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RESUMEN

Parametros de cinética de degradacion de la materia seca (MS) y fibra
detergente neutro (FDN) y degradabilidades efectivas de MS (DEys) y de
FDN (DEgpn) fueron determinados por método in situ (bolsa de nylon) (IS) y
comparados con in vitro (IV) tecnologia Ankom (IVA e IVAm). Se evaluaron:
pasturas frescas (avena, raigras, lotus y trébol blanco), forrajes secos (paja
de cebada, heno de alfalfa), subproductos agroindustriales secos (farello de
cerveceria, pulpa de citrus) y granos (trigo, sorgo). Las muestras, secas y
molidas a 2 mm fueron colocadas en bolsas (15 mg/cm? de superficie de
bolsa) de poliéster (5 x 9 cm; porosidad 45 um, ANKOM 1020) 6 (5 x 3 cm;
45 um) e incubadas IS, IVA o IVAm durante 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 y 96 h. En
IS, las bolsas (por duplicado) fueron incubadas (dos momentos) en el rumen
de 3 ovinos; en las IV, las bolsas (por sextuplicado) fueron incubadas en
frascos del incubador (22-30 muestras/frasco) con solucién buffer/fluido
ruminal (80:20), mantenida hasta 96 h (IVA) o renovada a las 48 h (IVAm).
Para MS y FDN, IVA e IVAm estimaron menores (P<0.05) tasas de
degradacion y mayores (P<0.05) tiempos lag que IS. Estas diferencias se
ocasionan, principalmente, en fases tempranas de fermentacion. Las DEys
de IS fueron 23.5 % superiores (P<0.05) a las IV (exceptuando paja de
cebada), no difiriendo (P<0.05) IVA e IVAm. Las DEys de IS y de las IV,
estuvieron altamente correlacionadas y el rankeo de los alimentos fue
similar. Mas investigacion es requerida en factores que inciden en las
condiciones in vitro.

Palabras claves: parametros de cinética ruminal, in situ, in vitro, alimentos
rumiantes
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ABSTRACT

Kinetic rumen degradation parameters of dry matter (DM) and neutral
detergent fiber (NDF), and ruminal DM and NDF effective degradability, (dpm
and dnpe) measured by an in situ method (nylon bag technique) (IS) were
compared with an in vitro (IV) method using Ankom technology. Milled dry
samples of fresh pastures (oat, ryegrass, birdfoot trefoil, white clover),
forages (alfalfa hay, barley straw), by-products (citrus pulp, brewers grains)
and grains (wheat, sorghum), were incubated IS (by duplicate) in the rumen
of 3 rams during 2 periods (incubation times: 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 y 96 h;
sample weight: 15/cm? of free bag area; bag size: 5 x 9 cm; porosity 45um-
Ankom R510) or inserted (six replicates) in digestion jars (incubation times,
sample weight and bag porosity were equal than IS, bag size 5 x 3 cm) with a
buffer/fluid ruminal solution (80:20) until 96 h (IVA) or with renovated
buffer/ruminal solution at 48 h (IVAm). Lower (P<0.05) degradation rates and
higher lag time of DM and NDF were observed in IVA and IVAm than IS.
These differences were mainly produced during early incubation times. The
dpwm for IS were 23.5 % upper (P<0.05) than IV (with barley straw exception).
Estimates of dpw by IS and by IV were highly correlated; there was a similar
feed ranking by the IS and IV techniques. The effects during in vitro early
fermentation need to be more investigated.

Key words: kinetic parameters, in situ, in vitro, ruminant feedstuffs
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INTRODUCCION

La evaluaciéon de alimentos implica el uso de diferentes métodos para
describir o caracterizar alimentos con respecto a sus habilidades para
mantener distintos tipos y niveles de produccion de los animales. Esos
métodos deben ser efectivos y sencillos y deben generar informacion
relevante para formular dietas de 6ptima calidad (Van der Honing y Steg,
1990; France et al., 2000).

Para estimar la cantidad y composicion de los nutrientes digeridos asi como
las eficiencias de utilizacion de los nutrientes por el animal, es importante
conocer los aspectos cuantitativos de las cinéticas de digestion de los
alimentos (Mertens, 1993).

Actualmente, los modelos que predicen el valor nutritivo de los alimentos
consideran aspectos dinamicos de la degradacién de los nutrientes a nivel
ruminal (Jarrige, 1989; Sniffen et al., 1992; AFRC, 1993; Nocek y Tamminga,
1991) y caracterizan los nutrientes no degradados a nivel intestinal (Jarrige,
1989; Sniffen et al., 1992). De esta manera se expresan los requerimientos
de los animales y se caracterizan los alimentos considerando la particion de
los nutrientes en el tracto gastrointestinal, diferenciando aquellos disponibles
para la fermentacién microbiana ruminal de aquellos disponibles para la
digestion a nivel del intestino delgado (France et al., 2000).

La degradabilidad ruminal de los nutrientes que componen un alimento, asi
como las tasas de degradacion, caracterizan propiedades intrinsecas de
cada alimento. La cantidad de un alimento que se degrada en el rumen es el
resultado de las tasas de degradacion y de pasaje que actuan y compiten
simultdneamente, determinando la proporcion de los nutrientes consumidos
que seran absorbidos y utilizados por el animal (Mertens, 1993; Van Soest,
1994). La tasa de degradacion esta muy relacionada también a factores
inherentes al animal, como, la tasa de reduccion de particulas a través de la
rumia, la actividad microbiana y las condiciones ruminales (Lopez, et al.,
2000).

Los carbohidratos son la fraccion mas importante en los alimentos de origen
vegetal; en los forrajes representan entre el 50 — 80 % de la materia seca,
constituyendo la principal fuente de energia para los rumiantes (Van Soest,
1994). El potencial de consumo de materia seca y la disponibilidad de
energia de los forrajes depende de la concentracion y digestibilidad de la
pared celular (Jung y Allen, 1995). La digestibilidad de la pared celular esta
limitada a la degradacion microbiana que ocurre en el rumen; su potencial de
degradacion dependera de la concentracion, la composicion y la estructura
de la misma. El estudio de la cinética de la pared celular en el rumen puede
contribuir a predecir la digestibilidad y el valor nutritivo de diferentes
combinaciones de forrajes y niveles de alimentacion. También, puede ser
utilizada para la prediccion de la composicion de los acidos grasos volatiles
producidos en el rumen, (lo cual es importante para conocer la particién de
nutrientes) y para estimar la capacidad de consumo por su relacion con los

1
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factores fisicos que lo regulan (Mertens, 1993; Stensig et al., 1994;
Hvelplund, 1995).

En alimentos concentrados energéticos como los granos de cereales, la
principal fuente de energia la constituyen los carbohidratos de reserva, y el
aporte de energia dependera, fundamentalmente, del sitio de digestion. El
contenido de almidén y las diferencias en degradabilidad del mismo pueden
explicar la variabilidad en productos de la fermentacién y en disponibilidad
de energia. Las variaciones en los contenidos y composicién de pared
celular de los granos afectan la energia disponible a nivel ruminal; mientras
que en algunos granos, como la avena, la fermentacion de sus cubiertas
externas contribuyen a la energia digestible, en otros, como trigo y cebada,
la degradabilidad de las paredes celulares permitira la accesibilidad para la
fermentacion del almidén (Van Barneveld, 1999)

ANTECEDENTES

La cinética de la degradacion de los alimentos en el rumen puede abordarse
a través de estudios in vivo o0 mediante técnicas in situ o in vitro. Las
determinaciones in vivo son las mas ajustadas a la realidad y constituyen el
patréon de referencia de otros métodos. Aun asi, los resultados in vivo estan
restringidos a las condiciones experimentales bajo las cuales se han
realizado, son muy dificiles de estandarizar e insumen mucha cantidad de
tiempo y labor; por lo que, en general, no son empleados como técnicas de
rutina en los laboratorios de evaluacion de alimentos. Por tal motivo se han
desarrollado otras técnicas como la técnica de la bolsa de nylon in situ y
técnicas in vitro que permiten estimar la cinética de la degradacion de los
alimentos en el rumen. Cada metodologia tiene ventajas y desventajas
particulares, pero los resultados dependeran del objetivo de la evaluacion y
de las caracteristicas del alimento evaluado (Hungtington y Givens, 1995)

La técnica in situ de la bolsa de nylon fue desarrollada primeramente para
describir la dinamica de la degradaciéon de la proteina (Orskov, 2000;
Broderick y Cochran, 2000; Noziere y Michalet-Doreau, 2000). Existe
abundante informacion generada por esta técnica, fundamentalmente en lo
referido a fracciones proteicas; se encuentra incorporada en muchos de los
sistemas actuales de evaluacion de alimentos (NRC, 2003; Tamminga et al.,
1994) y ha sido usada asiduamente como método de referencia para la
validacién de otros métodos de laboratorio (Hvelplund y Weisbjerg, 2000).
Ademas de describir la cinética del nitrégeno en el rumen, el método también
ha sido usado para describir la degradabilidad ruminal de otros componentes
de los alimentos como la materia organica, la fibra detergente neutro (Silva y
Orskov, 1988, Bruno-Soares, 2000), los almidones (Nocek, 1988; Herrera-
Saldana, 1990; Pereira y Armentano, 2000; Noziere y Michalet-Doreau,
2000; Orskov, 2000) y también para describir la desaparicion ruminal de los
minerales en forrajes (Emanuele et al., 1991)

A pesar de estar ampliamente difundida, ha sido objeto de numerosas
criticas debido a dificultades en su estandarizacién y su baja reproducibilidad
y repetibilidad (Madsen y Hvelplund, 1994; Noziere y Michalet Doreau, 2000)

2
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Revisiones exhaustivas sobre esta técnica indican que los resultados
obtenidos pueden variar con el método de preparacién de la muestra, los
procedimientos de lavado y secado, el grado y naturaleza de las particulas
perdidas, la secuencia y el sitio de incubacion, la especie, numero y dieta del
animal huésped, el tamafo, costura y porosidad de la bolsa y la remocion de
la contaminacion microbiana (Huntington y Givens 1995; Noziere y Michalet-
Doreau, 2000; Orskov, 2000). A su vez, por los costos de los
procedimientos quirurgicos y del mantenimiento de los animales se tornan
metodologias caras y laboriosas que son dificiles de implementar como
técnicas de rutina (Beever y Mould, 2000)

Los sistemas in vitro, para estimar caracteristicas de los alimentos a nivel
ruminal aparecen como metodologias alternativas a los métodos in situ.
Estos sistemas proveen considerables ahorros en numero de animales,
cantidad de alimento, labores requeridas y tiempo utilizado en conducir los
estudios. Igualmente importante, desde el punto de vista de la ética y el
bienestar animal, estas técnicas no utilizan o reducen sustancialmente el
numero de animales fistulados. A su vez, mediante el uso de los
procedimientos in vitro se puede mejorar y aumentar la precision
(repetibilidad) de los valores dentro de un mismo laboratorio y la
reproducibilidad de los datos entre laboratorios.

En estos antecedentes, seran consideradas las metodologias in vitro que
estudian la fermentacion ruminal de la materia seca y la pared celular a
través de la medicion del sustrato desaparecido (o técnicas gravimétricas) y
sus relaciones con otras metodologias de referencia.

Metodologias in vitro para estimar cinéticas ruminales que miden
desaparicion de sustrato

Dentro de este grupo de metodologias, basicamente, existen dos
aproximaciones para simular la fermentacion a nivel ruminal: incubaciones
del sustrato con un inéculo de licor ruminal o heces (en solucion buffer) o
incubaciones con preparaciones de enzimas puras 0 combinaciones de
enzimas y/o con microorganismos. Las técnicas enzimaticas para evaluar la
degradacion escapan a los antecedentes especificos del tema.

El procedimiento general en la mayoria de las metodologias gravimétricas in
vitro es la medida de la desaparicion del sustrato en un punto final (end-point
measurement), no aportando informacion sobre cinéticas de digestion
ruminal. Varias técnicas fueron desarrolladas para evaluar los alimentos en
este sentido: la técnica de dos fases de Tilley y Terry (1963) para determinar
la digestibilidad de la materia organica, en la cual la fermentacion con fluido
ruminal es seguida de una digestion con pepsina en medio acido; la técnica
de Goering y Van Soest (1970) para estimar digestibilidad verdadera en la
cual se sustituye la digestion con pepsina por una digestion con soluciéon
detergente neutra y la técnica de simulacion ruminal o “Rusitec”
(Czerkawsky, 1986) que incluye la utilizacion de un rumen artificial, entre
otras.

3
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Con el objetivo de simplificar y mejorar la eficiencia en términos de trabajo y
tiempo de la estimacion de la digestibilidad in vitro Tilley y Terry (1963) y Van
Soest (1970), la compafia Ankom (Ankom Technology Corporation, Fairport,
N.Y) desarroll6 una tecnologia de fermentacién in vitro Ankom. Esta
tecnologia consiste en una camara de incubacion (Daisy "%?°) que mantiene
una temperatura de 39 °C. En esta camara se colocan los contenedores de
vidrio, los cuales poseen una valvula para escape de gases, que rotan lenta
y continuamente. En cada contenedor se pone una mezcla de liquido ruminal
y solucién buffer en el cual se incuban las muestras de alimentos contenidas
en bolsitas de material sintético (bolsas filtrantes Ankom F57). Vogel et al.,
(1999); Wilman and Adesogan, (2000) demostraron que esta técnica
proporciona buenas predicciones en forrajes de la digestibilidad de la MS y
FDN (48 h) de Tilley y Terry (1963).

Las técnicas anteriormente mencionadas también tienen la potencialidad de
ser usadas para estimar las tasas de degradacién (o cinéticas) de los
alimentos y nutrientes especificos si se registran las mediciones del residuo
indegradado, a través del tiempo (Adesogan, 2002).

Las estimaciones de la cinética de la digestién en condiciones in vitro,
utilizando in6culo ruminal, se realizan colocando las muestras en tubos,
matraces o en bolsitas dentro de incubadores con soluciones buffer
mezclados con indculos de fluidos ruminales y registrando la desaparicion
de sustrato en sucesivos intervalos de tiempo durante la fermentacion del
mismo.

Mould y Nordheim (1998) evaluaron el sistema de fermentacién in vitro
Ankom, realizando mediciones repetidas en el tiempo (6, 12, 18, 24, 36, 48,
72 y 96 h) para estimar degradaciones de la MS y de la FDN de paja de
cebada, ensilado de graminea, heno y gramineas deshidratadas usando el
sistema de fermentacion in vitro tecnologia Ankom. Los autores concluyen
que los patrones de degradacion de la MS y de la FDN generados resultaron
acordes a las caracteristicas de los alimentos evaluados y que, al registrarse
diferencias en la cantidad de residuo indegradado en las bolsitas hasta las
96 horas, se mantiene la actividad enzimatica microbiana en los tiempos
largos de incubacién.

Mandebvu et al., (2001) estudiaron el efecto del cambio de la mezcla licor
ruminal y solucién buffer a las 48 h en las desapariciones in vitro de la MS y
de la FDN, en ensilados de maiz y de alfalfa, heno de graminea y paja de
trigo, utilizando la tecnologia Ankom. Dichos autores encontraron que el
referido cambio incrementé los valores de desaparicién in vitro de la MS y de
la FDN a las 72 horas pero no detectaron modificaciones en la tasas de
desaparicion de la MS y de la FDN.

La cantidad de sustrato desaparecido (0 degradado) asi como la tasa a la
que desaparece, se ven afectadas por diferencias en las caracteristicas del
medio de incubacion (tipo y relacion de buffer e in6culos utilizados,
concentracién microbiana, grado de saturacion de CO,, etc) especialmente
durante las fases tempranas de la fermentacion (Grant y Mertens, 1991).
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Diferentes procedimientos de fermentacion in vitro fueron evaluadas por
Grant y Mertens (1991). Los autores compararon varios procedimientos
diferentes de fermentaciones in vitro, evaluando paredes celulares de henos
de alfalfa y bromus. Los efectos que se estudiaron, en forma combinada,
fueron: tipo de recipiente donde se realiza la incubacién (matraces de vidrio
o tubos de polipropileno); tipo de solucién buffer utilizada (con o sin
agregado de triptona y microminerales; con o sin adicién de solucion
reductora; solucion buffer de McDougalls o solucion buffer de Goering y Van
Soest); cantidades de fluido ruminal y solucién buffer (10:40, 32:8 ml,
respectivamente); duracion del procedimiento de gaseado con CO;
(permanente o solo en el momento de la inoculacién). Los diferentes
procedimientos modificaron la tasa y la cantidad de FDN degradada, siendo
el método de gaseado continuo de CO, y buffer con agregado de agentes
reductores y aditivos, el que produjo mayores tasas de degradaciéon y
menores tiempos lag. Una exhaustiva revision sobre el medio de incubacion
enfocada a la técnica de produccion de gas ha sido publicada por Mould et al
(2005a, 2005b), que concluye en la propuesta de un medio de fermentacion
simplificado. La simplicidad del medio de fermentacion puede reducir costos
y problemas asociados al suministro de componentes.

La informacion relativa a comparaciones entre las metodologias
gravimétricas, in vitro e in situ, es escasa y los resultados no son
concordantes entre si.

La comparacién de la desaparicion de la materia organica de un amplio
rango de alimentos para rumiantes (fibrosos de alta digestibilidad, fibrosos
de baja digestibilidad, concentrados proteicos y concentrados almidonosos)
usando la técnica in situ de la bolsa de nylon y la técnica in vitro Tilley y
Terry (1963), realizada por Dewhurst et al., (1995), mostr6 una
sobrestimacion de las fermentaciones a favor de la técnica in situ. Esta
estuvo asociada a la composicion en carbohidratos de los distintos alimentos
(a mayor contenido de almidén mayor sobrestimacion), especialmente en los
tiempos cortos o tempranos de la fermentacion.

Wilman et al., (1996) estimaron las tasas y las cantidades de pared celular
degradadas en ensilajes de gramineas por cuatro metodologias diferentes,
con el objetivo de seleccionar un método biolégicamente valido con el cual
se pudiera proporcionar informacion de cinéticas de pared celular con
rapidez y bajo costo. Tres de las metodologias probadas consistieron en
incubaciones in situ durante diferentes tiempos (3, 8, 16, 24, 45y 72 h) con
diferentes procedimientos realizados en las muestras de los ensilajes; la
cuarta metodologia consistid en una incubacioén in vitro tradicional Tilley y
Terry (1963) durante los mismos tiempos de incubacion que en in situ. Estos
autores recomiendan la técnica in vitro de Tilley y Terry frente a las in situ
por presentar menores errores estandares, mejor ajuste a la curva de
degradacion y mayor capacidad de generar informacién a menor costo y
tiempo.

Scholljederes et al., (2002) compararon el método in situ y el sistema de
fermentacion in vitro tecnologia Ankom en la determinacién de la cinéticas
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de degradacién de la MO, FDN y N de un heno de bromus. Los datos
obtenidos fueron variables, dependiendo del nutriente considerado y del
tiempo de incubacion en que se realizé la comparacién. Las estimaciones de
la digestibilidad de la MO in situ fueron mayores que las obtenidas in vitro a
las 15, 24, 36 y 96 horas. A las 3, 36, 48 y 96 horas de incubacion los
valores de la degradacién de la FDN fueron mayores con la metodologia in
situ que con la in vitro, mientras que no se encontraron diferencias en la
estimacion de las fracciones nitrogenadas.

La degradabilidad efectiva de la FDN a 48 horas estimada por la técnica in
situ y la digestibilidad a las 48 horas por el sistema de fermentacién in vitro
tecnologia Ankom de henos de forrajes de zonas montafiosas fueron
determinados por Spanghero et al., (2003). Los valores de degradabilidad
efectiva de la FDN obtenidos mediante la técnica in situ (método de
referencia) estuvieron altamente correlacionados con los valores de
digestibilidad obtenidos por el sistema in vitro tecnologia Ankom; siendo
estos ultimos mayores a 53.5%, obtenidos por la técnica de referencia.
Ademas, la variabilidad de las mediciones in vitro fueron menores a las
obtenidas por el procedimiento de referencia.

Los resultados de Graham y Aman (1984) de la comparacion del método in
situ y de un método in vitro (utilizando 10% de fluido ruminal) en la digestion
de la materia seca y los carbohidratos estructurales de una paja de cebada
mostraron patrones similares en la degradacion de los constituyentes de la
paja cuando fueron evaluados por los dos métodos. Sin embargo, la tasa y la
cantidad de la MS degradada fue menor con la estimaciéon del método in
vitro que con el método in situ.

Varel y Kreikemeier (1994) compararon el método in situ y el método in vitro
tradicional (20% de fluido ruminal) en la determinacién de la cinética de
digestion de la FDN de forraje de alfalfa y bromus. Los resultados indicaron
menores tiempos lag, y mayor tasa de degradacion y cantidad de FDN
degradada cuando las estimaciones se realizaron con la técnica in situ.

Pollard et al., (2006) compararon métodos in vitro (tecnologia Ankom,
método de Tilley y Terry y produccién de gas) con métodos in situ (usando
bolsa de nylon o las bolsas filtrantes F57 Ankom) en la desaparicion de la
materia seca de distintas fuentes fibrosas para rumiantes. Los resultados del
estudio indicaron que los métodos de produccién de gas y el método in situ
usando las bolsas Ankom subestimaron la MS desaparecida respecto al
método in vitro Tilley y Terry y al in situ de la bolsa de nylon.

Los antecedentes estudiados muestran que el uso de el sistema in vitro con
tecnologia Ankom con mediciones repetidas en el tiempo puede constituir
una alternativa a los estudios de degradabilidad in situ con algunas ventajas
importantes. Se presenta como una técnica mas sencilla en lo que respecta
a la facilidad en el manipuleo de las muestras y al analisis quimico de los
residuos; asi mismo, hay menor variabilidad en las mediciones en este
sistema in vitro que en el in situ (Spanghero et al., 1993) y alta repetibilidad
entre los valores registrados para cada tiempo de incubacién (Mould y
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Nordheim (1988). Sin embargo, es necesario considerar algunas limitaciones
de esta técnica. Al igual que la técnica in situ, el material con el que esta
confeccionada la bolsa y el tamafio del poro de la misma son factores muy
importantes que pueden afectar el peso del residuo indegradado. A su vez,
se pueden generar efectos de digestibilidad asociativa durante las
incubaciones en este sistema, como resultado de la presencia de fracciones
solubles liberadas de las muestras al estar incubadas en el mismo recipiente
(Wilman y Adesogan 2000). Asi mismo, las caracteristicas del inéculo
ruminal deben ser tenidas en cuenta, ya que pequefas variaciones debidas
al efecto animal y al procedimiento de muestreo pueden agregarse a las
variaciones ocasionadas por el uso de diferentes tipos de buffer, diferentes
proporciones relativas de inéculo y medio buffer, diferentes grados de
saturacion de CO; y formas de gaseado, etc (Mould et al., 2005)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los modelos que predicen el valor nutritivo de los alimentos consideran
aspectos dinamicos de la degradacion de los nutrientes a nivel ruminal
(Jarrige, 1989; Nocek y Tamminga, 1991; Sniffen et al., 1992; AFRC, 1993,)
y caracterizan los nutrientes no degradados a nivel intestinal (Jarrige, 1989;
Sniffen et al., 1992).

Los parametros de la cinética de fermentacion describen la digestion vy
caracterizan propiedades intrinsecas del alimento (Mertens, 1993) pero
ademas, a nivel ruminal, dependen de un activo crecimiento y desarrollo de
la poblacidon microbiana. La degradacion de un alimento resulta de dos
fuerzas competitivas que actuan simultdneamente, la tasa de pasaje y la
tasa de degradacién (Mertens, 1993; Van Soest, 1994).

La degradabilidad de los carbohidratos a nivel ruminal es un parametro
esencial en la prediccion del valor energético de un alimento. El sistema de
Cornell (Sniffen et al., 1992) divide los carbohidratos en 4 fracciones de
acuerdo a sus tasas degradacion (A, B1, B2 y C) y utiliza los valores de esas
fracciones y las tasas de degradacion de las mismas para predecir la
disponibilidad de nutrientes a nivel ruminal.

En alimentos para rumiantes, los parametros que definen la cinética de la
pared celular asi como la cantidad de pared celular que es degradada, son
importantes para predecir la disponibilidad de energia a nivel ruminal y
también para predecir la capacidad de consumo (Weisberg et al.,, 1990;
Hvelplund, 1994; Stensig et al., 1994).

La informacion de parametros que definen la degradabilidad ruminal de
alimentos para rumiantes a nivel nacional es muy escasa y ha sido originada
empleando la técnica in situ (Marichal, com. pers)

El alto costo y el tiempo que insume la evaluacién de alimentos mediante
esta técnica, son factores que estan limitando la generacién de informacion
nacional.
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Dada la importancia de la caracterizacién de alimentos para rumiantes,
particularmente en las cinéticas de degradacion y las alternativas
metodoldgicas que existen para estudiarlas, se plantea la evaluacién de una
técnica in vitro gravimétrica sencilla que puede constituir una alternativa
promisoria a la metodologia in situ.

HIPOTESIS

Es posible estimar las cinéticas de degradacion de alimentos para rumiantes
a través de la utilizacién de una técnica in vitro gravimétrica utilizando el
incubador Daisy "?%° (sistema in vitro tecnologia Ankom)

OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar una técnica gravimétrica utilizando el sistema in vitro tecnologia
Ankom como alternativa a la técnica in situ en la caracterizacion de
alimentos para rumiantes.

Objetivos especificos

1. Estimar y comparar las cinéticas de degradacion de la materia seca y de
la fibra detergente neutro de varios alimentos mediante las técnicas
gravimétricas de fermentacion in situ e in vitro tecnologia Ankom.

2. Evaluar una alternativa o modificacion de la técnica in vitro tecnologia

Ankom renovando la mezcla de licor ruminal y solucién buffer a las 48 horas
de incubacion.
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MATERIALES Y METODOS

1. Alimentos evaluados

El estudio comprendié alimentos de uso comun en dietas de rumiantes,
seleccionados de manera de abarcar un amplio rango en contenido y
composicion de la pared celular. Los mismos se agruparon en: a) pasturas
frescas: avena (Avena sativa), raigras espontaneo (Lolium multiflorum), lotus
(Lotus corniculatus) y trébol blanco (Trifolium repens); b) forrajes secos: paja
de cebada (Hordeum vulgare) y heno de alfalfa (Medicago sativa); c)
subproductos agroindustriales: de la industria cervecera (farello seco) y de la
elaboraciéon de jugos citricos (pulpa de citrus desecada) y d) granos de
cereales: trigo (var. INTA Tijereta) y sorgo (hibrido Relampago 55R con alto
contenido en taninos).

Las muestras de lotus, heno de alfalfa y paja de cebada fueron
proporcionadas secas y molidas por el Laboratorio de Nutricién Animal de la
Facultad de Agronomia y provenian de ensayos de evaluacion nutricional.
Las muestras de lotus correspondian a un corte realizado en setiembre de
1996 en estado vegetativo; las de raigras y trébol blanco fueron cosechadas
en primavera del 2003, fugado de cultivos, en estado vegetativo temprano,
en la Estacion Experimental Sayago de la Facultad de Agronomia. Las
muestras de forraje de avena provinieron de un ensayo de asignacion de
forraje y fueron cosechadas en estado vegetativo a los 45 dias del primer
pastoreo en la Estaciéon Experimental M. Cassinoni de la Facultad de
Agronomia.

Las muestras de farello fresco y pulpa de citrus seca fueron suministradas
por la Fabrica Nacional de Cervezas y Azucitrus, respectivamente. El farello
hamedo fue sometido a un secado (60 °C) hasta peso constante previo a ser
incluido en el ensayo.

Los granos de sorgo y trigo fueron aportados, respectivamente, por las
Catedras de Produccion Lechera y de Cereales de la Facultad de
Agronomia.

Todas las muestras fueron secadas a 60 °C y molidas a 2 mm usando un
molino Wiley para forrajes.

2. Metodologias evaluadas

Se evaluaron 3 métodos para estimar los parametros de la degradacion
ruminal de la MS y de la FDN.

Las técnicas evaluadas fueron las siguientes:

e Técnica de la bolsa de nylon in situ (IS) - tratamiento testigo

e Técnica in vitro gravimétrica utilizando tecnologia Ankom (IVA)

e Técnica in vitro gravimétrica utilizando tecnologia Ankom modificada
(IVAm)
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Los alimentos evaluados con las tres metodologias fueron: pasturas de
leguminosas y gramineas, heno de alfalfa, paja de cebada y los
subproductos agroindustriales. El grano de trigo por presentar muy alta
degradacion se incubo solamente hasta las 48 h, por lo que no fue evaluado
con la metodologia IVAm. El grano de sorgo se incubd hasta las 96 h en las
condiciones in situ e in vitro, pero debido a la pérdida de los datos en el
tratamiento IVA, se compararon solamente los métodos IS e IVAm.

3. Metodologia in situ

Las estimaciones de degradabilidad in situ fueron realizadas utilizando la
técnica de la bolsa de nylon descrita por Orskov et al., (1980). Las muestras
fueron colocadas en bolsas Ankom 1020 (Ankom Technology Corporation,
Fairport, N.Y); las mismas eran de poliéster, de 5 * 9 cm., de poli filamento y
con un tamafo de poro promedio de 50+/-15 ym. La relaciéon tamafo de
muestra a superficie de bolsa fue de aproximadamente 15mg/cm?.

Para las incubaciones se utilizaron tres ovinos machos castrados capones
(peso promedio 42 kg), provistos de canulas ruminales, que se alojaron en
bretes individuales. Los animales recibieron heno mezcla de alfalfa y
gramineas (17% de PC y 51 % FDN), a razén de 3% del peso vivo en MS,
dos veces al dia, teniendo libre acceso a sales minerales’ y agua; se
trataron de acuerdo a las Normas del Comité de Etica de la Universidad de
la Republica.

Las muestras fueron introducidas en el rumen de cada uno de los 3 capones,
inmediatamente después de la comida de la mafiana, e incubadas durante 2,
4, 8,12, 24, 48, 72 y 96 h en dos momentos diferentes (replicadas en el
tiempo).

Se incubd una bolsa sin muestra (blanco) en cada capén a las 48 y 96 h, con
el objetivo de ajustar el material entrante en las bolsas, debido a que el valor
del blanco fue insignificante (0.01 g) los blancos se despreciaron. La
consistencia del ambiente ruminal entre las distintas series de incubaciones
fue evaluada incluyendo un heno de alfalfa como estandar de referencia en
los todos los tiempos. Los valores estuvieron dentro del rango establecido
del estandar.

Previo a la incubacion, las bolsas fueron sumergidas en agua (39 - 40 °C, 30
minutos). Posteriormente a su remocion del rumen, fueron sumergidas en
agua fria, para minimizar la actividad microbiana, y puestas a congelar. Una
vez finalizado el estudio in situ, las bolsas fueron lavadas con agua fria en
maquina de lavarropa doméstica automatica (30l, 30 bolsas/lavado, 2 ciclos
de 3 minutos) y secadas en estufa de aire forzado (60 °C, 48 h). Los valores
de desaparicion al tiempo cero (o) fueron estimados por sextuplicado en
bolsas sumergidas en agua a 39 — 40 °C durante 30 minutos y manipuladas
de manera similar a las incubadas, pero no introducidas en el rumen.
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Con los residuos de la incubacion de cada alimento y de cada tiempo de
incubacion se formaron muestras compuestas de las 2 repeticiones en el
tiempo por cada capdn para los posteriores analisis quimicos.

4. Metodologias in vitro
4.1. Metodologia in vitro tecnologia Ankom (IVA)

Las estimaciones de degradabilidad in vitro de los alimentos fueron
realizadas usando el sistema in vitro tecnologia ANKOM descrito por Mould y
Norsheim (1998) utilizandose una bolsa confeccionada de 5 x 3 cm con tela
blanca de poliéster de mono filamento con tamafio de poro de 45um.
Aproximadamente 0.5 g de muestra de los distintos alimentos fueron
pesados y colocados en las bolsas de poliéster. Las bolsas fueron selladas y
expuestas a una digestion in vitro por 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 y 96 h usando
el incubador Ankom DAISY "??° (Ankom Technology Corporation, Fairport,
NY) conteniendo 4 frascos o contenedores de digestion de 3.5 | de
capacidad que rotaban constantemente en una camara a 39 °C.

La relacion de tamafo de muestra a superficie de bolsa fue la misma que se
utilizé en el in situ (15 mg MS/cm? de bolsa) y se colocaron entre 22-30
bolsas por cada frasco de digestion.

El procedimiento in vitro fue realizado posteriormente al in situ, empleandose
como donantes los mismos animales y manteniendo las mismas condiciones
experimentales del procedimiento in situ.

Los termos en los que se recogid el liquido ruminal estaban con agua a 39
°C previo a la recoleccion y luego de la extraccion fueron llevados al
laboratorio para el proceso de filtrado. El filtrado se realizé en un bafo Maria
a 39 °C y bajo condiciones de CO,, primero filtrando por 2 capas de gasas,
luego por 8 capas y escurriendo bien los sélidos después de cada filtrado.
Cada uno de los 4 contenedores del Daisy ' se encontraba termostatizado a
39 °C y las muestras fueron incubadas en 1600 ml de una solucién buffer de
pH entre 6.9 y 7.1 a 39°C. El buffer utilizado consistié en una mezcla de dos
soluciones, Ay B en proporcién 5:1, de acuerdo a la técnica de digestibilidad
in vitro segun el procedimiento recomendado por Ankom  (Ankom
Technology Corporation, Fairport, NY)

La Solucién A (1330 ml) estuvo compuesta por:

KH2PO4 - 10g/I;
MgSO47H20 - 0,5 g/l;

NaCl - 0,5 g/l;
CaCl2.2H20 - 0,1 g/I;
Urea - 0,5 g/l;
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La Solucién B (266 ml) tuvo la siguiente composicion:

Na2CO3 -15,0 g/l
Na2S.9H20 - 1,0 g/l

A cada frasco se le agregé 400 ml de in6culo ruminal bajo condiciones
constantes de CO,, de modo que el inéculo ruminal represento el 20 % de la
mezcla buffer y fluido ruminal. Las bolsas con las muestras, en sextuplicado,
y una bolsa sin muestra (blanco), fueron introducidas al mismo tiempo en los
frascos de digestion conteniendo la mezcla de fluido ruminal y el buffer y
fueron removidas a las 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 y 96 h bajo condiciones de
presencia de CO,. Debido a la posible influencia de una muestra sobre otra
en la fermentacion, en cada contenedor se incubaron alimentos
pertenecientes al mismo grupo. Cada vez que se abrian los frascos de
digestion, para extraer las muestras que culminaban su periodo de
fermentacion, se tomaba una pequena muestra para medir pH, también bajo
condiciones de CO,. El pH de los contenedores fue registrado para cada
jarro y para cada tiempo. Las bolsas, una vez retiradas, fueron enfriadas y
puestas a congelar. El lavado de las bolsas se realiz6 junto con los lavados
de las bolsas de la metodologia in situ para no tener variaciones en el
procedimiento. Las mediciones de desaparicion al tiempo cero fueron
realizadas por sextuplicado junto con las estimaciones al tiempo cero del
procedimiento in situ. Las bolsas conteniendo los residuos de las
incubaciones luego de lavadas se secaron a 60 °C hasta peso constante.

4.2. Metodologia in vitro tecnologia Ankom modificada (IVAmM)

En la metodologia in vitro modificada se realizé el mismo procedimiento
descrito anteriormente, con la particularidad de la sustitucidon de la mezcla de
fluido ruminal y buffer a las 48 horas por una nueva (los frascos de digestion
fueron vaciados rapidamente manteniendo las muestras en condiciones de
anaerobiosis, agregandose una nueva mezcla de buffer y licor ruminal).

Las determinaciones quimicas fueron realizadas en un pool de los 6 residuos
de la digestion in vitro para cada alimento y para cada tiempo de incubacion.
En los alimentos de muy rapida degradacién (pulpa de citrus y granos de
trigo y sorgo) se incubé mayor numero de muestras en cada tiempo con el
fin de obtener residuo suficiente para los analisis quimicos.

5. Anélisis quimicos

En todos los alimentos evaluados se determiné el contenido de materia seca
(MS) por secado de la muestra a 60 °C y a 105 °C, cenizas (C), nitrégeno
total (Kjeldahl utilizando standard Lisina ppa) y extracto al éter (EE) segun
AOAC (1990). Los contenidos de fibra detergente neutro (FDN), fibra
detergente acido (FDA), y lignina determinada con acido sulfurico (Lig sa),
fueron determinados con tecnologia Ankom (Fiber Analyzer 200, Ankom
Technology Corporation, Fairport, N.Y) de forma secuencial (Van Soest et
al., 1991). En los forrajes no se empled sulfito de Na ni alfa amilasa en la
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determinacion de la FDN. En los subproductos agroindustriales y los granos
de cereales se determiné FDN, sin uso de sulfito de Na, pero las muestras
se preincubaron durante 18 h con alfa amilasa siguiendo el procedimiento de
McQueen y Nicholson (1979). Las fracciones FDN y FDA no fueron
corregidas por el contenido de cenizas insolubles.

En los residuos de las incubaciones de las metodologias in situ e in vitro se
determind MS a 60 °C y FDN. Los procedimientos para la determinacién de
la FDN en los residuos de las incubaciones in situ e in vitro fueron iguales
que para las muestras de los alimentos originales.

6. Célculos y andlisis estadisticos

A cada alimento evaluado, se le aplicaron 3 metodologias de estimacion de
cinética de degradacién ruminal (IS, IVA o IVAm).

Se realizaron determinaciones a través del tiempo (0, 2, 4, 8, 12, 24,48, 72y
96 h) de la desaparicion de la MS y la FDN. Para cada metodologia
evaluada se ajustaron curvas de degradabilidad usando todas las
repeticiones y se obtuvieron los parametros junto con sus errores estandar.
Las estimaciones de los parametros de las degradabilidades de la MS y de
la FDN, en cada método, fueron obtenidas por un procedimiento NLIN de
minimos cuadrados iterativos de los ponderados usando el método
Marquardt. El ponderado usado fue el inverso de la varianza (SAS, Versién
8.2., 2000)

El modelo empleado para la estimacion de los parametros fue el de Orskov y
Mc Donald (1979):

D=a+b(1-e™
donde:

D: degradabilidad potencial de la MS determinada por método IS, IVA o
IVAm y degradabilidad potencial de la FDN determinada por IS, IVA o IVAm

a: fraccién soluble

b: fraccion insoluble potencialmente degradable

c: tasa de degradacion

t: tiempo de incubacion

Cuando se observo tiempos lag en la degradacién de la MS y/o en la

degradacion de la FDN, se us6 el modelo que incluye el tiempo lag de
Dhanoa (1988):
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para t<=L D=a
para t>L D=a+b(1- e-c(t-L))

donde:

D: degradabilidad potencial de la MS determinada por método IS, IVA o
IVAm y degradabilidad potencial de la FDN determinada por IS, IVA o IVAmM

a: fraccion soluble

b: fraccion insoluble potencialmente degradable

c: tasa de degradacion

t: tiempo de incubacion

L: tiempo de retraso en el inicio de la digestién ruminal

En todos los modelos (para cada alimento) se probd con el efecto Lag,
cuando éste deba un valor de cero, se ajusté sin el lag.

Las degradabilidades efectivas de la MS (DEys) y de la FDN (DEgpn) fueron
calculadas a una tasa de pasaje (kp): 6 %/h de acuerdo a:

DE = a + [(b.c)/(c+kp)]. e™*",

donde:

DE: degradabilidad efectiva

a: fraccion soluble

b: fraccion insoluble potencialmente degradable

c: tasa de degradacion

kp: tasa de pasaje

L: tiempo de retraso en el inicio de la digestion

Los parametros a, b, c y L y las degradabilidades efectivas se compararon
entre las distintas metodologias por intervalos de confianza (a=95%) usando
los errores estandar de los estimadores obtenidos en el ajuste de las curvas.
El grado de asociacidon entre los parametros “a”, “b” y “c” que describen la
cinética de degradacion, las DEys y las DErpn generadas por los métodos in

situ e in vitro, se midieron a través de una analisis de regresién lineal (PROC
GLM, SAS, 2000)
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Los valores de pH de los tiempos de incubacién de 72 y 96 horas de las dos
metodologias in vitro evaluadas, IVA e IVAm, fueron comparados por
intervalos de confianza (a=95%) para una media (Steel y Torrie, 1960).
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RESULTADOS

1. Caracterizacion de los alimentos

Los andlisis quimicos de los alimentos utilizados en este trabajo se
presentan en el Cuadro |.

Cuadro I. Composicion quimica de los alimentos?®

Alimentos MS PC FDN® FDA® Ligm EE C CNF°®
(%) (%, base seca)

Pasturas

Trébol blanco 14,4 31,2 30,4 21,3 6,2 5,1 11,0 22,3

Lotus 16,9 30,7 38,3 22,0 9,3 46 103 16,1

Raigras 14,0 224 52,4 29,4 2,5 54 12,5 7,3

Avena 15,8 19,9 47,1 31,4 4.5 3,4 13,0 16,7

Forrajes secos

Alfalfa, heno 96,9 17,6 59,3 35,7 8,3 4,3 10,9 8,0

Cebada, paja 96,3 2,8 82,4 53,8 7,8 0,9 9,7 4,2

Subproductos

agroindustriales

Farello de

Cerveceria 20,7 33,9 65,9 23,2 6,2 6,0 38 102°

Citrus, pulpa 95,4 8,1 27,2 19,0 2,8 3,0 73 544

Concentrados

Trigo, grano 96,0 20,0 13,0 3,8 1,2 1,3 2,0 63,7

Sorgo, grano 95,3 8,8 21,5 11,1 5,2 1,3 2,1 66,3

®MS:materia seca; PC: proteina cruda; FDN: fibra detergente neutro;FDA: fibra
detergente acida Ligs,: lignina determinada por detergente acido; EE: extracto al éter;
C: cenizas totales; CNF: carbohidratos no fibrosos

® valores de FDN y FDA sin correccion por las cenizas insolubles

°CNF: 100-(FDN+PC+EE+C)

YEn la estimacion de CNF del farello se consideré el contenido de FDN corregido
(46,1 en lugar de 65,9). Se corrigio considerando un de 30% de la FDN como NIDN
(dato obtenido de analisis quimico del mismo subproducto pero de otra partida)

La informacién presentada de composicion quimica es similar a las
reportadas por tablas de composicién quimica de alimentos para rumiantes
(NRC, 2001, INRA, 1995; Mieres, 2004) con excepcion de los elevados
contenidos de PC del grano de trigo y de FDN del farello de cerveceria. El
elevado valor proteico del trigo posiblemente responda a un efecto de la
variedad y fertilizacién nitrogenada. El alto contenido de pared celular en el
farello de cerveceria puede deberse a la presencia de compuestos
nitrogenados de la pared celular. En este subproducto la proporcion de N
ligado a la pared celular en la fraccion FDSN puede alcanzar valores tan
altos como 40% (NRC, 2001). El contenido de NIDN en este subproducto
obtenido de la misma fabrica pero de distinta partida, fue de 30 % de la FDN
(Marichal et al., inédito).

La cantidad y caracteristicas de los carbohidratos de los alimentos
evaluados fueron diversas. Los carbohidratos estructurales contenidos en la
pared celular, variaron de 13 % en el grano de trigo hasta 82% en la paja de
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cebada, mientras que los carbohidratos no fibrosos variaron de 4 % en la
paja de cebada a 66% en el grano de sorgo. El alto valor de carbohidratos
no fibrosos en la pulpa de citrus (54%) estaria explicado por el contenido de
azucares y pectinas, que si bien no se determinaron en este trabajo, son
elevados; el contenido de pectinas puede representar hasta 40% de la pared
celular (Bampidis y Robinson, 2006).

La relacidon contenido organico celular (sustrayendo las cenizas) a pared
celular, fue diferente entre los alimentos. En algunos alimentos (pulpa de
citrus, granos de trigo y de sorgo, y pasturas leguminosas) el contenido
organico celular fue mayor que la pared, encontrandose dentro de este
grupo, ademas diferencias en esta relacion. Las pasturas leguminosas
presentaron 1.9 y 1.3 veces (trébol blanco y lotus, respectivamente) mas
contenido celular que pared; la pulpa de citrus 2.4 veces mas, mientras que
el grano de sorgo y el grano de trigo presentaron 3.5 y 6.5 veces mas
contenido celular que pared, respectivamente. La relacion contenido celular
organico a pared celular no llegé a la unidad en las pasturas gramineas, el
heno de alfalfa y el farello de cerveceria (0.76, 0.5 y 0.46, para gramineas,
heno de alfalfa y farello de cerveceria, respectivamente). En la paja de
cebada el escaso contenido celular (8 %) define una relacion contenido
celular a pared celular de 0.01.

En referencias a los componentes de la pared celular, el contenido de
hemicelulosas (estimado como la diferencia entre la FDN y la FDA) en
relacion al contenido total de pared celular varié entre 30 y 44% en los
forrajes y la pulpa de citrus, mientras que en farello y los granos de sorgo y
trigo esta proporcién fue 50, 48 y 71 %, respectivamente. El alto contenido
en hemicelulosas de las paredes celulares de los granos cerealeros esta
representado principalmente por pentosanas poco digestibles (Sauvant y
Michalet-Doreau, 1989). El contenido en celulosas (estimado como la
diferencia entre FDA y Ligsa ) en relacion al contenido total de FDN vario
entre 20 y 28 % en los granos de cereales, entre 33 y 57 % en las pasturas,
forrajes secos y farello, mientras que alcanzo el 59 % en la pulpa de citrus.
La mayor diferencia entre alimentos en los componentes de la pared celular
fue observada para el contenido de Ligsa en relacion a la pared total. Los
valores mas altos fueron observados para las pasturas leguminosas, el heno
de alfalfa y el grano de sorgo (24, 20, 14 y 24 % en lotus, trébol blanco, heno
de alfalfa y sorgo, respectivamente), mientras que valores entre 9 y 10%
fueron observados en pastura de avena, paja de cebada, pulpa de citrus y
grano de trigo; el valor menor de Ligsa /FDN lo present6 la pastura de raigras
(5%). Estd bien documentado (Hacker, 1982; Van Soest, 1994) que el
contenido de lignina de las paredes celulares de las leguminosas es mayor
que el de las gramineas, aunque la magnitud de la diferencia resulta mayor
que la real debido al método comunmente empleado para determinar lignina
(Hatfield et al., 1994). El alto contenido de taninos del hibrido de sorgo
estudiado posiblemente esté asociado a los altos contenidos de Ligsa de la
pared celular.

Los materiales incluidos en el ensayo proporcionaron un amplio rango en el
contenido y constitucion de la FDN lo que posibilité las comparaciones de las
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caracteristicas de la fermentacién ruminal entre las técnicas y los diferentes
alimentos o grupos de alimentos.

2. Valores de pH durante las incubaciones in vitro

El pH de los fluidos ruminales extraidos de los capones para las distintas
corridas de las metodologia in vitro fue de 7,2 (DE: 0,08), mientras que el pH
de las mezclas (buffer mas fluido ruminal) introducidas en los frascos
incubadores del Daisy " fue de 7,06 (DE: 0,09). Los valores promedio de pH
registrados durante el transcurso de las incubaciones para las diferentes
corridas variaron entre 6,6 y 6,8 (Cuadro Il). Los valores de pH del in6culo al
inicio asi como los registrados durante las incubaciones no presentaron
diferencias (p<0.05) entre las diferentes corridas, sin embargo, el valor de
pH promedio durante las incubaciones a las 72 y 96 horas en la
metodologia IVA fue mayor (p<0.05) que el valor registrado en la
metodologia IVAmM para las mismas horas (7.01 y 6.59, respectivamente).

Cuadro Il. Valores de pH del inéculo inicial y promedio durante el transcurso
de las incubaciones.

Valores de pH del

in6culo
Corrida Inicial Promedio ES
1 7,13 6,78 0,071
2 6,90 6,71 0,070
3 7,09 6,67 0,055
4 7,13 6,62 0,042
5 7,12 6,77 0,042
6 7,07 6,61 0,065
Recambio 7,12
In6culo
7 6,90 6,81 0,040
Recambio 7,08
In6éculo
Promedio 7,06

ES: Error estandar

3. Cinética de degradacién de las pasturas
3.1. Cinética de la degradacién in situ de la MS
En la Figura 1 se muestran las curvas de la MS desaparecida en las distintas

horas de incubaciéon estimadas por la metodologia in situ (IS) para las
pasturas leguminosas y gramineas. La figura evidencia las diferencias en la
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cinética de la degradacion ruminal de la MS de las distintas pasturas que
resultan en parametros de degradabilidad diferentes (P < 0.05) (Cuadro llI).

Se registran diferencias (P < 0.05), entre las pasturas, en las fracciones
solubles (“a@”), en las potencialmente degradable (“b”), en las tasas de

degradacion ruminal (“c”) y en la presencia y duracién de tiempos lag.

Las fracciones solubles de las leguminosas fueron mayores (P < 0.05) que
las fracciones solubles de las gramineas, y las fracciones potencialmente
degradable de las gramineas fueron mayores (P < 0.05) que las de las
leguminosas. La fraccion “a” del trébol blanco (45%) fue mayor (P < 0.05)
que la del lotus (41 %), la cual fue mayor (P < 0.05) que la del raigras
(38%) y avena (36%). La fraccion potencialmente degradable del raigras
(53%) y la avena (50%) fueron similares (P >0.05) y mayores (P < 0.05) que
las de trébol blanco (45%) y lotus (44%), no observandose diferencias (P >0
.05) en los fracciones “b” entre las dos leguminosas.

Las tasas de desaparicidon de la MS de las leguminosas fueron mayores (P <
0.05) que las de las gramineas siendo mayor (P < 0.05) en el trébol blanco
(35.0 %/h) que en el lotus (16.7%/h), estas a su vez fueron mayores (P <
0.05) que en las dos gramineas evaluadas, las cuales mostraron valores
similares (P >0.05) (7.9 y 7.4 %/h, en avena y raigras, respectivamente).

En la cinética de degradacion de la MS de las pasturas se estimaron tiempos
lag que no diferian (P >0 .05) de cero hora en lotus y raigras, mientras que
en avena y trébol blanco en el modelo, al no observarse un tiempo de
retraso en el inicio de la digestion, no se incluyo6 el tiempo lag.

3.2. Comparacion de las cinéticas in situ e in vitro de la MS

La cinética de la degradacion in situ de la MS fue diferente de la cinética
estimada por el sistema in vitro tecnologia Ankom (IVA) y de la estimada por
el sistema in vitro tecnologia Ankom modificada (IVAm) (Figura 2 y Figura 3;
Cuadro IV). En las leguminosas evaluadas, no se observaron diferencias (P
> .05) entre las metodologias en la estimacion de la fraccion “a” (42,8 + 2,0
%) ni de la fraccion “b” (43,5 £ 1,8 %). En las gramineas, tampoco existieron
diferencias (P < 0.05) en la fraccién “a” pero si las hubo en la fraccion “b” al
estimarla por las diferentes metodologias. En avena, los métodos evaluados
generaron valores diferentes de la fraccién “b” (50, 45y 42 %, para IS, IVAm
e IVA, respectivamente). En raigras, las metodologias IS e IVAm estimaron
similar valor de “b” (52%) y mayores (P < 0.05) que el valor estimado (41%)
por IVA.

En las leguminosas, las tasas de desaparicion estimadas por las
metodologias in vitro (IVA e IVAm) fueron similares entre si y menores (P <
0.05) que las estimadas por IS, en trébol blanco (5.1 y 5.4 vs. 34.1%/h,
respectivamente) y en lotus (5.1 y 5.3 vs. 14.7%/h, respectivamente).

En avena, no se observaron diferencias (P > 0.05) en la estimacion de las
tasas para las distintas metodologias (8.4, 7.1 y 7.9 %/h, para IVA, IVAm e
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IS, respectivamente), mientras que en raigras la tasa de desapariciéon
estimada por IVA (9.5%/h) fue mayor (P < 0.05) que la estimada por IVAm
(6.3%/h), generando la metodologia IS una tasa intermedia (7.4 %/h) que no
difirié de las estimadas por IVA e IVAm.

Cuadro lll. Parametros * de la degradabilidad in situ de la MS de los
alimentos
Alimentos

a(%) ES b(%) ES c(%h) ES L(h) ES R
Pasturas
Trébol Blanco 456% 0,33 452" 0,39 341% 154 S/L - 0,94
Lotus 41,1% 0,36 435" 0,60 147° 095 1 0,38 0,97
Avena 357° 069 50,1% 1,10 79° 0.46 S/L - 0,97
Raigras 384° 050 52,6% 0,68 74° oM 0 0,27 0,98

Forrajes secos

Alfalfa, heno 18,8% 0,24 442% 062 81% 057 0 0,34 0,97
Cebada, paja 96° 015 478% 3,01 23% 031 0 0,39 0,98
Subproductos

Farello de cerveceria 14,3° 0,19 53,1° 0,74 73 0,38 S/L - 0,95
Citrus, pulpa 38,2% 0,33 576% 0,37 349% 2098 S/L - 0,91
Granos

Trigo, grano 225% 073 70,7% 077 555% 210 S/L - 0,95
Sorgo, grano 249°% 047 63,8° 066 35° 019 S/L - 0,97

*parametros: a: fraccion soluble; b: fraccion potencialmente degradable; c: tasa de degradacion de la
fraccion by L: tiempo lag.

R?: coeficiente de determinacion

ES: error standard

b en cada grupo de alimentos, valores con letras diferentes en las columnas difieren (P<0.05)

S/L: modelo que no incluy6 lag debido a la observacion de los datos realizada previamente

Solo en las metodologias in vitro se observé un tiempo de retraso en el inicio
de la digestidn en las cuatro pasturas consideradas. En lotus y avena se
observaron valores de 5 a 6 horas mientras que en trébol blanco y raigras
los tiempos lag fueron de 1 a 2 horas.

3.3. Cinética de la degradacién in situ de la FDN

En la Figura 4 se muestra las curvas de la cinética de la degradacion de la
FDN estimada por la metodologia in situ (IS) para las pasturas de
leguminosas y de gramineas. Las figuras muestran curvas de desaparicion
de FDN diferentes entre las pasturas, y los parametros que definen dichas
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curvas de desaparicion también son diferentes entre las pasturas (Cuadro
V).
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Figura 1. Degradabilidad in situ de leguminosas (a) y de gramineas ( b) (MS: materia
Seca)
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En raigras, trébol blanco y avena no se registraron diferencias en las
fracciones solubles (14, 12 y 8 %, respectivamente); en las fracciones
potencialmente degradables, el raigras presenta mayor (P < 0.05) fraccién
“b” que el trébol blanco (76 y 71 %/h respectivamente), siendo la fraccion “b”
de la avena un valor intermedio que no difiere de ambos (75%/h).

En lotus, la fraccion soluble (7%) fue menor ((P < 0.05) que en trébol blanco
y el raigras y no difirid (P > 0.05) de la avena; mientras que la fraccion “b”
del lotus (66%) fue la menor (P < 0.05) de todas las pasturas.

Las gramineas presentaron tasas de desapariciéon de FDN (7.7 y 6.3 %/h, en
avena y raigras, respectivamente) similares (P >0 .05) y menores (P < 0.05)
que las leguminosas, siendo mayor (P < 0.05) la tasa de desaparicion de
FDN en trébol blanco (21.3 %/h) que en lotus (13.1%/h) (Cuadro V).

El modelo estimé tiempos lag en el entorno de 1 h en lotus, avena y Raigras,
mientras que en trébol blanco en el modelo no se incluy6 el lag (Cuadro V).

2.4. Comparacion de las cinéticas in situ e in vitro de la FDN

La estimacién de los parametros de la cinética de la degradacion de la FDN
generada por las metodologias evaluadas (IS, IVA e IVAm) fue diferente
entre las pasturas (Cuadro VI) (Figura 5)

En avena, la metodologia IS y las in vitro generaron valores similares (P >
0.05) para la fraccion “a” (7 1,0 %) vy la fraccion “b” (71,5 £ 4,2 %).

En referencia a la fraccion “a”, en trébol blanco, lotus y raigras, los valores
fueron en el entorno de 0 en las metodologias in vitro, en contraposicién con
la metodologia in situ que estimoé valores de 12%, 7% y 14% en trébol
blanco, lotus y raigras, respectivamente. En lotus, la fraccién “b”, no mostré
diferencia en los valores generados a partir de la metodologia in situ (66%) o
in vitro (IVA: 66%; IVAM: 68%). En trébol blanco, la fraccion potencialmente
degradable estimada por la metodologia IS (71%) fue menor (P < 0.05) que
la estimada por las in vitro no registrandose diferencias entre las
metodologias IVA (80%) e IVAm (78%). La metodologia IS (76%) genero, en
raigras, un valor similar al generado por la metodologia IVA (76%) pero
menor (P < 0.05) que la metodologia IVAm (80%) (Cuadro VI).

Las tasas de desaparicion estimadas por IVA e IVAm fueron menores (P <
0.05) que las estimadas por IS en trébol blanco (4.3, 4.6 vs. 21.3 %l/h,
respectivamente), en lotus (5.1, 4.8 vs. 13.1 %/h, respectivamente), y en
avena (5.0 y 5.5 vs. 7.7 %/h, respectivamente) mientras que, no se
observaron diferencias (P>0.05) en la estimacion de las tasas entre las
distintas metodologias en raigras (Cuadro VIy Figuras 5y 6).
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Ankom modificado)
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Se observaron mayores (P < 0.05) duraciones de los tiempos lag con las
técnicas in vitro en lotus (6 horas) y avena (4 horas) que con IS (1,5 h). Para
trébol blanco ninguna metodologia determiné un tiempo lag diferente (P <
.05) de 0 h y en raigras las estimaciones fueron similares (P >0.05) y en el
entorno de 1 h.

4. Cinética de degradacion de los forrajes secos

4.1. Cinética de la degradacion in situ de la MS

Las curvas de degradacion de la MS del heno de alfalfa y la paja de cebada
asi como los parametros de la cinética de degradacion se presentan en la
Figura 7a'y en el Cuadro lll.

El heno de alfalfa present6 un valor de fraccion soluble de 19 %, 44 % para
la fraccién potencialmente degradable y una tasa de degradacion de la
fraccion potencialmente degradable de 8.1 %/h (Cuadro IlI).

La paja de cebada presenté 10% de fraccion “a”, 48% de fracciéon “b” y una

@0

lenta tasa de degradacién “c” (2.3%/h).
En ambos forrajes, los modelos ajustaron sin tiempo lag.
4.2. Comparacion de las cinéticas in situ e in vitro de la MS

En el heno de alfalfa y en la paja de cebada, los valores de la fraccion
soluble (18 y 9.5 %, respectivamente) y fraccion potencialmente degradable
(44 y 52 %, respectivamente) generados a partir de las metodologias in situ
e in vitro no fueron diferentes (P<0.05) (Cuadro 1V) (Figura 8)

Se detectaron diferencias en las tasas de la degradacion del heno de alfalfa
estimadas por los diferentes métodos, siendo similares (P > 0.05) los
valores de “c” en los métodos IS (8.1%/h) e IVA (6.6%/h) y mayores (P<0.05)
que los estimados por IVAm (4.7%). En la paja de cebada los valores de las
tasas fueron similares (P > 0.05) para las metodologias IS, IVA e IVAm (2.3,
1.3y 1.4 %/h, respectivamente) (Cuadro V).

En referencia al tiempo lag, en el heno de alfalfa no se identificaron en
ninguna de las metodologias. En la paja de cebada, con la metodologia IS
no se estimaron tiempo lag, mientras que con IVA e IVAm se estimaron
tiempos lag similares (P > 0.05) y de 6.5 y 7.5 horas de duracién para IVA e
IVAm, respectivamente (Cuadro V).

4.3. Cinética de la degradabilidad in situ de la FDN
La cinética de la degradacion in situ de la pared celular del heno de alfalfa y

la paja de cebada asi como los parametros que describen la cinética se
presentan en la Figura 7b y en el Cuadro V.
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Cuadro IV. Parametros* de degradabilidad de la MS de los distintos
alimentos para los diferentes métodos™*.

Alimentos
a (%) ES b (%) ES c(%/h) ES L (h) ES R?
Pasturas
Trébol Blanco
IS 456°% 0,33 452% 0,39 34,1% 154 S/L - 0,94
IVA 44.4% 084 458% 1,01 51° 026 1,6% 040 0,96
IVAm 44.4% 0,86 443%* 0,88 54° 024 1,7% 040 0,94
Lotus
IS 411°% 04 435% 0,60 147% 095 1° o038 0,97
IVA 40,8% 041 41,3* 072 51° 053 56°% 057 0,98
IVAm 408% 042 411* 0,93 53° 060 57% 057 0,98
Avena
IS 357% 0,69 50,1% 1,10 79% 046 S/L - 0,97
IVA 37,8% 036 419° 112 8,4% 081 6,3 023 0,96
IVAm 378% 033 461" 054 71 059 62° 022 0,96
Raigras
IS 38,42 050 52,6° 0,68 74 041 0° 027 0,98
IVA 350% 1,10 409 ° 122 95%  1.06 12% 032 0,95
IVAm 350% 0,66 51,22 0,81 63" 037 1,0% 023 0,97
Forrajes secos
Alfalfa, heno
IS 18,8% 0,24 44,27 0,62 8,1% 057 0 0,34 0,97
IVA 17,3% 065 42,7% 0,74 6,6% 049 SIL - 0,97
IVAmM 18,5 0,71 457% 0,86 47° 0,36 SiL - 0,97
Cebada, paja
IS 96° 015 47,8% 301 23% 031 0" 039 0,98
IVA 9,4% 047 50,1% 12,77 1,3* 061 65% 1,35 0,94
IVAM 9,4% 049 56,8% 8,11 1,4% 040 75% 087 0,95
Subproductos
Farello de cerveceria
IS 143" 0,19 53,1% 0,74 7,3°% 0,38 S/L - 0,95
IVA 19,7% 067 458" 1,76 21° o022 S/L - 0,96
IVAM 20,0% 076 69,3% 850 1,2° 0,25 S/L - 0,96
Citrus, pulpa
IS 382% 033 57,6% 0,37 349% 298 S/L - 0,91
IVA 38,6% 1,09 552°% 1,11 6,0° 0,33 S/L - 0,88
IVAM 385% 1,08 55,1% 1,11 6,1° 0,36 S/L - 0,88
Subproductos
Trigo, grano
IS 225% 073 70,7% 0,77 55,5% 2,10 S/L - 0,95
IVA 241% 0,77 68,0% 0,81 20,1° 0,56 S/L - 0,98
Sorgo, grano
IS 24,9% 047 63,8% 0,66 35° 0,19 S/L - 0,97
IVAmM 24,4% 048 62,9% 1,08 3,1° 0,19 55 0,48 0,99

*pardmetros: a: fraccion soluble; b: fraccién potencialmente degradable; c: tasa de
degradacion de la fraccién b y L: tiempo lag. S/L: modelo que no incluyé lag.

**IS, IVA e IVAm: métodos in situ, in vitro tecnologia Ankom e in vitro tecnologia Ankom
modificado

R?: coeficiente de determinacion, ES: error standard

ab en cada grupo de alimentos, valores con letras diferentes en las columnas difieren
(P<0.05)
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Cuadro V. Parametros* de degradabilidad in situ de la FDN de los distintos
alimentos.

Alimentos

a(%) ES b(%) ES c(%/h) ES L) Es R
Pasturas
Trébol Blanco 12,07 042 705° 068 21,26 0,9 sIL - 0,97
Lotus 6,62° 0,61 655° 1,06 13,1° 0,69 151* 0,116 0,98
Avena 8,18° 2,04 748% 233 77" o4 159* 0,38 0,98
Raigras 13,7% 0,81 75,6% 1,03 63" 034 0,96% 0,31 0,98
Forrajes secos
Alfalfa, heno 56% 033 49,0% 0,84 6,0 048 0% 038 0,97
Cebada, paja 53% 012 54,4% 263 22° 024 1,69% 0,28 0,97
Subproductos
Agroindustriales
Farello de
cerveceria 9,8 b 0,28 56,4 b 0,89 5,07 b 0,40 S/L - 0,95
Citrus, pulpa 22,4% 0,40 66,3% 0,59 33,0% 314 SIL - 0,88
Granos
Trigo, grano 232% 0,37 378% - sla - sla - sla
Sorgo, grano 9,51° 090 381% 1,16 13,7 1,05 S/L - 0,84

*parametros: a: fraccidon soluble; b: fraccidon potencialmente degradable; c: tasa de
degradacion de la fraccion by

L: tiempo lag.

S/L: modelo que no incluyé lag

R?: coeficiente de determinacion; ES: error standard

s/a: el modelo no se ajusto a los valores

2b: en cada grupo de alimentos, valores con letras diferentes en las columnas difieren
(P<0.05)
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Cuadro VI. Parametros* de degradabilidad de la FDN de los distintos
alimentos para los diferentes métodos™*.

Alimentos
a(%) ES b(%) ES C (%/h) ES L(h) ES R?
Trébol Blanco
IS 12,07%* 042 705° 0,68 21,26 0,9 S/L - 0,97
IVA o° 0,02 796% 1,50 432" 033 0 0,30 0,96
IVAm o° 0,02 77,7% 051 455" 0,29 0 0,29 0,96
Lotus
IS 6,62% 0,61 655% 1,06 13,1% 0,69 151° 0,16 0,98
IVA o° 0,02 6587 1,02 512° 052 6,4% 0,51 0,98
IVAM o° 0,02 67,87 188 477° 055 6,287 0,54 0,98
Avena
IS 8,18° 2,04 748° 2,33 77% 041 1,59° 038 0,98
IVA 6,26 0,72 66,8% 2,21 50° 0,47 3,84% 04 0,95
IVAM 6,67°% 0,52 730% 1,01 553° 0,57 4,89% 0,38 0,97
Raigras
IS 13,7% 0,81 75,6° 1,03 63% 034 0,96°% 0,31 0,98
IVA 0° 0,01 762% 165 6,1% 0,39 1,24% 0,11 0,95
IVAmM 0° 0,01 80,3% 0,73 5,555% 0,29 1.19% o1 0,97
Forrajes secos
Alfalfa, heno
IS 56% 033 49,0 0,84 6,0 048 0 0,38 0,97
IVA o° 0,02 436° 077 64°% 044 S/L - 0,96
IVAM 0" 0,02 49,0 0,85 48% 035 S/L - 0,96
Cebada, paja
IS 53% 012 54,4% 263 22 % 024 1,69 0,28 0,97
IVA o° 0,12 486% 344 14° o012 SIL - 0,97
IVAM 0° 0,12 sla - sla - sla- - -
Subproductos
Farello de cerveceria
IS 9,8% 028 56,4% 0,89 5077 040 S/L - 0,95
IVA 10,0* 048 52,3% 297 1,69° 0,20 S/L - 0,96
IVAM 10,2% 048 69,3% 10,33 1,18° 0,26 S/L - 0,97
Citrus, pulpa
IS 22,4% 0,40 66,3% 0,59 330°% 314 S/L - 0,88
IVA 185° 1,06 69,1 1,20 43° 029 SIL - 0,87
IVAm 18,7° 1,02 70,7 1,34 40° 029 SIL - 0,88
Subproductos
Trigo, grano
IS 232° 037 3787 . sla - sla - -
IVA 259°% 066 234° 137 13,25 3,69 6,4 0,67 0,80
Sorgo, grano
IS 9,51% 0,90 38,1% 1,16 13,7% 1,05 S/L - 0,84
IVAm 161° 055 343% 121 50° 048 SIL - 0,85

* pardmetros: a: fraccion soluble; b: fraccion potencialmente degradable; c: tasa de
degradacion de la fracciéon b
L: tiempo lag.
s/a: sin ajuste, el modelo no se ajusto a los valores.
R?: coeficiente de determinacion
ES: error stdndard
b en cada grupo de alimentos, valores con letras diferentes en las columnas difieren
(P<0.05)
S/L: modelo que no incluyé lag debido a la observacion de los datos realizada
previamente
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La pared celular del heno de alfalfa presenté una fraccion soluble de 6%,
una fraccién potencialmente degradable de 49% y una tasa de degradacién
de 6%/h (Cuadro V)

Los parametros que describen la cinética de la FDN de la paja de cebada

fueron 5% para la fraccion “a”, 54 % para la “b” y 2.2 %/h para la tasa de
desaparicion (Cuadro V).

En el heno de alfalfa no se estimé tiempo lag, mientras que en la paja de
cebada se estim6 un lag de 1.7 horas (Cuadro V).

4.4. Comparacion de las cinéticas in situ e in vitro de la FDN

En el heno de alfalfa y en la paja de cebada, las fracciones solubles
estimadas por la metodologia in situ (6 y 5%, respectivamente) fueron
mayores (P<0.05) que las estimadas por los métodos in vitro (las cuales no
difirieron del valor 0) (Cuadro VI).

Las fracciones potencialmente degradables fueron estimadas diferentemente
segun el método considerado. En el heno de alfalfa, la metodologia IS y la
IVAm generaron valores muy similares de “b” (49%), mientras que la
estimacién de el método IVAm fue menor (P<0.05) (44%) (Cuadro VI).

En la paja de cebada, las fracciones “b” no difirieron entre los métodos, sin
embargo, la estimacion de la fraccion “b” por el método IVA mostr6 elevados
errores estandar, mientras que en la estimacién por IVAm el modelo no se
ajusto a la cinética de degradacion propuesta (Figura 9a).

La tasa de desaparicion de la FDN del heno de alfalfa no difirié entre las
distintas metodologias (6.0, 6.4 y 4.8 %/h para IS, IVA e IVAm,
respectivamente); la paja de cebada presenté mayor (P<0.05) tasa generada
por IS (2.2 %/h) que por IVA (1.4 %/h) no estimandose tiempo lag en
ninguna de las metodologias (Cuadro VI) (Figura 9b).

5. Cinética de degradacion de los subproductos agroindustriales

5.1. Cinética de la degradacién in situ de la MS

Los parametros de la cinética de degradacion in situ y las curvas de
desaparicion de la MS para los subproductos agroindustriales se presentan

en el Cuadro Il y en la Figura 10, respectivamente.

El farello de cerveceria presenté una fraccion “a” de 14% y una fraccion “b”
de 53%, siendo su tasa de desapariciéon de 7.3 %/h.

La pulpa de citrus evaluada por esta metodologia presenté una fraccion
soluble de 38 %, una fraccion potencialmente degradable de 58% y una tasa
de desapariciéon de 35%/h.
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En estos subproductos no se observaron tiempos de lag, por lo que el
modelo ajusto sin la inclusion de este parametro.

5.2. Comparacion de las cinéticas in situ e in vitro de la MS

En el farello, las fracciones solubles fueron menores (P<0.05) al estimarse
por IS que cuando se estimaron por IVA o IVAm (14, 20 y 20 %,
respectivamente). La fraccion potencialmente degradable estimada por IS y
por IVAm fueron similares entre si y mayores (P<0.05) que los estimados por
IVA (53, 69 y 46%, respectivamente). Las tasas de desaparicién de la MS
fueron mayores (P<0.05) cuando se estimaron por IS (7,3 %/h) que cuando
se determinaron por IVA e IVAm (2,1 y 1,2 %/h, respectivamente), siendo
estas dos ultimas similares entre si (P>0.05) (Cuadro IV) (Figura 12).

La pulpa de citrus present6 valores similares (P>0.05) de fraccion soluble
(38,4 £ 0,2 %) y de fraccidén potencialmente degradable (56 +1,4%) entre las
diferentes metodologias, mientras que fue marcadamente mayor (P>0.05) la
tasa de desaparicion de la MS determinada por IS (35%/h) que las
determinadas por los métodos in vitro (6,0 y 6,1 %/h, para IVA e IVAm,
respectivamente) (Figura 12).
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En los valores iniciales de la fermentacion de estos dos subproductos
agroindustriales no se observaron retrasos en la digestion por lo que en
ninguna de las metodologias se incluyd el tiempo lag.

5.3. Cinética de la degradacién in situ de la FDN

La pared celular del farello de cerveceria present6 una fraccién soluble de 10
% y una fraccion potencialmente degradable de 56 % siendo la tasa de
degradacion de la pared celular 5,1 %/h (Cuadro V y Figura 11).

El valor de la fraccidon soluble de la pared de la pulpa de citrus fue 22%, la
fraccion potencialmente degradable 89% y la tasa de desapariciéon fue 33%/h
(Cuadro V y Figura 11).

5.4. Comparacion de las cinéticas in situ e in vitro de la FDN

En el farello de cerveceria, la fraccion soluble de la pared celular (10,0 £ 0,2
%) y la potencialmente degradable (59,3 + -8,9 %) fueron estimadas de
forma similar (P > 0.05) por las distintas metodologias, mientras que la tasa
de desaparicion de la FDN resulté diferente (P<0.05) entre la metodologia IS
y las in vitro (6.1, 1.7 y 1.2 %/h para IS, IVA e IVAm, respectivamente),
siendo estas ultimas dos tasas similares entre si (P>0.05) (Cuadro VI y
Figura 13a)

En la pulpa de citrus, la fraccién potencialmente degradable de la FDN fue
estimada de manera similar por las diferentes metodologias (68,7 + 2,2 %)
mientras que las fracciones “a” y “c” de la FDN fueron mayores (P<0.05) en
la estimacion IS (22% y 33%/h) que en IVA (18,5% y 4,3 %/h) y que en IVAmM

(18,7 % y 4,0%/h) (Cuadro VI 'y Figura 13b).

Al igual que en la comparacién de la MS, los valores iniciales de las
fermentaciones de las paredes celulares de estos dos subproductos
agroindustriales no mostraron retrasos en la digestion de la pared celular,
por lo que en ninguna de las metodologias, el modelo se incluyé el tiempo
lag (Cuadro VI)
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6. Cinética de degradacién de los granos de cereales
6.1. Cinética de la degradacién in situ de la MS

Las cinéticas de degradabilidad in situ de la MS de los granos de trigo y
sorgo se presentan en la Figura 14 y los parametros de la cinética en el
Cuadro lll. Las fracciones solubles de los granos de trigo (23%) y de sorgo
(24%) fueron similares (P >0.05) mientras que la fraccion “b” del trigo y la
tasa de degradacién de esta fraccion fueron mayores (P<0.05) para el trigo
(93 % vy 55%/h, respectivamente) en comparacion con la fraccion
potencialmente degradable y la tasa de desaparicién del grano de sorgo
(89% y 3.5 %/h, respectivamente) (Cuadro IlI).

6.2. Comparacion de las cinéticas de la MS in situ e in vitro

En el grano de trigo, se compara la cinética de degradacion de la
metodologia de referencia con el método IVA, ya que este grano no se
incubd mas alla de las 48 horas. La fraccion “a” y la potencialmente
degradable no se diferenciaron (P > 0.05) entre los métodos, mientras que la
tasa vari6 marcadamente entre el método IS (55%/h) y el IVA (20%/h). En
ninguna de las metodologias el modelo estimé un tiempo lag (Cuadro IV,

Figura 16a).

En el grano de sorgo, la comparacion posible fue entre el método IS y el
IVAm. Los parametros “a”, “b” y “c” estimados por ambas metodologias no
difiieron (P<0.05). Un tiempo lag de 5,5 horas fue estimado cuando se
realizd la metodologia IVAmM mientras que en la metodologia IS el modelo no

incluyé tiempo lag. (Cuadro IV, Figura 16b)
6.3. Cinética de la degradacién in situ de la FDN

El modelo empleado para describir la degradacién de la pared celular no se
ajusté a la cinética de desaparicion de la FDN del grano de trigo debido
fundamentalmente a la variacion en los porcentajes de FDN desaparecidos a
las 4 y 8 horas entre los distintos capones. La observacion de los
porcentajes de FDN desaparecidos a lo largo de los tiempos de incubacién
muestra una fase 2 horas como tiempo de retraso en el inicio de la digestion
y una desaparicion creciente hasta las 8 horas; a partir de ese tiempo de
incubaciéon el % de desaparicion de la FDN se estabiliza en un 60%. El
crecimiento observado es de forma lineal pudiéndose calcular una tasa
constante de 4,7 %/h (Figura 15).

La fraccion soluble de la pared celular del grano de sorgo fue menor (P<
0.05) que la del trigo (9.5 y 23.2 %, respectivamente). La fraccion
potencialmente degradable del sorgo fue 38.1% vy la tasa de degradacion de
13, 7 %/h, no observandose retrasos en el inicio de la degradacién de la
pared celular en este grano (Cuadro V, Figura 15).
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Figura 17. Degradabilidad de la FDN de los granos de trigo (a) y sorgo ( b) para las diferentes
metodologias (FDN: fibra detrgente neutro; IS: in situ; IVA: in vitro Ankom; IVAm: in vitro Ankom
modificado)

6.4. Comparacion de las cinéticas in situ e in vitro de la FDN

La cinética de fermentacion del grano de trigo estimada por la metodologia
IS no fue comparable con el modelo IVA. Con esta ultima metodologia, el
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modelo ajusté a los datos obtenidos, resultando un valor de la fraccion
soluble de la FDN de 26 %, una fraccién potencialmente degradable de 23%,
una tasa de desapariciéon de 13.2 %/h y un lag de 6 h (Cuadro VI, Figura
17a).

La degradabilidad de la pared celular del grano de sorgo determinada por la
metodologia IVAm presentdé un valor menor (P<0.05) y cercano a 0 de
fraccion soluble de pared celular, menor (P <0.05) valor de tasa de
desaparicion (13.7 vs. 5 %/h), similares (P > 0.05) valores de “b” que los
determinados por el método IS y un lag de 5. 5 horas (Cuadro VI, Figura
17b)

7. Degradabilidades efectivas de los alimentos
7.1. Degradabilidades efectivas in situ de la MS y FDN

Las degradabilidades efectivas de la MS (DEus) y de la FDN (DEws)
calculadas a partir de los parametros de la cinética ruminal obtenidos con la
metodologia IS fueron diferentes para los diversos alimentos (Cuadro VII).

La pulpa de citrus y grano de trigo presentaron los mayores valores de DEys
y similares entre si (P>0.05), mientras que la paja de cebada presento el
menor valor de DEys. Las cuatro pasturas evaluadas no presentaron
diferencias (P>0.05) entre ellas y fueron mayores (P>0.05) que farello, heno
de alfalfa y grano de sorgo (Cuadro VII).

La pulpa de citrus presenté el mayor (P>0.05) valor de DEgpy mientras que
la paja de cebada el menor (P<0.05); las pasturas avena, raigras y lotus
presentaron valores similares entre si pero menores al trébol blanco
(P<0.05); el heno de alfalfa, grano de sorgo y la pastura de avena no
difirieron entre si en los valores de DEgpy (P<0.05) pero fueron menores que
las otras pasturas (Cuadro VII).

Cuadro VII. Degradabilidades efectivas® de la MS y de la FDN.

Alimentos DEws %) DEeon (%)
Trébol Blanco 84,04 ° 67,05 b
Lotus 71,98 ° 47,65 ¢
Avena 64,17 ° 46,40 o
Raigras 6747 ° 50,25 e
Alfalfa, heno 44,22 ¢ 30,10 d
Cebada, paja 2283 ¢ 18,49 e
Farello de cerveceria 43,47 © 35,63 d
Citrus, pulpa 87,37 ° 78,50 a
Trigo, grano 86,29 a s/d

Sorgo, grano 48,44  ° 36,01 d

DEvs/ron: degradabilidad efectiva de la MS/FDN,calculadas
para una tasa de pasaje (kp): 6%/h.
abc ) etras diferentes en columnas difieren (P<0.05)
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7.2. Comparacion entre métodos de DE de la MS y la FDN de todos los
alimentos

En las pasturas, el heno de alfalfa, subproductos agroindustriales y granos
de cereales, las DEys del método IS fueron mayores (P<0.05) que las DEus
estimadas por IVA. En la paja de cebada, no se registran diferencias en las
DEws estimadas por las dos metodologias.

En todos los alimentos, con excepcion de la pulpa de citrus en que las DEgpn
fueron similares (P<0.05), las DEgpn del método IS fueron mayores (P<0.05)
que las DEgpn de los métodos in vitro. La modificacién del método no alteré
los valores de DEys ni de DEgpn con respecto al IVA (Cuadro VIII).

Cuadro VIII. Degradabilidades efectivas de la MS y de la FDN para los diferentes
métodos.

Alimentos Método ' Degradabilidades efectivas Kp = 6%/h
DEws DEron

Pasturas

Trébol Blanco IS 84,04 ° 67,05 *
IVA 64,42 ° 3332 °
IVAm 64,34 ° 3351 °

Lotus IS 71,98 *° 4765 °
IVA 56,84 ° 2064 °
IVAm 57,05 ° 2060 °

Avena IS 64,17 *° 46,40 *
IVA 58,06 ° 30,38 °
IVAm 58,57 * 32,78 °

Raigras IS 67,47 *° 50,25 °
IVA 59,21 * 3566 °
IVAM 60,46 ° 3593 °

Forrajes secos

Heno alfalfa IS 4422 * 30,10 @
IVA 39,67 * 2250 °
IVAm 38,62 ° 21,78 °

Cebada, paja IS 22,83 *? 18,49 °
IVA 16,78 ° 919 °
IVAmM 18,03 ¢ s/d

Subproductos

Agroindustriales

Farello de cerveceria IS 4347 * 3563 °
IVA 31,57 ° 21,49 °
IVAm 31,55 ° 21,59 °

Citrus, pulpa IS 87,37 *° 7850 *?
IVA 66,17 ° 47,35 °
IVAm 66,28 ° 46,98 °

Granos

Trigo, grano IS 86,29 *° s/d @
IVA 76,47 ° 3689 °

Sorgo, grano IS 48,44 *° 36,01 2
IVAm 42555 ° 17,20 °

Métodos: IS: in situ, IVA:in vitro tecnologia Ankom; IVAm: in vitro tecnologia
Ankom modificado; Kp: tasa de pasaje: 6 %/h asumida para el calculo de las DEws.
P yalores con letras diferentes en las columnas difieren (P<0.05)

47

Ana Inés Trujillo. Tesis de Maestria en Nutricionh de Rumiantes. 2006



DISCUSION
1. Cinética de degradacion in situ

Las cinéticas de degradacion obtenidas por el método de referencia in situ
para la MS y FDN de diferentes pasturas y forrajes, estuvieron acordes, en
términos generales, con lo reportado por la literatura (Elizalde et al., 1999;
Hoffman et al., 1993; Van Vuuren et al., 1991; Bargo et al., 2001; Bargo,
2000; Richardson et al., 2003; Dewhurst et al., 1995; Martin et al., 2001;
Bruno Soares et al., 2000; Andres et al., 2005) (Cuadro IX y Cuadro X).

Las pasturas leguminosas y las gramineas estudiadas presentaron
parametros de las cinéticas de la MS y de la FDN que se encuentran dentro
de los rangos publicados, con excepcidon de las elevadas tasas de
desaparicion del trébol blanco (35 y 21%/h para MS y FDN,
respectivamente). El estado fenoldgico, la alta proporcién de hojas
estimadas por observacion y la baja concentracién de MS de esta pastura
pueden explicar el valor de esta tasa de desaparicion. En relacion a la
degradabilidad de la MS, en general, las leguminosas presentaron mayor
fraccidn soluble, menor fraccién potencialmente degradable y mayores tasas
de desaparicion que las gramineas, lo que esta acorde con los datos
promedios publicados por la literatura, 39.5 (x4.7)%, 41.4 (£3.7)% y 10.8
(£4.3) %/h fracciones “a”, “b” y “c” en leguminosas vs. 31.6 (x11.5)%, 54.7
(£9.6) % y 6.2 (£1.3) %/h en gramineas.

En referencia a la cinética de la pared celular de las pasturas, en este
estudio, se observaron bajos valores de fraccién soluble de la FDN en todas
las pasturas (5.3 a 13.7%), presentando las dos leguminosas menor fraccion
‘b” y mayor tasa de degradacion que las dos gramineas evaluadas. La
informacion publicada por otros autores (Elizalde et al., 1992; Van Vuuren et
al., 1992; Hoffman et al., 1993;, Bargo et al., 2001; Bargo, 2000; Andres et
al., 2005) también reportan bajos valores de la fraccion “a” en general para
las pasturas (de 0 a 16%) y valores mayores de fraccion “b” de leguminosas
frente a gramineas; las tasas de degradacion variaron desde valores muy
bajos en pasturas naturales de 1.4%/h a valores de 15%/h para una pastura
de lotus.

La paja de cebada presentd caracteristicas de fermentacion ruminal de la
MS y de la FDN similares a las publicadas por otros autores (Varel et al.,
1995; Bruno-Soares et al., 2000), observandose bajos valores de fraccion
soluble y de tasas de desaparicion de la MS. El heno de alfalfa de este
estudio presentd caracteristicas de cinética de degradacion de la MS
similares a las obtenidas por Alves et al., (2001) y la tasa de desaparicion de
la FDN es coincidente con los valores reportados por NRC (2000) (Cuadro
X).

La existencia de un tiempo de retraso en la digestién de la pared es
caracteristica, en general de pasturas y forrajes. En este estudio, el tiempo
lag vari6 entre 0 y 1.7 horas, mientras que hay reportes en la literatura hasta
4.3 horas de duracién de tiempo lag (Cuadro X).
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La informacion de degradabilidad IS de la MS de los subproductos
agroindustriales evaluados presenta similitud con la reportada por otros
autores (DePeters et al., 1999; Promptok y Wanapat, 2003; Pereira y
Gonzalez, 2004; Cuadro Xl). La MS de farello de cerveceria, en este estudio,
presentd similar fraccién soluble y potencialmente degradable pero mayor
tasa de degradacion (5.1 vs. 3.1) con respecto a la reportada por Promptok y
Wanapat (2003); mientras que el valor de la tasa de degradacion de la FDN
es coincidente con el valor reportado (kd: 6%/h) por NRC (2000).

Los parametros “a@” y “b” de la degradabilidad de la MS de la pulpa de citrus
son similares a los reportados por otros autores (Dewhurst et al., 1995;
DePeters et al., 1999; Pereira y Gonzalez, 2004; Cuadro XI) mientras que no
se han reportado tasas de desaparicion de la MS y la FDN tan elevadas
como las obtenidas en este estudio (35 y 33%/h). Sin embargo, de Smet et
al (1995) presentan las curvas de degradacion de la MS de pulpa de
remolacha (con caracteristicas quimicas similares a la pulpa de citrus), las
cuales son muy similares a las obtenidas en este trabajo. Brown and
Johnson, (1991) reportaron valores de digestibilidad 1V a las 96 horas de la
FDN de 76 % y una tasa de digestiéon de 11,4%, mientras que DePeters et al
(1997) reportaron valores estimados in sacco de 22,7 % de fraccion
degradable de la FDN y de 9,1 %/h de tasa de degradacion. Los
componentes de la pulpa de citrus varian entre las industrias debido a
diferentes contenido de semillas y jugos, especie citrica y tipos de
procesamientos a los que se somete este subproducto, esto puede explicar
diferencias en las tasas de desaparicién de la MS y de la FDN de distintas
pulpas de citrus (Bampidis y Robinson, 2006).

Las diferencias en degradabilidad de la MS entre los dos granos estudiados
estan, en general, de acuerdo con la literatura (Herrera-Saldana, 1990, Arieli
et al., 1995; Dewhurst et al., 1995; Bargo, 2002; Richardson et al., 2003). El
grano de trigo es el grano de mayor degradabilidad potencial y con mayor
tasa de desaparicion de MS, mientras que el sorgo se ubica en los de menor
degradabilidad potencial y tasa de degradacién. Las caracteristicas de los
almidones, de las proteinas y de las paredes celulares de las células del
endospermo asi como de las cubiertas externas de las distintas variedades e
hibridos de los granos pueden explicar estas diferencias. La curva de
degradacion de la MS IS del grano de trigo obtenida en este estudio
presenta caracteristicas muy similares a la reportada por de Smet et al
(1995), donde se observan valores de fraccion soluble de MS de 20% y
valores de degradacion a las 12 horas de 90% de MS. Muy pocas
estimaciones de tasas de degradacion de paredes celulares de los granos
de trigo y sorgo estan disponibles para su comparacion, pero, en general, las
paredes celulares de estos granos presentan alto contenido en
hemicelulosas, especialmente en pentosanas, que son poco digestibles
(Sauvant y Michalet-Doreau, 1989), a su vez el contenido de taninos del
sorgo utilizado en este estudio puede interferir con la degradacion de la
pared celular al inhibir las celulasas ruminales (Van Soest, 1994).
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Cuadro IX. Parametros de degradabilidad in situ de MS de pasturas y forrajes.

Pastura/forraje Animal  a (%) b (%) ¢ (%/h) DE (%) L(h) Referencia
(Rangos de valores/valores)
Pasturas
Alfalfa Distintos estados de madurez 29 - 36 39-48 114-17.6 58 - 77 (Kp=6%/h) - Elizalde et al., ,1999
Bromus Distintos estados de madurez 19-24 43 - 64 56-115 40-66 (Kp=6%/h) - Elizalde et al., ,1999
Festuca Distintos estados de madurez 23-41 40 - 58 2.7-8.6 38 -66 (Kp=6%/h) - Elizalde et al., ,1999
Alfalfa Distintos estados de madurez 33-47 33-37 13.0-16.0 55-73 (Kp=6%/h) - Hoffman et al 1993
Lotus Distintos estados de madurez 34 -49 33-38 15.0-20.0 58 - 77  (Kp=6%/h) - Hoffman et al 1993
Trébol rojo Distintos estados de madurez 36 -44 41-46 13.0-18.0 64 - 78 (Kp=6%/h) - Hoffman et al 1993
Bromus Distintos estados de madurez 26 - 33 49 - 52 3.0-6.0 41-62 (Kp=6%/h) - Hoffman et al 1993
Raigras Perenne Distinta fertilizacién N 9-21 68 - 86 4.7-10.1 48 - 65 - - Van Vuuren et al, 1991
Raigras Perenne Distinta fertilizacion N y distintas 34 - 46 49 - 58 6.1-6.9 60-73 - - VanVuuren et al, 1992
Estaciones
Raigras Perenne Distintas estaciones 34 -43 53 -62 51-59 62 - 68 - VanVuuren et al, 1993
Alfalfa Distintos afios, distintas estaciones Vacas 37 -40 34 -48 8.5-12 57 - 67 (Kp=6%/h) - Marichal et al (inéditos)
Avena Invierno,distintos afios Vacas 40 50 6.2 65 (Kp=6%/h) - Marichal et al (inéditos)
Lotus Distintos afios, distintas estaciones Vacas 29-42 33-49 7.3-104 49- 72 (Kp=6%/h) - Marichal et al (inéditos)
Trébol rojo Distintos afios, distintas estaciones Vacas 34 -40 41-50 3.3-6.6 60 -65 (Kp=6%/h) - Marichal et al (inéditos)
Raigras Invierno, distintos afios Vacas 54 42 7.2 76 (Kp=6%/h) - Marichal et al (inéditos)
Avena Invierno Vacas 57,3 33,3 7.78 75 (Kp=7%/h) - Bargo et al., 2001
Pastura Mezcla de gramineas (50% bromus) Vacas 24 57 6.8 - 2.2 Bargo, 2002
Pastura Bermuda. Para pastoreo o heno Novillos 18 - 29 17 -37 3.5-4.8 31-46 (Kp=3.5%/h) 0-3.5 Scarbrough et al 2001
Forrajes secos
Paja de cereal Trigo Capones 7.6* 60.5* 2.6* - - Richardson et al., 2003
Paja de cereal Trigo Vacas 0 54.9 2.7 - - Dewhurst et al., 1995
Heno graminea 93 % heno dactylis glomerata Vacas 19.2 60.1 5.9 43 - 3.8  Martin et al., 2001
Heno leguminosa Alfalfa 31.9 50.6 6.4 60 (Kp=5%h) Alves et al., 2001
Rastrojos leguminosas 2 Variedades (11% PC, 64.5 % FDN) Capones 18 - 20 36 - 41 3.8-4.8 - - 1.5-2  Bruno Soares et al. 2000

a, b, c parametros de degradabilidad de la MS (a: fraccion soluble, b: fraccion potencialmente degradable, c:tasa de degradacion)
DE: Degradabilidad efectiva de la MS
* Parametros de degradabilidad de la MO



Cuadro X. Parametros de degradabilidad in situ de la FDN de pasturas y forrajes

Pastura/forraje Animal a (%) b (%) ¢ (%/h) L (h) DE (%) Referencia
Pasturas
Alfalfa Distintos estados fenoldgicos 6-16 41-50 7-11 - 29-48  (Kp=6%/h) Hoffman etal 1993
Lotus Distintos estados fenoldgicos 0-8 43 - 56 8-15 - 25-46  (Kp=6%/h) Hoffman et al 1993
Trébol Rojo Distintos estados fenoldgicos 0-7 28 - 53 3-8 - 19-23 (Kp=6%/h) Hoffman et al 1993
Bromus Distintos estados fenoldgicos 1-2 63 - 81 3-6 - 21-42  (Kp=6%/h) Hoffman et al 1993
Raigras Perenne Distintas fertilizacion N y distintas 0 90- 94 4-7 - 41-49 Van Vuuren et al, 1992
Estaciones
Raigras Perenne Distintas estaciones 0 90 - 94 4-5 - 41-44 Van Vuuren et al, 1993
Avena Invierno 0 82.46 5.2 0 - Bargo et al., 2001
Avena Invierno Vacas y novillos 0 68.3 4.4 1.4 28.9 (Kp=4%/h) Elizalde et al., 1992
Pastura Mezcla de gramineas (50% bromus) Vacas 9 5.5 4.3 - Bargo 2002
Praderas 62 muestras de forraje de diversa Vacas 0-9 51-84 1.4-10.3 0-34 - Andrés et al.,2005
Naturales composicién botanica y estados
Fenoldgicos
Heno leguminosa Alfalfa Vacas 4.1 71.7 4,0 - Alves et al., 2001
Heno leguminosa Alfalfa (20% PC y 52 % FDN) Vacas - 41.3 10.0 0.1 Varel et al 1995
Vaquillonas - 42.4 6.9 0.4
Heno graminea Bromus (8.2 %PC y 82.6 % FDN) Vacas - 69.7 3.8 1.8 Varel et al 1995
Vaquillonas - 68.5 3.5 2.7
45-
Rastrojos de leguminosas 2 Variedades (11% PC, 64.5 % FDN) 7 40-43 28-3.6 0-3.0 Bruno Soares et al. 2000

a, b, c parametros de degradabilidad de la FDN (a: fraccion soluble, b: fraccion potencialmente degradable, c:tasa de degradacién)
DE: Degradabilidad efectiva de la FDN



Cuadro XI. Parametros de degradabilidad in situ de la MS de algunos subproductos y concentrados energéticos

Alimento Animal a (%) b (%) c (%/h) DE (%) kp(%/h)  Referencia
(Rangos/valores)
Subproductos
agroindustriales
Farello Deshidratado Vacas 10.9 51.9 3.1 30.8 5 Promkot y Wanapat, 2003
Citrus pulpa Deshidratada Capones - - - 55.0* 5 Marichal y Bayardo, 1994
Citrus pulpa Fresca Vacas - - - 75* 6.5 Tagari et al, 1995
Citrus pulpa Deshidratada Vacas - - - 62- 80 - De Martins et al., 1999
Citrus pulpa Deshidratada Capones 44 -46 53-54 6.4-75 80- 82 3.5 Pereira y Gonzalez, 2004
Citrus pulpa Deshidratada Vacas 36 64 8.2 - - DePeters et al, 1997
Citrus pulpa Vacas 335 63.6 7.6 - - Dewhurst et al., 1995
Concentrados
Trigo grano Novillos 61.1 - 12.4 - - Herrera-Saldana et al., 1990
Sorgo grano Novillos 1.5 - 3.7 - - Herrera-Saldana et al., 1990
Cebada, grano Novillos 47 - 8.5 - - Herrera-Saldana et al., 1990
Cebada, grano Capones 48.9* 42.4% 21.3* - - Richardson et al., 2003
Trigo grano Vacas 42.6 51.1 17.26 - - Dewhurst et al., 1995
Concentrado Base de maiz Vacas 27,8 62,3 7.4 - - Bargo, 2002
(15 % FDN, 15% PC)
Trigo grano Vaca 94 (a + b)** 28.6 92.1 6.5 Arieli et al., 1995
Sorgo grano Vaca 88 (a + b)** 8.4 79.5 6.5 Arieli et al., 1995
Cebada grano Vaca 89.5 (a + b)** 17.8 84.4 6.5 Arieli et al., 1995
Maiz grano Vaca 92.7 (a + b)** 11.5 83.5 6.5 Arieli et al., 1995

a, b, c parametros de degradabilidad de la MS (a: fraccion soluble, b: fraccion potencialmente degradable, c:tasa de degradacion)
DE: Degradabilidad efectiva de la MS

* Parametros de degradabilidad de la MO

** Degradabilidad potencial: a+b



2. Comparacién de las cinéticas estimadas por las diferentes
metodologias

Para el conjunto de los alimentos evaluados, en el Cuadro Xl y Xl se
presenta el N° de alimentos en que la estimacion de los parametros de la
degradacion de la MS y la FDN obtenidos con las metodologias IV fue
similar, mayor o menor que la estimacién de los parametros realizada por la
metodologia IS, respectivamente.

Cuadro XIll. Distribucion del total de alimentos segun los valores de cada
parametro de la cinética de la MS estimado por las metodologias IV (similar,
mayor o menor con respecto a la metodologia IS)

N° alimentos

Parametro* IS=1V IS > IV IS< IV
a 9 1
b (IVA) 6
(IVAm) 8 1
c 3
L 4 6

*parametros: a: fraccion soluble; b: fraccion potencialmente degradable;
c: tasa de degradacion de la fraccion b; L: tiempo lag.
IS: in situ; IV: in vitro; IVA: in vitro Ankom; IVAm: in vitro Ankom modificado

Cuadro XIllI. Distribucion del total de alimentos segun los valores de cada
parametro de la cinética de la FDN estimado por las metodologias IV
(similar, mayor o menor con respecto a la metodologia 1S).

N° alimentos

Parametros* IS=1IV IS> 1V IS< IV

a 2 7 1

b (IVA) 6 2 1
(IVAm) 6 2

(o 2 7

L 3 1 2

*parametros: a: fraccion soluble; b: fraccion potencialmente degradable;
c: tasa de degradacion de la fracciéon b; L: tiempo lag.
IS: in situ; IV: in vitro; IVA: in vitro Ankom; IVAm: in vitro Ankom modificado

(7]

Considerando todos los alimentos evaluados, los valores de la fraccion “a
de la MS fueron similares (P>0.05) entre las distintas metodologias. Esto era
lo esperado ya que, en ambos métodos, el procedimiento de determinacion
de los tiempos cero, con los que el modelo estimé la fracciéon “a”, fue
realizado en forma simultanea, con similar relaciéon de masa de muestra a
superficie de bolsa y similar tamafio de poro promedio de las mismas. El
unico alimento en que se registré diferencias (P<0.05) fue el farello de
cerveceria, en que la estimacion de la fraccion “a” fue menor IS que IV, sin
encontrarse explicacion al respecto.

Los valores de la fraccion “a” de la FDN, en cambio, presentaron diferencias
significativas (P<0.05) entre los métodos in situ e in vitro. Los valores de “a”
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para la pared celular estimados en la metodologia IS fueron superiores a los
estimados por la metodologia in vitro en todos los alimentos con excepcion
del farello de cerveceria, en que fueron similares (P>0.05). Esto podria
explicarse por pérdidas de particulas a través de los poros de las bolsas de
nylon debido a que, en la metodologia IS, el tramado de la tela de las bolsas
era mas heterogéneo que la tela de las bolsas utilizadas IV y la relacion
volumen de muestra a volumen de bolsa era menor que en las IV. El valor
esperado para la fraccion “a” de la pared celular es un valor cercano a cero;
la metodologia in vitro estimé fracciones en el entorno de cero en trébol
blanco, lotus, raigras, heno de alfalfa y paja de cebada, no ocurriendo lo
mismo para los restantes alimentos. La presencia de fraccion soluble de la
FDN en las metodologia in vitro se explicaria también por pérdidas de
particulas, debido a que los alimentos que presentaron fraccion “a” mayor
que cero podrian contener, luego de la molienda, particulas de mayor finura

y perderse a través de los poros de la bolsa.

La similitud de los valores de la fraccion “a” de la MS explica la alta
correlacion encontrada en este parametro (r = 0.98), mientras que el grado
de asociacion entre la fraccion “a” de la FDN estimada IS y la estimada in
vitro resulté en un valor menor (r = 0.72) (Cuadro XIV).

La fraccion potencialmente degradable o fraccién “b” de la MS presenté
diferencias (P<0.05) en las estimaciones por los métodos IS e IVA. Los
valores de la fraccién “b” estimados por IS fueron similares a los estimados
por IVA en seis de los nueve alimentos evaluados, siendo mayores, para la
metodologia IS que para la IVA, en los tres restantes (avena, raigras y farello
de cerveceria). Esto posiblemente se deba a alteraciones en las condiciones
in vitro durante la fermentacion. Los incrementos en los porcentajes de la MS
desaparecida a medida que transcurre el tiempo de fermentaciéon no son
similares entre las metodologias in situ e in vitro; las diferencias mayores
ocurren en los tiempos tempranos de la incubacién (entre las 4 y 12 horas) y
ésta diferencia, en promedio entre todos los alimentos, alcanza un valor de
40%; mientras que, en los tiempos finales de la fermentacion, las diferencias
se minimizan (1-3%) (Anexo 1)

La mayor diferencia en los porcentajes de MS desaparecidas entre los
métodos in situ e in vitro (expresada como la resta entre el % de MS
desaparecida IS y el % de MS desaparecida in vitro a las 2, 4 y 8 horas de
incubacién estuvo asociada (P< .05) negativamente con el contenido de
FDN (%) a través de las siguientes ecuaciones:

Diferencia en % MS desaparecido a las 2 h (in situ - in vitro):

Y = 23,6 (4,75)-0,32 (0,09) (FDN%)  R?=0.53

Diferencia en % MS desaparecido a las 4 h (in situ - in vitro):

Y =29,3 (5,6) - 0,35 (0,11) (FDN%)  R2= 0.56
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Diferencia en % MS desaparecido a las 8 h (in situ - in vitro):
Y =25,5(6,27)- 0,23 (0,13) X  R?=0.91

El contenido porcentual de la FDN de los alimentos explic6 mas del 50% de
la variacion de las diferencias en el porcentaje de MS desaparecido entre los
métodos en las 2 y 4 horas, mientras que a las 8 horas la diferencia entre los
métodos estuvo explicada fundamentalmente por el contenido de pared
celular. A menor contenido de FDN de los alimentos, mayores fueron las
diferencias en el porcentaje de la MS desaparecida entre los métodos in situ
e in vitro.

Dewhurst et al. (1995) encontraron, para un amplio rango de alimentos, que
las mayores discrepancias entre los métodos in situ y el in vitro de Tilley y
Terry se manifestaban también en los tiempos cortos de incubacion y
estuvieron asociados negativamente con el contenido de fibra detergente
acido. En este estudio, la relacién encontrada fue con el contenido de FDN.

El pasaje de las condiciones in vivo de los microorganismos ruminales a las
condiciones in vitro, asi como el procedimiento de la extraccion de licor y la
preparacion del medio in vitro puede influir sobre la actividad microbiana,
retrasando o alterando la degradacién de los alimentos. El pH de los fluidos
ruminales que se extrajeron de los capones para las distintas corridas de la
metodologia in vitro fue de 7,2 (DE: 0,08), mientras que el pH de las mezclas
ﬁbuffer mas fluido ruminal) introducidas en los frascos incubadores del Daisy
" fue de 7,06 (DE: 0,09). A si mismo, el pH tuvo un valor promedio de 6,82
(DE: 0,09) en las 2 y 4 horas de incubacion, no habiendo elementos para
pensar que la diferencia en las desapariciones de sustrato en los tiempos
tempranos sean debidas a un pH inadecuado para la fermentacion. La
actividad microbiana del in6culo no se midid; el muestreo del licor fue
realizado inmediatamente antes de la alimentacién en la mafana sin haber
tenido acceso al agua, pero la ultima comida del dia anterior distaba 15
horas del momento de la extraccién, pudiendo existir limitaciones en
nutrientes especificos en el in6culo que hayan limitado el crecimiento
microbiano. Asi mismo, el buffer utilizado contenia solo urea como fuente
nitrogenada no incluyendo fuentes de aminoacidos. Mandebvu et al (2001)
encontraron mayores digestibilidades verdaderas de la MS y de la FDN en
los tiempos largos de incubacién cuando la fuente nitrogenada agregada a la
solucion buffer fue la tripticasa que contenia mayor contenido de N total y de
N amino frente a otra de menor contenido.

Las proporciones de indculo con respecto al buffer (400ml de fluido ruminal:
1600 ml de solucién buffer; 20:80 % de indéculo a solucidon buffer,
respectivamente) utilizadas en este trabajo fueron adecuadas, asi como las
condiciones de anaerobiosis, CO, y temperaturas (Mould et al., 2005) y
posiblemente no hayan afectado la actividad microbiana.

La metodologia IVAmM modificd los valores de la fraccidon “b”, con respecto a
la metodologia IVA en 3 de los alimentos evaluados (avena, raigras y farello)
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resultando en valores similares al IS, en 2 de ellos (raigras y farello). Esto
puede deberse a diferencias en la actividad microbiana en las ultimas fases
de la incubacién, pudiendo ser efectos del pH, de agotamiento de nutrientes
para los microorganismos o de acumulacién de productos finales de la
degradacion. Los valores de pH promedio para todas las corridas registrados
en las ultimas etapas de fermentacién (72 y 96 h) fueron mayores (P<0.05)
en el método IVAm que en el IVA, registrandose algunos valores de pH (6.4)
que podrian comprometer la actividad celulolitica.

La fraccién “b” de la FDN también fue estimada diferente (P<0.05) por los
distintos métodos. Los valores de la fraccion “b” estimados por IS fueron
diferentes a los estimados por IVA en 3 de los alimentos evaluados. En
trébol blanco, el valor de fraccién “b” estimado por IS fue menor, debido
posiblemente a pérdidas de particulas, pues las cantidades totales de FDN
degradada alcanzaron valores similares entre las dos metodologias
evaluadas. En el heno de alfalfa y en el grano de trigo, la fraccidon estimada
por IS fue mayor que la estimada por IVA, posiblemente debido a diferencias
durante la fermentacion temprana de la pared celular. Solo dos alimentos
(trébol blanco y raigras) presentaron diferencias, con respecto al IS, en la
estimacion de la fraccion “b” cuando se utilizé la metodologia IVAmM. Las
estimaciones de la metodologia IVAmM fueron mayores que las de IS, por las
mismas razones. Las diferencias porcentuales entre los métodos in situ e in
vitro fueron mayores en los tiempos cortos de incubacion alcanzando un
valor promedio para todos los alimentos evaluados de 160%, llegando a las
96 horas de incubacién con diferencias porcentuales de 5y 20 % (Anexo 2).
Las diferentes estimaciones de la fraccién “b” de los dos métodos in vitro
pueden ser explicadas, por los mismos factores que modificaron la fraccion
de la MS y, en el caso particular del grano de trigo, puedo haber influido la
cantidad de muestras de alimentos almidonosos incubada en el mismo
frasco de digestion e ir en desmedro de la degradacion de las paredes
celulares modificando los valores de pH (Mertens y Loften, 1980).

Los coeficientes de correlacion entre los parametros “b” de la degradacion
de la MS tuvieron un valor de de 0.87 y de 0.7 para IVA y IVAm,
respectivamente, mientras que para FDN estos fueron mas altos (r=0.92 y r
= 0.87 para IVAm e IVA, respectivamente) (Cuadro Xll y Cuadro XIlII)

Las tasas de desaparicion estimadas por los distintos métodos fueron
diferentes tanto para la MS como para la FDN.

Los valores de la fraccion “c” de la MS estimados por IS fueron superiores en
7 de los alimentos evaluados, siendo similares en los tres restantes (tanto
para IVA como para IVAm), también en 7 de los alimentos evaluados, los
valores de la fraccion “c” de la FDN estimado por IS fueron superiores tanto
para IVA como para IVAm, siendo similares en los 2 restantes. La
explicacion de la diferencia entre los métodos in situ e in vitro en el valor de
esta tasa se encuentra en diferencias en la actividad de la fermentacién en
los tiempos tempranos. Los mismos factores que explicarian las diferencias
en las fracciones “b” posiblemente estén incidiendo en el valor de la tasa de
degradacion. Las correlaciones entre las tasas de desaparicion de la MS
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obtenidas por las metodologias IS e IVA y las generadas por IS e IVAmM
presentaron valores de r = 0.42 y r = 0.69, respectivamente, mientras que no
existio correlacion entre las tasas de degradacién de la pared entre los
métodos IS y los in vitro (r = 0.14 y r = 0.07 para IVA e IVAm,
respectivamente) (Cuadro XIV y Cuadro XV).

La metodologia IS no generd tiempos lag en la degradacién de la MS en
ninguno de los alimentos, con excepcion del Lotus (en el que fue de 1 hora)
mientras que en la degradacion de la FDN, solo en 4 de los alimentos
evaluados generd un valor de lag que estuvo en el entorno de 1 hora; en
contraposicion, las metodologias in vitro generaron tiempos lag en 6 de los
10 y en 4 de los 10 alimentos para la MS y FDN, respectivamente; siendo en
promedio para la FDN, 2,5 horas mayor el tiempo lag en los alimentos
evaluados con las metodologia in vitro que en los evaluados por la IS. Una
mayor duracion de los tiempos lag en las metodologias in vitro ha sido
documentado también por otros autores (Mertens y Loften, 1980; Varel y
Kreikemeier, 1995).

Cuadro XIV: Ecuaciones de regresion entre parametros de la degradabilidad
de la MS estimados por IS y estimados por IVA o IVAmM

Y : Fraccién X: Fraccién estimada: Significancia
estimada IS Y = b X (DE) + a (DE) in vitro, IVA o IVAm R
g 1.04 (0.07) X - 1.48 (2.19) a’in vitro 098  P<0.01
“b" 0.5 (0.19) X +24.3 (10.2) “b” IVAM 0.70 P<0.01
“b” 0.84 (0.18) X +11.5(8.7) “b” IVA 0.87 P<0.01
“or 2.26 (0.89) X + 2.97 (7.9) “c” IVAm 0.42 NS
“o” 2.64 (1.96) X + 1.45 (9.7) “c” IVA 0.69 NS

*Parametros de la degradabilidad de la FDN: “a”; fraccion soluble, “b”: fraccion insoluble
potencialmente degradable, “c”: tasa de degradacion; (DE): valores entre paréntesis de
desvio estandar; IVA, IVAm: métodos in vitro sistema tecnologia Ankom y método in vitro
sistema tecnologia Ankom modificado, respectivamente; r: coeficiente de correlacion
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Cuadro XV. Ecuaciones de regresion entre parametros* de la
degradabilidad de la FDN estimados por IS y estimados por IVA o IVAmM

X: Fraccion estimada

Y : Fraccion estimada por in vitro, IVA o Significancia
por IS Y = b(Ds) X+ a (Ds) IVAmM r

"a" 0.59 (0.13) X +7.94(1.41) "a" in vitro 0.72 P<0.01
"p" 0.82(0.07) X + 9.6 (4.5) "b" IVAM 0.92 P<0.01
“b” 0.84 (0.18) X + 11.5 (8.7) “b” IVA 0.87 P<0.01
“c” 0.89 (1,27) X + 7.97 (10,5) “c” IVA 0.14 NS

“c” -0.06 (3.7) X + 14,8 (17) "c" IVAm 0.007 NS

*Parametros de la degradabilidad de la FDN: “a™ fraccion soluble, “b”: fraccion insoluble
potencialmente degradable, “c”. tasa de degradacion; (Ds): valores entre paréntesis de
desvio estandar;IS, IVA, IVAm: métodos in situ, in vitro sistema tecnologia Ankom y método
in vitro sistema tecnologia Ankom modificado, respectivamente; r: coeficiente de correlacion.

3. Comparacion de las DE de la MS y de la FDN estimadas por las
diferentes metodologias

Las DEys estimadas por la metodologia in situ fueron, en general, superiores
(P<0.05) a las estimadas por los métodos in vitro (con excepcion de la paja
de cebada), los valores promedios fueron 23.5 % (+11.2) superiores en IVA,
y 20.6 % (£ 9.1) en IVAm, mientras que las DEys estimadas entre los dos
métodos in vitro no difirieron (P<0.05) (Cuadro VIII, Figura 18).

Las DErpn determinadas por la metodologia IS fueron en promedio 70 % (+
34) superiores (P<0.05) a las determinadas in vitro (Figura 19), no existiendo
diferencias entre los métodos in vitro.

Las DEws y las DEgpy obtenidas in situ y las DEys y las DEgpn Obtenidas por
IVA o IVAm estuvieron altamente correlacionadas (P<0.01) (Cuadro XVI).

Cuadro XVI. Ecuaciones de regresion entre las degradabilidades efectivas de la MS
y de la FDN determinadas IS y las determinadas por los métodos IVA o IVAmM.

Y: DEIS Y= b(Ds)X +a(Ds) X:DE IV r  Significancia

DEws  1,15(0, 10) X + 3,64 (5,9) DEusIVA 0,97  P<0.01

DEws 1,22 (0.12) X -0,28 (6) DEys IVAm 0,97  P<0.01
DEron 1,51 (0.4) X +5,3 (12,6) DErpn VA 0.86  P<0.01
DEron 1,4 (0.3) X + 8,6 (10,2) DEgpny VAM 0.86  P<0.01

DE: degradabilidades efectivas de la MS y de la FDN asumiendo una tasa de pasaje
(kp) de 6%/h. (Ds): valores entre paréntesis de desvio estandar
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Otros autores (Graham y Aman, 1984; Varel y Kreikemer, 1995; Dewhurst et
al, 1995, Scholljederes et al, 2002) también han encontrado que las
estimaciones de degradabilidad o digestibilidad de la MS y/o FDN
determinadas in situ fueron mayores que las determinadas en condiciones in
vitro. Varel y Kreikemer (1995) encontraron que las estimaciones de
degradabilidad de extractos de FDN de henos de alfalfa y bromus in situ
presentaron menor tiempo lag (3.5 horas menos) y mayores
degradabilidades potencial (6%) y tasa de degradacion (3%) que con la
metodologia in vitro Tilley y Terry (1963). Dewhurst et al., (1995) encontraron
valores de fermentabilidad de la MO estimados por la técnica in situ en los
distintos tiempos de fermentacién eran consistentemente mayores que los
obtenidos por el in vitro (Tilley y Terry, 1963), siendo marcadamente mayor
para los alimentos con altos contenidos de almidon (grano de trigo, papa
dulce y germen de maiz). Sin embargo, Robinson et al., (1999) reportaron
subestimaciones de 5% de la digestién in situ de la FDN a las 48 horas para
pasturas (alfalfa, sudangras, planta entera de maiz, avena vy trigo)
comparando con la digestion de la FDN a las 48 horas en sistema Daisy,
mientras que Spanghero et al., (2003) presentaron un valor de 63. 5 % de
digestibilidad de la FDN a las 48 h en henos determinada por el sistema in
vitro Ankom frente a 53.5% % de degradabilidad efectiva de la FDN
estimada por la metodologia in situ.

Las tres metodologias rankearon los alimentos de forma similar, segun su
DEwms, las pasturas de lotus, raigras y avena aunque presentaron diferente
ordenamiento entre ellas, el valor de DEys de estas pasturas no difiere
(P<0.05) (Cuadro XVII)

Cuadro XVII. Ranking de los alimentos segun las DEws para los diferentes
métodos*

Ranking de los alimentos segin DEys (kp: 6%/h)

Método IS DEws Método IVA DEys Método IVAMm DEys
Citrus, pulpa 87,4 Trigo, grano 76,5 Trigo, grano s/d
Trigo, grano 86,3 Citrus, pulpa 66,2 Citrus, pulpa 66,3
Trébol Blanco 84,0 Trébol Blanco 64,4 Trébol Blanco 64,3
Lotus 72,0 Raigras 59,2 Avena 60,5
Raigras 67,5 Avena 58,1 Raigras 58,1
Avena 64,2 Lotus 56,8 Lotus 57,0
Sorgo, grano 48,4 Sorgo, grano s/d Sorgo, grano 42,5
Heno alfalfa 44,2 Heno alfalfa 39,7 Heno alfalfa 38,6
Farello de cerv. 43,5 Farello de cerv. 31,6 Farello de cerv. 31,6
Cebada, paja 22,8 Cebada, paja 16,8 Cebada, paja 18,0

*IS, IVA e IVAm: métodos in situ, in vitro tecnologia Ankom e in vitro tecnologia
Ankom maodificado. DEys: degradabilidad efectiva de la MS
Kp: tasa de pasaje asumida para el calculo de DEys

Cuando se ordenan los alimentos segun los valores de DEgpn el
ordenamiento segun la metodologia IS es diferente que en las metodologias
in vitro, no registrandose diferencias entre el IVA e IVAm (Cuadro XVIII). Las
DErpn de la pulpa de citrus, el grano de trigo y la paja estuvieron ubicadas
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en 1°, 2° y dltimo lugar respectivamente en las 3 metodologias. Las pasturas
de raigras y trébol blanco siempre se ubicaron en 3er lugar para los 3
métodos, si bien el orden entre ellas es diferente entre IS y los in vitro. Los
demas alimentos (lotus, avena, grano de sorgo, farello de cerveceria y heno
de alfalfa) no mantuvieron un orden relacionado a su agrupamiento.

Cuadro XVIII. Ranking de los alimentos segun las DEgpn para los diferentes
métodos*

Ranking de los alimentos segun DEgpn (kp: 6%/h)

Método

Método IS DEFDN Método IVA DEFDN IVAmM DEFDN
Citrus, pulpa 78,50 Citrus, pulpa 47,35 Citrus, pulpa 46,98
Trigo, grano s/d Trigo, grano 36,89 Trigo, grano s/d
Trébol Blanco 67,05 Raigras 35,66 Raigras 35,93
Raigras 50,25 Trébol Blanco 33,32 Trébol Blanco 33,51
Lotus 47,65 Avena 30,38 Avena 32,78
Avena 46,40 Heno alfalfa 22,50 Heno alfalfa 21,78
Sorgo, grano 36,01 Farello de cerv. 21,49 Farello de cerv. 21,59
Farello de cerv. 35,63 Lotus 20,64 Lotus 20,60
Heno alfalfa 30,10 Sorgo, grano s/d Sorgo, grano 17,20
Cebada, paja 18,49 Cebada, paja 9,19 Cebada, paja s/d

*IS, IVA e IVAmM: métodos in situ, in vitro tecnologia Ankom e in vitro tecnologia
Ankom modificado. DEgpy: Degradabilidad efectiva de la FDN asumiendo una tasa
de pasaje (kp) de 6%/h para su calculo.
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Figura 18. Relacion entre la degradabilidad efectiva de la MS determinada por el
método IS y la determinada por el método IVA.
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CONCLUSIONES

Las cinéticas de degradacién de la MS y de la FDN de los alimentos
estudiados estimadas a través de los métodos in vitro (IVA e IVAmM)
presentaron diferencias, con respecto a las obtenidas con la metodologia in
situ de referencia, siendo las diferencias de mayor magnitud en la FDN que
en la MS.

Las diferencias entre los métodos se manifiestan, mas que nada, en las
fases tempranas de fermentacion, teniendo un gran impacto en las tasas de
degradacion de la MS y la FDN vy en los tiempos lag de la pared celular.

Existié una alta correlaciéon entre las degradabilidades efectivas de la MS de
la metodologia in situ y de las in vitro, determinando un ranking similar de los
alimentos, de acuerdo a las degradabilidades efectivas de la MS.

En los métodos in vitro se deberia investigar los factores que inciden en las
condiciones experimentales (actividad microbiana, interaccién sustrato/
in6culo, interaccion entre distintos sustratos/indculo, tiempo de
acostumbramiento del indculo a las condiciones in vitro, entre otros), durante
las fases iniciales de la fermentacion.

El cambio de la solucion y licor ruminal a las 48 horas (IVAm) no modifico
sustancialmente los resultados.
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Anexo 1. Relacién entre los % de MS desaparecidos estimados por los
métodos IS e IVA (% de MS desaparecido IS / % de MS desaparecido IVA)
para los diferentes tiempos de incubacion.

Tiempo (h) 2 4 8 12 | 24 | 48 | 72 | 9
Trébol Blanco | 1,52 | 1,60 | 1,53 | 1,41 | 1,19 | 1,05 | 1,02 | 1,01
Lotus 1,20 | 1,41 | 1,49 [ 1,46 | 1,29 | 1,11 | 1,05 | 1,03
Raigras 1,19 | 1,16 | 1,43 [ 1,13 | 1,15 | 1,19 | 1,20 | 1,20
Avena 1,14 | 1,31 | 1,37 [ 1,25 | 1,22 | 1,10 | 1,09 | 1,09

Alfalfa,heno 1,12 | 1,14 | 1,15 | 1,14 | 1,11 | 1,07 | 1,06 | 1,05
Cebada,paja 1,20 | 1,41 | 164 | 1,59 | 1,49 | 1,35 | 1,25 | 1,17
Farello 1,00 | 1,19 | 1,42 | 1,53 | 1,55 | 1,36 | 1,22 | 1,14
Citrus, pulpa 1,45 | 1,56 | 1,48 | 1,36 | 1,15 | 1,05 | 1,03 | 1,03
Trigo, grano 1,50 | 1,39 | 1,18 | 1,08 | 1,02 | 1,01
Promedio 126 | 135|138 | 1,33 | 1,24 | 1,24 | 1,11 | 1,09

Anexo 2. Relacién entre los % de FDN desaparecidos estimados por los
métodos IS e IVA (% de FDN desaparecido IS / % de FDN desaparecido
IVA) para los diferentes tiempos de incubacion.

Tiempo (h) 2 4 8 12 24 48 72 96
T Blanco 6,61 4,49 3,10 2,44 1,61 1,19 1,09 1,05
Lotus 10.6:0| 24,8:0 8,50 3,38 1,76 1,24 1,13 1,11
Raigras 5,34 2,26 1,57 1,40 1,25 1,19 1,18 1,17
Avena 1,67 3,07 1,99 1,73 1,43 1,23 1,17 1,15
Alfalfa, heno 1,80 1,48 1,32 1,28 1,25 1,25 1,25 1,25
Cebada, paja | 4,17 2,99 2,39 2,17 1,90 1,30 1,56 1,47
Farello 1,29 1,50 1,72 1,81 1,80 1,57 1,38 1,26
Citrus 2,26 2,42 2,18 1,89 1,41 1,13 1,05 1,03
Trigo, grano 0,92 1,39 1,94 1,54 1,25 1,20
Sorgo, grano | 3,83 3,28 2,71 2,36 1,81 1,45 1,36 1,34
Promedio 3,10 2,54 2,74 2,00 1,55 1,27 1,24 1,20
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