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Resumen. Para estimar el metabolismo de los alimentos consumidos por rumiantes, se han creado diversas técnicas de anélisis nu-
tricional que aportan informacién valiosa a la investigacion en nutricién animal, buscando, entre otros, criterios para aumentar la
eficiencia productiva en los sistemas tropicales de produccidn, considerando que los forrajes del tropico son la base de alimentacion en
rumiantes. De ahi la importancia de revisar y documentar sobre las diferentes técnicas de digestibilidad, para orientar hacia la mejor
eleccion, a partir de referentes nacionales e internacionales. El objetivo de este reporte fue realizar una revision de literatura sobre las
técnicas de digestibilidad de forrajes utilizadas para estimar el comportamiento general de los alimentos para rumiantes. Para este
fueron revisadas y analizadas més de 50 publicaciones, que arrojaron informacion sobre técnicas de digestibilidad in vivo, in situ e in
vitro, y los alcances y limitaciones de estas. Como resultado se puede inferir que las técnicas se han convertido en una herramienta
de gran importancia en el bioensayo, dada la facilidad para desarrollarla, costos reducidos, aplicacion en el &mbito local, informacién
valiosa que aporta, teniendo en cuenta que son escasos los estudios sobre forrajes tropicales. A partir de los hallazgos encontrados
sobre las técnicas de digestibilidad de forrajes, se puede concluir que la técnica de digestibilidad in vitro de produccién de gases es la
herramienta mds versatil; presenta procedimientos diddcticos y accesibles; acarrea menos costos; ademds representa una alternativa
mas compatible para las legislaciones de bienestar animal, al usar las heces como in6culo. Sin embargo, es necesario realizar més
estudios sobre los indculos utilizados, debido a que los protocolos no estan estandarizados y a que el comportamiento cinético en los

ensayos realizados no ha arrojado los resultados esperados.
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Comparison of the In vitro Gas Technique
to Other Digestibility Techniques

Abstract. To estimate the metabolism of the food consumed by rumi-
nants, various nutritional analysis techniques have been developed to
provide valuable information for research into animal nutrition. Objec-
tives include criteria to increase productive efficiency in tropical produc-
tion systems, particularly when tropical forages are the nutritional basis
for ruminants. Thus, the motivation to review and document different
digestibility techniques to determine the best choice among national and
international references. The aim was to review the literature about for-
age digestibility techniques developed for estimating the overall behavior
of foods in ruminants. More than 50 references were reviewed, obtaining
information on in vivo, in situ and in vitro digestibility techniques along
with their limitations and advantages. It can thus be inferred that these
techniques have become very important biotrial tools, given that they are
easy to carry out, reduce costs and can be applied locally. They provide
valuable information, particularly in view of the small number of studies
on tropical forages. Based on the forage digestibility techniques findings,
we may conclude that the in vitro gas production digestibility technique
is the most versatile tool, with accessible and instructive procedures and
at lower cost; it is also more compatible with animal welfare regulations
because it uses feces as inoculums. However, further studies need to be

Estimagdo da Técnica In vitro de gases em
relagdo a outras técnicas de digestibilidade

Resumo. Para estimar o metabolismo dos alimentos consumidos por
ruminantes, foram criadas diversas técnicas de andlise nutricional que
contribuem com informagio valiosa para a pesquisa em nutri¢do animal
e buscam, entre outros, critérios para aumentar a eficiéncia produtiva
nos sistemas tropicais de produgdo, considerando que as forragens do
tropico sdo a base de alimentagido em ruminantes. Dai a importancia
de revisar e documentar sobre as diferentes técnicas de digestibilidade,
para orientar a melhor escolha, a partir de referentes nacionais e interna-
cionais. O objetivo desse relatério foi realizar uma reviséo de literatura
sobre as técnicas de digestibilidade de forragens utilizadas para estimar
o comportamento geral dos alimentos para ruminantes. Para isso, foram
revisadas e analisadas mais de 50 publicagdes, que produziram informa-
¢do sobre técnicas de digestibilidade In vivo, In situ e In vitro, e os alcan-
ces e limitagoes destas. Como resultado, pode-se inferir que as técnicas
vém se convertendo em uma ferramenta de grande importéncia no bio-
ensaio, dada a facilidade para desenvolvé-la, custos reduzidos, aplicagdo
no ambito local, informagao valiosa que contribui, considerando que sao
escassos os estudos sobre forragens tropicais. A partir das descobertas
encontradas sobre as técnicas de digestibilidade de forragens, pode-se
concluir que a técnica de digestibilidade In vitro de produgao de gases é a
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carried out regarding the inoculums used, given the need for protocol
standardization and because kinetic behavior in the trials has not pro-
duced the expected results.

Keywords: bioassay, inoculums, ruminal fluid, ruminants,
pressure transducer.

Introduccion!

A lo largo del siglo xx se han descrito diversos méto-
dos para determinar la dindmica de degradacion de los
forrajes que consumen los rumiantes. Dichos métodos
representan gran importancia para los estudios de nu-
tricién en estas especies, considerando que permiten
orientar y profundizar en esta tematica [1]. Estas téc-
nicas de digestibilidad presentan ventajas tales como
la prediccion del consumo, determinacion de la cali-
dad del alimento, estudio de los constituyentes de los
alimentos, prediccion de la digestibilidad, estudio de
la cinética de fermentacion, entre otros. En cuanto a
los métodos in vivo, estos son considerados dispendio-
sos, costosos y dificiles de estandarizar. Los métodos
in situ permiten determinar la cinética de degradacion
del alimento en el rumen directamente; es una meto-
dologia no recomendable para alimentos solubles con
gran cantidad de particulas finas y altas proporciones
de almidon vy lipidos, ya que su condicion los haria
desaparecer de los sacos de nylon sin ser degradados.
Ademis, para poder realizar este tipo de métodos son
necesarios animales con fistulacién ruminal para colo-
car los sacos de nylon directamente en el rumen.

En los inicios de estos tipos de técnicas se dieron
los ensayos de Quinn, quien empezd a trabajar en mé-
todos in situ, empleando ovinos con fistulas rumina-
les a los cuales se introducia una bolsa de material no
degradable en el rumen. Esta bolsa contenia forrajes
y quedaba suspendida dentro de este por cierto tiem-
po buscando entender el comportamiento del alimento
en el tracto gastrointestinal del organismo animal [2].
Mas adelante los ensayos de Balch y Johnson plantea-
ron utilizar bolsas de algoddn en sus ensayos y estable-
cieron tiempo de incubacién fijo de nueve horas dentro
del rumen [3]. Se continuaron realizando modificacio-
nes a esta técnica hasta llegar al método establecido por

1 Proyecto realizado por el Grupo de Investigacion en Ciencias Ani-
males (Grica), y financiado por el fondo del Comité Nacional para el
Desarrollo de la Investigacion, Conadi, de la Universidad Cooperativa
de Colombia.
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ferramenta mais versatil; apresenta procedimentos didéticos e acessiveis;
acarreta menos custos; além disso, representa uma alternativa mais com-
pativel para as legislagdes de bem-estar animal, ao usar as fezes como
inoculo. Contudo, é necessario realizar mais estudos sobre os in6culos
utilizados, devido a que os protocolos nio estdo padronizados e a que o
comportamento cinético nos ensaios realizados nao produziu os resul-
tados esperados.

Palavras-chave: bioensaio, indculo, liquido ruminal, ruminantes,
transdutor de pressio.

Qrskov y colaboradores, el cual se acerca mas a los mé-
todos de digestibilidad in situ que son realizados en las
investigaciones actuales [4].

En cuanto al método in vitro, este se empezd a de-
sarrollar desde la década de los sesenta, buscando de-
terminar la dindmica de degradacién de la materia
organica (mo). Tilley y Terry realizaron el primer en-
sayo in vitro para la degradacion de materia seca de 146
forrajes, utilizando liquido ruminal de bovinos y pep-
sina 4cida. Posteriormente, otros experimentos fueron
mas especificos, encargandose de la degradacién de la
pared celular [5].

Goering y Van Soest realizaron un experimento
con bovinos y bufalos a los cuales se habia realizado
fistulaciéon ruminal; estos ultimos fueron alimentados
con Pennisetum purpureum y Dactylis glomerata. Por
medio de técnicas in vitro, analizaron la degradabilidad
de 22 forrajes diferentes, teniendo en cuenta periodos
para el analisis (48, 72 y 96 horas). De esta manera se
pudo determinar que la tasa de fermentacién varia si se
tiene en cuenta la especie de rumiante, pues con gana-
do europeo (Bos taurus) se obtuvo una menor fermen-
tacion que con el ganado bufalino [6].

En la década de los noventa se realizé un ensa-
yo buscando analizar la cinética de degradacion de los
almidones [7]. Dicha técnica no era clasificada como
de digestibilidad debido a que no ofrece informacion
sobre la cinética de estos forrajes en el rumen. Com-
parado con los trabajos mencionados anteriormente, a
finales de la década de los setenta se fue desarrollado un
método en el cual se incubaron forrajes con microorga-
nismos del rumen, los cuales liberaban gas que fue to-
mado como una medida indirecta de su digestibilidad
y contenido de energia metabolizable [8]. Esta técnica
de produccién de gas se constituye en una metodologia
promisoria para medir las tasas de digestion de las frac-
ciones solubles e insolubles de los forrajes para rumian-
tes; permite analizar una amplia gama de alimentos ya
sean pastos, forrajes o inclusive granos, debido a que
su condicién in vitro posibilita una manipulacién facil



de los sustratos porque se encuentran en un ambiente
externo al animal, sin riesgos de escapes de la muestra
dentro de los frascos por incubar. Por tanto, realizar
este tipo de técnicas de digestibilidad permitird obte-
ner resultados de los valores requeridos por los nuevos
sistemas de evaluacion de alimentos para predecir el
desempenio del animal con respecto a las dietas y a las
raciones administradas de un alimento en especifico.
En experimentos mds recientes, que incluyen la
técnica de produccidon de gases como la medida para
estimar la digestion de los componentes de los alimen-
tos y predecir la digestibilidad, se han incorporado
métodos que permiten facilitar mds el trabajo. Estos
son los métodos semiautomaticos o automaticos, los
cuales utilizan dispositivos electrénicos como trans-
ductores de presiéon y computadores, que posibilitan
una recoleccién y almacenamiento mds exacto de los
datos de produccion de gas. Teniendo en cuenta las
ventajas que este método brinda, permite que haya una
mayor eficacia y exactitud en las medidas, lo que hace
posible realizar mas repeticiones que facilitan perfiles
mas acertados, como lo reportan Mauricio y colabora-
dores [9] y Posada y Rosero [10]. Los primeros inves-
tigadores en realizar este tipo de experimento fueron
Pell y Schofield [11] y Theodoru y colaboradores [12].

Métodos de digestibilidad
in situ de forrajes

Los métodos para evaluar la digestibilidad in situ de
forrajes son el resultado de muchos afios de investiga-
cién y pruebas de ensayo y error, partiendo desde el
material que se va a usar para las bolsas que se ingresan
en el rumen, la porosidad que estd ligada al material
usado, el tamafio de las muestras, la posicion de las
bolsas en el rumen, el nimero de bolsas por incubar,
entre otros.

Después de intentar con maltiples recursos inclu-
yendo retazos de un paracaidas viejo, la primera prue-
ba de digestibilidad in situ fue realizada por Qrskov y
colaboradores, quienes establecieron que el nylon es el
material mas adecuado para hacer las bolsas que se in-
troducen en el rumen, debido a que cuentan con la po-
rosidad y resistencia especificas para poder someterse a
las condiciones de la digestion y fermentacién ruminal,
sin alterar los resultados del bioensayo [4].

Luego Nocek [13], basandose en la técnica de di-
gestibilidad in situ, determind la digestion de la materia
organica (Mo) teniendo en cuenta que esta formada por
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la pared celular. Hizo énfasis en requisitos especificos y
condiciones especiales que permiten realizar dicho en-
sayo. Para esto tuvo en cuenta puntos clave como:

+ Porosidad de las bolsas de nylon (40 a 60 pm).

o Tamaiio de las particulas de la muestra: granos de
cereal y productos de fibra, 5mm; henos (>80% MS),
5 mm; silos (secados al aire 60-70% materia seca
[Ms] congelados en seco y luego molidos), 5 mm.

o Tamaiio de la muestra con respecto a la superficie
de la bolsa (10 a 20 mg/cm?), dieta (alimento para
satisfacer las necesidades de dieta del animal, docu-
mentar los componentes de la racién, administrar
ad libitum).

o Animal o unidad experimental (usar cada animal
con las determinaciones de la técnica por analizar, al
menos dos replicaciones si sélo se usara un solo ani-
mal, manejar los mismos tiempos de alimentaciéon y
periodos de insercién de las bolsas en cada animal).

 Incubacién preruminal (sumergir las bolsas en bu-
ffer o en agua antes de ingresarlas en el rumen).

+ Insercién de las bolsas (ingresar las bolsas con in-
tervalos y tiempos especificos lo mismo que en el
momento de retirarlas).

o Lavado posruminal (se puede realizar con agua de
grifo lavando las bolsas hasta que el agua salga clara,
manipuldndolas de manera moderada).

o Tiempos de incubacién (de 0 a 6 horas: de 3 a 6
puntos de tiempo, de 6 a 24 horas: de 3 a 6 veces,
>25 horas: 6 a 12 intervalos).

Nocek [13] determiné que la digestibilidad de la
materia organica (Mo) se aproxima a un 80% en el ru-
men; esto puede ser una referencia para comparar la di-
gestibilidad de otros forrajes [14].

Los sacos de nylon® con los sustratos por analizar
son introducidos en el rumen, previa fistulacion rumi-
nal del animal. Los forrajes experimentales son someti-
dos a un proceso de deshidratacion y molido. Los sacos
seran extraidos a periodos predeterminados. Diferen-
tes autores han descrito periodos en los cuales se puede
realizar la técnica basados en la publicaciéon de Nocek
[13]. Zanton y Heinrichs, por ejemplo, utilizaron pe-
riodos de 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 y 72 horas. Posteriormen-
te, los sacos son recuperados del rumen y llevados al
laboratorio para determinar la digestion de la materia
seca y estimar los valores de digestibilidad [15].

Igualmente, se puede estimar la digestibilidad de
fracciones como fibra detergente neutra (FDN), materia
seca (Ms), materia organica (Mo) [14, 16-18], por medio
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de andlisis bromatoldgico de los residuos presentes en
los sacos.

Por otro lado, los sacos de nylon no son necesa-
riamente el inico material usado para este tipo de en-
sayo. Otros materiales han sido tenidos en cuenta para
realizar el estudio. En los ensayos de Winterholler y co-
laboradores fue utilizado un material conocido como
Dacron, un polyester comercial que proporciona la re-
sistencia y adaptabilidad para realizar el ensayo, pero a
un costo es mas elevado. Por tanto, no es un material de
uso convencional [19]. Hay también trabajos con TNT
(tejido no tejido).

Los experimentos que se han realizado para va-
lidar la técnica in situ como método para estimar la
degradabilidad de la pared celular de los forrajes, se
fundamentan en la comparacion del flujo duodenal de
los carbohidratos estructurales en estudios in vivo y de-
gradabilidad efectiva calculada a partir de la degrada-
cidn in situ y la tasa de pasaje.

Noziére y Michalet-Doreau reportan que la utili-
zacion de la técnica in situ conduce a una determina-
cién de la digestion de la pared celular en el rumen [18].
Este calculo de la digestion ruminal puede ser atribui-
da a una estimacion de la tasa de digestiéon [20] o al
bajo nimero de bacterias celuloliticas [21] y la baja ac-
tividad de las enzimas fibroliticas dentro de los sacos
de nylon comparados con las condiciones normales del
rumen durante el proceso de incubacion [22].

Ademas de la determinacion de la digestibilidad
y degradacién de gran parte de los nutrientes de los
alimentos consumidos por los rumiantes, la técnica in
situ también ha sido empleada como método para pre-
decir las porciones no digeribles de los forrajes, consi-
derando los residuos de materia seca (Ms) y de la pared
celular como estimadores [23].

Como es evidente, la técnica de digestibilidad in
situ se caracteriza por analizar varios nutrimentos al
tiempo, haciéndola una técnica de gran importancia
para la nutricién animal y la zootecnia. Sin embargo,
la necesidad de poseer animales con fistulas del rumen
es una limitante, sumado a que esta técnica se realiza
en dos momentos diferentes, uno es la actividad que se
realiza en el animal y el segundo los analisis externos
que estan ligados a los laboratorios de nutricién ani-
mal en los cuales se hacen analisis bromatoldgicos pos-
teriores a la extraccion de las muestras del rumen. De
la misma forma, el no contar con un laboratorio espe-
cializado es otra limitante para la realizacion del ensa-
yo. Aunque existe la posibilidad de enviar las muestras
a laboratorios que presten el servicio, esto acarrearia
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mas costos de los estimados, comparandola con la téc-
nica de digestibilidad in vitro de produccién de gases,
en la que los resultados se obtienen en el mismo lu-
gar de la incubacién por medio del uso del transductor
de presion.

Métodos de digestibilidad in vivo
de forrajes

Los métodos de digestibilidad in vivo son métodos un
poco mas dispendiosos, debido a que se deben estable-
cer dietas completas para un grupo de animales, y estos
deben ser sometidos a condiciones de jaulas metabo-
licas para el consumo de un alimento especifico y sus
heces recolectadas para realizar los estudios respecti-
vos. Estas jaulas metabdlicas corresponden a compar-
timentos en los cuales el animal sélo tendra acceso al
alimento por estudiar y agua, ademas de permitir la
recoleccion de las heces y la orina, que serdn sometidas
a pruebas especificas para determinar los nutrimentos
producto de la digestion: Ms, ceniza, proteina, extracto
etéreo, fibra cruda, fibra total. Estas pruebas, asi mis-
mo, se realizan para el alimento ofrecido y el alimento
rechazado por el animal, tomado directamente desde
la jaula metabolica [24, 25].

En esta técnica, si se tienen en cuenta los concep-
tos basicos de digestibilidad, para determinarla sim-
plemente se tendria que obtener la diferencia entre
los nutrimentos consumidos y los que aparecen en las
heces, midiendo cada clase de nutrimento; todo esto
facilitado por un marcador o colorante que indica el
transito del alimento desde el inicio hasta final del trac-
to digestivo. En el caso de la medicion de la digestibili-
dad en los rumiantes, tiende a ser mas complicada que
una simple recoleccion de heces, debido a la naturaleza
del rumen y sus procesos [24, 26, 27].

Estos procesos en rumiantes pueden ser explica-
dos considerando: como los alimentos consumidos no
pasan secuencialmente por el aparato digestivo, sino
que tienen que someterse a un proceso de rumia, es
decir, al llegar al rumen este va ser regurgitado y re-
masticado una y otra vez para volver de nuevo al ru-
men, es imposible determinar el tiempo de digestion de
una porcioén o la totalidad del alimento suministrado
en un momento especifico, ya que habra porciones del
alimento que durardn mas tiempo en proceso de fer-
mentacién ruminal, durante horas o incluso hasta dias.

Por tanto, para garantizar el éxito de una prueba
de digestibilidad in vivo en rumiantes, se debe someter



al animal a un periodo de acostumbramiento minimo
de siete dias, en el cual sdlo se ofrecera el forraje expe-
rimental para permitir que desarrolle una poblacién de
bacterias ruminales especificas y necesarias para digerir
adecuadamente el alimento de experimentacion [27].

Ensayos como estos han sido realizados en otras
especies como los caprinos, en los cuales los costos no
son tan altos como en bovinos, debido especialmente a
que las jaulas metabolicas son mas pequenas.

Galina y colaboradores en su trabajo reportan que
determinaron la ms, el nitrégeno (N), la mo, la FND, la
celulosa y la hemicelulosa, recolectando las heces que
fueron sometidas a procesos de secado en una estufa de
aire forzado a 70 °C por 36 horas, y su almacenamiento
en botellas herméticas. A la orina recolectada durante
cinco dias consecutivos se le fue agregando acido sul-
farico (10%) para mantener el pH por debajo de 3; lue-
go se tomaron 100 ml y se congelaron a -20 °C hasta el
momento de los analisis. Adicionalmente, midieron la
velocidad de pasaje con la fibra Cr-mordante, dada a
través del alimento y recuperada en las heces, en un pe-
riodo de 24 y 48 horas [28].

En teoria, parece un proceso simple el recoger las
heces y la orina; pero al momento de llevarlo a la prac-
tica, es evidente que se hace tedioso y costoso. Algunas
instituciones cuentan con colectores mecanicos costo-
sos. Cuando este procedimiento es realizado con vacas
es mas dificil la recoleccién y separacion de las heces y
la orina; si estas llegasen a mezclarse causarian un error
suficiente como para anular la prueba. Todo lo anterior
evidencia la dificultad para realizar una prueba de di-
gestibilidad in vivo [28].

Se han desarrollado métodos que disminuyen un
poco estos obstaculos y de alguna manera amortiguan
los costos que acarrean. El principio bésico se basa en
usar una sustancia que pase por el sistema digestivo
con una velocidad més o menos constante y sin absor-
cién; para ello se utilizan marcadores como el 6xido
crémico (Cr,0,), de uso restringido por ser cancerige-
no; se puede administrar de diversas maneras, ya sea
mezclado con el alimento, en capsulas, homogeneiza-
do en aceite, suministrado en pastillas o en papel im-
pregnado con el mismo. Si bien es de alto costo, es una
de las soluciones mas practicas para determinar el pa-
saje del alimento a través del tracto digestivo de los ru-
miantes. Otras sustancias que no son absorbidas y que
pueden ser utilizadas como indicadores son sustancias
que se encuentran formando parte de las plantas que
constituyen el alimento, como la lignina, el nitroge-
no y los cromégenos. De esta manera, las heces seran
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recolectadas con el respectivo indicador y se procedera
a analizar, con procedimientos similares a los mencio-
nados previamente, los diferentes nutrimentos presen-
tes en las heces y compararlos con los de los alimentos
consumidos [29].

Es evidente que el proceso in vivo es extenso, te-
dioso y costoso, por lo cual, en la actualidad, procesos
innovadores como los de digestibilidad in vitro, por el
método de produccion de gases, son mas practicos y
acarrean menos costos.

Métodos de digestibilidad in vitro
de forrajes

Los métodos de digestibilidad de forrajes in vitro apa-
recen en la década de los sesenta con las investigacio-
nes y ensayos de Tilley, quien, usando el licor ruminal
de bovinos fistulados, realizo la degradabilidad in vitro
de 146 forrajes [5]. Este tipo de pruebas aportan in-
formacion acerca de la desaparicion de la materia seca
por medio de la simulacién de digestiones sucesivas.
Sin embargo, para esos primeros ensayos, la técnica no
ofrecia ninguna informacién adicional, toda vez que el
concepto de la relacion entre la cantidad de gas libera-
do yla digestibilidad de los forrajes no apareceria hasta
finales de siglo.

A partir de estos ensayos se hicieron modificacio-
nes que permitieron perfeccionar la técnica hasta la ob-
tencion de lecturas a través de jeringas y transductores
de presion [8, 12].

Cultivos de microorganismos
ruminales de corta duracién

Técnica de gases

Las investigaciones y ensayos realizados a través de los
afios han determinado que la cinética de digestién que
esta técnica permite realizar puede ser evaluada por la
desaparicion de la FDN o por la medicidn del gas libera-
do en la fermentacién. Cuando estos métodos son rea-
lizados para determinar las caracteristicas intrinsecas
de los alimentos, es importante tener en cuenta que es-
tos mismos no impongan limitaciones en la digestion
[30]. También hay que tener en cuenta las variaciones
entre los animales, la especie donante, el manejo de la
alimentacion y el tiempo de recoleccién del indculo,
que pueden afectar la digestibilidad in vitro. Por tanto,
este tipo de método ain se encuentra en una extensa y
constante revision y reevaluacién [31].
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Actualmente, para la cuantificacion y medicién
del gas liberado son utilizados métodos automatizados
mas practicos y eficientes con respecto a otros, como
las jeringas graduadas [8, 32]. Con frecuencia, estas
mediciones son realizadas con sensores electronicos
de presion, los cuales miden la presion de gas libera-
do en la parte superior de los frascos [12, 31] y equipos
automaticos para el registro de datos. Estas medicio-
nes son realizadas con intervalos de tiempo especifi-
cos, que permitiran establecer y estimar la cinética de
degradacion de los forrajes por estudiar (2, 4, 6, 8, 10,
12, 15, 19, 24, 30, 36, 48, 72 y 96 horas) [10]. Asi mis-
mo, otros autores [33] realizaron experimentos utili-
zando dispositivos semiautomaticos, que con la ayuda
de transductores de presion hicieron que la recoleccién
de las lecturas fuera mas rapida.

Sin embargo, los primeros experimentos con equi-
pos automaticos no registraban la presion ni el volumen
de gas liberado, sino que establecian una conversiéon
matemdtica a partir del peso que ganaban los frascos
a medida que el gas era liberado dentro de ellos [34].

En la actualidad, en el pais se estan utilizando mé-
todos que permiten realizar unas lecturas de datos au-
tomatizados o semiautomatizados directamente desde
los indculos, lo que permite una facil recoleccion de un
suficiente numero de observaciones para establecer un
pardmetro de estimacion mads exacto. No obstante, se
requiere una ecuacién de regresién que relacione vo-
lumen con presién de acuerdo con las condiciones de
altura sobre nivel del mar, requisito indispensable para
la técnica.

Ademads de este tipo de ecuaciones que se usan
en la practica del bioensayo, en el constante trabajo
de campo se han encontrado cantidad de problemas
con la técnica de produccién de gas, como variacio-
nes en la composiciéon de los gases producidos en la
fermentacién [31], errores causados por el tamafo de
las muestras (sustratos), la inhabilidad del sistema para
distinguir los diferentes sustratos y la produccién de
amoniaco en el gas liberado. Sin embargo, muchos de
estos problemas pueden ser corregidos aislando qui-
micamente la FDN y calculando su comportamiento
en la digestion in vitro; comparaciones realizadas que
evaldan el desempeiio con los forrajes enteros y la FDN
aislada demuestran comportamientos similares en la
cinética de digestion [35].

Otro de los posibles contratiempos para el desa-
rrollo del método in vitro es la necesidad de contar con
licor ruminal, el cual es extraido necesariamente de
animales con fistulacién ruminal, proceso quirurgico
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sujeto a la legislacion de bienestar animal, en paises
como Colombia. Por ello los investigadores han pro-
puesto usar indculo de heces de ganado bovino, con el
fin de proponer una alternativa para realizar los proce-
dimientos sin fistula ruminal [9, 10].

Para los métodos de degradacion in vitro son ne-
cesarios elementos con ciertas condiciones especificas
para que se pueda llevar a cabo de manera exitosa el en-
sayo: los sustratos forrajeros que se van a utilizar deben
ser deshidratados y pasados por un molino analitico
de particulas de 1 mm, que permite mayor degrada-
cidén por actividad microbiana ruminal [36]; un buffer
que cumpla con las condiciones de pH>6, adecuado
para la supervivencia y desempefio de los microorga-
nismos del rumen. Algunos cientificos describen que
para mantener este tipo de pH es necesario un buffer
que contenga una mezcla de bicarbonato-fosfato, asi
la produccién de gas se desarrolla con mayor facilidad
[11]. Para que este buffer sea un medio apropiado para
los microorganismos del rumen, el indculo debe ser
previamente saturado con co_, para disminuir la po-
sibilidad de aumento del potencial redox en los com-
ponentes del indculo, es decir, disminuir los estados de
oxidacion de algunos de los componentes y la presen-
cia de oxigeno; la ausencia de anaerobiosis trae como
resultado la pérdida de bacterias celuloliticas y amilo-
liticas, lo que disminuye notablemente la actividad de
degradacién dentro del in6culo.

Otros autores como Grants y Mertens reportan
que el gaseo continuo con co_ permite que haya una co-
lonizacion del sustrato en menor tiempo y, por lo tanto,
una mayor digestion de la FpN [37]. Otro factor de gran
importancia que se debe tener en cuenta es una incu-
badora que garantice temperatura constante de 39 °C,
similar a la temperatura corporal del donador del licor
ruminal, ya que la actividad microbiana, las presiones
y el volumen de gas son muy sensibles a cambios en la
temperatura de incubacién [38].

En la incubacion es importante la agitacion pe-
riddica de los frascos, debido a que la naturaleza del
co, tiende a formar soluciones supersaturadas en me-
dios acuosos, lo que traerd como resultado lecturas de
presion y volumen incorrectos. Ademds, el aumento de
presion hace que los tapones de los frascos se disparen
perdiendo la medida de presidn; una leve agitacion pe-
riddica de los frascos reduce esta tendencia al aumen-
to de presion [38].

Los resultados de la recoleccion de las presiones
tomadas por medio de un transductor de presién son
lecturas en ps1 (Pounds per Inch Square o libras por



pulgada cuadrada) [36]. Es necesario ajustar estas lec-
turas mediante ecuaciones que permiten estimar la
extension y la cinética de degradacidn del alimento du-
rante el proceso fermentativo [12].

Para entender mejor la naturaleza del gas produ-
cido es necesario razonar sobre los siguientes concep-
tos: la energia utilizada y necesaria para el crecimiento
microbiano es derivada de la fermentacion de los car-
bohidratos, principalmente almidén y celulosa, cuya
digestion anaerobia produce acidos grasos volatiles
(AGV), succinato, formalato, lactato, etanol, diéxido
de carbono (co,), metano (CH4) y trazas de hidrogeno
(H,), y también aportan esqueletos de carbono esen-
ciales para la sintesis de biomasa microbiana [39, 40].
La produccion de gas de la fermentacion de la protei-
na es relativamente pequena, y la derivada de la gra-
sa es insignificante [41]. Entonces se podria decir que
la cantidad de gas liberado depende de la cantidad de
sustrato fermentado y la cantidad y proporciones mo-
lares de aGgv [42].

Es importante resaltar que el volumen de gas pro-
ducido durante los eventos fermentativos del alimen-
to en el fluido ruminal sélo constituye el reflejo de los
eventos que ocurren en el rumen. Los alcances de la
técnica superan este nivel y los resultados de ella han
sido comparados y relacionados con la digestibilidad in
vivo en el tracto digestivo total [8]. Por tanto, se pue-
den plantear curvas de produccién de gas que permitan
comparar el comportamiento de los diferentes sustra-
tos o alimentos durante los ensayos, ademas de per-
mitir la realizacion al tiempo de un gran numero de
repeticiones que conducen a la obtencion de perfiles
mas detallados y exactos con respecto a la cinética de
degradacion [36].

Método de Daisy 11

Este método utiliza la técnica in vitro de Goering y Van
Soest [6] por medio de un aparato incubador llamado
DaisylI*-Ankom Technology; permite estimar la di-
gestion de la materia seca (Ms) utilizando tiempos de
incubacién de 12, 24, 48, 72 y 84 horas. El Daisy 11 rea-
liza la digestion en cuatro vasijas a las cuales se inocu-
lan dos litros de licor ruminal diluido al 20%; luego se
realiza la determinacién de la degradacién de la Fpa y
la FDN por medio de otros equipos [43].

Este método in vitro es otra alternativa para ob-
tener la cinética de degradacién de forrajes en los la-
boratorios, pero a pesar de ser una herramienta mas
sencilla que Rusitec, descrita después, carece de lecturas
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de produccién de gas; ademas los costos son muy ele-
vados. En contraste, la técnica de produccion de gases
tiene un gran numero de indicadores, costos mds redu-
cidos y su versatilidad la convierte en la mejor eleccion
para realizar este tipo de bioensayos.

Cultivos de microorganismos ruminales
de larga duraciéon (cMRLD) Rusitec

Las diversas técnicas de digestibilidad han permitido a
los diferentes investigadores utilizar sus conocimien-
tos para recrear las condiciones ruminales en una gran
variedad de métodos. Rusitec (Rumen Simulation Te-
chnique), o técnica de simulacién del rumen, es una
variante de las técnicas de digestibilidad in vitro que
recrea dentro de un aparato las condiciones del rumen,
permitiendo medir la degradacion de los forrajes, la
recoleccién del gas liberado por esta y el efluente que
se produce en los frascos.

Este sistema trabaja con cuatro recipientes que es-
tan dispuestos en una base que contiene agua atem-
perada a 39 °C para mantener las condiciones de
temperatura similares a las del organismo animal [44].

Cada frasco esta dispuesto con el contenido ru-
minal y el sustrato que se va a analizar dentro de bol-
sas de nylon”; tienen valvulas de entrada y salida. Las
de entrada permiten la inoculacién de saliva artificial
a los frascos recreando un flujo constante como en el
proceso de la rumia. Las valvulas de salida recolectan
el efluente producido por la fermentacion y digestion
de la materia seca, la proteina del alimento y la protei-
na microbiana. El gas producido se dispone en bolsas
y puede ser medido por dispositivos (manémetro) que
calculan la presion generada, y los gases (co,, CH,, NH,
y AGV) son analizados por cromatografia de gases [44].
Por lo regular, esta técnica utiliza la inoculacién cons-
tante de bolsas de nylon® con material (forraje) nuevo y
con material previamente inoculado durante dos dias.

Estos procedimientos se realizan por tiempos pro-
longados y es necesario disponer de todos los equipos
para realizar la prueba; de lo contrario la técnica es im-
posible de hacer. Para poder manipular el equipo es ne-
cesaria la presencia del personal técnico capacitado, lo
cual hace que el nivel de dificultad de la técnica sea mas
alto. Todos estos factores se convierten en limitaciones
que hacen que la técnica de produccién de gases resulte
mas factible para estudios de digestibilidad.

En cuanto a las ventajas de los métodos de digesti-
bilidad in vitro de produccién de gases, considerando
los elementos discutidos anteriormente, este método es
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una alternativa versatil que se acomoda a cualquier tipo
de alimento que pueda ser analizado, con la ventaja so-
bre la técnica in situ de que solo permite el analisis de
alimentos de una consistencia sélida y la presencia de
animales que tengan una fistula ruminal para introdu-
cir los sacos de nylon.

Trabajos previos describen métodos de degrada-
cion in vitro de gran exactitud, asi como de produccion
de gases, utilizando como inéculo las heces, haciendo
de esta técnica la mas aceptada por las legislaciones de
bienestar animal [9, 10].

Varios autores han resaltado las ventajas de la téc-
nica de digestibilidad in vitro de produccion de gas con
respecto a la técnica de digestibilidad in vivo, haciendo
énfasis en los siguientes puntos: menor costo, menor
tiempo para realizarla y, la mas importante, la capaci-
dad de mantener las condiciones experimentales con
mas precision que los ensayos in vivo [45].

Otra de las ventajas de este tipo de ensayo es la ca-
pacidad de recoleccion de datos por medio de métodos
semiautomaticos; es decir que las presiones liberadas
en los frascos de los indculos pueden ser medidas por
medio de transductores de presion, que conectados a
dispositivos electronicos pueden almacenar dicha in-
formacion, dando medidas mas exactas y confiables.

Mauricio y colaboradores realizaron experimen-
tos utilizando un transductor de presién, un conver-
tidor de datos y un computador personal, de manera
que todos los datos de las mediciones fueran registra-
dos por un programa computarizado, lo que permi-
tié un almacenamiento mas seguro de la informacién,
dando confiabilidad y exactitud en las medidas toma-
das desde los indculos [33]. Comparando y teniendo
en cuenta el resultado y desempeiio de los primeros
ensayos in vitro que tomaban sus medidas por medio
de jeringas graduadas [12], es evidente que es mas fa-
cil en la actualidad realizar este tipo de ensayos usando
los métodos semiautomaticos en la academia, y asi re-
forzar y aumentar las practicas de areas de la zootecnia
como la nutricién animal. Estos métodos acarrean me-
nores costos que los métodos de digestibilidad in vivo;
ademds son mas didacticos y usan metodologias me-
nos complejas.

Otra caracteristica de esta técnica es la capacidad
de estimar los acidos grasos volatiles liberados en la de-
gradacién de los forrajes por medio de procedimien-
tos de estequiometria [46], que permiten reconocer los
factores nutricionales de gran cantidad de forrajes, lo
cual podria predecir el comportamiento y desempefio
del consumo de estos alimentos en las producciones
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pecuarias, herramienta de gran utilidad para establecer
dietas que permitan alcanzar los estandares requeridos
por el mercado competitivo.

Alcances de los métodos de digestibilidad
in vitro de produccion de gases

La técnica in vitro de produccién de gases ofrece la
capacidad de predecir la tasa de digestion de las dife-
rentes fracciones de carbohidratos; es util para deter-
minar y cuantificar diferencias nutricionales atribuidas
a los métodos de preservacion de especies forrajeras y
estado de madurez de la planta [47], comparando el
desempenio de gramineas y leguminosas en diferentes
estados de madurez y de ensilajes de estas mismas.

Los resultados de esta técnica mostraron que la
utilizacién de los porcentajes de fibra subestiman los
valores de energia liquida de los ensilajes, pues aunque
ellos tuviesen los mismos porcentajes de fibra deter-
gente 4dcida (FDA) que el material original, presentaron
menor produccién de gas. Estas diferencias son atri-
buidas a la pérdida de carbohidratos solubles durante
el proceso fermentativo de los ensilajes. Igualmente, los
acidos grasos volatiles (AGVv) presentes en los ensilajes
no representan una importante fuente de energia para
los microorganismos ruminales, como silo son los car-
bohidratos solubles en el material original [47].

Este tipo de ensayos nos permite evaluar la cali-
dad de los alimentos, para detectar diferencias entre
los sustratos generados por su madurez, condiciones
de crecimiento, especie o cultivo y métodos de preser-
vacion [36].

Conrespecto ala digestibilidad de la FDN, se ha de-
mostrado que la produccion de gases esta relacionada
con la desaparicién de la FpN [48]. Por otra parte, ex-
perimentos realizados con granos de cereales demues-
tran una alta correlacién entre la produccién de gas in
vitro y la disponibilidad del almidén en dichos granos
[39]. Otros estudios encontraron que la produccién de
gas acumulada en 24 horas estaba correlacionada con la
digestibilidad de la Mo determinada in vivo.

Esta técnica permite estudiar la degradaciéon de
cada uno de los constituyentes del alimento o fraccio-
nes alimenticias (monosacaridos, pectinas, almidon,
celulosa y hemicelulosa) y asi se puede diferenciar
qué elementos inhiben y qué otros aumentan la acti-
vidad microbiana. De esta manera se puede estable-
cer la cinética de la fermentacidn, teniendo en cuenta
las proporciones de particulas solubles, insolubles pero
degradables, y no degradables del alimento [49].



La prediccién del consumo es un alcance bastan-
te significativo que también se obtiene por la técnica in
vitro, lo que demuestra que el consumo de forrajes fue
mejor correlacionado con sus caracteristicas de degra-
dabilidad ruminal que con la digestibilidad en el tracto
digestivo total [50]. Estudios realizados por Liu y cola-
boradores [51] determinaron que esta técnica ha sido
utilizada como una medida de la degradacion ruminal
de los alimentos y como un indicador del consumo de
Ms digestible.

Por tanto, la técnica in vitro es una herramienta
de vital importancia para las ciencias agropecuarias, al
estimar la capacidad de degradacion de ciertos forra-
jes que componen la dieta de las especies ovinas, ca-
prinas y bovinas del pais, que seran fuentes de proteina
para las poblaciones humanas en las diferentes regio-
nes del mundo.

Ademas, las especies forrajeras tropicales carecen
de estudios que determinen datos especificos como la
extension y magnitud de la fermentacion ruminal, la
produccién de gases relacionados con el efecto inver-
nadero (CH4), asi como su digestibilidad, que no ha per-
mitido la determinacidn real de su valor nutricional.
Finalmente, a pesar de ser una técnica con cierto nivel
de complejidad, ofrece informacion bastante producti-
va, en especial al ser incluida en ensayos que se hagan
en pregrado.

Limitaciones de los métodos de digestibilidad
in vitro de produccion de gases

Una premisa para la investigacién con esta técnica,
compartida por la gran mayoria de investigadores, es
la falta de conformidad y uniformidad en las meto-
dologias; esto es algo en lo que Williams hizo énfasis
en su investigacion, convirtiéndose en una dificultad
constante para el desarrollo de los ensayos [36].

Es evidente que en la actualidad no existen ma-
nuales que especifiquen metodologias precisas acerca
de la elaboracioén del buffer, como saturarlo de co,y
cdmo comprobar que esta saturacion haya quedado co-
rrectamente realizada. La recoleccion del licor ruminal
es llevada a cabo de manera poco técnica, sin un proto-
colo establecido, lo que permite que haya un gran mar-
gen de error al realizar la préactica.

Otro aspecto que ya es comun y que se mencio-
na en repetidas ocasiones es la necesidad de animales
fistulados para la recoleccién de licor ruminal. Como
es bien sabido, todo tipo de procedimiento quirur-
gico para una investigacién esta regido por normas
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bioéticas, las cuales no aprueban de manera ficil este
tipo de procedimientos fuera del cuidado necesario
para estos animales en poscirugia y el acompanamien-
to constante para la prevencion de enfermedades que se
puedan desencadenar a partir del procedimiento.

En el proceso para resolver estas dificultades se
mencionan los experimentos de Jones y Barnes [52],
Mauricio [9] y Posada y Rosero [10], quienes han uti-
lizado como alternativa para el in6culo las heces como
fuente de microorganismos. Sin embargo, se ha obser-
vado que en la experimentacion con heces como indcu-
lo son mayores los tiempos de colonizacion y es menor
la capacidad de fermentacién, que posiblemente se
deba a una menor actividad microbiana en razén a que
los microorganismos son originados principalmente
en el ciego y el colon y no en el rumen como en la téc-
nica tradicional. La explicacion a lo anterior se sopor-
ta en que la cantidad de bacterias celuloliticas y otros
tipos de microorganismos es mayor en el rumen que
en el intestino grueso o en las heces [53, 54]; los in6-
culos fecales pueden contener algunos hongos anaero-
bios pero muy poca poblacion de protozoarios [42], y,
por tltimo, de alguna manera los microorganismos alli
contenidos pueden presentar una menor actividad me-
tabolica en contraste con los situados en el de licor ru-
minal [55]. Asi pues, se logra evidenciar la reducida
fermentacion en el ciego y el colon con respecto ala que
ocurre en el rumen. Por tanto, este inéculo debe ser ob-
jeto de mayor investigacion.

Conclusiones

Teniendo en cuenta los criterios a favor y en contra de
cada una de las técnicas de digestibilidad de forrajes
usadas para la investigacién en nutriciéon animal, se
puede evidenciar que la técnica de digestibilidad in vi-
tro de produccién de gases es la herramienta mads ver-
satil: presenta procedimientos diddcticos y accesibles;
acarrea menos costos para los investigadores; ademads
representa una alternativa mas compatible para las le-
gislaciones de bienestar animal, ya que es innovadora
al usar las heces como indculo. Sin embargo, es nece-
sario realizar mas estudios para los in6culos, debido a
que sus protocolos no estan estandarizados y su com-
portamiento en las cinéticas realizadas no ha arrojado
los resultados esperados.

El uso de estas técnicas va en aumento, pero la ex-
perimentacién con animales fistulados continuara en el
corto y mediano plazo, toda vez que genera informacién
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directa y confiable acerca del comportamiento del trac-
to gastrointestinal de los rumiantes, que no se obtiene
en las técnicas in vitro.

La técnica in vitro de produccion de gases no es el
unico método que utiliza la tecnologia para recrear las
cinéticas del rumen en un ambiente externo. Daisy 11
y Rusitec utilizan este tipo de técnica a pesar de gene-
rar mayores costos; teniendo en cuenta que sus equipos
son de alto valor econdémico, necesitan personal técni-
co capacitado, sumado a que requieren un tiempo pro-
longado para los ensayos, en contraste con la técnica
de produccién de gases de costos bajos, de duracion
del ensayo corta (aproximadamente 96 horas) y el gran
numero de datos y la repetitividad que se pueden ha-
cer en este bioensayo.

Por dltimo, la técnica representa una alternativa
para analizar los forrajes tropicales, de los cuales no
existe suficiente informacién que permita inferir de
sus cinéticas de digestion y aprovechamiento por parte
de los rumiantes. Ademas podra generar informacion
cientifica que permita la orientacién y el aumento del
consumo de forrajes en estos animales, y asi buscar la
mejoria en los rendimientos y desempeiios en produc-
cién de carne y leche, orientando estos sistemas pecua-
rios a un mercado mas competitivo.
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