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INTRODUCCIÓN 
Un sistema ideal  in vitro que simule la fermentación ruminal, debe permitir un crecimiento de los 
microorganismos similar al que ocurre en el rumen a lo largo del periodo de incubación considerado 
(Soto et al., 2009). Los cultivos no renovados de microorganismos ruminales permiten determinar in 
vitro la producción de gas promovida por la fermentación de una determinada dieta, habiéndose 
utilizado a lo largo de los últimos 20 años para evaluar el efecto de aditivos sobre la fermentación 
ruminal (Pell et al., 1998). El uso de estas técnicas permite disminuir el número de animales 
intervenidos quirúrgicamente, además de ser relativamente baratas y sencillas. Aunque dichos 
sistemas implican gran cantidad de ventajas, también plantean inconvenientes, como los derivados 
de la no liberación del gas acumulado en el interior de los frascos de fermentación, con el 
consiguiente aumento de la presión hasta niveles no fisiológicos (Rymer et al., 2005) o la no 
renovación de los nutrientes, que sí ocurre en el animal. El mayor inconveniente puede derivar de un 
crecimiento microbiano inadecuado, aunque este aspecto ha sido poco estudiado tanto en los 
sistemas utilizados de forma convencional como en los nuevos sistemas que se están desarrollando 
para superar las citadas limitaciones y optimizar la simulación de la fermentación ruminal. Además, 
conviene destacar la necesidad de conocer el crecimiento microbiano en los sistemas in vitro, para 
relacionar el efecto de la dosis de aditivos y principios activos sobre la microbiota. 
El objetivo de este trabajo fue estudiar en el sistema AnkomRF Gas Production la evolución de la 
concentración de las bacterias totales en relación al inóculo y cuantificar la producción de gas 
durante 24 horas de incubación de una dieta constituida por heno de alfalfa y avena (1:1), 
empleando inóculo ruminal de caprino. 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 
Se emplearon cultivos no renovados de microorganismos ruminales (AnkomRF Gas Production, 
Ankom, NY, EEUU) para incubar  durante 24 h una dieta a base de heno de alfalfa y avena (1:1). Se 
realizaron dos series de incubaciones en frascos de vidrio de 310 ml de capacidad, y se incubaron 
0,5 gramos de muestra molida a 1mm de grosor, con dos frascos sólo con inóculo (blancos). A cada 
frasco se le añadieron 60 ml de un inóculo compuesto por contenido ruminal filtrado y una solución 
tampón (Menke y Steingass, 1988) en una relación 1:3. El inóculo ruminal se obtuvo de 3 cabras de 
raza granadina, canuladas en rumen y alimentadas con la misma dieta incubada in vitro. El 
contenido ruminal de cada animal se extrajo antes de la toma de alimento, se filtró a través de 2 
capas de gasa bajo un flujo de CO2 y se mezcló con la solución tampón. Los frascos se mantuvieron 
en un baño de agua a 39º C durante 24 horas y la presión en los frascos se registró 
automáticamente cada minuto, utilizándose los valores obtenidos para calcular el volumen total de 
gas producido mediante la fórmula V=Vj x Ppsi x 0.068004084. El gas producido en cada frasco se 
liberó automáticamente cuando la presión interna llegó a 2 psi. En cada serie de incubación se 
abrieron dos frascos a cada uno de los tiempos de incubación siguientes: 4, 8, 12, 16, 20 y 24 horas, 
se congeló a -80ºC el contenido total de los frascos para detener la fermentación y, posteriormente, 
se liofilizó. De la misma manera se procedió con el resto de las muestras: alícuotas del contenido 
ruminal entero, así como de sus fracciones líquida y sólida tras la filtración, y de la mezcla que 
constituyó el inóculo de los frascos de fermentación. A partir de las muestras liofilizadas se realizó la 
extracción de ADN total utilizando el kit QIAmp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, 
Alemania). El ADN se empleó para la cuantificación absoluta de bacterias totales, mediante PCR a 
tiempo real, amplificando un fragmento de unas 120 pares de bases del gen 16S rRNA. Se usaron 
cebadores específicos y universales de eubacterias (Maeda et al., 2003). Para cuantificar las 
copias génicas se emplearon patrones consistentes en extractos del plásmido pCR®4-TOPO 
(InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA), recombinado con el fragmento diana anteriormente mencionado. 
Para la amplificación de los patrones y de las muestras problema se utilizó la mezcla comercial iQTM 
SYBR® Green Supermix 2X y el sistema de amplificación – detección iCycler – iQ5 (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA). El número de copias génicas se expresó por unidad de  muestra fresca de la 
que procedía el extracto de ADN considerado.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
La producción de gas acumulado durante las primeras 24 horas siguió un modelo exponencial 
propio de este tipo de fermentaciones (Figura 1).  La cuantificación de las copias del rRNA 16S en 
las fracciones sólida y líquida del contenido ruminal mostró que la filtración implica la pérdida de una 
parte muy importante de la biomasa bacteriana presente en el rumen, y que la fracción líquida, 
normalmente empleada para la preparación del inóculo de sistemas in vitro, contiene un 38% menos 
de biomasa de bacterias que la fracción sólida (Figura 2). Esto concuerda con las proporciones de 
bacterias asociadas a las fases sólida y líquida del contenido ruminal encontradas por otros autores 
(Cheng et al., 1995). La mezcla de la fracción líquida del contenido ruminal con la solución tampón 
provoca una disminución adicional de la biomasa bacteriana, que resultó del 13 % de la biomasa 
presente en el contenido del rumen. El descenso de la biomasa bacteriana debido al proceso de 
preparación del inóculo junto con el hecho de que la población de bacterias presente en la fracción 
sólida sea manifiestamente distinta  a la de la fracción líquida, en términos de estructura y diversidad 
(Kong et al., 2010), sugiere la necesidad de revisar el procedimiento estandarizado para la 
preparación del inóculo que se emplea en los sistemas de simulación ruminal in vitro  con objeto de 
utilizar un inóculo ruminal más representativo del contenido ruminal.  
Es destacable que la biomasa bacteriana del inóculo aumente tras el inicio de la incubación 
observándose un incremento del 170%, con respecto a la biomasa existente en el inóculo inicial, tras 
las 4 horas primeras de incubación, incremento que se ralentiza con la progresión del periodo de 
incubación (36% a las 4-8 h, y 11% a las 8-12 h en que se alcanzó el crecimiento microbiano 
máximo). A partir de las 12 horas se produjo una inflexión en la tendencia, disminuyendo la biomasa 
bacteriana. En el intervalo 12-16 horas se registró un importante descenso del 53 % en la biomasa 
presente, la cual siguió descendiendo aunque de manera menos importante hasta las 24 horas. La 
producción de gas en cada intervalo estudiado siguió un modelo parecido al observado en el 
crecimiento bacteriano, con producciones mayores en los intervalos de mayor crecimiento 
bacteriano.  
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en trabajos de nuestro grupo de investigación 
realizados con un sistema de producción de gas tradicional (Soto et al., 2009), que mostraron que a 
las 24 horas se alcanzaba una biomasa bacteriana similar a la del inóculo ruminal de partida. En el 
caso  del sistema in vitro utilizado en este trabajo a las 24 horas se alcanzan valores superiores a los 
de la mezcla del inóculo ruminal y el tampón iniciales, con un crecimiento bacteriano muy notable 
entre las 0 y las 12 horas. Este importante incremento podría deberse, en parte, al sistema de 
regulación de la presión interna en el frasco de fermentación, como consecuencia de la liberación 
automática del gas cuando la presión alcanza un valor de 2 psi.  
Nuestros resultados muestran que el filtrado al que se somete el contenido ruminal durante la 
preparación del inóculo para sistemas in vitro conlleva un descenso muy importante de la biomasa 
bacteriana. Sin embargo, las condiciones del sistema AnkomRF Gas Production favorecen que 
durante la incubación se produzca un crecimiento muy significativo de la biomasa bacteriana con 
respecto a los sistemas que no permiten la liberación automática del gas de fermentación. Los 
valores de masa bacteriana obtenidos tras 12 horas de incubación son muy similares a los del 
líquido ruminal filtrado que se emplea como inóculo. No obstante la concentración media que se 
alcanza no llega a los niveles del contenido ruminal original, aspecto que ha de ser tenido en cuenta 
para extrapolar los resultados obtenidos in vitro a condiciones in vivo. 
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