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ABSTRACT: Different systems have been proposed to measure the accumul ated gas production in forages and concen-
trates digestion kinetics studies. In this paper, the devel opment, applications and limitati ons of the gas production technique
(GPT), arediscussed. Additionally, practical applications of the GPT are showed, including evaluation of afalfa(Medicago
sativa) silage, supplemented with rapidly fermentable energy, whichillustratesthe GPT potential to evaluate fermentability
of forage’ s soluble fractions.
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RESUMEN: Diferentes sistemas han sido propuestos para medir la produccién acumulada de gas, en estudios de cinéti-
cade digestiéon de forrgjes y concentrados. En este material se presenta €l desarrollo de la técnica de produccion de gas
(TPG), asi como sus principales aplicacionesy limitaciones. Adiciona mente se presenta aplicaciones practicas de la técni-
ca, incluyendo evaluaciones de ensilgjesde alfalfa(Medicago sativa) y diferentes estrategias de suplementacion con energia
rapidamente fermentable, que gemplifican como 1a TPG puede ser utilizada paralaeval uacion delasfracciones solublesde

losforrgjes.
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Introduccion

El valor nutritivo delos alimentos se encuentra determi-
nado por la biodisponibilidad de nutrientes y dindmica de
los procesos de solubilizacion e hidrdlisis en € tracto gas
trointestinal.

L os pardmetros de la cinética de fermentaci on describen
la digestion y caracterizan propiedades intrinsecas del ali-
mento, que limitan su disponibilidad para el rumiante, de-
terminan la proporcién de los nutrientes consumidos que
pueden ser absorbidos y utilizados por €l animal y depen-
den de un activo crecimiento y desarrollo de la poblacion
microbiana del rumen. La degradacion de un aimento re-
sulta de fuerzas competitivas que acttan simultdneamente,
tasadepasajey tasadedegradacion (Ellis, 1978; Van Soest,
1994; Mertens, 1993).

La medicién de las tasas de digestion resulta cada vez
mas importante, debido a avance ocurrido en los nuevos
sistemas de aimentacion, (Fox et al., 1992; Russdl et al.
1992; Sniffen et al. 1992; NRC,1996) en los que la disponi-
bilidad de nutrientes anivel ruminal, es calculadaen base a
lacompetencia entre tasa de digestion (Kd) y tasa de pasgje
(Kp). El sistemade Cornell divide los carbohidratos en cua
trofraccioneso pools(A, B1,Boy C) y utilizael tamafioy las
tasas de digestion de esas fracciones con el objetivo de pre-
decir la disponibilidad de nutrientes a nivel ruminal.

Lamayoriade los procedimientos in vitro desarrollados
hasta el momento miden la desaparicion de sustrato en un
punto final de medida. Con el objetivo de obtener sistemas
reproduciblesy repetibles, se han propuesto sistemas estéti-
cos Yy estandarizados. Para €l estudio de la digestién rumi-
nal, lamayoriade los sistemas utilizan indcul o microbiano.
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Dado que la actividad microbiana, incluye laformacion de
bi omasa microbiana con la consecuente capturade N, estos
sistemas presentan limitaciones para medir la degradacion
de los componentes nitrogenados. Consecuentemente exis-
teunatendenciaala sustitucion de microbios por enzimasa
pesar de que éstas pueden ser inactivadas por la presencia
de sustancias antinutricionales, o lapresenciadefibra(Boi-
sen and Eggum, 1991). En algunos casos excepcionales
puede ocurrir lo mismo con losindcul os microbianos, en si-
tuaciones de sustrato limitante, donde ocurrelisismicrobia-
na seguida por unainactivacion.

Las técnicas in vitro 0 in situ empleadas en estudios de
cinética de digestién, basadas en andlisis de residuos no di-
geridos o fermentados, a diferentes tiempos de incubacién,
presentan una serie de desventgjas, entre las que se puede
mencionar, alto costo, no es posible determinar € rol delos
componentes solubles del forrajey es muy dificil € estudio
de las fases tempranas de fermentacién (Pell y Schofield,
1993).

De manera aternativa a la desaparicion de substrato, se
ha propuesto la medicion de la produccion acumulada de
gas, como indicador del metabolismo del carbono, centran-
do su atencion en la acumulacion de los productos finales
de la fermentacion: CO,, CH, y é&cidos grasos volatiles
(AGV). Estesistema presentalaventagja de que € producto
final que se mide (gas) esresultado directo del metabolismo
microbiano, en lugar de registrar la desaparicion de sustra-
to. Una segunda ventaja es que la formacién de productos
finales de lafermentacién, pueden ser monitoreado ainter-
valos cortos de tiempo y por o tanto la cinética de fermen-
tacion puede ser descripta con precision.

Cuando se quiere simular un sistema continuo como lo
esladegradacion delos alimentos en el rumen, las determi-
naciones de las concentraciones de productos finales de la
fermentacion o del substrato remanente, posteriores a un
cierto periodo de incubacion es inadecuado. La técnica de
producci6n de gas aparece como un sistemain-vitro de dta
capacidad operativay bajo costo, en la cual los perfiles de
produccion de gas pueden ser generados utilizando siste-
mas semi o totalmente automati zados. La determinacion de
los productos finales de la fermentacidn y los residuos no
fermentados, en conjunto con los perfiles de produccion de
gas, permite estimar latasa, extensiony eficienciadelafer-
mentacion.

Desarrollo de la Técnica
de Produccion de Gas

La medicion de la produccién de gas como una aproxi-
macion a la fermentacion ruminal no es nueva: McBee
(1953) describi6 un método manométrico paramedir lapro-
duccién de gas generado por una mezcla de bacterias rumi-
nal es que posteriormente fue sufriendo diferentes modifica
ciones. Menke y colaboradores (1979, 1988) en Alemania
describieron un sistemain vitro en €l cual laproduccion de
gas de un sustrato es usada parala prediccion de la digesti-

bilidad y € contenido de energia metabolizable. El método
utilizaunajeringaen lacual seincubael sustrato en un me-
dio buffereado e inoculo de fluido ruminal. La produccion
de gas es medida a diferentes interval os de tiempos por la
posicion del pistdn en lajeringa. Recientemente en diferen-
tes paises se ha trabajado en métodos para simplificar y
computarizar lamedicion de gas (Pell and Schofield, 1993;
Theodorou et al, 1994; Cone et al., 1994; Mauricio et al.,
1999).

Para medir la produccién de gas se han usado diferentes
aproximaciones; 1) apresion atmosférica constante 2) avo-
lumen fijoy 3) unacombinacion delas anteriores mediante
lamedicién del incremento de volumen necesario para cau-
sar un cambio definido de presién. Los métodos manomé-
tricosiniciales y sus modificaciones (Hungate, 1955; Beu-
vink et al., 1992) son ejemplos de la primeraaproximacion,
midiendo la cantidad de agua desplazada debido a la acu-
mulacion de gas. Otro giemplo esdl desarrollado en Alema-
nia por Menke et al., 1979 y sus modificaciones, (Menke
and Steingass, 1988; Blummel and @rskov, 1993). La sen-
sibilidad de la jeringa utilizada para la medicion en estas
técnicas es baja. Los métodos manométricos fueron supera-
dos por € desarrollo de transductores de presion a pequefia
escala con el cua es posible monitorear la produccién de
gas manualmente (Theodorou et al., 1994) o en formatotal-
mente automatizado (Beuvink et al., 1992; Pell and Scho-
field, 1993).

L os transductores de presion ofrecen una via sencillay
precisa de medir la produccién de gas. La diferencia més
importante en las variantes reportadas (Pell and Schofield,
1993; Theodorou et al., 1994; Coneet al., 1996 y Mauricio
etal., 1999), radicaen laevacuacion o no, del gas generado
durante la fermentacion entre los intervalos de medicion.
Theodorou et al. (1994; 1995) reportaron perturbacionesen
€l crecimiento microbiano por no extraer el gasgenerado en
los diferentes interval os de tiempo, mientras que losinves-
tigadores de la Universidad de Cornell no (Schofield and
Pell, 1995). Otra diferencia encontrada en los instrumentos
es el principio basico de los sensores unos leen por diferen-
cias con la presion atmosférica (tipo gauge) y otros son los
sensores de vacio, los cuales dan lecturasindependientes de
la presién atmosférica. Todos los transductores miden, las
diferencias de presién que se generan en el espacio que que-
dalibredentro delabotelladeincubacion, descontandol e el
espacio ocupado por el tapén y la muestra incubada en la
fase liquida.

Es muy importante €l gjuste del volumen de las botellas
de incubacion asi como también del transductor debido a
gue si no se calibran bien, pueden generarse errores estan-
dar atosafectando lacalidad delas medidas aobtener. (Pell
and Schofield, 1993; Schofield and Pell 1995a; Schofield
and Pell, 1995b). El sistema in vitro puede verse afectado
por e medio de cultivo utilizado. Particularmente impor-
tante eslaeleccion del buffer, y yaque puede afectar lacan-
tidad de gas que se mide, debido a que a CO, generado
como producto de lafermentacion e, se le puede agregar €



Simulacion de la digestion ruminal 45

generado por lareaccién de los productos finales de la fer-
mentacion con el bicarbonato del buffer. Beuvink et al
(1992), encontraron que larel acion entre produccion de gas
y desaparicion de substrato, puede ser no lineal cuando €l
pH se ubicapor debajo de 6.2, por lo que aparece como im-
prescindiblelamaodificacién del buffer paraasegurar que el
pH permanezcapor encimade 6.2 durantelafermentacion.

Paraladeterminacion delaproduccién de gas es necesa
rio considerar todos los factores que afectan alos sistemas
in vitro en general, yaque sus efectos ateran tanto la activi-
dad microbiana en forma directa como al gas generado du-
rante la fermentacion. Recientemente se ha publicado una
exhaustivarevisién delos principios quimicosy fisicos que
estan asociados con el uso de la técnica de produccion de
gas (Theodorou et al., 1998)

Limitaciones de la Técnica
de Produccién de Gas

Son varios los factores que afectan la medida de la pro-
duccidn de gas entre los que podemos destacar: 1a solubili-
dad de los gases en los liquidos, tipo de fermentacion, pro-
duccidndegasindirectaapartir del buffer del medio de cul-
tivo, contenido de N de la muestra, tamafio de particula, y
procesamiento de la muestra.

Producciéon de acidos grasos volatiles y concentra-
cion de N en la muestra: Las reacciones més importantes
gue se dan en la fermentacion de los carbohidratos fueron
resumidas por Wolin (1960) y Hungate (1966) delas que se
puede concluir que lacantidad de gas producido depende de
la cantidad de hexosas fermentadas, y la proporcion molar
delosdiferentes AGV producidos. Cambiosen €l patron de
fermentacion que incrementen la proporcién de acido buti-
rico y acético y disminuya la proporcién de propioénico,
pueden resultar en un incremento en e volumen de gas.
Contrariamente cambios en la estequiometria de las reac-
ciones que aumenten la proporcién de propionico a expen-
sas ddl butiricoy acético, resultarian en menos produccion
de gasapartir de lafermentacion. Por lo que la proporcion
molar de AGV debe ser tomada en cuenta cuando se reali-
zan comparaciones entre perfiles de produccién de gas pro-
venientes de diferentes sustratos (Theodorou et al., 1998).

UnadelaslimitacionesdelaTPG, esqueel cambioenel
perfil de AGV puede causar ateracionesenlarelacion entre
ladesaparicion de sustrato y la produccion de gas, debido a
que la produccién de CO, durante la fermentacion de un
sustrato proviene de dos fuentes: directo de los pasos meta-
bdlicos como la descarboxilacion oxidativa del piruvato y
de las reacciones de los productos finales de la fermenta-
cion (AGV) con e bicarbonato del buffer (produccion de
gas indirecta) (Beuvink and Spoeltra, 1992). La compl€ji-
dad de la estequiometria de las diferentes reacciones bio-
guimicas, que ocurren durante lafermentacion, hace que se
reguieramayor investigacion en este punto, lo que dificulta
lainterpretacion en cuanto al aporte de nutrientes.

Menke and Steingass (1988) sugirieron que el CO,, pro-
ducido puede ser capturado por €l NH4y formar NH4HCOs,
conduciendo auna subestimaci6n de la cantidad de gas pro-
ducido. Bianco (1997) reporta el mismo efecto, cuando se
utilizé caseina para suplementar un sistema que estaba
compuesto por pared celular y extractos de diferentes tipos
de ensilgjes de dfalfa. Chamberlain (1994) presentaron las
curvas de produccion de gas de compuestos quimicos puri-
ficados, entre los que se encuentra la caseina y también se
observa este efecto. Por otro lado, Bianco (1997) y Fernan-
dez-Rivera (1998) cuantificaron la depresién de la produc-
cion de gas por la adicidn de caseina. Estos resultados sus-
tentan la hip6tesis de que lapérdidade uniformidad entrela
produccion de gasy desaparicion de sustrato paradiferentes
especies se deba al menos en parte, ala proporcion de pro-
teina en la materia orgénica fermentada. Lo que indicaria
que para utilizar estatécnicacon €l objetivo de predecir pa-
rametros de valor nutritivo se deberian de utilizar estanda-
res que sean representativos de grupos de muestras a eva-
luar, y realizar las correcciones necesarias sobre el volumen
de gas producido, por la proporcion de proteinaen lamate-
ria organicafermentada

Modelacion de los Perfiles
de Produccioén de Gas

L as funciones mateméticas han sido largamente utiliza-
das en la ciencia animal y vegetal para cuantificar la rela-
cion entre €l desarrollo de un organismo, érgano o tgjidoy
el tiempo. Un buen resumen de | as funciones de crecimien-
to mas cominmente utilizadas en el campo agricola se han
sido publicado por Francey Thornley (1987). Generalmen-
te la seleccion de un model o es empirico, escogiéndose la
forma de la funcién que mejor gjuste los datos obtenidos.
Sin embargo, una funcién matemética puede caracterizar o
describir procesos fisiol égicos o bioquimicos que estén en
labase explicativadel fenémeno observadoy el valor delos
pardmetros ser un indicador de la direccién y magnitud de
los procesos fundamental es. Por jemplo autocatalisis pro-
duce crecimiento exponencial mientras que lalimitacion de
substrato o nutrientes, da lugar a crecimiento asintético
(Franceand Thornley, 1984). Como fue explicado enlasec-
cion anterior la produccion de gas depende de una secuen-
cia de procesos. |nmediatamente posterior alaincubacion,
€l substrato es parcialmente solubilizado y los componentes
solubles répidamente fermentados. Los componentes inso-
lubles en tanto, requieren ser hidratados y colonizados por
los microorganismos del rumen previo a ser fermentados.
Los diferentes substratos o sus componentes varian en el
grado de resistencia alos procesos mencionados, dando lu-
gar a ser incubados a perfiles de produccién de gascompl e-
tamente diferentes. Ladescripcion matematica de los perfi-
les de producci6n acumul ada de gas esunaherramientafun-
damental, no s6lo para comparar substratos o condiciones
de fermentacion, sino para obtener informacién de diferen-
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tes fracciones nutricionalmente relevantes (Groot et al.,
1996; Cone et al., 1997).

El método de eleccidn del modelo de andlisis depende
del objetivo parael cual son obtenidoslos datos, ranking de
valor nutritivo para forrajes, investigacion basica sobre la
ecologiade los microbios ruminalesy quimicadelosforra
jes entre otros objetivos.

Los modelos mateméticos propuestos para modelar la
produccion de gas han evolucionado desde modelos sim-
ples que siguen una cinética de primer orden (@rskov and
Mc Donald, 1979), a modelos mas sofisticados, en los que
diferentes procesos pueden ser identificados (Beuvink and
Kogut, 1993, France et al., 1993; Schofield et al., 1994,
Groot et al., 1996). Laevolucién de los model os ha estado
pautada por laevolucion delatécnicade produccion de gas:
las técnicas iniciales generaban perfiles simples de produc-
cioén de gas con pocas observaciones, mientras que los Glti-
mos desarrollos tecnol 6gicos, completamente automatiza-
dos (Coneet al., 1994; Davies et al., 1995; Mauricioet al.,
1999) generan perfiles de produccion de gas de ataresol u-
ciony detalle, los que requieren (y permiten) la utilizacion
de model os mas flexibles que den cuenta de la variabilidad
observada.

Con la aparicion de los modelos multifasicos (Beuvink
and Kogut, 1993; Schofield et al., 1994; Groot et al., 1996)
se daunadescripcidn mas detallada de las tasas de degrada-
cion de las diferentes fracciones. La eleccion del modelo
apropiado debe de tener en cuentael gjuste del modelo, y la
interpretaci 6n biol 6gica de los pardmetros que arrojen esos
model os.

Schofield et al, (1994) proponen el modelo no lineal lo-
gistico con multiples fases asumiendo que la tasa de pro-
duccién de gas de un pool es proporciona alamasamicro-
bianay al nivel de sustrato disponible, y daun valor cuanti-

Cuadro 1.
(Pichard et al., 1997).

tativo satisfactorio de las fracciones que tienen un compor-
tamiento diferencial.

Vi=V p/{1 + exp(2+4Sp(Lp - 1))} n

donde: Vi= volumen de gas al tiempo ti, V= maximo volu-
men de gas del pool correspondiente, S= tasa constante, lla-
mada tasa especifica de produccién de gas, L= es unacons-
tante de integracion equivalente al término Lag. p= es utili-
zado para identificar los diferentes pools. n = niUmero de
pools.

Este modelo ha sido utilizado por los investigadores de
la Universidad de Cornell, con €l objetivo de comparar ci-
néticas de fermentacion de forragjes y de fracciones de estos
como fibra detergente neutro, componentes solubles en de-
tergente neutro y otros carbohidratos con comportamiento
nutricional diferencial.

Bruni (1997), Bianco (1997), Pichard et al. (1997) y
Bruni y Pichard (1998), utilizaron este modelo, para descri-
bir laproduccion de gas de diferentes tratamientos de pared
celular aislada de diferentes especies como sustrato estan-
dar.

En el Cuadro 1 se presentalos valores delos parametros
de produccion de gas de pared celular aislada de alfalfay
dactylis con o0 sin agregado de glucosa (Pichard et al.,
1997).

En este caso se optd por € gjuste con dospoolscuando el
sustrato erapared celular aisladay tres pools cuando laglu-
cosafue adicionadaparatomar en cuentasu contribuciénen
los estadios tempranos de la digestion. La aparicién del
pool A en los tratamientos que incluyeron glucosa muestra
gue la energiarapidamente fermentable (glucosa) logré ser
identificada como un pool independiente con un comporta-
miento diferencial alos demas pools. EI modelo logistico
multifasico permitiriarepresentar diferente comportamien-
to nutricional de diferentes fracciones (Pichard er al.,

Parametros de la cinética de produccidn de gas in vitro estimados a partir del modelo multifasico logistico

Pared celular de Alfalfa

Pared celular de Alfafa+
glucosa

Pared celular de Dactylis ~ Pared celular de Dactylis +

glucosa

Volumen de gas (mL/g Materia fermentada)

Pool A - 88
Pool B1 212 203
Pool B2 183 173
L (Tiempo lag) (h)
Pool A - 0
Pool B1 55 3.6
Pool B2 10.5 10.9
Tasa especifica
Pool A 0.145

- 72
182 141
169 156

- 0
6.6 4.7
18.6 14.2

- 0.138
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Cuadro 2. Valores estimados de los parametros del modelo multifasico propuesto por Groot et al., 1996.

Substrato Fase A C B TtasaM TasaM
(mL gt MO) Horas Horas h-1

Raigréas 1 313 14 352 18 0.140

FDN 2 118 48 3.25 61.6 0.037

Sorgo 1 126 12 2.29 135 0.095

2 151 52 3.73 71.7 0.038

Raigrés 1 44 1 2.40 0.1 1.949

2 152 9 5.26 10.2 0.137

Trébol 1 90 2 1.10 0.2 0.557

Rojo 2 120 9 3.09 11.1 0.188

Ttasam = tiempo en horasal cual ocurrelatasaméximadefermentacion, TasaM = valor estimado de latasaméaximade fermentacion. Otros parémetros,

ver texto.

1997); azlcares solubles que normal mente estan en el con-
tenido celular, considerados como de muy répida digestion
(pool A), pectinas, almiddn, fructosanos, gluco y galacto
mananos Yy la hemicelulosa o celulosa labiles considerados
como insolubles pero rapidamente fermentados (pool B1),
los polisacéridos mas refractarios de la matriz de la pared
celular los cuales son lentamente fermentados (pool B2) y
un pool de componentes no disponibles, como pared celular
lignificaday artefactosrefractarios (pool C) el cual debe ser
sustraido de la materiafermentable parael andlisisdelaci-
nética (Waldo and Smith, 1971).

Groot et al. (1996), postularon un modelo flexible para
parametrizar las curvas de produccion de gasy cuantificar
€l nimero de fases emergentes del perfil observado:

Ai
Br

1Dz”T"

donde: i indica el nimero de fases en el perfil (i =1, n), G
(mL g* MO) eslaproduccién acumuladade gasal tiempo't
por gramo de materia organica (MO) incubada, A; (mL g*
MO) representa la produccion de gas asintética, C; es €
tiempo deincubacion (horas) al cual lamitad de A esprodu-
cida (tiempo medio), y B; es unaconstante que da cuentade
lapendientedelacurva. Latasafraccional dedigestiony e
tiempo a cual la tasa maxima de digestion ocurre pueden
ser estimados a partir delos pardmetros B y C. Este modelo
ha sido ampliamente utilizado tanto para comparar substra-
tos (Williams et al., 1996), para determinar cambios en la
microfloraintestinal de cerdos como resultado delautiliza
cion de diferentes fuentes alimenticias (Houdijk, 1998), asi
como para evaluar cambios en lafermentabilidad del conte-
nido ruminal debido a efecto de diferentestiempos de pasto-
reo y ayuno en vacas lecheras (Chilibroste ez al., 1999).
Groot et al. (1996) trabajando con diferentes forrajes en-
contraron diferencias en el nlmero de fasesidentificadasy
en el valor delos pardmetros paracadafase (Cuadro 2). Las
muestras analizadas fueron: fibra detergente neutro (FDN)
aisladade muestrasderaigrés (raigrasNDF), tallosde sorgo

coll
il

maduro (sorgo), rebrote joven deraigras (raigrés) y plantas
detréboal rojo (tréboal rojo).

Lasmuestrasde Raigrasy trébol rojo exhibieron unapri-
mer fase con una alta tasa de fermentacion (Tasa M, Cua-
dro 2), lograda a pocos minutos de iniciada la incubacion
(Ttasam, Cuadro 2), probablemente reflejando una alta con
centracion de carbohidratos solubles. Es interesante obser-
var que la primer fase de las muestras de sorgo y raigras
FDN presentaron valores de produccion de gas (A) y tiem-
po medio (C), similares a la segunda fase estimada para
Raigrasy trébol rojo (Cuadro 2). Es probable que ambasfa-
ses estén asociadas a la fraccion insoluble potencialmente
degradable de la pared celular.

Los gjemplos mencionados ponen de relieve, € poten-
cial delautilizacion de model os multifasicos paradescribir
einvestigar laasociacion entrelos perfiles de produccion de
gas con fracciones quimica o mas importante aln nutricio-
nal mente relevantes.

Aplicaciones de la Técnica
de Produccion de Gas

Latécnica de medicién de la produccion de gas hasido
propuesta para evaluar el ranking del valor nutritivo en los
planes de mejoramiento genético y la comprension de las
i nteracci ones genotipo- ambiente de especies empleadas en
los sistemas de produccién animal .

Chamberlain (1994), utiliza latécnica de produccion de
gas como un indicador dela actividad microbiana, debido a
gue éstaes posible gracias alaenergiadisponible en rumen
contenida en los alimentos. En este sentido la informacion
gue se puede obtener apartir de los datos de produccién de
gas resulta de gran utilidad dado el potencial de conoci-
miento del ecosistemaruminal

Una aproximacion alternativay poco explorada, consti-
tuye e empleo de sistemas de produccién de gas in vitro
como indicadores del status interno del rumen, reflejando
por ejemplo cambios en el nivel dellenado y potencial fer-
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Cuadro 3. Relacion entre produccion de gas y cantidad de FDN desaparecida (Bruni, 1997).

Pared celular con Coeficientes;
extractos de ensilgje A b R2 Syx n
Lé&ctico 65.82 451.44 0.94 7.89 47
Heterol &ctico 29.63 470.27 0.95 8.00 43
Acético 40.77 473.97 0.95 6.85 49
Butirico 22.97 470.17 0.95 7.43 56

Referencias:1 Modelo y=a+ bx; y = Produccién de gas (mL ), x= g de FDN desaparecida; a= intercepto; b= coeficiente deregresion; R 2 = Codficiente
de determinacion, Sy.x= error standard de estimacion; n = nimero de observaciones.

mentativo producto de diferentes estrategias de alimenta
cion (Chilibroste ez al., 1999), 1o que podrian ser empleados
para describir cambios en la capacidad digestiva in vivo 0
dilucidar limitaciones digestivas de un sustrato.

Existen numerosos trabajos en |os que se ha presentado
la comparacion de datos obtenidos ir vitro con los prove-
nientes de experimentos in situ, in vivo, y COMpPOSicién qui-
mica (Menke, 1979; Fernandez-Rivera, 1998; BlUmmel y
Orskov, 1993; Chilibrosteet al., 1998; Bruni, 1997; Pichard
et al., 1995; Pichard et al., 1997).

Se encontré una alta correlacion entre la produccién de
gasalas 24 hy ladigestibilidad de la MO determinada in
vivo. Sin embargo los alimentos de baja tasa de produccion
de gas presentan mayores valores de digestibilidad in vivo
guelosque sugieren los datos de produccion de gas (Menke
et al., 1979).

Chilibroste et al. (1997), encontré estrechas correlacio-
nesentre el tamarfio delos pool esidentificados mediantelos
datos de produccién de gasy lasfracciones nutricional men-
teimportantes determinadas mediante latécnicadelabolsa
de nylon (fraccion indegradable y soluble). Blimmel y
@rskov (1993) no encontraron buena correlacion entre la
tasade produccion degasy de pérdidade materia secaobte-
nida por latécnica de la bolsa de nylon, no obstante se en-
contro altacorrelacion entre el total de produccién de gasy
consumo de materia seca, materia seca digestible y tasa de
crecimiento de ovinos.

Cuando se comparan datos de produccién de gas con da-
tos in vivo también hay que hacer algunas puntualizaciones
en primer lugar es muy dificil extraer el materia soluble in
vivo paraver como se comportaen el animal, asi como tam-
bién simular lareduccion del tamafio de particulay el pasa
je in vitro seria un poco probleméatico. Més alla de estas
consideraciones|os datos de produccién de gas pueden con-
tribuir a entendimiento de la digestion ruminal, describir
los alimentos y predecir a partir de estos datos la perfor-
mance animal de forma més exacta.

Bruni (1995; 1997), trabajando con pared celular aislada
y Pell and Schofiel (1993) trabajando con alimentos com-
pletos, encuentraron un gjuste lineal entre la produccién de
gas(PG) y ladesaparicion FDN. Sin embargo losvaloresde
PG por gramo de FDN desaparecida no son coincidentes.
Los valores reportados por Bruni, fueron superiores a los

reportados en otros estudios (Schofield et al., 1994; Pell
and Schofield, 1993; y Theodorou et al. 1994). No obstante,
en experimentos donde se trabaja con sustratos purificados
(Schofield et al; 1994), los valores se aproximan y por otro
lado los valores coinciden con cél cul os tedricos reportados
por Schofield and Pell (1995).

En el Cuadro 3 se presenta la relacion encontrada entre
produccién de gasy FDN desaparecida en incubaciones de
pared celular aislada con extractos de diferentes ensilgjes.

Hay que considerar que cuando se comparan datos de
desaparicién de sustrato y de produccién de gas se estan
comparando dos cosas diferentes, en el caso de los datos
de desaparicién sblo se plantea la desaparicién de mate-
rial insoluble, mientras que la produccion de gasincluye
lacontribucién del material insolubley delafraccion so-
luble.

Blumel and Becker (1997), encuentran que la produc-
cion de gas de 200 mg de NDF esmayor que 200 mg detodo
el forrgjey sugieren que la eficiencia con laque e material
fermentable esincorporado alas células microbianasesuna
explicacién del mayor volumen de gas delaNDF.

Lacontribucion delasfracciones solublesdelosforrajes
de alta calidad ala produccién de gas, alaformacion de la
masa microbianay a animal puede llegar ser mayor que la
aportada por lafibra durante las primeras horas de fermen-
tacion. Losdatos de produccion de gas podrian dar unaesti-
macién del aporte de estos componentes usando la técnica
delasustraccion. Para obtener estos resultados se fermenta
todo €l forrgjey lasfracciones por separado, (Residuosdela
extraccion con etanol, o residuos de extraccion con deter-
gente neutro—FDN-) el registro delaproduccion degasy la
posterior normalizacion de las curvas, representan la fer-
mentacion de las cantidades equival entes de cada fraccion.
Sustrayendo punto a punto de la produccion de gas de todo
el forrgje, la produccién de gas generada por las fracciones
separadas, darialastasas de fermentacidn de pooles con di-
ferentes comportamientos nutricionales. (Schofield et al.,
1994; Schofield and Pell, 1995 & Bianco, 1997; Bruni,
1997; Doane, et al., 1997; Groot et al., 1996). En alguno de
éstos se hademostrado que los patrones de fermentacion de
los contenidos celulares aislados, presentan un perfil de
produccion de gas que se gjustaaun model o de degradacion
de dosfases, sin embargo normal mente se asume que se de-
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gradan rapida y completamente,. Una posible explicacion
esquelas proteinasy los carbohidratos solubles difieren en
su comportamiento de degradacion y en la produccion de
gas potencial.

La aproximacion de la sustraccion de curvas para esti-
mar la contribucion de las diferentes fracciones, se basaen
laasuncion de queladigestibilidad delafibrano seve afec-
tada por la presencia de compuestos inhibitorios que pue-
den estar presentes en el forrgje completo. S esta asuncion
no se cumple, la contribucion ala produccion de gas de la
fraccion fibrosa puede ser sobre estimada. Como conse-
cuencia esta aproximacion, no podria ser utilizada para ali-
mentos gque contienen compuestos inhibitorios tales como
taninos alcal oides y saponinas |os cual es estén presentes en
forrajesde origen tropical, (Van Soest, 1994). Por otro lado
mediante € estudio y comparacion de las digestibilidades
de la fibra con y sin extraccion provee de un mecanismo
sencillo —mediante el uso de la TPG in vitro — paraevaluar
el efecto detales compuestos sobreladigestion delafibra

Bruni (1997), evaluando cuatro tipos de ensilgjes re-
constituidos (pared celular estédndar con extractos obtenidos
deensilgjes) con caracteristicas defermentacion | éctica, he-
terol&ctica, acética y butirica, encontro que la fraccion li-
quida extraida de los diferentes tipos de ensilgje, afectaron
las caracteristicas de produccién de gas. La produccién to-
tal de gasy su tasa de produccién, en los diferentes pooles
fueron mayores en los casos en losque e extracto incubado
presentaba mayor contenido de nutrientes, debido a una
mejor fermentacion en el ensilgje. El tratamiento con ex-
tracto de ensilgje lactico se comportdé mejor que € resto,
mientras que lapared celular incubada con extracto de ensi-
Iaje butirico fue el de peor comportamiento. En laFigural
se presental os perfiles de producci6n de gas de los diferen-
tesensilagjes.

El sistema de produccion de gas permitio detectar dife-
rentes calidades de ensilajes que no hubieran sido detecta
das por, las determinaciones tradicional es de calidad de en-
silgjes, yaque en general la EN de los alimentos se estima
en funcion del contenido de FDA.

En otro experimento (Bruni, 1997), que tenia por objeti-
vo, evaluar €l efecto de diferentes estrategias de suplemen-
tacion con energiarapi damente fermentabl e, sobre los para
metros de la cinética de produccién de gas de ensilgjes de
afalfa, seregistré la produccion de gas de los ensilgjes de
afalfa, conlaadicién de glucosaen diferentes estrategiasy
también se registré la curva de produccién de gas de gluco-
sa sola. Utilizando la técnica de sustraccion de curvas se
pudo obtener |os efectos de | as diferentes estrategias de su-
plementacidn sobre la cinética de fermentacion delos ensi-
Igjes. En el Cuadro 4 se presentalos valores de los parame-
tros que surgen del gjuste de los datos al modelo logistico.

La suplementacion afecto significativamente la tasa es-
pecificade produccion degasdel pool rapido (Sa) y € tiem-
po Lag (L), mientras que la adicién de glucosa promovio
unamayor utilizacion del sustrato, debido aun aumento de
latasa especificade produccidn de gas (Contraste = Control

—&—L&ctico —®—Heteroléctico —A&—Acético —>—Buitirico

700 T
600 T
500 T
400 T
300 T
200 T

mL gas/g FDN D

100 T

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Figural. Produccion de gas acumulada de diferentes ensi-
lajes reconstituidos.

vstratamientos suplementados). L os resultados demuestran
gue la energia es limitante para la utilizacion del sustrato
bajo estudio. La mejora observada puede ser explicada por
las caracteristicas de los componentes no fibrosos del ensi-
laje: los carbohidratos rapidamente fermentabl es presentes
en el forrgje original han sido consumidos durante la fer-
mentacién en el proceso de ensilado, con lo que el ensilaje
seconvierte en un alimento deficitario en fuentesde energia
répidamente fermentable para los microorganismos rumi-
nales. Cuando se adiciond glucosa en forma tardia se obtu-
vieron mayores tasas especificas de produccién de gas del
pool que sefermentamésrapidamente (S, ), comparado con
los tratamientos de suplementacion temprana. Esta situa-
cion podria ser explicada por el agotamiento de | as escasas
fuentes de energia répidamente disponibles que contiene €l
ensilgje. Otra posible explicacién es que lafalta de energia
se haga evidente tardiamente debido a que € sistema pre-
sentaracondicionesde enzimalimitante. El hecho de queen
los sistemas in vitro se observen lag que son explicados por
esta misma razon sustentan la hip6tesis planteada anterior-
mente.

En este trabajo latécnica de produccidn de gas permitio
evaluar € efecto de diferentes estrategias de suplementa-
cion sobre la cinética de produccion de gas de ensilgjes de
afalfa

Conclusiones

El objetivo principal de la evaluacion de alimentos es
predecir el aporte de nutrientes para el animal.

Lamayor desventgjadelastécnicas in vitro con respecto
alas in vivo es la pérdida de la complejidad del animal en
términos de las interacciones entre las subpoblaciones mi-
crobianas, causadas por lacompartimentalizacién y estrati-
ficacién. El rol delosmétodos in vitro paralaprediccion del
aporte de nutrientes contribuye al entendimiento delos me-
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Cuadro 4. Media de minimos cuadrados de parametros de cinética de produccién de gas de ensilajes de alfalfa.

Parémetros;
Va S Ve Sg L
mL/gFDND (™ mL/gFDND (h™h (h)
Tiempos de infusién de
glucosa (h)
Control & glucosa 241.19 0.104 318.11 0.031 5.03
0 259.17 0.104 308.26 0.030 4.80
3 245.56 0.110 321.38 0.032 4.90
6 253.94 0.113 330.44 0.031 5.26
0,36 249.97 0.109 316.77 0.031 458
0,1,2,3,4,5,6 248.58 0.112 318.11 0.031 4.65
45,6 220.61 0.119 339.03 0.033 491
P>F 0.29 0.05 0.29 0.23 0.10
Contrastes »
Cl - * - - Ns
c2 - *x - - Ns
C3 - Ns - - *x
CME 3 699.04 7.43*10-5 453.18 3.48*10-6 0.15

1 Parametros obtenidos a partir del modelo logistico con dos pools: V =volumen degas. S=tasa constante, llamada tasa especifica de produccion de
gas. L= constante deintegracion equivalentea termino Lag. Ay B, son utilizados para denotar diferentes pools.
2 Contrastes: C1= Control vstratamientos suplementados. C2= Suplementacion tardia6y 4,5, 6 vs suplementacion temprana0, 3.  C3= Suplementa:

cién continuaT 6 vs suplementacion atiempo fijo, 0, 3, 6T2 T3 T4
3 CME= cuadrado medio del error
P<0.1;**P<0.05; ns=no significativo.

canismos de | os procesos digestivos més que dar una estre-
cha prediccion del aporte de nutrientes.

L os datos obtenidos hasta el momento por diferentesin-
vestigadores, muestran que las medidas de produccion de
gas pueden ser usados para la evaluacion de la calidad de
losforrajes, especia mente deloscomponentes solubles, sin
embargo se debe indicar que se necesita mayor investiga-
cion en las siguientes areas 1) contribucion de laproteinaa
laproduccion de gas, 2) efecto de lainteraccidn de diferen-
tes componentes de los alimentos sobre |a cinética de pro-
duccidn degas 3) viaspor las cual eslos model os de produc-
cion de gas pueden ser usados para predecir la disponibili-
dad de nutrientes paralos animales.
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