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INTRODUCCION

La mefanogénesis forma parte del metabolismo energético de los rumiantes; sin embargo, hay
leguminosas que tienen caracteristicas especificas, las cuales ayudan a reducir la produccién de
metfano anfropogénico. El objetivo fue determinar la produccién de gases de efecto invernadero
(GE) in vitro de leguminosas arbéreas del frépico seco mexicano. Los sustratos fueron vainas secas
de Enterolobium cyclocarpum, Samanea saman y Acacia cochliacantha; asi como vaina seca y
hoja verde de Guazuma ulmifolia y Leucaena leucocephala. El biodigestor contenia 0.5 g de un
tipo de sustrato y 50 mL de medio de cultivo incubado a 39 °C. En los biodigestores se determiné
la cinéfica de produccién de gas midiendo el desplazamiento de gas alas O, 2, 4, 6, 9, 12, 24,
36, 48 y 72 h para calcular volumen méximo de gas (Vm) y tasa de produccién de gas (S). Los
mL de gas desplazados se usaron para estimar los moles GEl a las 24, 48 y 72 h. Los moles de
metano se calcularon a las 24, 48 y 72 h. El andlisis estadistico fue un disefio completamente al
azar. La vaina de E. cyclocarpum presenté mejor Vm y S (P<0.05). La vaina de S. saman cuanti-
fic6 menos (P<0.05) Vm que E. cyclocarpum, pero S no presenté diferencias (P>0.05). La vaina
de E. cyclocarpum produjo 43.8 y 29.9 % més GEl y metano total que la vaina de S. saman. La
produccién fotal de GEl'y metano de la vaina y hoja de L. leucocephala no presentaron diferencias
(P>0.05) y el metano represents en promedio 17 % de los GEl. Bajo estas condiciones se concluye:
las vainas de E. cyclocarpumy S. saman tienen buenos pardmetros de fermentacion y la proporcion
de metano producido es menor comparado con el resto de las leguminosas evaluadas.

Greenhouse gas in vitro production of tree legumes from the Mexican dry
tropic

SUMMARY

Methanogenesis is part of the energetic metabolism of ruminants, however there are legumes
that have specific characteristics, which help reduce the production of anthropogenic methane.
The objective was to determine the in vitro greenhouse gas (GHG) production of tree legumes
from the Mexican dry tropics. The substrates were dry pods of Enterolobium cyclocarpum,
Samanea saman and Acacia cochliacantha; as well as, dry pods and green leaf of Guazuma
ulmifolia y leucaena leucocephala. The biodigester contained 0.5 g o? type substrate and 50
mL of incubated culture medium at 39 ° C. In the biodigesters, the gas production kinetics were
determine by measuring the gas displacement at O, 2, 4, 6, 9, 12, 24, 36, 48 and 72 h for
calculate maximum gas volume (Vm) and gas production rate (S). The mlL displaced gas was
used for estimate GHG moles at 24, 48 and 72 h. The methane moles were calculated at 24,
48 and 72 h. Statistical analysis was a completely randomized design. The E. cyclocarpum pod
showed befter Vm and S (P<0.05). The S. saman pod quantified less (P<0.05) Vm than E. cyclo-
carpum, but S did not show differences (P>0.05). E. cyclocarpum pod produced 43.8 and 29.9
% more total GHG and methane than S. saman pod. The GHG and methane total production
of L. leucocephala pod and leaf did not show differences (P>0.05) and methane represented on
average 17 % of GHG. Under these conditions concluded: The pods of E. cyclocarpum and S.
saman have good fermentation parameters and proportion of methane produced is smaller with
the rest of the evaluated legumes.

representa alrededor de 14 % de las emisiones de GEI

La emision de gases de efecto invernadero (GEI) es
tema de interés mundial por sus efectos sobre el calen-
tamiento global y cambio climéatico (Hill et al. 2016, p.
1929; Kumar 2012, p. 1). El diéxido de carbono (CO,)
representa 76.7 % de los GEI antropogénicos (Kumar
2012, p. 1930). Las actividades agropecuarias generan
58 y 47 % de CO, y metano (CH,) en el mundo. Lo que

antropogénicos (Benchaar & Greathead 2011 , p. 339).
El CH, emitido por los rumiantes representa 49 % de
la emision global del metano antropogénico (Ganen-
dra et al. 2015; Kumar 2012). La metanogénesis forma
parte del metabolismo energético de los rumiantes y
su produccién es fundamental para comprender la
productividad ganadera de los rumiantes. Las emisio-
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nes de CH, se relacionan con microorganismos rumi-
nales, proceso metabdlico y digestion del alimento. El
aumento de la productividad se mejora reduciendo la
produccién de CH, porque el hidrogeno metabdlico
se utiliza en la sintesis de acetato que en la sintesis de
CH, (Goel & Makkar 2012, p. 730; Hill et al. 2016, p.1;
Rodrigues et al. 2014, p. 7).

Las estrategias encaminadas a la reduccion de meta-
nogénesis ruminal representan una prioridad en paises
desarrollados donde tratan de disminuir sus emisiones
de gases de efecto invernadero. En los paises en desa-
rrollo, la reducciéon de metanogénesis ruminal no es
prioridad, pero su atencién se centra en razones econé-
micas. En el trépico, los rumiantes se alimentan de die-
tas de baja calidad y parte de la energia bruta ingerida
se pierde por sintesis de CH, (Soliva et al. 2008, p. 65).
Los enfoques para la reduccién de CH, en rumiantes
incluye la adicién de suplementos alimenticios que
reduzcan su produccién, practicas de manejo, seleccién
genética de los animales, uso de bacteriéfagos, etc.
(Buddle et al. 2011; Ganendra et al. 2015). El contenido
de fibra de forrajes como las leguminosas disminuyen
la produccién de metano por la presencia de saponinas
y taninos condensados, bajo contenido de fibra, alta
ingesta de materia seca y un paso rapido en rumen
(Buddle et al. 2011, pp. 11-12; Ramirez-Bribiesca 2014,
p- 319). Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la produccién de gases de efecto invernade-
ro in vitro de cinco vainas y dos hojas de leguminosas
arboreas del tropico seco mexicano para establecer los
parametros de su uso como suplementos alimenticios
de rumiantes en pastoreo.

MATERIAL Y METODOS

LOCALIZACION DEL ESTUDIO.

El estudio se realizé en el laboratorio de Nutri-
cién Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia No. 2 de la Universidad Auténoma de
Guerreo; ubicado en Cuajinicuilapa, Guerrero (16°08”
de latitud norte y 98°23” de longitud oeste).

Tabla I. Cinética de fermentacién de gas in vitro de
vainas y hojas de leguminosas arbdreas del tropico
seco mexicano (Fermentation kinetics of gas in vitro of pods
and leaves of legumes trees of Mexican dry tropic).

Tratamiento Vm (mL/g) S/h

Guazuma ulmifolia (hoja) 123.2¢ 0.03°
Leucaena leucocephala (hoja) 133.3¢ 0.03°
Samanea saman (vaina) 161.7° 0.042
Acacia cochliacantha (vaina) 112.2¢ 0.03°
Guazuma ulmifolia (vaina) 112.6° 0.03°
Leucaena leucocephala (vaina) 126.0¢° 0.03°
Enterolobium cyclocarpum (vaina) 223.02 0.042
EE 6.28 0.001

abed \/alores promedio que difieren en columna no comparten literal,
Tukey (P< 0.05).

Vm: Volumen maximo de gas producido a las 72 h de incubacion;
S: tasa de produccion de gas; EE: error estandar de la media.
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SUSTRATOS

Los sustratos fueron vainas secas de Guazuma ulmi-
folia, Leucaena leucocephala, Enterolobium cyclocarpum,
Samanea saman y Acacia cochliacantha; asi como, hojas
frescas de G. ulmifolia y L. leucocephala. Las muestras
se recolectaron en el municipio de Cuajinicuilapa,
Guerrero, México en el mes de marzo de 2015. Los
sustratos se deshidrataron a 60 °C por 48 h en una
estufa (RIOSSA® HCF-41, México) y se molieron con
una criba de 1 mm en un molino Thomas-Wiley Mill
(Thomas Scientific®, Swedesboro, NJ, USA).

MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo se compuso de dos tercios
de una solucién buffer-mineral reducida y un tercio
de fluido ruminal fresco. El fluido ruminal fresco se
obtuvo de un bovino provisto de canula ruminal ali-
mentado previamente en praderas con pasto pangola
(Digitaria decumbes) y se filtré con una manta de cielo
para eliminar las macroparticulas de materia orga-
nica. El bovino se manejé de acuerdo al reglamento
interno de bioética y bienestar de la UAGro con fun-
damento en las normas oficiales (NOM-062-Z0O0O-1999
y NOM-051-ZO0-1995). La solucién buffer-mineral
reducida contenia: 150 mL de solucién mineral I [6 g
K,HPO, (Sigma®) en 1000 mL de H,O destilada], 150
mL de solucién mineral II [6 g KH,PO, (Sigma®) + 6
g (NH,),SO, (Merck®) + 12 g NaCl (Sigma-Aldrich®)
+2.45 g MgSO, (Sigma®) + 1.6 g CaCl-2H,0 (Sigma®)
en 1000 mL de H,O destilada], 100 ml de solucién al 8
% de Na,CO, (Merck®), 100 mL de solucién reductora
[0.1 g L-cisteina (Sigma®) + 0.1 g Na,5-9H,0 (Me-
yer®) + 2 mL NaOH (2N; Meyer®) en 100 mL de H,O
destilada] y 2 mL de resarzurina a 0.1 % (Sigma-Al-
drich®) segiin Sanchez-Santillan et al. (2015, p. 4910).

BIODIGESTORES.

En un vial serolégico (120 mL) se agregaron 0.5 g
de un tipo de sustrato a peso constante y 50 mL de
medio de cultivo, bajo flujo continuo de CO,, para
mantener condiciones de anaerobiosis. Los biodiges-
tores se incubaron en bano maria a 39 °C por 72 h.

CINETICA DE PRODUCCION DE GAS IN VITRO

La produccién de gas in vitro (5 muestras inde-
pendientes por sustrato) se midié6 mediante el des-
plazamiento del embolo de una jeringa de vidrio (50
mL; BD Yale®, Brasil) alas 0, 2,4, 6,9, 12, 24, 36, 48
y 72 h. Los mL gas producidos se usaron para obte-
ner los pardmetros de la cinética de produccién de
gas: volumen maximo de gas (Vm, mL g), y tasa de
produccién de gas (S, h™') con el modelo logistico Va
=Vm / (1 + exp (2-4*S*(T-L))), descrito por Schofield
y Pell (1995, p. 3457), usando el paquete estadistico
SAS (2011).

PRODUCCION DE GASES EFECTO INVERNADERO (GEI)

Los mL de gas producidos in vitro se utilizaron para
calcular los moles de los GEI totales a las 24, 48 y 72
h mediante la ecuacién de gases ideales PV =n R T;
donde P = Presion en atmdsferas (atm), R = Constante
molar de un gas = 0.0821 L*atm/(K*mol), V = Volumen
(L), T = Temperatura (°K) y n = moles de gas segtin la
metodologia de Rivas et al. (2012, p. 3).
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Gas METANO (CH,)

La produccién de CH, (5 muestras independientes
por sustrato) se midi6 a las 24, 48 y 72 h. Una man-
guera Taygon® (2.38 mm O interno y 45 cm de lon-
gitud) con agujas hipodérmicas (20 G x 32 mm) en
los extremos se us6 para acoplar un biodigestor con
un vial trampa lleno de solucién NaOH (2N) [80 g de
NaOH (Merck®) en 1000 mL de H,O destilada] modi-
ficado de la metodologia de Stolaroff, Keith y Lowry
(2008, p. 2729). La produccién de CH, se tomé como los
mL desplazados de la solucién NaOH (2N), ya que el
CO, reacciona con el NaOH formando Na,CO, (Prada-
Matiz and Cortés-Castillo, 2011). Los moles de CH, se
calcularon mediante la ecuacion de gases ideales PV =
n R T (Rivas et al. 2012, p. 3).

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables se analizaron en un disefio completa-
mente al azar. Los datos se analizaron usando el proce-
dimiento GLM (SAS Institute Inc. 2011). Los promedios
se compararon con la prueba de Tukey (P<0.05). El
modelo estadistico fue: Y;; = p + 1, + ¢;; donde: Y; son
las variables de respuesta en la repeticion j, del sustrato
i; 1 es la media general; 7, es el efecto del i-ésimo tipo
de sustrato; g; es el error aleatorio del i-ésimo tipo de
sustrato en la j-ésima repeticion.

RESULTADOS

La vaina de E. cyclocarpum presentd el mayor pro-
medio (P<0.05) dentro de la cinética de fermentacién
(Vm y S), lo que permite analizar que contiene mayor
cantidad de carbohidratos fermentables que las demas
vainas y hojas. La vaina de S. saman mostré menor
(P<0.05) produccién total de gas (Vm) que E. cyclocar-
pum, pero la tasa de produccién de gas (S) entre ambas
vainas no present6 diferencias (P> 0.05). Las hojas y
vainas de G. ulmifolia y L. leucocephala no presentaron
diferencias en S (p > 0,05); sin embargo, el Vm fue
mayor (P<0,05) en las hojas que en las vainas de cada
especie (Tabla II).

Aunque la produccion de gases de efecto inverna-
dero (GEI) a las 24 h no present6 diferencias entre tipo

de sustratos (p > 0.05); la produccién de metano (CH,)
vari6 (P<0.05). La produccién de CH, represent6 41.6
% de los GEI en la vaina de E. cyclocarpum y 37.1 % en
la vaina de S. saman. A las 48 h de fermentacion las
hojas de G. ulmifolia y L. leucocephala cuantificaron la
mayor producciéon de GEI (P<0.05), ya que produjeron
en promedio 0.78 mMol mas que las vainas. El com-
portamiento de la produccién de CH, contrasta con los
GE], ya que tinicamente la vaina de G. ulmifolia produjo
menor cantidad de CH, respecto al resto de sustratos
(P<0.05). Mientras la produccién de CH, a las 72 h de
incubacién no present6 diferencias (p > 0.05), la vaina
de E. cyclocarpum produjo la mayor cantidad de GEI,
seguida de la vaina de L. leucocephala (P<0.05; Tabla I).

La produccién total de GEI y CH, fue mayor en la
vaina de E. cyclocarpum seguida de la vaina de S. saman;
la diferencia de produccién entre estas vainas fue de
2.89 y 0.35 mMol de GEI y CH,. La produccion total
de GEI y CH, de la vaina y hoja de L. leucocephala no
presentaron diferencias (p > 0.05) y el CH, represent6
en promedio 17 % de los GEI. En contraste, la vaina y
hoja de G. ulmifolia presentaron diferencias en la pro-
duccidn total de GEI (P<0.05), pero no hubo diferencias
en la produccién total de CH, (p > 0.05). En promedio,
la produccion de CH, de las hojas evaluadas en el pre-
sente trabajo represent6 16.7 % de los GEI (Tabla II).

DISCUSION

La cinética de produccién de gas in vitro se obtiene
de una fermentacién anaerobia de carbohidratos solu-
bles y/o pared celular con microrganismos del rumen
(Sanchez-Santillan et al. 2015, p. 4913; Schofield and
Pell, 1995, p. 3459) y es una medida indirecta de la de-
gradacién de los sustratos (Lara et al. 2009, p. 276). Los
valores de Vm y S (Tabla I) son una consecuencia de
la composicion quimica bromatolédgica de los sustratos
(Sanchez-Santillan et al. 2015, p. 4913) y el Vm produci-
do se relaciona directamente con la degradabilidad de
la materia seca (Saminathan et al. 2015, p. 2745). Pinos-
Rodriguez et al. (2005, p. 754) reportaron que durante
una cinética de fermentacién primero se fermentan
carbohidratos correspondientes al contenido celular
y azucares solubles, seguido por la fermentaciéon de

Tabla II. Estimacién parcial de gases efecto invernadero de vainas y hojas de leguminosas arboreas del
trépico seco mexicano (Partial estimation of greenhouse gases effect of pods and leaves of legumes trees of Mexican dry tropic).

Gas metano (mMol)

Gases efecto invernadero (mMol)

Tratamiento

24 h 48 h 72h Total 24 h 48 h 72h Total
Guazuma ulmifolia (hoja) 0.22¢ 0.432 0.16 0.81¢ 3.13 2.382 0.52¢ 4.949
Leucaena leucocephala (hoja) 0.19¢ 0.432 0.27 0.89° 3.57 2.442 0.39¢ 5.21¢
Samanea saman (vaina) 0.62° 0.422 0.21 1.24b 4.64 1.67¢ 0.53¢ 6.59°
Acacia cochliacantha (vaina) 0.21¢ 0.352b 0.19 0.75¢ 4.22 1.40¢ 0.31¢ 4 .50¢
Guazuma ulmifolia (vaina) 0.31¢ 0.29° 0.19 0.79¢ 4.15 1.41¢° 0.31¢ 4.56°
Leucaena leucocephala (vaina) 0.27¢ 0.382 0.18 0.84¢ 4.31 1.85¢ 0.62° 5.20¢
Enterolobium cyclocarpum (vaina) 0.942 0.382 0.29 1.612 6.05 2.26° 0.702 0.482
EE 0.05 0.01 0.01 0.05 0.25 0.071 0.02 0.28

abedef\/alores promedio que difieren en columna no comparten literal, Tukey (P<0,05).

EE: error estandar de la media.
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los polisacaridos de la pared celular accesibles para
los microorganismos y por ultimo los carbohidratos
estructurales unidos a lignina. Los resultados obteni-
dos de la produccién de gas de la vaina y hoja de L.
leucocephala son similares a lo reportado por Molina et
al. (2013, p. 21); ya que reportaron una produccién de
117.4 mL de gas g’ MS.

La calidad del forraje y la baja produccién de meta-
no en la fermentacion de leguminosas arbustivas tro-
picales se atribuye a menudo a su contenido de taninos
condensados (Tiemman et al. 2008, pp. 1800-1801), pero
las caracteristicas de la fibra también son importantes.
El contenido de lignina impide que se degrade la hemi-
celulosa. Los niveles de degradacion de la hemicelulo-
sa determinan la metanogénesis (Tiemman et al. 2008,
pp. 1800-1801). Los sustratos evaluados se clasificaron
en tres grupos (P<0.05) por su produccién total de CH,
(Tabla II): a) vaina de E. cyclocarpum; b) vaina de S.
saman; y c) resto de los sustratos evaluados. Conforme
el tiempo de fermentacién en los sustratos avanzo, la
producciéon de CH, se incrementé por el tipo de car-
bohidratos fermentables en rumen que contienen los
sustratos evaluados y sus productos finales después
de la fermentacion (Archiméde et al. 2011, pp. 62-63;
Johnson et al. 2000, pp. 112-113; Johnson & Johnson
1995, p. 2485; Ramirez et al. 2012, p. 105). La compo-
sicién de la fibra y la metanogénesis estan asociadas
(Tiemman et al. 2008, pp. 1800-1801) porque durante
las primeras 24 h se fermenta el contenido celular,
donde la fermentacion es mas eficiente. A medida que
inicia la fermentacién de carbohidratos estructurales
se obtiene acido acético, CO, e H, como productos
finales (Johnson et al. 2000, pp. 112-113; Saminathan
et al. 2015, p. 2745). E1 CO, e H, son sustratos utiliza-
dos por archeas metanogénicas presentes en rumen
(Carmona, Bolivar & Giraldo 2005, p. 54) para pro-
ducir energia y CH,, segtin la estequiometria de la
glucosa en rumen (Carmona, Bolivar & Giraldo 2005,
p- 54; Patra & Saxena 2010, pp. 8-9). Los niveles de
CH, (Tabla II) producidos en el presente trabajo son
menores a los reportados por gramineas (Rivera et al.
2015, p. 8-9; Rodriguez et al. 2010, p. 254; Rodriguez
& Fondevila 2011, pp. 6-7) como consecuencia de los
diferentes metabolitos secundarios que contienen las
leguminosas tropicales. La presencia de diferentes
taninos y saponinas reducen la producciéon de CH,
al inhibir el crecimiento de archeas metanogénicas o
efectos indirectos sobre la poblacion de protozoarios
del rumen y bacterias celuloliticas principales provee-
dores de H, (Carulla et al. 2005, p. 964; Jayanegara et
al. 2011, 238; Rodriguez et al. 2010, p. 256; Rodriguez
& Fondevila 2011, pp. 65-68; Soliva et al. 2008, 66-67).

Bajo estas condiciones se concluye, las vainas de
E. cyclocarpum y S. saman presentaron los mejores pa-
rédmetros de fermentacién y la mayor produccién de
gases de efecto invernadero comparado con el resto
de los sustratos evaluados. Sin embargo, aunque pro-
dujeron la mayor cantidad de estos gases, la propor-
cién de metano producido fue menor que el resto de
las vainas, lo que reduce el potencial de calentamiento
global.
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