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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

Las técnicas de fermentación y digestibilidad in vitro son procedimientos 

comúnmente usados para determinar la digestibilidad; sin embargo, la 

variabilidad producida por la fuente de inóculo y calidad del mismo, son la causa 

fundamental de la variación de resultados en dichas pruebas (Bochi-Brum et al., 

1999). Además, una limitante para que cualquier laboratorio pueda llevar a cabo 

la prueba de digestibilidad in vitro es que se requieren animales fistulados 

(Streeter, 1969), por lo que el uso de un inóculo conservado puede reducir la 

variabilidad y hacer accesible esta prueba a todos los laboratorios. 

Existen diferentes técnicas para determinar la biodisponibilidad de los nutrientes 

en los forrajes entre las que se encuentran las técnicas in vivo, in situ e in vitro; 

sin embargo, todas ellas presentan desventajas como lo son: requerir animales 

para realizar las pruebas, altas cantidades de alimento, instalaciones, etc. En el 

Capítulo 2 se muestra una revisión documental en la que se describen de 

manera general las metodologías utilizadas para determinar la biodisponibilidad 

de los nutrientes en los forrajes, así como las ventajas y desventadas de cada 

una de ellas. 

Debido a los problemas que causa el mantener una fuente viva de inóculo, se 

han buscado alternativas como lo es la preservación de microorganismos, 

desarrollando así nuevas metodologías como la congelación de cultivos a -20 

°C ó -40 °C, la preservación en nitrógeno líquido a -196 °C (Arcos y Ossal, 

2004) y la liofilización, mismos métodos que se describen en el Capítulo 2 así 

como las ventajas de usar crioprotectores para evitar la ruptura de las 

membranas celulares con los cristales de hielo que se forman durante la 

conservación de los inóculos. 
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Luchini et al. (1996a) evaluaron los efectos de la congelación y liofilización 

como métodos de conservación del líquido ruminal, encontrando que las tasas 

de degradación de la proteína pueden ser estimadas con microorganismos 

ruminales conservados mediante los métodos antes mencionados. Luchini et al. 

(1996b) observaron que los microorganismos conservados actúan más 

lentamente en las primeras horas comparado con los del líquido ruminal fresco, 

por lo que propusieron preincubar los microorganismos conservados de 6 a 12 

h antes de realizar las pruebas de digestibilidad, para con ello poder igualar la 

actividad de éstos con los del líquido ruminal fresco. 

Los datos de digestibilidad obtenidos por Meneses et al. (2000) al utilizar líquido 

ruminal recién extraído oscilaron entre 70 y 72%, mientras que el rango de 

digestibilidad de materia seca al utilizar líquido ruminal conservado osciló de 50 

a 88% al utilizar líquido ruminal congelado con nitrógeno líquido, y 56% al 

congelarlo a -20 °C. Ellos concluyeron que esta disminución de la actividad del 

inóculo, puede ser debido a la pérdida de microorganismos y al agotamiento de 

nutrientes que se produce durante el proceso de conservación. En el Capítulo 3 

se presenta un estudio que tuvo como objetivo comparar el comportamiento del 

inóculo fresco con el inóculo liofilizado y activado con diferentes medios y 

tiempos. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Importancia de los rumiantes para el hombre 

La producción de rumiantes tiene una función económica-social importante para 

prácticamente todos los países del mundo, ya que provee aproximadamente 

657 y 80.5 millones de toneladas de leche y carne, respectivamente (FAO, 

2009b); estos productos son fuente importante de proteína de buena calidad 

(Teferedegne, 2000). En México existe un elevado número de rumiantes, 28.8, 

2.2, 7.2 y 8.9 millones de cabezas de ganado bovino para carne, bovinos para 

leche, ovinos y cabras respectivamente (SIAP-SAGARPA, 2009), los cuales 

favorecen la economía de productores grandes y pequeños. 

Dentro de la cadena alimenticia, los rumiantes también son importantes para el 

hombre debido a que se alimentan de forraje fibroso y con subproductos 

agrícolas e industriales en condiciones de escasez de alimento. Estos alimentos 

no forman parte substancial de la dieta del hombre o de los no rumiantes por lo 

que no compiten por ellos (FAO, 2009a). 

La capacidad de los rumiantes para asimilar alimentos fibrosos se debe a las 

adaptaciones anatómico-metabólicas que han desarrollado a lo largo de su 

existencia, así como la simbiosis que realizan con los microorganismos que 

habitan su rumen (Church y Pond, 1994). Dichos microorganismos, entre otras 

múltiples actividades, fermentan los carbohidratos estructurales (celulosa, 

hemicelulosa y pectina) y no estructurales (azúcares y almidón) de los forrajes. 

Los principales productos de la fermentación son ácidos grasos volátiles (AGV; 

acético, propiónico y butírico) y biomasa microbiana, los cuales representan 
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la principal fuente de energía y proteína para la nutrición del rumiante 

(Calsamiglia et al., 2005). Los AGV y la biomasa microbiana proporcionan 55 y 

90% de los requerimientos de energía y proteína del animal (Quintero et al., 

2001) de acuerdo con la intensidad de producción y la especie animal. Los 

microorganismos ruminales también son una fuente de vitaminas del complejo 

B y de aminoácidos esenciales (triptófano, treonina, metionina, entre otros; 

McDonald et al., 2006) 

Aproximadamente en el 50% de la superficie terrestre no es posible producir 

otros productos agrícolas que no sean forrajes fibrosos, debido a sus 

características edáficas como baja fertilidad, pH, etc. Estas tierras serían de 

poca utilidad para el hombre sin el ganado rumiante (Teferedegne, 2000). 

2.2 Los forrajes en la producción de rumiantes 

Los forrajes se producen principalmente para la alimentación del ganado. Este 

recurso alimenticio es de suma importancia para la alimentación de los 

rumiantes, ya sea en pastoreo o como forraje de corte en condiciones de 

producción intensiva. El forraje es el principal recurso alimenticio para sostener 

la producción de leche y carne destinadas a la población humana y se produce 

principalmente para la alimentación del ganado (Cárdenas et al., 2003). El 

potencial de producción dependerá, entre otros factores, del valor nutritivo del 

forraje que consuma el animal (Ayala et al., 2006), por lo que es importante 

conocer los factores que determinan el valor nutritivo de los forrajes, entre ellos 

los climáticos, características del suelo y manejo (Ruiz et al., 2005). 

El valor nutritivo de un forraje está determinado por su contenido de nutrientes, 

la biodisponibilidad de éstos, y el nivel de consumo por los animales (Meneses 

et al., 2000). Para determinar la biodisponibilidad de los nutrientes o la 

utilización de los alimentos por los rumiantes se han desarrollado diversos 

métodos, los cuales pueden clasificarse según sus características en métodos 

in vivo, in situ e in vitro; dentro de este último grupo se encuentra el uso de 
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enzimas (Arce et al., 2003), la digestibilidad in vitro (Tilley y Terry, 1963) y la 

técnica de producción de gas (Theodorou et al., 1994). La técnica de 

producción de gas permite estimar la extensión y la cinética de degradación 

ruminal del alimento mediante la medición del volumen de gas producido 

durante el proceso fermentativo (Theodorou et al., 1994). 

Una de las ventajas de la técnica de producción de gas en relación con las 

técnicas in vivo e in situ, es que se puede cuantificar el curso de la 

fermentación, así como los componentes solubles del sustrato, aún en un 

determinado momento del proceso (Pell et al., 1997). Los parámetros de la 

cinética de fermentación describen, indirectamente, la digestión del alimento y 

caracterizan algunas propiedades específicas del mismo, como la proporción de 

nutrientes consumidos que pueden ser absorbidos y utilizados por el animal, lo 

cual depende de un crecimiento activo de la población microbiana del rumen 

(Arce et al., 2003). 

2.3 Pruebas para estimar digestibilidad 

El tracto gastrointestinal (TGI) de los rumiantes es diferente al de los no 

rumiantes, ya que los primeros tienen una serie de cavidades pregástricas 

(retículo, rumen y omaso; Church y Pond, 1994), de las cuales el rumen es la 

más grande y metabólicamente más importante. En este órgano se lleva a cabo 

la mayoría de la fermentación microbiana de los constituyentes químicos de los 

forrajes (Christie et al., 1988) y donde la mayoría de los AGV, productos de la 

fermentación, son absorbidos a través de la pared ruminal. Paralelamente a la 

fermentación del alimento, la población microbiana se multiplica y parte de ella 

es arrastrada al abomaso e intestino delgado junto con la digesta ruminal, 

donde es digerida y asimilada como nutriente para el animal. El rumen es 

fundamental en la alimentación y nutrición de los rumiantes, ya que 90% de la 

proteína (Carro, 2001) y 60% de la energía que requiere el animal para 
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mantenimiento son generados en el rumen, a partir de la actividad fermentativa 

y la multiplicación bacteriana (Ferrari, 2008).  

La determinación del valor nutritivo de los alimentos es fundamental para 

estimar el impacto de éstos en la nutrición y producción animal. Para la 

determinación del valor nutritivo de un alimento, no es suficiente con los análisis 

químicos, se debe considerar también los procesos de digestión, absorción y 

metabolismo animal. Las pruebas de digestibilidad permiten estimar la cantidad 

de nutrientes presentes en una ración que pueden ser absorbidos por el aparato 

digestivo quedando disponibles para el animal (Church y Pond, 1994). 

La digestibilidad depende de la composición nutritiva de la ración, siendo a su 

vez afectada por el contenido de las heces de cantidades importantes de 

materiales de origen no dietético (Merchen, 1993). La digestibilidad de un 

forraje se relacionada inversamente con su contenido de FDN o FDA y 

directamente con su contenido celular, carbohidratos solubles (Barahora y 

Sánchez, 2005). Existen diferentes métodos para estimar la digestibilidad de los 

alimentos en rumiantes, las cuales pueden agruparse en pruebas: in vivo, in situ 

e in vitro. 

2.3.1 Prueba de digestibilidad in vivo 

Dentro de las pruebas de digestibilidad del alimento, la técnica in vivo es el 

procedimiento más aceptado por los nutriólogos en virtud de que en esta 

prueba se consideran, prácticamente todos los factores naturales involucrados 

en el proceso de digestión: ambiente del TGI, tasa de pasaje, de dilución, de 

digestión, consumo voluntario y tipo de alimento, población completa de 

microorganismos, especie y estado fisiológico de los animales (Meneses et al., 

2000). 

La prueba de digestibilidad in vivo cuantifica la materia seca del alimento o 

nutrimentos (materia orgánica, PC, FDN, FDA, entre otros) consumido y la 
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materia seca o componentes químicos de las excretas producidas por el animal. 

Estas pruebas son laboriosas y costosas, puesto que se requieren animales, 

alimento suficiente, tiempo y personal calificado (McDonald et al., 2006); dichos 

elementos se multiplican en función de los alimentos en investigación, el diseño 

experimental y el número de repeticiones. Dado que no es factible el control de 

todos los factores involucrados en la digestibilidad in vivo, la variabilidad de los 

resultados es grande, por lo que entre los métodos para determinar la 

digestibilidad resulta ser el de menor precisión. En virtud de tales dificultades se 

han propuesto distintos métodos in situ e in vitro para la determinación de la 

digestibilidad o fermentación ruminal (Bochi-Brum et al., 1999). 

2.3.2 Prueba de digestibilidad in situ 

Ningún método indirecto de estimación de la digestibilidad es universalmente 

aceptado; sin embargo, se pueden hacer estimaciones admisibles con algunos 

métodos indirectos (Streeter, 1969). La técnica de digestibilidad in situ permite 

evaluar alimentos para rumiantes en cuanto a su potencial de degradación. Esta 

metodología es simple, ya que sólo se introducen bolsas (generalmente de 

nylon) con una cantidad determinada del sustrato a evaluar en el lugar o sitio 

del TGI donde se desea medir la degradación del alimento (rumen, abomaso, 

intestino, etc.). Las bolsas se mantienen en la sección del TGI elegida por un 

tiempo definido previamente, el cual varía de 2 a 72 h (Vanzant et al., 1998), 

posteriormente las bolsas se extraen, se lavan y secan para cuantificar el 

residuo y estimar la digestibilidad de la materia seca, o bien hay que someter la 

muestra a determinaciones de algún componente químico (materia orgánica, 

proteína cruda, fibra detergente neutra, etc.) para estimar la digestibilidad de un 

nutrimento en particular. 

La técnica in situ se ha cuestionado argumentando que presenta limitaciones 

serias entre las que destacan que es un procedimiento altamente invasivo que 

afecta directamente el consumo de alimento y no permite evaluar con precisión 
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alimentos con altos contenidos de material soluble, con pequeño tamaño de 

partícula (1 mm) o con alto contenido de almidones y lípidos, ya que este 

material puede escapar de las bolsas sin ser degradado (Ceballos et al., 2008).  

Una ventaja de la técnica in situ es que las bolsas con el alimento son 

sometidas al ambiente de la sección del TGI determinado (rumen, intestino, 

ciego, etc.) y a los factores naturales que afectan la digestibilidad, pero a pesar 

de eso los resultados obtenidos son variables como lo demuestra la 

investigación de Wilkerson et al. (1995). Estos investigadores compararon los 

resultados de digestibilidad in situ obtenidos por diferentes laboratorios en los 

que aplicaron la misma metodología y sustrato. La comparación mostró que los 

resultados fueron diferentes (p<0.01) y concluyeron que existen dos puntos de 

la metodología que determinan tal variación: la ubicación de la bolsa dentro del 

rumen y la claridad del agua que se obtiene después del lavado de la bolsa, ya 

que al extraer la bolsa del rumen se deben eliminar por completo las partículas 

adheridas a la bolsa y esto se logra cuando el agua con la que se lava la bolsa 

es transparente. 

Los resultados de las pruebas de digestibilidad in situ puede verse afectada por 

el tamaño de partícula del forraje que se va a evaluar, el tiempo de 

permanencia de las bolsas en el rumen, el tamaño de los poros de la bolsa y la 

especie animal. Damiran et al. (2008) al estimar la digestibilidad in situ de 15 

forrajes molidos a diferente tamaño de partícula y diferentes cantidades de 

muestra, encontraron que el tamaño de partícula afectó el valor de la 

digestibilidad y concluyeron que con un tamaño de partícula de 2 mm no se 

afectan los resultados de digestibilidad. 

Van Keuren y Heinemann (1962) demostraron que la digestibilidad de los 

forrajes se estabiliza a las 48 h y cuando el tiempo de permanencia de la bolsa 

dentro del rumen era menor a 48 h, había una gran variación en cuanto a 

digestibilidad. En un estudio realizado por Haugen et al. (2006) donde evaluaron 
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la degradación de los sustratos a diferentes tiempos, encontraron que en las 

primeras 10 h se degrada 75% del total de nutrientes digestibles, por lo que en 

lo sucesivo la tasa de degradación disminuyó, por consiguiente el tiempo fijado 

para determinar la digestibilidad de un alimento no debe ser menor a 48 h, pero 

en cuanto a la determinación de la cinética de digestión deberá tenerse cuidado 

con los datos obtenidos a tiempos menores de 48 h, por la variación que 

presentan éstos. 

El tamaño de los poros de la bolsa deben ser lo suficientemente amplios para 

permitir que el líquido ruminal fluya libremente a través de la bolsa y con ello los 

microorganismos, pero también lo suficientemente pequeño para minimizar la 

pérdida de alimento sin degradar o que obstruyan el flujo del líquido ruminal ya 

que esto puede afectar el microambiente interno de la bolsa y la adecuada 

actividad microbiana (Pedraza, 2001). Un tamaño de poro entre 40 a 60 µm es 

adoptado como estándar (Ceballos et al., 2008).  

Aunque la técnica de digestibilidad in situ es usada ampliamente en nutrición de 

rumiantes y evaluación de alimentos, debido a que es una técnica menos 

costosa y laboriosa que la prueba in vivo y por lo tanto, se puede tener un 

elevado número de repeticiones en un mismo animal (Ortega y Carranco, 

1993), es necesario estandarizarla tomando en cuenta los factores 

mencionados tanto intra como interlaboratorios. 

2.3.3 Prueba de digestibilidad y fermentación ruminal in vitro 

Por su practicidad y precisión, la técnica de digestibilidad in vitro (DIV) descrita 

por Tilley y Terry (1963) es el procedimiento, con ligeras modificaciones, más 

utilizado en investigación para la estimación de la digestibilidad ruminal de 

forrajes; sin embargo, la técnica modificada por Georing y Van Soest (1970) 

permite una valoración más rápida de los alimentos sin afectar negativamente la 

precisión del valor obtenido. 
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La DIV consiste en incubar a 39 °C una mezcla de muestra de alimento e 

inóculo ruminal durante 48 h. El residuo se filtra, se pesa y pone en ebullición 

durante 1 h en una solución detergente neutro a 100 °C. El tratamiento con 

detergente neutro elimina la población de microorganismos adheridos a las 

partículas de alimento, de no hacerlo así, los valores de digestibilidad serían 

subestimados. Con los datos de materia seca inicial en la bolsa y la de FDN del 

residuo se obtiene una estimación de la digestibilidad verdadera de los 

alimentos (Bochi-Brum et al., 1999). 

La DIV de los forrajes en el que se usa un inóculo de microorganismos 

ruminales es probablemente la determinación de laboratorio que mejor se 

correlacionan con la digestibilidad in vivo. Meyer et al. (1971) compararon 

cuatro métodos de digestibilidad in vitro: Wisconsin (Baumgardt et al.,1962), 

Tilley y Terry (Tilley y Terry, 1963), VIVAR (Fina et al., 1962) y digestibilidad de 

la FDN (Van Soest y Wine, 1966), con lo que concluyeron que el método de 

digestibilidad de la FDN y el método desarrollado por Tilley y Terry son 

superiores para estimar la digestibilidad in vivo. 

Las técnicas de digestibilidad in vitro que utilizan líquido ruminal han supuesto 

grandes ventajas, ya que a pesar de sobrevalorar los datos in vivo se 

consideran buenos predictores de la digestibilidad. Estas técnicas reducen 

sustancialmente el número de animales y la cantidad de alimento requeridos 

para el ensayo; sin embargo, estas técnicas también plantean otros problemas, 

siendo una grave limitante de utilización por los laboratorios comerciales 

(Meneses et al., 2000); entre los problemas más comunes están: la variación en 

la actividad del fluido ruminal, variaciones incontrolables que se dan dentro del 

laboratorio y entre laboratorios, y la disponibilidad de animales ruminalmente 

fistulados (Arce et al., 2003). 
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Método enzimático de determinación de la digestibilidad in vitro 

Arce et al. (2003) estimaron y compararon la digestibilidad de forrajes con un 

método enzimático en comparación con el método in vitro, encontraron que la 

digestibilidad obtenida por el métodos enzimático fue menor (p<0.001) con 

relación al método in vitro para un mismo sustrato; esto fue atribuido a la 

riqueza microbiana y enzimática del inóculo ruminal, el cual causa una mayor 

degradación de los forrajes, mientras que en el método enzimático se trabaja 

sólo con celulasa proveniente del hongo Penicillium funiculosum. 

En la determinación in vitro utilizando enzimas el grado de ataque de éstas 

depende de la calidad del forraje, es decir, se obtienen diferentes resultados 

para un mismo forraje cuando se utilizan enzimas de diferente especificidad. 

Arce et al. (2003) concluyeron que el método enzimático puede ser una 

alternativa para evaluar la digestibilidad de los forrajes en laboratorio siempre y 

cuando se utilicen mezclas de enzimas necesarias para degradar el forraje. 

Técnicas de producción de gas para determinar la fermentación ruminal in 

vitro 

La mayoría de los procedimientos in vitro desarrollados hasta el momento 

miden la desaparición de sustrato en un punto final de medida y el hacerlo a 

diferentes tiempos para estimar la cinética de digestión complica, y encarece 

aún más estos métodos. Se ha propuesto como una alternativa a la 

desaparición de substrato, la medición de la producción acumulada de gas 

(CO2, CH4 y AGV) como indicador de la fermentación ruminal del alimento. Este 

sistema tiene la ventaja de medir algunos de los productos finales del 

metabolismo microbiano, en lugar de registrar la desaparición del sustrato, lo 

cual no siempre se debe al ataque microbiano (Pell y Schofield, 1993; Bruni y 

Chilibroste, 2001). La cantidad de gas producido por la incubación in vitro de un 
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substrato está íntimamente relacionada con su digestibilidad y por tanto con su 

valor energético (Pedraza, 2001). 

Se han utilizado tres aproximaciones para medir la producción de gas: 1) medir 

el volumen de gas a presión atmosférica constante; 2) medir la presión de gas a 

un volumen fijo; y 3) una combinación de los métodos 1 y 2. La elección del 

método para medir la producción de gas depende del supuesto que los excesos 

de presión acumulada afectan el crecimiento microbiano y generan cambios en 

la solubilidad de los gases en el medio, lo cual puede generar errores en las 

mediciones (Posada y Noguera, 2005). 

La energía para el crecimiento microbiano es derivada de la fermentación de los 

carbohidratos, principalmente almidón y celulosa, cuya fermentación anaerobia 

produce ácidos grasos volátiles, succinato, formato, lactato, etanol, dióxido de 

carbono, metano y trazas de hidrógeno; sin embargo, los carbohidratos también 

aportan esqueletos de carbono esenciales para la síntesis de biomasa 

microbiana. La producción de gas desde la fermentación de proteína es 

relativamente pequeña y la derivada de la grasa es insignificante, por lo que se 

supone que el gas proviene básicamente de la fermentación de carbohidratos 

(Posada y Noguera, 2005)  

Las curvas de producción de gas presentan forma sigmoidal y en ellas se 

pueden distinguir tres fases: una inicial, de lenta producción de gas; una 

exponencial, de rápida producción de gas; y una asintótica, donde existe una 

lenta o casi nula producción de gas. Durante la fase inicial ocurre la hidratación 

y colonización del sustrato insoluble por los microorganismos ruminales, cuando 

el sustrato es saturado con microorganismos y enzimas, la fase exponencial 

toma lugar; durante esta fase, la parte más degradable del sustrato insoluble es 

degradada primero, y el sustrato menos digestible precisa de más tiempo para 

ser degradado. Finalmente, cuando la fracción potencialmente degradable ha 

sido digerida, la producción de gas tiende a cero (Posada y Rosero, 2007). 
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McBee (1952) fue uno de los primeros que describió un método para medir la 

producción de gas, denominado método manométrico; para ello utilizó líquido 

ruminal proveniente de ovinos alimentados con heno de alfalfa, incubado a 37 

°C y con suministro constante de CO2, al cual le adicionó el sustrato (glucosa, 

almidón, hemicelulosa y celulosa) y bicarbonato de sodio como buffer, para 

asemejar las condiciones ruminales, y posteriormente midió la producción de 

gas con un manómetro; mismo método usado por Trei et al. (1970) al evaluar el 

efecto que tenía el procesamiento de los granos en la fermentación in vitro. El 

método manométrico fue modificado por Czerkawski y Grace (1975), quienes 

midieron la producción de gas utilizando una jeringa. 

Pell y Schofield (1993) desarrollaron un método para medir la producción de 

gas que constaba de un sensor conectado a una botella que contenía la 

muestra y el inóculo ruminal. El sensor de presión de gas se conectaba a una 

computadora que registraba cada uno de los datos en un software, el cual 

puede ser instalado en Windows versión 3.0 y 3.1 (Microsorf y Redmond). Esta 

metodología la aplicaron en la medición de producción de gas de diferentes 

cantidades de alfalfa y diferentes cantidades de inóculo ruminal. 

Una limitación de la técnica de producción de gas es la falta de uniformidad en 

la metodología, lo que hace difícil comparar resultados entre diferentes 

estudios. Además, como otros métodos de bio-ensayo, se requieren animales 

fistulados en el rumen para la obtención del inóculo (Posada y Noguera, 2005). 

2.4 Modelos matemáticos para pruebas in vitro 

La mayor limitante en la producción bovina de los países en desarrollo es la 

fluctuación en la cantidad y la calidad de los recursos forrajeros. Por tanto, la 

descripción de los alimentos en términos de la cinética de digestión provee una 

base útil para su evaluación y eficiente utilización (Rosero y Posada, 2007). 
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Los procesos de degradación y tránsito de las partículas por el tracto 

gastrointestinal son afectados por factores inherentes al animal y características 

intrínsecas del alimento. Estos factores deben ser considerados en los modelos 

matemáticos para estimar con mayor precisión los parámetros de la cinética de 

degradación del alimento en el tracto digestivo (Rosero y Posada, 2007). 

Cuando los alimentos son incubados en fluido ruminal y solución tampón, su 

digestibilidad y tasas de degradación pueden ser estimadas por la medición de 

la producción de gas in vitro. La descripción estadística por modelos 

matemáticos de las curvas de producción de gas permite la comparación de los 

sustratos, la evaluación de diferentes ambientes de fermentación, y proporciona 

información referente a la tasa de fermentación de los constituyentes solubles y 

estructurales. Para evaluar los resultados es necesario un modelo que describa 

la producción de gas en el tiempo, que permita un adecuado ajuste estadístico 

de los datos y cuantifique con precisión los parámetros con significado biológico 

(Posada y Rosero, 2007). 

El ajuste de los perfiles acumulados de gas a una apropiada ecuación permite 

resumir la información de la cinética. Así, la descripción matemática de las 

curvas de producción de gas permite la comparación de los sustratos y la 

evaluación de diferentes ambientes de fermentación de los constituyentes 

solubles y estructurales (Posada y Noguera, 2005). 

2.4.1 Modelos matemáticos para determinar los parámetros de la cinética 
de fermentación en la técnica de producción de gas 

Diferentes modelos están disponibles para estimar los parámetros de 

fermentación (Cuadro 1) a través de las curvas de producción de gas, todos 

ellos con diferencias de ajustes estadísticos dependiendo de las condiciones 

experimentales y del tipo de sustrato, lo que hace necesaria su evaluación. No 

obstante, la selección del modelo no debe tener solamente en cuenta 



consideraciones de ajuste matemático, sino también la coherencia biológica de 

los parámetros (Posada y Rosero, 2007). 

Cuadro 1. Descripción de diferentes modelos matemáticos para estimar 
parámetros de la cinética de fermentación. 

Modelo 
No. de 

parámetros Ecuación 

Exponencial 3 Y =Y∞ exp[−μ(t −λ)] 

Logístico 3 Y =
Y∞

1+ exp[−μ(t − ti)]  

Gompertz 3 Y = Y∞ exp{−exp[− μ' 0

D
exp(−Dt )]}

 

Richards 4 Y =
Y∞

1+ vexp[−μ(t − ti)]
1/ v

 

Schnute 4 Y ={Y1
b + (Y2

b −Y1
b ) 1− exp[−a(t − t1)]

1− exp[−a(t2 − t1)]
}1/ b

 

Gompertz 
modificado 

5 Y =Y∞ exp{−μor

Dr

exp(−Drt)−
μos

Ds

exp(−Dst)}

Fuente: Posada y Rosero (2007). 

Modelos exponenciales simples: el método de digestión in vitro de la fibra 

desarrollado por Tilley y Terry (1963) ha sido ampliamente utilizado para 

determinar las tasas de digestión de la fibra soluble. Los datos de estos 

experimentos son ajustados a través de funciones exponenciales (Mertens y 

Loften, 1980): 

ST = SI + S0 (t<L) 

ST = SI + S0 x exp(-k x(t - L)) con (t>L)  

donde, ST es el residuo del total de fibra en el tiempo t, SI es la fibra indigestible, 

S0 es la fibra inicial digestible, k es una tasa constante de digestión (h-1) y L es 

el tiempo de colonización. Para utilizar este modelo en la técnica de producción 

15 
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de gas, la ecuación debe ser modificada porque la aparición de un producto es 

considerada antes de la desaparición de un sustrato (Posada y Rosero, 2007): 

VT = 0 (t<L) 

VT = VF x(1 - exp (-kx(t - L))) con (t>L) 

donde, VT corresponde al volumen de gas en el tiempo t, VF es el volumen de 

gas correspondiente a la digestión completa del sustrato (asíntota), k es la tasa 

de producción de gas (h-1) y L es el tiempo de colonización. Esta ecuación 

exponencial simple puede ser derivada del supuesto de que la tasa de 

producción de gas depende únicamente del sustrato disponible para la 

fermentación una vez alcanzado el tiempo de colonización (Posada y Rosero, 

2007). 

Muchos alimentos para animales contienen una mezcla de carbohidratos que 

presentan diferentes tasas de degradación. Para el análisis de la cinética de 

producción de gas, el sustrato puede ser considerado como una única entidad 

con una tasa de degradación que no varía con el tiempo (monocompartimental) 

o como una entidad múltiple constituida por una fracción de rápida degradación 

y otra fracción de lenta fermentación, cada una de las cuales presenta una tasa 

de degradación característica (multicompartimental). La ecuación anterior 

puede ser modificada para estimar cada una de estas fracciones (Posada y 

Rosero, 2007): 

VT = ΣVFnX (1 - exp(-knx(t – Ln))) 

donde, n representa cada una de las fracciones fermentables dentro del 

sustrato. 

Modelos logísticos: el modelo exponencial supone que el único factor limitante 

en la tasa de producción de gas es la cantidad de fibra digestible. Una función 

de crecimiento logístico supone que la producción de gas es proporcional al 
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tamaño de la población microbiana y al sustrato digestible. En el inicio de la 

fermentación, la población microbiana constituye el factor limitante; y ya en el 

final de la fermentación es la disponibilidad de sustrato fermentable lo que limita 

la tasa de producción de gas. En consecuencia, una curva logística es 

inherentemente sigmoidal y la máxima tasa de producción de gas ocurre 

cuando la mitad del sustrato ha sido fermentado (Schofield et al., 1994). El 

modelo que representa este tipo de comportamiento puede ser descrito como: 

VT = VFx (1 + exp(2 – 4xSx(t – L)))-1 

donde, VT corresponde al volumen de gas en el tiempo t, VF es el volumen de 

gas correspondiente a la digestión completa del sustrato (asíntota), S 

representa una tasa específica semejante a la tasa de degradación y L es el 

tiempo de colonización. 

Modelos empíricos: para el ajuste de las curvas de producción de gas se tiene 

la siguiente ecuación (Groot et al., 1996): 

V = ΣVFx (1 + (B/t)C)-1  

donde, VF es el volumen de gas producido, B corresponde al tiempo (h) en el 

cual la mitad del volumen total de gas ha sido producido, y C es un valor 

positivo que cambia simultáneamente con B y determina la forma de la curva. 

Cuando C≤1, la curva no tiene punto de inflexión y presenta la forma de una 

función exponencial; y cuando C≥1, la curva es sigmoidal. La ecuación es muy 

versátil y permite reproducir las curvas de producción de gas con una buena 

aproximación, aunque desafortunadamente el parámetro C es difícil de 

interpretar en términos biológicos. 
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2.4.2 Modelos desarrollados para estimar EM, DIVMS y DIVMO a partir de 
la producción de gas 

Energía metabolizable 

El método de producción de gas ha sido ampliamente utilizado para evaluar los 

valores de energía en diferentes tipos de alimento particularmente pajas, 

subproductos de la agroindustria y varios forrajes tropicales. Getachew et al. 

(2002) realizaron un experimento en donde compararon los resultados de 

producción de gas de diferentes alimentos y a partir de éste la estimación de la 

energía metabolizable (EM) con la fórmula desarrollada por Menke y Steingass 

(1988); tales datos fueron estimados por laboratorios ubicados en diferentes 

países. Según la fórmula desarrollada para el cálculo de la EM se debe de 

reportar la producción de gas a las 24 h expresada por cada 200 mg de materia 

seca. La EM (MJ kg MS-1) la calcularon con la siguiente ecuación: 

Para forrajes 

EM (MJ kg MS-1) = 2.20 + 0.136PG + 0.057PC + 0.0029CF2  (R2 = 0.94) 

donde, PG es la producción de gas a las 24 h, PC es el porcentaje de proteína 

cruda del forraje y CF es el contenido de extracto etéreo del forraje. 

Para alimentos concentrados 

EM (MJ kg MS-1) = 1.06 + 0.157PG + 0.084PC + 0.22CF2 - 0.081CA 

donde, PG es la producción de gas a 24 h, PC es el porcentaje de proteína 

cruda del forraje, CF es el contenido de extracto etéreo del forraje y CA es el 

contenido de cenizas.  

Getachew et al. (2002) concluyeron que la predicción de los valores de EM a 

partir de la producción de gas a 24 h con el método de Menke y Steingass 
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(1988) no debe ser considerado absoluto, debido a que sólo tres de siete 

obtienen valores de EM similares a los obtenidos en laboratorios. 

Digestibilidad in vitro de la materia seca 

Blümmel et al. (2005) realizaron una investigación en la que efectuaron una 

fermentación in vitro y midieron la producción de gas a diferentes tiempos, así 

como la digestibilidad de la materia seca (DIVMS); con esos datos obtuvieron 

una ecuación donde relacionan ambas variables y estiman la DIVMS con la 

siguiente ecuación: 

DIVMS = 68 + 2.3 × PG   (R2 = 0.38 y p = 0.0013) 

Donde se considera el dato de la PG a 24 h de iniciada la fermentación. 

Digestibilidad de la materia orgánica 

DMO (%) = 14.88 + 0.889PG + 0.45PC + 0.0651CA    (R2 = 0.92) 

donde, se requiere tener el dato de la producción de gas a 24 h, además de la 

proteína cruda y el contenido de cenizas. 

2.5 Efecto del inóculo en los resultados de las pruebas de digestibilidad y 
fermentación 

Debido a que la población microbiana ruminal se ve afectada por numerosos 

factores (tipo de alimentación, salud del animal, tiempo post-alimentación, etc.), 

la procedencia del inóculo ruminal se considera la mayor fuente de variación en 

la determinación de la digestibilidad y fermentación in vitro. En este sentido, la 

ración ingerida por los animales utilizados como donantes es uno de los 

principales factores que afectan al número y actividad de los microorganismos 

ruminales y que consecuentemente, pueden afectar los valores de la 

digestibilidad in vitro (DIV) de los alimentos (Araujo y Vergara, 2007). 
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Bochi-Brum et al. (1999) alimentaron animales donantes de líquido ruminal con 

diferentes proporciones forraje:concentrado y posterior a ello midieron la DIV de 

diferentes forrajes y concentrados, los autores concluyeron que la ración de los 

animales donantes sí afectó a la DIV de los forrajes estudiados, siendo 

inferiores los valores obtenidos al utilizar como inóculo el líquido ruminal de los 

animales que recibieron la ración alta en concentrado (80%). 

Los valores inferiores de DIV de forrajes con inóculos provenientes de animales 

alimentados con dietas altas en concentrados puede deberse a que las raciones 

altas en carbohidratos de fácil fermentación, aumentan la energía y disminuyen 

el componente estructural (fibra), por lo que disminuye la secreción de saliva y 

con ello la afluencia de sustancia buffer al rumen, por lo que el pH cae a un 

nivel favorable para la flora amilolítica y sacarolítica (Araujo y Vergara, 2007). 

Este hecho causaría una disminución en el número de microorganismos 

celulolíticos del inóculo ruminal procedente de estos animales, como 

consecuencia del descenso del pH ruminal ocasionado por el consumo de altas 

cantidades de concentrado. 

Brooks y Urness (1984) realizaron un estudio en el que evaluaron la 

digestibilidad de nueve forrajes y utilizaron ovinos y bovinos como fuente de 

inóculo ruminal; además estimaron la digestibilidad in vivo de forrajes para 

estas mismas especies y para alces, que fueron alimentados de la misma 

manera. La conclusión de esta investigación fue que se puede utilizar inóculo 

de diferente especie animal para predecir la digestibilidad de forraje en una 

especie determinada. Salem (2005) determinó la producción de gas y 

digestibilidad in vitro de leguminosas forrajeras, colectadas en diferente época 

del año y utilizó diferentes fuentes de inóculo (bovinos, ovinos y búfalos); en su 

investigación encontró que la digestibilidad y fermentación in vitro de las 

leguminosas son afectadas por la época del año cuando se utiliza como 

donador de líquido ruminal a los bovinos y ovinos, pero no así para los búfalos, 

donde no se encontraron diferencias en la digestibilidad y fermentación in vitro 



21 

 

de los forrajes, por lo que el autor concluye que no es posible utilizar líquido 

ruminal de ovinos y bovinos para estimar dichos parámetros en búfalos. 

Bueno et al. (2005) realizaron un experimento donde compararon la producción 

de gas, durante la fermentación de diferentes sustratos utilizando como 

donadores de líquido ruminal a ovinos y bovinos; llegaron a la conclusión que la 

producción total de gas no se ve afectada por la fuente de líquido ruminal; sin 

embargo, la fase lag fue menor al utilizar líquido ruminal de bovinos comparado 

con el de ovinos, además también encontraron diferencias en la dinámica de la 

producción de gas. 

2.6 Método de conservación de inóculos 

En cualquier laboratorio de microbiología es fundamental el mantenimiento y 

conservación de las colecciones de microorganismos con los que se trabajan. 

Existen una gran variedad de métodos de mantenimiento y conservación de los 

microorganismos cuya utilización va a depender en parte del tiempo previsto y 

de las características de los diferentes microorganismos. El mantenimiento in 

vitro de cultivos activos requiere una cantidad considerable de trabajo, y 

ocasiona inestabilidad genética de los aislados microbianos. Por esta razón, 

para la preservación de microorganismos se han desarrollado nuevas 

metodologías como la congelación de cultivos a -20 °C ó -40 °C, y la 

preservación en nitrógeno líquido a -196 °C (Arcos y Ossal, 2004). 

2.6.1 Congelación 

Los microorganismos pueden ser conservados para su posterior estudio o 

utilización a través de diferentes métodos como la congelación y liofilización, 

que sólo reducen su actividad metabólica para que estos se mantengan viables. 

La congelación es un método físico-químico que permite conservar 

microorganismos viables sin sufrir cambios genotípicos. En este proceso se 

involucra el agua como microambiente y ella es la que cambia su estado de 
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líquido a sólido; por otro lado la bacteria inmersa en este medio debe adaptarse 

a las condiciones de este nuevo ambiente, transformar la velocidad de su 

metabolismo, conservar su viabilidad y evitar que los cristales de hielo formados 

por el cambio de temperatura del agua les cause algún daño (Joo y Dupré, 

2002). 

El mecanismo de daño celular por congelación más significativo es la formación 

de cristales y es necesario entender dicho mecanismo para prevenirlo. Se han 

considerado como crioprotectores a diversas sustancias que evitan la formación 

de estos cristales, tales como el glicerol que es una de las mejores sustancias 

por sus características moleculares que le permiten simular una vitrificación 

alrededor de la bacteria, lo cual impide que la formación de cristales de hielo 

lesione las membranas citoplasmáticas (Sánchez y Corrales, 2005). 

En el proceso de congelación, la velocidad metabólica bacteriana se reduce 

significativamente, a tal punto que su metabolismo se hace imperceptible, pero 

suficiente para mantener al microorganismo vivo. Algunas adaptaciones de la 

célula bacteriana son: la producción de enzimas resistentes al frío, sistemas de 

transporte a través de membrana adaptados a bajas temperaturas, aumento de 

la concentración de ácidos grasos en la misma cadena de fosfolípidos de la 

membrana celular, esta última para que continúe el estado semifluido de la 

membrana y evitar la congelación (Joo y Dupré, 2002). 

Sánchez y Corrales (2005) evaluaron la congelación como método de 

conservación de bacterias y sus resultados les permiten concluir que la 

actividad bioquímica de la bacteria se ve afectada por el estrés, pero que es un 

estado transitorio. Cuando el microorganismo se estabiliza y se elimina la causa 

de estrés, los procesos moleculares son recuperados en su totalidad; sin 

embargo, el estrés producido por el procedimiento de congelación debe ser 

mitigado en el momento del procedimiento de descongelación y el medio que se 

provea a los microorganismos bacterianos debe ser líquido para que facilite el 
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intercambio molecular iónico y se restituya la actividad bioquímica de la 

membrana rápidamente. 

2.6.2 Liofilización 

La liofilización es un método muy utilizado para conservar microorganismos; sin 

embargo, algunas bacterias son sensibles a esta técnica porque los niveles de 

supervivencia disminuyen significativamente después de ser sometidas a este 

proceso, e incluso su mantenimiento prolongado hace que la viabilidad celular 

disminuya aún más. Tal es el caso de las especies del género Mycobacterium 

(Espinosa et al., 2001).  

Entre los factores que afectan la viabilidad de los microorganismos liofilizados, 

se encuentran: la naturaleza de la cepa, las condiciones de cultivo, la fase de 

crecimiento, la concentración celular, la formulación de los medios protectores 

contra la liofilización, los parámetros de la liofilización y el modo de 

rehidratación (Espinosa et al., 2001). 

Los microorganismos ruminales pueden ser protegidos del proceso de 

congelación-deshielo, mediante el uso de compuestos que son solubles, no 

tóxicos y capaces de penetrar en las células (crioprotectores), con lo que actúan 

previniendo el aumento de las concentraciones de electrolitos y en 

consecuencia la menor muerte de microorganismos; existen sustancias que se 

utilizan comúnmente con buenos resultados como protectores en la liofilización 

de bacterias (Sánchez y Corrales, 2005). 

Los crioprotectores son sustancias que protegen del daño que se pueda 

producir en las células microbianas en el momento de la congelación. Existen 

muchos compuestos que se pueden utilizar como crioprotectores entre los que 

están leche descremada, las peptonas, el glutamato de sodio, los azúcares y 

otros (Sánchez y Corrales, 2005), pero el que se utiliza con mayor frecuencia es 

el glicerol, a una concentración del 5 al 20%. También se pueden utilizar el 
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dimetilsulfóxido y carbohidratos como glucosa, lactosa, sacarosa e inositol. En 

su elección influye el tipo de microorganismos que se quiera conservar (García 

y Uruburu, 2000). 

El glicerol se recomienda como crioprotector, debido a su elevado punto de 

evaporación y a su higroscopicidad, que provoca que los “líofilos” queden muy 

viscosos. No es conveniente utilizar el dimetilsulfóxido, porque es algo tóxico, y 

al concentrarse por la evaporación del agua puede dañar a las células 

microbianas. Por tanto, para la liofilización se recomiendan como 

crioprotectores el inositol para la mayoría de las bacterias, y la leche 

descremada para los hongos y actinomicetos, pero para algunos 

microorganismos pueden ser más convenientes otros crioprotectores, por 

ejemplo, el glutámico-glutamato para las bacterias lácticas, mezclas de glucosa 

con caldo de hígado, etc. (García y Uruburu, 2000). 

2.6.3 Inóculos ruminales conservados y pruebas de digestibilidad in vitro 

Conservar inóculos ruminales podría reducir la variabilidad de resultados en las 

pruebas de digestibilidad y fermentación in vitro por efecto de la fuente de 

inóculo y composición microbiana del mismo, además los inóculos serían 

accesibles para cualquier laboratorio para realizar dichas prueba sin requerir de 

animales (Meneses et al., 2000). 

Luchini et al. (1996a) evaluaron los efectos de la congelación y liofilización 

como métodos de conservación del líquido ruminal, encontrando así que las 

tasas de degradación de la proteína pueden ser estimadas con 

microorganismos ruminales conservados mediante los métodos antes 

mencionados. Luchini et al. (1996b) observaron que los microorganismos 

conservados actúan más lentamente en las primeras horas comparado con los 

del líquido ruminal fresco, por lo que propusieron preincubar los 

microorganismos conservados de 6 a 12 h antes de realizar las pruebas de 
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digestibilidad, para con ello poder igualar la actividad de éstos con los del 

líquido ruminal fresco. 

Los datos de digestibilidad obtenidos por Meneses et al. (2000) al utilizar líquido 

ruminal recién extraído oscilaron entre 70 y 72%, mientras que el rango de 

digestibilidad de materia seca al utilizar líquido ruminal conservado osciló de 50 

a 88% al utilizar líquido ruminal congelado con nitrógeno líquido, y 56% al 

congelarlo a -20 °C. Ellos concluyeron que esta disminución de la actividad del 

inóculo, puede ser debido a la pérdida de microorganismos y al agotamiento de 

nutrientes que se produce durante el proceso de conservación. 

Meneses et al. (2000) realizaron un experimento similar al de Luchini et al. 

(1996a), con el cual concluyeron que el líquido ruminal conservado subestima 

los datos que se obtienen con líquido ruminal fresco; sin embargo, mencionan 

que los métodos estudiados se pueden utilizar para conservar el líquido ruminal 

que se usa para estimar la digestibilidad in vitro.  
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3. FERMENTACIÓN Y DIGESTIBILIDAD RUMINAL IN VITRO DE 
FORRAJES USANDO UN INÓCULO LIOFILIZADO 

3.1 Resumen 

La prueba de digestibilidad in vitro requiere de animales donadores de inóculo 
ruminal. El manejo que se les dé a éstos es la principal fuente de variación en 
los resultados y considerando el bienestar animal, en un futuro cercano pocos 
laboratorios podrán tener animales fistulados. En esta investigación se 
determinaron los parámetros de la cinética de fermentación (Vm, L y S) y 
digestibilidad in vitro a 24 y 72 h (DIV24 y DIV72) con inóculo ruminal liofilizado 
(IL) en comparación con un inóculo fresco (IF). Se realizaron dos estudios 
independientes: la activación del IL a 12 h de incubación en un medio de cultivo, 
y la activación del IL a 24 h de incubación en tres medios de cultivo (MCC, 
MCS, MCSA). El IL tuvo una baja población bacteriana total y celulolítica. La 
incubación por 12 h no fue suficiente para compensar la baja población en el IL 
por lo que los parámetros de la cinética de fermentación y digestibilidad in vitro 
fueron menores (p<0.01) que con el inóculo fresco. La incubación por 24 h en 
diferentes medios de activación mejoró todos los parámetros. La DIV24, DIV72 y 
L en medio MCC fue igual (p>0.01) entre IL e IF, L fue similar sólo cuando se 
usó como sustrato leguminosas. Las diferencias entre los IF e IL dependieron 
(p<0.01) de la calidad nutrimental del sustrato utilizado en la fermentación y 
digestibilidad. Se concluyó que el IL necesita mayor tiempo de incubación y un 
medio de activación rico en nutrientes para dar resultados similares a los del IF, 
y que la calidad de los sustratos juega un rol importante en los parámetros de la 
cinética de fermentación y digestibilidad in vitro. 

 

Palabras clave: liofilización, digestibilidad in vitro, fermentación in vitro, inóculo 
ruminal, líquido ruminal. 
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IN VITRO FERMENTATION AND RUMINAL DIGESTIBILITY OF 
FORAGES USING AN INOCULUM LYOPHILISATE  

3.2 Abstract 

In vitro digestibility trials require ruminal inoculum from donor animals. Animal 
handling is one of the main sources of variation on the results. Taking into 
account animal welfare issues, there might be only a few laboratories that will 
have fistulated animals in the near future. On this research, parameters of the 
fermentation kinetics (Vm, L and S) and in vitro digestibility at 24 and 72 h (DIV24 
and DIV72) were determined with lyophilized ruminal inoculum (IL) compared to 
fresh inoculum (IF). Two independent trials were carried out: the first one was on 
the activation of the IL at 12 h of incubation in culture medium, and the second 
was on the activation of the IL at 24 h of incubation in three culture media (MCC, 
MCS, MCSA). The IL had low total bacterial population as well as low cellulolytic 
bacteria. Incubation for 12 h was no enough to compensate the low population 
of the IL, therefore the parameters of the in vitro fermentation kinetics and 
digestibility were lower (p<0.01) compared to the fresh inoculum. The incubation 
for 24 h in different activation media improved all parameters. The DIV24, DIV72 
and L in MCC medium were the same (p>0.01) between IL and IF, L was only 
similar when legumes were used as substrate. Differences observed between IF 
and IL depended on (p<0.01) nutrient quality of the substrate that was use on 
the fermentation and digestibility. In conclusion, IL needs more incubation time 
and as well as an incubation medium rich in nutrients in order to display similar 
results as those observed on IF. In addition, substrate quality plays an important 
role on the parameters of fermentation kinetics and in vitro digestibility. 

 

Keywords: lyophilization, in vitro digestibility, in vitro fermentation, ruminal fluid 

inoculum. 
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3.3 Introducción 

La determinación de la digestibilidad de los forrajes es útil en investigación 

pecuaria, ya que permite predecir el comportamiento productivo de los animales 

cuando se les ofrece una determinada dieta (McDonald et al., 2006). Las 

técnicas de fermentación y digestibilidad in vitro son procedimientos 

comúnmente usados para determinar la digestibilidad; sin embargo, la 

variabilidad producida por la fuente de inóculo y calidad del mismo, son la causa 

fundamental de la variación de resultados en dichas pruebas (Bochi-Brum et al., 

1999). Además el que se requiera de animales fistulados para realizar la 

prueba, es una limitante para que cualquier laboratorio pueda llevarla a cabo 

(Streeter, 1969), por lo que el uso de un inóculo conservado puede reducir la 

variabilidad y hacer accesible esta prueba a todos los laboratorios. 

Se ha investigado la factibilidad de utilizar inóculos conservados en las pruebas 

de fermentación ruminal y digestibilidad in vitro, y entre los métodos de 

conservación estudiados están la congelación y liofilización (Luchini et al., 1996; 

Meneses et al., 2000).  

Los inóculos conservados pueden presentar una menor actividad, por lo que 

Luchini et al. (1996) y Meneses et al. (2000) consideran que el método de 

conservación del inóculo debe acompañarse con una fase de pre-incubación 

que permita al inóculo conservado superar la más lenta actividad registrada en 

las primeras horas en comparación al inóculo fresco. La pobre actividad inicial 

del inóculo conservado puede originar una subestimación del patrón de 

fermentación y digestibilidad in vitro de los forrajes o alimentos evaluados. Por 

tanto, el objetivo de esta investigación fue determinar los parámetros de la 

cinética de fermentación y digestibilidad in vitro de cuatro especies forrajeras de 

uso común al usar inóculo ruminal liofilizado activado a dos tiempos de 

incubación (12 y 24 h) y distintos medios de cultivo. 
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3.4 Materiales y métodos 

El experimento se llevó a cabo en el laboratorio de Microbiología Pecuaria y en 

las instalaciones de la Granja Experimental del Departamento de Zootecnia de 

la Universidad Autónoma Chapingo; consistió de tres etapas: determinación de 

la fermentación y digestibilidad in vitro de cuatro forrajes, usando inóculo fresco 

de tres ovinos donantes; en la segunda etapa se determinó el efecto del 

proceso de liofilizado y la adición de glicerol en la población bacteriana de un 

inóculo ruminal compuesto; y en la tercer etapa se determinaron los parámetros 

de la cinética de fermentación (CF) y digestibilidad in vitro (DIV) del inóculo 

liofilizado y fresco. 

3.4.1 Fermentación y digestibilidad in vitro de forrajes por inóculo ruminal 
fresco de tres donantes  

Los sustratos usados en todas las pruebas de fermentación y digestibilidad 

ruminal in vitro fueron cuatro forrajes de uso común: una gramínea (ovillo; 

Dactylis glomerata cv. Potomac) y una leguminosa (alfalfa; Medicago sativa cv. 

San Miguel) de clima templado; una gramínea (Tanzania; Panicum máximum 

cv. Tanzania) y una leguminosa (cocuite (Gliricidia sepium) de clima tropical. De 

los tres primeros se colectó todo el material aéreo presente por arriba de los 7 

cm con respecto del suelo, para cocuite sólo se usaron las hojas ya que es una 

especie leñosa. 

Los materiales colectados fueron secados a 65 oC por 96 h, una vez secos se 

les molió a tamiz de 1 mm. Posteriormente se les determinó el contenido de 

proteína cruda, cenizas, extracto etéreo, fibra cruda y extracto libre de nitrógeno 

(AOAC, 2000); fibras insolubles en detergentes ácido y neutro (Goering y Van 

Soest, 1970); y azúcares solubles (Witham et al., 1971). 

Tres ovinos machos mayores de un año de edad, con peso promedio de 35 kg y 

fistulados en rumen, fueron alimentados dos veces al día con una dieta 80% 
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forraje y 20% concentrado, durante 60 días antes de ser usados como 

donadores de líquido ruminal. Posteriormente, dos horas después de 

alimentarlos se extrajo contenido ruminal de cada donante e inmediatamente 

después se filtró a través de cuatro capas de gasa y se diluyó una parte del 

líquido ruminal con nueve partes de una solución mineral reducida (SMR) 

compuesta de (g L-1): Na2CO3 (4 g), K2HPO4 (0.045 g), KH2PO4 (0.045 g), 

(NH4)2SO4 (0.045 g), NaCl (0.09 g), MgSO4 (0.0184 g), CaCl2.H2O (0.0075 g), 

Na2S (0.047 g), Cisteína (0.047 g) y una gota de resarzurina (0.1%). En todo 

momento se mantuvo un ambiente anaeróbico mediante el flujo continuo de 

bióxido de carbono. 

La determinación de los parámetros de la CF se basó en el procedimiento para 

la medición de producción de gas descrito por Theodorou et al. (1994); en 

recipientes de 125 mL de capacidad se colocaron 50 mg de sustrato, 90 mL de 

inóculo ruminal diluido e incubación en baño maría a 39 oC. La presión de gas 

(kg cm-2) se registró a las 0, 1, 2, 4, 6, 10, 14, 18 24, 30, 38, 48 y 72 h de 

incubación, luego de cada registro se liberó el gas para retornar la presión a 

cero. Los valores de presión de gas fueron transformados a volumen de gas 

(mL g-1 MS de sustrato) con la ecuación de regresión obtenida con la presión 

generada por volúmenes conocidos de gas: 

Volumen de gas (mL g-1 de sustrato) = Presión (kg (cm2)-1) * 39.46 (R2 = 0.94) 

El volumen acumulado de gas para cada tiempo de incubación se utilizó para 

estimar los parámetros de la CF: volumen máximo de gas (Vm; mL g-1), fase de 

lag (L; h) y tasa de producción de gas (S; h-1), mediante el modelo logístico 

(Schofield et al., 1994): 

Volumen de gas ൌ
ܸ݉

1 ൅  ሺଶ ି ସ ௫ ௌ ௫ ሺ௧ି௅ሻሻ݌ݔ݁
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Al término de las 72 h de incubación se filtró el contenido de cada recipiente a 

través de papel filtro Whatman No. 4, el residuo fue secado a 100 oC y pesado, 

este peso se restó del peso original del sustrato y con ello se determinó la 

digestibilidad in vitro a 72 h de incubación (DIV72). 

3.4.2 Liofilización del inóculo ruminal y cuantificación de la población 
bacteriana 

Previo a su alimentación matutina de los donantes, se obtuvo una muestra del 

contenido ruminal de cada uno y se mezcló en volúmenes iguales para tener 

una muestra compuesta. Una parte del inóculo fue mezclado con glicerol para 

tener una concentración final de 5% de éste y la otra parte del inóculo se 

manejó tal cual, sin nada adicional. En recipientes de 10 mL de capacidad 

esterilizados en autoclave (121 ºC por 15 min) se agregaron 4 mL de inóculo 

ruminal, se cerraron herméticamente y se mantuvieron en congelación a -70 ºC 

por tres días. Posteriormente, los recipientes se introdujeron en la liofilizadora 

(Labconco® Lyph Lock, modelo 195) con vacío a 0.096 µBar y -47 oC. De esta 

manera se obtuvo un inóculo ruminal liofilizado con glicerol y otro sin glicerol. 

Para la cuantificación bacteriana de los inóculos liofilizados primero se 

reconstituyeron adicionando 6 mL de una solución reductora compuesta de 2.5 

g de L-cisteína, 2.5 g de Na2S y 0.1 mL de resarzurina (1%) disueltos en 15 mL 

de NaOH (2N) y aforado a 100 mL con agua destilada. Los inóculos se 

mantuvieron así por 5 min para su hidratación y luego se les determinó la 

población viable de bacterias totales y celulolíticas. 

Para la cuantificación de la población viable de bacterias 1 mL de inóculo 

reconstituido se diluyó en 9 mL de solución mineral reducida, se mezcló 

perfectamente y se trasfirió 1 mL a otro tubo con 9 mL de SMR, este 

procedimiento se continuó hasta alcanzar una dilución 1 × 10-10. Después, 1 mL 

de cada dilución se sembró en el medio de cultivo para bacterias ruminales 
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(Cobos y Yokoyama, 1995). Los tubos se rodaron sobre agua fría para su 

solidificación y fueron incubados a 39 °C por 96 h (Hungate, 1969). A partir de 

estos tubos se realizó la cuenta de unidades formadoras de colonias (UFC).  

La cuantificación de bacterias celulolíticas se realizó mediante la técnica del 

número más probable (NMP), a partir de las diluciones realizadas a los 

inóculos, se sembró 1 mL de cada dilución en una serie de tres tubos 

conteniendo 9 mL de medio líquido para bacterias celulolíticas (Cobos y 

Yokoyama, 1995) y un fragmento de papel filtro (1.5 × 3 cm). Los medios 

inoculados se mantuvieron en baño maría a 39 °C durante 96 h y se determinó 

como positivo aquellos tubos donde se manifestó degradación del papel. 

3.4.3 Cinética de fermentación y digestibilidad in vitro de forrajes por 
inóculos liofilizado y fresco 

La comparación de la CF y DIV causada por los inóculos liofilizado y fresco se 

realizó por tres ensayos independientes: en el primero se usó un medio de 

cultivo y 12 h de incubación para la activación del inóculo previamente 

reconstituido, en el segundo se usaron tres medios de cultivo y 24 h para la 

activación y en el tercero se usó un medio y 24 h de activación. 

El inóculo con glicerol (5%) liofilizado se activó sembrando 3 mL del inóculo 

reconstituido en 100 mL de medio de activación MCC (Cuadro 2; Cobos y 

Yokoyama, 1995) e incubado a 39 oC por 12 h. A la par se obtuvo un inóculo 

ruminal fresco y ambos inóculos se diluyeron 1: 10 con SMR para usarlos en la 

determinación de los parámetros de CF y DIV siguiendo el procedimiento ya 

descrito, con la diferencia de que en esta prueba se incluyeron frascos para 

detener la fermentación a 24 h de incubación y medir la DIV a 24 h (DIV24). 

También se usaron los registros de producción de gas acumulado a 24 h de 

incubación para estimar energía metabolizable (EM) y digestibilidad de la 

materia orgánica (DMO) mediante las siguientes ecuaciones: 
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EM (MJ kg-1) = 2.2 + 0.136 PG + 0.057 PC + 0.0029 EE2  (Menke y Steingass, 

1998) y 

DMO (%) = 14.88 + 0.889 PG + 0.45 PC + 0.0651 C  (Blümmel et al., 2005) 

donde PG es el volumen de gas a las 24 h de incubación, PC, EE y C son 

proteína cruda, extracto etéreo y cenizas, respectivamente. 

En el segundo ensayo el procedimiento de activación consistió en el uso de tres 

medios de cultivo MCC, MCS y MCSA (Cuadro 2) y 24 h de incubación. El 

inóculo fresco siempre se conformó por líquido ruminal compuesto a iguales 

volúmenes de lo extraído de cada ovino donador, previo a su alimentación 

matutina. 

El tercer ensayo consistió en determinar los parámetros Vm, DIV24 y DIV72 con 

inóculo liofilizado y activado con el medio MCC y compararlos con los obtenidos 

con un inóculo fresco. 
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Cuadro 2. Medios utilizados para la activación de microorganismos liofilizados. 

Componentes 

Contenido por 100 mL de medio 

MCC MCS MCSA 

Agua destilada, mL 50 50 50 

Fluido ruminal clarificadoz, mL 29 29 29 

Solución carbonato de sodio 8%, mL 5 5 5 

Solución mineral Iy, mL 7 7 7 

Solución mineral IIx, mL 7 7 7 

Solución sulfuro-cisteínaw, mL 2 2 2 

Solución de rezarsurina 1%, mL 0.10 0.10 0.10 

Extracto de levadura, g 0.50 0.50 - 

Peptona de caseína, g 0.50 0.50 - 

Sustratov, g - 0.25 0.25 

Sustratou, g 0.25 - - 

Glucosa, g 0.30 - - 

Celobiosa, g 0.30 - - 

Almidón, g 0.25 - - 

zFluido ruminal previamente filtrado a través de gasa, centrifugado 11, 000 rpm y esterilizado a 
15 psi por 15 minutos (se repitió dos veces).yContienen 6.0 g de K2HPO4 por litro de agua 
destilada.xContiene 6.0 g de K2HPO4; 6.0 g (NH4)2SO4; 12 g NACl; 2.45 g MgSO4; y 1.6 g 
CaCl2H2O por litro de agua destilada.wSe disuelve 2.5 g de L-cisteína en 15 ml de NaOH (2N); 
2.5 g de Na2S y 0.1 ml de resarzurina (1%) y se afora a 100 ml, se calienta hasta decoloración 
de la resarzurina y se esteriliza en autoclave. 
vforraje que se va a evaluar; uSustrato con alto contenido de FDN 

3.4.4 Análisis estadístico 

El diseño experimental en todos los ensayos fue completamente al azar. Para la 

determinación de la fermentación y digestibilidad in vitro de cuatro forrajes, 

usando inóculo fresco de tres donadores, el modelo estadístico incorporó 

arreglo factorial 3 × 4: tres donantes de inóculo ruminal y cuatro sustratos 

(alfalfa, ovillo, cocuite y tanzania), con tres repeticiones de laboratorio. 
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Para la determinación del efecto del proceso de liofilizado y la adición de 

glicerol en la población bacteriana de un inóculo ruminal, el modelo incluyó 

como fuente de variación la adición o no de glicerol con tres repeticiones. 

En la evaluación de los parámetros de la cinética de fermentación y 

digestibilidad in vitro de los inóculos liofilizado y fresco, en el primer ensayo el 

análisis estadístico fue con un modelo en arreglo factorial 2 × 4: inóculo fresco o 

liofilizado y cuatro sustratos (alfalfa, ovillo, cocuite y tanzania), con tres 

repeticiones de laboratorio. En el segundo ensayo, el modelo aplicado fue en 

arreglo factorial 4 × 4: cuatro medios y cuatro sustratos (alfalfa, ovillo, cocuite y 

tanzania) con tres repeticiones de laboratorio. Las medias de las variables en 

que la interacción de primer orden fue significativa (p<0.01) se compararon por 

la prueba de “t” de student y las medias de los efectos principales por Tukey 

(Steel y Torrie, 1980; SAS, 2004).  

Para el ensayo de cuantificación de la población bacteriana viable se consideró 

que había efecto cuando la p fuera menor a 0.05 y para el resto de los ensayos 

de 0.01. 

Se realizó un análisis de regresión lineal de los parámetros Vm DIV24 y DIV72 

obtenidos con el inóculo fresco sobre las mismas variables obtenidas con el 

inóculo liofilizado y activado por 24 h en el medio MCC.  

3.5 Resultados y discusión 

3.5.1 Fermentación y digestibilidad in vitro de forrajes por inóculo ruminal 
fresco de tres donantes  

La caracterización de alfalfa, ovillo, cocuite y tanzania se muestra en el Cuadro 

3. El contenido de PC y FC determinados en esta investigación son superiores 

en los sustratos templados que en los tropicales. El contenido de cenizas, FDA 

y FDN son mayores en gramíneas y de manera inversa, las leguminosas 

contienen mayor proporción de ELN y azúcares solubles. 
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El contenido de PC de las leguminosas se encuentra dentro de los rangos 

reportados en literatura: alfalfa de 16 a 24% (Urbano y Dávila, 2003) y cocuite 

de 18 a 30% (Vásquez y Quintero, 1995); sin embargo, para las gramíneas los 

datos obtenidos en este estudio se encuentran fuera de los rangos encontrados 

en literatura: ovillo de 14 a 18% (Canale et al., 1990; NRC, 2007) y tanzania de 

76% (Juárez et al., 2009).  

Para el contenido de FDN sólo la alfalfa se encuentra dentro del rango 

reportado en literatura (de 47 a 56%; Urbano y Dávila, 2003) y el resto de los 

sustratos tienen contenidos diferentes a los estimados por otros autores: ovillo 

de 63 a 78% (Robles et al., 1980), cocuite 59% (Jiménez-Ferrer et al., 2008) y 

tanzania 74% (Juárez et al., 2009). 

Cuadro 3. Caracterización (%)z de la calidad de los sustratos usados para los 
ensayos de cinética de fermentación y digestibilidad in vitro. 

Sustrato PC Cen EE FC ELN FDA FDN Azúcares
Alfalfa 20.6 11.9 1.1 29.8 36.5 35.0 44.2 4.1 

Ovillo 19.7 16.3 2.6 29.6 31.7 40.0 54.0 3.5 

Cocuite 18.3 8.5 2.4 29.6 41.2 36.7 46.5 4.7 

Tanzania 6.5 12.3 0.5 53.4 27.4 56.4 77.9 2.9 

zPC = proteína cruda; Cen = contenido de cenizas; EE = extracto etéreo; FC = fibra cruda; ELN 
= extracto libre de nitrógeno; FDA = fibra detergente ácido y FDN = fibra detergente neutro. 

Los parámetros de la cinética de fermentación y la digestibilidad in vitro de los 

sustratos por efecto de tres fuentes de inóculo se muestran en el Cuadro 4. El 

donador de inóculo ruminal afectó (p<0.01) la fase lag y tasa de producción de 

gas; sin embargo, este efecto siempre se dio con presencia de efecto (p<0.01) 

de la interacción donador de inóculo × sustrato. El Vm y DIV sólo mostraron 

efecto (p<0.01) del sustrato. 

La interacción en las variables L, S y DIV72 prácticamente es causada por el 

inóculo proveniente de la fuente 3 en dos de los sustratos (ovillo y cocuite), con 
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dicho inóculo la fase lag (L) y la tasa de producción de gas (S) fueron mayores 

en comparación a las producidas con los inóculos de los ovinos 1 y 2. 

Los forrajes templados produjeron mayor Vm que los tropicales y las 

leguminosas que las gramíneas, la degradabilidad fermentativa de los forrajes a 

nivel del rumen, se encuentra estrechamente influenciada por las características 

estructurales de la planta, y entre éstas, con la proporción y tipos de 

componentes que conforman la pared celular, existiendo diferencias muy 

contrastantes entre las gramíneas de clima templado y las de clima tropical, 

resultado de sus distintos tipos de metabolismo fotosintético (Marichal et al., 

2007). 

La interacción entre los factores para DIV72 y el hecho de que no haya 

interacción para Vm, se atribuyó al método, ya que la producción de gas es un 

procedimiento más sensible y menos afectado por la manipulación de la 

muestra (Theodorou et al., 1994) contrario a la prueba de DIV (Posada y 

Noguera, 2005), en este sentido se debe considerar que en cuanto a extensión 

de la fermentación, los tres donantes de inóculo mostraron la misma actividad. 

La causa de la diferencia en la duración de la fase lag y tasa de producción de 

gas pueden ser por el comportamiento etológico de los ovinos utilizados, ya que 

dos de ellos eran dominantes sobre el otro y comían inmediatamente después 

de que se les servía el alimento. La colección del líquido se realizaba dos horas 

después de ofrecer el alimento debido a que el fluido colectado antes de dos 

horas post-alimentación causa mayor variación en las pruebas de fermentación 

y digestibilidad in vitro; sin embargo, es recomendado colectar el líquido ruminal 

previo a la alimentación (Williams, 2000). 

El contenido de azúcares está asociado con el volumen máximo y tasa de 

producción de gas, observándose que los sustratos con mayor contenido de 

esta fracción producen mayor cantidad de gas y presentan una menor duración 
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de la fase lag, dicha fase es mayor en las gramíneas comparado con las 

leguminosas 

Cuadro 4. Componentes de la cinética de fermentaciónz (Vm, L y S) y 
digestibilidad in vitroy (DIV) a 72 h de incubación en inóculos ruminales de 
diferentes donadores en cuatro sustratos. 

Donador de 
inóculo  Sustrato Vm, mLg-1 L, h S, h-1 DIV72, % 

1 

Alfalfa 438.52 3.76ª 0.042d 65.16c 
Ovillo 420.86 5.38b 0.032b 64.80c 
Cocuite 404.84 3.51ª 0.044d 57.86b 
Tanzania 372.16 6.54c 0.026a 55.46a 

 Promedio 409.10a    

2 

Alfalfa 423.52 3.43ª 0.041c 62.90c 
Ovillo 402.82 5.25b 0.032b 65.00c 
Cocuite 380.23 3.55ª 0.045e 53.50a 
Tanzania 374.43 6.34c 0.028a 56.70ab 

 Promedio 395.15a    

3 

Alfalfa 428.94 3.48ª 0.049f 66.06c 
Ovillo 400.03 5.43b 0.036c 65.23c 
Cocuite 395.15 5.28b 0.053g 54.36a 
Tanzania 378.52 6.41c 0.031b 53.03a 
Promedio 400.91a    

Efecto del factor  ---------------------------------- p ------------------------------- 
Donador de inóculo 0.0963 0.0001 0.0001 0.0126 
Sustrato 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 
Donador de inóculo × 
Sustrato 

0.6633 0.0001 0.0001 0.0001 

z Vm = volumen máximo de gas; L = fase lag; S = tasa de producción de gas. 
yDigestibilidad in vitro 

3.5.2 Liofilización del inóculo ruminal y cuantificación de la población 
bacteriana 

La adición de glicerol permitió la sobrevivencia de una población bacteriana 

hasta 6.5 veces mayor (p<0.05) con relación al inóculo sin glicerol; sin embargo, 

este impacto en el total de bacterias no pudo evidenciarse en la población de 
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bacterias celulolíticas en donde la adición de glicerol mostró una tendencia 

(p=0.1023) a mejorar en tres veces dicha población (Cuadro 5). 

La mayor población bacteriana con la adición de glicerol podría explicarse por la 

vitrificación periférica que evita el daño a membranas citoplasmáticas por 

cristales de hielo (Sánchez y Corrales, 2005); sin embargo, no se encontró 

alguna explicación del por qué este efecto positivo no se detectó en la población 

de bacterias celulolíticas. 

Aunque la adición de glicerol tendió a favorecer una mayor población 

bacteriana, los valores registrados en este estudio están muy por debajo de la 

población bacteriana en el líquido ruminal fresco. Obrador et al. (2007) y 

Galindo et al. (2008) encontraron que las poblaciones de bacterias totales y 

celulolíticas en líquido ruminal fresco de animales alimentados con forraje 

superan por más de dos mil veces las registradas en el presente estudio. Estas 

grandes diferencias señalan la necesidad de mejorar los procedimientos de 

conservación o compensar la caída de la población al momento de la 

activación. 

Cuadro 5. Población de bacterias totales y celulolíticas en muestras ruminales 
liofilizados con y sin glicerol. 

Tratamiento Bacterias totales 
UFCz mL-1 

Bacterias celulolíticas 
bacterias mL-1 

Con glicerol 12.70 x 106 4.38 x 102 
Sin glicerol 1.93 x 106 1.20 x 102 
p 0.0397 0.1023 

zUnidades formadoras de colonias. 
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3.5.3 Cinética de fermentación y digestibilidad in vitro de forrajes por 
inóculos liofilizado y fresco 

La cinética de fermentación (Vm, L y S), la DIV24 y DIV72 de los sustratos con el 

inóculo liofilizado y activado a 12 h de incubación se presentan en el Cuadro 6. 

El volumen máximo de gas, tasa de producción de gas, digestibilidad in vitro a 

24 y 72 h de incubación, energía metabolizable y digestibilidad de la materia 

orgánica fueron influidos (p<0.01) por el tipo de inóculo (fresco o liofilizado) y 

con excepción de Vm y DIV24, el efecto de tipo de inóculo se dio a la par con el 

efecto (p<0.01) de la interacción con sustrato. El inóculo fresco mostró 1.5 y 1.4 

veces mayor Vm y DIV24 que el inóculo liofilizado, respectivamente. 

La interacción con sustrato se puede explicar con base en que L y DIV72 

tendieron a ser menores con inóculo liofilizado excepto con ovillo en donde el 

inóculo liofilizado presentó el máximo valor de L con 12.24 h, aproximadamente 

2.2 veces mayor al promedio de los valores de L de los cuatro sustratos con 

inóculo fresco que no mostraron diferencia (p<0.01) entre ellos; también esta 

interacción es indicativa de que al usar el inóculo fresco el valor de L fue similar 

para todos los sustratos pero no con el liofilizado en donde sí se registró 

diferencia en este parámetro entre los sustratos. La DIV72 en ovillo fue similar 

entre el inóculo fresco y liofilizado, mientras que los sustratos mostraron 

diferente DIV72 según el tipo de inóculo. 

La interacción mostrada para S, EM y DMO significa que el uso de inóculo 

liofilizado no permitió detectar diferencias entre los sustratos, pero sí con el 

fresco. Esto implica que el inóculo fresco fue útil para jerarquizar la calidad de 

los sustratos pero no el liofilizado. 

 

 



 

Cuadro 6. Cinética de fermentaciónz y digestibilidad in vitroy de cuatro sustratos con inóculo fresco o liofilizado y activado 
por 12 h. 

Inóculo ruminal Sustrato Vm, 
mLg-1 

L, 
h 

S, 
h-1 DIV24,% DIV72, % EMw,

Mcalkg-1 
DMOv, 

% 

Fresco 

Alfalfa 457.33 4.19b 0.047f 62.53 67.33d 3.23f 91.17e 
Ovillo 409.96 6.14b 0.042e 59.46 67.86d 2.59d 73.92c 
Cocuite 400.80 4.36b 0.041e 46.39 57.33b 2.90e 81.74d 
Tanzania 375.10 7.00b 0.034d 39.86 55.19b 2.11c 59.57b 

 Promedio 410.80b   52.06 b    

Liofilizadou 

Alfalfa 279.26 0.07a 0.017b 46.13 61.99c 1.63b 43.35a 
Ovillo 295.06 12.24c 0.024c 40.79 65.73d 1.30a 38.75a 
Cocuite 267.53 3.23ab 0.013a 35.06 47.86a 1.31a 38.24a 
Tanzania 218.03 1.63ab 0.015ab 27.86 45.99a 1.07a 31.13a 

 Promedio 264.97a   37.43a    
Efecto del factor ----------------------------------------------------- p ------------------------------------------------------ 
Inóculo ruminal 0.0001 0.0359 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 
Sustrato 0.0003 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 
Inóculo ruminal × Sustrato 0.1234 0.0001 0.0001 0.0295 0.0006 0.0045 0.0016 
zVm = volumen máximo de gas; L = fase lag; S = tasa de producción de gas. 
yDIV24 = digestibilidad in vitro de la materia seca en 24 h; DIV72 = digestibilidad in vitro de la materia seca en 72 h. 
xEl inóculo liofilizado fue activado por 12 h de incubación previo a su utilización. 
wEM = energía metabolizable calculada mediante la siguiente fórmula: EM (MJ kg-1 MS) = 2.20 + 0.136PG + 0.057PC + 0.0029CF2. 
vDMO = digestibilidad de la materia orgánica estimada mediante la siguiente fórmula: DMO (%) = 14.88 + 0.889PG + 0.45PC + 0.0651CA. 
uEl medio de activación consistió en azúcares (glucosa, celobiosa y almidón), promotores de crecimiento (extracto de levadura y peptona de 
caseína), solución mineral (agua, solución mineral I y II, solución de carbonato de sodio al 8%, solución sulfuro-cisteína y líquido Ruminal 
clarificado) y forraje con alto contenido de fibra (forraje hervido durante 1 hora). 
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La DIV72 de alfalfa obtenida con inóculo fresco es similar a la reportada por Arce 

et al. (2003) (68.84%), pero superior a la de tanzania (49.16%). La digestibilidad 

de cocuite a 24 h es similar a la obtenida por Suárez et al. (2008) a 48 h 

(46.92%) de incubación. 

La EM y DMO calculados en la presente investigación están sobrestimados con 

el inóculo fresco y subestimados con el inóculo liofilizado con respecto a lo 

reportado en literatura por Avendaño et al. (2004) en alfalfa (EM = 2.28 Mcal  

kg-1 MS y DMO = 61.9%), Verdecia et al. (2008) en tanzania (DMO = 58.5%) y 

Tesorero y Combellas (2003) en cocuite (EM = 2.2 Mcal kg-1 MS); esto indica 

que los modelos de Menke y Steingass (1998) y Blümmel et al. (2005), para 

estimar EM y DMO no siempre se ajustan adecuadamente. Datos obtenidos por 

Getachew et al. (2002) indican que la predicción de los valores de EM a partir 

de la producción de gas a 24 h con el método de Menke y Steingass (1988) no 

debe ser considerado absoluto, debido a que sólo tres de siete valores de EM 

obtenidos con el modelo mencionado, son similares a los obtenidos en 

laboratorios. 

En ciertos parámetros de la CF y DIV el inóculo liofilizado subestima los valores 

en comparación al fresco, y en otras el liofilizado no es capaz de diferenciar la 

calidad del forraje. La subestimación, como el pobre desempeño para 

diferenciar entre sustratos de calidad distinta es indicativo de que el diseño del 

procedimiento de activación del inóculo liofilizado no fue el adecuado para 

compensar la pobreza en la población bacteriana detectada en el ensayo 

anterior y hacerlo funcionalmente equivalente el inóculo fresco. 

La cinética de fermentación (Vm, L y S), la DIV24 y DIV72 de los sustratos con el 

inóculo liofilizado y activado en tres medios de cultivo y 24 h de incubación se 

presentan en el Cuadro 7. Con la incubación de 24 h como procedimiento de 

activación, el medio y sustrato influyeron (p<0.01) en todos los parámetros de la 
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Cuadro 7. Parámetros de fermentaciónz y digestibilidad (24 y 72 h) in vitroy de 
cuatro sustratos utilizando un inóculo ruminal fresco o liofilizado y activado en 
diferentes medios por 24 h de incubación. 

Inóculo 
ruminal Sustrato 

Vm,  
mLg-1 

L, 
 h 

S,  
h-1 DIV24, % DIV72,% 

EMx, 
Mcalkg-1 

DMOw, 
% 

Fresco       

LRv 

Alfalfa 435.75 2.80ª 0.043e 55.80f 62.20e 2.98 84.44 
Ovillo 390.25 4.89a 0.041de 53.80f 61.80e 2.45 69.99 
Cocuite 346.25 2.46ª 0.044e 46.60ef 50.80bc 2.82 79.64 
Tanzania 376.35 6.09ab 0.036cd 39.80d 55.00cd 2.09 59.01 

 Promedio 387.15c   2.59d 73.27d 
Liofilizado       

MCCu 

Alfalfa 367.15 5.64ab 0.033cd 52.40f 63.00e 2.08 59.74 
Ovillo 333.00 11.68bc 0.039de 50.20ef 65.60e 1.79 52.02 
Cocuite 323.25 5.04ab 0.030bc 40.40d 51.20c 1.93 55.22 
Tanzania 307.75 9.85bc 0.025b 32.40c 55.40d 1.36 39.22 

 Promedio 332.83b   1.79c 51.55c 

MCSt 

Alfalfa 319.45 5.14ab 0.025b 48.20ef 67.40e 1.78 51.60 
Ovillo 307.75 10.32bc 0.018a 40.20d 63.60e 1.40 41.51 
Cocuite 288.80 4.91ª 0.025b 38.20d 51.60c 1.66 47.79 
Tanzania 236.90 10.12bc 0.021ab 25.20b 48.40b 1.11 32.35 

 Promedio 263.23a   1.49b 43.31b 

MCSAs 
 

Alfalfa 309.30 7.31bc 0.019a 43.20de 59.00d 1.45 42.62 
Ovillo 303.20 20.21d 0.017a 31.40c 62.40e 1.01 30.85 
Cocuite 207.85 2.89a 0.020a 32.40c 45.40a 1.43 41.61 
Tanzania 244.10 24.38d 0.016a 18.00a 42.40a 0.84 24.77 

 Promedio 266.11a     1.18a 33.79a 
-------------------------------------------- p --------------------------------------------- Efecto 

Medio de activación 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 
Sustrato 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 

zVm = volumen máximo de gas; L = fase lag; S = tasa de producción de gas. 

Medio de activación × 
Sustrato 

0.0766 0.001 0.0002 0.0012 0.0001 0.6581 0.6581 

yDIV24 = digestibilidad in vitro de la materia seca en 24 h; DIV72 = digestibilidad in vitro de la 
materia seca en 72 h. 
wEM = energía metabolizable calculada mediante la siguiente fórmula: EM (MJ kg-1 MS) = 2.20 + 
0.136PG + 0.057PC + 0.0029CF2. 
wDMO = digestibilidad de la materia orgánica estimada mediante la siguiente fórmula: DMO (%) 
= 14.88 + 0.889PG + 0.45PC + 0.0651CA. 
vLR = líquido ruminal fresco y completo. 
uMCC = medio de activación con azúcares (glucosa, celobiosa y almidón), promotores de 
crecimiento (extracto de levadura y peptona de caseína), solución mineral (agua, solución 
mineral I y II, solución de carbonato de sodio al 8%, solución sulfuro-cisteína y líquido ruminal 
clarificado) y forraje con alto contenido de fibra (forraje hervido durante 1 hora). 
tMCS = medio de activación con solución mineral (agua, solución mineral I y II, solución de 
carbonato de sodio al 8%, solución sulfuro-cisteína y líquido Ruminal clarificado) y forraje. 
sMCSA; me dio de activación con solución mineral (agua, solución mineral I y II, solución de 
carbonato de sodio al 8%, solución sulfuro-cisteína y líquido Ruminal clarificado), promotores de 
crecimiento (extracto de levadura y peptona de caseína) y forraje. 
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cinética de fermentación (Vm, L y S), DIV24, DIV72, EM y DMO pero sólo en Vm, 

EM y DMO no existió efecto (p>0.01) de la interacción de estos dos factores.  

El inóculo ruminal fresco mostró 1.16, 1.45 y 1.42 veces mayor Vm, EM y DMO, 

que el inóculo liofilizado y activado en el medio MCC, que a su vez mostró los 

mayores valores en estos parámetros entre los inóculos liofilizados y activados. 

El medio MCSA fue el que proveyó los mínimos valores en estos parámetros. 

La interacción (medio de activación × sustrato) indica que L tendió a mostrar los 

valores menores en el inóculo ruminal fresco pero fue igual (p>0.01) con el 

inóculo activado en los medios MCC y MCS si el sustrato era leguminosa, y con 

el inóculo activado en el medio MCSA si el sustrato era cocuite. En S esta 

interacción se asocia con la situación de que el inóculo ruminal fresco tendió a 

mostrar los valores máximos en los cuatro sustratos, pero el inóculo activado en 

medio MCC llegó a igualar los valores del inóculo ruminal fresco si los sustratos 

eran alfalfa u ovillo. 

En DIV24 y DIV72 la interacción (medio de activación × sustrato) se explica por el 

patrón de respuesta del inóculo ruminal fresco que tendió a mostrar los valores 

máximos en todos los sustratos, pero fue igualado principalmente por el inóculo 

liofilizado y activado en el medio MCC especialmente en DIV24 ya que en DIV72 

el inóculo fresco llegó a ser igualado también por el inóculo activado en MCS. 

La actividad del inóculo conservado está influida por la calidad del sustrato, a 

mayor calidad (leguminosas) mayor posibilidad de que los inóculos liofilizado o 

fresco sean iguales. 

La estimación de la EM y DMO en la presente investigación sobrestima los 

datos con el inóculo ruminal fresco y subestima los obtenidos con los inóculos 

ruminales liofilizados y activados en diferentes medios con respecto a los 

estimados por Tesorero y Combellas, 2003; Avendaño et al., 2004; Verdecia et 

al., 2008. 

49 

 



 

50 

 

Meneses et al. (2000), con inóculos liofilizados o congelados, activados por 24 h 

en una solución de McDougall, encontraron digestibilidades menores en 17.63% 

para alfalfa en comparación al inóculo fresco. En la presente investigación la 

DIV24 fue similar al inóculo fresco con el inóculo liofilizado y activado en el 

medio MCC; las diferencias en la presente investigación comparada con la de 

Meneses et al. (2000), se atribuyó al medio usado, ya que se utilizó un medio 

de mayor potencial redox para esta investigación. 

Los valores de DIV24 y DIV72 determinados con inóculo liofilizado y activado en 

medio MCC mostraron una relación lineal (p<0.01) con los valores registrados 

con el uso de inóculo fresco; sin embargo; el grado de asociación fue 

relativamente bajo, especialmente en DIV24 donde R2 fue de 0.717. Para Vm 

también se encontró una relación lineal (p<0.01) pero un grado de asociación 

más bajo con R2 de 0.517 (Cuadro 8). 

Este patrón de respuesta indica que el inóculo liofilizado con activación en el 

medio MCC puede ofrecer un patrón de respuesta en DIV24 y DIV72 similar al 

del inóculo fresco, pero con diferencias en los valores específicos obtenidos y 

de ahí el relativo pobre grado de asociación. Para el caso de Vm la diferencia 

entre los valores específicos puede ser aún mayor. 

Meneses et al. (2000) obtuvieron ecuaciones de predicción de la digestibilidad a 

72 h con inóculo liofilizado con R2 superiores (R2 = 0.9048) a las encontradas 

en esta investigación. 



 

Cuadro 8. Coeficientes de regresión de un inóculo fresco sobre un inóculo 
liofilizado y activado por 24 h para las variables Vm, DIV24 y DIV72 de cuatro 
forrajes. 

Parámetroz estimado β0 β1 p R2 
Vm, mLg-1 118.63 1.03 0.0001 0.517 

DIV24, %  7.31 0.94 0.0001 0.717 

DIV72, %  7.67 0.92 0.0001 0.833 
zVm = volumen máximo de gas; DIV72 = digestibilidad in vitro de la materia seca a 72 h; DIV24 = 
digestibilidad in vitro de la materia seca a 24 h 

3.6 Conclusiones 

Los parámetros de la cinética de fermentación y la digestibilidad in vitro 

dependen del tipo de inóculo ruminal, con la tendencia del conservado por 

liofilización de subestimar valores con respecto al fresco. El tiempo y medio de 

activación del inóculo liofilizado son factores importantes en el comportamiento 

del inóculo, con la tendencia a mejorar este comportamiento con mayor tiempo 

de activación (24 h) y medio con mayor contenido de nutrientes (MCC). La 

diferencia entre inóculos conservado y fresco también depende de la calidad del 

sustrato. 
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