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RESUMEN 

 

 La preparación de forrajes mediante tratamientos físicos que reducen su tamaño de 

partícula, permite modificar su utilización como alimentos para los rumiantes. Es posible 

hipotetizar que la mayor relación superficie/volumen del sustrato, asociada a partículas más 

pequeñas, facilitaría su colonización por los microorganismos ruminales y aumentaría su tasa 

de degradación. El objetivo de este trabajo fue evaluar la tasa de digestión ruminal (kd) de 

folíolos de Medicago sativa L., en respuesta a distintos diámetros de partícula. Para ello se 

llevó a cabo un ensayo en laboratorio, utilizando un sistema de incubación ruminal in vitro en 

baño bajo control termostático. Los incubados se constituyeron de fluido ruminal tamponado 

y material foliar fresco como sustrato, preparado en la forma de discos de 3 diámetros 

distintos (media±d.e. en mm: D2=2,01±0,61; D5=4,82±0,89; D8=8,00±0,47) por medio de un 

juego de sacabocados. Los tiempos de incubación ensayados fueron 2, 4, 6, 9, 12, 18, 24, 60 y 

96 h. Los tratamientos se aplicaron siguiendo un diseño completamente aleatorizado, 

utilizando cuatro réplicas por cada combinación de tamaño de disco foliar y tiempo de 

incubación. Luego de completado su correspondiente tiempo de incubación, el sustrato 

residual de cada tubo se recuperó por filtrado y sometió a lavado, utilizando crisoles con placa 

de vidrio cribada, para posteriormente secarse en estufa hasta peso constante. La desaparición 

de materia seca (MS) fue calculada por diferencia entre los pesos inicial del sustrato y final 

del residuo de incubación. Los datos de degradación de los sustratos se sometieron a análisis 

de regresión, por ajuste a la función asintótica y = a + b (1 - e-c·t), donde a es la fracción 

rápidamente soluble, b la fracción insoluble potencialmente degradable y c la tasa de 

degradación ruminal de la fracción b, como estimación de kd. Se observó un buen ajuste de 

los datos de desaparición de MS al modelo de regresión. Al comparar los valores de kd, para 

los distintos tamaños de discos de folíolos, se encontraron diferencias significativas (p<0,05). 

Los discos del tamaño D8 exhibieron valores de kd significativamente mayores a los de 

tamaño D2. La tendencia observada para kd, de aumentar con tamaños mayores de partícula 

de folíolos de alfalfa, se contradice con la teoría de la superficie de exposición. Es probable 

que existan condiciones micro-ambientales diferenciales, alrededor de partículas de distinto 

tamaño, que tengan influencia sobre la actividad microbiana ruminal. 

 

Palabras clave: material foliar, leguminosa, superficie expuesta, velocidad de digestión, in 

vitro. 

 



 
 

4 
 

INTRODUCCIÓN 

 

En la ganadería de rumiantes, el recurso alimentario básico, más económico y de 

menor costo ambiental son los forrajes. El escenario actual de ganadería extensiva en 

Argentina está demandando mayores producciones de forraje por unidad de superficie, pero al 

mismo tiempo una calidad nutricional más elevada de las pasturas (Rearte, 2011). Con 

frecuencia, en los sistemas de producción se presentan situaciones en las que la calidad 

nutricional del forraje disponible para los animales presenta limitaciones, las cuales afectan la 

ingestibilidad y utilización digestiva de tal recurso alimentario. En estos casos, el tratamiento 

post-cosecha del forraje puede ser la única oportunidad para mejorar la respuesta productiva 

animal a dicho tipo de alimento, si no se dispusiera de suplementos dietarios (Chenost y 

Kayouli, 1997). 

La dinámica ruminal de digestión de los forrajes es de gran importancia, afectando 

variables como la digestibilidad, el consumo dietario y el nivel de productividad. Los 

procesos de desaparición de la digesta por digestión y pasaje son parte de tal dinámica. La 

digestión implica que una partícula de alimento pierda constituyentes potencialmente 

digestibles y, en función del tiempo, es importante considerar la velocidad a la cual ocurre 

dicho proceso (Mertens, 2005). La tasa de digestión se puede definir como la proporción o 

porcentaje de sustrato dietario que se digiere por unidad de tiempo, en un compartimiento del 

tubo digestivo, por ejemplo el rumen (Van Soest, 1994). Para partículas de alimentos como 

los forrajes, su forma, tamaño, densidad, flotabilidad, humectabilidad y microestructura 

laberíntica, son factores que condicionan su tasa de digestión ruminal (kd) y su tasa de pasaje 

ruminal, así como su digestibilidad y consumo (Ellis et al., 1994). 

La preparación de forrajes mediante tratamientos físicos que reduzcan su tamaño de 

partícula, como la molienda o el picado, permite modificar su utilización como alimentos para 

los rumiantes. Las respuestas más frecuentemente encontradas a la molienda o picado de 

forrajes implican incrementos en el consumo dietario, la ganancia de peso y la eficiencia de 

conversión (Beardsley, 1964). Mientras tal preparación física de los forrajes para alimentar 

rumiantes se traduce, consistentemente, en un aumento de la tasa de pasaje de digesta, el 

efecto sobre la tasa de digestión ruminal (kd) no resulta tan claro (Van Soest, 1994). 

Con relación al material original, la tasa de fermentación se incrementa al disminuir el 

tamaño de partícula de los forrajes procesados físicamente (Moore, 1964). Gerson et al. 

(1988) observaron que, en cultivos in vitro de forraje henificado con bacterias de fluido 

ruminal ovino, la tasa de producción de gas in vitro fue mayor para partículas más pequeñas 
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de material foliar de gramínea C3 que se utilizó como sustrato. En otro experimento, se 

encontró que la adhesión de los microorganismos fue mayor en partículas más chicas (Legay-

Carmier y Bauchart 1989). El ataque de los polisacáridos estructurales por los 

microorganismos del rumen se produce a un ritmo relativamente lento, limitado en última 

instancia por la morfología y composición química del tejido vegetal, como determinantes de 

la cantidad y disponibilidad de polímeros de la pared celular expuestos a la digestión 

microbiana (Kennedy, 1990). A medida que aumenta el grado de colonización bacteriana en 

las partículas vegetales, su tasa de digestión resulta más elevada (Latham et al., 1979). 

Van Soest (1994) menciona que las partículas más pequeñas de la dieta tienen una tasa 

de digestión más rápida. Sin embargo, este autor pone en duda la veracidad de la teoría de la 

superficie de exposición, para explicar la relación entre el tamaño de partícula de los forrajes 

y su tasa de digestión. Ésta se basa en la idea de que, al disminuir el tamaño de partícula del 

forraje, se genera un aumento de la superficie de contacto del sustrato con los 

microorganismos ruminales, lo que conduciría a un aumento de kd (Stritzler et al., 2011). 

Aunque el procesado físico de los alimentos aumentaría su área superficial por unidad de 

masa, su tasa de digestión se vería disminuida debido a la reducción del tiempo de retención 

en el rumen (Thomson y Beever, 1980). Sin embargo, esa explicación no puede aplicarse en 

general, porque no siempre el tiempo de retención se reduce por la molienda (Czerkawski, 

1986). De acuerdo a Van Soest (1994), si por efecto de la molienda convencional del forraje 

se diera un aumento en kd, éste sería menor que el incremento en su tasa de pasaje, ya que 

dicho tratamiento siempre resulta en una caída de la digestibilidad de los forrajes. 

La molienda reduce el tamaño de las partículas, aumenta la superficie de exposición e 

incrementa la densidad aparente de las fracciones hoja y tallo de los forrajes (Laredo y 

Minson, 1975). Además, podría causar una caída severa de la tasa de digestión, que se 

relacionaría con una colonización restringida de las partículas por los microorganismos al 

destruirse las superficies internas del material vegetal (Uden, 1988). Las tasas de degradación 

ruminal no siempre incrementan con la molienda, tal vez porque la colonización microbiana 

es afectada por la destrucción de la matriz tridimensional del tejido vegetal (Czerkawski, 

1986). En este sentido, Sequeira (1981) encontró que la molienda de forrajes (a tamaños de 

partícula entre 0,25 mm y 6 mm), a igualdad de composición química, retrasa la velocidad de 

colonización microbiana a tiempos tempranos de incubación, pero no afecta su tasa de 

digestión. No está claro cuál es el efecto de la molienda, a tamaños promedio de partícula 

superiores a 100 µm, sobre la tasa de digestión de forrajes (Van Soest, 1994). Los resultados 

de distintos estudios indican que la molienda convencional puede tener un efecto positivo 
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(Dehority, 1961; Robles et al., 1980; Ford, 1983; Fadlallaa et al., 1987; Emanuele y Staples, 

1988; Bjorndal et al., 1990), negativo (Le Liboux y Peyraud, 1998; Singhal y Grant, 1998; 

Alamouti et al., 2009), o neutro (Alwash y Thomas, 1974; Robles et al., 1980; Ehle et al., 

1982; Emanuele y Staples, 1988) sobre la tasa de digestión de forrajes. 

Considerando la ambigüedad de los resultados asociados al tratamiento convencional 

de molienda, Pagella et al. (2012) estudiaron el efecto del tamaño de partícula de láminas de 

Panicum virgatum, sobre su kd, recurriendo a la preparación del material vegetal en la forma 

de discos de distintos diámetros, obtenidos con el uso de sacabocados. Basado en esta última 

metodología, y adoptando modificaciones de protocolo experimental utilizado por Rainhart y 

Wiggenhauser (2013), este trabajo estudió la relación entre tamaño de partícula y dinámica de 

degradación ruminal en leguminosas. 

 

HIPÓTESIS 

 

A mayor relación superficie/volumen del sustrato foliar, asociada a partículas de 

menor dimensión, se facilita su colonización por microorganismos ruminales y se estimula su 

tasa de degradación. 

 

OBJETIVO 

 

El objetivo de este estudio fue evaluar la degradabilidad de folíolos de alfalfa 

(Medicago sativa L.), preparados en forma de discos de distinto diámetro, en un sistema de 

incubación ruminal in vitro. La variable estudiada fue la tasa de digestión de la materia seca, 

como respuesta a los diferentes niveles de superficie de exposición al ataque microbiano. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El ensayo se realizó en el campo experimental de la Facultad de Agronomía, 

UNLPam. La cosecha de material foliar se realizó en una pastura de alfalfa en estado 

vegetativo cercano al 10 % de floración, el día 14 de noviembre de 2013, recolectándose 

manualmente porciones apicales con folíolos relativamente grandes (Foto 1). Luego, dicho 

material vegetal se llevó a laboratorio, donde se seleccionaron los folíolos de mayor tamaño 

para, a partir de ellos, extraer partículas de forma discoidal de distintas dimensiones que no 

incluyeran la nervadura central, las cuales fueron utilizadas como sustrato en un ensayo de 
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incubación in vitro con fluido ruminal como fuente de inóculo. Tales discos foliares se 

obtuvieron por medio de un juego de sacabocados (Pagella et al., 2012; Rainhart y 

Wiggenhauser, 2013), de 3 diámetros distintos, comprendidos en un rango de 2 a 8 mm (Foto 

2). Para la determinación de los diámetros efectivos con que resultaron las partículas extraídas 

de folíolos, por medio de los sacabocados, sobre 30 discos de cada tamaño se efectuaron 2 

mediciones en sentido perpendicular por cada uno de ellos. Ello se llevó a cabo utilizando una 

lupa marca Olympus SZ30, colocándose un reglilla sobre los discos y tomando como 

referencia una faja de papel milimetrado ubicada sobre la platina, recurriéndose a una 

equivalencia de 10 divisiones de la escala por cada milímetro en la faja de papel (Foto 3). Los 

discos foliares fueron conservados en heladera a 5ºC por 48 h, hasta su inmediata utilización 

como sustrato de incubación. Con el objetivo de estimar la diferencia en perímetro total de 

exposición, para la masa de sustrato que se utilizó en las incubaciones, otra determinación 

llevada a cabo, fue el conteo de discos de cada uno de los diámetros ensayados contenidos en 

una masa de 0,3 g. 

Para la evaluación de la tasa de digestión del sustrato preparado como se describió 

anteriormente, se recurrió a un protocolo de incubación in vitro, por períodos de tiempo 

diferentes: 2, 4, 6, 9, 12, 18, 24, 60 y 96 h. Por cada tamaño de partícula, y tiempo de 

incubación, se prepararon tubos de 100 ml de capacidad, en los que se colocaron 0,3 g de 

discos de material foliar fresco retirados de la heladera. Cada muestra se trabajó por 

cuadruplicado para reducir el error experimental, registrándose el peso exacto correspondiente 

de sustrato. Luego, a cada tubo, se le agregaron 30 ml de fluido ruminal tamponado. Este 

último consistió de una mezcla de los siguientes componentes: (1) fluido ruminal obtenido 

por filtración, a través de tela de muselina, de contenido de digesta ruminal colectado 

previamente de un novillo Hereford provisto de una cánula ruminal permanente, alimentado 

con heno de alfalfa durante la semana anterior a la extracción, y (2) una solución de saliva 

artificial preparada de acuerdo a Tilley y Terry (1963). La mezcla contenía 1 parte de fluido 

ruminal filtrado y 4 partes de saliva artificial, y fue preparada en una cuba mantenida a 39°C, 

y sometida a gasificación con dióxido de carbono. Para ello, en el laboratorio fue necesario 

generar condiciones similares a las del ambiente ruminal, teniendo un estricto control de la 

anaerobiosis, pH y temperatura en la preparación de los incubados, lo cual es imprescindible 

para la supervivencia y actividad normal de los microorganismos que aporta el fluido ruminal 

obtenido de un animal donante. Dicho fluido se obtuvo de un bovino fistulado, por lo que el 

animal no se constituyó en un factor de variación en el experimento, como sucede en la 

técnica in situ. Adicionalmente, en la utilización de esta última se debe tener control de otras 
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fuentes de variación como, por ejemplo, el tamaño de los poros de la tela de nylon, el número 

de poros por unidad de superficie, la cantidad de muestra a incubar, el número de bolsitas 

introducidas en cada animal y la posición de las bolsitas en el rumen (Romero, 1992). 

Acompañando a los incubados de los sustratos objeto de estudio, se incluyeron tubos 

que contenían solamente el medio líquido de la mezcla, a modo de blanco, para ponderar el 

aporte de pequeñas partículas de digesta presentes aun en el fluido ruminal filtrado. 

Inmediatamente después de dosificarse, los tubos se cerraron con tapones provistos de válvula 

de Bunsen para permitir el escape de gases de fermentación (Foto 4), y se colocaron en baño 

con control termostático a 39°C, exponiéndose a sus correspondientes períodos 

experimentales de incubación. El tratamiento de 0 h correspondió a la pérdida de fracción 

inmediatamente soluble, de cada tipo preparado de sustrato. Para ello se procedió a colocar 

0,3 g del mismo, junto con 30 ml de agua destilada a 39ºC, en tubos cerrados con tapón de 

goma (Foto 5). Esta incubación se realizó por cuadruplicado, para cada tamaño de disco 

foliar, en baño termostatizado y con agitación manual suave por 15 minutos. Luego de 

cumplido su período correspondiente de incubación, todos los tubos fueron retirados para 

trasvasar su contenido a crisoles con placa de vidrio cribada, de porosidad N°1, cuyo peso 

seco vacío se registró previamente. Estos crisoles, conectados por medio de un embudo a una 

línea de vacío, se utilizaron para recuperar los residuos de incubación de cada sustrato 

ensayado (Foto 6). Durante esta filtración forzada, los residuos de incubación retenidos en el 

crisol se lavaron con agua destilada a temperatura ambiente, hasta que el líquido de filtrado se 

mostrara límpido. El volumen utilizado para cada lavado fue de 300 ml, fraccionándose en 10 

aplicaciones. Finalmente, los crisoles fueron llevados a estufa para su secado a 105°C hasta 

peso constante. Tomando en cuenta los residuos secos de incubación de los sustratos, 

corregidos por el residuo seco de los tubos blanco, así como el peso seco original de los 

mismos en los incubados, se calcularon los correspondientes porcentajes de desaparición de 

materia seca. 

Sobre muestras sin tratar, del mismo material de incubación, se realizaron 

determinaciones, de concentración de materia seca, proteína bruta (PB) según AOAC (1980) 

y de fibra en detergente neutro (FDN), esta última mediante el método de Goering y Van 

Soest (1970). 

Los tratamientos experimentales, resultantes de la combinación de 3 tamaños distintos 

de partícula y 9 tiempos de incubación, se aplicaron siguiendo un diseño experimental 

completamente aleatorizado, utilizando cuatro repeticiones por cada tratamiento. Los datos de 

degradación de los sustratos se sometieron a análisis de regresión por ajuste a la función 
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asintótica y = a + b (1-e-c·t), propuesta por Ørskov y Mc Donald (1979), donde a es la fracción 

rápidamente soluble, b la fracción insoluble potencialmente degradable, y c la tasa de 

degradación ruminal de la fracción b (o sea la variable de estudio kd). Los valores observados 

de degradación para los distintos tiempos de incubación, organizados en 4 grupos al azar por 

tamaño de disco foliar, se ajustaron al modelo de regresión monoexponencial que describe la 

función asintótica antes mencionada, a partir del cual se estimó kd y otros parámetros de 

degradabilidad ruminal para cada uno. El contraste de tratamientos se realizó mediante 

análisis de varianza, asociado a un diseño completamente aleatorizado, y prueba de Tukey, 

recurriendo al uso del programa estadístico Infostat versión 2011 (Di Rienzo et al., 2011). 

Como un estudio complementario, luego del secado en estufa, se recuperaron residuos 

de sustrato correspondientes a incubaciones por 2, 24 y 96 h, tiempos lo suficientemente 

distanciados como para apreciar por microscopía la evolución de la degradación ruminal de 

los discos foliares, de los distintos tamaños ensayados. Dichos materiales residuales fueron 

luego acondicionados, para su observación a través de un microscopio marca Leica DM 500, 

provisto de una cámara fotográfica marca Leica ICC50 HD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto 1. Pastura de Medicago sativa. 
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Foto 2. Obtención de discos de material fresco de foliolos de alfalfa, con sacabocados. 

 

Foto 3. Reglilla sobre un disco foliar ubicado en una faja de papel milimetrado. 

 

 

Foto 4. . Tubos preparados con válvula de Bunsen para la incubación de los sustratos 

foliares. 
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Foto 5. Tubos con sustrato correspondientes al tratamiento de 0 h.  

 

 

Foto 6. Recuperación en crisoles de vidrio, mediante filtrado, de los residuos de 

incubación. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

El material foliar de Medicago sativa utilizado en este estudio como sustrato de 

incubación, se caracterizó por poseer concentraciones de MS de 57,14%, PB/MS de 37,56% y 

FDN/MS de 22,99%. Cuando se introdujeron estos dos últimos datos en una ecuación de 

regresión múltiple, obtenida por Pagella et al. (1996), se obtuvo un valor estimado de 

digestibilidad de MS, para dicho material foliar, de 75,67 %. Estos valores de variables de 

valor nutritivo se corresponden con un alimento de alta calidad, lo cual se presumía teniendo 

en cuenta el estado fenológico de la pastura al momento de la colección de material vegetal 

por corte. La concentración de PB del material foliar usado como sustrato de incubación, 
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parecería ser demasiado elevado pero, considerando que estuvo constituido por biomasa de 

folíolos del tercio superior de la planta en estado temprano de crecimiento, y que no se 

incluyó la nervadura central de los mismos, tal valor es factible de ser justificado. 

 En este trabajo, se hizo uso parcial de la técnica de determinación de digestibilidad in 

vitro de la materia seca, o de Tilley y Terry (1963), en cuanto a que se aplicó la etapa que 

trata de reproducir el proceso de digestión dentro del rumen. El hecho de tener controlado el 

pH del medio de incubación in vitro, permitió evitar efectos inhibitorios sobre la actividad 

degradativa microbiana, los cuales pueden manifestarse en estudios in vivo (Le Liboux y 

Peyraud, 1998; Alamouti et al., 2009). 

La molienda ha sido un tratamiento físico bastante estudiado para mejorar la 

utilización de forrajes (Berger et. al., 1994). En este trabajo, la preparación de sustrato 

consistió en la obtención de discos, mediante el uso de un dispositivo sacabocados, lo cual 

permitió mantener la estructura foliar intacta, a diferencia de lo que ocurre en el tratamiento 

de molienda. Esta condición de preparación del sustrato se acercaría, en cierto modo, a la 

forma en la cual las partículas de forraje ingerido se exponen al ataque microbiano en el 

ambiente ruminal (Czerkawski, 1986; Uden, 1988), al no modificarse la estructura 

tridimensional. 

 En el rango de tamaños de partículas ensayado en este trabajo, para el material foliar 

de alfalfa, puede observarse que el menor de ellos (diámetro aproximado de 2 mm) se 

correspondería con el tamaño crítico de partícula que abandona el retículo-rumen (Poppi et 

al., 1981; Ulyatt et al., 1986), a través del orificio retículo-omasal. Los otros dos tamaños de 

partícula (diámetros aproximados de 5 y 8 mm), se acercarían al de la digesta sólida que, 

estando retenida en el retículo-rumen, es capaz de ingresar en el circuito de rumia. La 

evaluación de diámetros efectivos de los discos foliares, obtenidos con el de sacabocados, 

arrojó valores de 2,01±0,61 mm (D2), 4,82±0,89 mm (D5) y 8,00±0,47 mm (D8), resultados 

que se muestran en la Tabla 1. Como era de esperarse, la variabilidad en el diámetro de 

partícula fue disminuyendo a medida que se incrementó su tamaño (CV: D2=0.303; 

D5=0,184; D8=0,058). Por otro lado, en dicha tabla se presentan, para cada tamaño de 

partícula, valores de número de discos foliares que se incluyen en una masa de 0,3 g, la cual 

correspondió a la cantidad de sustrato incluido en las incubaciones. Además, los dos tipos de 

datos antes mencionados se emplearon para calcular, como valor total, el perímetro de 

exposición de los discos foliares incluidos en la cantidad de masa de referencia, para la 

incubación de los sustratos. Como se observa en la Tabla 1, el perímetro total de exposición 

calculado para D8 resultó 3 veces menor que en el caso de D2. Este hecho habría otorgado 



 
 

13 
 

una buena posibilidad de encontrar diferencias estadísticas entre los distintos tamaños de 

partícula, aun cuando el rango de diámetro de partícula ensayado en este trabajo parecería 

exiguo (brecha de 6 mm entre D2 y D8). El perímetro de los discos foliares, constituyó, 

probablemente, un micronicho excelente para la colonización y posterior degradación del 

material vegetal por microorganismos ruminales. 

 

Tabla 1. Valores dimensionales de discos foliares ensayados como sustrato de 

incubación. 

Tamaño de 
partícula 

Diámetro 
(mm) 

Nº de discos / 
0,3 g (*) 

Perímetro 
(m/0,3 g) 

D2 2,01 (0,61) 444 2,80 

D5 4,82 (0,89) 102 1,55 

D8 8,00 (0,47) 35 0,88 

Valores entre paréntesis refieren al desvío estándar. 
(*) Valores obtenidos por conteo y pesada de discos de material foliar. 

 

Aplicando un protocolo de incubación in vitro con fluido ruminal tamponado, similar 

al utilizado en otro trabajo en el que se estudió la degradación de láminas foliares de una 

gramínea megatérmica (Pagella et al., 2012; Rainhart y Wiggenhauser, 2013), en esta 

investigación se estudió el efecto del tamaño de partícula sobre la tasa de digestión de 

material foliar de alfalfa. Los resultados de tal prueba de degradabilidad ruminal in vitro, se 

presentan en la Tabla 2 y Figura 1. 

 

Tabla 2. Valores promedios porcentuales de desaparición de materia seca para cada 

tratamiento. 

 Horas de incubación 
Tamaño de 
partícula 0 2 4 6 9 12 18 24 60 96 

31,98 56,17 59,36 60,86 65,33 66,36 69,34 76,3 86,91 89,09 
D2 

(1,92) (2,01) (0,92) (0,29) (1,15) (1,82) (2,53) (1,37) (0,92) (1,61) 

43,13 57,29 59,72 62,4 69,16 70,18 71,71 76,84 88,37 90,34 
D5 

(4,88) (0,54) (1,96) (0,55) (0,72) (1,06) (1,21) (1,09) (0,66) (0,99) 

35,08 51 56,23 58,93 67,56 67,61 71,68 75,58 86,78 86,78 
D8 

(0,58) (3,69) (1,88) (2,72) (3,70) (1,13) (2,21) (2,09) (1,26) (0,88) 
Valores entre paréntesis refieren al desvío estándar. 
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Figura 1. Desaparición de materia seca en función del tiempo de incubación, para los 

distintos tratamientos. 

 

 Se puede observar que los valores de desaparición de MS tuvieron un buen ajuste al 

modelo de regresión de respuesta asintótica y, que además, en todos los tiempos de 

incubación se verifica una franja muy estrecha de solapamiento en ellos. Del análisis de 

regresión aplicado a las observaciones de degradabilidad, utilizando el modelo 

monoexponencial de Ørskov y Mc Donald (1979), se obtuvieron valores de ajuste 

correspondientes a las variables de dinámica de digestión del sustrato (Tabla 3), como son la 

fracción rápidamente soluble (a), la fracción insoluble potencialmente degradable (b) y la tasa 

de digestión (c) de la fracción b, para cada tamaño de partícula. 

 

Tabla 3. Valores de las variables de la dinámica de digestión, para los distintos tamaños 

de partícula. 

Tamaños de partícula Variable 
D2 D5 D8 

Fracción rápidamente soluble (a) 53,7 
(1,2) 

54,9 
(0,5) 

48,8 
(2,3) 

Fracción insoluble potencialmente degradable (b) 37,9 
(3,1) 

37,2 
(0,9) 

42,6 
(2,6) 

Tasa de digestión (c) de la fracción b 0,036 
(0,003) 

0,040 
(0,004) 

0,047 
(0,005) 

Valores entre paréntesis refieren al desvío estándar. 
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El resultado del análisis de varianza, para los distintos tamaños de partículas, aplicado 

a la tasa de degradación ruminal (c) de la fracción b, como estimación de kd, se observa en la 

Tabla 4. Al comparar los valores de c, se encontraron diferencias significativas (p<0,05). 

Aplicado el test de Tukey, se verificó que los discos del tamaño D8 exhibieron valores 

significativamente mayores a los de tamaño D2, mientras que los de tamaño D5 no se 

diferenciaron de los anteriores (Tabla 5). 

 

Tabla 4. Resultados del análisis de varianza para la variable tasa de digestión. 

F.V.     SC    gl   CM     F   p-valor 
Modelo 0,000230 2 0,000120 5,63 0,026 

Tamaños 0,000230 2 0,000120 5,63 0,026 
Error 0,000190 9 0,000021              

Total 0,000420 11                      
 

Tabla 5. Resultados del test de Tukey para la evaluación de diferencia de medias entre 

distintos tamaños de discos foliares. 

Tamaños Medias n   E.E.         
D2 0,036 4 0,00230 A     
D5 0,040 4 0,00230 A  B  

D8 0,047 4 0,00230    B  
 

Resultados similares al de este trabajo se observaron, en un caso por incubación 

ruminal in situ de paja de trigo (Singhal y Grant, 1998), como sustrato preparado en partículas 

de dimensiones comprendidas entre 0,17 mm y 9,5 mm, y en otros dos, por ensayos de 

alimentación con forraje de alfalfa (Le Liboux y Peyraud, 1998; Alamouti et al., 2009). 

Aunque el procesamiento de los forrajes por molienda y peleteado les provee un aumento 

considerable del área superficial de exposición, la utilización digestiva aloenzimática de los 

polisacáridos estructurales, de tales sustratos vegetales, no resulta en general incrementada 

(Varga y Kolver, 1997). Otros investigadores, como Kennedy y Murphy (1988), sostuvieron 

que la reducción del tamaño de partícula de los forrajes afecta de manera variable su tasa de 

digestión ruminal, lo cual puede depender de factores intrínsecos de cada tipo de recurso 

lignocelulósico. Por ejemplo, Varga y Kolver (1997) consideraron que la tasa de digestión 

ruminal de los componentes estructurales de la fibra vegetal está determinada, en gran 

medida, por factores tales como la accesibilidad física al sustrato y la naturaleza físico-

química del forraje. De ello, resulta aparente que los atributos asociados al material dietario 
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imponen un límite superior a la expresión de la tasa de digestión (Mertens y Ely, 1982). La 

accesibilidad de las partículas dietarias de forraje a los microorganismos del rumen, y sus 

enzimas hidrolíticas, parecería ser óptima si se mantiene la estructura tridimensional del tejido 

vegetal (Czerkawski, 1986). Dicha estructura natural facilita la colonización del sustrato por 

microrganismos para lo cual, previamente, debe producirse la humectación del mismo. Esto 

da lugar a una propiedad del sustrato conocida como capacidad de humectación, la que a su 

vez depende de otras variables como grupos químicos hidrofílicos de superficie y el tamaño 

de partícula (Allen y Mertens, 1988). En consecuencia, desde el punto de vista de la 

colonización microbiana del sustrato, se produce una demora en tal proceso que recibe el 

nombre de “fase lag”. 

De no haberse alterado la estructura tridimensional natural del material foliar utilizado 

como sustrato, en la forma en que fue preparado de acuerdo al protocolo del presente trabajo, 

se puede especular que ello no habría conducido a la ocurrencia de diferencias entre los 

distintos tamaños de discos, en cuanto a la duración de la fase lag. Sin embargo, una vez que 

los microorganismos han completado su adhesión a las partículas de sustrato, cabe la 

posibilidad de que cambien las condiciones del micronicho donde realizan su actividad 

degradativa. En el caso particular de los discos foliares usados como sustrato de incubación 

en este trabajo, su banda perimetral producida por el dispositivo sacabocados, como elemento 

de corte, se constituyó en el principal micronicho de ataque microbiano, ya que tanto las caras 

adaxial como abaxial de la hoja poseen cubiertas hidrofóbicas de ceras y cutinas, las cuales 

limitan su invasión por microorganismos ruminales (Allen y Mertens, 1988). En tal sentido, si 

eventualmente hubiera ocurrido que la intensidad inicial de la actividad microbiana fuese 

mayor sobre la masa de sustrato con menor tamaño de partícula (D2) que, a su vez, se 

asociara a un perímetro total de exposición más dilatado, podría esperarse un microambiente 

de la superficie de ataque que se diferencie del correspondiente al sustrato preparado en las 

dimensiones D5 y D8. Una explicación posible para la menor tasa de digestión observada en 

incubados de partículas D2, podría relacionarse con un probable valor de pH más bajo en el 

microambiente circundante a las mismas (Cheng et al., 1984). Ello tendría un efecto negativo 

sobre la actividad de la microbiota fibrolítica, además de estimular el reemplazo de cationes 

(Na+, K+, Ca2+, Mg2+) por iones H+ en la partícula de forraje, siendo esto último un 

impedimento para la adhesión microbiana al sustrato, en la cual intervienen Ca2+ y Mg2+ 

como puentes (Roger et al., 1990). 

La digestión de una partícula sólida de sustrato es, fenomenológicamente, un proceso 

localizado a nivel de su área superficial. Cuanto menor sea el tamaño de la partícula, su área 
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superficial de exposición se magnifica con relación al volumen de la misma, y se esperaría 

que su digestión ocurra a una velocidad mayor, en comparación con aquellas de tamaño más 

grande. Sin embargo, la tasa de digestión podría no ser proporcional al área superficial de la 

partícula, si ésta se aglutina con otras similares, u otros materiales sólidos de la digesta se 

unen a ella (Lentle y Janssen, 2011). Durante la ejecución del protocolo experimental in vitro, 

de este trabajo, en los incubados que incluyeron partículas de sustrato del tamaño D2 se 

observó, al momento de proceder a la agitación de los tubos, una tendencia a la agregación 

entre ellas. Además, el residuo de partículas pequeñas de digesta aportadas por el fluido 

ruminal filtrado, que fuera utilizado como fuente de inóculo en los incubados, también tendió 

a aglutinarse con los discos foliares en el fondo de los tubos. Como la agitación de dichos 

tubos no se realizó de manera continua, sino a tiempos regulares y discretos, podría caber la 

posibilidad de algún efecto diferencial sobre la tasa de digestión asociado a la aglutinación de 

las partículas del sustrato. En consideración de tal aspecto, los estudios que se realicen en esta 

línea de trabajo, utilizando un protocolo experimental similar, en el futuro deberían recurrir a 

un sistema automatizado de agitación continua de los incubados. 

Como registro de la evolución del proceso degradativo aloenzimático del sustrato, en 

la Foto 7 se muestran imágenes de observaciones microscópicas de discos de folíolos de 

alfalfa que fueron sometidos a incubación, por 2, 24 y 96 h, en la ejecución de este trabajo 

experimental. En la imagen 7(a), correspondiente al tratamiento de 2 h de incubación, se 

evidencia que el borde de corte del disco foliar presentó irregularidades, lo cual pudo haberse 

constituido en una fuente de variación, afectando el perímetro expuesto de las partículas al 

ataque microbiano. Comparando las imágenes 7(a), 7(b) y 7(c), se puede apreciar el grado de 

avance de la degradación del material vegetal, sobre todo en los espacios entre nervaduras, 

evidenciando que estas últimas concentran las estructuras tisulares más resistentes al ataque 

microbiano. Dichas imágenes, mostrando la evolución en la degradación ruminal del material 

vegetal, representan un testimonio gráfico de lo que Van Soest (1975) ha postulado como la 

“teoría del hotel”, la cual explica que el volumen estructural de las partículas de digesta se 

mantiene con el progreso de la digestión, aun cuando éstas hayan ido perdiendo masa con el 

tiempo. 
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 (a) (b) 

 

 

(c) 

Foto 7. Vistas microscópicas con lente 10X, de discos foliares de alfalfa después de 

haberse incubado con fluido ruminal tamponado, por distintos tiempos de incubación: 

(a) 2 h; (b) 24 h; (c) 96 h. 
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CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos no confirmaron la hipótesis planteada de que, a menores 

tamaños de partícula de un sustrato constituido por material foliar, su tasa de digestión 

ruminal resulta de mayor magnitud, como sería de esperarse de acuerdo a la teoría del área 

superficial de exposición. Por el contrario, se observó que la tasa de digestión aloenzimática 

ruminal, de folíolos de Medicago sativa, resultó estadísticamente de menor valor para el 

tamaño de partícula más pequeño, comparado con el mayor en el rango ensayado de 

dimensiones. En función de los resultados del presente trabajo, se plantea la necesidad de 

avanzar en el conocimiento de fenómenos del ambiente ruminal relacionados con la interfaz 

microorganismos-sustrato. 
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