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Medicién de la produccion de gas in vitroy contenido de energia
metabolizable de alimentos para rumiantes incubados con excretas de ovinos
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Measurement of in vitro gas production and metabolizable energy content
of feed for ruminants incubated with sheep excreta

Abstract. An experiment was performed to measure the 7z vitro gas production at 3, 6, 9, 12, 24, 36 and 48 h of
incubation with two types of inocula collected from two Saint Croix sheep (T'1: ruminal liquid, T2: excreta with yeast) in
five diets for ruminants with different concentrate (C) and forage (F) ratios (100C:0F, 75C:25F, 50C:50F, 25C:75F y
0C:100F). The aim was to evaluate the feasibility of utilizing excreta instead of ruminal liquid as inoculum in the 7z vitro
gas production (PGIV) technique, to determine the 7z vitro digestibility of organic matter (DIVMO) and metabolizable
energy content (EM) in diets for ruminants. The PGIV obtained with ruminal liquid was higher (P < 0.05), than that with
excreta + yeast as inoculum in each evaluated diet. However, utilizing simple linear, or polynomial regression approach
or correction factors developed in this research, similar results for PGIV, DIVMO and EM for ruminal liquid were
estimated from gas production obtained using excreta with yeast as an alternative inoculum.

Keywords: ruminal liquid, excreta, inoculum, gas production.

Resumen. Se realizé un experimento para medir la produccion de gas 7z vitro a 3, 6, 9, 12, 24, 36 y 48 h de incubacién,
con dos in6culos colectados de dos ovinos Saint Croix (T'1: liquido ruminal, T2: excretas con levadura), en cinco dietas
para rumiantes con diferentes proporciones de concentrado (C) y forraje (F), (100C:0F, 75C:25F, 50C:50F, 25C:75F y
0C:100F). El objetivo fue evaluar la factibilidad de utilizar excretas, en sustitucién del liquido ruminal, como inéculo en
la técnica de produccion de gas i vitro (PGIV), para determinar la digestibilidad z# vitro de la materia organica (DIVMO)
y el contenido de energfa metabolizable (EM) de dietas para rumiantes. La PGIV registrada con liquido ruminal fue
mayor (P < 0.05), a la obtenida utilizando excretas con levadura como inéculo en cada dieta evaluada. Sin embargo,
utilizando modelos de regresion lineal simple, polindémica y factores de correccion, desarrollados en esta investigacion,
fue posible estimar resultados similares de PGIV, DIVMO y EM obtenidos con liquido ruminal, a partir de la
produccién de gas registrada con excretas con levadura como inéculo.

Palabras clave: liquido ruminal, excreta, in6culo, produccién de gas.

Medigdo da produgio de gas in vitro e conteiido de energia metabolizavel
de alimentos para ruminantes incubados com excrementos de ovinos

Resumo. Foi realizado um experimento para medir a produgio de gas iz vitro em 3, 6, 9, 12, 24, 36 ¢ 48 h de incubagio,
com dois indculos coletados de duas ovelhas Saint Croix (T1: liquido ruminal, T2: excreta com levedura) , em cinco
dietas para ruminantes com diferentes propor¢ées de concentrado (C) e forragem (F), (100C:0F, 75C:25F, 50C:50F,
25C:75F e 0C:100F). O objetivo foi avaliar a viabilidade do uso de excretas, em substitui¢do ao fluido ruminal, como
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inéculo na técnica de producio de gas in vitro (PGIV), para determinar a digestibilidade in vitro da matéria organica
(DIVMO) e o conteddo de energia metabolizavel (EM). de dietas para ruminantes. O PGIV registrado com fluido
ruminal foi maior (P < 0,05) do que aquele obtido utilizando excreta com levedura como inéculo em cada dieta avaliada.

Entretanto, utilizando modelos de regressao linear simples, polinomiais e fatores de correcdo, desenvolvidos nesta
pesquisa, foi possivel estimar resultados semelhantes de PGIV, DIVMO e EM obtidos com fluido ruminal, a partir da
producio de gas registrada com excreta com levedura como inéculo.

Palavras-chave: liquido ruminal, excreta, in6culo, producio de gas.

Introduccion

El valor nutricional de los alimentos para rumiantes esta
determinado por las concentraciones de sus nutrientes, as
como por su grado de digestién y utilizacion (Hamid et
al, 2007). La producciéon de gas in vitro (PGIV,
principalmente CO2 y CH4), obtenida a partir de la
incubacion de los alimentos en inéculo de liquido ruminal
y saliva artificial permite determinar la digestibilidad del
2002), la cinética de
fermentacién (Storm et al., 2012) y estimar el contenido
de energia de las dietas (Anele et al., 2011). Para los casos
en que no se pudiera disponer de animales fistulados
como donantes de liquido ruminal, se ha propuesto

alimento (Getachew et al.,

utilizar heces frescas como inéculo (Varadyova et al,
2005). Sin embargo, resultados obtenidos de su potencial
en la técnica de produccién de gas en algunos estudios
(Cone et al., 2002; Posada et al, 2012), han sido
contrastantes. Dado que en la mayoria de los casos, el

fermentacién  del
sugerido enriquecer la actividad
microbiana en las excretas mediante el uso de ciertos

liquido  ruminal
alimento, se ha

presenta mayor

aditivos. Segun Dawson et al, (1990), la levadura
inactivada proporciona factores estimulantes para el
crecimiento de las bacterias del rumen, al ser una fuente
de vitaminas, enzimas y cofactores, lo que ayudd a
mejorar la produccién de gas y la estimacién de la
digestibilidad in vitro (Opsi et al., 2012). La sustitucion del
liquido ruminal por excretas enriquecidas con levadura
inactivada como inéculo pudiera ser benéfico también en
aspectos de bienestar animal, éticos, productivos y
sanitarios (Manteca, 2012). El objetivo del presente
estudio fue determinar si las excretas enriquecidas con
levadura inactivada pueden sustituir al liquido ruminal
como indculo en incubaciones de alimentos in vitro para
rumiantes y en la determinacién de su valor nutricional.

Materiales y Métodos

Manejo y alimentacién de animales donadores del
in6culo

El uso de los animales para investigaciéon fue aprobado
por el Comité de Bioética y Bienestar Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia UANL
(Dictamen No.015/2021 Folio: 006.2021). Dos ovinos
Saint Croix de 3 afios de edad, (fistulados a la edad de 6
meses), fueron cuidados atendiendo las disposiciones
emitidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-
1999, y utilizados como donadores del inéculo ruminal y
excretas. Para el presente estudio, los ovinos fueron
alimentados con 1.3 kg/dia/animal de una dieta con 14%
de proteina y 2.25 Mcal EM/kg, a base de 60% heno,
15% heno de alfalfa y 25% de concentrado, y agua a libre
acceso.

Medicion de la produccion de gas in vitro

Se utiliz6 liquido ruminal o excretas con levadura como
inéculo para llevar a cabo tres incubaciones (n = 3), en
duplicado, para cada uno de cinco dietas experimentales
elaborados siguientes ~ proporciones  de
concentrado (C) y forraje (F): 100C:.0F; 75C:25F;
50C:50F; 25C:75F; 0C:100F. El concentrado (C) fue
elaborado con 58% de grano de sorgo y 42% harina de

con las

soya, y el forraje (F) consistié6 en una mezcla 50% pasto
bermuda y 50% de pasto Johnson. La composicién
quimica de las cinco dietas se determiné por duplicado
(AOAC, 2005).

Excretas frescas fueron obtenidas directamente del recto
de ovejas en el dia previo a la incubacién, en un termo
precalentado y purgado con CO2 a temperatura de 39 +
0.5 °C, que fueron homogenizadas y purgadas con CO2.
Veinte g de heces se diluyeron en 120 ml de solucion
tampén (Aiple et al.,, 1992), y se adicionaron cinco g de
levadura  inactivada  de cerevisiae
(PlassYeast, Plasset Ingredients, México), y esta solucion se

Sacharomyces

mantuvo a 39 °C durante 24 horas. Inmediatamente antes
de la incubacién, las excretas con levadura se filtraron a
través de cuatro capas de gasa y este filtrado fue utilizado
como in6culo (Posada et al., 2012).

El liquido ruminal fue colectado el dia de la incubacién,
antes de la alimentacién matutina, por la fistula ruminal,
utilizando una bomba de vacio operada manualmente, y
fue transferido al laboratorio en un termo precalentado a
39 + 0.5 oC, purgado con CO2 y filtrado a través de 4
capas de gasa. Muestras de 200 mg de cada dieta, molidas y
cribadas a 1 mm, fueron incubadas en 30 ml de una mezcla
2:1 (v/v) de saliva artificial con el indculo correspon-
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diente, en jeringas de incubacién de 100 ml (Fortuna®,
Hiberle Labortechnik, Alemania) graduadas a division
minima de 1 ml (Menke y Steingass, 1988; Varadyova et
al, 2005). La saliva artificial fue elaborada con una
solucién buffer a base de bicarbonato de sodio,
bicarbonato de amonio y soluciéon nutritiva (Melesse et
al., 2017). Las muestras se incubaron a 39 °C y se midi6 la
produccién de gas a 3, 6, 9, 12, 24, 36, y 48 h, se
utilizaron los datos crudos de producciéon de gas sin
ajuste de la curva de produccién de gas por modelos
clasicos cominmente utilizados (Cabral et al., 2019), para
evitar distorsiéon de la produccién de gas obtenida al
evaluar un inéculo no estindar (excreta con levadura)
dentro de la técnica de produccién de gas in vitro. La
produccién de gas solo fue corregida por un blanco que
consistia en el indculo sin muestra. Ademas, se normalizo
la produccion de gas entre incubaciones, utilizando alfalfa

como forraje estandar de referencia.

Modelos de prediccion para obtener PGIV y estimar
contenido de enetrgia metabolizable y digestibilidad
in vitro de la materia organica

A partir de la PGIV a 24 horas de incubacién con inéculo

193
basado en excretas adicionadas con levadura, se estiméd
mediante  regresiéon lineal simple (RLS), regresién

polinémica (RPOL) y un factor de correccion (FC) la
PGIV de las 5 dietas experimentales incubadas utilizando
el liquido ruminal como inéculo.

El contenido de energia metabolizable (EM) para muestras
de forraje y concentrado y la digestibilidad in vitro de la
materia organica (DIVMO) de las distintas dietas fueron
estimados utilizando las ecuaciones propuestas por Menke
y Steingass (1988).

Analisis estadistico

Los valores de PGIV, EM, DIVMO, obtenidos a partir de
la incubacién de las dietas experimentales, se analizaron
mediante un ANOVA, arreglo  factorial de
tratamientos 2 x 5, con dos indculos (liquido ruminal y
excretas con levadura) en cinco dietas con diferentes

con

proporciones de C: F, con n=3 repeticiones, y con
observaciones en duplicado por repeticion. Diferencias
entre tratamientos fueron determinados con la prueba de
Tukey, a un nivel de significancia de 0.05. Se utiliz6 el
paquete estadistico IBM SPSS® Statistics version 21.

Resultados y Discusion

EnlaTabla 1 se presentan los resultados de los analisis en
las dietas experimentales utilizadas en las incubaciones
para determinar el efecto del tipo de inéculo (liquido

Tabla 1. Composicién quimica de las dietas evaluadas.

ruminal o excretas mas levadura) sobre PGIV, DIVMO, y
contenido de EM.

3 Dieta
Pardmetro (base MS) 100C:0F 75C:25F 50C:50F 25C:75F 0C:100F

Proteina Cruda (%) 28.06 24.78 18.25 15.63 10.28
Extracto Etéreo (%) 2.74 2.08 1.75 1.68 1.39

Fibra Detergente Neutro (%) 13.79 29.83 43.47 56.29 67.94
Fibra Detergente Acida (%) 417 15.05 23.94 33.24 42.74
Lignina Acido Detergente (%) 0.09 0.70 123 1.31 1.64

Hemicelulosa (%) 9.63 14.77 19.53 23.05 25.20
Celulosa (%) 407 14.35 22.70 25.20 41.10
Cenizas (%) 477 6.89 7.97 9.64 11.03

La cantidad de gas producido ## vitro con los dos indculos
evaluados, fue mayor (P < 0.05) en dietas con mayor
proporcion de concentrado (Figura 1), lo cual era
esperable y concuerda con lo teportado por Arbabi ez al.,
(2017). Segun Melesse et al, (2017), existe una alta
correlacion positiva entre el contenido de energfa y el valor
de produccién de gas en pastos tropicales. Para los
tiempos de incubacién hasta 48 horas, la PGIV obtenida
con liquido ruminal fue mayor (P < 0.05), a la registrada
con inéculo de excreta con levadura (Figura 1). Estudios
previos reportaron que la produccién de gas y metano
resulté menor al utilizar inéculo fecal (Ramin ez 4/, 2015),

y que al incubar distintos alimentos, en jeringas de vidtio o

transductores de utilizando excretas como

inéculo, se registr6 menor produccién de gas que al

presion,

utilizar liquido ruminal de ovejas Merino Varadyova e al.,
(2005). Esto sugiere que la poblacion y actividad de
bacterias celuloliticas, hemiceluloliticas y amiloliticas es
mayor en el liquido ruminal que en las excretas, debido
quiza a diferencias en concentraciones de filos tales como
fibrobacter, tenericutes,
espiroquetas, firmicutes y bacteroidetes (Jeferson e al,

cianobacterias, lentisferas,

2020), ademas de un ambiente mas adecuado de pH,
humedad y osmolaridad (Geron ef al., 2019).
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Figura 1. PGIV a 3, 6, 9, 12, 24, 36 y 48 h de incubacién en dietas con diferentes proporciones de concentrado (C) y
forraje (F). A) In6culo de liquido ruminal. B) In6culo de excretas con levadura.

En el presente estudio, la levadura inactivada adicionada
a las excretas no tuvo efecto suficiente en la actividad
de bacterias, para que la produccién de gas registrada

con este inoculo fuera similar a la obtenida con el
liquido ruminal (Figura 1).

Tabla 2. Modelos predictivos de PGIV de liquido ruminal (y) a pattit de PGIV de excretas con levadura (x).

Modelo

predictivo Tipo de alimento Ecuacién R?
RLS Concentrado y = -0.7229x + 64.469 0.8855
Forraje y = 1.4325x + 8.2066 0.6370
RPOL Concentrado y = -0.0116x% - 0.0256x + 54.092 0.8869
Forraje y = -0.1007x% + 4.1297x - 7.0926 0.7216
FC Concentrado y =1.322x -
Forraje y = 1.4955x -

RLS: Regtesion Lineal Simple, RPOL: Regresion Polinémica, FC: Factor de Correccion.

Posiblemente una concentracién y poblacién de
microrganismos en las excretas menor que en el liquido
ruminal (Mamun e af, 2020), sea el principal factor
limitante para que los componentes nutricionales y de
cofactores de la levadura inactivada, como proteinas,
(principalmente

oligosacaridos), péptidos, aminoacidos, nucleétidos, acidos

polisacaridos B-glucanos y manano-
organicos y antioxidantes (Alugongo e# al., 2017), puedan
incrementar la cantidad de gas producido con este inéculo.
A partir de valores de PGIV a las 24 horas, obtenidos
utilizando el
establecieron ecuaciones de regresion lineal simple (RLS)
(Posada et al, 2012), regresién polinémica (RPOL) de

segundo grado (Geron ez al., 2019) y factores de correccion

inéculo de excretas con levadura, se

(FC), que permitieron estimar los valores equivalentes de
PGIV registrados al utilizar liquido ruminal como inéculo
(Tabla 2). La mejor estimaciéon (P<0.05), se obtuvo
utilizando la ecuacion RPOL de segundo grado para

o920

concentrados (R>=0.8869) y forrajes (R?=0.7216).

Los resultados estimados con FC fueron diferentes
(P<0.05) a los esperados, por lo que se considerd que esta
opcién fue la menos conveniente. LLa estimacion obtenida
con RLS (R?=0.637) para forrajes y (R*=0.8855) en
concentrados resultd ser de calidad intermedia, comparada
con los valores originales de PGIV obtenidos con liquido
ruminal como valores de referencia

A partir de la producciéon de gas de las excretas con
levadura, fue posible calcular el contenido de EM y la
DIVMO (Tabla 3), concordando con lo reportado por El-
Meadaway e al, (1998). La precision en la estimacién de
los parametros EM y DIVMO utilizando las ecuaciones de
prediccion RLS y RPOL se mantiene estable en las
diferentes dietas evaluadas. Sin embargo, cuando se utilizo
el Factor de Correccién (FC), la precision de la estimacion
disminuy6 a partir de la dieta 75C:25F, con las dietas que
contenfan mayor proporcion de forraje.
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Tabla 3. Estimacién del contenido de Enetrgfa Metabolizable (EM, Mcal/kg) y Digestibilidad iz vitro de la matetia
organica (DIVMO, %) de dietas con cinco propotciones de concentrado (C) y forraje (F) mediante ecuaciones de
predicciéon (RLS, RPOL, FC) en base a la relacion de producciéon de gas al utilizar excretas con levadura y liquido
ruminal en la PGIV a las 24 h.

Dieta Parametro Liquido RLS RPOL FC EEM Valor P
Ruminal

L00COF EM 2.493 2.493 2.491 2322 0.053 0.084
DIVMO 69.04 69.04 69.01 64.99 1.309 0.100
S CaSE EM 2,088 2.005° 1.962: 1.7500 0.062 0.007
DIVMO 63.61" 61.58° 60.52 55.33b 1.516 0.007
S0Ci50F EM 1.775' 1.804 1.845' 1.554b 0.034 0.001
' DIVMO 56.37 57.120 58.15' 50.77% 0.860 0.001
S EM 1.570° 1.513 1.590° 1.261° 0.049 0.001
DIVMO 51.80° 50.28 52.31° 43.64° 1.315 0.001
0C100F EM 1103 1.226¢ 1137 0.971° 0.043 0.006
: DIVMO 38.66% 42,010 39,59 35.06 1.141 0.005

RLS: Regresion lineal simple, RPOL: Regresion polindémica, FC: Factor de correccion. EEM: Error estandar medio

Conclusiones

En el presente estudio se demuestra la factibilidad de  sente estudio. De esta manera, se concluye que es posible

utilizar excretas adicionadas con levadura inactivada, como  sustituit con excretas adicionadas con levadura, el indculo

in6culo para la técnica de produccion de gas 7 vitro, con el
fin de estimar la energia metabolizable y la digestibilidad 7
vitro de la materia organica de dietas con proporciones

liquido ruminal, obtenido a partit de animales fistulados, y
con ello reducir el uso de este tipo de animales como
donadores de inéculo para medir la produccién de gas i

contrastantes de concentrado y forraje, utilizando la  vitro
ecuacién de la regresion polinémica generada en el pre-
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