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Resumen

Los estimados de digestibilidad in vitro verdadera de la materia seca se compararon en cuatro forrajes
de origen tropical usando el incubador ANKOM Daisy" y la técnica in situ o de la bolsa de nylon. Hubo
diferencia significativa (p<0.05) en la digestibilidad verdadera in vitro de la materia seca (DVIVMS) entre
los forrajes angleton, kikuyo y San Joaquin. No Hubo diferencias significativas entre repeticiones (p>0.05)
para los distintos forrajes. La correlacion entre la DVIVMS y la degradabilidad verdadera in situ de la
materia seca (DVISMS), fue significativa y alta (p<0.01, R*> = 0.95) para los cuatro forrajes evaluados.
Fue posible predecir la degradabilidad verdadera in situ de la materia seca con base en la digestibilidad
verdadera in vitro de la materia seca mediante la ecuacién: DVISMS = 6.16 + 0.87 * DVIVMS (p<0.01, R?
=0.95). Los resultados obtenidos, permiten confirmar que la técnica in vitro para estimar la digestibilidad
verdadera utilizando el incubador Daisy" es confiable, rdpida, precisa y sencilla, en comparacion con el
método in vivo utilizando la degradabilidad ruminal in situ o de la bolsa de nylon.

Palabras clave: degradabilidad in situ, digestibilidad aparente (DA), digestibilidad in vitro (DIV),
digestibilidad verdadera (DV), digestor Daisy'"®.

Summary

This study was conducted to evaluate the new in vitro system, Daisy '® and to compare its feasibility to
determinate dry matter (DM) true digestibility in ruminant tropical forages as compared with the in situ
(nylon bag) technique. Results from the Daisy"® incubator were compared to those obtained by traditional
in situ (nylon bag technique) method. Four different forages were tested. Samples from each forage were
incubated (in situ) in the rumen of two bovines (incubation time: 48 h) or inserted (in vitro) into four
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different digestion jars that were placed into a Daisy"® incubator for 48h. The variability (coefficient of
variation, CV) of the in vitro measurements (among jar repeatability) was low. The Daisy "® values were
significantly higher than the degradability values as measured by the in situ method. When in vitro true
dry matter digestibility (IVTDMD) obtained from in situ true dry matter digestibility (ISTDMD) was plotted
against the Daisy "® data, the following linear equation was achieved. The degradability of dry matter
obtained in situ (Y, true) and in vitro by Daisy"® (X, true after 48 h of incubation) were highly correlated
(p<0.01) and the regression equation was: Y = 6.16 + 0.87 X, (R*= 0.95, p<0.01). The Daisy"® incubator
produces repeatable in vitro the dry matter degradability data which are highly related to those obtainable

with the reference in situ procedure.

Key words: apparent digestibility, incubator Daisy"®, in situ degradability, in vitro digestibility, true

digestibility.

Introduccion

La calidad nutritiva de los forrajes esta en
funcion de la proporcion y el nivel de consumo, de
la digestibilidad, del contenido de nutrientes y la
eficiencia en que estos pueden ser metabolizados
y utilizados por los animales (5). Durante el
proceso digestivo, una porcion de los carbohidratos
estructurales pueden ser hidrolizados, fermentados
y degradados por microorganismos ruminales, lo
que permite al animal aprovechar los productos
finales como los é&cidos grasos y el amoniaco
principalmente, asi como una parte de la proteina
dietética; ademds, parte de los microorganismos
ruminales son también el origen de proteinas y
aminoacidos que son aprovechadas en el tracto
digestivo del rumiante como proteina de origen
microbiano (21).

Una vez degradados los nutrientes de los
forrajes, la digestibilidad hace referencia a
la cantidad de alimento que desaparece en
el tracto digestivo o en un procedimiento de
laboratorio debido a su solubilizacion o ataque
por los microorganismos anaerobios ruminales. La
digestibilidad de los forrajes permite estimar la
proporcion de nutrientes presentes en el alimento,
que tienen potencial de ser absorbidos por el tracto
digestivo (11). El conocimiento de la degradabilidad,
la digestibilidad de los alimentos son fundamentales
para establecer su valor nutritivo y por tanto, para
la formulacion de raciones para rumiantes (7).
Aunque las determinaciones de la digestibilidad
in vivo total, incluyendo la degradabilidad in situ
0 in vivo parcial (23), o de la bolsa de nylon son
consideradas las méas exactas, este es un proceso
laborioso y costoso que requiere el empleo de altas

cantidades de alimento, uso de alta mano de obra y
la disposicion de instalaciones para su cuidado (9,
39), por lo tanto se han propuesto distintos métodos
alternativos, entre ellos los procedimientos in vitro
para la estimacion de la digestibilidad (7), los que
pueden realizarse cuando se dispone de pequefas
cantidades de muestra.

Los métodos in vitro que han sido utilizados
mas ampliamente desde su introduccion en 1963
son el de Tilley y Terry (36) y el de Van Soest
y colaboradores en 1966 (39), considerados los
procedimientos mas exactos para la prediccion de
la digestibilidad en rumiantes (17, 35). El método
de Tilley y Terry se considera un método referente
para calcular la digestibilidad en alimentos para
rumiantes, el cual ha sido modificado y adaptado
segun el tipo de alimento a analizar (4), al igual que
se han desarrollado y probado diferentes tampones
de dilucion para ajustar el pH del inoculo (18).
Pese a su exactitud y a todas las modificaciones
y adaptaciones, este meétodo sigue siendo un
procedimiento que consume mucho tiempo vy
trabajo, ademas cada alimento debe incubarse por
separado, limitando el nimero de muestras a ser
analizadas por corrida o tanda.

La busqueda para hacer mas eficiente, rapido y
econdmico el proceso para estimar la digestibilidad,
ha llevado al desarrollo del método in vitro de
Goering y Van Soest (16), usando el equipo Daisy"®-
Ankom Technology (3), que permite la incubacion
simultdnea de hasta 100 muestras diferentes,
distribuidas en cuatro jarras (recipiente de vidrio
de 4 | de capacidad), mantiene el calor uniforme y
la agitacion constante durante el procedimiento de
incubacién (12). Con este método, el material que
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desaparece de las bolsas durante la incubacion es
considerado digerible (24). Es un método rapido,
seguro, eficiente y econdémico (12) y los datos
obtenidos de digestibilidad para distintos alimentos,
tienen una alta correlacion con los obtenidos por el
método convencional de Tilley y Terry (36, 44) y
con la técnica in situ o de la bolsa de nylon (28, 43,
45). Por otro lado, la degradabilidad in situ o de la
bolsa de nylon, es un procedimiento que se utiliza
de manera rutinaria en nuestro laboratorio desde
hace varios afios con resultados aceptables (6).

Debido a la falta de informacién en nuestro
medio para forrajes de uso cotidiano en ganaderia y
teniendo en cuenta la importancia de contar con un
método rapido y confiable que permita determinar
la digestibilidad de forrajes tropicales de manera
masiva en el laboratorio de Biotecnologia Ruminal,
se fijo6 como objetivo de este trabajo: estudiar
la validez y precision en el uso de la técnica de
Van Soest et al (39) para la determinacién de la
digestibilidad in vitro en varios forrajes tropicales
usando el incubador Dais Daisy™™- Ankom y su
comparacion con los estimados de digestibilidad,
usando el método de la degradabilidad ruminal in
situ o de la bolsa de nylon, propuesto por @rskov y
McDonald (27), efectuado de manera rutinaria en el
laboratorio.

Materiales y métodos

Muestras. Para este trabajo se utilizaron cuatro
forrajes de origen tropical, tres gramineas: heno de
pasto angleton (Dichantium aristatum) de 60 dias de
rebrote, dos muestras de pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum) de 29 y 49 dias de rebrote tomadas de
la misma pradera y la arbustiva de hoja ancha San
Joaquin (Malvaviscus penduliflorus). Los forrajes se
secaron previamente a 65°C/ 48 h y se procesaron
en un molino Fritsch (Idar Oberstein®- Germany),
a través de una criba 1 mm y posteriormente se
pasaron a través de un tamiz de 10° um (Test Sieve®-
England). La composicion quimica de los forrajes
evaluados se presenta en la tabla 1.

Las determinaciones de proteina cruda (PC) y el
contenido de fibra en detergente neutro (FDN) asi
como fibra en detergente acido (FDA) se realizaron
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siguiendo las normas de AOAC (1) y Van Soest et
al. (39), respectivamente.

Tabla 1. Proteina y composicion de la fibra de los forrajes
evaluados™.

Forraje PC (%) FDN (%) FDA (%)
Heno de angletén 4.9 73.3 33.2
Kikuyo 29 18.7 63.0 29.7
Kikuyo 49 13.3 69.6 31.0
San Joaquin 15.5 45.7 23.6

* Valores como porcentaje de la MS

Digestibilidad in vitro

Para la determinacién de la digestibilidad
aparente in vitro (DAIVMAS) y verdadera in vitro
(DDVIVMS) se siguio el protocolo recomendado
por el fabricante para el incubador Daisy"®,
(ANKOM Technology, Fairport, NY-USA) (3)
(véase Figura 1), usando bolsas FN° 57 con un
tamafio de poro de 25 um y dimensiones de 5 x 4
cm fabricadas de poliéster/polietileno con filamentos
extruidos en una matriz de tres dimensiones, en cada
una las cuales se depositaron 0.25 g de muestra, para
obtener un area efectiva por bolsa de 36 cm? lo que
corresponde a una relacion tamafio de la muestra y
superficie de la bolsa de 14.4 mg/cm?; luego fueron
selladas con calor para este propésito (3). En cada
una de las cuatro jarras de digestion se incubaron
al azar seis réplicas de cada forraje (25 bolsas/
jarra), incluyendo una bolsa blanco —bolsa vacia y
sellada sin muestra-, con el fin de generar el factor
de correccién para el posible ingreso de particulas
0 pérdida de peso de las bolsas. El procedimiento se
realizé por duplicado, esto es dos corridas o tandas
con una diferencia de tres dias entre ellas, con el
proposito de evaluar la precision del equipo Daisy™®,
basado en (29).

El principio de funcionamiento del Daisy™
consiste en establecer condiciones de incubacion
semejante a las condiciones in vivo, de tal manera
que el procedimiento incluye soluciones compuestas
por minerales, fuentes de nitrdgeno y agentes
reductores que ayudan a la anaerobiosis necesaria
en el proceso. Por ello se emplearon las soluciones
utilizadas por Goering y Van Soest (16). El inoculo
ruminal necesario para el procedimiento (proporcion
4:1 de solucion medio de cultivo: in6culo ruminal)
se recolectdé de dos animales bovinos machos
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Figura 1. Incubador Sistema Ankom Daisy "® (3)

de raza blanco orejinegro o BON (Bos taurus)
fistulados al rumen, con peso vivo promedio de 483
kg y pastoreando la graminea pard (B. mutica), con
forraje en oferta de 12% de PC, 68% de FDN, 33%
de FDA y DAIVMS de 61.6%. El liquido ruminal
fue mezclado en igual proporcion de cada uno de los
novillos. La preparacion de las soluciones tampon
(1600 ml/jarra) se realizé en condiciones anaerobias
permanentes, a las cuales se le agregd a cada una
400 ml de ligquido ruminal previamente mezclado y
filtrado por dos bolsas de nylon con tamafio de poro
de 50 pm.

Las muestras se incubaron por 48 h en el Daisy"™®
a una temperatura de 39.2 + 0.5 °C, con agitacion
circular constante que posee el equipo. Luego de la
incubacidn, las bolsas se lavaron con agua fria, con
el fin de detener la fermentacidon y se procesaron
en el analizador de fibra Ankom 2000 (3), en el
cual se someten los residuos de la incubacién a una
solucidn detergente neutra a 100 °C/1 h, tres lavados
sucesivos con agua a 90 °C y secados en estufa
de aire forzado a 105 °C/2 h; proceso que permite
remover restos microbianos y algunos remanentes de
fracciones solubles (41), para asi finalmente obtener
resultados en términos de DVIVMS (16); los que
se consideran como estimados de la digestibilidad
real de los alimentos (39). Cuando los resultados
se expresan en términos de digestibilidad aparente
in vitro de la materia seca (DAIVMS), este paso en
solucidn detergente neutra se omite (16).
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Digestibilidad o degradabilidad in situ

En el protocolo se utilizaron dos animales
bovinos de raza BON con peso vivo medio de
580 kg, fistulados al rumen y provistos de canulas
permanentes fabricadas con goma flexible (Bar-
Diamond®, Inc. Idaho, USA) con cuatro pulgadas
de didmetro interno. Los animales fueron sometidos
a un sistema de alimentacion en pastoreo libre
con pasto para (B. mutica), con 10.4% de PC,
65.3% de FDN y 37.9% de FDA, con agua y sal
mineral a voluntad. Todos los procedimientos de
campo y de laboratorio para efectuar los andlisis
de la degradabilidad in situ o de la bolsa de nylon,
siguieron los pasos previamente estandarizados y
descritos para condiciones del trépico (15).

De cada muestra de forraje se procesaron
seis réplicas: tres por cada animal, molidos con
un molino Fritsch (ldar Oberstein® Germany),
a través de wuna criba (1 mm) y posteriormente
se pasaron a través de un tamiz de 10% um (Test
Sieve®- England). De cada muestra se depositaron
5 g en bolsas de dacron/poliéster para andlisis in
situ (ANKOM Co, Fairport, NY), con dimensiones
de 10 x 5 cm y con un tamafio de poro de 50 + 3
pUm, atadas con una abrazadera plastica desechable
para lograr un area efectiva por bolsa de 90 cm?,
obteniendo una relacion tamafio de la muestra y area
de la bolsa de 18 mg/cm? (26, 15). Para garantizar
su permanencia en la parte ventral del rumen se usé
una cadena de hierro galvanizado con un diametro
de %4 de pulgada y de 1 m de largo, fijada al tapon
de canula ruminal con un hilo de nylon de 50 cm de
longitud; al momento de la incubacion en la parte
ventral del rumen las muestras fueron sumergidas en
agua limpia del grifo por 30 seg, con el proposito
de ser prehidratadas y poder generar el factor de
correccion por escape de particulas en el tiempo cero
(15), e inmediatamente incubadas en el rumen por
un periodo de 48 h; luego de esta incubacion fueron
extraidas del rumen, lavadas con agua corriente,
secadas a 65 °C/48 h en una estufa de aire forzado
y luego pesadas, previo enfriamiento en desecador.
Posteriormente, los residuos de la degradacion in
Situ, se procesaron en el equipo analizador de fibra
Ankom® 2000 (3), para efectuar una extraccion con
detergente neutro a 100 °C/1 h y poder expresar
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los datos como degradabilidad o digestibilidad
verdadera in situ de la materia seca (DVISMS) (16).

Materia Seca (MS)

El porcentaje de MS de cada muestra se
determind usando una balanza de humedad de
rayos infrarrojos (Precisa®) y siguiendo el protocolo
estandarizado en el laboratorio (6) para el analisis
de este tipo de muestras, con el fin de realizar los
calculos finales de digestibilidad.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados mediante
estadisticas descriptivas, para el analisis de varianza
del incubador Daisy"®, se usd el procedimiento
GLM del programa estadistico SAS (34), utilizando
el siguiente modelo: Y;, = p + F+ R +J + C +
Ej.» donde: Y, = variable de respuesta (DVIVMS);
i = media general del experimento; F = efecto
asociado al i*™ forraje (i = 1 a 4); R, = Efecto de
la j*™ repeticion (j = 1 a 6); J, = Efecto de la k™
jarra (k = 1 a 4); C= Efecto de la I**™ corrida (I = 1,
2); E,,= error experimental.

La comparacion de medias se efectudé por
el procedimiento Duncan; y las correlaciones vy
las regresiones con el procedimiento CORR vy
REG respectivamente del SAS (34). También
se analizd la precision del equipo Daisy"®,
mediante la repetibilidad, definida como el grado
de acercamiento entre resultados de andlisis
independientes, logrados con un mismo método,
con una misma muestra, en un mismo laboratorio y
analista, usando el mismo equipo y en intervalo de
tiempo corto (29), medida por el coeficiente de variacion
(%), para ensayos de digestibilidad in vitro (33).

Resultados

La composicién quimica de los forrajes
evaluados (vease Tabla 1), vario entre 4.9 y 18.7%
para los forrajes angleton y kikuyo de 29 dias,
respectivamente; la pared celular fue mayor para el
angleton y el pard, y menor para el san joaquin; la
fraccion mas digerible de la fibra (FDA), fue similar
para los cuatro forrajes en evaluacion.

273

Digestibilidad verdadera in vitro de la MS

La DVIVMS fue mayor para san joaquin (véase
Tabla 2), seguido del pasto de kikuyo 29 y 49 dias
de rebrote y por Ultimo el heno de angletén. En
todos los casos las desviaciones estandar para todos
los forrajes son bajas y fluctuaron entre 0.69 y 2.67.

Tabla 2. Valores promedios de DVIVMS en cuatro forrajes

evaluados.
Forraje Promedio (%)* n
Heno de angleton 89.78 + 0.69° 48
Kikuyo 29 84.32 + 1.87° 48
Kikuyo 49 82.03 + 2.72° 48
San Joaquin 59.61 + 2.67¢ 48

* Superindices con letra distinta, difieren significativamente (p<0.05)

Cuando los estimados de DVIVMS de todos
los forrajes, se analizaron en conjunto tratando de
visualizar la precision del procedimiento in vitro
utilizando el incubador Daisy"™ (véase Tabla 3),
no se encontraron diferencias entre repeticiones
(p>0.05). La semejanza de los estimados de
DVIVMS entre repeticiones se evidencid para todos
los forrajes evaluados, mostrando la precision de
los valores obtenidos con fluctuacion entre 79.15
y 78.47% de DVIVMS, correspondiente a las
repeticiones cinco y dos, respectivamente.

La tabla 4, ilustra los promedios obtenidos en
los estimados de DVIVMS en cada una de las
cuatro jarras usadas con el incubador Daisy"™®.
Los coeficientes de variacion fueron bajos (lo que
indico una alta repetibilidad) en todos los forrajes
y jarras (rango entre 0.22 y 3.03%); sin embargo,
en los forrajes con mayor DVIVMS, se encontrd
menor variacion (san joaquin y kikuyo de 29 dias de
rebrote), que los forrajes con menor digestibilidad
(kikuyo de 49 dias de rebrote y el heno de angleton).

Tabla 3. Valores promedios de
incubador Daisy®

DVIVMS en seis repeticiones,

Repeticion Promedio (%)* n

5 79.15 + 12.042 32
1 79.14 + 11.982 32
6 78.99 + 11.382 32
3 78.93 + 12.03% 32
4 78.91 £ 11.77¢2 32
2 78.47 +12.12° 32

*Superindices con letra distinta, difieren significativamente (p<0.05)
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Tabla 4. Promedios y variacion de la DVIVMS entre jarras, incubador Daisy"®*

Forraje Jarra 1 Jarra 2 Jarra 3 Jarra 4
San joaquin 90.06 (0.44) 90.02 (0.58) 89.58 (0.61) 89.46 (0.22)
Kikuyo 29 83.08 (1.43) 85.62 (0.66) 83.93 (0.99) 84.63 (1.11)
Kikuyo 49 81.81 (1.80) 82.69 (0.99) 80.37 (3.06) 83.20 (1.85)
Angletén 57.70 (0.85) 60.32 (1.16) 58.72 (1.89) 61.69 (2.34)

* Entre paréntesis coeficiente de variacion (%)

Por otro lado, cuando a todos los forrajes se
les estimd la DVIVMS en dos corridas o tandas
diferentes con una diferencia de un dia entre ellas,
el andlisis de la correlacién (relacion de los datos
entre las corridas 1 y 2), fue altamente significativo
(p<0.01), con un coeficiente de correlacion alto
(R? = 0.97), presentando ambas corridas valores
promedios semejantes (véase Tabla 5).

Tabla 5. Valores promedios de DVIVMS entre corridas,
incubador Daisy"®

Corrida Promedio (%) n
1 79.26 + 11.04° 96
2 78.60 + 12.43 96

* Diferencia de estadistica no significativa (p>0.05)

La tabla 6 muestra los estimados de DVIVMS
en dos corridas distintas con un dia de diferencia
efectuadas en el incubador Daisy"™, con su
desviacidon estandar y coeficiente de variacion en
cada uno de los forrajes evaluados. Estos porcentajes
de variacién son bajos, evidenciando la buena
precision del equipo.

Tabla 6. Promedios y variacion entre corridas para la
DVIVMS de cuatro forrajes, incubador Daisy"®

Cuando se efectud la correlacion entre DVIVMS
y la DVISMS, fue altamente significativa (p<0.01),
con un coeficiente de correlacion alto (R? = 0.95),
a pesar de presentar varias unidades porcentuales de
diferencia entre los promedios de la DVIVMS y la
DVISMS para los todos los forrajes evaluados.

Al procesar estadisticamente la relacion entre
los datos obtenidos de la estimacion de DVIVMS
y los de DVISMS a través de regresion lineal
(véase Figura 2), el coeficiente de determinacion
fue altamente significativo (p<0.01), mostrando
una relacion alta (R?= 0.95; n = 96) y la ecuacion
resultante fue: DVISMS = 6.16 + 0.06 + 0.87 + 0.04 *
DVIVMS.

DVISMS =6.16 + 0.87* DVIVMS R2? =0.95

100
90 .w/
80 ‘

70 et

DVIVMS (%)

60

50 : : : : ‘
50 60 70 80 90 100
DVISMS (%)

Forraje Promedio (%)* CV (%)

San joaquin 89.78 + 0.49 0.54 . .

Kikuyo 29 84.30 1+ 1.07 1.51 Figura 2. Relacion entre DVIVMS y DVISMS.
Kikuyo 49 82.03 + 1.91 2.33 ] »

Angletén 59.61 + 1.81 3.04 Discusion

Relacion entre DVISMS y DVIVMS

Los estimados de la DVIVMS fueron mayores
que los de la DVISMS, con diferencias estadisticas

significativas (p<0.05) para todos los forrajes (véase
Tabla 7).

Tabla 7. Promedios de DVIVMS y DVISMS de cuatro forrajes*

Forraje DVIVMS (%) DVISMS (%)
San joaquin 89.78 + 0.69? 84.36 + 0.14°
Kikuyo 29 84.32 + 1.872 77.94 + 0.86°
Kikuyo 49 82.03 £ 2.73? 75.29 + 0.91°
Angletén 59.61 + 2.67° 53.68 + 1.11°

* Superindices con letra distinta, difieren significativamente (p<0.05)

Los forrajes utilizados para evaluar y probar el
Daisy"™® poseen una composicion quimica contrastante:
desde gramineas de buena calidad como el pasto
kikuyo de 29 y 49 dias de rebrote, hasta la graminea
de clima calido de baja calidad como el angleton;
se incluye la arbustiva forrajera san joaquin de alta
calidad (véase Tabla 1), valores que estan dentro de los
rangos comunes para forrajes tropicales (40).

Digestibilidad verdadera in vitro de la MS

Recientemente, una técnica simple para
la incubaciéon in vitro y la estimacién de la
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digestibilidad ha sido introducida (33), como
alternativa al método tradicional de Tilley y Terry
(39), ésta usa el incubador Daisy™ (Ankom®
Tech. Co., Fairport, NY, USA). Dicha metodologia
permite la incubacién simultanea de un alto nimero
de muestras (hasta un maximo de 96 muestras por
corrida o tanda de incubacion) y ademas no afecta
negativamente la precision del valor obtenido (39).

Los estimados de la DVIVMS obtenidos usando
el incubador Daisy™ empleado en este trabajo
se pueden interpretar como estimaciones de la
digestibilidad real de los forrajes (38). Puesto que el
residuo resultante de la incubacion in vitro durante
48 h, es una mezcla de forraje no digerido y de
microorganismos ruminales y su paso posterior por
detergente neutro solubiliza los microorganismos y
los restos de contenido celular de los forrajes (39),
de manera que el contenido de pared celular y el
tiempo de la degradacion de ésta, determina el valor
de la digestibilidad in vitro del substrato (7, 39).

La DVIVMS con el Daisy™ fue diferente
(p<0.05) para los distintos forrajes (véase Tabla
2), coincidiendo con el orden de menor a mayor
contenido de pared celular (%FDN) y de %FDA;
se ha reportado (38), correlacion significativa y
negativa entre el contenido de pared celular y la
digestibilidad, y mas marcada cuanto mayor es
el contenido de fibra. Ademas, se ha reportado
disminucion de la digestibilidad de los forrajes
cuando su contenido de nitroégeno esta por debajo de
11.2% (25), lo que es muy evidente para el caso del
heno de angleton. Por otra parte, en nuestro medio
para condiciones de clima frio de Chiquinquira
y Simijaca (30), se ha encontrado para el kikuyo
una relacion negativa entre la DIVMS y la FDN
(R2=0.75) y la FDA (R2= 0.81).

Para el kikuyo 29 y 49 a pesar de existir 20 dias
de diferencia en la edad de rebrote, la diferencia
en DVIVMS de 2.3 unidades porcentuales es
baja, aunque estadisticamente diferente (p<0.05),
debido posiblemente a que el pasto kikuyo difiere
en su comportamiento de la mayoria de los pastos
tropicales, puesto que su composicién quimica y
digestibilidad no disminuyen tan drasticamente
a medida que avanza su edad de rebrote, tal como
lo hacen los pastos que crecen en zonas de clima
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calido. Se ha reportado (10) que la edad podria no
estar relacionada tan intimamente con su calidad
como los factores ambientales (cantidad y calidad
de radiacion solar) y régimen de lluvias, que afectan
la pared celular para forrajes de clima frio.

La radiacion solar puede ser un indicador mas
preciso de la composicion nutricional que la edad
cronoldgica, puesto que la temperatura diaria
promedio es la principal variable responsable de la
composicion quimica de este forraje (31, 32), porque
a mayor temperatura mayor lignificacion y mayor
concentracion de pared celular (46). Asi en la sabana
de Bogota, muestras de kikuyo tomadas en zonas
con menor altitud sobre el nivel del mar, presentan
mayores contenidos de FDN, que muestras tomadas
en regiones con mayor altitud a edades similares
de rebrote (comunicacién personal: J Carulla,
Universidad Nacional, Sede Bogota. Bogota,
Colombia, 2004). En Africa, de donde es originario
el pasto kikuyo, se reporta una digestibilidad de
70.72 y 72.97% respectivamente, para el kikuyo
usando el incubador Daisy"™®, aunque no se reporta
la edad de rebrote del forraje (12, 13).

Precision y repetibilidad de los estimados de la
DVIVMS

La semejanza entre las diferentes repeticiones
para todos los forrajes en la estimacion de la
DVIVMS en el incubador Daisy™ (véase Tabla 3),
evidencia su precision, que lo hacen comparable
a los valores de digestibilidad encontrados con
procesos tradicionales (2), para muchos tipos
de alimentos incluyendo forrajes de gramineas,
henos de gramineas, leguminosas como la alfalfa
y ensilajes (19) o concentrados y suplementos
proteicos (24), e incluso partes de las plantas de
gramineas como hojas y tallos (45).

Con el uso del usando el Daisy"®, se ha reportado
una precision satisfactoria de la digestibilidad de
la técnica in vitro, incluso mayor que el método de
Tilley y Terry (24). En nuestro trabajo la variacion,
incluyendo todas las fuentes de variacion (forrajes,
repeticiones, jarras y corridas) fue de 2.58%, valor
inferior a los encontrados entre 3.5 y 4.6% en la
DVIVMS para el ryegrass italiano y la alfalfa (45)
utilizando el mismo equipo. Cuando se evalla
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la digestibilidad de fracciones quimicas de los
forrajes como la FDN, las variaciones reportadas
son mayores: 16.5% para henos de gramineas
(33). Lo que evidencia diferencias en la precision
dependiendo del la fraccion quimica del forraje a
evaluar.

La repetibilidad obtenida, entendida como
la variacion entre jarras fue entre 0.22 y 3.06%
dependiendo del tipo de forraje (véase Tabla 4).
En todos los casos a excepcion de la jarra 3 en
kikuyo 49, la repetibilidad encontrada fue mayor a
la reportada (2.8%) en otro trabajo con el uso del
Daisy "™ en la evaluacion de 19 henos (33).

La alta correlacion (R? = 0.97) y significativa
(p<0.01) entre las corridas o tandas con diferencia
de tres dias en el incubador y para los cuatro
forrajes, corrobora su precision al igual que
otras evaluaciones (29) (véanse Tablas 5 y 6). Se
evidencia como el Daisy"® siguiendo la metodologia
de Goering y Van Soest (16), es un efectivo
sistema para la estimacion de la digestibilidad in
vitro, que produce datos similares a metodologias
tradicionales, permitiendo un proceso mas rapido
sin afectar negativamente la precision (19).

Estimacion de la DVISMS y su relacion con la
DVIVMS

La digestibilidad in vivo parcial utilizando la
técnica in situ de la bolsa de nylon (23) de los
alimentos estd afectada por numerosos factores,
destacandose el tipo de alimento, el nivel y
frecuencia de ingestion, la especie animal y su estado
fisioldgico, tamafio de particula del forraje, tamafio
de la bolsa de nylon y su didmetro de poro entre
otros (20, 33, 42). Sin embargo, la determinacion in
vivo es un proceso laborioso y costoso, que requiere
el empleo de grandes cantidades de alimento,
cuidados para los animales y mano de obra, por lo
gue se han propuesto algunas técnicas in vitro como
alternativas para su estimacion (7).

La DVIVMS en el digestor Daisy"®, en todos los
forrajes fue superior a la estimada in vivo parcial con
la técnica in situ o de la bolsa de nylon (DVISMS)
(véase Tabla 7), lo cual difiere de lo reportado por
otros trabajo (13) para el kikuyo, con valores de
80.73 y 72.97% para la digestibilidad in vivo e in
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Vitro, respectivamente. Estas diferencias podrian
deberse a los distintos diametro de poro de las bolsas
usados (20 um en la técnica in vitro con el Daisy"®
y 50 pm en la técnica in situ o bolsa de nylon), con
el mismo tamafio de particula (Imm) y por otra
parte, a la diferente relacion tamafio de la muestra/
superficie de la bolsa (14.4 y 18 mg/cm?) usadas en
el Daisy"™® e in situ, respectivamente. Se ha reportado
incrementos en la digestibilidad y su variabilidad
cuando se disminuye la relacion tamafio de la
muestra/superficie de las bolsa (37), afectando los
estimados de digestibilidad por lo que es necesario
controlarlos y estandarizados apropiadamente (35).
Dependiendo de estos dos factores se facilita la
colonizacion por los microorganismos ruminales y
su digestion (42), limitando o favoreciendo el grado
de atague bacterial de los alimentos incubados
intraruminalmente dentro de las bolsas (22). Sin
embargo, el tamafio de los poros en las bolsas de
incubacién deberia ser lo suficientemente grande
para permitir la colonizacion microbiana de todos
los fragmentos de las muestras de los forrajes y la
normal velocidad de digestion de la fibra (14).

Con el equipo Daisy™, se han probado bolsas
con diferente apertura de poro para cuantificar la
digestibilidad de la MS de diferentes forrajes y
pastos (2). El tamafo de poro de la bolsa afect6 la
digestibilidad (mayor para apertura de poro mayor)
y fue dependiente del tipo de forraje; sin embargo,
encontro relacidn entre los valores de digestibilidad
usando bolsa Ankom (25 pm) y las otras dos
bolsas (50 y 30 um), concluyendo que las bolsas
del Ankom usadas con el Daisy™ suministran una
mayor precision en la prediccién de la digestibilidad
que las bolsas alternativas probadas.

En contraste en otro trabajo (43), se reporta
mayor digestibilidad con la técnica in situ que la
in vitro, usando como substratos la alfalfa y varias
gramineas, diferencias que fueron atribuidas a la
menor concentracion de microorganismos en la
técnica in vitro, comparada con la concentracion
de microorganismos en el rumen. Esta referencia
difiere de nuestros resultados (DVISMS menor
que la DVIVMS), debidas posiblemente al uso de
diferentes técnicas in vitro, asi en la evaluacién (43)
se usaron tubos para la incubacion in vitro en los
cuales el substrato estuvo en contacto directo con la
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mezcla de liquido ruminal y el tampon, en cambio
en nuestro caso se usaron las bolsas Ankom del
equipo Daisy, las que podria restringir el acceso de
ciertos microorganismos (principalmente protozoos
de tamario grande) al interior de las bolsas y no
pone en contacto directo al substrato con la mezcla
de fluido ruminal (33). Adicionalmente, la dilucion
del fluido ruminal es distinta, 1:4 en nuestro caso
y 1:5 en el trabajo de Varel y Kreikemeier (43),
lo que podria traer concentraciones diferentes de
microorganismos ruminales. Sin embargo, en el
presente trabajo, a pesar de encontrar una diferencia
media de 6.2% de la DVIVMS sobre la DVISMS,
ambos mostraron una correlacion significativa y
alta, permitiendo predecir mediante una regresion
la DVISMS con base en los estimados de DVIVMS
usando el incubador Daisy"™ (p<0.01 y R?= 0.95)
(vease Figura 1).

La técnica desarrollada en 1966 por Van Soest
et al. (39) para estimar la digestibilidad, supone una
alternativa al método de Tilley y Terry (32), lo que
ha sido probado (8), al encontrar con 12 forrajes
una correlacion significativa y alta (R? = 0.97)
entre la digestibilidad obtenida con el incubador
Daisy"™® y la técnica convencional de Tilley y Ferry
y, mas recientemente (45), se reportan relaciones
significativas (R? = 0.3-0.95) entre la DVIVMS
usando el Daisy"® y la DVIVMS con el método de
Tilley y Terry.

Finalmente, la utilizacién de los pardmetros
de la regresion lineal para estos cuatro forrajes
permiten estimar la DVISMS con base en la
DVIVMS, coincidiendo con lo obtenido por otros
investigadores (8), quienes reportan ecuaciones

Referencias

1. AOAC. Official methods for analysis of the Association
of Official Analytical Chemists. 15" ed. Association of
Official Analytical Chemists, Washington DC. 1990.

2. Adesogan AT. Affect of bag type on the apparent
digestibility of feeds in Ankom Daisy" incubators. An Feed
Sci Technol 2005; 119:333-344.

3. Ankom Technology. Procedures for fiber and in vitro
analysis [consultada: 16 noviembre, 2004] URL: hpt://
www.ankom.com/homepage.html.

277

de regresion lineal significativas (p<0.01) vy
altas (R? = 0.86-0.89) al evaluar once henos de
diferentes gramineas y leguminosas. De acuerdo
con los resultados obtenidos con los forrajes en
la presente evaluacion, se evidencia al incubador
Daisy™ como un aparato apropiado para estimar la
digestibilidad aparente y verdadera, ya que produce
alta repetibilidad y los datos estan altamente
correlacionados con los estimados de digestibilidad
in situ utilizando la bolsa de nylon.

En conclusion, la técnica DVIVMS utilizando
el incubador Daisy™ permite determinar la
digestibilidad de forma rapida, precisa y sencilla
comparado con los métodos convencionales; tal
y como ha sido referenciado por otros trabajos,
los resultados obtenidos en el presente trabajo los
confirman. Asi, la digestibilidad tanto aparente
como verdadera medida en el sistema Daisy™
presenta una alta repetibilidad, consistencia y
reproducibilidad, dadas las bajas variaciones entre
muestras y corridas, haciendo el procedimiento
mas rapido, sencillo y econdémico. Es posible
estimar la degradabilidad ruminal in situ verdadera
con base en datos obtenidos in vitro. Sin embargo,
para generalizar el uso del incubador Daisy"®, es
recomendable evaluarlo empleando otras especies
de forrajes tropicales y sus fracciones quimicas.
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