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Efecto del nopal fermentado en la concentracion de metano in vitro
Effect of fermented nopal on in vitro methane concentration
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Resumen

La fermentacion en estado sdlido se ha utilizado para incrementar la calidad nutricional del nopal forrajero
para su uso integral en la alimentacion de ganado bovino en agostadero o confinamiento. No obstante, la
informacién de los efectos del uso de esta tecnologia en la produccion de metano ruminal es limitado. De
esta manera, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la fermentacion en estado solido (SSF)
de pencas de nopal con cultivos de levaduras en la produccién de metano y parametros de fermentacion
ruminal in vitro. Tres tratamientos experimentales fueron evaluados: nopal (N) como testigo; nopal
pretratado con cepas de Saccharomyces cerevisiae (N+SC); y pencas de nopal pretratado con cepas de
Kluyveromyces marxianus ITD00262 (N+KM). Los tratamientos fueron fermentados en liquido ruminal y se
midieron los parametros de la fermentacion ruminal y la produccion de metano. Los resultados obtenidos
muestran que el N+KM incrementd la produccién de propionato y disminuyé las producciones de metano y
CO2 (p<0.05). Por lo que se concluye que el nopal pretratado con cultivos de Kluyveromyces marxianus
contribuye a la reduccion de la sintesis de metano ruminal in vitro en un 22%.

Palabras clave: Alimentacion animal no convencional, cinéticas de produccion de gas, cultivos de
levaduras.

Abstract

Solid state fermentation has been used to increase the nutritional value of prickly pear cactus in order to be
used as feedstuff in cattle feeding in both extensive or intensive feeding systems. Nevertheless, information
of effects of these feedstuffs in ruminal methane production is limited. Therefore, this investigation aimed to
evaluate the effect of solid state fermentation (SSF) of prickly pear cactus with yeast cultures on in vitro
ruminal methane production and fermentation patterns. Three experimental treatments were evaluated:
prickly pear cactus (N); pricly pear cactus pretreated with Saccharomyces cerevisiae cultures (N+SC); and
prickly pear cactus pretreated with Kluyveromyces marxianus ITD00262 cultures (N+KM). All treatments
were fermented in ruminal liquor and ruminal fermentation patterns and methane production were
measured. Results show that N+KM increased propionate production and reduced methane and CO:
productions (p<0.05). Therefore, it is concluded that SSF of prickly pear cactus with K. Marxianus reduces
in vitro methane production.

Keywords: Non-conventional feedstuffs, gas production kinetics, yeast cultures.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afos, en el norte de México se ha presentado un aumento en la temporada
de sequia debido a los efectos del cambio climéatico, el cual es ocasionado por la
acumulacién de gases de efecto invernadero (GEI) en la atmdésfera. La actividad
ganadera contribuye a las emisiones de GEI aportando casi el 30% del total de las
emisiones antropogénicas de metano a la atmésfera, mientras que en México aporta el
50% (Hernandez-Medrano, 2018). Algunos investigadores han propuesto diferentes
alternativas que mitiguen la emision de GEI, proponiendo diferentes fuentes alimenticias
como lo hizo Herrera et al., (2022). De aqui surge el nopal como una alternativa
alimenticia durante la época de estiaje. Cabe mencionar que, el nopal es una fuente
natural que puede ayudar a aliviar la falta de acceso al agua para el ganado y que es
eficiente en el uso del agua en comparacién con otros cultivos anuales. Ademas, contiene
un alto contenido de carbohidratos y calcio, y puede convertir agua en materia seca y
energia digestible, caracteristica deseable por los ganaderos (Flores & Reveles, 2010).
Sin embargo, su bajo contenido de proteinas (aproximadamente 4%, MS) limita el uso
del nopal como fuente de nutrientes en la alimentacion animal. Para solventar esta
deficiencia se propone que a través de la fermentacion en estado solido (FES) se
incremente el contenido de proteina. Esta biotecnologia utiliza la proliferacion de cultivos
de levadura como Saccharomyces cereviseae (Herrera et al., 2017). Por lo anterior, se
propone evaluar dos tipos de levaduras; 1) Sacaromyces cereviseae y Kluyveromyces
marxianus en la FES de nopal a diferentes horas de incubacion sobre los parametros de
fermentacion y produccion de metano in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Fermentacion es estado soélido (FES)

Las pencas de nopal fueron cortadas en pequefias piezas utilizando un cuchillo de acero
inoxidable, de las cuales se pesaron 250 g y colocadas en matraces erlenmeyer de 250
ml de plastico en donde fueron inoculadas con Sacharomyces cerevisiae al 1% m/m y
con 1x10°células de K. marxianus. El proceso de fermentacion fue llevado a cabo por 48
h'y 144 h respectivamente a 28°C.

Produccion de metano y parametros de fermentacién ruminal

Aproximadamente 1 g (MS) de cada tratamiento experimental se colocé en médulos de
vidrio equipados con transductores electronicos para medir la presion segun los
procedimientos del fabricante (ANKOM, EE. UU.) y se incubd por triplicado con
soluciones tampén e inéculo ruminal en una proporcion 2:1, segun Theodorou et al.
(1994) durante 24 h. Una vez transcurrido el tiempo, se abrio la valvula de liberacion de
presién de los médulos y se midieron las composiciones de metano y CO2 del gas
liberado segun los procedimientos propuestos por Goénzalez-Arreola et al. (2019)
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utilizando el analizador de gases portatil GEM5000 (Landtec, EE. UU.). Posteriormente,
los médulos de vidrio se abrieron completamente y se midié el pH inmediatamente;
posteriormente, una alicuota de liquido ruminal de cada proceso de fermentacién se
utilizé para analisis posteriores de acidos grasos volatiles (AGV) y nitrdgeno-amoniaco
(N-NH3) segun los procedimientos propuestos por Galyean (2010).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con un disefio completamente al azar utilizando
el procedimiento GLM del SAS (2009) y para la comparacion de medias se utilizé la
prueba de rango multiple de Tukey, declarando diferencias significativas cuando P<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros de fermentacién ruminal, AGV, produccién de metano y CO2 después de
24 h de fermentacion se presentan en la Tabla 1. Como se observo, no hubo cambios en
el pH entre tratamientos (p=0.6799). Sin embargo, el nitrégeno amoniacal aumento con
nopal+SC y nopal+KM (p=0.0441). Las concentraciones de acidos acético, propionico y
butirico, asi como de acidos grasos volatiles totales (AGTV) son similares en nopal+KM
en comparacion con el nopal (p>0.05). Sin embargo, se observa una reduccién en acido
acético y AGTV en nopal+SC en comparacion con el nopal (p=0,0001). Ademas, los
acidos propionico y butirico aumentaron con nopal+SC (p<0.05). Por su parte, la
produccion de metano y CO2 disminuyd 23 y 29%, respectivamente con nopal+KM
(p=0.0001). Por el contrario, nopal+SC presentd valores similares a los obtenidos con
nopal (p>0,05). De lo contrario, la relacion CO2:CH4 indica que nopal+KM quedan 8.3
mL por cada 1 mL de metano producido; mientras que el CO2 remanente en nopal y
nopal+SC es de 7.8y 7.6 por ml de metano producido, respectivamente.

Asimismo, no hubo cambios en el pH por efecto de la presencia de cultivos de levadura
en nopal+SC y nopal+KM. Sin embargo, de acuerdo con Hristov y Jouany (2005), los
cambios observados en el nitrdgeno amoniacal entre los tratamientos experimentales se
atribuyen a una mayor protedlisis que estad directamente relacionado con mayores
contenidos de proteinas. Estos resultados concuerdan con los reportados por Herrera et
al. (2017). También, una reduccion de nitrégeno-amoniaco en nopal+KM podria ser
atribuible al consumo de amoniaco como fuente de nitrégeno en la produccion de
biomasa de K. marxianus, lo que no fue posible con S. cerevisiae (Loser et al., 2015).
Ademas, el pretratamiento con cultivos de S. cerevisiae en nopal+SC favorece un mejor
aprovechamiento energético debido a una reduccion de la concentracion de acido acético
y una mayor produccion de acido propionico. De hecho, una reduccién en la relacion A:P
respalda esta teoria. Sin embargo, estos cambios se observaron en proporciones
individuales; los AGVT se redujeron con nopal+SC, mientras que nopal+KM present6 una
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produccién en AGVT similar a la obtenida en el control (nopal). Este efecto sugiere que
nopal+SC inhibe de alguna manera la produccion de AGV.

Tabla 1. Parametros de fermentacion y produccién de metano ruminal in vitro de los tratamientos
experimentales

Paradmetros Nopal Nopal+SC Nopal+KM EEM p

pH 6.95+0.015 6.96+0.005 6.99+0.005 0.009 0.6799
N-NH3 4.56+0.556"° 6.71+0.574 @ 5.41+0.272%b 0.487 0.0441
Acido acético (%) 52.0+0.02 @ 47.5+0.10° 53.7+1.072 0.61 0.0001
Acido propionico (%) 30.8+0.08° 33.3+0.36° 28.7+0.59° 0.40 0.0110
Acido butirico (%) 12.7+0.11° 14.2+0.122 12.4+0.29° 0.19 0.0182
AGVT (mM) 94.8+1.092P 84.3+1.85° 111.3+4.72 @ 2.99 0.0148
A:P ratio 1.6+0.002P 1.4+0.01° 1.8+0.07 @ 0.04 0.0001
Metano (mL/g) 19.2+0.5383 2 19.0+0.086 @ 14.82+0.146° 0.32 0.0001
CO2 (mL/g) 151.3+2.242 145.6+0.86 @ 123.18+1.10° 1.52 0.0001
CO2:CHjy ratio 7.8+0.102P 7.6+0.01° 8.31+0.152 0.10 0.0009

ac Medias con diferente literal entre lineas son diferentes (p<0.05). N-NH3= nitrbgeno amoniacal,
AGVT=Acidos grasos volatiles totales, EEM= error estandar entre la diferencia de medias.

Por otro lado, la reduccién en la sintesis de metano en nopal+KM no debe relacionarse
con una reduccion en la produccion total de gas ya que el nopal y nopal+KM presentaron
valores similares. Ademas, existen estudios previos que afirman que los aumentos en la
produccion de propionato afectan directamente la sintesis de metano en la fermentacion
ruminal, ya que la sintesis de ambos compuestos son sumideros naturales de iones de
hidrogeno (Ferraro et al., 2009). Sin embargo, este efecto no se observa con nopal+KM.
Por lo demas, la produccién de acido propionico fue menor que la producida con
nopal+SC que con el nopal fermentado con K. marxianus. De hecho, las células de K.
marxianus presentan la capacidad de utilizar urea y amoniaco como fuentes de nitrdgeno
para su crecimiento. Sin embargo, se necesita un proceso de dos pasos en presencia de
hidrogeno para metabolizar la urea (Loser et al., 2015). Debido a esto ultimo, los
compuestos considerados como sumideros de hidrégeno en el rumen se verian
afectados. De esta forma se reduciria el acido propionico y el metano ya que hay menos
iones de hidrégeno disponibles para su sintesis debido a la metabolizacion de la urea.
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Ademas, investigaciones anteriores han demostrado que la viabilidad de las células de
S. cerevisiae se ve afectada por la presencia de CO2; esta afeccion no se observa en las
células de K. marxianus (Isenschmid et al., 1995). Esta variable indica el volumen (mL)
de CO2 remanente por cada mL de metano producido; cuanto mayor sea el valor de esta
variable, menor sera la produccién de metano a través de la via de reduccion de CO2
(Murillo et al., 2018). Por lo tanto, esto Ultimo es muy deseable cuando se prueban forrajes
sostenibles alternativos como alimentos que puedan contribuir a la mitigacion del cambio
climatico mediante la reduccién de las emisiones de gases en el ganado.

CONCLUSIONES

El proceso de fermentacién de nopal tanto con S. cereviseae como con K. marxianus
mejoraron sus caracteristicas nutricionales como es un aumento en las concentraciones
de nitrégeno amoniacal y acido propionico. No obstante, K. Marxianus reduce la
produccion de metano ruminal in vitro 22%, lo cual justifica continuar con estudios que
permitan evaluar completamente su uso en la alimentacion de ganado bovino.
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