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RESUMEN 
 

Con el objetivo de comparar la digestibilidad in situ (dis) y la técnica de producción de gases in 

vitro (pivtr) en alpacas, se evaluó el pasto rye grass italiano (Lolium perenne) de cuatro diferentes 

tiempos de corte en dos alpacas huacaya macho provistos de fistulas a nivel del compartimento 

1. Para la dis, las muestras fueron evaluadas a las 2, 4, 6, 12, 24 y 48 horas de incubación.  En la 

pivtr, se evaluó la producción de gases a las 2, 4, 6, 12, 24 y 48 horas. La relación entre la dis y 

la producción de gases se analizó a través de una regresión lineal donde la dis (variable 

independiente) y la producción de gases (variable dependiente). La ecuación de la regresión lineal 

obtenida fue y = 2.7606x + 3.7224 y un R² de 0.8366. Se concluye la existencia de una correlación 

positiva entre la dis y la pivtr para el pasto evaluado. 

 

 

 

 

 

 

Palabras clave: alpacas, digestibilidad in situ, producción in vitro de gases. 
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ABSTRACT 
 

 

In order to compare the digestibility in situ (dis) and the in vitro gas production technique (pivtr) 

in alpacas, rye grass (Lolium perenne) was evaluated in four different types of cutting in two male 

huacaya alpacas provided with fistulas at the level of compartment 1. For dys, the samples were 

evaluated at 2, 4, 6, 12, 24 and 48 hours of incubation. In the pivtr, the samples were measured at 

2, 4, 6, 12, 24 and 48 hours. First, the data from both techniques were evaluated in a linear 

regression where dys was the independent variable and gas production was the dependent 

variable. The results were a linear regression with the following form: y = 2.7606x + 3.7224 and 

an R² of 0.8366. At the end of the work, the existence of a positive correlation between the dis 

and the pivtr is concluded. 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: alpacas, in situ digestibility, in vitro gas accumulation. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

 

 

El potencial productivo de un animal se expresa en la medida que se cubran sus 

requerimientos de mantenimiento y quede un excedente para ser producto. Para ser 

eficiente en el uso del alimento y cubrir estas necesidades, se requiere conocer el 

contenido de nutrientes, el consumo, la degradabilidad y la digestibilidad del alimento 

(Lachmann y Araujo, 1999). La degradabilidad hace referencia a la cantidad de alimento 

que se descompone en sus elementos integrantes, mediante procesos biológicos o 

químicos; mientras que, la digestibilidad hace referencia a la cantidad de alimento que 

desaparece en el tracto digestivo (Giraldo et al., 2007) y está relacionado con la energía 

metabolizable que representa una mayor pérdida de nutrientes a través de productos de 

excreción animal (Kitessa et al., 1999). 
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Para determinar la digestibilidad del alimento se han desarrollado diferentes 

métodos. El de mayor precisión es la digestibilidad in vivo (Div); sin embargo, los 

experimentos realizados con animales tienen un costo elevado y requieren un tiempo 

prolongado para su ejecución, además, generan controversia ética debido al uso de seres 

vivos. Otra técnica, es la digestibilidad in situ (dis), cuyos resultados se asemejan a los 

de la div, no obstante, al hacer uso de animales fistulados, compromete el número de 

repeticiones y cantidad de corridas que se pueden realizar por experimento. Por lo tanto, 

es importante considerar y desarrollar métodos alternativos in vitro que permitan 

mejorar la correlación con los experimentos in vivo, reduciendo el tiempo y costo 

asociados (Tavano et al., 2016). 

Frente a esta situación, se diseñaron métodos de laboratorio más rápidos y baratos, 

una de estas técnicas es la producción de gases in vitro (pivtr) que permite predecir la 

digestibilidad mediante la simulación de la fermentación in vitro (Ajmal Khan et al., 

2003).  

Todas estas técnicas han sido desarrolladas pensando en las condiciones de los 

rumiantes y no en alpacas, por lo que la cantidad de información y estimación de 

digestibilidad en esta última es muy reducida. Y en busca de lograr la mejor estimación 

de digestibilidad en alpacas con resultados más cercanos a la realidad como lo logra la 

dis y de una manera fácil, práctica y más económica como la pivtr, se plantea el objetivo 

de comparar la técnica de digestibilidad in situ y la técnica de producción de gases in 

vitro (pivtr) en alpacas. 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

II.1 ALPACAS 

 

Las alpacas pertenecen a una de las cuatro especies de camélidos 

sudamericanos en Perú, dos de los cuales son especies salvajes, el guanaco (Lama 

guanicoe) y la vicuña (Vicugna vicugna); y las otras dos especies domésticas 

conformadas por la alpaca (Vicugna pacos) y la llama (Lama glama) (Kadwell et al., 

2001). 

La alpaca proveniente del quechua allpaga o del aimara, pagu; es una especie 

de orden Artiodactyla de la familia Camelidae distribuida principalmente en la 

sierra occidental de América del Sur (Franklin, 2011).  
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2.1.1 Población 

 

Las alpacas habitan principalmente en regiones andinas de Ecuador, 

Perú, Bolivia, Chile y Argentina; sin embargo, por el interés que han generado 

en estos últimos años, han sido motivo de estudio en diversos países 

americanos como Estados Unidos y Canadá; países europeos como Suiza y 

Francia; por ello su hábitat presenta tierras disponibles con pastos cultivables 

(Contreras, 2019). 

En Perú, se tiene más del 87% de la población mundial, llegando a 

alcanzar alrededor de 4 300 000 cabezas de alpacas, distribuidas en casi su 

totalidad en pequeños y medianos criadores (MIDAGRI, 2022). 

En la región de Sudamérica, la población promedio de alpacas habitan 

el ecosistema altoandino a una altura entre 3000 y 4500 m.s.n.m. a diferentes 

tipos de climas a través del año; en estas condiciones, la temperatura oscila 

entre -20°C y 30°C, las cuales son soportadas por la alpaca a través de una 

alimentación de baja calidad proteínica basada en las pasturas del ecosistema. 

Asimismo, en toda la zona alpaquera existen extensos pastizales y tierras 

erizadas (Kessel y Enríquez, 2002). 

 

2.1.2 Alimentación de las alpacas 

La alpaca es un herbívoro y su régimen alimenticio se basa en las 

hierbas del altiplano, principalmente consiste en gramíneas altas en la 

temporada pluvial y gramíneas bajas en la temporada seca (Franklin, 2011). 

En oposición a las ovejas, las alpacas seleccionan cuidadosamente entre 

gramíneas bajas y altas. En los cultivos, las ovejas consumen casi tres veces 

más leguminosas que las alpacas, pudiendo ser esta una razón por la cual las 
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alpacas no tienen problemas de origen timpánico debido a la baja ingesta de 

pastos leguminosas (Tapia y Lazcano, 1970). 

Las alpacas tienen una preferencia por áreas con mayor humedad para 

alimentarse, comiendo una gran cantidad de hojas, especialmente en la época 

de lluvia. Por otro lado, las llamas tienen una preferencia por gramíneas altas 

y fibrosas. En general, se considera que las alpacas prefieren pastar en terrenos 

húmedos, mientras que las llamas prefieren pastar en áreas más secas (Raggi 

y Crossley, 1990). 

La alpaca es un animal oportunista según el tipo de comportamiento 

alimenticio dentro de los herbívoros (Bonacic, 1991). Asimismo, es 

caracterizado por poseer una amplia variedad de especies forrajeras en su 

dieta, tales como la familia Compositae, Cyperacea, Gramíneas, Rosaaceae y 

en menor proporción Leguminosas (Franklin, 2011). 

 

2.1.3 Importancia económica 

 

En el presente, a pesar de que la crianza de la alpaca y llama es el 

elemento de elevada importancia en la economía del altiplano, muchas veces 

no es rentable debido a la pobre calidad animal y raza. La búsqueda del 

mejoramiento de una raza y las estrategias de reproducción dependen 

únicamente de la arqueozoología y el análisis genético (Wheeler et al., 1995). 

La carne de alpaca es considerada como una carne de bajo contenido 

graso intramuscular, un cociente proteína/grasa elevado y un cociente de 

omega 6/omega 3 nutritivamente más favorable que la carne de los rumiantes. 

Asimismo, el procesado de esta carne es comparable a la de otro tipo de 

animales más convencionales. Sin embargo; la carne de alpaca no es una carne 
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comúnmente empleada de forma tradicional en la elaboración de productos 

cárnicos (Salvá y Mateo, 2011). 

 

2.1.4 Anatomía y fisiología de las alpacas 

 

Las alpacas fueron consideradas como rumiantes menores similares a 

ovinos y caprinos al poseer en su anatomía un estómago con múltiples 

compartimentos y compartir la acción de devolver el alimento para volverla a 

masticar, lo cual es conocida como rumia (Sato, 2017). 

Se demostró que el estómago de las alpacas se compone de tres 

compartimentos, dejando de lado la postulación de cuatro. Una estructura 

denominada pilar transversal divide el primer compartimento en craneal y 

caudal (Vallenas et al., 1971). 

El estómago de las alpacas se divide en compartimento 1 (C1), 

compartimento 2 (C2) y compartimento 3 (C3). El C1, homólogo al rumen, 

posee un 84% del volumen total del conducto. El C2 está representado por el 

equivalente al retículo con 4% del volumen gástrico. Y el último 

compartimento, por el omaso con una capacidad de 8% que es fácilmente 

confundido con el abomaso (4% del volumen) al no existir estructura 

anatómica superficiales que los distinga (Sato y Montoya, 1989). 

La colonización del tracto digestivo para crear la microbiota tiene como 

fuente la madre y medio ambiente. Esta ocurre en las primeras horas de nacido 

(Salminen et al., 1999). Uno de los roles de esta es el desarrollo del sistema 

inmune en todo el organismo, por lo que esta influencia es necesaria para la 

defensa frente a enfermedades de curso infeccioso o autoinmunes (Ferguson, 

2007). Mediante una técnica de identificación por PCR se logró identificar 6 
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especies bacterianas en el C1 de las alpacas: Sporobacter termitidis, 

Ruminococcus bromi, Ruminococcus flavefaciens, Succiniclasticum ruminis, 

Clostridium thermocellum y Fastidiosipila sanguinis (Rodriguez, 2012). 

El C1 presenta glándulas acuíferas encargadas de mantener el nivel de 

humedad del alimento ingerido haciendo posible soportar ambientes secos y 

por tiempos más prolongados (Sato, 2017). Presenta una mucosa glandular 

que secreta soluciones tamponadas para un mejor control de pH a 

comparación con los rumiantes y un epitelio estratificado encargado de la 

absorción de nutrientes. El C2, posee ambos tipos de epitelio con la diferencia 

de que las paredes de la curvatura mayor están dispuestas en forma de redes o 

retículos. De esta manera la presencia líquida en el C2 es casi nula en su 

totalidad. El C3 está cubierto por una mucosa glandular en toda su extensión 

con forma tubular, la porción final de dicha mucosa se asemeja a la mucosa 

digestiva en otros animales por la segregación de ácido clorhídrico (Raggi y 

Crossley, 1990). 

 Las glándulas acuíferas permiten una absorción rápida de solutos y 

agua. La velocidad de absorción de estos animales es de dos a tres veces más 

alta que la observada en el rumen de ovinos y cabras, y esta absorción rápida 

es lograda por la protrusión periódica de las glándulas acuíferas, cambiando 

la consistencia semifluida presente en esas áreas. La parte dorsal de la región 

es relativamente seca, mientras que la parte ventral de C1 y C2 es semifluida. 

En cuanto a C3, la tasa de absorción es significativamente más alta que la 

medida en la primera cavidad del ovino y cabra, incluso teniendo en cuenta 

las diferencias en el peso (Engelhardt y Rubsamen, 1980). 

Las alpacas tienen concentraciones similares de iones, pH y flujo salival 

a los ovinos, pero tienen un menor volumen de C1 y C2 en comparación con 
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estos. Esto significa que la alpaca tiene una alta concentración de elementos y 

compuestos tampón por unidad de volumen en estos compartimentos 

comparados con el ovino. Además, se ha demostrado que las bolsas acuíferas 

secretan cantidades significativas de bicarbonato y contribuyen 

significativamente a la acción tampón en la digestibilidad en el C1 y C2, 

funcionando como un accesorio de las glándulas salivales (Eckerlin y Stevens, 

1973; Jouany, 2000). 

Las alpacas poseen un ciclo de contracción de estómago mucho más 

corto a comparación de los rumiantes lo que genera un mayor número de 

contracciones por hora; sin embargo, el tiempo que demora el contenido en 

fluir por los compartimentos es mucho menor. Asimismo, los alimentos de 

menor calidad tienen unas condiciones más favorables para la fermentación. 

Es por ello que las alpacas pueden aprovechar de mejor manera los alimentos 

debido a su capacidad (Raggi y Crossley, 1990). 

 

II.2 DIGESTIBILIDAD  

 

La digestibilidad es una medida de la disponibilidad de los nutrientes (Ajmal 

Khan et al., 2003). Esta puede definirse como la porción de alimento que ha sido 

absorbido en el tracto digestivo. Depende mayormente de la composición nutritiva 

de la ración en estudio (McDonald et al., 1999).  

Este proceso calcula la cantidad de aportes nutricionales absorbibles en el 

organismo que puedan estar presentes en el alimento (Church y Pond, 1987). Por lo 

tanto, la calidad de un alimento se mide en términos de digestibilidad, que determina 

la concentración de energía metabolizable y el consumo de MS (AFRC, 1993). 
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II.2.1 Técnicas de digestibilidad 

 

Las técnicas se pueden clasificar en tres categorías: in vivo, in situ e in 

vitro. Los métodos in vivo implican la medición de la digestibilidad en un 

organismo vivo, generalmente en animales de experimentación. Los métodos 

in situ implican la medición de la digestibilidad en una porción del sistema 

digestivo, como el intestino o el rumen, de un animal vivo. Los métodos in 

vitro implican la medición de la digestibilidad en un tubo de ensayo en el 

laboratorio, sin la necesidad de un animal vivo. Cada técnica tiene sus propias 

ventajas y limitaciones y se seleccionan en función del objetivo de la 

investigación y los recursos disponibles (Theodorou et al., 1994). 

 

II.2.2 Digestibilidad in vivo(div) 

 

La div se refiere a la proporción de nutrientes en un alimento que son 

digeridos y absorbidos por un animal. Se mide restando la cantidad de 

nutrientes excretados en las heces y orina de la cantidad de nutrientes 

ingeridos en la dieta. Esta técnica proporciona información valiosa sobre la 

digestibilidad real de los nutrientes en una dieta y permite comparar la 

digestibilidad de diferentes alimentos o dietas. Sin embargo, también tiene 

algunas limitaciones, como la necesidad de mantener y alimentar a un grupo 

de animales durante un período prolongado de tiempo, lo que puede ser 

costoso y requerir una gran cantidad de tiempo y recursos. Por este motivo, la 

información obtenida se denomina digestibilidad aparente ya que no se toma 

en cuenta la proporción de los nutrientes no digeridos de origen endógeno y 

no del propio alimento consumido (Flores y Bryant, 1989). 
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 Los datos son recabados en animales que están previamente 

acondicionados a jaulas metabólicas en la cual es posible medir la cantidad 

suministrada de alimento y recolectar las heces producidas en un periodo 

determinado de tiempo (Minson, 1990).  

 

II.2.3 Digestibilidad in situ (dis) 

 

Como técnica alternativa al método div se tiene el método de la 

incubación de substratos en el rumen o dis. La metodología fue sugerida 

inicialmente con el uso de bolsas cilíndricas a base de seda (Quin et al., 1938); 

sin embargo, debido a ser sometidas a procesos de degradación, se optaron 

por usar bolsas de material sintético. De esta manera las bolsas de nylon fueron 

implementadas como nueva metodología. (Orskov, 1977). En la actualidad se 

usan bolsas de dacrón debido a su alta resistencia a la fermentación, bajo costo 

de producción y bajo contenido de nitrógeno (Romero, 1990). 

De acuerdo a numerosos estudios, el método de la bolsa de nylon o 

método in situ, ha sido clasificado como un buen estimador de la digestibilidad 

aparente de los alimentos (Cerda et al., 1986). Esta técnica consiste en 

introducir bolsas de nylon o dacrón, rellenadas con la muestra, en el C1 de las 

alpacas fistuladas para ser incubadas en distintos periodos de tiempo. Luego, 

son retiradas y lavadas para proceder con el pesaje de las muestras resultantes. 

Este proceso permite definir la tasa de degradación del alimento calculando el 

porcentaje de materia seca degradada en cada una de las bolsas (Orskov et al., 

1980). 

La dis implica el uso de animales fistulados, lo que significa que se han 

creado conexiones artificiales entre el C1 y el exterior de la alpaca. Esto 
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permite a los investigadores recoger muestras de contenido digestivo para su 

análisis. Sin embargo, este enfoque también presenta algunas desventajas, 

como la necesidad de una gran cantidad de espacio y buenas instalaciones para 

mantener a los animales fistulados, así como la necesidad de justificar su uso 

en términos éticos ante los comités de ética. Además, la fistulación puede 

causar estrés a los animales y afectar su salud y bienestar. Por lo tanto, es 

importante considerar cuidadosamente la utilización de la digestibilidad in situ 

y asegurarse de que se realice de manera ética y responsable (Pedraza, 2001). 

 

II.2.4 Digestibilidad in vitro (divtr) 

 

Para buscar una solución al trabajo laborioso y la necesidad de poseer 

grandes instalaciones y ganado se buscó recrear el proceso de digestibilidad 

en el laboratorio dividiéndose en técnicas que miden la divtr (Tilley y Terry, 

1963; Goering y Van Soest, 1970) y técnicas que cuantifican la producción de 

gas de un alimento o mezcla de alimentos determinados (Menke et al., 1979).  

Aun así, estudios previos mencionan el uso de vacunos y ovinos en 

donde la dis y divtr muestran una excelente correlación de datos. Por tanto, la 

evaluación de datos de la dis podría ser estimada con resultados de la divtr 

(Gosselink et al., 2004). Sin embargo, al extrapolar dicho conocimiento en 

alpacas, se van generando resultados mayores para la divtr llegando a ser 

considerada como un sesgo positivo, lo que difiere totalmente del uso 

exclusivo de vacunos (San Martín et al., 1984).  Por tal motivo se decidirá 

aplicar técnica de acumulación de gases para hallar una proporción 

cuantificable sobre la cantidad de gases emanado de alpacas de (Theodorou et 

al., 1994). La técnica será modificada por la metodología de producción de 

gas de la universidad de Hohenheim (Helffrich y Oechsner, 2003) al usar 
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sustratos de partículas molidas, medios anaerobios y licor del C1 a mediciones 

específicas. De esta manera, se difiere de otras técnicas de digestibilidad en 

que las incubaciones se realizan en botellas herméticas para cultivo, 

permitiendo la acumulación de gas en la parte superior del frasco a medida 

que avanza la fermentación. Luego, con un transductor de presión conectado 

a un voltímetro de lectura digital, se colocan en una llave de 3 vías junto a una 

jeringa hermética, usada para la medición de gas continua. Se construirán 

perfiles de acumulación de gas por medio de la suma de volúmenes corregidos 

por regresión (Theodorou et al., 1994). 

 

2.2.4.1. Producción de gases 

 

La técnica de producción de gases es el método in vitro que nos 

permite determinar la cinética de degradación, así como el volumen 

generado en la fermentación de un alimento (Theodorou et al., 1994). 

El método en cuestión cuenta con la ventaja de poder medir la evolución 

de los componentes químicos del sustrato a lo largo del proceso de 

fermentación (Pell et al., 1997).  

Uno de los problemas inherentes a los métodos in situ e in vitro es 

la imposibilidad de medir los cambios ocurridos en las primeras horas 

de la fermentación debido a que el peso diminuto del sustrato no es 

perceptible para los métodos gravimétricos usados; por 2, para 

solucionarlo se usan los métodos de producción de gas (Rosero, 2002). 

El gas producido en el sistema digestivo de las alpacas son los 

ácidos grasos volátiles (AGV), entre los cuales tenemos al lactato, 

butirato, dióxido de carbono (CO2), metano y productos hidrogenados, 

los cuales son producidos en el proceso de fermentación de los 
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carbohidratos provenientes del sustrato o alimento suministrado 

(Opatpatanakit et al., 1994). 

En esta técnica, el CO2 es producido al momento de la 

neutralización de los AGVs al usar tampones de bicarbonato en el 

inóculo (Pell y Schofield, 1993). Aproximadamente el 50% del 

volumen total de gas producido en la divtr se debe a la reacción del 

tampón de bicarbonato. Se estima que, por cada milimol de AGV, se 

libera de 0,8 a 1 milimol de CO2 (Makkar, 2010). 

Hay un método llamado nanométrico (McBee, 1953) que se utiliza 

para medir el volumen de gas, que mide el total de agua desplazada 

debido a la acumulación de gas en el interior. También existe otro 

método desarrollado en la Universidad de Hohenheim (Menke et al., 

1979; Menke y Steningass, 1988) que se basa en el desplazamiento del 

émbolo de una jeringa de vidrio mientras aumenta la presión de gas. 

Para el control de la presión del gas se emplean transductores de 

presión unidos a una llave de tres vías (Pell y Schofield, 1993; 

Theodorou et al., 1994).  

Se incuban los sustratos en frascos sellados lo que provoca la 

acumulación de gases producidos por la fermentación en el espacio 

superior. Para medir y liberar el gas, se usa un conjunto de jeringa y 

transductor de presión. Los datos obtenidos a partir de las mediciones 

de la presión acumulada en las botellas se utilizan para estimar el 

volumen de gas utilizando una función cuadrática basada en mediciones 

simultáneas de presión y volumen (Theodorou et al., 1994).  

Las ventajas principales de este método son la capacidad de 

medición elevada, el bajo costo, fácil mantenimiento. No obstante, las 
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limitaciones del sistema incluyen la necesidad de realizar lecturas con 

frecuencia durante la fase inicial de fermentación y el hecho de que los 

datos tienen que ser registrados manualmente, lo que reduce la 

capacidad y precisión del sistema (Mauricio et al., 1999). 

Entre los factores que puedan afectar la producción de gas se 

encuentran el tipo de sustrato, en la cual el alimento compuesto de altas 

proporciones de leguminosas se degrada a una mayor velocidad que las 

que presentan niveles moderados de gramíneas (López et al., 1998). 

El origen del inóculo puede cambiar significativamente las 

características de la digestibilidad, ya sea de diferentes especies o de la 

misma especie, pero con dietas diferentes. Por tanto, es necesario una 

descripción previa de las características del animal donador antes del 

desarrollo del estudio (Williams, 2000).  

El modelo de tampón usado en el estudio también interfiere en la 

producción de gases. Debido a que se debe mantener un pH menor a 6, 

se aplica una mezcla entre bicarbonato y fosfatos. Por ende, la 

fermentación puede verse afectada de una u otra manera (Pell y 

Schofield, 1993). 

La microbiota del C1 es sensible a los cambios en el pH y la 

temperatura del medio por lo que una variación de estos marcadores 

puede afectar severamente la actividad de los microorganismos y 

disminuir la cantidad de gas producido. Los valores referenciales del 

pH deben permanecer entre 6.5 a 6.9 (Grant y Mertens, 1992); la 

temperatura no solo afecta a la actividad de la microbiota sino también 

al volumen y la presión del gas por lo que se debe mantener siempre a 

39°C (Schofield, 2000). 
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El nivel de proteína y la fibra de la dieta del donador poseen una 

relación proporcional con la cantidad de gas producido (Borba et al., 

2000). También es necesaria una leve agitación de las botellas de 

incubación para evitar lecturas incorrectas ya que en medio acuoso el 

CO2 posee una tendencia a formar soluciones en las que la 

concentración es mayor a la que se podría esperar en condiciones 

normales (Schofield, 2000). 

La metodología de producción de gases, debido a su practicidad y 

tiempo de uso, nos brinda la capacidad de hacer una estimación de la 

digestibilidad. Anteriores investigaciones han demostrado que la 

producción de gas está relacionada con la desaparición de la fibra 

detergente neutra (FDN) (Nsahlai et al., 1995). Asimismo, se ha 

encontrado una fuerte correlación entre la producción de gas in vitro y 

la disponibilidad de almidón en los granos de cereales (Opatpatanakit 

et al., 1994). También se encontró correlación entre la producción de 

gas durante 24 h y la div de un pasto. 

Se logró predecir el contenido de energía metabolizable (EM) al 

combinar el volumen de gas luego de 24 h con valores del análisis 

proximal previo originando la ecuación (R=0.98) en la universidad de 

Hohenheim (Williams, 2000). También permite detectar diferencias 

entre los alimentos usados debido a su madurez, tiempo de crecimiento 

o especie (Williams, 2000). 

Las ventajas de la técnica de producción de gases principalmente 

se deben al bienestar animal, ya que el experimento se realiza en un 

laboratorio, el tamaño de muestra que nos permite un mayor número de 

evaluaciones, costo y descripción fiable de la cinética de fermentación 

(Williams, 2000). 
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La principal desventaja es la gran cantidad de metodologías, lo que 

dificulta la comparación de resultados obtenidos entre diferentes 

estudios hasta la fecha (Williams, 2000). Otra limitación radica en el 

uso de inóculos, como en otros estudios de bioensayo, requiere el uso 

de animales fistulados para la obtención. Esto eleva el riesgo de 

contraer problemas relacionados a infecciones y en el peor de los casos 

problemas quirúrgicos derivados de la fístula. Por este motivo, esta 

actividad se encuentra en declive por consideraciones éticas.  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Todos los procedimientos que involucraron el uso de animales fueron aprobados 

por el Comité de Ética y Bienestar Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria de la 

Universidad Nacional Mayor de San Marcos con el código CEBA 2022-2.  

 

III.1  LUGAR DE EJECUCIÓN Y PERIODO DE DURACIÓN 

El trabajo fue realizado en el Bioterio del Laboratorio de Zootecnia y 

Producción Agropecuaria de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad 

Nacional Mayor de San Marcos, ubicado en el distrito de San Borja, Lima-Perú. 
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III.2  DESCRIPCIÓN DEL MATERIAL Y DISEÑO EXPERIMENTAL 

III.2.1 Animales de experimentación 

Se trabajó con dos alpacas huacaya, machos, de cinco años de edad y 

con 50 kg de peso vivo aproximadamente. Ambos animales estuvieron 

provistos de fistulas en el compartimiento 1 (C1) y mantenidos en boxes 

individuales de 1.5 x 2 m2. Antes del experimento, los animales fueron 

alimentados con heno de alfalfa y agua ad libitum. 

 

III.2.2 Materia de biomasa vegetal 

Para el experimento se utilizó cuatro cortes de diferente tiempo de 

crecimiento de un mismo forraje rye grass (Lolium perenne) de 3 semanas (A), 

6 semanas (B), 9 semanas (C) y 12 semanas de edad (D) provenientes de la 

estación IVITA El Mantaro. Se determinó el contenido de proteína cruda, fibra 

detergente neutra, ceniza y grasa del forraje bajo la Association of Official 

Analytical Chemists (AOAC) (1984). 

Las muestras fueron secadas a 65°C por 48 h, molidas en un molino 

Wiley (Wiley Mill Standard model n°.3) (Figura 1) y conservadas en envases 

herméticos hasta su uso. Para la digestibilidad in situ (dis) se utilizó una criba 

de 2 mm; y para la producción de gas in vitro, la criba de 1 mm (AOAC, 1991). 
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Figura 1. Molino de Wiley modelo estándar n°.3. usado para la preparación de la muestra 

de forraje rye grass. 

III.2.3 Digestibilidad in situ 

Para la dis se utilizaron bolsas in situ de degradación (ANKOM, 

Fairport, NY, USA; dimensiones internas: 10 X 5 cm; tamaño de poro: 53 um) 

con 1.8 g. de muestra en cada una. El uso de dos periodos para una misma 

muestra y realizadas al mismo tiempo es un método conveniente que genera 

resultados confiables (Mehrez y Orskov, 1977). Se usaron 13 bolsas (6 
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mediciones por cada animal y 1 blanco) por cada muestra (A, B, C o D) 

(Figura 2). Logrando un total de 52 bolsas en todo el experimento (Ørskov et 

al., 1980). 

 

 

 

Figura 2. Bolsas muestra atadas con un pabilo de 30 cm de longitud antes del proceso de 

incubación. 

El procedimiento fue el mismo para los cuatro tipos de muestras. Las 

bolsas llenas fueron cerradas y atadas a un hilo de pabilo de 30 cm de largo, 

respetando una distancia de 20 cm con la fístula. La colocación de las bolsas, 

por animal, se realizaron en 6 tiempos en un intervalo de 48h de incubación. 

Cada muestra fue colocada a las 0, 12, 36, 42, 44 y 46 h (medición de 48, 24, 

12, 6, 4 y 2h de fermentación respectivamente) y fueron retiradas al mismo 

tiempo (Figura 3) (Nocek, 1985). Luego, junto a la bolsa blanco, son pasadas 

por el proceso de lavado con agua corriente hasta obtener agua clara, secado 

en estufa a 60°C por 48h y pesaje. Los resultados fueron catalogados a manera 

de porcentaje de materia seca faltante (Ørskov et al., 1980).  
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Figura 3. Retiro de todas las bolsas del compartimento 1 de la alpaca al finalizar el periodo de 

incubación.  

 

III.2.4 Producción de gas in vitro 

Se usó la técnica producción de gases de Theodorou et al. (1994) 

adaptada a las soluciones desarrolladas por Helffrich y Oechsner (2003) en la 

Universidad de Hohenheim. En el laboratorio, se filtró el inóculo de la mezcla 

recolectada del C1 de las alpacas, por medio de 4 capas de gasa para ser 

mezcladas y almacenadas en un frasco hermético a 39°C en medio anaerobio. 

Se preparó el medio (Figura 4) y se mezcló con el inóculo previamente 

descrito en la metodología de producción de gas de Hohenheim para crear la 

solución microbiana.  
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Figura 4. Solución tamponada antes de la mezcla con el inóculo. Se mantiene un Ph de 6.5 a una 

temperatura de 39°C con suministro constante de CO2. 

 

Las fermentaciones se realizaron en botellas de 125 ml herméticamente 

selladas. Se evaluaron 2 duplicados por cada tipo de muestra (A3sem, B6sem, 

C9sem y D12 sem) y un “blanco”, distribuidos en 6 periodos de medición (2, 

4, 6, 12, 24, 48h) obteniendo un total de 10 botellas por cada medición. A las 

botellas muestra se les agregaron 0,2 g de biomasa vegetal mientras que a las 

botellas blanco se les omitieron este paso. Luego todas las botellas fueron 

llenadas con 40 ml de inóculo en relación 1:2 de licor de C1 y solución tampón 

(figura 5) (Menke y Steingass, 1988). Las botellas fueron gaseadas con CO2 

y acondicionadas a una temperatura de 39°C durante toda la preparación para 

pasar por el proceso de incubación de 48 h (Lowe et al., 1985). 
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Figura 5.  (Izquierda) Frascos de 125 mL. con las muestras de biomasa vegetal antes de ser 

inoculadas con la solución de digestión. (Derecha) Frasco sellado, rotulado, con la muestra y la 

solución de digestión antes de llevar a la estufa para incubación. 

 

Para la toma de datos se utilizó una jeringa de vidrio de 50 mL y una 

aguja hipodérmica desechable de calibre 23 x 1.5 pulgadas. La aguja 

enroscada a la jeringa se introdujo a través de la tapa de goma de cada frasco. 

El cálculo del volumen de gas producido se obtuvo midiendo el 

desplazamiento del émbolo de la jeringa en mL en el barril. Luego de la 

medición se liberó el gas acumulado de las jeringas de vidrio hacia el exterior. 

Se evaluó la producción de gases a las 2, 4, 6, 12, 24 y 48 horas. La duración 

total de la incubación fue de 48 h (Theodorou et al., 1994). 

III.3ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

La relación entre la dis y la producción de gases se analizó a través de una 

regresión lineal donde la dis (variable independiente) y la producción de gases 

(variable dependiente). 

Se determinó la función “digestibilidad in situ =f (producción de gases)” que 

nos permitirá calibrar una ecuación real para evaluar el coeficiente de correlación de 

Pearson y el factor determinante entre la digestibilidad in situ y la producción de 

gases. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

IV.1 COMPOSICIÓN DE LOS VEGETALES EVALUADOS 

 

En el cuadro 1, se presenta el contenido de proteína cruda (PC), FDN, grasa y ceniza 

del rey grass a los cuatro tiempos de crecimiento utilizados en las evaluaciones. Se observa 

que el contenido de PC es mayor en el pasto que tiene menos tiempo de crecimiento (tres 

semanas) y el menor porcentaje en el que tiene mayor tiempo de crecimiento (12 semanas).  

Cuadro 1.   Análisis proximal del rye grass a los cuatro tiempos de crecimiento (%). 

MUESTRA PROTEÍNA FDN CENIZA GRASA 

A, 3 sem 20 51 19 1.42 

B, 6 sem 18 54 19 0.38 

C, 9 sem 13 65 18 4.42 

D, 12 sem 4 80 10 6.43 
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El contenido de PC disminuyó del 20 al 18% entre las muestras de 12 semanas y 9 

semanas, del 18 al 13 % entre 9 semanas y 6 semanas, y del 13 al 4 % entre las 6 semanas 

y 3 semanas. Mostrándose valores similares de PC al estudio realizado Fariani et al., 1994 

para tiempos similares. Indicando una correlación negativa entre el contenido de PC y el 

tiempo de maduración de diferentes estados de crecimiento (Aganga et al., 2004). 

Se observa que la muestra de mayor tiempo de maduración (12 semanas) contiene 

un 80 % de FDN seguida de 65, 54 y 51% entre los pastos de 9, 6 y tres semanas 

respectivamente.  Esto nos muestra que, a mayor tiempo de maduración, existe un mayor 

porcentaje de FDN en el forraje.  

En los forrajes más viejos, la porción citoplasmática de las células pierde importancia 

y la cantidad de sus constituyentes como proteínas, grasas, carbohidratos solubles y 

minerales decrecen; sin embargo, el contenido estructural de la planta va aumentando. El 

contenido de fibra aumenta por la cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina que va 

produciéndose en la pared celular (Fariani et al., 1994). Esto se ve reflejado en los valores 

de PC y fibra mostrados en el cuadro uno, infiriendo que a medida que el tiempo 

maduración es mayor, el grado de PC disminuye y la fibra aumenta.  

Para explicarlo, se sabe que la FDN está compuesta por los polímeros resistentes al 

proceso de digestión, entre los principales se encuentran la celulosa, hemicelulosa y lignina 

(Zilversmit, 1979). Estos polímeros están altamente enlazados entre sí lo que los hace muy 

estables y difíciles de hidrolizar. Esta característica logra que conformen la estructura de 

soporte de las plantas, la pared celular; por tanto, a medida que el tiempo de crecimiento 

de una planta es mayor, la cantidad de pared celular aumenta. Y, por consiguiente, la 

cantidad de FDN aumenta, guardando estrecha relación con los valores obtenidos en el 

cuadro 1. Además, la digestibilidad de la PC, así como la materia seca disminuyen en el 

forraje rye grass con la madurez, pero la cantidad de pared celular aumenta (Aganga et al., 

2004). 
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Los valores del cuadro 1 sugieren una relación inversamente proporcional entre la 

PC, la FDN y el tiempo de maduración. Es decir, a medida que el tiempo de maduración 

aumenta, la proporción de proteína cruda disminuye mientras que la proporción de fibra 

detergente neutro aumenta. (Hoffman et al., 2003; Garmendia, 2007). Estos conocimientos 

y los valores mostrados nos permiten corroborar la edad de las muestras usadas en este 

estudio (A, B, C y D). 

Los niveles de ceniza son similares en tres de los cuatro pastos llegando a sobrepasar 

los 5% de su peso en materia seca lo que no coincide con Garmendia (2007) que indica un 

mayor nivel de minerales a inicios del crecimiento y que va en dilución a medida que la 

pastura tenga mayor edad. Podría interpretarse que las muestras usadas: fueron cultivadas 

en distintos tipos de suelo, presentaron rastros de adulteración o pesticidas químicos 

agregados previamente por mal manejo o que el suplemento de minerales fue ineficiente. 

 

IV.2 DIGESTIBILIDAD IN SITU (dis) 

 

En el cuadro 2, se presenta la dis de los diferentes pastos evaluados a diferentes 

tiempos. Se observa un aumento de la digestibilidad de los pastos con relación al tiempo 

transcurrido teniendo sus mayores valores en las 48 h (61.7 % en pasto de 3 semanas) y las 

menores en las dos h (0.4% en pasto de 12 semanas).  Las muestras A y B son las que 

presentan mayor nivel de digestibilidad, 61.7 y 69.3%, respectivamente, lo que demuestra 

a menor tiempo de crecimiento, mayor porcentaje de digestibilidad. De igual manera, los 

pastos con un mayor tiempo de crecimiento (9 y 12 semanas) presentaron valores de 57.7 

y 40.2 % de dis. Por tanto, es posible determinar que existe una correlación entre el tiempo 

de brote de los pastos y el porcentaje de digestibilidad (Hoffman et al., 2003).  

Cuadro 2.   Digestibilidad in situ (%) de las cuatro muestras de rye grass.  
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 Tiempos de digestibilidad (h) 

PASTOS 2 4 6 12 24 48 

A, 3sem 4.1 7.9 18 34.1 51.8 61.7 

B, 6sem 4.1 6.9 11.1 29.9 58.5 69.3 

C, 9sem 1.4 2 3.1 24.7 49.4 57.7 

D, 12sem 0.4 1.6 6.5 15.4 32.4 40.2 
  

A las dos horas, las muestras de 9 y 12 semanas presentaron 1.4 y 0.4% de 

digestibilidad. Un pobre porcentaje en comparación con las muestras de menor tiempo de 

corte. Pudiéndose explicar por el nivel de proteínas y FDN que mostró el análisis químico 

de los pastos (cuadro 1). Teniendo como característica que las proteínas son las moléculas 

que se degradan en las primeras horas en el proceso de digestión por acción de la capacidad 

proteolítica de las bacterias (Wu 2013). 

La edad de los pastos influye negativamente en el porcentaje de digestibilidad. Esta 

se da por la interacción entre el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina que aumenta 

con el tiempo de maduración (Valente et al., 2000). De esta manera se puede explicar los 

menores valores de dis de las muestras de mayor tiempo de corte (9 y 12 semanas) en todo 

el proceso que duró el estudio. 

 

4.3 PRODUCCIÓN DE GASES IN VITRO 

 

Se identificaron mayores niveles de producción hacia las 48 h con promedio de 

22mL de gas (cuadro 3). La muestra A y B presentaron 2.75mL y 1.75mL en la primera 

toma de muestra hasta alcanzar los 23 ml y 22 ml de producción de gas al final del 

experimento Mientras que en los pastos C y D, al inicio, la producción de gas fue de 1mL 

hasta llegar a los 17mL en el D. Se encontró una tendencia de producción mayor en los 

pastos de menor tiempo de crecimiento (3 semanas, 6 semanas) a comparación de las demás 
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muestras (9 semanas, 12 semanas). Sin embargo, hacia el final de la prueba, el valor 

máximo lo obtuvo la muestra C (9 semanas) con 24 mL. 

Cuadro 3.   Producción de gas (mL) de las cuatro muestras de rye grass. 

Tiempos de producción de gas (h) 

PASTOS 2 4 6 12 24 48 

A, 3sem 2.75 3.75 5.5 6 15.5 23 

B, 6sem 1.75 3.75 3.5 3.75 15.1 22 

C, 9sem 1 1.25 2 2.25 13 24 

D, 12sem 1 1.25 2 4.25 10.25 17 

 

Se sabe que la cantidad de producción de gas proviene de la fermentación del sustrato 

a acetato y butirato. También existe una influencia de la fermentación de proteínas en 

menor medida y una contribución insignificante de la fermentación de las grasas en 

comparación con el carbohidrato. Todos estos llegan a formar el gas directo, mientras que 

el indirecto se origina de la amortiguación de ácidos grasos de cadena corta.  También se 

menciona que la amortiguación de los ácidos grasos de cadena corta con el tampón de 

bicarbonato puede llegar a formar el 50% del total de gas producido (Makkar, 2010). De 

esta manera podría explicarse también que la producción de gas a las 48 h sea casi uniforme 

ya que en la prueba se usó un medio de licor del C1 con una solución tamponada. 

Un valor mayor a 7% de PC en el forraje no afecta significativamente en la 

digestibilidad; sin embargo, si es menor de 7%, decae la actividad microbiana del contenido 

gástrico por una caída del nitrógeno proveniente de la degradación de proteínas (Gargano 

et al., 1990). De acuerdo a ello, un porcentaje reducido de proteína en la dieta diaria, 

restringe la actividad celulolítica de las bacterias disminuyendo la digestibilidad del 

alimento disponible y, por ende, la cantidad de gas producido (Tedeschi et al., 2022).  
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Los resultados muestran una relación inversamente proporcional entre la producción 

de gas y la edad de cada forraje. Un grado alto de FDN en los forrajes se relacionan 

negativamente con la digestibilidad (Redfearn et al., 2002). El material vegetal con una 

tasa más alta de PC presenta mayor grado de digestibilidad en las primeras (López et al., 

1998). Por tanto, las muestras más jóvenes presentan una mayor producción de gas(mL) en 

las primeras horas de incubación que los pastos de un corte más viejo. Lo cual se ve 

expresado en la medición del pasto A (3 semanas), el cual mostró uno de los niveles más 

altos de producción desde la primera toma de valores (2.75mL). Y a medida que el pasto 

presenta mayor tiempo de maduración, la producción de gas decrece como lo visto por la 

muestra D (12 semanas) que mostró valores de 1mL. Esto podría demostrar que la 

producción de gases volátiles está en una relación directamente proporcional a la PC e 

inversamente proporcional a la FDN. 

Los valores en mL de los pastos de 9 y 12 semanas fueron idénticas en las primeras 

mediciones; no obstante, estas mostraron variaciones hacia horas finales de la incubación, 

en especial a las 24 h en donde ya existe una diferencia significativa entre ambos. No 

obstante, al final del experimento, el volumen de gas producido por la muestra de 9 semanas 

(C) superó por mucho el valor del pasto de 12 semanas y de las demás muestras superando 

incluso al pasto más joven (3 semanas). Esto puede explicarse en que la acumulación de 

ácidos grasos volátiles de acción microbiana puede suprimir los procesos de fermentación 

al ejercer un efecto de disminución de pH en los frascos de incubación, lo cual no se 

cumpliría In situ en los compartimentos de las alpacas ya que las paredes del mismo se 

encargan de mantener las condiciones necesarias para evitar estos efectos (Grant y Mertens, 

1992). 

 

4.4 COMPARACIÓN DE DIGESTIBILIDAD IN SITU VERSUS PRODUCCIÓN 
IN VITRO DE GASES  
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Se observa una correlación lineal entre la técnica de dis en función del método de 

producción in vitro de gases (Figura 6) generando una línea de tendencia que es descrita 

por la ecuación: Y=2.7606X + 3.7224 con un coeficiente de correlación de Pearson (r) de 

0.915 y un coeficiente de determinación (r²) de 0.836. Ajustados a una pendiente de 2.7606 

y un intercepto de 3.7224 (anexo 1). 

 

Figura 6. Relación de resultados de la prueba in vitro por producción de gases (mL) y 

digestibilidad in situ (%) realizadas en alpacas. 

La ecuación sugiere una alta grado de correlación por el valor de 0.8366 del 

coeficiente de determinación en los 4 tipos de pastos a diferentes tiempos evaluados. 

Valores similares fueron encontrados en Menke et al. (1979) al comparar la relación entre 

técnicas in situ e in vitro (R² de 0.95). 

Sin embargo, existe un porcentaje de variabilidad para la digestibilidad in situ ya que 

el factor animal puede modificar los valores obtenidos en cada prueba, debido a la especie, 

la edad, el estado de salud del animal, el nivel de consumo diario de alimento, y el análisis 

y = 2.7606x + 3.7224
R² = 0.8366
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químico del alimento. Por tanto, es posible una mayor variabilidad de la dis que de la 

producción de gases al desarrollarse en un laboratorio bajo condiciones controladas. Para 

poder predecir los valores de dis, es necesario realizar una corrección extra en relación al 

factor animal (Tilley y Terry, 1963). 

Burghrara et al. (1992) compara métodos de digestibilidad in vitro con métodos 

enzimáticos obteniendo resultados similares a este experimento (R² de 0.987 para el 

primero y un rango entre 0.57 a 0.95 para el segundo). Narváez y Lascano (1989) 

compararon diferentes técnicas in vitro de rye grass llegando a tener una correlación entre 

0.83 y 0.99 llegando a la conclusión que no se encuentran diferencias entre estas.  

Los datos en ambos estudios conservan la característica de aumento de acuerdo al 

tiempo de cada lectura siendo menos notorio en la técnica in vitro, estos valores pueden 

deberse a la presión ejercida dentro de las botellas de incubación.  Los excesos de presión 

acumulado pueden afectar el crecimiento microbiano afectando directamente a la 

producción de gas (Schofield y Pell, 1995). 

La correlación lineal positiva entre ambos métodos indican que a medida que el 

tiempo de incubación es mayor, existirá una mayor digestibilidad de la materia seca, así 

como una mayor producción de gases. Afirmación respaldada por San Martín en 1987 en 

el cual indica que la eficiencia del sistema digestivo de las alpacas está relacionada con el 

tiempo de fermentación del alimento en el cuerpo. 

Otros efectos como el nivel de pH no tuvieron relevancia significativa en los 

resultados ya que las muestras destinadas a ambas metodologías fueron almacenadas y 

conservadas de manera correcta para respetar las edades del mismo.  El nivel de pH en la 

técnica in vitro fue mantenido a 6.5 mediante constante gasificación de CO2 desde la 

obtención del inóculo hasta su depósito junto a la solución tampón en las botellas de 

incubación (Grant y Mertens, 1992).   
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Asimismo, se demostró que las alpacas tienen una mejor capacidad de digestión de 

alimentos de mediana y baja calidad que los ovinos al evaluar la digestibilidad de ambas 

especies con diferentes tipos de dieta (distintos tiempos de maduración, diferentes valores 

de PC y FDN) (San Martín, 1987). 

La máxima digestibilidad de una dieta de baja calidad se expresa cuando el alimentó 

tarda más tiempo en las cámaras de fermentación (rumen retículo) de su recorrido digestivo. 

La digestibilidad de alimentos de alta calidad no es mayormente afectada por el tiempo de 

retención en el rumen retículo (Blaxter, 1986). Puede deberse a que las alpacas poseen un 

periodo de contracciones del tracto digestivo más elevado que los rumiantes menores y 

mayores (Sato, 2017).  

Otra vía para explicar el nivel de digestión de la alpaca con dietas de baja calidad es 

su capacidad de retención de compuestos nitrogenados en sus compartimentos 1 y 2, lo cual 

mantendría un porcentaje de nitrógeno en el cuerpo para elevar la síntesis microbiana y por 

tanto la digestión de forraje (Hinderer y Engelhardt, 1975). 
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V. CONCLUSIÓN 

 

Según los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye lo siguiente: 

-Existe una correlación positiva entre la digestibilidad in situ y la producción de 

gases in vitro en alpacas. 

-Existe una relación proporcional entre la edad de los forrajes y el contenido de fibra 

detergente neutra e inversamente proporcional al porcentaje de proteína cruda. 

-A medida que la edad de un forraje es mayor, la digestibilidad in situ  y la 

producción de gases in vitro es menor. 
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VII. ANEXOS 
 

 

ANEXO 1. Análisis de varianza de la regresión  

      

  

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Promedio de los 

cuadrados F 

Valor 

crítico de 

F 

Regresión 1 20515.52029 20515.52029 235.5211909 0.00 
Residuos 46 4006.917297 87.10689776   
      
Total 47 24522.43759       

 

  Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad 

Inferior 

95% 

Superior 

95% 

Intercepción 3.72237826 1.9190263 1.93972238  V41:Z50 -0.14042133 7.58517786 
Variable X 
1 2.76058635 0.17988143 15.3466997 0.00 2.39850381 3.1226689 
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Datos 

Coeficiente de correlación múltiple 0.914659499 
Coeficiente de determinación R^2 0.836601998 
R^2  ajustado 0.833049868 
Error típico 9.333107616 
Observaciones 48 

 

 

ANEXO 2. Cuadro de resultados por tipo de muestra 

 

PASTO A PASTO B 

HORARIO IN SITU IN VITRO GAS HORARIO IN 

SITU 

IN VITRO GAS 

48 60.77 24 48 65.39 24.00 

48 62.62 22 48 73.12 20.00 

24 46.35 13 24 55.01 13.20 

24 57.25 14 24 61.09 16.50 

12 41.87 5.5 12 27.26 3.50 

12 28.4 5.5 12 32.51 4.00 

6 12.49 5 6 6.66 3 

6 23.43 7 6 15.51 4 

4 5.63 3.5 4 4.80 2.5 

4 10.2 4 4 9.06 4 

2 2.64 3 2 3.21 2 

2 5.53 2.5 2 4.93 1.5 

PASTO C PASTO D 

HORARIO IN SITU IN VITRO GAS HORARIO IN 

SITU 

IN VITRO GAS 

48 58.41 24 48 39.82 16.0 

48 56.97 24 48 40.51 18.0 

24 49.73 14.5 24 31.99 10.5 

24 49.01 11.5 24 32.86 10.0 

12 23.48 2.5 12 18.79 4.5 

12 25.97 2 12 12.03 4.0 

6 2.16 2 6 6 1.5 

6 4.1 2 6 6.94 1.0 

4 0.66 2 4 1.45 1.5 

4 3.43 0.5 4 1.77 1.5 

2 0.1 1 2 0.47 0.5 

2 2.74 1 2 0.34 1.5 
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