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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of four levels of simulated in vitro feeding on the production of in vitro methane.
Design/methodology/approach: The simulated levels of feeding in vitro were: 5.7 kg DM, 11.9 kg DM, 19.5 kg DM and 21.8
kg DS since these levels of feeding can be found in vivo in different livestock farms in the world. The technique of in vitro
gas production was used to incubate samples of native grass dominated by Penisetum clandestinum (80%) and weeds
(20%) in four levels; DM0.57, DM1.19, DM1.95, DM2.18 at 12, 24, 48 and 72 h.

Results: Significant differences (p<0.05) were found between the different levels of DM at 12 hours, with DM0.57 and
DM1.19 being different from DM1.95, DM2.18. At 24 h DMO0.57 presented the lowest concentration and was significantly
different (P<0.05) of the other levels of DM. At 48 and 72 h, DM1.19 was significantly different (P<0.05) than the rest
of the levels studied since it presented the lowest concentration of CH4, while DM0.57 at 72 h presented the highest
concentration of CHy.

Study limitations/implications: The results of this study were obtained from an in vitro study, therefore, they are not
directly applicable to enteric emissions in vivo, however, they represent an approximation to how much metabolizable
energy can be lost in the form of methane.

Findings/conclusions: A linear effect was observed from the four levels of feeding simulated in vitro over the accumulated
production of methane at 12 h post-incubation. The levels DM0.57 and DM1.19 presented the lowest methane production

at 24 and 48 h, respectively.
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RESUMEN

Objetivo: evaluar el efecto de cuatro niveles de alimentacion simulados
in vitro sobre la produccion de metano in vitro.
Disefio/metodologia/aproximacién: Los niveles de alimentacion
simulados in vitro fueron; 5.7 kg MS, 11.9 kg MS, 19.5 kg MS y 21.8 kg
MS ya que estos niveles de alimentacion pueden presentarse in vivo
en diferentes explotaciones ganaderas del mundo. Se utilizo la técnica
de produccion de gas in vitro para incubar muestras de pasto nativo
dominado por Penisetum clandestinum (80%) y malezas (20%) en
cuatro niveles; MS0.57, MS1.19, MS1.95, MS2.18 a las 12, 24, 48y 72 h.
Resultados: se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre
los diferentes niveles de MS a las 12 h, siendo diferentes MS0.57 vy
MS1.19 de MS1.95, MS2.18. A las 24 horas MS0.57 presento la menor
concentracion y fue diferente significativamente (P<0.05) de los otros
niveles de MS. A las 48 y 72 h MS1.19 fue significativamente diferente
(P<0.05) al resto de los niveles evaluados ya que presentd la menor
concentracion de CH4 mientras que MS0.57 a las 72 h, presento la
mayor concentracion de CHy.

Limitaciones del estudio/implicaciones: los resultados de este trabajo
fueron obtenidos a partir de un estudio in vitro; por lo tanto, no son
aplicables directamente a las emisiones entéricas in vivo, no obstante,
se tiene una aproximacion de cuanta energia metabolizable se puede
perder en forma de metano.

Hallazgos/conclusiones: se observd un efecto lineal de los cuatro
niveles de alimentacion simulados in vitro sobre la produccion
acumulada de metano a las 12 h posterior a la incubacion. Los niveles
MS0.57 y MS1.19 presentaron la menor produccion de metano a las 24

y 48 h, respectivamente.

Palabras clave: metano, in vitro, nivel de materia seca.
INTRODUCCION
tienen un sistema digestivo que tiene

LOS b O\/l n OS la capacidad de aprovechar y convertir

material fibroso con altos contenidos de carbohidratos estructurales, en ali-
mentos de alta calidad nutritiva, la carne y la leche. Sin embargo, a traves del
proceso digestivo que estos mismaos ejercen se ve favorecida la produccion
de metano (CHy), el cual es un potente gas con efecto invernadero que con-
tribuye con aproximadamente 18% del calentamiento global ocasionado por
actividades productivas con animales domeésticos, superado solo por el CO»
(Montenegro, 2000). Se consideran a los bovinos como los principales pro-
ductores de metano entre los rumiantes domeésticos (de 7-9 veces mas me-
tano que ovinos y caprinos) lo cual genera alto impacto ambiental (Shibata
et al, 2010). El metano es producto de la digestion de la celulosa a través de
los microorganismos presentes en este organo, mientras que alrededor de
20% proviene de la descomposicion de la materia fecal (Verge et al., 2007).
El CH4 es un producto final de la fermentacion que sufren los alimentos en
el rumen, gue en términos de energia constituye una pérdida, y en términos
ambientales contribuye al calentamiento y cambio climatico global. En este
tenor, el objetivo fue evaluar el efecto de cuatro niveles de alimentacion si-
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mulados in vitro sobre sobre la pro-
duccion de metano in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El muestreo se desarrolld en el in-
vernadero de la Universidad Auto-
noma Metropolitana (UAM) Unidad
Lerma (19° 17" 31.38" N; 99° 30
06.63" O) a una elevacion de 2572
m. Las muestras se secaron en una
estufa de aire forzado a 60 °C por
24 h, posteriormente las muestras
se molieron con un molino a un
tamafno de particula cercano a los
2 mm (AOAC, 2012). La produc-
cion de gas se cuantifico mediante
la técnica de produccion de gas in
vitro descrita por Theodorou et al.
(1994). El liquido ruminal se recolec-
td de una vaca fistulada, multipara,
raza Holstein con peso promedio
de 550 kg y alimentacion basada en
100% pradera nativa dominada por
pasto kikuyo (Penisetum clandesti-
num). La recoleccion de liquido ru-
minal se realizo a las 07:00 am, se
filtro a través de cuatro capas de tela
manta de cielo, y se coloco en un
termo calentado previamente a 39
°C, este se transportd rapidamente
al laboratorio para la incubacion.
Se realizaron tres incubaciones por
muestra utilizando botellas ambar
de vidrio con capacidad de 120 ml
A cada botella se le adicionaron 80
ml de solucion nutritiva (Kansas Sta-
te) la cual consiste en una solucion
A (10 g L™t de KH>PO4, 05 g L™ de
MgSO4*7H-0, 0.5 g L™ de NaCl, 0.1
g L™! de CaClLL*2H,0, 0.5 g L™! de
urea) y una solucion B (9g de Na-
>COzy 0.6 g NayS*9H,O diluidos en
60 ml de agua destilada), posterior-
mente se inoculo con 20 ml de li-
quido ruminal. La produccion de gas
metano se cuantificd con un sensor
electroquimico acoplado a un anali-
zador portatil (Aeroqual serie 500®)
las mediciones se realizaron a las 12,
24, 48 y 72 h post-incubacion. La
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calibracion del sensor electroquimico se realizo en fabri-
ca (Aeroqual Limited 109 Valley Road, Mt Eden, Auckland
1024, New Zealand). Se evaluo el efecto de diferentes
concentraciones de pasto nativo en la produccion de
CHgy. Los niveles de alimentacion simulados in vitro fue-
ron; 5.7 kg MS, 11.9 kg MS, 19.5 kg MS y 21.8 kg MS ya
que estos niveles de alimentacion pueden presentarse in
vivo en diferentes explotaciones ganaderas del mundo,
por lo tanto, en la técnica de produccion de gas in vitro
antes mencionada se incubaron muestras de pasto na-
tivo dominado por Penisetum
clandestinum (80%) y malezas

Y=u+T+e;

donde, Y=variable respuesta (CHy in vitro), u=media ge-
neral, T,=efecto debido al j-esimo tratamiento a las 48 h,
ej=error experiemntal del i-esimo tratamiento.

Cuando se observaron diferencias significativas
(P<0.05) en los tratamienos se aplico la prueba de
comparacion multiple de medias de Tukey. El anali-
sis estadistico y de regresion lineal se realizaron con el

software MINITAB v14.

Cuadro 1. Tratamientos y bloques del disefio estadistico

(20%) en cuatro niveles (Cua- de bloques completos al azar. RESULTADOS Y

dro 1), los cuales representa- Tratamiento Acrénimo DISCUSION

ron los tratamientos a evaluar 0.57 g de materia seca MS0.57 12 Produccién acumulada

en el experimento in vitro. 1.191 g de materia seca MS1.19 24 de metano y digestibilidad
1.95 g de materia seca MS1.95 48 in vitro de la materia seca

La produccion de CHy4 acu- 2.18 g de materia seca MS2.18 72 El Cuadro 2 muestra las con-

mulada se analizo mediante
un disefio de bloques completos al azar. El modelo ge-
neral lineal fue:

Y=p+T+B+e;;

donde, Y=variable respuesta (CH4 in vitro), u=media ge-
neral, Tj=efecto debido al i-esimo tratamiento (Cuadro
1), Bj=efecto debido a la hora de en el j-esimo bloque
(12, 24, 48 y 72), gjj=error experiemntal del i-esimo trata-
miento en el j-esimo blogue.

La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) se
evalud mediante un disefo completamente aleatoriza-
do. El modelo general lineal fue:

centraciones acumuladas de
CHy4 derivadas de la fermentacion de la materia seca
(MS) en las diferentes horas de medicion. Se registraron
diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes
niveles de MS a las 12 h, siendo diferentes MS0.57 vy
MS1.19 de MS1.95, MS 2.18. A las 24 h MS0.57 presento
la menor concentracion y fue diferente significativamen-
te (P<0.05) de los otros niveles de MS. A las 48 y 72 h
MS1.19 fue significativamente diferente (P<0.05) al resto
de los niveles evaluados ya que presentd la menor con-
centracion de CH4 mientras que MS0.57 a las 72 h pre-
sentd la mayor concentracion de CHy. Con respecto a
la digestibilidad in vitro de la MS (DIVMS) a las 48 h, no se
observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los
distintos niveles de MS (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto del nivel de materia seca sobre la produccion acumulada de metano (CH4) a las 72 horas y su digestibilidad in vitro (DIVMS)

a las 48 horas.

Produccion de CHy (g kg™t MS)

Tratamiento

MS0.57 0. 1Aa +0.07 1.0% +0.68 7.2Me 33, 6Ba +136 | 5882 +0.06
MS1.19 0.2"e +0.13 1.8"0 +127 2,970 *15 7180 +60 | 5902 +0.03
MS1.95 0.5%° +0.39 1.8"0 +0.77 6.6"¢ *44 13.85¢ +105 | 5882 +0.02
MS2.18 0.6"° +0.23 2.5/¢ +1.67 6.7 *52 7.8% £53 | 593° +0.06
EEM. 0.08 0.31 0.99 3.37 0.001

Nivel de significancia

Tratamientos * * * * ns

Blogues - ok . .

Superindices en minusculas refieren a diferencias entre filas y superindices en mayusculas refieren a diferencias entre columnas. *=P<0.05,
**=P<0.001, ns=no significativo.
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Tasa de produccion de CHg4 por hora

La tasa de produccion de CHy4 por hora se muestra en la
Figura 1, observando que, a las 12 h, no hubo diferencias
entre los niveles de MS; pero a las 24 h, MS0.57 registro
la tasa de produccion mas baja (0.11 g CHy h~%) mientras
que MS2.18 la mas alta (0.16 g CH4 h™Y). A partir de las
48 h se observd un incremento para el nivel de MS0.57,
MS1.19 y MS1.95, siendo MS0.57 el nivel que presento
mayor tasa de produccion a las 72 h (1.10 g CH4 h™Y,
contrario a los anteriores MS2.18, presento la menor
tasa de produccion de CHy a las 72 h (0.05 g CHy h=h.
Diversos autores demostraron que una mayor madurez
del forraje aumenta las emisiones de CH4 por unidad de
materia seca incubada (Pinares-Patific et al., 2003; Clark
et al, 2005; Vargas et al., 2012), esto se debe princi-
palmente a la utilizacion de carbohidratos con elevados
niveles de pared celular (forrajes) lo cual produce ma-
yor cantidad de CHy4 por unidad de MS fermentable en
el rumen. Las caracteristicas de la dieta tienen un gran
efecto en la produccion de gas metano, de ahi que pai-
ses con pocas limitaciones alimentarias para el ganado,
reportan datos de menores emisiones de gas metano y
mayor eficiencia energética; por ejemplo, Kinsman et al.
(1995) menciond que, en los paises en vias de desarro-
llo, las emisiones son aproximadamente de 55 kg CHy4
afo™t por animal, en contraste a lo reportado en paises
desarrollados (35 kg CHy4 afo™! por animal).

Efecto del nivel de alimentacién simulado con la
producciéon acumulada de metano in vitro

La Figura 2 muestra la relacion de los diferentes niveles
de materia seca con la produccion acumulada de meta-
no (CHy) a las 12 h postincubacion, siendo significativa
(P<0.01). El modelo de regresion lineal explica el 96%
de la variabilidad de los datos, la pendiente indica que
por cada gramo de MS incrementado la produccion de
CHy incrementa en 0.31 g de CHy vy el intercepto indica
que cuando X=0 (g MS incubada=0) la linea de
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Figura 1. Tasa de produccion de metano por hora de los diferentes
niveles de Materia Seca. MS0.57: 0.57 g de materia seca incubada in
vitro, MS1.191: 1.191 g de materia seca incubada in vitro, MS1.95: 1.95
g de materia seca incubada in vitro, MS2.18: 2.18 g de materia seca
incubada in vitro.

postincubacion. El nivel MS0.57 y MS1.19 presentaron la
menor produccion de metano a las 24 y 48 h, respecti-
vamente.
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Figura 2. Relacion de los diferentes niveles de Materia Seca con la produccion
acumulada de metano a las 12 h, postincubacion. Barras verticales indican la

desviacion estandar de la media.
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