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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes niveles de
concentrado sobre la digestibilidad in vitro general utilizando un periodo extendido
de incubacion anaerobia de 72 horas. Las pruebas de laboratorio se realizaron por
triplicado empleando tres dietas mixtas con relaciones forraje: concentrado de
30:70 (T1), 40:60 (T2) y 50:50 (T3), utilizando liquido ruminal como indculo
microbiano. Los resultados obtenidos demuestran que la digestibilidad general no
mostrd variaciones estadisticamente significativas (P>0.05) entre los tratamientos
evaluados. Las dietas T1 y T2 alcanzaron una coincidencia exacta de 87.96%,
mientras que la dieta T3 registrd6 un 86.56%, compartiendo todo el mismo grupo
homogéneo de Tukey. Estos elevados porcentajes de digestion (superiores al 86%)
confirman la excelente calidad nutricional de los ingredientes y demuestran que la
microbiota ruminal posee una alta capacidad de adaptacion para degradar sustratos
de forma uniforme en cinéticas largas, borrando las ventajas de la tasa de pasaje
iniciales que tienen los granos en las primeras 12 0 24 horas. Desde la perspectiva
del andlisis costo-beneficio, se concluye que los cambios en la cantidad de grano
no alteran la capacidad méxima de aprovechamiento del alimento a largo plazo, por
lo que la dieta con una relaciébn 50:50 resulta ser la mejor opcién para la
alimentacion animal. Esta racion reduce significativamente los costos de produccion
al disminuir el gasto en concentrados comerciales, ofreciendo el mismo valor

nutricional por un costo mucho menor.

Palabras clave: Digestibilidad, In vitro, relacion forraje: concentrado, microbiota

ruminal.



ABSTRAC

The objective of this study was to evaluate the effect of different concentrate levels
on general in vitro digestibility using an extended anaerobic incubation period of 72
hours. Laboratory tests were performed in triplicate using three mixed diets with
forage:concentrate ratios of 50:50 (T1), 40:60 (T2), and 30:70 (T3), using rumen
fluid as a microbial inoculum. The results obtained demonstrate that general
digestibility showed no statistically significant variations (P > 0.05) among the
evaluated treatments. Diets T1 and T2 reached an exact match of 87.96%, while
diet T3 recorded 86.56%, all sharing the same Tukey homogeneous group. These
high digestion percentages (above 86%) confirm the excellent nutritional quality of
the ingredients and demonstrate that the rumen microbiota has a high capacity to
adapt and degrade substrates uniformly in long kinetics, erasing the initial speed
advantages that grains have in the first 12 or 24 hours. From a cost-benefit analysis
perspective, it is concluded that changes in the amount of grain do not alter the
maximum utilization capacity of the feed in the long term; therefore, the diet with a
50:50 ratio turns out to be the best option for animal feeding. This ration significantly
reduces production costs by decreasing spending on commercial concentrates,

offering the same nutritional value at a much lower cost.

Keywords: In vitro digestibility, forage: concentrate ratio, 72 hours, rumen microbiota
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1. INTRODUCCION

La produccion de rumiantes se considera uno de los principales componentes
socioecondmicos y alimentarios mas importantes a nivel mundial. Los sistemas de
produccion ganadera desempefian un papel fundamental en el desarrollo
econdmico de muchas regiones, ya que proporcionan una fuente importante de
ingresos para los productores y contribuyen al bienestar de sus familias. Ademas,
son esenciales para la seguridad alimentaria, debido a que suministran alimentos
de origen animal ricos en nutrientes necesarios para una alimentacion adecuada.
No obstante, la actividad ganadera enfrenta actualmente diversos desafios que
ponen en riesgo su sostenibilidad, entre los que destacan la disminucion de las
superficies destinadas al pastoreo, la creciente escasez de agua y los efectos
derivados del cambio climatico. Estas condiciones pueden afectar la estabilidad de
los sistemas productivos y comprometer la capacidad del sector para satisfacer la

demanda de alimentos en el futuro.

Ante este panorama, la nutricién animal se posiciona como el factor determinante
para optimizar la eficiencia de los sistemas productivos. El rendimiento de los
rumiantes esta estrictamente ligado al consumo y la calidad del forraje. En este
contexto, la suplementacién estratégica especialmente mediante la inclusion de
fuentes energéticas como el almidén de los granos surge como una herramienta
clave para corregir deficiencias nutricionales y mejorar la productividad. Sin
embargo, el uso excesivo de concentrados exige un conocimiento profundo de la
cinética de degradacion de los ingredientes y de la fisiologia digestiva del animal,
con el fin de maximizar la sintesis de proteina microbiana y prevenir disturbios

metabdlicos que pongan en riesgo la rentabilidad y el bienestar animal.

Para formular estas estrategias de manera precisa, es indispensable conocer con
exactitud el valor nutritivo y el grado de aprovechamiento de los alimentos, aspecto
donde las técnicas de digestibilidad in vitro adquieren un rol protagonico. Al simular
de forma controlada en el laboratorio los procesos fermentativos y enzimaticos que
ocurren dentro del tracto digestivo del animal. Esta herramienta no solo optimiza el

tiempo y reduce los costos econdmicos y éticos asociados a los ensayos in vivo,



sino que se convierte en un pilar fundamental para caracterizar la velocidad de
degradacion de los nutrientes, evaluar la viabilidad de recursos alternativos y
disefar dietas equilibradas que maximicen la sintesis de proteina microbiana,
previniendo al mismo tiempo disturbios metabdlicos que pongan en riesgo la

rentabilidad del sistema.



2. JUSTIFICACION

La viabilidad y sostenibilidad de los sistemas de produccion de rumiantes se
encuentran comprometidas debido a factores criticos como el cambio climatico, la
pérdida de areas de pastoreo y la volatilidad en los precios de los insumos
alimenticios convencionales. Dado que la alimentacidén representa el mayor costo
operativo en la produccidbn de rumiantes, es necesario disefar estrategias
nutricionales que maximicen la eficiencia del uso de los recursos disponibles, tales

como los granos ricos en almidén y los subproductos agroindustriales alternativos.

El éxito de la suplementacién energética no depende Unicamente de la cantidad de
alimento ofrecido, sino de la sincronia y la tasa de degradacion de los nutrientes a
nivel ruminal. El uso inadecuado incrementa el riesgo de disturbios metabdlicos
severos como la acidosis ruminal, afectando el bienestar del animal y la rentabilidad

del mismo.

Esta investigacion se justifica al emplear técnicas de digestibilidad in vitro, las
cuales ofrecen una alternativa cientifica rapida, econdémica y éticamente
responsable en comparacion con los ensayos tradicionales in vivo. Al simular el
ambiente ruminal bajo condiciones controladas de laboratorio, este estudio genera
informacion cuantitativa confiable sobre el valor biolégico real de los alimentos. Los
resultados obtenidos permitiran a los productores y nutricionistas predecir el
comportamiento productivo animal, optimizar el uso de productos locales y mitigar

riesgos metabdlicos, promoviendo una mejor produccion.



3. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de tres niveles de concentrado en dietas mixtas sobre la

digestibilidad in vitro para determinar su viabilidad nutricional

Objetivos Especificos

Determinar el porcentaje de digestibilidad in vitro de la materia seca en dietas

mixtas con relaciones forraje: concentrado.

Determinar el porcentaje de Materia Seca en dietas mixtas con relaciones forraje:

concentrado.

Determinar el porcentaje Materia Organica en dietas mixtas con relaciones forraje:

concentrado.

4, HIPOTESIS

Los diferentes niveles de concentrado en las dietas mixtas (30:70, 40:60 y 50:50)
no generan variaciones significativas en el porcentaje de digestibilidad in vitro de

la materia seca.



5. REVISION DE LITERATURA

5.1. Importancia de la alimentacién en rumiantes

La produccién de rumiantes es un sector fundamental para los agricultores de los
paises en desarrollo, ya que proporciona alimentos de alto valor nutricional y
representa una importante fuente de ingresos y seguridad alimentaria, segin Van
Soest (1994). La carne y la leche producidas por los rumiantes aportan nutrientes
esenciales, como proteinas de alta calidad, amino&cidos esenciales, calcio y
vitamina D, los cuales contribuyen significativamente a una dieta equilibrada en los

seres humanos (Scollan et al., 2014)

Sin embargo, este sector enfrenta diversos desafios a nivel mundial. Entre los
principales problemas se encuentran la limitada disponibilidad de tierras cultivables,
la reduccién continua de los pastizales y de las areas destinadas a la produccion
de cultivos para alimentacion animal, asi como la escasez de agua (Mekonnen y
Hoekstra, 2012). Ademas, el acelerado cambio climatico afecta de manera directa
la productividad y sostenibilidad de los sistemas de produccién de rumiantes,
comprometiendo tanto la disponibilidad de recursos como la eficiencia productiva
(Halmemies-Beauchet-Filleau et al., 2018).

La productividad de los rumiantes se encuentra estrechamente condicionada por el
consumo de alimento, el cual depende en gran medida tanto de la disponibilidad
como de la calidad nutricional del forraje ofrecido, asi como de la capacidad
fisiologica y metabdlica del animal para cosechar, ingerirlo y aprovecharlo de
manera eficiente (Grovum, 1993). En este contexto, la alimentacién representa uno
de los pilares fundamentales dentro de los sistemas de produccién animal, ya que
influye directamente sobre variables productivas como la ganancia de peso, la
produccion de leche, la eficiencia alimenticia y el desempefio reproductivo (Herd y
Arthur, 2009). Por ello, cualquier limitacion en la oferta o el valor nutritivo del recurso
forrajero puede traducirse en disminuciones significativas del rendimiento animal y

de la rentabilidad del sistema productivo (Thornton y Herrero, 2010).

Bajo estas condiciones, la suplementacion nutricional surge como una estrategia

clave dentro del manejo alimenticio de los rumiantes. Esta puede definirse como el



suministro adicional de nutrientes destinados a compensar, total o parcialmente, las
deficiencias presentes en la dieta basal compuesta principalmente por forrajes
(Viglizzo, 1981). Los objetivos de la suplementacién son diversos y abarcan desde
corregir carencias en cantidad o calidad del forraje disponible (Bowman y Sanson,
1996), hasta cubrir los elevados requerimientos nutricionales de animales de alta
produccion (Bargo et al., 2003; Moore et al., 1999). Asimismo, la suplementacion
permite optimizar la eficiencia de utilizaciéon de los nutrientes, incrementar la
capacidad de carga animal y favorecer un mejor aprovechamiento de las pasturas
dentro del sistema productivo (Reis y et al., 2009). Particularmente en sistemas
lecheros Bargo et al. (2003) destacan que el principal propésito de la
suplementacion consiste en incrementar el consumo total de materia seca (MS) y
de energia por encima de los niveles que pueden alcanzarse uUnicamente bajo

condiciones de pastoreo.

En este sentido, la incorporacién de granos en la dieta de los rumiantes ha tenido
como finalidad principal aportar fuentes de energia rapidamente disponibles para la
microbiota ruminal, especialmente cuando los animales consumen pasturas con
elevados contenidos de proteina y alta degradabilidad ruminal, como ocurre en
alfalfas, verdeos de invierno y forrajes frescos de alta calidad (Nocek y Russell,
1988). En el caso especifico de los cereales, la principal fuente energética esta
representada por el almidon contenido en el grano, cuya degradacion ruminal
proporciona energia esencial para favorecer la sintesis de proteina microbiana y

mejorar la eficiencia fermentativa del rumen (Huntington et al., 2006).

Sin embargo, la seleccion del tipo de grano a utilizar constituye un aspecto de gran
relevancia, debido a que resulta indispensable lograr una adecuada sincronizacion
entre la disponibilidad de energia y proteina a nivel ruminal (Nocek y Tamminga,
1991). Diversas investigaciones en nutricion de rumiantes han demostrado que el
almidon presente en las distintas materias primas posee diferencias significativas
en cuanto a su velocidad e intensidad de degradacién ruminal (Sauvant y Van
Milgen, 1995). Estas variaciones influyen directamente sobre los procesos
fermentativos del rumen, el aprovechamiento de los nutrientes y, en consecuencia,
sobre la respuesta productiva de los animales. Por ello, comprender las

caracteristicas de degradabilidad de cada fuente de almidén resulta fundamental



para formular estrategias de alimentacion mas eficientes y acordes a los
requerimientos nutricionales de los sistemas modernos de producciéon animal
(Poncet et al., 1995)

La produccion en los animales se puede llegar a mejorar mediante aditivos o
estrategias alimenticias. Se sabe que el crecimiento de un animal esta limitado
principalmente por su genética, factores fisiolégicos y factores nutricionales
(Romero-Huelva et al., 2017). Desde el punto de vista nutricional, la energia es un
elemento fundamental en los rumiantes, ya que este participa en procesos
esenciales como la generacion de calor, el crecimiento, la actividad y la produccién
(Evan et al., 2020). Por ello, suele ser uno de los principales aspectos a considerar
al momento de seleccionar un ingrediente alimenticio. Ademas, el incremento y la
variacion constante en los precios de los ingredientes han impulsado la basqueda
de fuentes alternativas de alimentacion (Moghaddam et al., 2019). En este contexto,
los subproductos agroindustriales y los recursos agricolas descartados para el
consumo humano representan una opcién con gran potencial nutricional para la

alimentacién animal (Hernandez et al., 2018).



Cuadro 1.- Mitigacion del cambio climatico y eficiencia en la nutricidbn de rumiantes

] Sistemas tradicionales . o
Parametro de _ Estrategias de precision y
o (Monocultivo / pastoreo o
Sostenibilidad ) resiliencia climatica
extensivo)

_ Forrajes de baja calidad o  Integracion de subproductos
Base de la dieta

granos comerciales. agroindustriales
Uso de sueloy Grandes extensiones de Menor presion sobre la tierra
agua tierra y alta huella hidrica.  cultivable.
Produccion de ] _ Disminucion de emisiones

o Energia consumida se _ _

metano entérico ) mediante el uso de taninos,

pierde en gas. _ ) o
(CHa) aceites esenciales o ionoforos.

_ Disminucién del consumo ) )
Respuesta al estrés o Uso de dietas de alta densidad
o voluntario, disminucion de la »

calérico . energética

rumia.

Microbioma ruminal Alta abundancia de arqueas Equilibrio con levaduras vivas

objetivo y bacterias celuloliticas gue optimizan el pH.
Seguridad Sujeta a sequias; alta tasa y o

. . _ Produccion de ensilajes y
alimentaria e de mortalidad o descarte
. _ ) N subproductos estables.
ingresos animal en épocas criticas.
5.2. Dietas

5.2.1. Composicion de dietas

El almidén es una de las principales fuentes de energia que se utilizan en la
alimentacion de los rumiantes para una mayor produccion. Por ello, un buen uso de
este mismo es de gran ayuda para mejorar la productividad. Estos granos son
utilizados puesto que su estructura y composicién son los factores que determinan
su digestibilidad y el valor alimenticio para los animales (Rooney y Pflugfelder,
1986).



Algunos de los aspectos mas importantes que se deben tener en cuenta cuando se
esta alimentando a un animal con dietas con gran porcentaje de granos,
encontramos principalmente el consumo, la masticacion, la rumia y la secrecién de
saliva (Mertens, 1997).

En dietas altas en grano, altamente fermentables existe un mayor riesgo de que se
pueda llegar a presentar algun tipo de acidosis ruminal, la cual estara en funcion
del consumo de almidén fermentable en rumen (Hart y Doyle, 1985). Los aspectos
como la digestion del grano, el tipo de poblacion microbiana, los cambios
ambientales que se puedan presentar y llegar a alterar el consumo, son factores
involucrados en la acidosis (Dixon y Stockdale, 1999). Mientras que el forraje tiene
un gran papel dentro de la secrecion de saliva puesto que asi es como se genera
la rumia y con ello una amortiguacion de la fermentacion causada por los acidos

liberados por los microorganismos del rumen (Tajima et al., 1999).

Degradaciéon ruminal rapida
Trigo
Cebada
Maiz con alto contenido de humedad
Maiz hojuelado al vapor
Maiz seco rolado
Grano de sorgo reconstituido
Maiz entero
Sorgo seco rolado
Sorgo no procesado

Degradacion ruminal lenta

Los componentes de una dieta para los rumiantes, modifican significativamente las
poblaciones existentes dentro del rumen y determinan la cantidad de las
poblaciones microbianas y sus interacciones metabdlicas de ese ecosistema
(Vlaeminck et al., 2006).

Se sabe que cuando los rumiantes se alimentan con solamente forraje, el fenémeno

de adaptacién a los nutrimentos en el rumen favorece el establecimiento de
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metanogénicas (Archae) y por su interaccion, con microorganismos productores de
hidrégeno (bacterias, hongos y protozoarios) en ambientes anaerobios (Bernalier
et al., 1991).

Por otro lado, a los rumiantes alimentados con dietas ricas en concentrado generan
grandes cambios dentro del rumen, que favorecen la interaccion de
microorganismos productores de hidrégeno y las bacterias acetogénicas (Brown et
al., 2006).

La alimentacién de los rumiantes con dietas de una determinada proporcién de
forraje/concentrado genera grandes cambios dentro de la microbiota del rumen, los

cuales llevan a cabo una mejor utilizacion de nutrientes (Grant, 1997).

El estudio del fendbmeno de adaptacién de rumiantes a dietas con diferente
proporcion forraje/concentrado y su efecto sobre las poblaciones microbianas del
rumen, crea unas oportunidades para maximizar la utilizacién de los nutrientes de
la dieta y también, contar con estrategias para la cria y aprovechamiento de

rumiantes con bajas emisiones de metano a la atmosfera (Newbold y Rode, 2006).

Stock (1988) enfatiza el efecto del uso de forraje sobre la tasa de pasaje puede
llegar a ser beneficioso en raciones altas en concentrados donde los granos tienen
una fermentacion mas rapida, ya con esto se puede reducir la produccion total de
acidos y los riesgos de acidosis bajan significativamente; por otro lado, los cambios
en la tasa de pasaje con los granos de una fermentacion mas lenta, puede llegar a
reducir un poco la digestibilidad ruminal. Una tasa de pasaje rapida puede llegar a
reducir el tiempo para la accion de las enzimas ruminales en el alimento consumido
lo que puede llegar a ocasionar una menor digestibilidad (Huhtanen y Kukkonen,
1995).

La adicion de forrajes en las dietas es de gran ayuda ya que mejora
significativamente el consumo por lo cual aumentan las ganancias (Mertens, 1997).
Sin embargo, la energia que se obtiene de la fibra es mas costosa que la obtenida
a partir de los granos por ello, el mantener un balance de forraje y concentrado en

las dietas suministradas a los rumiantes es un factor muy importante para mantener
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un rendimiento 6ptimo, asi como una buena salud de los animales y por lo tanto un

buen costo de produccién (Tozer, 2012).

Por otro lado, el forraje utilizado en las raciones altas en concentrados es uno de
los principales amortiguadores de una acidosis gracias al estimulo de la rumia por
lo que el nivel de inclusion, asi como la forma en la que es ofrecida deben ser

cuidadosamente consideradas al formular las dietas (Krause y Oetzel, 2006).

Aunado a lo anterior, se ha demostrado que el comportamiento productivo de los
rumiantes es mejor, es decir una mayor tasa de ganancia, asi como una mejor
eficiencia al incluir niveles de forraje en las dietas que son ofrecidas a los animales
(Huffman et al., 1992).

Cuadro 2.- Dindmica ruminal segun la base de la dieta

Dietas altas en forraje Dietas altas en
(Fibra) concentrado (Almidén)

Celulosa, hemicelulosa Almidén, azlcares solubles

Parametro cientifico

Sustrato principal

y lignina. y glucogeno.
Poblacién microbiana Bacterias celuloliticas y _ o
. o Bacterias amiloliticas
predominante fibroliticas
Perfil de 4cidos grasos Alta proporcién de Alta proporcion de
volatiles (AGV) Acetato Propionato y lactato
pH ruminal promedio 6.2a7.0. 5.0a5.8.
tasa de fermentacion Lenta y progresiva. Réapida y exponencial.
L _ Alta estimulacion _ y o
Masticacion y rumia o Baja estimulacién mecénica
mecanica
Secrecioén de saliva 'y Méaxima produccién de Produccién de saliva
capacidad buffer saliva reducida
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5.2.2. Proporcion de acidos grasos volatiles

Un suministro alto de forraje en las dietas utilizadas produce un pH ruminal elevado,
este nos genera una gran actividad de rumia por una alta produccion de saliva,
promoviendo el crecimiento de bacterias celuloliticas y una fermentacién acética.
Mientras que, por otro lado, un alto contenido de concentrado dentro de la dieta
genera un pH bajo, lo que promueve una actividad amilolitica con alta produccion

de acido propidnico y lactico (Kaufmann, 1976).

Un abastecimiento de concentrados con porcentajes que no sean mayor a 40 % de
la dieta, no se ve afectado el ambiente dentro del rumen, aunque proveera de
energia que las bacterias necesitan para su funcionamiento adecuado, asi como
para un mejor aprovechamiento del alimento que les es suministrado (Rearte et al.,
1989).

Por otro lado, la administracion de granos en niveles elevados soélo resulta
adecuada cuando los animales han sido sometidos a un proceso de adaptacion
gradual y bien planificado. Asimismo, las reducciones del pH ruminal que se
produzcan pueden ser mitigadas mediante el uso de sustancias amortiguadoras o
buffers (Rearte y Elizalde, 1994).

La energia que es suministrada de los alimentos concentrados genera una alta
produccion de &cido graso propidnico, la cual es mejor aprovechada dentro del
metabolismo del rumen, por el contrario, la energia que se obtiene de alimentos
fibrosos produce una alta cantidad de &cido acético el cual es menor su
aprovechamiento dentro del rumen (Van Soest, 1994). A pesar de que los
rumiantes pueden aprovechar gran parte de la celulosa gracias a la fermentacion
gue se lleva a cabo dentro del rumen, el proceso lleva a una considerable pérdida
de energia (Kaufmann, 1976).

Los acidos grasos volatiles (AGV) ademas de aportar energia para los rumiantes,
integran importantes productos para el metabolismo de los rumiantes. Esto puede
conseguirse con una menor cantidad de fibra y una incorporacion de concentrados

a la dieta suministrada (Smith y Crouse, 1984). Cuando se suministra mas del 30
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% de granos a la racion puede llegar a generar una disminucion de digestibilidad
de lafibra (Rearte y Santini, 1989), lo que ocasiona una mayor produccion de acidos
grasos insaturados (AGI) (Ferndndez Mayer, 1998).

Una dieta que es alta en forrajes produce un pH ruminal elevado por estimular la
rumia, por lo tanto, una alta produccion de saliva, lo que genera que se produzca
una alta cantidad de bacterias celuloliticas y por ello se genere una fermentacion
acética, es decir, una alta produccion de acido acético (Russell, 1998). Por otro
lado, una racién alta en concentrado provoca la produccion de un pH bajo, por lo
gue aportara una actividad amilolitica con una alta produccion de acido propiénico
y &cido lactico (Kaufmann, 1976).

La presentacion fisica del alimento suministrado en las dietas llega a producir
cambios en el pH del rumen lo que a su vez genera cambios en la cantidad de los
productos generados por la digestibilidad de los alimentos suministrados (Llonch et
al., 2020). El tamafio de la particula del alimento es otro factor muy importante ya
gue afecta significativamente la actividad de la rumia, por lo tanto, se ve afectada
la produccion de saliva, esto se ve reflejado en la modificacién de la poblacién de
los microorganismos del rumen y se vera modificada la produccién de AGV
(Beauchet-Filleau et al., 2023).
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Cuadro 3.- Perfil bioquimico y energético del rumen

Umbral 6ptimo Dominancia

Dominancia de Sustento
. . de de e
Parametro de forraje . , cientificoy
evaluacion (> 60% de la sincronismo - concentrado efecto
: (= 40% de (70% a 90% o
dieta) biologico
concentrado) de grano)
El pH regula
Estabilidad del Rango: 6.2 a 6.8 Rango: 6.0 a Rango: < 5.5 de _ forma
selectiva la

pH 6.3).

., L
Produccion de
acido supera la

Estimulacién de Aporte
la rumia buffers salivales

Mecanismo de
estabilizacion

capacidad
. Acido
AGV Acgtgto (Acido Alta produccion Propionico
. Acético)

predominante de acetato

de Lactato.
Comportamiento Curva de Alta Saturacion
€n ensayos In fermentacion reproducibilidad. buffer.
vitro lenta

del pH

tasa

a saliva
aporta
neutraliza la
acidez

El acetato es
el precursor
base para la

y acumulacioén sintesis de

grasa lactea

Dietas con
altos granos

acelerada del requieren
Caida duplicar la

capacidad
del tampon

5.3. Digestibilidad de dietas

En el pais se utilizan diferentes proporciones de grano en la alimentacion del

ganado, el cual puede ir desde un 20 % a un 90 % de la dieta total (Cantor et al.,

2023). El uso de altos niveles de grano en las dietas puede llegar a modificar el

metabolismo del rumen, el cual puede llegar a exponerlo a una acidosis, por lo

tanto, es importante considerar los manejos que se deben tomar en cuenta para

evitar estos trastornos metabdlicos al animal (Bevans et al., 2005)

La cantidad de concentrado en la dieta afecta directamente a la digestibilidad

ruminal, la cual puede llegar a afectar a los microorganismos del rumen los cuales

son los encargados de la digestibilidad (Mould, 1988).
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Stock (1988) indica que el forraje puede ser beneficioso para la tasa de pasaje en
las dietas altas en concentrado cuyos granos son de una fermentacion rapida, esto
debido a que puede llegar a reducirse la produccién de acidos y por ende la acidosis
ruminal. Aunque estos cambios en la tasa de pasaje pueden llegar a afectar a los
granos de fermentacion lenta puesto que disminuye su digestibilidad, por ello, una
tasa de pasaje rapida puede reducir el tiempo para que los microorganismos y las

enzimas del rumen degraden al alimento (Offner et al., 2003).

Los aspectos relacionados con el forraje como la tasa de pasaje, el tamafio de la
particula pueden llegar a afectar la digestibilidad en dietas altas en concentrados
(Gill et al., 1981). Los resultados de Thompson y Lamming (1972), sefialan que la
digestion del almidon fue mayor cuando el tamafio de particula del forraje fue de un
mayor tamafio. El conjunto de estos factores como lo son el tamafio de particula,
su formay la cantidad de forraje tienen que ser considerados al momento de realizar

las raciones para asi tener una mejor digestibilidad del almidén.

Los resultados de la alimentacion estan condicionados principalmente por el
porcentaje que contienen de concentrado las dietas, asi como de la manera en la
gue se es ofrecida a los animales (Beauchemin y Yang, 2005). El abastecimiento
de concentrado por niveles inferiores al 40 % de la racion total, no se ve afectado
el metabolismo dentro del rumen, si bien, suministra la energia suficiente para que
las bacterias la utilicen para aprovechamiento del amoniaco ruminal (Rearte et al.,
1989).

Por otro lado, con cantidades mayores de alimentacion generaran un mayor
reemplazo de la pastura consumida, afectando el ambiente dentro del rumen, con
efectos negativos muy notorios como lo son la digestibilidad del forraje, asi como el
consumo de el mismo (Bargo et al., 2003). La adicion de granos en altos
porcentajes en las dietas solamente es adecuada cuando existe una previa

adaptacion de los animales (Rearte y Elizalde, 1994).

Stock (1988) enfatiza que el efecto del forraje sobre la tasa de pasaje puede ser
beneficioso en raciones altas en concentrados cuyos granos tienen una

fermentacion rapida, ya que se puede reducir la produccién total de acidos y los
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riesgos de acidosis. Sin embargo, los cambios en la tasa de pasaje podrian ser
detrimentales en aquellos granos de fermentacion lenta, reduciendo con ello la
digestibilidad ruminal. Una tasa de pasaje rapida puede reducir el tiempo para la
accion de las enzimas ruminales y posiblemente ocurre lo mismo en el intestino
delgado (Lopes et al., 2015).

La degradacion del almidén dentro del rumen esté determinada por las propiedades
propias del almidon, asimismo de los procedimientos a los que se haya sometido el
grano (drskov, 1986).

Generalmente los granos de trigo y cebada suelen tener una rapida degradacion
de almidon, es decir, el almidén de estos granos se digiere rapidamente, por otro

lado, los granos de maiz y sorgo son mas lentos (Britton y Stock, 1987).
Por otra parte, Duran et al. (2004) y Calderon et al. (2011) obtuvieron resultados en

los que comprueban que el almidon puede tener una digestibilidad que va desde el
50 % hasta un 80 %.
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Cuadro 4.- Comparativo de la microbiota ruminal segun el nivel de grano en la dieta

Dietas altas en Dietas altas en

Impacto en la digestibilidad

Dimension de forraje concentrado |
analisis (20% a 40% (70% a 90% _
manejo recomendado
grano) grano)
Carbohidratos  Carbohidratos no N _
Sustrato Modifica la tasa de pasaje y la
o estructurales  estructurales o _,
principal cinética de fermentacion.
El pH < 5.5 inactiva las
Rango de pH enzimas fibroliticas,
' 6.2-6.8 <5b5 _ _ o
ruminal induciendo acidosis
) _ . . Sustitucién de flora nativa.
Microbiota Bacteria Bacterias ) o
_ » o Caida  drastica en la
predominante  Celuloliticas Amiloliticas y _
degradacion de la fibra
_ Provoca laminitis, ruminitis
Riesgo .
. Nulo Elevado Requiere uso de buffers
metabdlico
NaHCOs3
Solucién Requiere doble Previene la acidosis artificial
Manejo del tampdn capacidad bufferin vitro provocada por la
tampoén (Buffer) estandar 0 monitoreo rapida liberacion de acidos en

constante de pH. sistemas cerrados.

5.4. Digestibilidad in vitro

Las investigaciones de digestibilidad realizadas por Tilley y Terry (1963), sobre in
vitro se basan en una fermentacion anaerébica utilizando liquido ruminal o enzimas
gue permiten simular la digestion del alimento, como piensos o forraje. Empleando
dicho proceso, se determina con qué facilidad se digiere el alimento durante la

digestion.
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El procedimiento utilizado en las investigaciones de digestibilidad, las muestras de
los alimentos que se desean analizar se someten a un proceso de incubacion en
contacto con liquido ruminal durante un periodo aproximado de 48 a 72 horas

dependiendo si es concentrado o forraje (Goering y Van Soest, 1970).

Durante este tiempo, se reproduce de manera controlada la actividad microbiana
gue ocurre naturalmente en el sistema digestivo de los rumiantes, lo que permite
observar el grado de degradacion del material alimenticio bajo condiciones de
laboratorio. Este enfoque facilita la estimacion de la digestibilidad de los alimentos

de forma mas precisa y estandarizada (Mabjeesh et al., 2000).

Dicho método simula el proceso de digestiébn que ocurre de manera natural en el
tracto digestivo de los rumiantes, especialmente en el rumen, donde se lleva a cabo
una intensa actividad microbiana (Theodorou et al.,1994). Debido a esto, es
indispensable el uso de liquido ruminal que contenga microorganismos viables, ya
gue estos son los responsables de la degradacion de los componentes del alimento
(Huntington y Burns, 2007). De esta forma, el procedimiento permite reproducir en
condiciones controladas de laboratorio las condiciones fisiologicas del animal,
facilitando la evaluacién del comportamiento digestivo de los alimentos de manera

mas precisa y representativa (Tilley y Terry, 1963).

La poblacién de microorganismos presentes en el rumen puede verse influenciada
por una amplia variedad de factores, tales como la dieta del animal, su estado
fisiol6gico, el manejo alimenticio y las condiciones ambientales, la procedencia del
in6culo ruminal se considera uno de los principales factores de variacién en la

determinacién de la digestibilidad in vitro (Amanzougarene y Fondevila, 2016).

En este sentido, la composicion y actividad microbiana del liquido ruminal no
siempre es constante, lo que puede generar diferencias en los resultados obtenidos
entre ensayos (Cone et al., 2002). Por ello, la seleccion y manejo adecuado del
in6culo resulta fundamental para asegurar mayor consistencia y confiabilidad en las
evaluaciones de digestibilidad realizadas en condiciones de laboratorio (Marten y
Barnes, 1980).
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Bajo esta perspectiva, la dieta que consumen los animales de los cuales se obtiene

el liquido ruminal se ha identificado como uno de los factores mas importantes que

influyen en la cantidad, diversidad y actividad de los microorganismos presentes en

el rumen (Henderson et al., 2015). Esto se debe a que la alimentacion del animal

determina en gran medida el tipo de sustratos disponibles para la microbiota

ruminal, lo cual repercute directamente en su desarrollo y funcionamiento

(Amanzougarene y Fondevila, 2016). En consecuencia, estas variaciones en la

poblacién microbiana pueden generar cambios significativos en los valores de

digestibilidad in vitro (DIV) de los alimentos evaluados, afectando la consistencia y

comparabilidad de los resultados obtenidos en los ensayos (Weiss, 1994).

Cuadro 5.- Factores Metodologicos de Variabilidad en la Digestibilidad In Vitro

Factor n : e
o Impacto analitico Estrategia de mitigacion
critico
Dieta del Modifica la carga enzimatica y Mantener animales donantes
donante microbiota del liquido ruminal con dietas basales estables
Moliendas muy finas < 1mm Estandarizar la  molienda
Tamafio de aumentan artificialmente el area empleando cribas milimétricas
particula superficial acelerando la cinética de uniformes (tipicamente 1.0 mm
fermentacion. 0 2.0 mm.
_ . Verificar la integridad
_ Poros > 30 nm inducen la pérdida .
Porosidad ] _ estructural y el tamafo de poro
fisica de particulas finas de muestra )
de la bolsa controlado de los consumibles

sobreestimando la digestibilidad. _ _
de filtracion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Descripcion del area de estudio

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Rumiantes, de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.
Esta instalacion se localiza geograficamente a 25°22’ latitud norte y 101°22’ longitud

oeste, con una altura de 1742 msnm.

6.2. Materiales

e Crisoles e Sellador
e Pre incinerador e Incubadora ANKOM DAISY
e Mufla e Frascos Vidrio
e Bolsas e Termos
e Dieta e Bata
e Estufa e Guantes Latex
e Desecadores e Cubrebocas
e Pinzas e Plumones
e Bascula e Hojas
e Espatula e Trapos
6.3. Métodos

El alimento utilizado en el experimento tenia un contenido del 20 % de proteina
cruday 11.48 MJ EM/kg de MS. La dieta estaba compuesta por pasta de soya, maiz
y sorgo molido, salvado de trigo, heno de alfalfa, sales minerales y urea.

6.3.1. Determinacién de materia seca

Para realizar los analisis correspondientes, fue necesario llevar a cabo un proceso
previo de preparacion de las muestras obtenidas durante el muestreo. En primer
lugar, cada muestra fue sometida a un proceso de molienda mediante un molino
(Wiley), con el fin de reducir el tamafio de las particulas (2-3 mm) y facilitar su

homogeneizacion. Este proceso permiti0 obtener una mezcla representativa de
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cada muestra, garantizando una mayor precision y confiabilidad en los resultados
de los andlisis posteriores, al minimizar las variaciones derivadas de posibles
heterogeneidades en la composicién del material. Asimismo, el uso de muestras
finamente molidas y en condiciones 6ptimas facilitd el manejo y la aplicacion de los
diferentes procedimientos de laboratorio, asegurando que cada analisis se realizara
bajo condiciones controladas y contribuyendo a la obtencion de resultados mas

exactos y consistentes.

Para la determinacién de la materia seca total de las muestras, se siguio el siguiente
procedimiento: Inicialmente, se procedi6 a la preparacion de los crisoles a utilizar.
Cada crisol fue identificado individualmente con el propésito de mantener un
adecuado control y organizacion de las muestras, evitando posibles confusiones
durante el proceso experimental. Posteriormente, los crisoles fueron colocados en
una estufa de secado a 110 °C durante 24 horas, con el objetivo de eliminar
cualquier rastro de humedad residual y garantizar que no afectara los pesos

registrados en etapas posteriores.

Una vez completado el periodo de secado, los crisoles fueron retirados
cuidadosamente de la estufa utilizando una pinza de acero inoxidable, con el fin de
evitar contaminacion o transferencia de humedad. A continuacion, se colocaron en
un desecador durante 15 a 25 minutos, permitiendo que alcanzaran la temperatura
ambiente y un peso constante. Este paso es fundamental para evitar variaciones

en el peso por el calor residual.

Una vez estabilizados, los crisoles fueron retirados del desecador y pesados en una
balanza analitica Explorer Ohaus de alta precision. El peso obtenido se registro
como “peso del crisol vacio”, dato indispensable para los calculos posteriores.
Posteriormente, los crisoles fueron devueltos al desecador hasta el momento de

adicionar las muestras.

A cada crisol se adicionaron aproximadamente 2 gramos de muestra, asegurando
una cantidad suficiente y representativa. El peso resultante se registr6 como “peso
del crisol + muestra humeda”. Este valor sirvi6 como base para determinar la

pérdida de humedad durante el proceso de secado.
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Seguidamente, los crisoles con las muestras fueron colocados nuevamente en la
estufa de secado a 110 °C durante 24 horas, con el propésito de eliminar

completamente la humedad presente y obtener materia seca.

Finalizado este periodo, los crisoles fueron retirados de la estufa utilizando pinzas
de acero inoxidable y colocados en el desecador durante 15 a 25 minutos para
alcanzar nuevamente la temperatura ambiente. Una vez estabilizados, se procedio
a determinar el peso final en la balanza analitica Explorer Ohaus, registrandose
como “peso del crisol + muestra seca”. Este dato fue utilizado posteriormente para

realizar los calculos correspondientes de humedad y materia seca.

Obtenido todos los pesos, se procedid a efectuar los siguientes calculos:
Masa humeda = (Peso de crisol + muestra himeda) — (Peso del crisol)
Masa seca = (peso del crisol + muestra seca) — (Peso del crisol vacio)
Porcentaje de materia seca (%MS) = Masa seca/Masa humeda x 100

Porcentaje de materia seca total: MST= Peso fresco x (% Materia seca / 100)

6.3.2. Determinacion de ceniza:

La determinacion de cenizas es uno de los analisis bromatol6gicos de mayor
relevancia en la evaluacion de la calidad nutricional de los concentrados. Este
procedimiento es fundamental en la industria zootécnica, ya que permite cuantificar
el contenido total de minerales en una muestra vegetal mediante la eliminacion de
la materia organica por incineracion a altas temperaturas. El residuo obtenido tras
la calcinacion corresponde a las cenizas, las cuales representan la fraccion

inorganica del alimento.

Realizar este analisis es crucial para la nutricion animal, puesto que los minerales
cumplen funciones esenciales en el crecimiento, reproduccion y metabolismo del

ganado. El procedimiento experimental se desarrollé de la siguiente manera:

Dado que se disponia de muestras previamente preparadas para la determinacion

de materia seca total, se trasladaron los crisoles utilizando un desecador. Antes de

22



introducir las muestras en la mufla, se realizé una pre-calcinacién en un mechero o
plato incinerador para evitar que la materia organica se inflame y provoque pérdidas
por proyeccion. El fin de la emision de humo indico que la muestra estaba lista para

ser retirada de esta fuente de calor y colocada nuevamente en el desecador.

Posteriormente, los crisoles se transfirieron a la mufla, donde se acomodaron con
la ayuda de una pinza de acero para su calcinacion a 550 °C durante 6 horas. Este
proceso oxida y elimina por completo la materia organica, manteniendo en el crisol
Unicamente los minerales no combustibles. El indicador principal de una calcinacion
correcta es el color de la ceniza, el cual debe ser blanco o gris claro; un tono oscuro

denota la presencia de carbén residual, o que exige repetir el procedimiento.

Al finalizar el tiempo establecido, y se dejé enfriar la mufla por aproximadamente
12 horas los crisoles se retiraron cuidadosamente con las pinzas y se colocaron de
inmediato en el desecador para enfriar sin absorber humedad del ambiente, lo que
alteraria el peso final. Una vez que los crisoles alcanzaron un peso constante, se
pesaron en una balanza analitica para registrar la masa del crisol con el residuo
mineral. La diferencia entre este valor y el peso del crisol vacio representa la

cantidad de ceniza obtenida.

A partir de los datos registrados, se determind el porcentaje de cenizas en base
seca mediante la siguiente formula:

% Cenizas = (P3-P1) / (P2-P1) x 100

Donde:

P1 = Peso del crisol vacio

P2 = Peso del crisol con muestra

P3 = Peso del crisol con cenizas
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6.3.3. Preparacién de bolsas

Esta etapa es crucial en la técnica de digestibilidad in vitro, ya que la correcta
preparacién e identificacion de las bolsas de polietileno garantiza el control y la
organizacion de las muestras durante el procedimiento. Cada bolsa se identificd
con una numeracién especifica para facilitar su reconocimiento al adicionar el
concentrado, evitando confusiones y asegurando la trazabilidad y confiabilidad de

los resultados.

Posteriormente, las bolsas se agruparon en conjuntos de diez unidades y se

envolvieron en papel filtro (o papel secante) para facilitar su manipulacion y
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protegerlas de la humedad ambiental al retirarlas de la estufa. Este cuidado es
fundamental, ya que cualquier higroscopia en el material alteraria el peso inicial y

afectaria la precision de los calculos posteriores.

Una vez organizadas, las bolsas se colocaron en una estufa de secado a 60 °C
durante 24 horas para eliminar por completo la humedad residual y obtener su peso
constante. Tras el periodo de secado, se retiraron con la ayuda de pinzas para evitar
el contacto directo y posibles contaminaciones, y se transfirieron de inmediato a un
desecador. Alli permanecieron hasta alcanzar el equilibrio térmico con el ambiente

y un peso constante, protegidas de la humedad exterior.

Una vez estabilizadas, se determind su peso utilizando una balanza analitica de
alta precision, registrando este valor como el "peso de la bolsa vacia", un dato
analitico indispensable para los calculos de digestibilidad. Durante todo el proceso
se mantuvieron estrictas medidas de bioseguridad e higiene mediante el uso de
cubrebocas, guantes de latex y bata de laboratorio, minimizando el riesgo de

transferir humedad o residuos dérmicos que pudieran alterar las lecturas

experimentales.
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6.3.4. Preparacion de muestras

Para la realizacion del experimento, las muestras a trabajar fueron mezclas de
forraje y concentrado con una relacion 30-70, 40-60 y 50-50, fueron sometidos a un
proceso de molienda con el objetivo de reducir el tamafio de particula de cada
muestra. Este procedimiento se llevd a cabo con el fin de obtener una mezcla
homogénea y uniforme, condicidon esencial para garantizar la consistencia de las
caracteristicas fisicas y quimicas entre las muestras durante el analisis. De esta
manera, se eliminaron las variaciones inter muestrales que pudieran influir en los
registros de peso y en los calculos subsiguientes. Adicionalmente, la molienda
favorecid una mejor manipulacién del material y permiti6 una evaluacion mas

precisa y confiable de la digestibilidad.

Una vez molidas, organizadas y homogeneizadas las muestras, se procedi6 a la
elaboraciéon de moldes de papel, los cuales facilitaron el pesaje y redujeron
significativamente el riesgo de pérdida de material durante el pesaje en la balanza
analitica. Este paso adquiri6 especial relevancia debido a que la cantidad de
muestra empleada fue reducida (0,5 g), por lo que cualquier pérdida, aunque
minima, podia comprometer la exactitud y reproducibilidad de los resultados

experimentales.

Posteriormente, las bolsas de andlisis fueron retiradas de la estufa con pinzas de
acero inoxidable, evitando el contacto directo con las manos con el proposito de
prevenir cualquier tipo de contaminacion o alteracion en su peso. Inmediatamente
después, se colocaron en un desecador durante aproximadamente 15 minutos,
permitiendo que alcanzaran la temperatura ambiente y un peso constante, al tiempo
que se elimina cualquier rastro de humedad residual. Este procedimiento reviste
gran importancia en los andlisis, ya que asegura la exactitud y reproducibilidad de

las mediciones.
Una vez transcurrido el tiempo en el desecador, se coloco el molde de papel sobre

la balanza analitica y se tar6. Con ayuda de una espatula de laboratorio de acero

inoxidable, se adiciona cuidadosamente el material molido hasta alcanzar un peso
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exacto de 0,5 gramos. Obtenido el peso deseado, se extrajeron las bolsas del

desecador y se introdujo en cada una la muestra previamente pesada.

Finalmente, las bolsas fueron selladas mediante una selladora de impulso, con el
objetivo de evitar pérdidas de material durante su manipulacion y prevenir posibles
alteraciones que pudieran generar resultados errGneos o inconsistentes. Las bolsas
selladas fueron dispuestas de forma ordenada en un recipiente adecuado,

facilitando su identificacion, control y manejo en las etapas posteriores del estudio.
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6.3.5. Preparacién de solucion

Reactivos
Buffer Solution (A) glliter
KH2PO4 10.0
MgSOa4+7H20 0.5
NaCl 0.5
CaClz2+2H20 0.1
Urea (reagent grade) 0.5

Buffer Solution (B)
NaB2COBs3 15.0
NaB2S*9HB.0O 1.0 (¢)

Neutral Detergent Solution (C)

Se agreg6 266 ml de solucién B a 1330 ml de solucion A (proporcion 1:4).

Se ajusté la cantidad exacta de Ay B con la solucion B hasta obtener un pH de 6.8
a 39 °C. No mas arriba de 6.8; el ajuste del pH es necesario.

Se agregaron 1600 ml de la mezcla A y B a cada frasco que contiene las bolsas con
muestra.

Se colocaron los frascos con muestras y solucién buffer dentro de la incubadora
DEISY y se activaron los botones de temperatura y agitador (la luz roja indica

encendido).
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6.3.6. Preparacion de incubadora

Para la correcta ejecucion del experimento, es indispensable verificar previamente
las condiciones en las que se encuentra la incubadora Daisy. En primer lugar, se
aseguré que el equipo estuviera completamente limpio y libre de residuos
provenientes de experimentos anteriores. El mantenimiento de adecuadas
condiciones de higiene dentro de la incubadora es fundamental para prevenir
contaminaciones cruzadas que pudieran alterar la actividad microbiana vy,
consecuentemente, comprometer la validez de los resultados de digestibilidad
obtenidos.

De igual manera, se realizdé una limpieza exhaustiva de los frascos que serian
utilizados durante el proceso de incubacion, con el propoésito de eliminar cualquier
resto de material organico o sustancia residual que pudiera interferir con el normal

desarrollo del experimento.

Otro aspecto critico consistié en la revision del sistema de rotacién de la incubadora.
Este mecanismo permite mantener un movimiento continuo de los frascos durante
todo el periodo de incubacion, favoreciendo un contacto uniforme entre las
muestras, la solucién buffer y el liquido ruminal. Dicha agitacion constante simula
de manera mas fiel las condiciones fisiol6gicas presentes en el rumen. Por ello,
verificar el correcto funcionamiento de este sistema resulto esencial para garantizar

la homogeneidad del proceso y la confiabilidad de los resultados.

Una vez verificados todos los aspectos mencionados, la incubadora fue encendida
con al menos 24 horas de anticipacion al inicio del experimento. Este tiempo previo
permitié6 que el equipo con la mezcla de ambas soluciones (A y B) alcanzaran y
estabilizaran la temperatura de incubacién requerida (38-40 °C), simulando la
temperatura ruminal fisiologica. Adicionalmente, este periodo de precalentamiento
posibilitd comprobar el adecuado funcionamiento de todos los componentes del
equipo, tales como el sistema de calentamiento y el mecanismo de rotacion,

minimizando de esta forma la posibilidad de fallas durante el desarrollo del ensayo.
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6.3.7. Obtencion de liquido ruminal

Para la recoleccion del liquido ruminal, se prepararon previamente varios termos
con agua caliente, ajustando su temperatura a un rango de 38 a 40 °C, con el fin
de simular las condiciones térmicas presentes en el rumen del animal. Este
procedimiento tuvo como objetivo acondicionar los recipientes antes de depositar
el liquido ruminal, evitando de esta manera un choque térmico que pudiera
comprometer la viabilidad de los microorganismos presentes. EI mantenimiento de
una temperatura adecuada es fundamental, ya que el liquido ruminal contiene una
compleja comunidad microbiana compuesta por bacterias, protozoarios, hongos y
otros microorganismos responsables de los procesos de fermentacion y digestion,
los cuales son altamente sensibles a cambios bruscos de temperatura. Por
consiguiente, preservar sus condiciones naturales resulta indispensable para

garantizar el correcto desarrollo del experimento y la confiabilidad de los resultados.

Para la extraccion del liquido ruminal, se realiz6 una incision en el rumen recién
extraido del animal, trabajando de manera rapida y cuidadosa con el propésito de
minimizar alteraciones en las propiedades del contenido ruminal. Posteriormente,
se retird el agua caliente de los termos, manteniendo en todo momento el cuidado
necesario para evitar una disminucion brusca de la temperatura interna antes de
adicionar el liquido recolectado. De esta forma, se conservo un ambiente térmico
adecuado que favorecio la preservacion de la actividad microbiana y redujo el

riesgo de afectar los procesos biolégicos a evaluar durante la incubacion.

Una vez preparados los recipientes, se procedié a la obtencion del contenido
ruminal mediante la utilizacion de material filtrante limpio. El contenido fue
exprimido y colado simultdneamente con el fin de separar las particulas sélidas de
mayor tamafio y obtener principalmente la fraccion liquida. Este procedimiento
permitié obtener un liquido ruminal mas homogéneo y libre de residuos excesivos,
conservando en la mayor medida posible sus propiedades fisicas, quimicas y

microbioldgicas.
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Al alcanzar la cantidad requerida de liquido ruminal, los termos fueron sellados
inmediatamente para minimizar la pérdida de temperatura y reducir el contacto con
el medio ambiente externo, disminuyendo de esta manera el riesgo de
contaminacion. Posteriormente, se trasladaron hacia la incubadora con el mayor
cuidado posible, manteniendo las condiciones térmicas y ambientales adecuadas
durante todo el trayecto.

La recoleccién y manipulacion del liquido ruminal constituye una de las etapas
criticas del experimento, dado que este representa el principal medio bioldgico
responsable de la fermentacién y digestion de las muestras en la prueba de
digestibilidad in vitro. Por ello, cualquier alteracion durante su recoleccion,
manipulacion o transporte puede generar cambios significativos en la actividad
microbiana, afectando directamente la precision, reproducibilidad y validez
cientifica de los resultados obtenidos.

6.3.8. Preparacién de bolsas dentro de la solucion y liquido ruminal

Las soluciones tampon (A y B) se precalentaron a 39 °C. Posteriormente, se
mezclaron 266 mL de la solucién B en 1330 mL de la solucién A (relacién 1:5) en
un contenedor independiente; la proporcion exacta entre ambas soluciones se
ajusté minuciosamente hasta alcanzar un pH final de 6.8 a la temperatura de

incubacion. Tras conseguir este valor, no se requirieron ajustes adicionales de pH.
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A continuacién, se adicionaron 1600 mL de la mezcla tampdn A/B a cada frasco de
digestion. Estos frascos, que ya contenian las muestras de forraje, se introdujeron
en la incubadora Daisy II, activando inmediatamente los sistemas de calefaccion y
agitacion rotatoria. El sistema se dej6é estabilizar durante un periodo de 20 a 30

minutos para garantizar el equilibrio térmico de los recipientes.

Finalmente, los frascos de digestion se retiraron individualmente de la incubadora
para adicionarles 400 mL de in6culo ruminal. Inmediatamente después de la
adicion, el espacio de cabeza del frasco se purg6 con gas CO2 durante 30 segundos
para desplazar el oxigeno y mantener las condiciones de anaerobiosis estrictas,
asegurando firmemente la tapa antes de devolverlo al equipo. Este procedimiento

se repitid6 de manera secuencial con cada uno de los frascos experimentales.
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6.3.9. Temperaturay movimiento de laincubadora

El monitoreo constante de la temperatura y la agitacion de los frascos dentro de la
incubadora es indispensable para garantizar el éxito del analisis. El sistema debe
mantenerse a una temperatura constante de 39.5 °C para simular las condiciones
térmicas del rumen, asegurando asi la viabilidad y actividad metabolica del

microbiota ruminal. Asimismo, la rotacién continua de los frascos fue crucial, ya que
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simula las contracciones y movimientos peristalticos del reticulo-rumen,
promoviendo el contacto homogéneo entre el forraje, el medio tampon y los

microorganismos.

Con el fin de mantener un control de calidad riguroso y minimizar el impacto de
posibles fallas técnicas en el equipo, se establecié un protocolo de supervision
periodica cada 3 horas. Esta frecuencia de verificacion permitio detectar y corregir
oportunamente cualquier desviacion en las condiciones de incubacion,

salvaguardando la integridad del ensayo bioldgico.

6.3.10. Extraccién de bolsas

Transcurridas las 72 horas de incubacion, periodo durante el cual la incubadora fue
monitoreada continuamente cada 3 horas con el fin de verificar que la temperatura
y el sistema de agitacién se mantuvieran dentro de los parametros establecidos, se
procedio a la extraccion individual de cada frasco. Este monitoreo constante resultd
esencial para garantizar que el proceso de digestibilidad in vitro se llevara a cabo
bajo condiciones estables y lo mas cercanas posible al ambiente ruminal,
minimizando de esta forma cualquier alteracion que pudiera afectar el crecimiento
y la actividad de los microorganismos presentes en el liquido ruminal.
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Una vez retirados los frascos de la incubadora, se eliminé cuidadosamente el
contenido liquido de cada uno, manipulando las bolsas con precaucion para evitar
dafios fisicos, pérdidas de material o alteraciones en su contenido. Posteriormente,
las bolsas fueron enjuagadas exhaustivamente con agua destilada, con el objetivo
de remover los residuos de liquido ruminal, las particulas no degradadas adheridas
a su superficie y cualquier otro compuesto que pudiera interferir en las

determinaciones analiticas posteriores.

6.3.11. Lavado y secado de bolsas

Una vez finalizado el proceso de enjuague, las bolsas fueron colocadas
cuidadosamente sobre bandejas y distribuidas de forma ordenada para facilitar el
escurrimiento del exceso de agua. Las bolsas permanecieron en reposo durante 24
horas, con el propésito de eliminar la mayor cantidad posible de humedad
superficial antes de proceder con el secado. Este paso resultdé esencial para evitar
que el exceso de agua interfiriera en el proceso de secado subsiguiente y para

mejorar la precision de los pesos finales registrados.

Transcurrido este periodo, las bolsas fueron introducidas nuevamente en la estufa

de secado, organizadas de manera que permitieran una distribucion uniforme del
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calor y un secado homogéneo de todas las muestras. Las bolsas permanecieron
en la estufa durante 24 horas adicionales, con el objetivo de eliminar
completamente cualquier residuo de humedad tanto en las bolsas como en el
material remanente de las muestras. La eliminacion total de la humedad fue un
aspecto critico, ya que cualquier cantidad residual podria modificar el peso final y
comprometer la exactitud de los resultados en la determinacion de la digestibilidad.

Una vez completado el periodo de secado, las bolsas fueron retiradas
cuidadosamente de la estufa con ayuda de pinzas, evitando el contacto directo para
prevenir variaciones en el peso por manipulacion. Posteriormente, se colocaron en
un desecador durante 15 a 20 minutos. Este procedimiento permitié que las bolsas
alcanzaran la temperatura ambiente y un peso constante, minimizando la posible

absorcion de humedad ambiental antes del pesaje.

Finalmente, las bolsas fueron extraidas individualmente del desecador y pesadas
en una balanza analitica de alta precisién. Los pesos finales obtenidos fueron

registrados y utilizados posteriormente para realizar los calculos correspondientes

a fin de determinar la digestibilidad de las muestras evaluadas.
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6.3.12. Pesado de bolsas post incubadora

Una vez finalizado el tiempo de secado en la estufa, las bolsas fueron pesadas en
una balanza analitica de alta precision con el fin de obtener el peso post-digestion.
Este peso permitié determinar el grado de digestibilidad alcanzado por los forrajes
evaluados. Durante el pesaje se extremaron las precauciones para evitar la
contaminacion de las bolsas o su exposicion prolongada al ambiente, minimizando
de esta forma posibles errores en la medicién y garantizando una mayor exactitud

en los registros.

El peso final de cada bolsa fue debidamente anotado en la bitacora
correspondiente. Posteriormente, con estos datos se realizaron los célculos
necesarios para determinar el porcentaje de digestibilidad de los forrajes

estudiados.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio no mostraron variaciones
estadisticamente significativas sobre la materia organica y el contenido de cenizas
entre los tratamientos evaluados, independientemente del nivel de inclusion de

concentrado (Cuadro 6).

Cuadro 6.- Resultados de cenizas y materia organica de las muestras analizadas

NOMBRE MUESTRA % CENIZAS % M.O
T1 7.197 92.620
T2 8.249 91.533
T3 8.650 91.145

T1: 30-70, T2 40-60, T3 50-50

Estos resultados indican que las variaciones en la proporcién de concentrado no
modificaron de manera importante la composiciéon mineral global de las raciones ni
la proporcibn de componentes organicos potencialmente utilizables por los

microorganismos ruminales.

Las cenizas representan la fraccibn mineral pura del alimento (como el calcio,
fésforo, magnesio y potasio). En nutricion animal, este componente es
completamente inerte frente a la fermentacidbn microbiana del rumen. Los
microorganismos rompen, transforman y consumen los carbohidratos y las
proteinas para obtener energia, pero no tienen la capacidad de degradar ni hacer

desaparecer los minerales esenciales (Van Soest, 1994).

Esta estabilidad en el contenido de cenizas explica de forma directa por qué la
materia organica (que es el 100 % del alimento menos el porcentaje de cenizas)
tampoco mostré diferencias significativas entre los tratamientos. Como sefialan
Mertens (1997) y Huhtanen et al. (2016), la materia organica estd compuesta por
las fracciones que si aportan nutrientes utilizables: carbohidratos, proteinas y

grasas.
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Cuadro 7.- Porcentaje de digestibilidad de las muestras analizadas

TRATAMIENTO REPETICION DATO
1 R1 86.800
1 R2 86.351
1 R3 90.729
2 R1 85.725
2 R2 88.901
2 R3 89.253
3 R1 88.956
3 R2 83.134
3 R3 87.592
T1:30-70, T2 40-60, T3 50-50
Cuadro 8.- Resultados obtenidos del andlisis de varianza
R- CUADRADO COEFF VAR ROOT MSE MEDIA
0.094064 2.864 2.506 87.493

Cuadro 9.- Resultados de desviacion estandar de las muestras analizadas

TRATAMIENTO N MEDIA STD DEV
T1 3 87.960 +2.408
T2 3 87.959 +1.943
T3 3 86.561 +3.044

T1: 30-70, T2 40-60, T3 50-50
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Cuadro 10.- Resultados de la digestibilidad in vitro

TRATAMIENTO N MEDIA TUKEY GROUPING
T1 3 87.96 A
T2 3 87.96 A
T3 3 86.561 A

T1: 30-70, T2 40-60, T3 50-50

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la digestibilidad in vitro
tras un periodo de incubacion anaerdbica de 72 horas no mostré variaciones
estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados,

independientemente del nivel de inclusién de concentrado (Cuadros 7- 9).

Si hacemos pruebas de pocas horas (como 12 o 24 horas), las dietas con mucho
grano siempre se van a digerir mas rapido al principio porque el concentrado se

deshace casi de inmediato.

Sin embargo, al prolongar la incubacion hasta 72 horas, la interpretacion biolégica
de la prueba cambia de manera importante. En lugar de evaluar Unicamente la
rapidez con que los microorganismos fermentan las fracciones mas disponibles, el
ensayo comienza a estimar la digestibilidad potencial maxima de la dieta. Durante
este periodo extendido, las poblaciones microbianas disponen del tiempo suficiente
para colonizar las particulas alimenticias, multiplicarse y degradar progresivamente

las fracciones estructurales de digestion mas lenta.

Como resultado, las diferencias iniciales asociadas a la velocidad de fermentacién
tienden a reducirse hasta alcanzar un punto de convergencia donde la mayoria de

la materia potencialmente digestible ha sido utilizada.

La coincidencia casi exacta entre los tratamientos T1y T2 (87.96 %) y la pequefia
diferencia que no afectdé a T3 (86.56 %) es un hallazgo muy importante. En los
laboratorios de nutricion animal, dejar los alimentos durante un tiempo de 72 horas

sirve para conocer la digestibilidad potencial maxima de una dieta. Es decir, sirve
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para ver el limite que los microorganismos pueden llegar a alcanzar para digerir y

aprovechar el alimento.

Este comportamiento al final del experimento coincide con lo que explican Arndt et
al. (2024), quienes sefialan que, en las pruebas de laboratorio largas, la digestion
de diferentes alimentos siempre tiende a emparejarse. Esto ocurre porque los

microbios terminan comiéndose todo lo que es comestible.

Al llegar a las 72 horas, las diferencias de velocidad entre un alimento rapido (como
el concentrado) y uno lento (como el forraje) desaparecen, dejando al final
solamente la parte que es indigerible. Al final, como bien explicaba Van Soest
(1994) en sus estudios clasicos sobre la fibra, en el tubo de ensayo solo queda la

parte que es verdaderamente indigerible.

Esta igualdad demuestra que la microbiota del rumen tiene una gran capacidad
para adaptarse. Autores como Mertens (1997) y Detmann et al. (2014) explican que
los microorganismos del rumen trabajan en equipo. Las bacterias que comen fibra
y las que comen grano logran un equilibrio dinamico si el ambiente se mantiene

estable.

Mientras el alimento se pueda digerir y las condiciones del medio no sean limitantes,
estos microorganismos se adaptan para sacar la mayor cantidad de energia posible
de la dieta. Esto explica por qué las dietas que tengan desde un 50 % hasta un 70
% de concentrado sin que el sistema pierda fuerza, lo que confirma que el método
tradicional de Tilley y Terry, (1963) sigue siendo excelente para medir el valor real

de los alimentos cuando el ambiente del laboratorio se mantiene en equilibrio.

Este equilibrio se logra porque, en el laboratorio, usamos soluciones buffer que
controlan la acidez (el pH). Al mantener el ambiente estable y evitar que el pH caiga
a niveles criticos, las bacterias encargadas de digerir el forraje pueden trabajar al
maximo sin los problemas de competencia o muerte celular que tendrian dentro del
animal vivo (Nagaraja y Titgemeyer, 2007). Al final, como también sefialan Weimer
(2022) y Huhtanen et al. (2016), los microbios disponen de todo el tiempo necesario

para agotar la parte nutritiva de ambos componentes.
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Cuando extendemos la incubacion a 72 horas, el analisis deja de medir la velocidad
a la que se fermenta el grano y empieza a medir qué tanta fibra indigerible tiene la

dieta.

Esto demuestra que afiadir mas o menos grano cambia la rapidez con la que el
animal recibe energia al inicio, pero no cambia la cantidad total de nutrientes que

los microorganismos son capaces de destruir si se les da el tiempo suficiente.

Este comportamiento confirma que el método tradicional de Tilley y Terry (1963)
sigue siendo una herramienta excelente y muy robusta para medir el valor real de
los alimentos cuando el ambiente del laboratorio se mantiene en equilibrio. El
ensayo demuestra con claridad que la técnica refleja fielmente el potencial biolégico
de la dieta completa, anulando los sesgos que las tasas de fermentacion rapida

introducen en los analisis de corto tiempo.

Desde el punto de vista practico, estos hallazgos tienen importantes implicaciones
para la interpretacion de los analisis de digestibilidad. Mientras que las
incubaciones cortas son Utiles para estudiar la velocidad de fermentacion y la
disponibilidad inmediata de nutrientes, las incubaciones prolongadas permiten

estimar con mayor precision el potencial real de aprovechamiento de los alimentos.

Por ello, la ausencia de diferencias a las 72 horas no necesariamente implica que
las dietas se comporten de manera idéntica dentro del animal, sino que indica que
poseen una capacidad similar de degradacion cuando se eliminan las restricciones

asociadas al tiempo de permanencia ruminal y a las fluctuaciones ambientales.

Asimismo, los resultados sugieren que las variaciones en el nivel de concentrado
evaluadas en este estudio modifican principalmente la dinamica temporal de
liberacion de energia mas que la magnitud total de materia degradable. En términos
productivos, esto significa que las dietas con mayor inclusién de concentrado
podrian suministrar energia de forma més rapida durante las primeras horas
posteriores al consumo, favoreciendo determinados procesos metabdlicos. Sin

embargo, cuando se analiza el potencial maximo de degradacion alcanzable por la
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microbiota, las diferencias entre tratamientos se reducen considerablemente debido
a que todos contienen proporciones similares de material potencialmente digestible.

8. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente experimento el nivel de
inclusion de concentrado no tuvo efecto significativo, por lo que se puede
concluir que los cambios en la cantidad de grano no alteran la capacidad maxima

de aprovechamiento del alimento a largo plazo.

Los elevados porcentajes de digestion obtenidos (superiores al 86 %) confirman la
excelente calidad nutricional de las dietas evaluadas y demuestran que el liquido
ruminal utilizado contenia una poblacion microbiana sana, densa y altamente activa

para trabajar de forma uniforme durante los tres dias de la prueba.

Desde el punto de vista del costo-beneficio, la dieta con una relacién 50:50 (forraje:

concentrado) resulta ser la mejor opcién para la alimentacion de los animales.

Debido a que las tres dietas mixtas alcanzaron el mismo limite de digestibilidad
general a las 72 horas (sin diferencias estadisticas), aumentar el concentrado hasta
un 60 % o 70 % no genera ninguna ganancia extra en el aprovechamiento del
alimento. Por lo tanto, utilizar la racion 50:50 reduce significativamente los costos
de produccién al gastar menos dinero en concentrados comerciales, ofreciendo la

misma calidad nutricional por un precio mucho mas bajo.
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