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Compendio

La metodologia para estimar la tasa de fermentacién de los forrajes se desarrollé en dos etapas.
La primera, de digestibilidad enzimatica, simula la digestidn ocurrida en el estdmago e intestino
delgado, mediante el empleo de pepsina y pancreatina; en esta se determina la digestibilidad de
la materia seca. La segunda etapa de fermentacién simula la fermentacién que ocurre en el
intestino grueso utilizando como indculo heces de cerdo; en esta se determina la cantidad de gas
producido durante la fermentacién de los forrajes y la degradacion de la fibra detergente neutra
(FDN). Las dos etapas presentaron buena repetibilidad en el tiempo.

Palabras claves: digestibilidad in vitro, porcinos, fermentacion, forrajes (Azolla filiculoides, Xanthosoma saggitifolium,
Morus alba, Trichanthera gigantea y Salvinia molesta).

Abstract

Develop of an in vitro methodology to determine the forages fermentation in to the large
intestine. The methodology was developing in two phases. The first phase (enzymatic
digestibility) simulates the digestion occurred in the stomach and small intestine, by means of
the employment of pepsin and pancreatin; and the digestibility of the dry matter is determined.
The second phase (in vitro fermentation) simulates the fermentation that occurs in the large
intestine utilizing pig faeces; the quantity of gas produced during the fermentation of the
feedstuff is determined and determine the degradation of neutral detergent fiber (NDF). All the
phases show a good repeatability throw the time.

Key words: digestibility in vitro, pigs, fermentacion, forages (Azolla filiculoides, Xanthosoma saggitifolium, Morus alba,
Trichanthera gigantea y Salvinia molesta).

Introducciéon

Una de las principales limitantes en la cria y produccidn de porcinos es el costo de los alimentos
concentrados, que representan mas o menos el 70% de los costos totales. En Colombia los
pequenos porcicultores no pueden producir ni comprar alimentos de este tipo, y por esta razén
alimentan los animales con subproductos de la agroindustria, tubérculos o forrajes arbustivos.

En el tropico existe un gran numero de forrajes que se pueden utilizar potencialmente en
alimentacién de cerdos, con el fin de obtener producciones econdmicamente mas rentables.

El cerdo puede aprovechar parte de estos forrajes gracias al intestino que alberga abundante
microflora que fermenta las fibras de los forrajes y transforma los carbohidratos en &acidos



grasos volatiles que son utilizados como fuente energética (Jensen y Jgrgensen, 1994); pero se
desconoce, en la mayoria de los casos, la composiciéon quimica y valor nutricional.

De otro lado, las pruebas con cerdos para determinar el valor potencial de los forrajes son
costosas. Por lo que se requiere un método de laboratorio que permita predecir el valor nutritivo
de manera rapida, confiable y econémica (Makkar, 2003).

El objetivo del trabajo fue montar una técnica in vitro que permita predecir la digestibilidad
enzimatica de la materia seca y la tasa de fermentacion de las fibras en el intestino grueso de
los cerdos, utilizando el protocolo descrito por Boudry et al. (2003).

Metodologia

Se realiz6 el montaje de las técnicas in vitro de digestibilidad enzimatica y de fermentacidn con
cinco forrajes (Azolla filiculoides, Xanthosoma saggitifolium, Morus alba, Trichanthera gigantea y
Salvinia molesta) en el Laboratorio de Nutricidn Animal de la Universidad Nacional de Colombia
en Palmira (Ruiz, 2005).

Etapa de predigestion enzimatica

De las muestras a evaluar, secas y molidas (> 1mm), se pesan 0.5 g el dia anterior a la
realizacion de la prueba (0.5 g), se colocan en erlenmeyers de 250 ml y se cubren con parafilm
para evitar posible contaminacion. Este mismo dia se preparan las soluciones excepto las de
pepsina y pancreatina. Las soluciones son las siguientes:

Solucion tampoén fosfato 0.1 M, pH 6.0: contiene 175 ml de KH2PO4 0.1 M y 25 ml de
Na2HPO4.

Solucién tampén fosfato 0.2 M, pH 6.8: compuesto por 99 ml de Na2HPO4 0.2 My 101 ml
de KH2P0O4 0.2 M.

Se preparan también soluciones de HCI 37% 0.2y 1 M, de NaOH 0.6 y 1 M.
Solucién de cloranfenicol: Se disuelven 0.5 g de cloranfenicol en 100 ml de etanol del 96%.

El dia de la prueba de predigestion se prepara la solucién de pepsina, disolviendo 25 mg de
pepsina porcina en 1 ml de HCI 0.2 M; y se mantiene en agitacion magnética hasta el momento
de utilizacién.

A cada erlenmeyer con las muestras se agregan 25 ml de fosfato buffer 0.1 M; se mezclan
cuidadosamente mediante agitacién. A esta mezcla se le agregan 10 ml de HCI 0.2 M y el pH se
ajusta a 2.0 con soluciones de NaOH 1M o HCl 1 M. A la mezcla se le agrega luego 1 ml de la
solucion de pepsina. Con el objetivo de prevenir algln crecimiento bacterial se agregan 0.5 ml
de solucidén de cloranfenicol. Luego los erlenmeyers se cubren con parafilm y se colocan en bafo
Maria a 39°C con agitacion constante durante dos horas.



Se adicionan 10 ml de fosfato buffer (0.2M, pH 6.8); luego se agregan 5 ml de solucién de NaOH
0.6 M. El pH se ajusta a 6.8 con soluciones de NaOH 1M o HCI 1 M, y se les agrega 1 ml de la
solucion de pancreatina (100 mg de pancreatina porcina en 1 ml de soluciéon tampén fosfato 0.2
M). Posteriormente se cubren los erlenmeyers nuevamente con parafilm y se colocan en bafio
Maria a 39°C durante cuatro horas.

En una unidad de filtracion (bomba de vacio) se colocan los crisoles de porcelana con
perforaciones en el fondo y en el interior se coloca una tela de nylon de 42 m, que previene el
escape de residuos no digeridos.

Los residuos se lavan dos veces con 10 ml de etanol (96%) y 10 ml de acetona (99.5 %). El
nylon se seca a 60°C durante 24 horas o hasta obtener peso constante. Los residuos se secan y
se pesan para obtener los valores de la digestibilidad de la materia seca y se almacenan para la
prueba de fermentacidén en jeringas.

Calculos. Digestibilidad Enzimatica de la Materia Seca (MS):

_ eMSi-gMST
Yo MS degradada = — 00
o MSi
MSi = M5 del forraje antes de la predigestion
MSF = MS del forraje después de la predigesticn

La digestibilidad enzimatica de los cinco forrajes se realizd durante seis periodos con tres
repeticiones por forraje para cada periodo.

Etapa de fermentacion

El dia anterior al inicio de la etapa de fermentacion se coloca en la punta de cada jeringa una
manguera de silicona (8 cm), se fija con pegante y se le coloca en el extremo un clip de plastico
(Figura 1). Se colocan 200 mg de cada residuo de forraje en el fondo de cada jeringa. Los
pistones de las jeringas se deben lubricar con vaselina y se colocan dentro de las jeringas. El clip
se cierra para evitar que el pistén se mueva, se pierda o contamine la muestra.
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Figura 1. Partes de la jeringa,

Las jeringas se colocan en el horno a 39°C. Se preparan las soluciones que se van a utilizar en la
prueba de fermentacién:

Solucion A (microminerales): Se prepara con 13.12 mg de CaCl2 2 H20, 10 g de MnCI2 4
H20, 1 g de CoCl2 6 H20 y 8 g de FeCI3 6 H20, en 100 ml de agua destilada.

Solucion B (microtampdn): Se prepara con 35 g de NaHCO3 y 4 g de NH4HCO3 en 1 litro de
agua destilada.

Solucion C (macromineral): Se prepara con 5.7 g de Na2HPO4, 6.2 g de KH2PO4 y 0.6 g
MgS04 7H20 en 1 litro de agua destilada.

Solucion D (indicador de 6xido reduccién): 100 mg de C12H6NO4Na (résazurine) en 100 ml
de agua destilada.

Se preparan dos litros de una solucion tampdén con 0.6 ml de la solucién A, 1.185 ml de la
solucion B, 1185 ml de la solucidn C, 6.1 ml de la solucién D y ésta solucion se coloca en el bafio
Maria a 39°C; la solucién debe estar con flujo constante de CO2.

La Solucién E o solucion reductora se prepara con 5 ml de NaOH 1IN y 1.425 mg de Na2S 9
H20 en 273.5 ml de agua destilada y se agrega a la anterior que esta en el bafio Maria, hasta
que ocurra la decoloracion (cambio de azul a rosa y luego a transparente) de la soluciéon tampén,
sin quitar el flujo constante de CO?2.

Paralelo a esto se recolectan muestras de heces frescas, preferiblemente antes de que caigan al
suelo, de minimo dos cerdos, las cuales se mezclan homogéneamente y se colocan en una bolsa
plastica dentro de un recipiente con CO2 y a 39°C para impedir que los microorganismos
presentes en ellas mueran.



Se pesan 237.6 g de las heces en una bolsa, para obtener una diluciéon 1:10 al mezclarlas con la
solucion preparada se colocan en el stomacher durante un minuto para homogeneizar bien la
mezcla (Boudry et al. 2004). Posteriormente esta mezcla se pasa a través de un tamiz de 250
Um; los residuos que quedan en el tamiz se eliminan y lo obtenido de la filtracién se vierte sobre
el resto de la solucién que se encuentra en el bafio Maria. Todo el tiempo las soluciones deben
tener flujo constante de CO2.

La jeringa se llena con el inéculo (30 ml de la solucién tampoén mezclada con las heces), se
extrae el aire y se cierra. Se toma la lectura del volumen inicial teniendo como referencia la linea
del pistén, y se lleva a bafio Maria a 39°C (Figura 2).

La lectura del volumen de las jeringas se realiza a las 2, 5, 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72, 96, 120 y
144 horas (la fermentacion de forrajes en jeringas debe realizarse durante 144 horas debido a
que solo a este tiempo se estabiliza la curva de produccion de gas, en el caso de alimentos con
menor contenido de fibra la fermentacidén se puede realizar hasta las 72 horas). Al realizar las
lecturas se debe agitar la muestra para homogeneizarla, cuando el nivel del pistén de la jeringa
sobrepase los 60 ml se evacua el gas, quedando el pistén en su posicidn inicial.

Se realizaron tres periodos en esta etapa de fermentacidén; en cada periodo se incluyeron tres
blancos (solucién tampdén + heces); y 12 repeticiones por cada forraje (solucién tampén + heces
+ forraje).

El promedio de los blancos se utiliz6 como factor de correccion de las lecturas realizadas (Boudry
et al., 2003). Se hizo un promedio entre tres jeringas de las doce repeticiones obteniendo cuatro

repeticiones por muestra.

Calculos. El volumen de gas acumulado (Vc) producido durante la fermentacién en jeringas fue
calculado como se describe a continuacion:

o v {1 ) -0

Donde Vt: volumen en tiempo t en la jeringa (ml/g MS), Vo: volumen inicial de la jeringa (ml),
Vbt: volumen de gas acumulado producido por el blanco en tiempo t (ml/g MS), Vbo: volumen
inicial del blanco (ml), MS: peso en materia seca de la muestra (g MS/g MF), M: cantidad de
muestra a incubar (g MF).

El calculo expresa el volumen de gas producido en funcion de la cantidad de materia seca puesta
a incubar y toma en cuenta la cantidad de inéculo colocado en la jeringa para la incubacion.

La cinética de produccion de gas se analizd y se ajusté con el modelo propuesto por France et al.
(1993:



Y=A{l-exp[-b(t-T)—c(~Nt-VI}.

Donde Yrepresentala produccion de gas acunmilada
(ml), t el fiempo de mcubacion (horas), A es la asintota
(gas total; ml). T es e periodo de latencia (horas). b v c
son constantes (b v b™™7). El porcertaje de la fraccion
degradada (« h—1) varia con el iempo de acuerdo con:
n= b _. C, 1= T
24t

La determinacién de la degradacién de FDN se realiza con el protocolo descrito por Makkar
(2003), el cual se presenta a continuacion:

El contenido de cada grupo de tres jeringas se vacia dentro de un beaker junto con 150 ml de
solucion detergente neutra-NDS (50 ml por cada jeringa) y se colocan durante una hora a hervir
con refrigeracién para evitar la evaporacién en un digestor para fibras Gerhardt; el objetivo de
este tratamiento es el de solubilizar los microorganismos y obtener solamente la FDN no
degradada. El contenido del beaker se filtra (crisol P2) y el residuo se lava con agua destilada
caliente hasta que quede libre de la solucion detergente. Los crisoles con el residuo se secan
(130°C por dos horas o 100°C por 10 horas) y se pesan. Se llevan a la mufla durante cuatro
horas a 600°C para hallar el peso de las cenizas y hacer la respectiva correccion del peso de la
fibra no degradada.

Cilculos. Digestibilidad Aparente de la FDN:

. 1 .
g residuo — g cenizas
- - *100

%eFDNdegradada = —
2 muestraimicial”

‘Fasiduo despuds de la filtracién

“Gmmosdemusstra colocadosen lastrss jerinzasdel prupo

El analisis estadistico se realizd con ayuda del programa SAS para Windows Versiéon 8 de 1999.
Las variables evaluadas se sometieron a un Andeva y a una prueba de correlaciones.

Donde hubo diferencias P(a > 0.05) se utilizd el Test de Tukey (HSD) para la separacién de
medias.

Resultados y discusion

Etapa de predigestion enzimatica

La degradacion enzimatica de la MS de los cinco forrajes en los diferentes periodos, no presenté
diferencias significativas P(a > 0.05) (Tabla 1), lo cual demuestra que el protocolo utilizado tiene

buena repetibilidad a través de los seis periodos de evaluacion donde se encontraron coeficientes
de variacién entre 3 y 9%.




Tabla 1. Porcentajes de degradacion in vitre de la Materia Seca de cinco forrajes { Azolla, Bore, Morera, Nacedero v Salvinia) en
seis periodos de predigestion.

FORRAJE F1 P2 F3 P4 Fs Pa RMEE v Pr>=F
Azolla 341 373 36.6 6.0 363 36.2 1.3 A5 08174
[ a [ (4} il il N8
Bore 492 1.7 491 40.9 52.2 524 1.5 a0
i a i i Q @
Morera 45.1 428.1 48.2 47.6 40,8 S0.0 1.8 a9 0.0720
(o) [} [ [ (o) [ NS
Nacedera 333 A3.7 324 330 332 32.2 3.0 Q.0 [ERTET
il [ [ [ [ [ NE
Ralvinia 342 3.0 32.2 34.7 il.4 0.6 2.1 [N 0.2060
I 7] I '] 7] o NS
*Promedios con la mizma letra en la misma fla no difieren significativamente (N5) Ploc = 005 ** Plo - 001 *F (0.0] - - D05}

Los coeficientes de correlacion entre los diferentes periodos fueron altamente significativos
(Tabla 2), lo que indica que en el cambio de periodo los valores de digestibilidad de los forrajes
conservaron la misma relacién, valores bajos de digestibilidad, Nacedero o Salvinia, en un
periodo estuvieron asociados con valores bajos en los otros periodos y valores altos de
digestibilidad en un periodo, como es el caso del Bore, estuvieron asociados con valores altos en
los otros periodos.

Tabla 2. Coeficientes de correlacion entre los seis periodos experimentales para la digestibilidad de la Materia Seca en los cinco
forrajes evaluados (Azolla, Bore, Morera, Nacedero y Salvinia).

Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4 Periodo 5 Periodo &
Perioda 1 - 099437 0.98207 0.95400 098660 0.98611
0.0005 == 0.0020 == 0.0005 == 00019 == 0.0020 ==
Periodo 2 - 059347 0.99046 099725 099751
0.0006 == 00011 == 00002 == 0.000] *=*
Periodo 3 - 092040 0599628 0.99772
00013 == 0.0003 == 00001 *==
Periodo 4 - 092819 098785
0.0015 == 0.016=*
Perioda 5 - 099065
<. 000] ==
Periodo & -
* P00L - - 005 **: Pl - 0.00).

La buena repetibilidad de esta primera etapa de la prueba de predigestiéon in vitro permite
concluir que el método es valido para determinar la digestibilidad enzimatica de la Materia Seca.
Igualmente los resultados de digestibilidad in vitro de la MS del presente trabajo fueron similares
a los reportados por Rosales (2003) y Botero (2004), quienes realizaron ensayos de
digestibilidad ileal in vivo con cerdas adultas utilizando los mismos forrajes de este ensayo.

Etapa de fermentacion

Para esta etapa solo se presentan las cinéticas de produccion de gas y los pardmetros de
fermentacion de las fibras, Latencia y Volumen de gas final de la morera. La produccién de gas
en los tres periodos no presentd diferencias significativas (Figura 3).
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Figura 3. Cinélica de produccidn de gas de la morera en bos Eres periodos.

Para la tasa de fermentacién de las fibras (mt = T/2), en el periodo 3, se presentaron diferencias
altamente significativas P(a < 0.001) con relacion a los otros periodos (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros de las cinéticas de la produccion de pas de la morera ajustadas por el modelo de France ef al. (1993) en los
tres periodos experimentales

2 3 4
W=z Gy L
Periodos In {l/horas) {ml) (horas)
1 4 01344 aa 207 a 19457 &
2 4 0.0459 o 205 a 38420 a
3 4 01167 & 212a 26381 ab
Pr=F 12 00037 ==* 02820 N8 00214 =
"N, niimero de ohservaciones; W, ., lsa de degradacion de las fibras a las 72 homs: G, volumen de gas final; *L, periodo de latencia.
APromedios con la misma letra en la misma columna ne difieren significativamente NS Pl = 0035 ** Pla =< 001, * P (001 - o - 0,05)

En el periodo de latencia (L) se presentaron diferencias significativas P (0.01 a 0.05) entre los
periodos.

El volumen de gas final (Gf) no presentd diferencias significativas entre periodos.
Salvinia fue el Unico forraje que presentd diferencias altamente significativas P(a 0.01) entre el
periodo tres y los otros dos periodos. Los coeficientes de variacidén entre 2 y 11% demuestran

que el protocolo utilizado presentd buena repetibilidad en los tres periodos.

De igual forma los coeficientes de correlacion relacionados con la produccion total de gas, entre
los periodos de fermentacién in vitro, fueron altamente significativos (Tabla 5).



Tabla 5. Coeficientes de correlacion entre periodos para la produccion de gas total de Azolla, Bore, Morera, Nacedero v Salvinia.

Periado 1 Periodo 2 Periodo 3
Periodo 1 - 000045 0.99] 5%
<, 0001 0.0009
Periodo 2 - 09871 9*=
0.0017
Periodo 3 -
=3P - 000

El porcentaje de degradacion de FDN de los cinco forrajes no presentd diferencias significativas
entre periodos, con excepcion de azolla en el periodo tres (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de degradacion de FDN de Azolla, Bore, Morera, Nacedero ¥ Salvinia en los tres periodos experimentales.

Pl P2 | RMSE [ P*F
Axolla 16,78 203 b 272 a 33 15.6 0.0047 ==
Bore 5903 a 563 a 63T a 4.2 T.0 0.0908 M§
Morera 4.5 ah 396 Sha T.1 15.3 0.0230 *
Macedera 176 a 209 @ 237 a 7.7 il 05565 NS
Salvinia 2325 305 ab 438 a 6.9 21.2 0.0067 ==
Promedios con la misma letra en la misma fila no difieren significativamente (M5) Ploc = 0008 =% Ploc< 00013 *: PO00T - o - 0005,

Igualmente, para la degradacién de la FDN, los coeficientes de correlacién entre los tres periodos
fueron significativos, lo cual indica buena repetibilidad de la metodologia de extraccién de la FDN
(Tabla 7).

Tabla 7. Coeficientes de correlaciin entre periodos para el contenido de FDN de Azolla, Bore, Morera, Nacedero ¥ Salvinia.

Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3
Periode 1 - 084220
L 0.0165
Periodo 2 - 095155
0.0127 *
Periodo 3 -
B PWO0] - - 005 % P - 0010

La buena repetibilidad de esta segunda etapa de la prueba de fermentacidn in vitro permite
concluir que el método es valido para estimar la fermentacidn de la fibra de los forrajes a nivel
del intestino grueso del cerdo.

Esta técnica cobra importancia en Colombia y en el tropico pues permitira determinar el valor
nutricional de alimentos no convencionales utilizados principalmente por pequefios productores.
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