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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar indculos de diferentes especies de rumiantes sobre la
degradacion ruminal de la materia seca, la produccion acumulada de gases y la produccion de metano
in vitro. Pasto Brachiaria decumbens fue usado como sustrato para de la técnica in vitro de
produccion de gases. El pasto tenia una materia seca del 20%, proteina cruda 13.1%, fibra detergente
neutro y acida 67.5% y 32.7%, respectivamente. Los indculos ruminales fueron obtenidos de un
macho bufalino (IBF), un novillo (IV) y un macho cabrio (IC) por medio de una sonda oro-ruminal.
La produccion de gas, metano y degradacion de la materia seca fueron medidas a las 12, 24 y 48 horas
después de la incubacion. Un analisis de medidas repetidas fue realizado para determinar el efecto de
la especie donadora sobre la produccion de metano y la degradabilidad efectiva (DE), donde la
especie y el tiempo de incubacion se consideraron como efectos fijos y la repeticion anidada en la
especie donadora como efecto aleatorio dentro del modelo.

La degradacion de la materia seca fue mayor para el IBF (52.3%; p<0.05). No se encontraron
diferencias estadisticas para la degradacion de la materia seca entre los IC (49.3%) e IV (47.7%). La
produccion de gas total y metano (ml/g de materia seca degradada) fue mayor para el IC (p<0.05). En
este experimento, la especie donadora de inoculo tuvo influencia sobre la degradacion de la materia
seca y la produccion de metano in vitro. El inoculo bufalino present6 una degradacion de la materia
seca 5 y 11% superior a la encontrada con los in6culos caprino y vacuno, respectivamente. La
produccion de metano en el indculo caprino, después de 48 horas de incubacion fue 26 y 42% superior
a los valores registrados para el indculo vacuno y bufalino. Futuras investigaciones deberan considerar
un numero mayor de unidades experimentales que permitan evidenciar con mayor claridad las
diferencias entre especies sobre la eficiencia de utilizacion del alimento.

Palabras claves: fermentacion ruminal, gases de efecto invernadero, pastura tropical, produccion de
gas, rumiantes
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Abstract

The aim of this study was to evaluate inocula of different species of ruminants on dry matter
degradation, cumulative gas production and methane production in vitro. Brachiaria decumbens grass
was used as substrate in the in vitro gas production technique. The grass had 20% of dry matter,
13.1% of crude protein, 67.5 and 32.7% of neutral and acid fiber detergent, respectibily. Ruminal
inocula were obtained from a male buffalo (IBF), a bull (IV) and a buck goat (IC) by a gold-ruminal
probe. Gas production, methane and dry matter degradation were measured at 12, 24 and 48 hours
after incubation. A repeated measures analysis was conducted to determine the effect of the donor
species on methane production and dry matter degradation, where the species and the incubation time
were considered as fixed effects and nested repetition in the donor species effect random within the
model.

The degradation of dry matter was higher for the IBF (52.3%; p <0.05). No statistical differences for
the degradation of dry matter between the IC (49.3%) and IV (47.7%) were found. Total gas
production and methane (ml / g of dry matter degraded) was higher for the IC (p <0.05). In this
experiment, the inoculum buffalo was the most efficient in the use of the food, since it obtained
further degradation and reduced methane production. In this experiment, donor species had influence
on the degradation of dry matter and methane production in vitro. the buffalo's inoculum presented a
dry matter degradation 5 to 11% higher than that found with inoculum from goats and cattle,
respectively. Methane production in the goat's inoculum, after 48 hours of incubation was 26 and 42%
higher than those recorded for cattle and buffalo. Future research should consider a larger number of
experimental units that can demonstrate more clearly the differences between species on the efficiency
of feed utilization.
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Introduccion

El calentamiento global consiste en el aumento de la temperatura de la superficie de la tierra debido al
alto volumen de gases de efecto invernadero (GHG), estos gases de origen antropogénico quedan en el
ambiente y contribuyen al aumento de la temperatura. A nivel de produccién animal, los GHG son
generados por el uso de la tierra y sus cambios, la respiracion animal, manejo de las heces y
fermentacion entérica (Shibata and Terada 2010). Del total de las emisiones de metano (CH,)
antropogénicas producidas por la agricultura la ganaderia representa alrededor del 80% y entre el 35 al
40% del total de emisiones de CH, antropogénicas (FAO 2006; Wuebbles and Hayhoe 2002).

Gran parte de la ganaderia colombiana se mantienen en pastos tropicales con baja proteina cruda (PC)
y altos contenidos de fibra, que resulta en grandes cantidades de emisiones de CH, procedentes de la
fermentacion microbiana del rumen. El CH, producido no solo tiene efectos negativos sobre el
ambiente al ser un GHG, sino que supone perdidas energéticas del alimento (Bonilla y Floresb 2012)
reduciendo la proporcion de energia que pueden obtener del alimento consumido. La produccion de
CH, y productos finales de la fermentacion en los rumiantes estd influenciada por factores como el
consumo de alimento, la composicion de la dieta, la digestibilidad del alimento, el procesamiento
previo del alimento, la frecuencia de alimentacion y la especie. La eficiencia de utilizacion de los
alimentos fibrosos, digestibilidad de los nutrientes, fermentacion y ecologia ruminal son diferentes



entre rumiantes (Chanthakhoun et al 2012; Wanapat 2000; Calabro et al 2005; Noguera et al 2011) y
por lo tanto no es correcto extrapolar datos de degradacion y utilizacion de forrajes de una especie a
otra. Es por esto que comprender como es el comportamiento de cada especie toma importancia ya
que este tipo de datos permite la toma de decisiones que contribuyan a mejorar la eficiencia de
utilizacion del alimento y reducir las pérdidas energéticas del proceso de fermentacion en forma de
CH,, incidiendo positivamente sobre la produccion ganadera.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del indculo proveniente de diferentes especies de
rumiantes sobre la degradacion de la materia seca y la produccion de CH, in vitro.

Materiales y métodos

Sustrato

Se us6 como sustrato pasto Braquiaria (Brachiaria decumbens) obtenida de la hacienda “Vegas de la
Clara” propiedad de la Universidad de Antioquia, ubicada en la vereda “La Clara”, municipio de
Gomez Plata. La Hacienda se encuentra a 1080 msnm, zona de vida bmh-PM, temperatura promedio
de 25 °C y con una precipitacion de 1800 mm.

La muestra de forraje se pesé y se condujo al laboratorio NUTRILAB de la Universidad de Antioquia,
donde fue secada a 64 °C por 48 h en una estufa de ventilacion forzada. Luego la muestra fue molida
en un molino estacionario Thomas-Wiley modelo 4 (Arthur H. Thomas Company, Philadelphia, PA,
USA) a través de una criba de un 1 mm, y posteriormente fue analizada para determinar su
composicion quimica (Tabla 1), materia seca (MS), PC, calcio y fosforo (AOAC 2005), fibra en
detergente neutro (FDN) y acida (FDA) (Van Soest et al 1991).

Tabla 1. Composicién quimica del paste Braguiaria Brachiaria

decumbens

Materia zeca, %o 200
Fibra detergente neutra, % de la MS 673
Fibra detergente acida, % de la M5 323
Hemicelulosa, % de la M5 348
Proteina cruda, %6 de la MS 15.1
Calcio, % de 12 MS 0.36
Fosforo, %o de la MS 020

Inoculo

El liquido ruminal de vacuno (IV), bufalo (IBF) y caprino (IC) se obtuvo de un macho de cada de
especie, estos animales se encontraban en un sistema pastoreo rotacional consumiendo pasto
Braquiaria. Los animales fueron conducidos a un brete para ser tranquilizados con una dosis de
xilasine 100 intramuscular (1 mg/kg para bovino y bufalo y 0.5 mg/kg para caprino). El fluido ruminal
fue colectado via sonda oro-ruminal (Salles et al 2003), utilizando un abrebocas metalico recubierto
con una banda de caucho. La sonda fue pasada hasta el rumen a través del tubo metalico y conectada a
una bomba de vacio por medio de la cual se extrajo el liquido por presion negativa. Se colectaron 200
ml de liquido ruminal por especie, luego de la colecta, el indculo fue transportado en recipientes
térmicos precalentados a 39 °C para evitar muerte y variacion en la poblacion de microorganismos. En



el laboratorio el liquido ruminal fue filtrado a través de gasas de algodon, la parte solida contenida en
la gasa fue licuada por 10 segundos con un poco de liquido ruminal y filtrada nuevamente, esto con el
proposito de desprender los microorganismos adheridos al alimento y mejorar la calidad del inoculo.
Posteriormente el liquido se filtr6 nuevamente y fue transferido a un erlenmeyer el cual se mantuvo en
un bafio maria a 39 °C y saturado continuamente con CO, para mantener la anaerobiosis.

Fermentacion in vitro

Fue preparada una solucion tampoén segun lo indica McDougall (1948) 9.80 g/L NaHCO,, 4.65 g/L
Na,HPO, 2H,0, 0.57 g/L KCL, 0.47 g/L NaCl, 0.12 g/L MgSO, 7H,0 y 0.05 g/L CaCl, 2H,O. La
mezcla fue realizada en agua destilada hasta que los solutos estuvieran completamente en solucién,
luego fue saturada con CO, y mantenida a 39 °C.

Para la incubacion se utilizaron 72 frascos de vidrio color ambar con capacidad de 100 ml. El nimero
de frascos utilizados corresponde a 3 indculos (IBF, IV, IC) x 6 repeticiones x 3 horarios de medicion
(12, 24 y 48 h) y 18 frascos blancos que no contenian sustrato solamente solucion tampon e indculo.
El numero de frascos blanco corresponde con el siguiente calculo: 2 frascos blanco x 3 tratamiento x 3
horarios.

A cada frasco se le adiciono 45 ml de solucidon tampén, 5 ml de inoculo ruminal y 0.5 g de sustrato
(exceptuando los frascos blanco que solo contenian solucion tampon e indculo). Los frascos fueron
gaseados con CO,, sellados con una tapa de caucho (14 mm didmetro), agitados manualmente e
introducidos en una estufa de ventilacion forzada a 39 °C, este momento se toma como la hora 0 de
incubacion.

Variables y medicion

La presion de los gases de fermentacion acumulados en el frasco de vidrio fueron medidos con un
transductor de presion digital (OMEGA Modelo Px 605-030GI) en libras por pulgada cuadrada (PSI).
Al transductor se acoplo una aguja y esta se introdujo a través de la tapa de caucho. La presion fue
medida a las 12, 24 y 48 h de incubacion. Los datos de presion fueron transformados a volumen (ml)
por medio de la ecuacién Y = -0.1375+5.1385X+0.0777X>, donde Y representa el volumen de gas
producido por cada unidad de presiéon (X) (Posada et al 2006).

Después de cada horario de medicion, un determinado nimero de frascos fue retirado del proceso de
fermentacion para determinar la degradacion de la MS (MSD) por filtracion del material residual a
través de crisoles de filtracion utilizando una bomba de vacio. Los frascos de los restantes horarios
fueron agitados y devueltos a la estufa de ventilacion forzada para continuar con el proceso de
fermentacion. Los crisoles de filtracion con el material residual fueron secados en una estufa de
ventilacion forzada a 65 °C por 48 h y luego por gravimetria fue determinada la degradacion de la MS
del sustrato en cada horario de medicion.

Para la determinacion de la concentraciéon de CH, fueron tomadas tres muestras de gas por tratamiento
en cada horario por medio de una jeringa acoplada al transductor de presion. El gas fue almacenado en
bolsas de suero e inyectado posteriormente en un cromatdgrafo de gases (Trace GC Ultra Thermo
scientific). Las condiciones cromatograficas fueron adaptadas de Apraez et al (2012) y



correspondieron a una columna apolar de 30 m, 0.25 mm y 0.25 pum, temperatura del puerto de
inyecciéon 200 °C, modo de inyeccion split 50:1, temperatura del detector 250 °C, temperatura del
horno 30 °C (5 min) hasta completar 200 °C (30 °C/min) y helio como gas de arrastre (1.0 ml/min).
Los datos de concentraciéon de CH, fueron procesados de acuerdo con la descripcion dada por Lopez
and Newbold (2007). La produccion de este (ml) fue obtenida del producto entre el volumen total de
gas (ml) y la concentracion relativa de CH,,.

Finalmente, se relacion6 el volumen de gas y CH, producido (ml) con el sustrato incubado y
degradado (g), esta relacién se denomina factor de particion. Este factor permite determinar la
variacion en la produccion de gas o CH, dependiendo de la degradacion de MS incubada (MSi) lo
cual es afectado por el perfil de fermentacion (Posada y Noguera 2005).

Analisis estadistico
El modelo propuesto por McDonald (1981) se empled para estimar los parametros de la cinética de

degradacion de la MS y estimar su degradacion efectiva (DE) considerando una tasa de pasaje del
2%/h de acuerdo con lo sugerido por el AFRC (1993).

Para analizar el efecto de los tratamientos sobre la produccion de gases, la produccion de CH,, la
degradacion potencial (DP) y efectiva de la MS se realizd un analisis de medidas repetidas en el
tiempo considerando como efectos fijos el tipo de indculo, el tiempo y como efecto aleatorio la
repeticion anidada en la especie. La comparacion de medias de tratamientos se realizé con el test de
Tukey a un nivel de significancia del 5%. El paquete estadistico empleado fue SAS University Edition
(SAS.com 2015).

Resultados

La DP del sustrato a las 48 h de incubacion fue mayor para el IBF comparada con el IV, pero el IC no
presento diferencia con ninguno de estos tratamientos (Tabla 2). La fraccion soluble estimada por el
modelo vari6 entre 0.27 y 1.1%, indicando que el sustrato presenta un alto contenido de carbohidratos
estructurales como puede ser verificado en la Tabla 1 y en cierto grado habria limitado la
degradabilidad efectiva del sustrato (Tabla 2). El IBF fue el que mayor DE presentd con diferencias
estadisticas con los demas inoculos, sin evidenciarse diferencias entre el IV e IC (Tabla 2).

Tabla 2. Degradacion potencial a las 24 h de incubacicn y degradacion efectiva
para Brachiaria decumbens con diferentes indculos

E gt Tratamientos
Variables IBF B Ic ESM P

a 0.76 027 1.10 1.25

t 4.0 33 746 2.66

kd 0.03 0.06 0.04 0.004

kp 0.02 002 0402

DP 67 .62 60.0° 53 g2b 2.00 0.04
DE 52 32 470k 40 3b 0.57 0.004
R2 g97.0 Q9.5 251

a = fraccion saluble (%4); b = fraccion de lenta degradacion {9:);
kd = tasa de degradacion (%0); kp = fasa de pasaje (2%/h);
DP = degradacion potencial a las 48 h de incubacion;

DE = degradacion efectiva; R2 = cogficients de determinacicn



En el primer horario de medicion el IC fue el que mayor produccién acumulada de gas presentd (ml/g
MSi), en comparacion con los IBF e IV entre los cuales no se evidencié diferencia. En los horarios
siguientes de medicion el IC siempre presentd la mayor produccion acumulada de gas, seguido por el
IBF y el IV con diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 3).

El comportamiento de la produccion de gas (ml/g MSD) y CH, producido (ml/g MSD) fue similar en
todos los tratamientos (Tabla 3). El IC fue el que presentd mayores valores para ambas variables en
todos los horarios de medicion. El IBF e IV no presentaron diferencia significativa en ningun horario
de medicion para la produccion de CH,. La variable produccion de gas (ml/g MSD) fue igual para los
IBF e IV en las 12 y 48 h de medicion, solo se presento diferencia entre todos los tratamientos para la
medicion a las 24 h (Tabla 3).

Tabla 3. Produccion acumulada de gas (ml'g MS incubada v degradada) v produccion de CHy (ml/g M5 degradada) por tres diferentes

inoculos

_— 12 horas 24 horas 48 horas .
Variable BF v c ESM IBE ™ c ESM IBF ™~ c ESM P
Gas, ml'g MSi! 228° 193b 3272 102 gs58* 737e 1072 102 1e® 157 2042 102 0.0162
Gas, ml'g MSD? 648" s586° 1042 121 a1g3b 1St 263@ 121 2760 262% 3202 125 0.0002
CH,, ml'g MSD? 548 48" 1207 23 103® 167" 3487 27 260 331" 4477 27 0.0001

‘ produccion acumulada ds gas (ml'g MS incubado);

“produccion acumulada de gas (ml‘g M5 degradads);

*produccién de CHy (mi'g MS degradads);

1BF = inoculo de bufaiine; IV = inocule de vacune; IC = inoculo de caprine.

Discusion

Diferencias en el ambiente ruminal entre especies puede afectar el tipo y la densidad de
microorganismos ruminales, asi mismo como la actividad de las enzimas involucradas en el proceso
de degradacion. Por otra parte, el tipo de alimento que consume el animal que sera donador de inoculo
ruminal puede tener efectos sobre la degradacion de la materia organica (MO) y sobre las fracciones
de fibra mas que la especie por si misma (Ayres 1991; Holden 1999). Para este trabajo, un animal de
cada especie fue adaptado previamente a una dieta similar a la usada en el experimento lo que redujo
el impacto de la dieta sobre las variables respuesta.

De acuerdo con Leng (2014) el tracto gastrointestinal de los mamiferos es extensamente colonizado
por complejos ecosistemas microbianos asociados con mucosidades y sustancias poliméricas
extracelulares secretadas por los mismos microorganismos formando biopeliculas. A través del
proceso evolutivo los animales han desarrollado asociaciones intimas con los microorganismos;
muchas fuerzas selectivas determinan la composicion y estructura del ecosistema microbiano
(estructura anatomica y porcion de tracto gastrointestinal, caracteristicas de la digesta, tasa de pasaje,
mezclado y tiempos de retencion, caracteristicas del alimento e interacciones entre microorganismos)
que finalmente determinan los procesos de digestion y eficiencia de utilizacion del alimento.

La DP y la DE observada fue mayor para el IBF que para los otros dos in6culos evaluados. La mayor
degradacion del sustrato observada en los bufalos se puede atribuir a que esta especie posee una
mayor poblacion de hongos y bacterias celuloliticas como las R.albus y R. flavefaciens que pueden
encontrarse tanto en el liquido ruminal como adheridas a la digesta (Chanthakhoun et al 2012;
Khejornsart et al 2011). Un mayor recuento bacteriano podria haber facilitado la colonizacion, la



degradacion y aprovechamiento del sustrato fibroso en comparacion con otras especies de rumiantes.
En otro trabajo, Chanthakhoun et al (2012) compararon las caracteristicas de fermentacién y
poblaciones microbianas de bufalos y vacunos, encontrando que los bufalinos presentaron mayor
digestibilidad aparente de la MS, MO, PB y FDA que los vacunos y manifiestan que el principal
factor que determiné estas diferencias fue el tipo de poblaciones microbianas predominantes en la
especie bufalina. En este trabajo, el conteo total de bacterias y hongos fue 21% y 53% superior en los
bufalos que en los vacunos, respectivamente. Los hongos producen esporangios que liberan
zoosporas, las cuales invaden el material vegetal resistente a la degradacion, promoviendo la
reduccion del tamafio de las particulas y facilitando el acceso de otros microorganismos a estos
materiales. Los hongos estan en contacto cercano con las biopeliculas o pueden ser considerados
como una extension de la biopelicula dent6 de las particulas so6lidas de las plantas (Leng 2014).

Diferencias en la extension de la degradacion entre especies de rumiantes pueden tener influencia
sobre el consumo y la eficiencia de utilizacion del alimento. Gandra et al (2011) evaluaron el
desempefio productivo, el metabolismo y la digestion de nutrientes entre vacunos de las razas
Holstein, Nellore y Bufalos mediterraneos en la fase de ceba, encontrando que los consumos de MS
son significativamente menores en los bufalos que en los vacunos Holstein. A pesar de que los
consumos de MS son menores en los bufalos, las ganancias de peso fueron estadisticamente
equivalentes entre especies, indicando una mayor eficiencia en la utilizacion del alimento para los
bufalinos con conversiones de 8.7 frente a las de 10.9 observadas para los vacunos Holstein. Por otra
parte, Pradhan et al (1997) concluye que los bufalos usan mejor los nutrientes del alimento que los
bovinos cuando se alimentan con forraje de baja calidad, pero esta diferencia no se mantiene cuando
consumen alimentos de buena calidad.

El IC present6 una mayor produccion de gas acumulado (ml/g MSiy MSD) y CH, (ml/g MSD) que el
encontrado para bufalos y vacunos. La produccion de gases in vitro es dependiente del tipo de
sustrato, su composicion y del tipo y la densidad de microorganismos presentes en el ambiente de
fermentacion (Boguhn et al 2012; Kamra 2005; Janssen and Kirs 2008; Martinez et al 2010). La
produccion de CH, depende del tipo de carbohidrato presente en la dieta y del patrén de produccion
de acidos grasos volatiles. Fermentaciones orientadas hacia la produccion de propionato tendran un
menor volumen de gases acumulados y una menor produccion de CH, (Williams 2000). En los
sistemas de fermentacion in vitro, el gas es producido principalmente cuando el sustrato es fermentado
hasta acetato y butirato. La fermentacion del sustrato hasta propionato produce gas solamente desde la
neutralizacion del 4acido; por consiguiente, una menor produccion de gas es asociada con la
fermentacion propionica (Getachew et al 1998). Las diferencias observadas en cuanto al volumen de
CH, y gases producidos durante la fermentacion entre especies son atribuidas a diferencias en las
poblaciones microbianas. Por ejemplo, los bufalos se caracterizan por poseer un mayor niumero de
bacterias celuloliticas, amiloliticas, proteoliticas y hongos que en otras especies de rumiantes
(Wora-anu et al 2000). Esta situacion explicaria su capacidad para degradar dietas altas en fibra y
orientar los perfiles de fermentacién hacia la produccion de acido propidnico con la consecuente
menor produccion de CH,,.

A pesar del limitado nimero de trabajos que comparen la produccion de CH, en funcion de la especie
animal, resultados acorde con lo hallado en este estudio se pueden citar a los de Calabro et al (2013)
quienes estimando la produccion de CH, in vitro en bufalos y vacunos encontraron que el volumen de
gases (ml/g de MO incubada) y la producciéon de CH,(ml) fue significativamente mayor en los



vacunos que el registrado para los bufalos. Por otra parte, Sultan et al (2012) evaluando la emision de
CH, entérico del ganado en diferentes zonas agroecoldgicas consumiendo una amplia variedad de
dietas, encontraron que las cabras emiten un 19.5% mas CH, que los btfalos consumiendo la misma
dieta. Noguera et al (2011) reportan que la produccion acumulada de gas (ml/g MSi) desde las 6 hasta
las 72 h de incubacion in vitro siempre fue mayor para el inoculo caprino que para el vacuno. Boguhn
et al (2012) también reporta que la especie animal tuvo un efecto significativo sobre produccion de
gas donde se presentd menor produccion en bovinos que en ovinos, 277 vs 307 ml/g de MO
respectivamente.

Conclusion

e En este experimento, la especie donadora de indculo tuvo influencia sobre la degradacion de
la materia seca y la produccion de metano in vitro.

e FEl inoculo bufalino presentd una degradacion de la materia seca 5 y 11% superior a la
encontrada con los indculos caprino y vacuno, respectivamente.

e La produccion de metano en el indculo caprino, después de 48 horas de incubacion fue 26 y
42% superior a los valores registrados para el indculo vacuno y bufalino.

e  Futuras investigaciones deberan considerar un numero mayor de unidades experimentales
que permitan evidenciar con mayor claridad las diferencias entre especies sobre la eficiencia
de utilizacion del alimento.
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