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COMPARACION DE LASTECNICASin situ, in vitro Y ENZIMATICA
(CELULASA) PARA ESTIMAR LA DIGESTIBILIDAD DE FORRAJESEN
OVINOS

COMPARISON OF THEIN SITU, IN VITRO AND ENzIMATIC (CELLULASE) TECHNIQUES
FOR DIGESTIBILITY ESTIMATION OF FORAGES IN SHEEP

GiovannaTorresG.?, TeresaArbaizaF.*?, Fernando Carcelén C.' y Orlando LucasA.!

REsUMEN

Se compard losresultados de lastécnicasin vitro, in situy enzimética(celulasa) para
estimar la digestibilidad de forrgjes de diferente calidad nutritiva en ovinos. Se colectd
muestras deforraje detres calidades: alta(ryegrass de 2-4 semanas), media(ryegrassde
8 semanasy heno deafalfa) y baja(pajade avena). Las muestrasfueron secadas, molidas
y pasaron por tamiz de 1 mm paralatécnicain vitroy celulasay 3 mm paralatécnicain
situ. Se determind la digestibilidadin vitro de lamateriaseca (DIVMS), digestibilidadin
situ delamateriaseca (DISMS) y digestibilidad ala celulasade lamateriaseca (DCMS).
Se emplearon tres ovinos con fistularuminal y alimentados con maiz forrajero y heno de
alfalfa. Seuso un disefio experimental con arreglo factorial de4 x 3 (4 calidades deforraje
y 3 técnicas). La DISMS fue superior (p<0.05) para los cuatro forrajes en estudio en
relaciénalaDIVMSylaDCMS: 91.8vs73.9y 76.5% parad forrgedeatacalidad; 74.2vs
71.6y 70.9 parael ryegrassde 8 semanas; 77.8vs68.9y 68.0 parael heno dealfalfay 34.7
vs 29.5 y 31.7 para la pgja de avena. No se observo diferencias estadisticas entre la
DIVMSy DCMS en los forrgjes de mediana calidad. Los valores de DIVMSy DCMS
sobreestimaron la cantidad de materia seca degradable en forrajes de alta calidad y sub-
estimaron lacantidad de materiasecadegradable enforrajesde medianay bajacalidad en
relacién alaDISMS en ovinos. Se concluye que existen diferencias entre lastécnicasin
situ, in vitro y celulasa para estimar la digestibilidad de la materia seca del forraje en
ovinosy estas diferencias dependen delacalidad del forraje.
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The objective of the study was to compare the efficiency of thein situ, in vitro and
enzymatic (cellulose) techniques in estimating the digestibility of forage with different
nutritional quality in sheep. Samplesof three qualities of forage were collected: high (rye
grass of 2-4 weeks), medium (rye grass of 8 weeks and alfalfahay), and low (oat straw).
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The samples were dried, grounded and passed through 1 mm sieve for thein vitro and
cellulosetechnique and 3 mm sievefor thein situtechnique. Thein vitrodigestibility of
dry matter (IVDDM), in situ digestibility of dry matter (ISDDM), and cellulose digestibility
of dry matter (CDDM) were determined. Three adult rams with ruminal fistula and fed
with adiet based on alfalfahay and corn stalk. A complete randomized 4 x 3 experimental
design (4 quality forages and 3 techniques) was used. The ISDDM was higher (p<0.05)
inall foragesascomparedto IVDDM and CDDM: 91.8vs 73.9 and 76.5% for high quality
forage, 74.2vs71.6 and 70.9 for ray grass of 8 weeksand 77.8 vs68.9 and 68.0 for alfalfa
hay, and 34.7 vs 29.5 and 31.7 for low quality forage. None differences were observed
between IVDDM and CDDM in forages of medium quality. IVDDM and CDDM values
overestimated the quantity of degradable dry matter in high quality forages and
underestimated it in medium and low quality foragesinrelationto ISDDM. Itisconcluded
that there are differences between the in situ, in vitro and cellulose techniques when
estimating the digestibility of dry matter forage in sheep, and these difference depend

upon the quality of the forage.
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INTRODUCCION

Laenergia es considerada como el pri-
mer nutriente limitante en todo sistema de
adimentacién, de dli laimportanciade lava
loracion energética de los alimentos consu-
midos por losanimaes. Ladeterminacion del
valor energético delosforrgjes se puede es-
timar indirectamente mediante digesti-
bilidades estimadas con técnicasin situ e in
vitroy, recientemente, mediantetécnicasque
emplean enzimas celuloliticas (Arce et al.,
2003).

La técnica de digestibilidad in vitro
(DIVMS) smula la digestibilidad del tracto
digestivo del rumiante y requiere de la pre-
paracion de un inoculo que contenga
microorganismos ruminaes viables (Tilley y
Terry, 1963). El inconveniente de esta técni-
caresideen lavariabilidad de susresultados,
debido a que la microflora ruminal esta
influenciada por € tipo y cantidad de dieta
proporcionada d animd.

La técnica de digestibilidad in situ
(DISMS) utiliza bolsas sintéticas para medir
la digestion de los forrges a nivel ruminal.

Este método haganado gran aceptacion cuan-

do serequiere medir ladigestibilidad aparen-

te de lamateriaseca, fibra, y nitrogeno, debi-

do principamente a la rapidez con que se
puede obtener resultadosy porqueno deman-

da de equiposy materiales que requieren las
otras técnicas (Quinn et al., 1938; Mehrez y
Orskov, 1977). Sin embargo, la utilidad y
confiabilidad de estatécnicadepende defac-

tores tales como la cantidad de lamuestra, y
del tamafio de labolsay delaparticulade la
muestra.

Otra alternativa para medir la
digestibilidad de los forrajes es mediante €
uso deenzimas(DCMS). Aqui, € licor rumind
es reemplazado por una solucién de celulasa,
enzima proveniente del hongo Penicillium
funiculosum. Este método es de fécil apli-
cacion y de bgjo costo, no siendo necesario
el uso de animales de experimentacion
(Burgharay Sleeper, 1986).

El presente trabajo se hizo con lafinali-
dad de comparar la digestibilidad deforrgjes
de diferente calidad mediante & uso de estas
tres pruebas.
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Técnicas para estimar digestibilidad de forrajes

Cuadro 1. Andlisis proximal en base seca (¢g/100 g) de cuatro tiposde forrajes

Base seca (g/100 g)
Forrai Humedad .
orrge (%) Proteina Fibra Extracto  Extracto i
cruda cruda librede N etéreo
Ryegrass
(4 sam) 79.0 20.9 47.4 2.2 104
Ryegrass
(8 sem) 76.0 9.0 32.0 49.5 2.9 6.6
Alfdfa 81.9 16.9 424 11 11.0
Pajade
avena 8.1 4.9 51.8 38.3 1.0 4.0

M ATERIALES Y M ETODOS

Se utilizaron cuatro forrgjes de la Estar
cion Experimentd IVITA - El Mantaro, Junin.
Los forrajes, en funcién a su calidad
nutriciond, fueron € rye grass de 2-4 sema
nas (ata calidad; 20.9% de proteina cruda -
PC), rye grass de 8 semanas (mediana cali-
dad; 16.9% PC), heno de afdfa (mediana
calidad) y paja de avena (bgja cdidad; 4.9%
PC). Ademas, para evaluar las técnicas in
Vvitro e in situ se utilizaron tres ovinos ma
chos Merino, de 2 afios de edad y 45 kg de
peso vivo en promedio, los cuales presenta
ban unafistularumind. Ladietadelosovinos
consistié en chala picada, heno de dfdfay
agua ad libitum Los andliss de laboratorio
seredizaron en el Laboratorio de Bioquimica,
Nutriciény Alimentacion Animal de laFacul-
tad de Medicina Veterinaria de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, Lima.

Se cdcul6 ladigestibilidad de la materia
seca mediante €l uso de las tres técnicas en
los cuatro tipos de forrgje. Paralatécnicain
situ se utilizd & procedimiento descrito por
San Martin et al. (1984) y Carcelén (2000),
colocando las bolsas de nylon en los animaes
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fistulados. Paralatécnicain vitro se aplicod
latécnicade dosetapas, segun Tilley y Terry
(1963). Paralatécnicade cdulasase sigui6
el procedimiento descrito por Mc Queen y
Van Soest (1975) con lasmodificacionesrea
lizadas por Arce et al. (2003).

El contenido de nutrientes digestibles
totales (NDT) se estimé a partir de la ener-
gia digestible, que a su vez fue obtenida de
losvaoresdedigestibilidad de lamateriaseca
obtenidos por lastécnicasin situ, in vitro y
enzimética (celulasa).

Parad cllculodelaNDT se utilizaron
las siguientes formulas:
NDT (%) = Energia Digestible (ED),
Mcal.kg-1/ 0.04409
ED, Mcal.kg-1 = 0.04409 x Digestibilided
delamateriaseca(DMS)
EM, Mcd .kg-1=0.82 ED

El coeficiente 4.4 propuesto como cons-
tante por e MAFF (1975) representalaener-
giatotal contenida en un dimento (EB), co-
rrespondiente a la energia o calor liberado
cuando un aimento es oxidado.
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Cuadro 2. Comparacién de los porcentajes de digestibilidad in vitro (DIVMS), digestibilidad
insitu (DISMS) y digestibilidad en celulasa (DCMS) de la materia seca de cuatro

forrgjes
_ Técnica de medicién de digestibilidad de forragje
Forrge
DIVMS DCMS DISMS

Rye grass (4 sem) 73.92 76.5° 9.8
Rye grass (8 sem) 7168 70.9? 74.2°
Alfafa 68.9 68.02 77.8°
Pajade avena 29.3 317 34T

abc gyperindices diferentes dentro de filas indican diferencia significativa (p<0.05)

Cuadro 3. Estimacion del contenido energético (NDT, ED, EM?) de cuatro forrajes a partir
de la digestibilidad invitro (DIV), digestibilidad in situ (DIS) y digestibilidad
enzimética (celulasa, DC) de la materia seca

DC DIV DIS

DMS 76.4 73.9 91.8

Rye qrass (4 sem) NDT 76.3 737 91.6
yeg EM 2.76 267 331
ED 3.36 3.25 4.04

DMS 68.0 68.8 777

NDT 67.9 68.7 776

Alfalfa EM 245 248 281
ED 2.99 3.03 3.42

DMS 70.9 716 74.2

NDT 70.8 71.4 74.1

Rye grass (8 sem) EM 2.56 258 268
ED 3.12 3.15 3.26

DMS 31.7 295 34.7

- doavern NDT 31.7 20.4 34.7
Pay EM 1.15 1.06 1.25
ED 1.40 1.30 153

1 DMS: Digestibilidad de lamateriaseca; NDT: nutrientes

o SitroLEl g do 2tz
mostro lamejor calidad con 20.9% de protei-
nacruda (PC) y 19.1% de fibra cruda (FC),

Los resultados del andlisis proximd de seguido del heno de afafa, que registré un
los forrgjes experimental es se muestran en 16.9% de PC y 28.6% de FC.
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Técnicas para estimar digestibilidad de forrajes

El Cuadro 2 muestra las tasas de
digestibilidad obtenidas por los tres métodos
en los cuatro tipos de forrgje. Latécnica de
la DISMS mostré mejores tasas de
digegtibilidad que laDIVMSy laDCMS en
todos lostipos de forrgjes (p>0.05), mientras
quelaDCMSfue superior alaDIVMSen €
ryegrassde 4 semanas (76.5vs 73.9%) y en
la pgja de avena (31.7 vs. 29.3%).

San Martin et al. (1984) encontraron
una mayor digestibilidad acumulativain situ
en laapaca con respecto alatécnicain vitro,
aribuyéndola a las ventgjas fisoldgicas di-
gestivas de esta especie. Los mayores valo-
resen laDISMS se deberian a que esta téc-
nica aseguraria una mezcla constante de las
fases sdliday liquida de la digesta, dando lu-
gar aque € forrge contenido en las bolsas
se encuentre expuesto al ataque continuo de
bacterias celuloliticas, resultando en unama-
yor degradacion delas paredescelulares. Otra
ventgja seria la estabilidad del pH ruminal,
gracias ala secrecion de sustancias tampon
(sdiva) que mantienen a rumen en un pH
entre 6y 7 (Church y Pond, 1994).

CONCLUSIONES

Existen diferencias entre las técnicasin
situ, in vitro y celulasa para estimar la
digedtibilidad de la materia seca ddl forrge
enovinosy estas diferencias dependen dela
caidad ddl forragje.
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