ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METODOS

“IN VIVO” E

“IN VITRO” EN PRUEBAS

DE DIGESTIBILIDAD EN BOVINOS*

INTRODUCCION:

El propésito del nutricionista, cuya
meta final cs la mejora de la produccién
animal, radica en la determinacién de la
calidad del forraje, expresada en forma de
su digestibilidad, es decir, en términos de
aquella porcién del alimento que el ani-
mal es capaz de absorber y utilizar para
el desarrollo de su cuerpo. Obviamente,
la mejor manera de hacerlo, es usar el pro-
pio animal para lo.que se conoce como
“Prueba de digestibilidad” No obstante
su alto costo y excesiva duracion, durante
muchos aiios los nutricionistas se sirvieron
de tal método. El perfeccionamiento de
una técnica de laboratorio mucho mas
simple, ha sido por algtn tiempo el obje-
tivo del nutricionista. animal; a este res-
pecto, se han propuesto y llevado a la
practica varios métodos con resultados va-
riables.

El conocido como “método del rumen
artificial” o “técnica in vitro”, a pesar de
que tiene sus limitaciones y defectos, se
ha venido usando por lo rdpido y barato,
en lugar de las pruebas convencionales.
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Dicha técnica es particularmente valiosa
en nuestro pais. Si se usa un procedi-
micnto “in vitro” adecuadamente modifi-
cado y adaptado, puede establecerse una
buena correlacion entre los resultados ob-
tenidos con este método y los logrados
con la “prueba in vitro” El método “in
vitro”, mds econdmico, puede aplicarse
para escoger en poco tiempo varias mues-
tras de forrajes, los resultados obtenidos
con forrajes que muestren ser valiosos o
de buena calidad, pueden a continuacién
confirmarse mecdiante pruebas de ceba.
El objeto del presente estudio, es por
‘o tanto investigar la extensién de la
correspondencia entre los dos métodos
bajo las condiciones existentes en nuestro
medio, con el empleo de una muestra de
ensilaje de uso comun entre nosotros. Por
simplicidad, se ha determinado la diges-
tibilidad de la materia organica total.

* Trabajo dirigido presentado como requisi-
to parcial para optar al titulo de Zootec-
nista.

“* Zootecnista.
*** Zootecnista.
#%%% Experto de la FAO.
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1. REVISION DE LITERATURA

Digestibilidad. Entiéndese por digesti-
bilidad el estudio mediante el cual esta-
blecemos la proporcion en que un alimen-
to es utilizado o digerido por el organis-
mo animal (1).

El término digestibilidad es normal-
mente tomado para indicar que los nu-
trientes o sustancias afines son absorbidos
por el tracto digestivo, una vez que han
sido atacados por algunas enzimas diges-
tivas o desintegrados por la microflora. Es
importante antes de iniciar cualquier es-
tudio sobre la digestibilidad tener claro
los conceptos de digestibilidad aparente y
digestibilidad real o verdadera. Se consi-
dera como digestibilidad aparente la frac-
cién del forraje que desaparece como re-
sultado de su procesamiento en el sistema
gastro-intestinal y por lo tanto es la frac-
cién que es aparentemente digerida o ab-
sorbida porque no aparece en las heces
fecales (2).

El diagrama ntmero 1 muestra este
proceso.

Sistema Digestivo

Forraje Heces fecales

Digerido

Cuando esta fraccién no recuperada se
expresa como porcentaje de la ingesta,
recibe el nombre de coeficiente de diges-
tibilidad.

La digestibilidad redl es aquella en la
cual se tienen en cuenta algunas sustan-
cias como células de descamacion, enzi-
mas, bacterias del tracto digestivo y otros

productos que son agregados al material
fecal (3).

La digestibilidad real nos da un indice
mds exacto de la cantidad de alimento
digerido por un animal, pero, los sistemas
para cncontrarlo son mas dispendiosos.
Los métodos para hallar la digest:bilidad,
se pueden llevar a cabo “in vitro” e “in
vivo” Para una mejor comprension las
estudiaremos por separado.

1.2. METODOS IN VIVO

Es necesario hacer una diferenciacion
clara y concisa de los métodos IN VIVO
para hallar la digestibilidad. Existen técni-
cas para encontrar la digestibilidad apa-
rente y la real o verdadera.

1.2.1. Determinacién de Digestibilidad
Aparente.

Para determinarla se utilizan: Métodos

Directos e Indirectos.

1.2.2. Métodos Directos.

El mas usado en la determinacién de la
digestibilidad de los nutrientes en los ru-
miantes es el de la coleccién total de he-
ces. Consiste en recobrar los residuos de
alimento que el animal excreta. Este re-
siduo se sustrae del alimento consumido
por el animal, obteniendo asi la digestibi-
lidad del alimento.

Para determinar los nutrientes presen-
tes tanto en la ingesta como en las heces,
¢stas se someten a andlisis quimicos en
el laboratorio (4). La digestibilidad esta-
ria dada por la férmula:

M. Seca consumida — M. Seca excretada

% Digestibilidad —

X 100 (5)

M. Seca consumida

Para efectuar la coleccién total de he-
ces los animales pueden estar en confina-
miento en cajas o jaulas de digestibilidad
o en libre pastoreo utilizando arneses es-
peciales.

Factores y condiciones que se deben ob-
servar para la aplicacion con éxito de estos
métodos:

1. Al disefiar las cajas de digestibilidad
se deben tener en cuenta la edad, la espe-
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cie y el sexo del animal. Las condiciones
de comodidad que pueden tener los ani-
males son basicas para el buen desarrollo
del experimento (6). (Horn, L. B,; Ray,
H. P. and Newman, L. B).

2. Debe haber un periodo preliminar
cn el cual se suministra el alimento o los
nutrientes en estudio. Durante este tiem-
po el animal debe excretar la totalidad del
alimento que consumié antes del estudio
(Blaxter, K. L.; Grahman, N. C. and
Wainman, F. W. 1956). El periodo fre-
cuentemente usado para rumiantes es de
10 dias (8). En este lapso se calcula la
cantidad de alimento consumido en 24
horas.

3. En cuanto a la coleccién de heces,
éstas se deben colectar en su totalidad,
evitando siempre que vayan acompaiiadas
de sustancias extranias (9). El disefio de
las cajas de digestibilidad debe ser tal
yue la coleccién sea una operacion que se
facilite al maximo (10).

Ray et al. en 1964 (11), estudiaron la
relativa eficiencia de periodos de coleccion
de 5, 7 y 10 dias en ensayos de digestién
con 21 dias preliminares. Usaron terneros
Hereford y no encontraron diferencias
significativas en los coeficientes de diges-
tibilidad. Algunos experimentadores reco-
miendan no extender el periodo de colec-
ci6n por mas de 15 dias (12).

El suministro debe ser a horas fijas y
varias veces al dia (14).

5. La edad debe estar comprendida en-
tre 18 y 24 meses para bovinos y entre 12
y 18 meses para ovinos (15).

6. Se acostumbra utilizar 3 o 4 ovinos
y de 2 a 4 bovinos para este tipo de ex-
perimentos (16).

7 No se han encontrado diferencias ni
tendencias marcadas hacia la utilizacién
de una raza en especial (17).

8. Todos los investigadores concuerdan
en cl uso de animales en buen estado de
salud. Se deben evitar los problemas de
parasitismo (18).

1.2.3. Métodos indirectos.

Se basan en el uso de “indicadores” o
“marcadores”’, que son sustancias fisiol6-
gicamente inertes y que no son absorbidos
en el tracto digestivo (19).

Existen dos tipos, marcadores internos
como la lignina, los cromdgenos y el ni-
trégeno; y los externos que son el polie-
tilenglicol y 1la silica (20).

Se han realizado estudios comparativos,
cntre los métodos para encontrar la diges-
tibilidad aparentc, encontrandose que no
hay una variacién significativa entre ellas
(21). Por lo tanto hay una alta correlacién
entre los métodos directos e indirectos.

Como los métodos descritos solo nos
dan una idea acerca de la digestibilidad
aparente, se han desarrollado recientemen-
te técnicas con las que se obtienen infor-
maciones acerca de la digestibilidad real.
Sin embargo, son métodos complicados y
dispendiosos como veremos mas adelante.

1.2.4. Determinacién de digestibilidad
verdadera.

Su objetivo es reconocer qué clase de
los nutrientes presentes en las heces son
producto de la digestion del alimento
(22). El método mas utilizado es el
aplicado a la digestibilidad de proteina y
grasa; en un primer paso se calcula la di-
gestibilidad “aparente” de la proteina y
de la grasa de un alimento conocido. Pos-
teriormente se suministra al animal una
dieta libre de proteinas y/o grasas y por
analisis se determina qué cantidades de
¢stas hay en las heces. Estas cantidades
son substraidas de los pesos de grasas o
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proteinas de la dieta normal que consu-
mieron los animales (23).

WipbowsoN et al. en 1954 (24) encon-
traron que el inconveniente de este mé-
todo es la falta de rapidez en las raciones
que no contengan grasa o proteina. Esto
fue ratificado por Castle et al. en 1957
(25) quién ademds reporté la resistencia
de los animales al consumo de las dietas.

1

_.1.3. METODOS IN VITRO

La experimentacién “in vitro” puede
llevarse a cabo por diferentes métodos.
Bisicamente lo que pretende es simular
«las condiciones y medios del tracto diges-
tivo de un poligdstrico en un laboratorio.
Jsto implica por lo tanto tener un cono-
cimiento amplio de la anatomia y la fi-
r$jologia del aparato digestivo de los bo-
.vinos; como de los procesos y cambios
fisicos y quimicos que sufren los alimen-

_tos durante la digestion.

5

1.3.1 Técnica del rumen artificial para
el estudio de la digestién del ru-

men IN VIVO.

Se han disefiado algunos tipos de ru-
men artificial para el estudio de los nu-
trientes en vivo. Uno de los primeros ti-
pos fue propuesto por Louw et al. 1949
(26). Posteriormente Huhtanen and Gall
en 1952 (27) desarrollaron un rumen ar-
tificial en miniatura en el cual segin au-
tores las principales ventajas son la eco-
nomia y facilidad de trabajo; sin embargo
los resultados no fueron satisfactorios.
Werner en 1953 (28) perfeccioné los an-
teriores métodos e ide6 una nueva técnica
del rumen artificial IN VIVO. Este, con-
siste en un tubo de ensayo de porcelana
equipado con tubos que permitan el es-
cape de gases resultantes de la fermenta-
cién microbiana.

Se coloca en el tubo de ensayo de por-
celana 35 cc. de fltido del rumen al cual
se hace pasar gas, luego se afiaden 5 gra-
mos de la muestra que se quiere investi-
gar. Hecho lo anterior se coloca este
“Rumen” dentro del verdadero por un
periodo de 10 dias y un tubo de ensayo
sin muestra que se considera como blan-
co. Al final del periodo Ia digestibilidad
se calcula por diferencias.

1.3.2. Uso de sacos o bolsas semiper-
meables o de dialisis.

El método que fue desarrollado inicial-
mente por Louw et al. 1949 (29) en estu-
dios de utilizacién de celulosa, que invo-
lucraban el uso de fltido del rumen, solu-
cién mineral y un substrato. El contenido
del saco semipermeable se suspendia en
un bario de agua que contenia la solucién
mineral a la que previamente se habia
ajustado el pH; a continuacién se hacia
pasar N2 y CO, al 5% y se mantenia a
la temperatura de 39° C por 24 horas.

Recientemente se ha hecho énfasis en
¢l uso de bolsas semipermeables que simu-
lan las condiciones del rumen “in vivo”

Los principios del experimento son los
mismos de Louw et al. en cuanto a du-
racion, temperatura, pH, medio ambiente.
Lo tnico que varia son los implementos
con los que se realiza.

El método es adaptado de la técnica de
digestibilidad “in vitro” descrito por Do-
brinka y Havslovs Sorensen 1964 (30).
Basado en el principio de Davey y Cols
1960 (31) que establece que el proceso
de digestibilidad en los rumiantes se lleva
en dos etapas.

El forraje es digerido primero con mi-
croorganismos anaerobios tomados del ru-
men de una vaca normal y luego con la
pepsina propuesta por Telly and Terrv
1961 (32).
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1.3.3. Uso de rumen artificial imper-
meable.

Como su nombre lo indica se utilizan
recipientes de material impermeable. En
un principio se empled sobremanera el
vidrio; en la actualidad se tiende a usar
recipientes de poliproleno “Nalgene” y
otros materiales sintéticos. En dicho reci-
piente debe haber una solucién de mine-
rales de composicién similar a la de la
saliva, una alicuota de licor del rumen,
algunos nutrientes y una muestra del ali-
mento en estudio. El recipiente es man-
tenido entre 39 y 40° C de temperatura

Na, HPO, 12H,0 52
KCl 7
CaCl. 6H.O
FeSO, 7H.0
ZI'ISO4 7H20

’ CoCl. 6H.O

tiz

Estas sales se diluyen en 2 litros de
agua. La mezcla del rumen quedaria asi:
100 ml. de esta solucién, 100 ml. de licor
del rumen filtrado y 450 ml. de agua.

NaHCO; 9.8 gm.
KCl 577
CaCl, .04

Los primeros aparatos usados en este
tipo de experimentos eran complicados.
El sistema constaba de un balén de Buch-
ner de 150 ml. con tubos de entrada y
salida de gas, ademas de otros dispositivos
que contenian solucién molar de Na,COs
para regular el pH y embudo de mues-
treo.

En estos “riumenes” se depositan 40 ml.
de solucién mineral o saliva artificial, 5
ml. de substratos en solucién al 10% y
5 ml. de “licor” del rumen. Uno de los
trabajos mds importante realizados en este

.50 g
.50
.75
15
.08
.02

y ¢l medio completamente anaerobio, el
pH entre 6.5 y 6.9; en caso de presentarse
alteraciones se normaliza con una solu-
cién molar de Na. CO;.

Varias férmulas para las mezclas mine-
rales han sido propuestas:

1. La de Louw et al. 1949 (33) que
consiste en 700 ml. de “licor” del rumen; i
1.5 ml. Molar, — NH; PO,; 7.5. ml. 2
Molar (NHy)» SO4; 7.5 ml. Molar Mg #
SOy y 7.5 ml,; 0.5 Molar-CaCl..

2. La férmula de Burroughs et al.p
1950 (34) es como sigue:

m.  NaHCO; 52.50 gm.

" NaCl 7.50 7
MgSO,. 7TH.O 2.25
MnSO,. 4H.O .08
CUSO;. 5H,O .04
(NH,)2 SO, 37.50

3. La saliva artificial de McDougaht
1948 (35) contiene por litro de agua des-
tilada las siguientes sales:

Na.HPO;,. 12H.O 9.30 gm.
NaCl 47 7

sistema fue el de Elsden 1945-1946 (36)
quien estudié la formacién de 4cidos gra-
sos en varias muestras. Posteriormente, los
investigadores se dedicaron a simplificar
los métodos y crear nuevas técnicas que
facilitaron los estudios de forrajes en “Ru-
menes” artificiales.

Sobresalen los estudios de Telly and

Terry (37) quienes standarizaron el mé-

todo de la digestibilidad “in vitro” en dos
etapas. Se utilizan tubos de vidrio de 80
a 90 ml. dentro de los cuales se colocan
5 gm. de muestra, 10 de licor del rumen
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y 40 ml. de solucién Buffer. El licor del
rumen ha sido filtrado previamente a tra-
vés de dos capas de popelinas y mante-
nido en condiciones anaerobias.

La solucién Buffer mantiene adecuada-
mente los microorganismos y junto con
algunos elementos como el dcido Valérico
y los de mincrales traza favorecen el cre-
cimiento de la poblacién bacterial (38).

Se hace pasar CO; a través de la solu-
cién y se sella el tubo con un tapén de
caucho provisto de una valvula Bunsen.

Estos tubos se incuban a 38°C y se
deben agitar periédicamente. Después de
48 horas de digestion Microbial es dete-
nida mediante la adicién de 1 ml. de una
solucién al 5% de cloruro de Mercurio,
luego los tubos se centrifugan a 1.500 rpm
por 15 minutos; el sobrenadante se des-
precia. Se agrega enseguida 50 ml. de
pepsina clorhidrica a cada tubo y de nue-
vo se incuba en el baiio de agua a 38° C,
durante 48 horas. No son necesarias las
condiciones anaerébicas. Al terminar esta
scgunda etapa, se centrifuga y se lava el
residuo del tubo con agua destilada, en un
vaso de precipitacion tarado previamente.
Este se lleva a la estufa a 92° C y después
de 24 horas se halla la digestibilidad por
diferencia (39).

Se usaron 146 muestras de pasto de di-
ferente tipo a los que se les conocia la
digestibilidad “in vivo”, se encontr6 que
la ecuacién de regresién era:

y=99%—101 (S.E.=23I)

Donde (y) es la digestibilidad “in
vivo” y (X) es la digestibilidad de mate-
ria orgdnica “in vitro”.

Posteriormente C, E. Haris en 1963
(41), comparé la digestibilidad “in vivo”
con la digestibilidad “in vitro” obtenida
esta tltima en dos laboratorios diferentes.
Los resultados se resumen ast:

Estudios recientes realizados por R. L.
Reid, B. Clark and G. A. Jung en 1964
(42) con pasto Sudan, en los que se utili-
zaron los métodos “in vivo” e “in vitro”,
pusieron de manifiesto la alta correlacién
cxistente entre los métodos.

Busy Sanz en la Estanzuela, Uruguay
en 1967 (43) realizé estudios compara-
tivos de diferentes raciones, valiéndose del
método “in vivo” de la coleccion total de
heces y del de las “dos etapas” in vitro.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. DETERMINACION IN VIVO

El método utilizado fue el de la colec-
ciéon total de heces. El experimento fue
iniciado el 26 de enero y se terminé el 23
de febrero.

2.1.2. Procedimiento.

El procedimiento empleado para llevar
a cabo el experimento se describe asi:

1. Periodo preliminar: Se efectu6 en
un periodo de 21 dias durante el cual se
corrigieron los defectos de fabricacion en
las cajas de digestibilidad; se acostumbré
a los animales a permanecer sosegadamen-
te en jaulas, para eliminar las variaciones
debidas al “stress”; se determiné la canti-
dad aproximada de alimento consumido
en 24 horas y el horario mas apropiado
para este suministro, asi como para la co-
leccion de heces. Ademds se limpi6 el
tracto digestivo de nutrientes diferentes
al material usado en el experimento. En
este periodo se efectuaron colecciones de
heces tres veces al dia para determinar
porcentajes de humedad, hasta obtener un
dato standar para 24 horas.

2. Suministros de alimento y agua. El
ensilaje se ofrecta tres veces al dia a las
7am.yalas 12 my alas-5:30 p.m.
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Previo el suministro de alimento se re-
cogian y pesaban los sobrenadantes que
luego eran analizados en el laboratorio.
El agua se suministraba después de reco-
ger cl alimento sobrante y antes de ofre-
cer el nuevo alimento su consumo:era
ad libitum.

3. Coleccion de heces. Este periodo
dur6 7 dias; las heces se recogian tres ve-
ces al dia y eran almacenadas en bolsas
plésticas que garantizaban una humedad
constante. Cumplido un periodo de 24
horas se pesaban las bolsas con las heces
y se tomaba una muestra para analisis.

4. Analisis de laboratorio. Del alimen-
to ofrecido y rechazado se tomaban mues-
tras al azar, que eran llevadas al labora-
torio en cajas de Petri cerradas. Para los
analisis de humedad se pesaba una can-
tidad que variaba entre 25 y 30 gramos,
se colocaba ésto en una caja metdlica y
se llevaban a la estufa por 24 horas a 92°
C. Al término de éstas se determinaba los
porcentajes de humedad por diferencia.
La materia seca se guardaba para determi-
nacién de cenizas. Para este andlisis se
tomaba una muestra entre 2 y 3 gramos,
se colocaba en un crisol y se llevaba a la
mufla de 20 a 30 minutos a 550-600° C.
El porcentaje de cenizas se determinaba
por diferencias de pesos. En cuanto a las
heces, se les aplicaba los mismos analisis
de laboratorio en idéntica forma. Toda
muestra tanto de heces como de alimento
se buscaba que fuera lo mas representativa
posible y tenia su respectiva replicacién.

2.1.2. Materiales.

Citamos a continuacién la lista de ma-
teriales empleados para realizar el expe-
rimento IN VIVO.

1. Cajas de digestibilidad. Fueron cons-
truidas en base al plano de Horn, Ray y
Neumann (7) J. Animal Sc. 13, 20-34,

F. M, Veterinaria — 4

1954, sin embargo fue necesario hacer al-
gunas reformas, ‘primero porque los ope-
rarios que las construyeron no interpre-

taron a cabalidad los planos y segundo

por fallas de disefio en las cajas. Transcri-
bimos a continuacién los principales cam-
bios y explicaremos el porqué de ellos.

*1.1. Las cajas de coleccién de heces
cran en un solo cuerpo, hubo necesidad
de hacer cajas individuales que facilita-
ron la coleccién y se pudieron adaptar al
tamafio del animal,

1.2. Para obviar que los animales se
salieran de las cajas se utilizaban cadenas
que iban en la parte posterior de la caja,
evitando asi que el animal sacase el tren
posterior de ésta. Se presentaron proble-
mas debido a que en las cadenas queda-
ban heces y muchas veces dificultaba el
que éstas cayeran dentro de las cajas. Se
solucion6 este problema adaptando las
cajas al tamafio de cada animal, de tal
manera que los talones del tren posterior
quedaran en contacto con un barrote de
madera que separaba el piso de Ja jaula y
las heces caian directamente en las cajas.

1.3. Para la eliminacién de la orina,
se aconsejaba el uso de un arnés especial
el que la llevaba a través de un orificio en
el piso de la jaula. Se presenté el incon-
veniente de que los animales pisaban las
mangueras y dafiaban con facilidad los
arneses; ademds esta orina iba a alterar las
heces. Se.solucion6 de la manera mis
favorable el problema abriendo orificios
de 3 cms. de didmetro en el piso de la
jaula.

1.4. Para mantener el animal en la
posicién correcta se colocaron collares.

1.5. Las cajas de heces y alimento fue-
ron recubiertas con plastico, para facilitar
la coleccién de heces y de sobrenadantes
de alimento. Garantizando asi que no ha-
bian variaciones en la humedad.
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Estas cajas fueron fabricadas en madera
y colocadas bajo techo. Se buscé un lugar
de ficil acceso y cercano al sitio del al-
macenamiento de ensilaje y de toma de
agua.

2. Forrajes. Se utiliz6 ensilaje de ave-
na. El resultado del anilisis fue similar y
realizado en diferentes laboratorios. Es-

te ensilaje no contenia ningln tipo de
aditivo y fue bastante bien aceptado por
los animales.

3. Tipo de animal. Fueron usados para
el cxperimento 2 animales castrados de
raza Rojo Danés de 18 meses de edad. Sus
pesos fueron:

Peso inicial Peso final
Kgrs. Kgrs.
Animal N¢ 1 246 251
Animal N¢ 2 261 268

Al iniciar y al terminar el experimento los animales se encontraron en per-

fecto estado de salud.

TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DEL ENSILAJE UTILIZADO PARA LA
INVESTIGACION “IN VITRO"”

Humedad Proteinas Grasa Cenizas Fibra ENN
% % %o % % %
74.50 9.51 3.03 7.30 35.00 45.16

2.2. DETERMINACION IN VITRO

2.2.1. Método utilizado.

Se empleo el método de Telly and Te-
1y, adaptado por M. J. Wurster and L. D.
Kamstra para el uso de la Universidad
estatal de South Dakota en los Estados
Unidos. Consta de dos etapas: en una pri-
mera la muestra seca de forrajes es colo-
cada en un tubo de ensayo con una solu-
cién Buffer y licor de rumen. Este “licor”
no es mas que MICroOrganismos que se
han obtenido de la panza de un animal
previamente fistulado. Esta primera etapa
es anaerobia y dura 48 horas. La segunda
etapa es aerobia; en ésta se supone que la
muestra sufre un “ataque” por las enzimas
y jugos del abomaso o cuajar. Para ello se
prepara una solucién de pepsina clorhi-

drica la cual se mezcla con la muestra y
se deja durante 48 horas. Al término de
este perfodo la muestra o residuo que que-
da se considera como la parte del alimento
que se excreta, por el animal. Este sobre-
nadante se lleva a la estufa y posterior-
mente, por diferencia de pesos, se calcula
la digestibilidad.

Con mis detalles enumeraremos los pa-
sos necesarios para llevar a cabo cada una
de las etapas:

2.2.2. Primera etapa.

1. Pesar 5 grs. de forraje e introducir-
los en tubos de “Nalgene” de 100
ml. Si las muestras pesadas no se
van a trabajar inmediatamente es
conveniente tapar los tubos de en-
sayo.
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.10.

1.

El dia que se empieza la experiencia,
poner a funcionar varias horas antes
cl baiio de agua (bafio de Maria),
para regular su temperatura en
39° C.

Cuando la temperatura ha sido ajus-
tada correctamente, quitar los tapo-
nes de los tubos de ensayo y agregar
25 ml. de solucion McDougall.

Cuando todos los tubos han sido
llenados, colocarlos en el baiio de
agua, pasar burbujas de CO, y ta-
parlos nuevamente.

Obtener fliido de rumen de un ani-
mal fistulado. Procurar hacerlo con
un ayuno minimo de 3 horas.

A medida que sc colecta el fliido
de rumen se va pasando a través de
un filtro de tela (popelina); se de-
posita en un termo previamente ca-
lentado.

Transportar el fliido lo mas rapido
al laboratorio para evitar que se en-
frie.

Ya en el laboratorio, se saca del ter-
mo, se filtra nuevamente y se recoge
en un Erlemeyer a 39° C. Pasar
CO. para mantener el medio anae-
robio.

Mezclar fltido de rumen con la so-
lucién McDougall en la proporcién
siguiente: 15 cc. de sol. McDougall
por 10 cc. de flaido del rumen. En
lo posible hacerlo con un agitador
magnético que ademds de regular la
temperatura agita constantemente la
solucién.

De la mezcla anterior agregar 25 cc.
a cada tubo.

Después de la adicion, tapar los tu-
bos con tapones de caucho provistos
de valvulas Bunsen para el escape de
gases y tubos de entrega de gas.

12

3.

14,

.18.

.19.

.20.

. Es importante que los tubos queden

bien sellados; para ellos se ajustan
los tapones y se pone una banda de
esparadrapo alrededor del tubo.

Pasar CO, a través de los tubos. Ha-
cerlo cuidadosamente para que las
burbujas producidas no dafien la
muestra en las paredes del tubo.

Pasar CO, cada 3 o 4 horas para que
haya una buena mezcla de la mues-
tra con la solucién y para asegurar la
anaerobiosis durante el proceso.

. Después de 48 horas quitar los ta-

pones a los tubos.

. Dejar por lo menos una hora, antes

de centrifugar.

El mismo procedimiento se le aplica
a los tubos de control (blancos) en
los cuales no se ha depositado mues-
tra. Su objeto es determinar la can-
tidad de sélidos totales que aportan
los reactivos.

Lavar las paredes de los tubos con
agua destilada, con la ayuda de una
varita de caucho.

Centrifugar durante 10 minutos por
2.500 rpm.

Drenar y desechar el sobrenadante.
Sigue a continuacion la digestion de
pepsina.

2.2.3. Segunda etapa.

1.

Después de la fermentacién bacte-
rial la etapa de la pepsina puede ser
iniciada y los tubos se pueden refri-
gerar segun la conveniencia.

Agregar 50 ml. de solucién de pepsi-
na a cada tubo inclusive a los blan-
cos, controlando que el residuo de
la fermentacion sea suspendido en
la pepsina.
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.3. Incubar a 39° C por 48 horas en el .6. Los vasos de precipitacién se llevan
bafio de agua. No es necesario que a la estufa por 24 horas a 92° C.
cl medio sea anaerobio. 7  Pesar los vasos de precipitacién una
.4.  Cumplidas las 48 horas, centrifugar hora después de sacados del horno.
y drenar lo que sobrenada como se .8. Con estos pasos se procede poste-
ha dicho antes. riormente al cilculo de la digesti-
.5.  El residuo que queda en el tubo se bilidad.
uﬁroduce en un vaso de precipita- 2.2.4. Preparacién de soluciones.
cién tarado previamente; se deben
lavar con agua destilada y limpiar las .1. Soluciéon McDougall o “saliva ar-
paredes de cada tubo. tificial”
Gramos/litro (1) Gramos/litro (5)
NaHCO;, 9.80 49.00
KCl .57 2.85
NaCl 47 2.35
MgCL. anhidro .06 .30
CaCl; anhidro .04 .20
El CaCl, se agrega al final. Poste- .4. Agitador magnético para preparar
riormente se pasan burbujas hasta las soluciones.
que la solucin esté clara y se ajuste 5. Implementos de laboratorio como
el pH entre 6.9-7.0. son: termos, aspiradores, terméme-
.2. Soluci6én de pepsina. Se disuelven 2 tros, estufas, pipetas, balanzas ana-

grs. de pepsina en 850 ml. de agua
destilada. Agregar KCI concentrado
al 36% o 1.7 N y completar hasta
un litro de volumen. El pH final de
la solucién debe quedar entre 1.7 -
2.0.

2.2.5. Materiales.

1.

Baifio de agua (bafio de Maria) en
el que se pueda regular la tempera-
tura.

Cilindro de CO- con su mandmetro
respectivo.

Tubos de ensayo de Nalgene de 100
ml. Provistos de tapones de caucho
con valvulas Bunsen.

liticas, buretas, etc.

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. DIGESTIBILIDAD IN VIVO.

Para determinar el porcentaje de di-
gestibilidad se procedié asi:

Se determind la cantidad total del
alimento consumido en cada perio-
do. Se consideraron 7 periodos, ca-
da uno de 24 horas.

A este alimento se le determiné el
porcentaje de humedad y por dife-
rencia se hall6 el porcentaje de ma-
teria seca. Ya con este dato pudimos
calcular la cantidad de materia seca
consumida por animal por periodo.
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.3.  Las heces se recogian y se pesaban
para los mismos periodos. Se les so-
metia a los mismos analisis del ali-
mento, encontrando de esta manera

la materia seca excretada.

4.

Conociendo la cantidad de materia
seca consumida y excretada por ani-
mal por periodo, se procedi6 a apli-
car la siguiente férmula:

M. ccca consumida — M. seca cxcretada X 100

% Digestibilidad —

3.2. DIGESTIBILIDAD IN VITRO.

Explicaremos cn forma esquematica
el procedimiento para calcular el

porcentaje de digestibilidad.

A = Peso de muestra inicial. En

nuestro caso fue .5 grs.

B = Peso de vaso de precipitacion

vacio.

C = Peso final de vaso de precipi-

tacion mas muestra

D = Residuo de digestion = C—B.

E = Peso de sélidos totales de reac-
tivos o “blancos” Tomamos
como base .0171 grs., que fue
cl valor promedio de todas las

las observaciones hechas.

F = Residuo REAL de digestion

=D-—E.

G = Porcién absorbida = A —F.

G
% digestibilidad = N x 100

M. seca consumida

La tabla 4 nos indica los valores en-
contrados. La mucstra dc ensilaje de
avena utilizada en este experimento
fue previamente secada y molida.

Posteriormente se dividi6 en dos
porciones que aparecen en la tabla.

3.3. ANALISIS DE RESULTADOS IN

VIVO.
.1.  Cocficiente de variacién de resulta-
dos en cada animal.
% Digestibilidad total 9, Digestibilidad total
Animal N2 1 Animal N2 2
54.73 54.36
53.54 54.00
52.68 55.52
53.10 53.05
52.82 53.48
54.39 54.27
51.30 53.81
. 3 X 3.67
P = —— = 6]
n—1 6
S = \/ 61 = .78
S .78
C.V.___—:———: 1.4?70
X 54.07
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Estos bajos coeficientes de variacion Prueba de homogeneidad de los
indican la homogeneidad de los re- muestreos.
sultados entre animales.
Periodos I 11 m v VI vl
Animal 1 54.78 53.64 52.68 52.82 54.39 51.30
Animal 2 654.35 54.00 55.52 55.48 54.27 63.81
d .38 .46 2.84 .66 .02 2.51 6.92
Ho=Mo=0 Ha=Mb >0
S_e 2d 6.9z 08 La probabilidad de encontrar un va-
4 a7 lor mayor en este muestreo con

S—= \/_9§:: .99
d

Sd—0  .98—0
t—m—————— = 989
sd 99

GdeL=6

MUESTRA NUMERO 1

s X 21.6376
se= T

n—1 15

S=\/T.#=1.20

S 1.20
CV.=—=——=2.339

X 51.30
Los coeficientes de variacion son ba-

jos, indican por lo tanto, homoge-
neidad de los resultados entre mues-

H,=M,=0

M, = 0 es < .4. Luego no se puede
rechazar la hipétesis nula y se con-
sidera el muestreo homogéneo.

. ANALISIS DE RESULTADOS IN

VITRO.

Coeficientes de variacidon de resulta-
dos en cada muestreo.

s X 6.0021

n—1 15

tras.
Prueba de homogeneidad de los
muestreos.

H, Mb<0
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V2l

S—2= =——=1.22

1.22—-0
=1.109

Sd 1.10
Grados de libertad = 15

Las tablas de “t”, teniendo en
cuenta los 15 grados de libertad
nos indican que la probabilidad de
un valor mayor en este muestreo
M, =0 es < .3. Por lo tanto no se
puede rechazar la hipdtesis nula y
se acepta una alta homogeneidad en
el muestreo.

. La ecuacién de regresion calculada

fue:
A
Y =.87x+9.14

donde ¥ = valores de digestibili-
dad In Vivo.

X =valores de digestibili-
dad In Vitro.

La regresion de X sobre Y, b xy =
.857,; la regresion de Y sobre X,
byx = .261.

La correlacion entre valores X y Y
calculada fue:

r= 72

r= 72 es d significativo aun a
niveles de 19, (P < .01).

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se efectu6 el estudio comparativo de
los métodos IN VITRO e IN VIVO,
para determinar la digestibilidad. Utili-
zando el sistema de coleccion total de he-
ces y de las “Dos etapas” de Telly and
Terry, respectivamente.

Se llevé a cabo un periodo preliminar
en el que se consiguié que los animales
se habituaran a permanecer en las jaulas
y a consumir el alimento. Terminado éste,
sc empezd el periodo de experimentacion
con una duracién de 7 dias, en el cual, el
alimento se suministraba previamente pe-
sado y las heces eran colectadas y pesadas.

La experimentacion IN VITRO im-
plico la realizacién de dos etapas. En la
primera, la muestra de forraje se sometia
a una digestion microbiana; y en una se-
gunda era “atacada” por la pepsina. La
muestra en cstudio era ensilaje de avena.

Las conclusiones obtenidas en cl pre-
sente trabajo fueron las siguientes:

.1. Los coeficientes de variacion de re-
sultados en cada animal y en cada
muestra nos indican una alta homo-
geneidad.

.2. Se encontrdé una alta correlacion
(r = .72) entre los métodos IN VI-
TRO ¢ IN VIVO.

.3. El método IN VIVO requiere pe-
riodos demasiado largos de experi-
mentacion.

.4. Es ademas bastante dispendioso en su
ejecucién y su costo muy elevado.

. Con el método IN VITRO se pue-
den realizar estudios de varias mues-
tras a la vez, con la mayor eficiencia
a menor costo.

vt
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