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ESTUDIO COMPARATIVO DE LADIGESTIBILIDAD DE FORRAJES
MEDIANTE DOS METODOS DE LABORATORIO

Carla Arce P., Teresa Arbaiza F.?, Fernando Carcelén C.2 y Orlando Lucas A.?

The objective of this study was to standardize the enzymatic procedure for estimating
the digestibility of forages using the fungal cellulase Penicillium funiculosum, and its
comparison with the Tilley and Terry (1963) in vitro digestibility method. The well-
known in vitro digestibility of alfalfa and oat straw were used for the standardization of
the technique. Different quality forages from various locations of Peru were used for the
comparison between methods. The best enzyme-substrate concentrations were 200 and
250 mg respectively. Both methods were statistically different, being the enzymatic
digestibility values lower than the in vitro method ones. The correlation coefficient
between methods was 0.987 (p<0.001). The enzymatic digestibility method proved to be
a simple and rapid laboratory analysis for the evaluation of forages.
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El objetivo de este estudio fue estandarizar un método enzimético para medir la
digestibilidad de forrajes empleando la enzima celulasa proveniente del hongo Penicillium
funiculosum y compararlo con el método de digestibilidad in vitro de Tilley y Terry
(1963). Para la estandarizacion de la técnica se utiliz6 como sustrato forrajes de
digestibilidad in vitro conocida: alfalfa y paja de avena; y para la comparacién entre
métodos se utilizé forrajes de diferente calidad provenientes de varias zonas del Perd. La
concentracion 6ptima enzima-sustrato hallada fue de 200 y 250 mg, respectivamente. Los
valores de digestibilidad del método enzimético fueron estadisticamente menores que los
del método in vitro, y el coeficiente de correlacion fue de 0.987 (p<0.001). EI método de
digestibilidad enziméatica demostrd ser un procedimiento de laboratorio simple y répido
para la evaluacion de los forrajes.
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solubilizacidn e hidrolisis en el tracto gastro-
intestinal. Los parametros de la cinética de

El valor nutritivo de los alimentos esta fermentacion describen la digestion y carac-
determinado por la biodisponibilidad de terizan propiedades intrinsecas del alimento que
nutrientes y la dinamica de los procesos de limitan su disponibilidad para el rumiante, de-
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terminan la proporcidn de nutrientes consumi-
dos que pueden ser absorbidos y utilizados por
el animal, y dependen de un activo crecimiento
y desarrollo de la poblacién microbiana del rumen
(Bruniy Chilibroste, 2001).

La mayoria de los métodos de eva-
luacion de forrajes tienen como objetivo la
determinacion del valor nutricional de los fo-
rrajes, mediante la técnica de digestibilidad
in vitro descrita por Tilley y Terry (1963). La
fermentacion in vitro de los forrajes median-
te un indculo de microorganismos ruminales
presenta probablemente el mejor célculo he-
cho en laboratorio sobre la digestibilidad in
vivo. Sin embargo, los ensayos in vitro re-
quieren una fuente uniforme y confiable de
indculo ruminal que a menudo es dificil de
obtener. Los problemas que mayormente se
presentan son: la variacién en la actividad del
fluido ruminal, variaciones incontrolables que
se dan dentro del laboratorio y entre labora-
torios, y la disponibilidad de animales
ruminalmente canulados.

En atencion a estas limitaciones se
han desarrollado diversos trabajos de investi-
gacion para establecer la correlacion exis-
tente entre la digestibilidad in vivo y la
digestibilidad in vitro empleando diferentes
digestores; entre ellos, una solucion prepara-
da de celulasa, una enzima extraida de un
hongo (Jones y Hayward, 1975; Mc Queen y
Van Soest, 1975; Casler y Sleper, 1991).
Experiencias en la utilizacion de celulasas para
estimar la digestibilidad de los forrajes indi-
can que este método es tan efectivo y en cier-
tos casos hasta superior al método de
digestibilidad in vitro, debido a su mayor pre-
cision, repetibilidad y menor tiempo de diges-
tion. Sin embargo, ésta es una area que re-
quiere mayor investigacion, por lo que se re-
comienda la realizacion de estudios compa-
rativos entre estos métodos y los in vitro, asi
como la estandarizacion de procedimientos y
la definicion de condiciones minimas necesa-
rias para la aplicacion de estos métodos a
nivel de anlisis rutinarios (Ruiz y Ruiz, 1990).

El presente estudio tuvo por objetivo
la estandarizacion de una técnica enzimatica
con celulasa proveniente del hongo
Penicillium funiculosum para la determi-
nacion de la digestibilidad en forrajes, y
comparar los valores de digestibilidad
obtenidos mediante la técnica enzimatica
estandarizada con los valores de la prueba in
vitro de Tilley y Terry (1963).

Se utiliz6 gramineas, leguminosas y pas-
tos naturales provenientes de diferentes zonas
del pais, las cuales fueron colectados por per-
sonal de las estaciones experimentales del Cen-
tro de Investigacion IVITA (Huancayo, Punoy
Pucallpa). Los forrajes evaluados fueron:

a) Gramineas cultivadas: Dactilys (Dactilys
glomerata), rye grass (Lolium italiano
y Lolium inglés), braquiaria (Brachiaria
decumbens), camerun (Echinocloa
polistachia) y king grass (Pennicetum
purpureum X Penicetum tipoides).

b) Leguminosas cultivadas: Alfalfa (Medi-
cago sativa), trébol rojo (Trifolium
repens), trebol blanco (Trifolium peren-
ne), kudzu (Pueraria phaseloides),
centrocema (Centrocema pubescens) y
calopo o rastrera (Calopogonio mucu-
noides).

c) Pastos naturales: Ichu (Stipa ichu),
festuca (Festuca dolicophylia), mulem-
bergia (Mulembergia fastigiata), toro
urco (Axonopus compresus y Paspalum
conjugatum).

Se usé la alfalfa y la paja de avena
como controles. La cantidad de muestra que
se recolecto fue aproximadamente de 500 g
por cada forraje verde. Este material se seco
en estufa a 60°C durante un minimo de 24
horas y luego fue molido en un molino Willey
Mill con criba de 1 mm. Las muestras se al-
macenaron en cajas de papel debidamente
cubiertas a temperatura ambiental, y se vol-
vieron a secar a 60 °C durante 24 horas an-
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tes de los analisis. El analisis de las muestras
se llevo a cabo en el Laboratorio de
Bioguimica, Nutricion y Alimentacién Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Se comparo el método enzimatico con
el método in vitro para determinar la
digestibilidad en forrajes. Los reactivos utiliza-
dos para el método enzimatico fueron la celulasa
proveniente del hongo Penicillium funiculosum
(EC 3.2.1.4) de Sigma Chemical Co., buffer
acetato, acido clorhidrico y pepsina. Para el
método in vitro se utilizé licor ruminal prove-
niente de una alpaca macho de la variedad
Huacaya, saliva artificial de Mc Dougall, &cido
clorhidricoy pepsina.

Estandarizacion del método enzimatico

Para establecer la concentracion
Optima enzima-sustrato que tuviera los resul-
tados de digestibilidad enzimética (DE) mas
cercanos a los valores obtenidos con el mé-
todo in vitro, se probd la técnica desarrolla-
da por McQueeny Van Soest (1975), utili-
zandose la enzima Penicillium funiculosum
que catalizé a los sustratos, representados por
dos forrajes cuyas digestibilidades in vitro de
la materia seca son conocidas: uno de alta
(alfalfa) y otro de baja digestibilidad (paja)
(Leyva, 2000). Simultaneamente se realiz6
el método in vitro de dos etapas de Tilley y
Terry (1963) para correlacionar los resulta-
dos de ambas técnicas. Todas las muestras
fueron analizadas por duplicado.

Se utilizo la técnica enzimatica origi-
nal; y luego, para establecer la actividad 6pti-
ma enzima-sustrato, se modificé en forma
proporcional las cantidades de forraje y de
reactivos. Por otro lado, se prob6 4 cantidades
de enzima (100, 150, 200y 281mg).

El porcentaje de digestibilidad de la
materia seca (DMS), obtenida mediante el
método enzimaético, se calculé mediante la
siguiente formula:

DMs = _Muestra (g) — Residuo () , 100
Muestra (g)
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Los resultados fueron evaluados me-
diante la prueba de “t” de student pareada;
asi como analisis de correlacion y regresion.

Estandarizacion de la técnica enzimatica

No se obtuvo los resultados espera-
dos con la técnica original de Mc Queen y
Van Soest (1975). Las cantidades originales
indicadas por este método eran muy peque-
fias y los tubos de fermentacion, empleados
en el Laboratorio, tenian una capacidad ma-
yor gue el volumen indicado, por lo que se
producia la adherencia del residuo a las pa-
redes del tubo al realizar las agitaciones, y al
término de la prueba se obtenian valores al-
terados de digestibilidad (Cuadro 1). Por tal
motivo, se intentd llevar el peso de la mues-
tra hacia una cantidad operativa, guardando-
se las proporciones de peso y volumen. Los
resultados de digestibilidad que se obtuvieron
con el método corregido seguian siendo ele-
vados en varias unidades porcentuales con
respecto a los valores estandar, tanto para la
alfalfa (+3%) como para la paja (+10%) (Cua-
dro 1). Aqui se tiene que tener en cuenta el
origen de la especificidad de la enzima, ya
gue en el método original se trabajé con
Trichoderma viride; mientras que en el
modificado con Penicillium funiculosum y
se sabe que existen diferencias entre la acti-
vidad hidrolitica de diferentes celulasas, aun
cuando la enzima se encuentre en exceso.

La evaluacion de los diferentes nive-
les de enzima mostro que la concentracion op-
tima enzima-sustrato fue de 200 mg para 250
mg de sustrato (Cuadro 2), al obtenerse resul-
tados mas cercanos a los de la digestibilidad in
vitro reportados por Leyva (2000).

Comparacién entre los métodos de
digestibilidad in vitro y enzimatico

Mediante la prueba de “t” de student
pareada se encontrd que los resultados de
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Cuadro 1. Estudio comparativo de la digestibilidad de forrajes entre el método original de
(Mcqueen y Van Soest 1975) y otro adaptado a las condiciones peculiares del

laboratorio de la FMV-UNMSM

Método enzimatico

Método in vitro*

Original Corregido®
Forraje (mg) 40 250
Enzima (mg) 45 281.25
Buffer (ml) 6.5 40.63
HCI (ml) 1 6.25
Pepsina (mg/ml Buffer) 70/1 437.50/6.25
Digestibilidad (%)
Alfalfa 92.35 72.18 68.84
Paja avena 71.24 55.52 45.29

LEl método in vitro se realiz6 paralelamente al método enziméatico
2 Con el fin de llevar el peso de la muestra a 250 mg, se multiplicé el peso original por 6.25. De igual

forma se multiplico el peso de los demés valores.

digestibilidad obtenidos por los métodos
enzimatico e in vitro fueron estadisticamente
diferentes (p>0.001). Sin embargo, estos ha-
Ilazgos podrian atribuirse, por un lado, a la
riqueza del inéculo ruminal, donde actuian todo
un conjunto de enzimas provenientes de los
diferentes microorganismos (bacterias,
protozoarios y hongos) que causan una ma-
yor degradacion de los forrajes, mientras que
el método enzimatico trabaja solo con celulasa
proveniente de un hongo. Al respecto, Mc
Queen y Van Soest (1975) afirman que la
principal diferencia entre ambos métodos es
la fermentacion in vitro, la cual permite la
adaptacion de los microorganismos o la se-
leccion de las especies microbiales que ela-
borarian enzimas capaces de degradar cier-
tas asociaciones de los constituyentes de la
pared celular. Por otro lado, el grado de ata-
que de la enzima también depende de la cali-
dad del forraje, es decir, se obtiene diferen-
tes resultados para un mismo forraje cuando
se utiliza enzimas de diferente especificidad.
Gabrielsen (1986) al comparar la actividad
de diferentes celulasas comerciales indica que
si se requiere de valores muy similares a los
de ladigestibilidad in vitro de la materia seca
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(DIVMS) se debera trabajar con las solucio-
nes enzimaticas mas activas. Estudios reali-
zados por diversos autores muestran que los
valores de la digestibilidad enzimatica de la
materia seca de los forrajes son usualmente
menores que los de la digestibilidad in vivo e
in vitro, (Fahey, 1994; Guggolz et al., 1971;
Jones y Hayward, 1975; Burghrara y Sleper,
1986).

La comparacion entre los resultados
de digestibilidad obtenidos mediante el méto-
do enzimatico y la digestibilidad in vitro se
muestran en el Cuadro 3. La prueba de co-
rrelacion demuestra que el grado de asocia-
cion entre los resultados de ambos métodos
es alta (0.987). Similares coeficientes encon-
traron Burghrara et al. (1992), al comparar
laDIVMS y otros procedimientos enzimaticos
(correlaciones entre 0.57 y 0.95). Igualmen-
te Narvéez y Lascano (1989) encontraron
una correlacion de 0.94 para las gramineas y
0.97 para las leguminosas.

El anélisis de la regresion lineal de
los datos produjo la siguiente ecuacion:

DIVMS = 3.196 + DE (0.989)
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Cuadro 2. Efecto de diferentes concentraciones de enzima celulasa del hongo Penicillium
funiculosum sobre la digestibilidad de los forrajes estandar

Concentracion de enzima

Digestibilidad (%)

(mg/40.63 ml buffer) Alfalfa Paja de avena
281 72.18 55.52
200 69.27 52.25
150 65.82 48.29
100 64.08 38.68

Digestibilidad in vitro* 69.24 53.30

valores reportados por Leyva (2000)

Cuadro 3. Comparacidn de los porcentajes de digestibilidad hallados en diversos forrajes

mediante los métodos enzimatico e in vitro

Digestibilidad (%)

Forraje ; -
Celulasa In vitro
Gramineas cultivadas
Dactilys 74.34 75.91
Rye grass inglés 82.88 84.03
Rye grass italiano 81.61 83.25
Braquiaria 59.90 64.52
Camerun 50.32 49.56
King grass 45.29 51.17
Leguminosas cultivadas
Alfalfa 74.95 80.83
Trébol rojo 83.97 85.02
Trébol blanco 89.39 92.90
Kudzu 56.18 58.81
Centrocema 53.80 57.41
Calopo 55.21 58.52
Pastos naturales
Ichu 4299 40.17
Festuca 41.49 48.71
Mulembergia 46.93 49.80
Toro urco? 52.81 55.68
Toro urco® 57.27 56.25
Promedio 61.73 64.27

! Penicillium funiculosum
2 Axonopus compresum
% paspalum conjugatum
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Los resultados obtenidos demuestran

que es posible utilizar el método enzimatico
como analisis de rutina para hallar la digesti-
bilidad de los forrajes; sean éstos, gramineas,
leguminosas o pastos naturales.
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El método de digestibilidad enzimatica es
un procedimiento simple de desarrollar y
maés rapido que el método in vitro para
predecir ladigestibilidad in vivo de la ma-
teria seca de los forrajes.

Existe una alta correlacion entre el mé-
todo enzimatico y el método in vitro por
lo que se recomienda el uso del método
enzimatico como una alternativaen el la-
boratorio para la evaluacién de la
digestibilidad de los forrajes.
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