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Evaluacion de la relacion entre experimentos in vitro e in
situ mediante un modelo dinamico mecanistico

Evaluation of the relationship between in vitro and in situ
experiments by means of a dynamic mechanistic model

Luis Vargas-Villamil2, Eric Avila-Vales, Felipe Vargas-Villamil¢, Salvador Medina-Peraltad

RESUMEN

Se desarroll6 un modelo dindmico mecanistico del sistema ruminal (Kodkay), para explicar las posibles causas de las diferencias
encontradas entre las correlaciones de las variables obtenidas con las técnicas de la bolsa de nylon y la produccién de gas in vitro.
Este modelo describe de manera simplificada las reacciones anteriores a la produccién de gas. Para el andlisis se utilizaron los
resultados de dos trabajos publicados, en los que se estudié, la degradacion y la produccion de gas de las hojas de maiz (DHM)
y del ensilado (DEM). Utilizando el modelo y el conjunto de datos DHM y DEM se obtuvo la relacion de produccion acumulada
de gas por unidad acumulada de materia seca degradada, para cada una de ellos. Para este fin, se utiliz6 una tasa fraccionaria
de fermentacién de (kg sy,p)=0.20 h'1 6 0.40 h-l. El tiempo de incubacién para DHM fue de 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 h mientras
que para DEM fue de 2, 4, 8, 24 48 h. Se discuten las suposiciones del modelo, en especial las diferencias y similitudes entre
las técnicas, y la relacion entre el gas producido como funcién de la masa fermentada. Se concluye que las diferencias en los
valores de las correlaciones son consecuencia de las diferencias entre los procesos de degradacién y kg, spp, que es una entidad
propuesta en este trabajo; y no como una diferencia de las caracteristicas inherentes a la utilizacion de las técnicas in situ e in
vitro.

PALABRAS CLAVE: Modelo mecanistico dinimico, Rumen, In situ, In vitro, Degradacion, Gas, Maiz, Fermentacion.

ABSTRACT

A dynamic mechanistic model (Kodkay) of the ruminal system was developed. It is used to explain the possible causes of the
differences found between the statistical correlations of the variables obtained using ir situ nylon bag and in vitro gas production
methods. This model describes in a simplified form the reactions that precede the gas production. The results published in two
papers which studied the degradation and gas production of corn leaves (DHM) and silage (DEM) were used for the analysis.
The model developed in this work was used to calculate the ratio of irn vitro cumulative gas production per unit of degraded
cumulative dry matter (DM) for the DHM and DEM data sets. With this purpose a fermentation factionary rate of (kg smp) =0.20
h-! and 0.40 h-1 was used. The DHM incubation time was 3, 6, 12, 24, 48, 72, and 96 h, while the DEM incubation time was
2, 4, 8, 24, and 48 h. The model assumptions are discussed. Special attention is given to the differences and similarities between
the in situ and in vitro techniques and the produced gas as a function of the fermented mass. It is concluded that the statistical
correlation differences are a result of the differences between the degradation processes and the kgy, gyp, which is an entity
proposed in this study; they are not a result of the characteristics inherent to the utilization of in vitro and in situ techniques.

KEY WORDS: Dynamic mechanistic models, Rumen, In situ, In vitro, Degradation, Gas, Corn, Fermentation.

Una de las desventajas de los métodos in vitro para One of the disadvantages shown by in vitro methods
la obtencion de datos cinéticos es que estos pueden when used to obtain kinetic data is that it varies
ser diferentes del ambiente in vivo(). Esta  from the in vivo environment(l). This deficiency
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deficiencia puede ser una ventaja cuando el objetivo
es estudiar las propiedades intrinsecas del alimento
0 sustrato animal (SA), o se desea aislar algin
fenémeno para su estudio.

Algunos investigadores han utilizado el método de
produccion de gas in vitro para evaluar la
degradacion de los alimentos. Tuah et al.(?)
encontraron en alimentos diferentes, que la
correlacion entre las degradaciones calculadas por
los métodos in situ y produccion de gas in vitro,
a diferentes tiempos es alta, positiva y significativa
(r = 0.58 a 0.95), recomendando una malla para
molido de 3 mm para evitar el vaciado de material
no degradado al medio. Sin embargo, Valentin et
al.® encontraron, al estudiar 416 coeficientes de
correlacion, solamente 15 % de correlaciones
significativas (P<0.05; r>0.63) con dietas a base
de ensilado de maiz con una malla para molido de
1 y 3 mm. Aunque, con el método in vitro, no
encontraron grandes diferencias entre los dos tipos
de molido, concluyen que el vaciado de material
por los poros de la bolsa del método in situ, es lo
que influy6 en la degradacion por los dos métodos;
ya que el ensilado de maiz al secarse durante el
experimento se volvid muy quebradizo.

Los métodos in situ y produccion de gas in vitro
no miden los mismos fenOmenos, pero en ambos
casos estdn relacionados con la poblacion
microbiana. Algunos modelos utilizados, como bases
de las funciones de regresion, durante la estimacion
de pardmetros cinéticos, en la técnica de produccion
de gas in vitro, asumen que la tasa a la cual el gas
se produce es directamente proporcional a la tasa
a la cual (SA) es degradado®. Se considera que
la produccion de gas por unidad de masa fermentada
(fgi Fi) es constante, sin embargo ésta puede
variar®. La cantidad de gas producido depende de
las relaciones estequiométricas y de las cantidades
relativas de acidos grasos volatiles (AGV)®). De
cada mol de AGV liberado se forman 0.87 moles
de gas proveniente de la reaccion con el buffer®).
El 50 % del volumen de gas es CO, y CHy
proveniente de la fermentacion de (SA) y el resto
del buffer(?. Por lo general, la produccion de gas
se mantiene constante cuando (SA) es un forraje y
disminuye cuando aumenta la concentracion de
fibra®; una concentracion alta de propionato (Pr)
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could be an advantage when the objective is to
study the intrinsic properties of the food or animal
substratum (AS) or to isolate a phenomenon.

Some researchers have used in vitro gas production
to assess degradation of feeds. Tuah er al. ) found
that in feeds, the correlation between the degradation
calculated using in situ and in vitro gas production
methods at different periods is high, positive, and
significant (r=0.58 to 0.59). They recommend a 3
mm sieve to prevent the escape of non degraded
material into the environment. However, when
studying 416 correlation coefficients (in diets based
on corn silage using 1 and 3 mm sieves), Valentin
et al.® found that only 15 % of them have a
significant statistical correlation (P<0.05; r>0.63).
Although, with the in vifro method, no major
differences were found between the two types of
grounds, they conclude that the emptying of material
through the bag pores in the in situ method is what
influenced the degradation in both methods. The
corn silage became very brittle while drying during
the course of the experiment.

In situ methods and in vitro gas production do not
measure the same phenomena, however both are
related to microorganism population. Some of the
models used when estimating kinetic parameters, in
the in vitro gas production method, assume that the
rate at which gas is produced is directly proportional
to the rate at which (AS) is degraded®. Gas production
per unit of fermented mass (fg; F;) is generally
assumed constant, however, it may change®. The
amount of gas produced is a function of the
stoichiometry and the relative amount of volatile fatty
acids (VFA)®). One mol of VFA reacts with the
buffer to form 0.87 mols of gas®). Half of the gas
volume is CO, and CH4 coming from the fermentation
of AS, and the remainder from the buffer(’). A high
propionate (Pr) concentration is associated with a lower
gas production, owing to an extra carbon included in
the Pr that otherwise it would be transformed in
CO,9. In general, the gas production remains constant
when AS is forage and decreases when the fiber
content increases®. Some researchers think that
differences in AS’s chemical composition affect
the system’s behavior due to the differences in the
rates and extent of the degradation, pH, and VFA
production and molar compositions(.



EVALUACION ENTRE EXPERIMENTOS IN VITRO E IN SITU

estd asociada con una produccidon mas baja de gas,
debido a un carbon extra incluido dentro del Pr
que de otra forma se transformaria en CO,©).
Algunos investigadores opinan que las diferencias
en la composicion quimica de (SA) afectan el
comportamiento del sistema, debido a las diferencias
en las tasas y extension de la degradacion, pH,
produccion y proporciones molares de AGV(®.

Uno de los aspectos que no han sido estudiados
con detalle, es la tasa fraccionaria de la fermentacion
de la MS (kgy, smp) que queda suspendida en el
liquido ruminal después de la degradacion. Debido
a la complementariedad de las técnicas in situ € in
vitro, y de su relacion indirecta en el sistema
ruminal, se pretende, utilizar la informacion
obtenida experimentalmente de esas técnicas para
estudiar si kg, sy €s capaz de ayudarnos a explicar
las diferencias obtenidas entre dos experimentos
similares(2.3), donde se estudio la correlacion entre
los resultados in situ € in vitro. Los resultados de
trabajos como el presente, permitirdn distinguir la
utilidad y el alcance de cada una de estas técnicas
y de los modelos dindmicos mecanisticos como
herramientas para la obtencion de informacion
especifica y general del sistema ruminal.

Se desarrolld y se obtuvo la solucion analitica de
un modelo dindmico mecanistico (Kodkay) con la
intencion de analizar dos trabajos publicados(.3),
donde se llegaron a conclusiones diferentes al
relacionar los resultados obtenidos con las técnicas;
de 1a bolsa de nylon in situ y produccion de gas in
vitro. El modelo Kodkay que en maya significa
luciérnaga, describe de una manera simplificada las
principales reacciones (degradacion, solubilizacion y
fermentacion) anteriores a la produccion de gas en el
sistema ruminal (Figura 1). Se decidi¢ trabajar con
maiz, ya que es un material comun en los dos trabajos,
por lo que del primero® se utilizaron los datos de
la evaluacion de las hojas de maiz (DHM) y del
segundo®) del ensilado de maiz (DEM).

El presente trabajo consistio de dos estudios. En el
primero, se compar6 el efecto del cambio de
Ksm smp @ partir del material degradado y
solubilizado en el medio ruminal para los dos
conjuntos de datos(2.3). En el segundo, se obtuvo,
para cada uno de los conjuntos de datos (DHM y
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One of the aspects that has not been studied in
detail is the DM fractionary fermentation rate
(ksm smp)> Which remains suspended in the rumen
fluid after degradation. Due to the complementarity
of the in situ and in vitro techniques, and to their
indirect relationship to the ruminal system, the
researchers sought to use the information obtained
experimentally from these techniques to determine
if kg smp can help to explain the differences found
in two similar experiments(.3), in which the
correlation between in vitro and in situ results were
studied. Results of studies similar to this one, will
allow a distinction to be made between the use and
scope of each technique and of the mechanistic
dynamic models as tools for understanding the
ruminal system.

An analytical solution of a dynamic mechanistic
model (Kodkay) is obtained. The objective i to
analyze the data of two papers(.3) which arrived
at different conclusions when results obtained
through the in situ nylon bag and in vitro gas
production techniques were compared. The Kodkay
model (a Mayan word meaning firefly), describes
in a simplified form the main reactions (degradation,
solubilization, and fermentation) previous to the
gas production in the ruminal system (Figure 1).
Corn was chosen, because it is used in both studies.

Figura 1.
Kookay

Representacion esquematica del modelo

Figure 1. Schematic representation of the Kodkay model
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ND=fairly degradable phase; SC=highly degradable
phase; F=fermented substratum; De=Degradation;
So=Solubilization; Fe=Fermentation; Pg=Gas production

Note. The boxes represent the variables in physical states
and arrows represent flows.
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DEM), utilizando el modelo, la relacion de
produccion acumulada de gas in vitro por unidad
acumulada de materia seca (MS) degradada (G:D;
ml de gas producido in vitro por mg de MS
degradada in situ) para kg smp = 0.20 h-1 6 0.40
h-l. Para el caso de DHM los tiempos obtenidos
fueron tipgy=1{3, 6, 12, 24, 48, 72, 96} h. En
el caso de DEM fueron tipgp=1{2, 4, 8, 24 48}
h. Debido a que son trabajos publicados, los tiempos
son los reportados por los autores. Finalmente, se
utiliz6 la informacion de los dos estudios, para
evaluar las diferencias estadistica y cinéticas de los
dos tratamientos. El modelo Kodkay (Cuadro 1)
utilizado en el trabajo se desarrollo como un sistema
de ecuaciones diferenciales (ecuaciones 1a,1b,1c).

- _ (1a)
dOp
dgc - kND,NDSm 0 0 O
? = 0 - kSC,SCSm 0 Osc
ag, knowosm — Kscscsm " Ksmsmr | Dom
dt

Cuadro 1. Expresion de biocélculo para el modelo Kodkay

Table 1. Expression of hio-calculus for the Kookay model

Data on leaf evaluation (DHM) from the first(® and
on silage (DEM) from the second study() were used.

The present paper is made up of two studies. In
the first, the effect of changes in the fractionary
fermentation rate (kg smp) Was studied based on
the degraded and solubilized material in the ruminal
environment for both sets of data-3). In the second
study, for each set of data (DHM and DEM), the
ratio between in vitro gas accumulated production
per accumulated unit of degraded dry material (DM)
(G:D; ml gas produced in vitro per in situ degraded
DM mg) for kgy smp =0.20"1 and 0.40-1 was
obtained using the model. The time periods for
DHM is tipgpm=1{3, 6,12, 24, 48, 72, 96} h, and
for DEM, tipgm=1{2, 4, 8, 24, 48 h}. Since
published data is used, these time periods
correspond to those reported by the authors. Finally,
the information from these two studies was used to
evaluate statistical and kinetic differences from both
DHM® and DEM®) treatments.

The Kodkay model (Figure 1, Table 1) is formed
by the following set of differential equations:

Let def
(Degradation)
(Solubilization)
(Fermentation)

ND => Sm KND,NDSm:

SC => Sm Ksc,scsm:

Sm =>F Ksm,smFs
ND + SC =D,

(Fe) « f dG,dF = Gin

In corn leaves (DHM): "Qpnp(0) = 139 mg ND, Qgc(0) = 22.8 mg SC, Qgn(0) = O mg Sm, Qg(0) = O
mg F, Qp(0) = 0 mg D, Qg(0) = U mg G, fgjr =0.40 miG(mgF)-1
kND,NDSm = 0.020 h-1, kSC,SCSm = E hl, kSm,SmF = 0.20 h'1 0 0.40 h'1*%,

In corn silage (DEM): ™ Qunp(0) = 82 mg ND, Qgc(0) = 76 mg SC, Qg,(0) = O mg Sm, Qg(0) = U mg
F, Qp(0) = O mg D, Qg(0) = O mg G, fg;j i =0.40 mIG(mgF)-1
kND,NDSm = 0.045 h'l, kSC,SCSm =E h'l, kSm,SmF = 0.20 h-1 0 0.40 h-1*,

* Several data are obtained for each value.

** Tuah et al. (2); *** Valentin et al.(3); O Sufficiently small; E Sufficiently big.

Compounds: ND = Hairly degradable phase, SC = Highly degradable phase; Sm = microbial substratum;
F = Fermented substratum; D = Degraded substratum; G = Produced gas; fgjr = Produced gas as a function of
fermented mass.

Notation: Q; = quantity of i mg o ml(200 mgMS)1 :

ki, ik = coefficient for transaction j-k dependence of i (h)-1
fi, j = ratio between i and j (ml i)(mg i1

390
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(1b)
_@_
dg 0 0 K st O
7;) = kvposm Ksc.scsm 0 Osc
ag; 0 0 Kssmr S acar | Osm
dt

con las condiciones iniciales

Oy (0);:94-(0): Oy, (0);

0:(0);:0,(0);0,(0)
y G:D(1)= & .................... (1c)
D

cuya solucidn analitica es,
O = Onp (0)exp(=kyp, ypgnl) oo (2)
O = Og (0) exp(=Kg gognt) wooveeveaiaiains 3)
QSm - kND,NDSmQND + kSC,SCSmQS(? iy S (4)

kSm,SmF - kND,NDSm kSm,SmF - kSC,SCSm

_ kSm SmF QND kSm,SmF QSC

O = +

kND,NDSm - kSm,SmF kSC,SCSm - kSm,SmF

O (0) + 04 (0) + 0, (0)+0,.(0) =& ~(5)
Qs = Jic.ar O

0, =(01,(0) = 0,,)+ (05 (0) - 0y
donde:

kND,NDSm QND (0) _ kSC,SCSm QSC (0)

kSm SmEF

§= [Qs,,, 0)-

|

Q; es la cantidad de i mg o ml por cada 200 mg
de MS (mg o ml i{(mgMS)-1), k;, jx es el coeficiente
de la transaccion j-k dependencia de i (h)1, f;; es
la relacion de i enj (ml i)(mg i)'l, ND es la fase

—k ND,NDSm k Sm,SmF k SC,SCSm

exp(—Kg,, guil)

1a)
_dQVD_
dg - kND,NDSm 0 0 O
TZC = 0 _kSC,SCSm 0 Osc
o, Kyowosm — Ksescsn ™ Ksmsmr | Do
| dr |
~ ~ (1b)
%%
d‘g 0 0 K s Ow
7;) =1 knpapsm Ksc.scsm 0 Osc
ag, 0 0 K s Jacar | Oom
dt

with the initial conditions

Onp (0):94(0): O, (0);

0,.(0); 0% (0);:9,(0)
and G:D(t) = & ................... (1c)
D

where the analytical solution is,
O = O (0)eXD(~K i ysgnl) oo 2)
Os = O (0)exp(—kge qognt) wovvvvvviae, (3)
QSm - kND,NDSmQND kSC,SCSmQSC + Qt .... (4)

kSm,SmF - kND,NDSm kSm,SmF - kSC,SCSm
QF = kSm SmE QND kSm,SmF QSC +

kND,NDSm - kSm,SmF kSC,SCSm _kSm,SmF

0, (0)+ 04 (0) + 0, (0) + 0, (0) = & )
o, =1, dG dF Oy

0, =(04,(0) = 0,,) + (05 (0) = Oy ).
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medianamente degradable de (SA), SC es la fase
altamente degradable de (SA), Sm es el substrato
microbiano, F es el substrato fermentado, D es el
substrato degradado, G es el gas y fG; p; es la relacion
entre el gas producido como funcion de la masa
instanténea fermentada (mlG(mgF)1).

En el modelo Kodkay se asume: a) complementa-
riedad indirecta entre los sistemas in siftu € in Vitro;
b) existencia de un solo compuesto intermediario, al
que se llamard en este trabajo substrato microbial
(Sm); ¢) transformacion continua de Sm hacia substrato
fermentado (F); d) fg; g =0.40 (mIG (mgF)-! y e)
la tasa fraccionaria de degradacion de (SA) (ksa),NSm)
comprende las tasa fraccionaria de degradacion de
ND (knp,NDsm) ¥ de SC (ksc,scsm)- Se utilizan
valores de pardmetros y constantes obtenidos a partir
de los resultados publicados en los dos trabajos (Cuadro
1). En el caso de los valores de kyp Npsm Utilizado
en el modelo Kodkay, se obtuvieron del ajuste de los
residuales de la MS reportada previamente(2.3).

Los modelos mecanisticos se desarrollan en base a
niveles bioldgicos y resolucion. Se describe un compor-
tamiento bioldgico a un nivel 7 como funcion del nivel
inferior (n-1). La resolucion es el nivel de detalle del
modelo. En este trabajo, se describe la relacion entre
produccion acumulada de Gas (G) y Degradacion (D)
(nivel n). La base del modelo Kookay son los procesos
simplificados de G y D (nivel n-1), descrita cada una
de ellas con una tasa fraccionaria. El objetivo no es
modelar, en detalle, los mecanismos de estos procesos,
sino estudiar el efecto que tiene kg, gmp sobre G:D
y la correlacion. La existencia de un compuesto
intermediario (Sm) en el modelo, no supone la ausencia
de otros en la reaccion, sino que, es de utilidad en
la comprension cuantitativa del sistema ruminal.

En la literatura cientifica es dificil encontrar trabajos
enfocados a la evaluacion de las diferencias y
similitudes de los resultados de las técnicas in situ e
in vitro. Muchas veces las similitudes son reconocidas
parcialmente por el investigador. Una técnica in situ
0 in vitro puede ser utilizada para evaluaciones donde
sus resultados son considerados véalidos para el estudio
especifico de un proceso en particular. Por ejemplo,
en el caso de las técnicas in situ se considera que
su importancia radica en el estudio de las cinéticas
dentro del sistema ruminal en general(l), mientras
que para el estudio in vitro, de las cinéticas
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where:

kND NDSm = ND O kS(,' SCSm= SC O
5:[Qsm<0)— w5 ) _ Ksc.scon ()]

kSm,SmF _kND,NDSm kSm,SmF - kS(J,S(‘,Sm

exXp(—K,, gul)

Q; represents the amount of i mg or ml for each
200 mg of DM (mg or ml i(mgMS)1); k; jx is the
transaction coefficient j-k of i (h)'l; fij is the ratio
between i and j (ml i)(mg i)7l; ND is AS’s fairly
degraded phase; SC is AS’s highly degraded phase;
Sm is the microbial substratum; F is the fermented
substratum; D is the degraded substratum; G is the
gas; and fG; p; 1s the relation between the produced
gas as a function of fermented mass (mIG (mgF)1).

In the Kodkay model the following is assumed: a)
indirect complementarily between the in situ and in
vitro systems; b) presence of only one intermediate
compound, to be named in this study as microbial
substratum (Sm); ¢) continuous transformation of Sm
into fermented substratum (F); d) a relation between
the produced gas as a function of fermented mass,
fGip; = 0.40 (mIG(mgF)!); and e) AS’s fractionary
degradation rate (k(sa),Nsm) results from the
fractionary degradation rate for ND (kyp Npsm) and

SC (ksc,scsm)-

Model parameters and constants were obtained
from(2.3) and are shown in Table 1. The kyp NDSm
values used in the Kookay model were obtained
fitting the DM residuals reported(2.3).

Mechanistic models are developed based on biological
levels and resolution. A biological behavior can be
described at the n level as a function of the lower
level (n-1). Resolution is the model’s level of detail.
In this work, the ratio between accumulated gas
production (G) and Degradation (D) (level n) is
described. The basis of the model is the simplified
processes of G and D (level n-1), each described by
a fractionary rate. Therefore, the objective is not to
model the mechanisms of these processes in detail,
but to study the effect of kg, gpp 0n G:D and the
statistical correlation. The presence of an intermediate
compound (Sm) in the model does not suppose the
absence of others in the reaction, but it is useful in
understanding the ruminal system quantitatively.
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intrinsecas de las fracciones de los alimentos. Pero,
aunque los resultados de las dos técnicas estin
relacionados indirectamente al sistema ruminal por
medio de sus subsistemas de degradacion y
produccion de gas, no se analizan integralmente
como sistemas complementarios. Sin embargo,
algunos autores han utilizado el método de
produccion de gas in vitro para la evaluacion de la
degradacion ruminal de los alimentos(.3).

Los resultados del primer estudio (Cuadro 2) muestran
la tendencia del coeficiente de correlacion (r) y de los
pardmetros b0 y bl en la regresion lineal cuando se
aumenta, en el modelo Kodkay, kgy, smp de 0.2 a
O(h)-l, para cada uno de los tratamientos DHM y
DEM. Con excepcion de kg smp = 0.40 (h)1, Ia
r y b0 aumentan, contrario a lo encontrado con bl,
pero siguiendo el mismo patron. También, se observa
que el valor de r se acerca a 1.00 cuando kg, smp
se acerca a U y que, los valores de los pardmetros
de degradacion (pd), modifican el valor de r cuando
el valor de kg, smp es igual, siendo el valor de r
mayor para el tratamiento DHM que para DEM.

En los Cuadros 3 y 4 se presentan los resultados
del segundo estudio. En ellos se puede observar
que la relacion G:D experimental aumenta
progresivamente al aumentar el tiempo de
incubacién para ambos tratamientos, haciendo
suponer que existe mas G por unidad de D a mayor
tiempo de incubacion. En el segundo estudio, el
valor de kg, smp = 0.40 (h)-! explica los resultados
experimentales encontrados en el tratamiento DHM,
al igual que kgp) gmp = 0.20 (h)-! hace con DEM.

En la Figura 2, se presentan algunos coeficientes esta-
disticos obtenidos a partir de los datos experimentales,
los cuales no difieren de los obtenidos de los datos
simulados con el modelo. Este anlisis, parece sugerir
que las diferencias estadisticas encontradas entre
DHM® y DEM®) pueden ser explicadas con las
suposiciones implicitas dentro del modelo y los valores
de los pd, kg smp ¥ fGi i €s muy probable que,
las principales diferencias estadisticas entre ambos
trabajos, sea como consecuencia de las diferencias
entre los valores de los pd.

El valor de kg, gmp adquiere un mayor peso cuando
los valores de los pd, entre tratamientos, son menores
0 cuando el valor de kg, gp aumenta. El valor de
kND,NDsm €S de 0.020 (h)! con 14 % de SC en el

(%)

W

In the scientific literature, it is difficult to find studies
focused on the evaluation of the differences and
similarities of in vitro and in situ results. Often,
similarities are partially acknowledged by researchers.

In the case of in situ techniques, it is believed that
their importance rests in the study of the ruminal
system global kinetics(1), while that of in vitro lies in
the intrinsic kinetics of the feed fractions. Although
results from both techniques are indirectly related to
the ruminal system through the degradation and gas
production subsystems, they are not analyzed
comprehensively as complementary systems. However,
some authors have used the in vitro gas production
method to evaluate the feed ruminal degradation(2.3).

Results of the first study (Table 2) show the
tendency of the correlation coefficient (r) and of
the b0 and bl parameters in the linear regression
when increasing kgy, smp from 0.2 to a(h)-l, for
each one of the DHM and DEM treatments. With
the exception of kg gyp=0.40 (h)'l, r and b0
increase, contrary to what happens with bl.
However, they follow the same pattern. Also, it
was observed that the value of r is close to 1.00
when kg, smp approaches o and that the degradation
parameters (dp) modify the value of r for the same
value of kg gmp. I is higher for the DHM
treatment than for the DEM. In Tables 3 and 4

Cuadro 2. Valores de coeficientes a diferentes tasas
fraccionarias de fermentacion (Ksm smr)

Table 2. Coefficients values for different fractionary
fermentation rates (Ksm smr)

Statistical coefficients

0.2 0.4 0.8 Infinite

Corn leaves (DHM)

r 0.99981 0.99962 0.99993 1.00000
b0 -8.50 -4.61 -2.04 0.00

bl 0.46 0.43 0.41 0.40
Corn silage (DEM)

r 0.99323 0.99177 0.99843 1.00000
b0 -38.45 -19.41 -6.83 0.00

bl 0.65 0.53 0.46 0.40

r= Regression coefficient.
b0, bl= Parameters fitted using linear regression.
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tratamiento DHM(), mientras que en el tratamiento
DEM®), el valor de kyp Npsm €5 de 0.045 con 48
% de SC, lo cual representa una diferencia
considerable entre tratamientos. Aunque la degradacion
parece ser determinante, en el presente trabajo, para
definir las diferencias entre las correlacion de los
trabajos estudiados@-3), kg, gmp tiene mayor peso
en la determinacion de los pardmetros de regresion,
ya que la utilizacion de valores diferentes de
Kgm smp=0.40 0 0.20 (h) para el primer y segundo
trabajos, respectivamente, alejarian los valores
simulados a los datos experimentales.

Aunque r, obtenida con el modelo, tiene la misma
tendencia que la obtenida con los datos experimentales,
los valores absolutos de r son diferentes. Lo anterior,
puede ser explicado con la variacion presente en los
datos experimentales. Cuando se modificd el modelo
Kookay para estudiar el efecto de la variacion aleatoria
en r, se encontrd que la variacion disminuia r en todos
los casos estudiados, y transmitfa la variacion de los
datos hacia los valores de los pardmetros de regresion,
con una media cercana a los valores obtenidos sin el
efecto de la variacion aleatoria (datos no publicados).

Otra explicacion posible de la disminucion de r
entre DHM y DEM, puede ser la presencia, en la
degradacion, de lo que algunos autores llaman
tiempo de retraso y que se presenta al inicio del
tratamiento DEM. Si este comportamiento es como

results of the second study are shown. In them,
the experimental G:D ratio increases gradually upon
increasing the incubation time for both treatments,
which lets us infer that more G exists per unit of
D at a greater incubation time. In the second study,
the value of kgy smp=0.40 (h)-l explains the
experimental results found in the DHM treatment,
just as kg smp=0.20 (h)-1 does with DEM.

In Figure 2 some statistical coefficients obtained from
experimental data are shown which are similar to
those obtained from simulation using the model. This
analysis suggests that the statistical differences found
between DHM(@ and DEM®) could be explained by
the model suppositions and the values of dp, kg, smF.
and fg; p;; in all likelihood, the main statistical
differences between both studies is due to differences
in the dp values.

The value of kg, sy are more important when
the values of dp between treatments are smaller or
when kg, spmp increases (Table 2). In the DHM
treatment®), kg, gup=0.020 (h)-! with 14 % SC,
while in the DEM(3), kND,NDSm=0-045 with 48 %
SC; this represents a considerable difference
between treatments. Although the degradation seems
to be important to explain the differences between
the statistical correlations between® and®), results
show that kg gmp IS more important. When

Cuadro 3. Relacion entre gas producido y materia seca degradada de las hojas de maiz (DHM)

Table 3. Ratio between gas production and degraded dry matter (DM) in corn leaves (DHM)

Time DM GAS G:D ratio (ml gas (mg degraded DM)1)
(h) (mg(200mgDM)1)  (mI(200mgDS)1) Experimental Estimated 1% Estimated 2+
3 5.22" 15 0.28 0.16 0.25
6 18.6" 3.6 0.19 0.23 0.32
12 41.2° 12.1 0.30 0.30 0.35
24 76.00 29.10 0.38 0.35 0.38
48 107.80 42.50 0.39 0.38 0.39
72 120.40 48.10 0.40 0.39 0.39
96 125.00 50.00 0.40 0.39 0.40
G:D= ratio between the in vitro cumulative gas production and the cumulative degraded DM (mIG(mgD)-1).

* Calculated using the equation p=a+b(1-e(-ct)).

* in vitro G:D ratio estimated through the model using ksy sme = 0.20 (h)-1.

i in vitro G:D ratio estimated through the model using ksm sme = 0.40 (h)1.

¢ Tuah et al®.

=
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Cuadro 4. Relacién entre gas producido y materia seca degradada del ensilado de maiz (DEM)
Table 4. Ratio between gas production and degraded dry matter (DM) in corn silage (DEM)

Time DM GAS G:D ratio (ml gas (mg degraded DM)1)

(h) (mg(200mgDM)-1 (ml(200mgDM)-1 Experimental Estimated 17 Estimated 2+
2 78.60 7.60 0.10 0.13 0.21

4 82.80 11.91 0.14 0.21 0.30

8 82.20 23.50 0.28 0.29 0.36

24 122.60 48.16 0.39 0.37 0.39

48 152.20 59.61 0.39 0.39 0.40
G:D ratio between in vitro accumulated gas production and accumulated degraded DM (mIG(mgD)-1).

¥ in vitro G:D ratio estimated through the model using ksm smr = 0.20 (h)1.

# in vitro G:D ratio estimated through the model using kgm smF = 0.40 (h)L.

Valentin et al(3).

Figura 2. Diferencias entre coeficientes estadisticos, calculados a partir de datos experimentales (a) y simulados (b)

Figure 2. Differences between statistical coefficients calculated using experimental data (a) and simulated (b)

(a) (b)
10 T 101 10 1 T 1.01
0 1 + 1.00 09 === - + 1.00
L ]
10 - 4 0909 -10 Tl 4 0.99
20 - 1o & -20 - . + 098
-30 1 +0.97 -30 - .. + 097
~
-40 - + 0.96 -40 A - + 0.96
-50 0.95 -50 0.95
1 2 1 2
- = -b0 -3.15 -39.79 - -m - b0 -4.61 -38.44
—a— b1 0.42 0.67 —a bl 0.43 0.65
——R 0.99770 0.96356 ——R 0.99962 0.99323

consecuencia de la variacion aleatoria y se cumplen different values of kg, smp  (0.40 or 20.0 (h)1)
los supuestos determinados en el modelo Kodkay, are used to estimate the G:D results of (2) and (3),
es probable, que disminuya el valor de r, como ya respectively, the simulated results differ from the
analizamos anteriormente. Por si solo, este experimental data (Tables 3,4).

comportamiento peculiar de la curva no tiene por

qué afectar r, a menos que no exista una relacion ~ Although r, which was obtained using the model,

entre el material degradado y el gas producido en ~ Shows the same trend as when it was obtained using
los puntos donde se presenta el retraso. eXperlmental data, their absolute values are different.

This could be explained as a result of experimental data
Lo anterior, pudiera darse en alimentos con una variations. In all the cases studied, r decreases when
fraccion soluble grande, kyp NDSm Y Ksm,smF alta. random variations on r were simulated. Moreover, the
El material solubilizado puede fermentarse aunque regression parameters were also affected. However,
no exista nueva degradacion de la MS. En este the parameter means were close to the parameters
trabajo, parece ser, que el tiempo de retraso es obtained using the unperturbed model.
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como consecuencia de la variacion aleatoria, ya
que los puntos donde se presenta son cercanos,
existe una leve pendiente entre las 2 y 8 h, y la
produccion de gas es baja en los tiempos iniciales,
siguiendo la misma tendencia de D.

Una observacion detallada (Cuadro 4) del segundo
experimento(3), muestra que la relacion G:D
experimental es mas pequefia que en el primer
trabajo), en las horas iniciales hasta alcanzar un
valor maximo, el cual es similar a los reportados
para la fermentacion de FDN in vitro, que se
encuentra entre 0.37 a 0.39 ml de gas (mg FDN)-
1(8,9) ¢ el calculado por los autores, a partir de los
datos reportados(® para un grupo variado de cinco
plantas tropicales de 0.37 (+ 0.09) ml de gas
(mgD)-1 (datos no publicados), lo que hace suponer
que el valor de fg;p; sea cercano a 0.40 (h)! para
los dos tratamientos (DHM, DEM). En un trabajo
previo®, se calculd que la fraccion soluble del
detergente neutro, que es la fraccion de la planta
extraida por un detergente neutro10), se fermenta
a una kg, spp entre 0.15 y 0.19 (h)1.

En el Cuadro 5 se presenta la composicion quimica
de la planta de maiz y del ensilado de maiz (DEM).
Aunque no se mencion0 la composicion del tratamiento
DHM®@), el reporte de la composicion de la planta de
maiz (DPM)(1) puede ayudar en la interpretacion de
los resultados. El CC (100-FDN) para DPM es menor
(32 %) al mencionado para DEM (55 %). En DEM,
una fraccion de CC corresponde al almidon (31 %)
y otra principalmente al 4cido Iactico, que en algunos
ensilados puede representar entre el 5y 10 % de la
MS(2), y por diferencia se obtiene un porcentaje
entre 14 a 19 % de carbohidratos (CH,O) solubles,
13 % menor a lo presente en DPM. Todo lo anterior,
estd de acuerdo a la tendencia de los valores de los
pardmetros de degradacion encontrados. La fraccion
soluble (Qgc(0)) que se relaciona a CC, es menor
para el tratamiento DHM (22.8 / 2=11.4 %) que en el
caso de DEM (76 / 2=38 %). La tasa de degradacion
es menor en el tratamiento DHM (kxp Npsm 0.020
h'l) que en el DEM (kxp Npsm =0.045 hrl).

En el tratamiento DEM, la FDN seguramente cambid
su estructura como consecuencia de un proceso inicial
de degradacion, que pudo haber propiciado una mejor
degradacion de las particulas y por consiguiente una
knD NDsm alta. La existencia de este proceso se refleja
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Another possible explanation for a low r could be the
presence, during the degradation process, of what
some authors call delay time, which is found at the
beginning of the DEM treatment. If this r behavior
is a consequence of random variations and the model
suppositions holds, it is probable that r would decrease,
as stated before. By itself, the curve’s peculiar
behavior should not affect r, unless there is no
relationship between the degraded material and the
gas produced at those points showing a delay.

The above could be seen in feeds having a large
soluble fraction, knp Npsm and high kg, gmp-
Solubilized material could ferment even without new
DM degradation. In this work, it seems that the
initial curve behavior is a consequence of random
variations because the points where it shows up are
close, a slight slope showing between 2 and 8 h, and
gas production is low at initial times, following the
same tendency as D.

The second experiment®) (Table 4) shows that the
experimental G:D ratio is lower than in the first
work(® in the beginning hours. Then, a maximum
value is reached. This is similar to those reported
for in vitro NDF fermentation (between 0.37 and
0.39 ml gas (mgNDF)-18.9) or to that calculated
by the authors from reported data® for a varied
group of five tropical plants (0.37 (40.09) ml of
gas (mgD)-!; unpublished data). These results lets
us assume that the value of fg;g; 1s near 0.40
(h)-l for both treatments (DHM, DEM).

In a previous work®), it was calculated that the neutral
detergent soluble fraction which is the fraction of the
plant extracted by a neutral detergent(10), ferments at
a kg smp between 0.15 and 0.19 (h) L.

Table 5 shows the corn plant and the corn silage
(DEM) chemical compositions. Although no mention
is made of the DHM treatment composition®), data
on corn plant composition (DPM)ID could be useful
to interpret results.

According to Table 5, CC (100-NDF) for DPM is
lower (32 %) than for DEM (55 %). DEM is
composed by a fraction of CC that is formed by
starch (31 %) and another fraction that is mainly
formed by lactic acid. In some silages, it represents
between 5 and 10 % of the DM(2). The soluble
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en el nivel bajo de pH reportado por los autores()
y que, no disminuy6 el valor de knyp Npsm- El
comportamiento de la fermentacion de los dos
tratamientos fue contrario a lo encontrado con la
degradacion. La kg, gmp fue mayor para DHM. La
diferencia puede radicar, en una menor fermentacion
de CH,O solubles en DEM que, aunque desde el
punto de vista de 1a concentracion de CC (55 %), fue
menor; sin embargo, la mayor parte estdi compuesto
de almidéon (31 %) y éacido lactico (~ 8 %),
representando la concentracion de CH,O solubles
menor al 30 %, en relacion a CC. En cambio en
DHM es cercano al 100 %.

La gran concentracion de almiddn, presente en DEM,
puede ser la causa de una fermentacion baja cuando
se compara con DHM, pero también pueden
contribuir: el pH 4cido de 3.68, que puede inhibir la
fermentacion, menor cantidad de sustancias
fermentables, cambio de la estructura y composicion
de MS, y menor produccion de gas por efecto del
aumento de productos de la fermentacion (4cido
lactico, etc.), como consecuencia del ensilado. Para
poder aclarar estos puntos, hacen falta mis trabajos
enfocados a subprocesos particulares.

Debido a que el modelo Kodkay es una stper
simplificacion del sistema ruminal, puede coexistir
con diferentes interpretaciones de éste, a diferentes
niveles. Las suposiciones son simples, enfocadas al
estudio cuantitativo de kg, smp. ¥ €l efecto que tiene
sobre los coeficientes estadisticos obtenidos de datos
experimentales. kg, gymp representa mdultiples
reacciones que seran estudiadas con mayor detalle
en otros trabajos(13). Al relacionar los procesos
estudiados en cada una de las dos técnicas mediante
un modelo, se busca el anilisis de los procesos
como un todo. Se procura comprender lo que
individualmente es dificil por las caracteristicas
particulares de cada una de las técnicas.

Se concluye que la utilizacion del modelo permite
suponer que, las diferencias encontradas en las
correlaciones entre las técnicas in situ € in vitro,
son como consecuencia de las diferencias entre los
procesos de degradacion y la tasa fraccionaria de
fermentacion (kg smp). El valor de kg, gy entre
0.20 y 0.40 (h)’l, utilizado en este trabajo, es capaz
de explicar la produccion de gas in vitro mediante el
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Cuadro 5. Composicion de la planta de maiz (DPM) y
ensilado de maiz (DEM) (%)

Table 5. Corn plant (DPM) and corn silage (DEM)
composition (%)

Corn plant* Corn silage**
DM, 89 31
CC (100-FDN), 32 55
Starch, NR 31
FDN, 67 45
FDA, 37 23
Lignin, 3.6 31
pH NR 3.68

NR= Non reported data.
*Valentin et al(3).
**Amorim et al(11).

carbohydrates (CH,0), which are obtained by
difference, represent a 14 to 19 %, 13 % less than
what is present in DPM. This is in accordance with
the tendency of the degradation parameters mentioned
in Table 1. The soluble fraction (Qg.(0)) which is
related to CC, is lower in the DHM treatment (22.8/
2=11.4 %) than in the DEM (76/2=38.0 %). The
degradation rate is lower in the DHM treatment
(kND,NDSm = 0.020 h'l) than in the DEM

(knp,NDsm = 0.045 hl).

In the DEM treatment, NDF surely changed its
structure as a consequence of an initial degradation
process. It may propitiated a better particle degradation
and therefore a high kyp Npsm- The presence of this
process reflects in the low pH reported by the
authors®), and which did not diminish the value of
knp NDsm- Fermentation performance in both
treatments was contrary to that found in degradation.
The knp Npsm Was higher for the DHM. This
difference may be due to lower soluble carbohydrates
fermentation in the DEM that, although being lower
from the CC concentration (55 %) point of view, is
less. Moreover, the majority is made up of starch (31
%) and lactic acid (~ 8 %). This adds up to less
than 30 % of soluble CH,0, relative to CC. On the
other hand, in DHM it is close to 100 %.

The high starch concentration present in the DEM,
may be the cause for a low fermentation when
compared to the DHM. However, other factors may
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modelado del sistema ruminal; encontrdndose cercano
a lo reportado en la literatura. El modelo Kodkay es
una herramienta util para el estudio de las diferencias
encontradas entre los resultados de las técnicas in
vitro € in situ. Se requieren mas trabajos para evaluar
la importancia del parametro kg, smp en el estudio
de la cinética ruminal.
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also contribute: a 3.68 pH, which can inhibit the
fermentation; a lower quantity of fermentable
substances; changes in the DM structure and
composition; and lower gas production owing to an
increase in fermentation products (lactic acid, etc.) as
a result of the silage. To clarify these points, more
studies focused on particular sub-processes are needed.

Because the Kodkay model is a simplified ruminal
system, it can coexist with different interpretations
at different levels. Its assumptions are focused on
the quantitative study of kg, smp and its effect on
the statistical coefficients obtained from
experimental data. This parameter, kgy smp.
represents multiple reactions which shall be studied
in greater detail in other works(13).

The integration of various processes (or sub
processes) into a model is useful to understand the
whole system, and to test different hypothesis. Since
each technique (in vitro and in situ) has different
assumptions, the objective is to identify and
differentiate the inherent characteristics of each
technique and those that correspond to the system.

It is concluded that the model (Kodkay) developed
in this work is a useful tool for studying the
differences between in vitro and in situ techniques.
As a result, it is considered that the differences
found in the statistical correlations between in situ
and in vitro techniques are a consequence of the
differences between the degradation process and
the fractionary fermentation rate kgp gyup. The
ksm smp Value between 0.20 and 0.40 h-! used in
this study helps to explain in vitro gas production
through a ruminal system model, with values near
to those found in literature. More studies are needed
to assess the importance of the kg, g, parameter
for the study of ruminal kinetics.
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