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INTRODUCCION

El potencial productivo del animal s6lo puede expresarse en la medida que se cubran sus
necesidades de mantenimiento, quedando un excedente disponible para ser transformado en
producto, esto es la clave para el éxito de los sistemas de produccion bovina. El conocimiento de la
digestibilidad de los alimentos es bésico para establecer su valor nutritivo, y ello, para la
formulaciéon de raciones de animales rumiantes; sin embargo, la determinacion in vivo de la
digestibilidad es un proceso laborioso, costoso y requiere el empleo de grandes cantidades de
alimento, adicionandole numerosos factores, entre los que se destacan el tipo de racién, el nivel y
pauta de ingestion de los alimentos, la especie animal y el estado fisiolégico de los animales
(Schneider and Flatt, 1975). Varios experimentos se han realizados para estudiar el efecto de la
racion del animal donante de indculos con ganado ovino (Ramanzin et al., 1997), vacuno (Jaakola
and Huhtanen, 1993) y caprino (Kawas et al., 1991; Ramanzin et al., 1997), concluyendo que a
medida que aumenta la proporcion de concentrado en la racién se produce un aumento paralelo de la
digestibilidad in vivo de la materia seca (MS) y de la materia organica (MO), asi como una
disminucion de la digestibilidad de los componentes de la pared celular. Huhtanen y Jaakola (1993)
observaron que estos efectos eran producidos fundamentalmente por cambios en la digestion en el
rumen, mientras que el efecto observado en los tramos posteriores del tracto digestivo era muy pequefio.
Lo arriba explicado, fue la causa que desencadend la blsqueda de técnicas alternativas en
laboratorio, con el objetivo de simplificar los procedimientos, reducir la labor y los costos de las
determinaciones (Adesogan, 2005). En la evaluacion de alimentos se cuantifican entidades quimicas.
Hoy en dia, ademas se ha puesto interés en desarrollar métodos “bioldgicos”, a los cuales se les
establece sus asociaciones con la respuesta animal (France et al., 2000). El procedimiento
desarrollado por Tilley y Terry (1963), es con ligeras modificaciones, el mas ampliamente utilizado
en la mayoria de los laboratorios. Sin embargo, este método sigue siendo un procedimiento que
consume mucho tiempo y trabajo, debido a que cada alimento debe incubarse por separado,
limitando el nimero de muestras a ser analizadas por corrida o tanda. Entre las modificaciones
importantes, estan las propuestas por Goering y Van Soest (1979), que permitieron una valoracion
rapida de los alimentos sin afectar negativamente a la precision del valor obtenido (Van Soest,
1994). Este procedimiento consiste en una incubacion de los alimentos con liquido ruminal durante
48 h a 39°C, seguida del tratamiento del residuo obtenido con una solucidén neutro-detergente
durante 1h a 100°C, considerando los resultados una estimacion de la digestibilidad real de los

alimentos. El reciente equipo DaisylI®-Ankom Technology, permite la incubacion simultanea de



100 muestras diferentes, en recipientes de vidrio, manteniendo calor uniforme y agitacion constante
durante el procedimiento de incubacion. Es un método rapido, seguro, eficiente y econémico (De
Figueiredo, 2000) y los datos obtenidos de digestibilidad para distintos alimentos tienen una alta
correlacion con los obtenidos por el método convencional de Tilley y Terry (Vogel et al., 1999), con
la técnica in situ o de la bolsa de nylon (Robinson et al., 1999, Wilman et al 2000) y con valores in
vivo (Bochi-Brum et al., 1999). Un reciente estudio de Brunetti (2010), demostré que las mejores
respuestas de prediccion del valor nutritivo en silajes de sorgo de argentina, se encontraron cuando
en los modelos se utilizaron las variables bioldgicas, digestibilidad in situ usando materiales frescos
para su andlisis y digestibilidad in vitro mediante el método Tilley y Terry en el incubador DaisylI®-
Ankom Technology. Para llevar a cabo los metodos biologicos es necesario el uso de animales
donantes de licor ruminal, los cuales estan cronicamente fistulados en rumen, siendo numerosos los
problemas que surgen de su mantenimiento (Mauricio 2001), como por ejemplo, intervenciones
quirargicas costosas, infecciones en especial en las zonas tropicales, adicionando el problema de que
el indculo ruminal no es un fiel representante de ese ambiente en lo que se refiere a cantidad y
calidad de microorganismos. Omed (2000) encontrd que las heces presentan un alto potencial como
alternativa de in6culo en las técnicas de digestibilidad in vitro; como asi también para la técnicas de
gases (Aiple et al.; 1992), considerando una ventaja de este inoculo la inespecificidad de los
microorganismos por el sustrato (drskov et al., 1970,1972). Varios son los autores que coinciden
con lo antes dicho; utilizando heces de distintos rumiantes, como en el caso de ovejas (Mann y
Orskov, 1973; Lewis y Dehority, 1985; Varadyova et al., 2005), heces de ganado bovino (Jones and
Barnes, 1996; Holden, 1999; Mabjeesh et al., 2000) y los més recientes estudios, de caballos
(Lattimer et al., 2007; Murray et al., 2008).

La necesidad de cuidar el bienestar de los animales usados para experimentacion, que significa entre
otras cosas, exponerlos al menor estrés posible durante la preparacién, evaluacién y recuperacién de
los procedimientos experimentales, exige que se reduzcan al minimo posible procedimientos, que
aunque muy cuidados y que no ponen en riesgo la vida de los animales, pueden generar alguna
incomodidad. Por lo expuesto, sumado a la carencia de un método rapido y confiable que permita
determinar el valor nutritivo de los alimentos de manera masiva en el laboratorio, se justifica el
objetivo del trabajo que consistio en comparar la efectividad de recursos microbiales, fecales y

ruminales, en la determinacion de la digestibilidad verdadera in vitro, utilizando una misma muestra.



MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el INTA, Estacion Experimental San Luis (Latitud 33°39'50" S,
Longitud 65°24'37" W), durante el periodo de enero a marzo del 2011. La muestra evaluada fue
heno de alfalfa, Medicago sativa L, con 35 dias de rebrote. La misma se secd a 65°C por 48 h,
continuando con un molido y tamizado (2mm), para posterior determinacién analiticas de materia
seca (AOAC, 1990), proteina bruta por Kjeldahl (Bremmer y Breitenke, 1983), en forma secuencial,
fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA) y lignina detergente acida (LDA)
(Goering y Van Soest, 1970), cuyos resultados se muestran en la Tabla I. Para el anélisis de
digestibilidad verdadera in vitro, se utiliz la técnica descrita por Goering y Van Soest (1979),
adaptando la modificacion metodoldgica propuesta por Ankom Tecnology Corporation, para el
equipo Daisyll®. Para ello se depositaron 250 mg de muestra en bolsas de poliéster/polietileno (FN°
57), con dimensiones de 5 x 4 cm y porosidad de 25 pum, las mismas se sellaron con calor,
colocandolas en recipientes de vidrio (jarras) de 4 litros de capacidad, que giran dentro de una
camara a temperatura controlada. En cada una de las cuatro jarras de digestién se incubaron al azar
10 bolsas (repeticiones), incluyendo dos blanco (bolsa vacia y sellada sin muestra), con el fin de
generar el factor de correccion por el posible ingreso de particulas 6 pérdida de peso de las bolsas.
La solucion buffer que se afiadio en cada recipiente fue la propuesta por Kansas State (Marten et al.,
1980) compuestas por minerales, fuentes de nitrogeno y agentes reductores que ayudan a la
anaerobiosis necesaria en el proceso (Anexo I). El in6culo microbial necesario para el procedimiento
se recolect6 de un bovino macho de raza Aberdeen Angus con fistula en rumen, de peso vivo 350
kg, alimentado en el primer periodo del ensayo con heno de alfalfa, y en una segunda etapa con
rollo de digitaria, de baja calidad con a finalidad de evaluar la interaccion entre el sustrato, el indculo
y la digestibilidad. EI material ruminal se extrajo directamente a través de la fistula ruminal, se tomd
un pufiado de mezcla del rumen, se exprimid el contenido para extraer el liquido y éste se almacend
en los termos previamente calentados con agua a 40°C para su transporte. En el laboratorio el
material ruminal se licu6 por 30 segundos, se filtré y transfirié a un erlenmeyer mantenido en bafio
maria a 39°C, continuamente saturado con CO,. La materia fecal se obtuvo del mismo animal,
simultaneamente a través de palpacion rectal, manteniendo el material en bolsas de polietileno
herméticamente cerradas y en conservadora a 40°C hasta su procesamiento. Para la homogenizacion
del inoculo fecal, se mezcld 40 gr. de heces con 360 ml de agua destilada con gaseado constante con
CO,, luego se filtrd la solucion obtenida a través de una doble capa de gasas y se agregd a dos de las

jarra de incubacion. En laboratorio, a la preparacion de la solucidén tampoén (1600 ml/jarra) se



adicion6 400 ml de liquido ruminal o fecal, en condiciones anaerobias permanentes. Las muestras se
incubaron por 48 h en el Daisyll® a una temperatura de 39.2 + 0.5°C, con agitacion circular
constante que posee el equipo. Luego de la incubacion, las bolsas se lavaron con agua fria, con el fin
de detener la fermentacion y se procesaron en el analizador de fibra Ankom 220, sometiendo los
residuos de la incubacion a una solucion detergente neutra por una hora a 100°C, permitiendo
remover restos microbianos y algunos remanentes de fracciones solubles para obtener resultados en
términos de digestibilidad verdadera in vitro de la materia seca (DVIVMS). En cada periodo

experimental se realizaron dos series de incubaciones separadas por un intervalo de dos dias.

Tabla I: Composicion quimica de Heno de Alfalfa (muestra) en base a MS

MS FDN FDA PB | DVIVMS | DIVMS EM1 EM 2 EM 3
% % % % % % Mcal/kgMS | Mcal/kgMS | Mcal/kgMS
94,98 | 49,72 | 30,10 | 14.71 76.80 64.90 2.35 2.77 2.34

MS: Materia Seca. PB: Proteina Bruta. FDN: Fibra Detergente Neutro.FDA: Fibra Detergente Acida. LDA: Lignina detergente Acido. DVIVMS:
Digestibilidad Verdadera in vitro de la materia Seca DIVMS: Digestibilidad in vitro de la materia Seca. EM: Energia Metabdlica estimada a partir de:
1- FDA, 2- DVIVMS, 3- DIVMS.

Analisis estadistico: El experimento se realiz6 en dos periodos de 20 dias de duracion cada uno
determinados por la racién del animal donante. El disefio experimental fue en blogues (jarras) con 10
repeticiones en cada bloque. Por tanda se corren cuatro jarras, dos con fluido ruminal y las otras dos
con fluido fecal. Los resultados fueron analizados mediante estadisticas descriptivas, las relaciones
entre la DVIVMS usando in6culos ruminales y fecales se estudiaron mediante analisis de correlacion
del paquete estadistico de IBM SPSS (2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
La DVIVMS con ambos in6culos se ve afectada por dieta del animal donante, manteniéndose en las

corridas el ranking de los valores de superioridad del in6culo ruminal (Tabla I1).

Tabla I1: Estadistica descriptiva de la DVIVMS de alfalfa

Inoculo | Dieta | Media | DE | EE | Var. | CV | Intervalo de confianza 95%
LR alfalfa | 76,79 |1,41|0,22 | 1,93 | 1,83 76,93 77,22
LF alfalfa | 73,83 | 1,21 0,19 | 1,43 | 1,64 73,45 74,24
LR digitaria | 74,73 | 0,94 | 0,15 | 0,88 | 1,25 74,45 75,03
LF digitaria | 70,43 | 1,64 | 0,26 | 2,70 | 2,33 69,97 70,95
DE: desvio estandar. EE: error estandar. Var: varianza. CV: coeficiente de variacion. LR: licor Ruminal. LF: licor Fecal




Para corroborar si habia diferencia significativa, se analizan los datos estadisticamente; encontrando

que los valores no se distribuyen normalmente como indica la Tabla Ill.

Tabla I11: Prueba de la normalidad

Inéeulo Dieta Shapir_o-WiIk Homog.Vza
Sig. E. Levene
Licor Alfalfa 0.047 737
Ruminal | Digitaria 0.003 '
Licor Alfalfa 0.017 158
Fecal Digitaria 0.003 '

p>0.05, acepto la HO= distribucion normal

La Prueba de Shapiro-Wilk muestra claramente que los datos no son normales, ademas la prueba de
homogenidad de la varianza con el estadistico de Levene, nos indica que las varianzas no son iguales

u homogéneas; corroborando lo dicho anteriormente los siguientes graficos de distribucion (Fig. 1)

Figura 1: Frecuencias de digestibilidades con distintos inoculos y dietas
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Como los datos no son normales, se aplicd el Tets de Mann Whitney (Tabla 1V), existiendo

diferencias altamente significativa entre las dietas para licor ruminal y para licor fecal dando un p-

valor=0, lo que se confirma en el grafico de Box plots (Fig. 2), dando los mayores resultados de

digestibilidad con licor ruminal a partir del animal alimentado con alfalfa.

Tabla IV: Andlisis No Paramétrico: Prueba de Mann-Whitney

Estadisticos de contraste®
LR LF
L de Mann-¥Whitney 176,000 110,000
Wy de YWilcoxon Q86 000 930,000
z -6,006 -6,640

Sin. asintat. (bilateral

ooa

000

a. variahle de agrupacion: DIETA

Figura 2: Porcentaje de dig., las cajas azules representan el licor ruminal y las verdes licor fecal.
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Estas diferencias entre las dietas del animal donante puede deberse al efecto que ésta tiene sobre

algun tipo de bacterias, como sucede en el primer periodo del ensayo donde el alimento del animal

donante fue alfalfa, lo que favoreceria el desarrollo de la flora proteolitica, aumentando la

digestibilidad de la alfalfa-muestra por su alto contenido de proteina bruta. @rskov, en varios de sus

trabajos (1970, 1972 y Mann y @rskov 1973), demostrd que realizando infusiones al abomaso con

distintos tipos de carbohidratos, no varia la microflora cecal en lo que se refiere a las especies, pero

si en concentracion. Estas diferentes tendencias se muestran en la Figura 3.

En general la DVIVMS usando fluido ruminal resulto ser, en promedio, 4 puntos mayor que en el

caso del fluido fecal, lo cual puede deberse a una menor concentracion microbiana, y ademas, a la

pobre poblacion desarrollada en heces, en comparacién al ambiente ruminal, por la variada oferta de

nutrientes que éeste recibe. Esta menor digestibilidad del fluido fecal coincide con lo sefialado por El



Shaer y colaboradores en 1987 al evaluar varios sustratos, donde obtuvieron un menor valor con
fluido fecal de ovejas comparando digestibilidad in vivo, atribuyendo ésto a factores propios de la
técnica, como son humedad de las heces y tiempo de incubacion; razén por la cual para disminuir
estos errores, se realizaron las determinaciones en simultaneo, y en funcion de la humedad de las
heces se estimo la proporcion para la preparacion de los licores microbiales. Omed en 2000 reportd
que la relacién entre la DIVMS y la concentracion de heces en el indculo no es lineal, y que
concentraciones muy altas resultan en valores bajos de DIVMS, encontrando la mayor actividad de
las heces cuando se utilizan entre 6-10 gr de heces/100 ml de solucion de saliva artificial. La similar
y en algunos casos menor desviacion estandar asociadas con fluido fecal, indicarian que la
modificacion del inéculo en el método tradicional tendria menor precision, sugiriendo ésto que
podria ser usado para predecir la digestibilidad verdadera con una variacion relativamente baja.

Coincidiendo con varios autores (Jaakola y Huhtanen, 1993; Ramanzin et al., 1997; Kawas et al.,
1991) quienes evaluaron el efecto de la dieta del animal donate sobre el licor ruminal, se concluye
que la dieta es el factor principal de variacion de la técnica in vitro, por la modificacion cuantitativa
y cualitativa de la microflora ruminal. Aiple (1992), afirma que la actividad del indculo fecal
depende de la poblacion microbiana del intestino posterior y éste a su vez de la dieta. Esto se
evidencia con el bajo factor de relacion del 45,6% obtenido en el analisis estadistico (Anexo B), al
tratar de relacionar los valores de digestibilidad sin estratificar por dieta e inoculo (Ecuacion 1,
Anexo C), sin embargo, al comparar la digestibilidad con los distintos in6culos manteniendo la
misma dieta, este factor aumenta considerablemente (Ecuacion 2 y Ecuacion 3, Anexo C),
obteniendo el mayor valor R2 para el animal alimentado con alfalfa, confirmando el efecto de la
dieta sobre los ino6culos. No obstante, dado el limitado nimero de repeticiones, y al tratarse de una

misma muestra no se puede establecer alguna ecuacién de prediccion.

Ecuaciones:

1- DIVMS (LR)= 65,573 + 0,172 * DIVMS (LF) — 1,474 * Dieta R? 45,6%

2- DIVMS (LR) =76,791 — 2,965 * DIVMS (LF) R?56,6 con digitaria
3- DIVMS (LR) = 74,734 — 4.30 * DIVMS (LF) R?72.6 con alfalfa

Donde: DIVMS (LR): Digestibilidad in vitro de la MS con inoculo Ruminal. DIVMS (LF): Digestibilidad in vitro de la
MS con inoculo Fecal. DIETA: 1: alfalfa/ 2: digitaria



Figura 3: Correlacion entre LR y LF in vitro con distintas dietas

76,001 dieta
' & O alfaffa
O digitari
o0 000 o o
78,001
o (e]e) o
[e) a
77,00 o
o o 9 o
o ® @ @& o % &
% 76,007 ®
o o o o
o
o oo o
75,00 0 0O 0o oo
o o
o o
74,00 5 66 feo)
@ o o
o®o
o e} o
73,00
T T T T T T
68,00 70,00 72,00 74,00 76,00 78,00
LF

Dado el limitado nimero de muestras analizadas, la homogeneidad de la mismas y la heterogeneidad
de la dieta del animal donante, parece arriesgado establecer como definitiva alguna ecuacion de
prediccion obtenido como resultado de este experimento, sin embargo, es la iniciativa de una serie
de futuros trabajos que abarquen un mayor espectro de digestibilidades para mejorar el factor de
correlacion y utilizar las heces como alternativa de indculo para las diferentes técnicas in vitro de
calidad de alimentos para rumiantes, sin la necesidad de tener animales fistulados, resolviendo

problemas de costos como asi también consideraciones éticas relacionadas con bienestar del animal.
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Anexo A: Preparacion Buffer

Kansas State Buffer

Solucién A

Droga Gramos/litro
KH,PO, 10,0

MgSO, * 7H,0 0,5

NaCl 0,5

CaCl, * 2H,0 0,1

Urea 0,5

Solucion B

Droga Gramos/litro
N&zCOg 1510

Na,S * 9H,0 1,0

Mezclar 270 ml de la solucién B con 1330 ml de la solucién A, ajustando pH a 6,8.
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Anexo B: Analisis Estadistico

Dieta de animal donante: Alfalfa (Medicago sativa)

Digitaria (Digitaria Eriantha)
Muestra: Alfalfa 10% floracién

1-Modelo General: Resumen del modelo

R cuadrado Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion Durbin-Watson
1 0,675° 0,456 0,452 1,16072 2,222
Variables predictoras: (Constante), Dieta, LF. Variable dependiente: LR
ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 357,802 2 178,901 132,787 0,000%
Residual 427,087 317 1,347
Total 784,890 319
Variables predictoras: (Constante), Dieta, LF. Variable dependiente: LR
Coeficientes
Coeficientes
Coeficientes no estandarizados tipificados
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 65,573 3,522 18,620 0,000
LF 0,172 0,046 0,243 3,776 0,000
Dieta -1,474 0,202 -0,471 -7,307 0,000
2- Dieta de animal donante: Digitaria (Digitaria Eriantha)
Resumen del modelo
Change Statistics
Mod R Rqua| ARSqu | Std. EEs| R SqCh FC dfl df2 | Sig.FC D-W
1 ,752% ,566 561 1,31401 ,566 | 101,80 1 78 ,000 2,048
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ANOVA

Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 175,783 1 175,783 101,808 ,000?
Residual 134,676 78 1,727
Total 310,459 79
Coeficientes
Unstandardized Coefficients StCoefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 76,791 ,208 369,611 ,000
Inoculo -2,965 ,294 -, 752 -10,090 ,000
3- Dieta de animal donante: Alfalfa (Medicago sativa)
Resumen del modelo
Change Statistics
Mo R RSqg | AdRS [std.EEs| Rsgc | FcC dft | df2 Sig. F D-W
1 ,852° , 726 ,723| 1,33681 ,726 | 206,91 1 78 ,000 1,705
8
ANOVA
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 369,774 1 369,774 206,918 ,000%
Residual 139,391 78 1,787
Total 509,165 79
Coeficientes
UCoefficients StaCoeff
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Cte) 74,734 211 353,57 ,000
inoculo -4,300 ,299 -,852 | -14,385 ,000
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ANnexo C: Graficos de Regresién mostrando la relacién de Digestibilidades con distintos inculos

*Modelo Completo

LR

Ecuac 1: DIVMS(LR)= 65,573 + 0,172 * DIVMS(LF) — 1,474 * Dieta R* 45,6%

*Alimentacion del animal donante Digitaria (Digitaria Eriantha)

a0

— Line

Ecuac. 2: DIVMS(LR) =76,791 — 2,965 * DIVMS(LF) R?56,6

*Alimentacion Animal donante alfalfa (Medicago sativa)

Relacién LR vs LF
Dieta Alfalfa

LR

LF

Ecuac. 3: DIVMS(LR) = 74,734 — 4.30 * DIVMS(LF) R?72.6
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