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RESUMEN

Con € objetivo de evaluar la influencia del uso de una muestra de referencia internay del mezclado de las heces
sobre la reproducibilidad de la produccién de gas in vitro se utilizd como referencia una muestra homogénea de P.
maximum de la que se conocen los promedios de gas acumulado en los diferentes tiempos. Para evaluar |a efectivi-
dad de este tipo de correccién se estudiaron muestras de A. bilimekii, H. brasiletto y A. pennatula. La correccion
hecha consistié en multiplicar el volumen acumulado por las muestras, para cada hora, por larelacion entre €l volu-
men promedio de la muestra patron y la estudiada. La correccién empleada mejora en todos |os casos la reproducibi-
lidad, no obstante, los coeficientes de variacion (CV) obtenidos, cuando se trata con heces muy diferentes, son supe-
riores a 10 %, por lo que la efectividad tiene sus limites. Para evaluar la influencia del mezclado de heces se
utilizaron muestras de S. officinarum, dos indculos macroscopicamente diferentes, y la mezcla de ambos. La variabi-
lidad cuando se usan heces sin mezclar es mayor que cuando se mezclan, pero no siempre se logra disminuir los CV
entre inéculos a niveles no mayores a 5 %. Se recomienda trabgjar en la busqueda de indicadores para controlar la
fuerzadel inéculo.
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Influence of Using an Inner Reference Simple and a Feces Mixtures upon Gasin vitro Production
Generating Capacity

ABSTRACT

A P. maximum homogeneous sample with different average gas volumes accumulated through time was used as a
reference to evaluate the influence of an inner reference sample and a feces mixture upon gas in vitro production
generating capacity. Effectiveness assessment of this kind of correction was performed by studying A. bilimekii, H.
brasiletto, and A. pennatula samples. This correction consisted in multiplying the sample hourly accumulated vol-
ume by the average volume ratio between the standard and the studied samples. Such a correction improved generat-
ing capacity in every case; however, variation coefficients from highly different feces mixtures were over 100 % in-
dicating effectiveness limitations. Concerning the assessment of feces mixture influence, S.officinarum samples, two
macroscopically different inocula, and a mixture of both were used. Variability was higher when using non-mixed
feces compared to mixed ones, but variation coefficient levels for inocula remained within a 5% range in some
cases. Further work is needed to find out suitable indicators to control inoculum power.
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mentos para rumiantes, inicialmente se basa-
ban en la utilizacion de liquido ruminal como
in6eulo, pero en los Ultimos tiempos las heces han
sido satisfactoriamente utilizadas en la investiga-
cion de alimentos para rumiantes (Mauricio et al.,

INTRODUCCION

Los rumiantes tienen la capacidad para trans-
formar productos que no pueden ser usados por
los humanos y otros monogastricos, en alimentos

de alta calidad como la leche y carne, lo que los
coloca en un lugar destacado dentro de la cadena
alimenticia'y son los responsables de producir ca
s toda la leche y cerca de /5 de la carne que se
consume en todo el mundo (FAO, 2007).

Las técnicas de produccion de gas in vitro,
ampliamente usadas en la evaluacion de ali-
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2001 y Martinez, 2005).

El incremento en el uso de estos sistemas
en la evaluacion de alimentos se relaciona
con su relativamente buena repetibilidad,
aunque tiene fuentes de variabilidad sobre
las que ha de seguirse trabajando (Bueno et
al., 2005).
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En la produccion de gas in vitro con heces de-
puestas como indculo, se pueden lograr niveles
aceptables de repetibilidad (con un mismo indculo),
pero la reproducibilidad (con indculos diferentes)
se afecta por la influencia del animal donante
(Martinez, 2005). En tal sentido, son practicas
comunes, cuando se usa liquido ruminal, mezclar
in6culos provenientes de diferentes animales e in-
troducir muestras de referencia para corregir las
diferencias debidas a la influencia del indculo
(Mauricio et al., 2001; Posaday Noguera, 2005).

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar
lainfluencia del uso de una muestra de referencia
internay del mezclado de heces depuestas usadas
como indculo, sobre la reproducibilidad de la
produccion de gas in vitro.

MATERIALESY METODOS

Se utiliz6 como referencia una muestra seca de
Panicum maximum (Guinea) tomada con aproxi-
madamente 60 dias de rebrote en a me-
nos 10 plantas ubicadas en la Finca Taburete €l
oeste de la ciudad de Camagiiey. Se moli6 1 kg de
materia seca hasta pasar por un tamiz de 1 mm.
La muestra fue colocada en un recipiente de vi-
drio de boca ancha'y se mezcl6 de forma manual
para garantizar su homogeneidad. Los promedios
de gas acumulado (Martinez, 2005) en los dife-
rentes tiempos con el uso de 14 in6culos diferen-
tes y 36 réplicas de dicha muestra se usaron en-
tonces como referencia.

Comprobacién de la efectividad de la muestra de
referencia

Se utilizaron tres corridas con indculos diferen-
tes. La primera con heces cuyos parametros de
produccion de gas diferian de las medias de gas
acumulado para las muestras de referencia mas
del 10 % de la magnitud de esta, que se describen
como “alteradas’ y las dos restantes con heces ca
lificadas como “normales’, siguiendo € criterio
de Schofield (2000). Se utilizaron muestras de
Acacia bilimekii var. Robusta Miranda (Tehuix-
tle) y Haemotoxylum brasiletto (Brazil) y las vai-
nas de Acacia pennatula (Cubata), colectadas en
la region de la Mixteca Poblana a sureste del es-
tado de Puebla, México, segun se describe por
Hernéndez (2006). En todos los casos se incorpo-
raron tres réplicas de la muestra de referencia de
P. maximum para ser usadas en la correccién de
las diferencias debidas a in6culo. La correccion
hecha consiste en multiplicar e volumen acumu-
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lado por las muestras, para cada hora, por la rela-
cion entre el volumen promedio de la muestra pa-
tron de P. maximum y el obtenido por dicha
muestra en la corrida en cuestion para la misma
hora.

Se utilizo el coeficiente de variacion como me-
dida de la reproducibilidad para evaluar la efecti-
vidad del uso de la correccion.

Evaluacion del uso de heces mezcladas

Se llevaron a cabo tres corridas con muestras de
bagazo de cafia (Saccharum officinarum) tomadas
de la casa de bagazo del central “Panama’ en el
municipio Vertientes. En cada corrida experimen-
tal se montaron tres réplicas de bagazo y tres de
Guinea. Cada una de €llas se trabajé con dos in6-
culos diferentes macroscépicamente (elegidos por
inspeccion visual), y la mezcla de ambos. Se mi-
dieron los volimenes de gas acumulado a las 24,
48y 72 horas.

Se compar6 e coeficiente de variacion entre las
corridas para ambas muestras cuando se trabajaba
con los diferentes indculos por separado y cuando
se hacia con una mezcla de ambos.

RESULTADOSY DISCUSION

En latabla se puede apreciar lainfluencia de la
correccion por la muestra de referencia y €l tipo
de inéculo corregido sobre la reproducibilidad y
en laFig. 1 los coeficientes de variacion a las 24,
48 y 72 horas para las muestras de forragjes anali-
zadas.

Influencia dela correccion por muestra de referen-

ciay €l tipo deinéculo corregido sobre la reprodu-
cibilidad (CV - %)

Heces"normales’ Heces"adteradas"

Hora 24 48 T2 24 48 T2

Sincorregir 27,5 182 104 459 461 383

Corregidas 108 33 22 161 176 169

La correccion empleada mejora en todos los ca
sos la reproducibilidad. Los coeficientes de varia
cion obtenidos cuando se incluye la corrida con
heces “alteradas’, no obstante la mejora por la co-
rreccién, quedan a un nivel muy alto (superior a
10 %) lo que indica que hay limites que no pue-
den ser corregidos por este tipo de tratamiento y
requieren del rechazo de la corrida (Scho-
field, 2000), o la busqueda de otras aternativas
paradisminuir lainfluencia.

La correccién serd mejor cuando sea posible
usar diferentes muestras de referencia, en con-
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Influencia del uso de una muestra de referencia interna...
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Fig. 1. Coeficientes de variacion alas 24, 48 ¥ 72 horas para las muestras analizadas, con y sin correccion por la

de referencia.

cordancia con €l rango de las que se pretende co-
rregir (Sales et al., 2007). Este hecho sera impor-
tante no solo desde el punto de vista de los niveles
de gas, sino del comportamiento cinético, pues
como en todos los pares referencia/muestra, € re-
sultado sera mejor en la medida en que més cerca
estén las caracteristicas de ambos (Skoog et al.,
1996).

Evaluacion del uso de heces mezcladas

La Fig. 2 muestra los volumenes de gas produ-
cidos por S. officinarum y P. maximum a las
72 horas con €l uso de inéculo sin mezclar y mez-
clados.

No hay regularidad a comparar la cantidad de
gas producido por las heces mezcladas y la de los
indculos que dieron origen a la mezcla. Por gjem-
plo, paraS. officinarum de lacorrida 1 el volumen
producido por las heces mezcladas es inferior
(p<0,05) a producido por las heces sin mezclar,
sin embargo, para este mismo sustrato en la corri-
da 3 ocurre exactamente lo contrario. Para P.
maximum, el volumen producido por la mezcla
tiene un valor intermedio entre el producido por
los dos indculos que la originaron. Se trata de
consorcios de microorganismos gque pueden, en
algunas ocasiones, tener interaccién positiva o
negativa frente a determinado sustrato y en otras
no, pero no siempre hay una clara explicacion a
respecto (Akhter et al., 1999).

En la Fig. 3 se puede apreciar que la variabili-
dad entre las tres corridas es mayor cuando se
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mezclan gue cuando no, pero no siempre se logra
disminuir los CV entre inoculos diferentes a nive-
lesno mayoresa 5% alas 72 h.

Dado lo complejo del problema, es este un tema
gue requiere de mas estudios, pero es préactica
comun también, cuando se emplea liquido rumi-
nal como inéculo, utilizar la mezcla de més de un
animal para tratar de evitar € sesgo por la in-
fluencia dd in6culo. (Menke y Steingass, 1988;
Getachew et al., 2004), o que no siempre se pue-
de asegurar en la préactica.

CONCLUSIONES

El uso de una muestra de referencia internay la
mezcla de las heces depuestas provenientes de
animales diferentes, mejora la reproducibilidad de
la produccién de gas in vitro, aun cuando no
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Fig. 2. Produccion acumulada de gas a las 72 horas en las ires corridas con el use de heces sin mezclar y

mezcladas
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Fig. 3 Coeficientes de variacion producide con indcule sin mezclar y mezclado

siempre resuelve € problema de la influencia de
lafuerzadel in6eulo.

RECOMENDACION

Mezclar las heces depuestas a ser usadas como
in6culo y utilizar en cada corrida una muestra de
referencia interna, con vista a mejorar la reprodu-
cibilidad de la produccién de gas in vitro; y traba
jar en la busgueda de indicadores aternativos para
controlar la fuerza del in6culo en aras de dismi-
nuir su influencia sobre el volumen de gas produ-
cido.
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