el
tratamiento S.0-75%, estuvieron en exceso a lo
requerido para el crecimiento microbiano adn para
dietas de baja digestibilidad como las usadas en este
estudio (Leng, 1990). Los excesos de amonio
pudieron estar relacionados con una limitada
disponibilidad de energia en la dieta (bajos niveles de
carbohidratos de facil degradacién), la cual reduce la
eficiencia de utilizacion de amonio para la sintesis de
proteina microbial, y por lo tanto se incrementan los
niveles de este compuesto en el medio (Bach et al.,
2005; Yu et al., 2010). También pudo influir la falta
de sincronia en la que los nutrientes quedaban
disponibles para su utilizacién, ya que en dietas a
base de forrajes es comdn encontrar desbalances en la
fermentacién de carbohidratos y proteinas dado a que
la fermentacidn de esta Gltima es mas rapida, por lo
tanto, los microorganismos tienen mas nitrégeno del
que pueden utilizar lo que conlleva a una
acumulacién de amonio (Russell, 2002). Otros
factores determinantes, estan relacionados con las
caracteristicas del sistema Rusitec, las cuales son
diferentes a lo que puede suceder en condiciones in
vivo. En este equipo, los sustratos son fermentados
durante un periodo fijo de 48 h (Czerkawski y
Breckenridge, 1977), sin embargo, los bajos
contenidos de fibra presentes en S.0-75% sugieren
que esta dieta puede presentar menores tiempos de
retencién (tasas de pasaje mas rapidas) lo que
reduciria la degradacién de proteina a nivel ruminal y
por lo tanto el amonio (Van Soest, 1994). La falta de
absorcién en los fermentadores del equipo (Martinez
et al., 2010) también pudo influir, dado que el exceso
de amonio se elimina por absorcion a través de las
paredes del rumen o cuando fluye hacia el intestino
delgado (Leng y Nolan, 1984).

Aungue las altas concentraciones de amonio
estuvieron por encima de lo que se podria encontrar
normalmente a nivel ruminal, estos niveles en exceso
no inhiben el crecimiento microbiano (Satter y Slyter,
1974), sin embargo, pueden producir en el animal
toxicidad por amonio debido a que se excede la
capacidad del higado de convertir este compuesto en
urea, generando incrementos en las concentraciones
de amonio en la sangre afectando directamente el
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sistema nervioso central (Leng, 2008). A su vez, la
transformacién del amonio en urea representa un
gasto energético para el animal de 12 Kcal/g N, y
gran parte de este compuesto es excretado en la orina,
lo que reduce la eficiencia de utilizacion del
nitrégeno (Van Soest, 1994), y a su vez se convierte
en una fuente potencial de gases de efecto
invernadero a través del incremento en las emisiones
de amonio y Oxido nitroso a partir de las excretas
(Lee y Beauchemin, 2014), reduciendo el beneficio
neto sobre la menor produccién de metano que se
pueda observar in vivo con la inclusién de S.0-75%.
Los resultados obtenidos con Enterolobium
schomburgkii y Senna occidentalis sugieren que la
menor produccion de metano observado con estas
plantas pudo estar determinado, ya sea por un cambio
en la composicién quimica de la dieta, con mayores
nivele de PC y menores de FDN (Tabla 1), que
favorecieron la sintesis de otros productos
metabdlicos (eg. amonio, AGVT) sobre la produccion
de metano (Gemeda y Hassen, 2014; Janssen, 2010),
0 por la presencia de metabolitos secundarios con
propiedades antimetanogénicas, los cuales presentan
efectos similares a los de muchos otros compuestos,
en donde para alcanzar reducciones considerables en
la metanogenesis, es necesario incluirlos en niveles lo
suficientemente altos como para generar también
efectos adversos sobre la fermentacion ruminal,
mientras que en menores cantidades, el impacto
negativo sobre la fermentacién es menor, pero no se
inhibe la produccion de metano (Yang et al., 2016).
De esta manera, para garantizar que los efectos
encontrados sobre la produccion de metano
estuvieron determinados por los metabolitos
secundarios presentes en estas plantas, es necesario la
realizacién de proximos estudios que permitan aislar
e identificar el o los compuestos responsables de este
efecto y el modo de accién, ademés de estudios
moleculares que permitan entender como es la
respuesta de los microorganismos ruminales ante la
presencia de estos compuestos y cuales son las
poblaciones mas susceptibles, esta informacién es
necesaria para poder disefiar estrategias de mitigacién
MAs precisas.

Un uso estratégico de estas plantas dentro de los
programas de nutricién de rumiantes en condiciones
tropicales seria considerarlas como complemento a la
dieta base de los animales, para suplir las deficiencias
proteicas que cominmente se encuentran bajo estas
condiciones (Soliva et al., 2008; Leng, 1990). No
obstante, para la especie Enterolobium schomburgkii
se recomienda un nivel de inclusién inferior a 60 %
para evitar disminuir la digestibilidad de la dieta,
mientras que con Senna occidentalis es necesario
considerar dosificaciones mucho mas bajas a las
evaluadas en este estudio para evitar la acumulacion y
desperdicio de nitrégeno por parte de los animales. Es
de resaltar de que a pesar que la especie Senna
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occidentalis ha sido considerada como toxica en
varias especies animales (Vashishtha et al., 2009), los
resultados sugieren que en bajas dosificaciones seria
posible incluir las hojas de esta planta en las dietas de
rumiantes para incrementar el aporte de nutrientes sin
afectar los parametros de fermentacién ruminal. Estos
hallazgos concuerdan con lo reportado por Campos
(2014), en donde un consumo de las hojas de Senna
occidentalis en dosis del 5 % del peso vivo en ovejas
de aproximadamente 20 Kg, no provoco sefiales
clinicas de intoxicacion, posiblemente asociado a la
baja presencia del compuesto toxico en las hojas de
esta planta.

Futuras investigaciones se requieren para evaluar el
efecto de la inclusion de las plantas Enterolobium
schomburgkii y Senna occidentalis en la dieta de
rumiantes, con respecto al consumo, desempefio y
bienestar animal.

CONCLUSIONES

Este estudio permitio confirmar que dietas a base de
Brachiaria humidicola con altos niveles de inclusién
de las plantas Enterolobium schomburgkii y Senna
occidentalis tienden a generar menores volimenes de
metano, los cuales estan determinados por diferentes
vias de accion.. Dosificaciones de Enterolobium
schomburgkii superiores a 60 % disminuyen la
concentracion de metano como consecuencia de una
reduccion en la degradacion de la materia organica,
mientras que en menores proporciones el efecto sobre
la produccién de metano persiste y no se afecta la
concentracion de los AGVT. Con Senna occidentalis
los bajos niveles de metano estuvieron asociados con
aumentos en la degradaciéon del sustrato, amonio,
valerato, isobutirato y AGVT. Al parecer, los
menores volimenes de metano encontrados con la
adicién de esta planta, estuvieron determinados
principalmente por la fermentacién de la fraccion
proteica de la dieta la cual incrementa los niveles de
amonio del medio, no obstante, se generan menores
volimenes de gas y por lo tanto metano.
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