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Resumen

Esta investigacion se realizé en el municipio de Villavicencio, en la Universidad de los Llanos, cuyo objetivo fue determinar
la digestibilidad de tres forrajes para bovinos mediante cuatro técnicas diferentes: una in situ y tres in vitro (inoculacién con
liquido ruminal, produccion de gas, y enzimatica) con el fin de validar las técnicas y los equipos que se estan usando para
estos procedimientos; se evaluaron las especies forrajeras y arbdreas: Pennisetum purpureum (PP), Hibiscus rosa-sinensis
(HR) y Gliricidia sepium (GS), ademas se valoré en todas las técnicas, la curva y tasa de degradacion de la materia seca
(MS), fibra detergente neutro (FDN) y proteina cruda (PC) (0 a 72 horas). Se utilizé un disefo completamente al azar con
arreglo de medidas repetidas, bajo el cual se realiz6 el analisis de varianza para determinar los rangos de desviacién entre
las técnicas y asi establecer la tendencia de los datos; las variables evaluadas fueron las digestibilidades de la MS, FDN y
PC de los tres forrajes de las cuatro técnicas; luego de verificar las diferencias entre las varianzas de las digestibilidades, y
comprobar el supuesto de esfericidad con el test de Mauchly, se realizé la comparacién mdiltiple con la prueba de Bon-
ferroni. La digestibilidad de la MS, FDN y PC vari6 entre 39.89-44.22, 54.18-64.26 y 47.54-57.05%; 79.29-84.18, 76.30-
86.95y 72.81-89.03%; 32.52-62.14, 69.12-76.52 y 42.00-66.54% respectivamente en los forrajes PP, HR y GS, en funcion
de la técnica empleada para su estimacion. A pesar de encontrar diferencias estadisticamente significativas entre varias
de las comparaciones realizadas en las técnicas de digestibilidad, se encontré un alto coeficiente de determinacion y alta
correlacién entre las estimaciones in vitro: inoculacién con liquido ruminal, produccion de gas y enzimdatica con respecto
a la estimacion in situ.

Palabras clave: Arbustos, digestion, forrajes cultivados, nutrimentos, suplementacion nutricional.
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Abstract

This research was conducted in the Villavicencio city, at the Universidad de los Llanos, whose objective was to determine
the digestibility of three forages for cattle through four different techniques: one in situ and three in vitro (inoculation with
ruminal fluid, gas production, and enzymatic), in order to validate the techniques and equipment that are being used for
these procedures; the forage species were evaluated: Pennisetum purpureum, Hibiscus rosa-sinensis y Gliricidia sepium, in
addition it was evaluated both in all techniques: the curve and rate of degradation of dry matter (DM), neutral detergent
fiber (NDF) and crude protein (PC) (0 to 72 hours). A repeated measures design was used, under which the analysis of
variance was performed to determine the ranges of deviation between the techniques and thus establish the trend of the
data; the variables evaluated were the digestibilities of DM, NDF and PC of the three forages of the four techniques; after
verifying the differences between the variances of the digestibilities, and check the assumption of sphericity with the Mau-
chly test, the multiple comparison was performed with the Bonferroni test. The digestibility of DM, NDF and PC varied
between 39.89-44.22, 54.18-64.26 and 47.54-57.05%; 79.29-84.18, 76.30-86.95 and 72.81-89.03%; 32.52-62.14, 69.12-
76.52 and 42.00-66.54% respectively in the PP, HR and GS forages, depending on the technique used for their estimation.
Despite finding statistically significant differences among several of the comparisons made in the techniques of digestibility,
it was found a high determination coefficient and correlation between estimates in vitro: inoculation with ruminal fluid, gas
production and enzymatic with respect to the in situ estimate.

Key words: Shrubs, digestion, cultivated forages, nutrients, nutritional supplementation.

Resumo

Esta pesquisa foi realizada na cidade de Villavicencio, na Universidad de los Llanos, cujo objetivo foi determinar a digestibi-
lidade de trés forragens em bovinos através de quatro técnicas in vitro diferentes: um in situ e trés in vitro (inoculacao com
fluido ruminai, producdo de gas, e enzimatica), com a fim de validar as técnicas e equipamentos que estao sendo usados
para estes procedimentos; foram avaliadas espécies forrageiras e arvore: Pennisetum purpureum (PP), Hibiscus rosa-sinensis
(HR) y Gliricidia sepium (GS), além disso foi avaliado em todas as técnicas: curva e a taxa de degradagao de matéria seca
(MS), fibra em detergente neutro (FDN) e proteina bruta (PB) (0 a 72 horas). Utilizou-se um desenho de medidas repetidas,
sob as quais foi realizado o andlise de varidncia para determinar as gamas de desvio entre as técnicas e assim estabelecer a
tendéncia dos dados; as varidveis avaliadas foram a digestibilidade da MS, FDN e PB dos trés forragens das quatro técnicas;
depois de verificar as diferencas entre as variancias de digestibilidade, e verificar a hipétese de esfericidade com o teste de
Mauchly, foi realizado a comparacao mudiltipla com o teste de Bonferroni. A digestibilidade de MS, FDN e PB variou entre
39,89-44,22, 54,18-64,26 e 47,54-57,05%; 79,29-84,18, 76,30-86,95 e 72,81-89,03%; 32,52-62,14, 69,12-76,52 e 42,00-
66,54%, respectivamente nas forragens PP, HR e GS, dependendo da técnica utilizada para sua estimagdo. Apesar de
encontrar diferencas estatisticamente significativas entre varios das comparacoes realizadas nas técnicas de digestibilidade,
foi encontrado un alto coeficiente de determinacdo y uma elevada correlacdo entre as estimativas in vitro: inoculacao
liquido ruminal, producdo de gas e enzimatica com respeito a estimativa in situ.

Palavras chave: Arbustos, digestao, forragens cultivadas, nutrientes, suplementos nutricionais.

Introduccién

La produccién animal en la zona del Piedemonte lla-
nero se caracteriza por marcadas fluctuaciones en la
cantidad y calidad de los forrajes, que traen como
consecuencia baja productividad (Rincon et al., 2010).
Esto hace que sea necesario evaluar, en el laborato-
rio como primera medida, germoplasmas de forrajes
adaptados y de buena calidad, que provean mayores
aportes nutricionales, como es el caso de las especies
arboreas y arbustivas que estan presentes en el tropi-
co como una alternativa para la alimentacion de los
sistemas de produccién bovina; los forrajes arbustivos
pueden reemplazar completamente los alimentos ba-
lanceados fabricados con cereales y tortas oleagino-
sas, sin reducir la calidad ni la cantidad de producto
animal, y por tanto, permitir niveles muy altos de in-
tensificacion, sin generar una dependencia de insumos
externos (Valencia et al., 2010). Esto es debido a que
en la produccion animal es muy importante la eficien-

cia con la que son utilizados los alimentos, si se tiene
en cuenta que por lo regular abarcan el 70 a 80% de
los costos de produccion (Duarte et al., 2000).

Desde otra perspectiva, el consumo vy la digestibilidad
han sido areas de gran interés para los nutricionistas,
puesto que en produccion animal es importante la efi-
ciencia en el uso de dietas balanceadas para que el
animal exprese su potencial productivo, por lo tanto el
conocimiento de la calidad nutricional de los alimentos
es basico para proporcionar los nutrientes requeridos
de acuerdo a su estado fisiologico y productivo (leche
o carne) (Uffo, 2011). No solamente el conocimiento
del valor nutritivo de los alimentos es fundamental sino
que también, es necesario considerar los efectos de
los procesos de digestion, absorcion y metabolismo
animal (Sosa et al., 2006). Al respecto conviene decir
que, la calidad nutritiva de los forrajes esta en funcién
de la proporcion y el nivel de consumo, de la digesti-
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bilidad, del contenido de nutrientes y la eficiencia con
que estos pueden ser metabolizados y utilizados por
los animales (Giraldo et al., 2007).

Ahora bien, los alimentos que mas varian en diges-
tibilidad de la materia seca, son los forrajes, debido
principalmente a la madurez de la planta. Asimismo
se debe tener en cuenta que existen diversas etapas
productivas de los animales, que muestran habitos y
requerimientos alimenticios diferentes, afectando su
digestibilidad (Estupifan et al., 2007). Dentro de la eva-
luacion de la calidad de los recursos forrajeros, el prin-
cipal parametro que la define es la digestibilidad de la
materia seca, que junto con la cantidad de fibras deter-
gentes neutra y acida, y proteina bruta, constituyen la
informacion necesaria para valorar los forrajes que son
suministrados en la dieta de los bovinos. Podria decir-
se que la calidad es una propiedad del forraje, pero
que puede variar como resultado de la respuesta del
forraje al ambiente y/o manejo, y que ademas debe
considerarse otros factores como la respuesta animal,
consumo vy digestion del mismo; por lo tanto conocer
la digestibilidad de la materia seca, fibra detergente
neutra y proteina cruda, permite por un lado ofrecer
dietas a los animales que tengan mayor probabilidad
de suplir sus requerimientos, y por otro lado, clasificar
los forrajes mas utilizados en la produccion, ya que
se considera que un forraje tiene alta calidad cuando
tiene aproximadamente 70% de digestibilidad in vitro
de la materia seca (DIVMS), menos de 50% de fibra
detergente neutra (FDN) y mas de 15% de proteina
bruta (PB); y por el contrario, en uno de baja calidad la
DIVMS disminuye a menos del 50%, la FDN sube a mas
del 65% y la PB baja a menos del 8% (Cardozo, 2013).

Los métodos in vitro para estimar la digestibilidad de
forrajes en bovinos, que han sido utilizados mas am-
pliamente desde su introduccién son el de Tilley y Te-
rry, y el de Van Soest, los cuales consisten en someter
los forrajes a la accién directa de los microorganismos
ruminales, y son considerados los procedimientos mas
exactos para la prediccion de la digestibilidad en ru-
miantes. El método de Tilley y Terry se considera un
método referente para calcular la digestibilidad en ali-
mentos para rumiantes, el cual ha sido modificado y
adaptado segun el tipo de alimento a analizar, al igual
que se han desarrollado y probado diferentes tampo-
nes de dilucién para ajustar el pH del in6culo (Giraldo
et al., 2007). Pese a su exactitud y a todas las modifi-
caciones y adaptaciones, este método sigue siendo un
procedimiento que consume mucho tiempo y trabajo,
ademas cada alimento debe incubarse por separado,
limitando el nimero de muestras a ser analizadas por
corrida o tanda.

Las primeras pruebas de degradabilidad utilizando
la técnica in vitro por produccién de gas (TIVPG) se
realizaron en la Estacion Experimental Weende en la
Universidad de Goettingen en Alemania en 1860. La
TIVPG es similar a cualquier técnica de digestibilidad
in vitro, en donde los sustratos son molidos y mezcla-
dos en un medio anaerobio con un in6culo de pobla-
cién microbiana tomado del rumen. La medicién de
produccion de gas (PG) ha tenido relevancia en los
ultimos anos, de tal modo que existen varias metodo-
logias (Muro, 2007). Hay TIVPG desarrolladas para la
evaluacion de la calidad del alimento bajo dos criterios
para medir los volimenes de gas: (1) el gas medido
colectado a presion atmosférica y su volumen es deter-
minado directamente o (2) el gas acumulado medido
en un contenedor con un volumen fijo, y el volumen
es calculado a partir de los cambios de presion. Las
técnicas de gas disponibles son: (a) el método de gas
Hohenheim o el método de Menke (Menke et al,
1979) (jeringas donde el émbolo es empujado debido
al gas producido); (b) el sistema de desplazamiento
de liquidos (Beuvink et al., 1992) (botellas con 60 ml
de liquido ruminal bufferizado conectada al sistema
de desplazamiento de agua); (c) método manomé-
trico (Waghorn y Stafford, 1993) (frascos de 250 ml
conectados al dispositivo); (d) sistemas de transductor
de presion: manual (Theodorou et al., 1994), compu-
tarizado (Pell y Schofield, 1993) (media de la presion
dentro de la botella sellada), y la combinacién del
transductor de presion y el sistema de liberacion de
gas (Davies et al., 2000) (Davies et al., 2000).

Debido a que la determinacion de la digestibilidad in
vivo en bovinos es poco practica, se han desarrollado
métodos de laboratorio que simulan los procesos de
digestion, por lo cual muchos intentos se han realiza-
do para establecer técnicas simples para determinar
la digestibilidad de alimentos para rumiantes, uno de
ellos cuyo objetivo es reemplazar el liquido ruminal,
se basa en el uso de enzimas comerciales con el fin de
reproducir la actividad celulolitica que presentan los
microorganismos ruminales. Se han realizado estudios
empleando la preparacion con enzimas comerciales,
siendo importante en esta técnica que el material sea
preparado de una manera determinada para que la en-
zima sea capaz de penetrar y reaccionar con el sustra-
to (Arce et al., 2003).

Existen actualmente restricciones que manejan las co-
misiones de ética de los organismos internacionales de
investigacion para el uso de animales experimentales,
aunque debe precisarse que en Colombia, ésta regla-
mentacion es precaria e imprecisa (Resoluciéon 8430
de 1993; Ley 84 de 1989) (De Osorio, 2006; Concep-
cion et al., 2007; Botero y Gémez, 2013); los investiga-

Comparacién de la digestibilidad de tres especies forrajeras estimada mediante diferentes técnicas 17



dores consientes del bienestar animal, han trabajado
métodos que permitan obviar el uso de animales ca-
nulados para realizar pruebas de digestibilidad, siendo
la técnica pepsina-celulasa (enzimatica) una de ellas, la
cual es recomendable por eliminar variaciones entre
corridas, aunque es un poco costosa y ademas puede
presentar una considerable variacion en la actividad
enzimatica de una fuente comercial a otra, tiene la
ventaja de ser completamente independiente del ani-
mal, por lo cual se presenta una menor variaciéon (Ruiz,
2011).

Se han utilizado enzimas derivadas de las celulasas de
Trichoderma viridae y Aspergillus niger con el pH ajus-
tado a 4.8; moliendo la muestra y pasandola a través
de una criba de 0.75 mm, posteriormente el residuo
es colectado, secado y pesado, y consecutivamente
se determina el porcentaje de materia seca digestible
(Vega, 2016). También se han probado diferentes con-
centraciones de celulasa, observandose que una alta
cantidad de enzima podria resultar en una mejor des-
composicion del material celulolitico y dar valores de
correlacion mas cercana con los de digestibilidad in
vivo (Arce et al., 2003; Torres et al., 2009). Esta técnica
enzimatica ha sido probada para ensilajes, pastos se-
cos y cereales considerando que los resultados de es-
tas mediciones son eficientes (Gonzélez, 2016; Sainz,
2016).

Por otro lado, la retencién de los forrajes dentro del ru-
men provee suficiente tiempo a los microorganismos
para degradar eficientemente los alimentos ingeridos
(Araujo y Vergara, 2007). Se ha podido observar que
el tiempo de retencion en el rumen esta entre 48 y 60
horas, y que éste influye en el valor alimentario, espe-
cialmente la degradabilidad, la cual es esencial para
optimizar el nitrégeno y la energia disponible para la
sintesis de proteina microbiana en el rumen (Bulang et
al., 2008). Por este motivo se analizé y compard me-
diante cuatro técnicas diferentes, la digestibilidad de
tres forrajes a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas, para de-
terminar la curva de la degradabilidad de los mismos,
y poder establecer si los resultados de la digestibilidad
in vitro son similares a los determinados mediante la
técnica in situ o si muestran algin rango de desviacion.

Materiales y Métodos

Ubicacion
Esta investigacion se realizé en el municipio de Villa-
vicencio, en la granja y laboratorios de la Universidad

de los Llanos sede Barcelona, ubicada en el kilémetro
12 via Puerto Lopez, con una altitud de 465 metros

sobre el nivel del mar, temperatura promedio de 27°C
y precipitacion anual entre 1900 y 3250 milimetros
(IDEAM, 2014).

Muestreo de forrajes

Las muestras de hojas de los forrajes fueron recolecta-
das de las parcelas de la Universidad, a una edad de
rebrote de 60 dias, luego fueron deshidratadas en una
estufa de aire forzado MEMMERT® (Schwabach, Bavie-
ra, Alemania) a 68 °C por un tiempo de 72 horas y
posteriormente molidas y tamizadas en una criba de
1T mm para garantizar su homogeneidad en el tamano
de la particula; a los forrajes secos Pennisetum purpu-
reum, Hibiscus rosa-sinensis y Gliricidia sepium se les
realizé6 un andlisis nutricional preliminar, en el cual
se les determindé materia seca (MS) por desecacion,
proteina cruda (PC) por el método Kjeldahl usando el
factor N x 6.25 vy fibra detergente neutro (FDN), tres
repeticiones por forraje, esto con el fin de conocer su
caracterizacion nutricional (AOAC, 2005) (Tabla 1).

Digestibilidad in situ

Se utilizé la técnica con bolsas de nylén (Mertens,
2002), con tamano de 20 x 10 cm con un poro pro-
medio de 50 micras, las cuales se secaron previamen-
te a 60°C por 24 horas con el fin de llevarlas a peso
constante y en cada una se colocaron 8 g de materia
seca de cada arbusto o forraje por tres repeticiones en
cada hora (0, 6, 12, 24, 48 y 72), es decir que se inocu-
laron 18 bolsas por forraje para un total de 54 bolsas,
las cuales fueron colocadas en la porcién ventral del
rumen, dejandoles cierta libertad de movimiento; para
sostenerlas fueron amarradas a una cadena conservan-
do una distancia entre la canula y las primeras bolsas
de 50 cm; estas fueron colocadas en forma secuen-
cial, y extraidas de acuerdo a la hora correspondiente
de degradacion; su lavado fue uniforme hasta retirar
todos los residuos del rumen (Figura 1), tras lo cual
fueron secadas en estufa de aire forzado a 68 °C, para
posteriormente determinar contenido de MS, FDN vy
PC, y estimar asi su digestibilidad.

Tabla 1. Contenido (%) de proteina cruda (PC) y fibra
detergente neutro (FDN) en los forrajes

Nutrientes (%)
FORRAJE
FDN PC
Pennisetum purpureum 429 9.2
Hibiscus rosa-sinensis 81.8 17.3
Gliricidia sepium 63.8 23.6
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Digestibilidad in vitro inoculacion liquido ruminal

Estas pruebas fueron realizadas en el Laboratorio de
Nutricién Animal. Para ello 0.2 g de MS de cada forra-
je se colocaron en jeringas desechables de 20 ml que
contenian 20 ml de una mezcla de saliva de McDou-
gall previamente gasificada con CO», y liquido rumi-
nal en una proporcién 2 a 1, las cuales se sellaron y
se colocaron en una incubadora HEIDOLPH Inkubator
1000® (Schwabach, Baviera, Alemania) por triplicado
para cada tiempo de incubacién (18 muestras por fo-
rraje por 3 forrajes = 54 muestras). El liquido ruminal se
obtuvo de la planta de beneficio a partir de animales
alimentados con pastos del género Brachiaria spp.; la
solucion buffer (saliva de McDougall) fue preparada
mezclando en un litro de agua destilada 9.8 g de bicar-
bonato de sodio (NaHCO3), 9.3 g de fosfato de sodio
(Na2POy), 0.57 g de cloruro de potasio (KCl), 0.47 g
de cloruro de sodio (NaCl), 0.04 g de cloruro de calcio
(CaClp) y 0.06 g de cloruro de magnesio (MgCla) (G6-
mez et al., 2013) (Figura 2). Después de la incubacion,
el contenido de las jeringas se filtré en un embudo
con papel filtro de 150 mm WHATMAN® (Maidstone,
Kent, Reino Unido), y se lavé con 500 ml de agua des-
tilada a temperatura ambiente con el fin de detener el
proceso. El residuo fue puesto a secar en estufa de aire
forzado a 68°C durante 72 horas, para luego determi-
nar el contenido de MS, FDN y PC, y con ello poder
estimar su digestibilidad.

Digestibilidad in vitro produccion de gas

Estas pruebas también fueron realizadas en el Laborato-
rio de Nutricion Animal. Para ellos se siguieron los mis-
mos procedimientos que se siguieron a los descritos para
la digestibilidad in vitro con liquido ruminal, solo que, en
este caso, se midid la produccién de gas mediante el
desplazamiento del embolo de jeringas de 50 ml, y pos-
teriormente por medio de una ecuacion dada por una
regresion lineal se determind la digestibilidad del forraje a
partir del volumen de gas producido (Figura 3).

Digestibilidad in vitro enzimdtica

En el método enzimatico se utilizaron 90 mg de la en-
zima celulasa proveniente del hongo Aspergillus niger
(EC 3.2.1.4) (SIGMA CHEMICAL®, St Louis, Missouri, Es-
tados Unidos), 38 ml de buffer acetato (pH 4.8), 2 ml
acido clorhidrico y 140 mg de pepsina (EC 232-629-3)
(AMRESCO®, Fountain Parkway Solon, Ohio, Estados
Unidos) diluida en 2 ml de buffer, mezclado con 200
mg de forraje (Arce et al.,, 2003). El inoculo fue colo-
cado en tubos de ensayo de 30 ml y mantenidos a
temperatura constante (39.2 °C) (Figura 4). Para cada
tiempo de digestibilidad el procedimiento estuvo divi-

do en dos pasos: la primera mitad del tiempo se realizé
la incubacion con pepsina diluida en 18 ml de buffer
acetato y 2 ml de acido clorhidrico (20 ml de solucién)
para posteriormente ser filtrado con papel filtro de 150
mm WHATMAN® (Maidstone, Kent, Reino Unido), y la
otra mitad del tiempo se realizé la incubaciéon con 20
ml de soluciéon de celulosa (140 mg de celulosa dilui-
da en 20 ml de buffer acetato). Las muestras fueron
incubadas al mismo tiempo, y se fueron extrayendo a
la hora correspondiente (0, 6, 12, 24, 48, y 72 horas),
tras lo cual, el contenido de los tubos se filtr6 de la
misma manera mencionada anteriormente y lavé con
500 ml de agua destilada a temperatura ambiente con
el fin de detener el proceso. El procedimiento fue rea-
lizado en un bafo de agua (MEMMERT®, Schwabach,
Baviera, Alemania) en el Laboratorio de Nutricion del
Instituto de Acuicultura de los Llanos, adscrito a la Uni-
versidad de los Llanos.

Para todas las estimaciones in vitro (inoculaciéon con
liquido ruminal, produccién de gas y enzimatica), en
cada andlisis, ademas de los forrajes se incubaron dos
tubos y/o jeringas con indculo pero sin forraje (blanco) y
dos con paja de avena (testigo) de digestibilidad in vitro
conocida (61% DIVMS) utilizada rutinariamente como
estandar. Finalmente, la digestibilidad se calcul6 como
el porcentaje de la diferencia entre la MS incubada y el
residuo después del procedimiento correspondiente (in
situ o in vitro inoculacion liquido ruminal, produccion
de gas o enzimatica); posteriormente al residuo se le
estimé la cantidad de fibra detergente neutra (FDN),
mediante el digestor de fibras, utilizando la solucién
FDN a 100°C durante 60 minutos y secado el residuo a
72°C durante 48 horas en una estufa de aire forzado, e
igualmente la proteina cruda (PC) fue determinado por
el método Kjeldahl usando el factor N x 6.25.

Diseiio experimental

Con la informacién obtenida se establecio la curva y
tasa de degradacion de la MS, PC y FDN desde las 0
hasta las 72 horas, de cada uno de los tres forrajes, en
los cuatro procedimientos: P1 in situ, P2 in vitro con
liquido ruminal, P3 in vitro produccion de gas y P4 in
vitro enzimatico con pepsina y celulasa. Para estable-
cer la degradacion efectiva de la MS, FDN y PC (P) se
utilizé el modelo matematico, basado en la ecuacion
lineal de orden cero de Orskov y McDonald (1979):

P=a+b(1-exp)

Siendo a = intercepto inicial (fraccion soluble), b = la
fraccion insoluble (potencialmente degradable), ¢ =
tasa de degradacion de b, y t = tiempo de degradacion.
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Figura 1. Bovino con cédnula ruminal y bolsas en el rumen
(Digestibilidad in situ)

Figura 2. Incubadora con muestras en jeringas
(Digestibilidad in vitro)

Figura 3. Jeringa con contenido gaseoso posterior al proce-
dimiento
(Produccién de gas)

El disefo estadistico fue uno de medidas repetidas bajo
el modelo mixto con efectos principales por tiempo y
método, los factores intra-sujetos fueron el tiempo de
digestibilidad, la técnica para su estimaciéon (procedi-
miento) y la interaccién entre ambos, y el factor inter-
sujeto fue el nutriente estudiado (MS, FDN y PC); las
variables aleatorias fueron las digestibilidades de MS,
FDN'y PC, y la variable de efectos fijos fue la técnica de
digestibilidad (in situ e in vitro: inoculacion con liquido
ruminal, produccién de gas y enzimatica). Adicional-
mente se realizé una regresion lineal para analizar la
relacion entre las variables digestibilidad de la MS, FDN
y PC in situ y digestibilidad de la MS, FDN y PC in vitro,
a través de ecuaciones, y asi poder estimar la primera
a partir de las segundas. Los datos se analizaron bajo
el siguiente modelo matematico:

Yij=p+ai+Bj+eij

Doénde: yij = es la variable aleatoria que mide la res-
puesta del sujeto experimentado en el i-esimo indivi-
duo (digestibilidad de la MS, FDN y PC de cada forraje)
que recibié el j-esimo procedimiento (técnica de di-
gestibilidad); u = es el promedio general, ai = el efecto

Figura 4. Incubadora con muestras e inoculo pepsina-
celulasa
(Digestibilidad enzimdtica)

del tiempo, Bj = el efecto del procedimiento o tipo
técnica de digestibilidad, y €ij = es la cantidad de va-
riacién no explicada por el factor, también conocida
como Error del Experimento o Variacion Residual.

Luego de obtener las digestibilidades de MS, FDN vy
PC de cada forraje se realizé test de Mauchly para
verificar la esfericidad de los datos (homogeneidad) y
un andlisis de varianza para determinar los rangos de
desviacion entre las cuatro técnicas y asi establecer la
tendencia de los datos; las variables evaluadas fueron
las digestibilidades de la MS, FDN y PC de los tres fo-
rrajes de las cuatro técnicas (tres in vitro y una in situ):
luego de verificar las diferencias entre las varianzas,
se realiz6 la comparacion de medias mediante test de
Bonferroni, haciendo la comparacion entre los cuatro
procedimientos.

Resultados

Pennisetum purpureum

Los promedios de digestibilidad y curvas de degrada-
cion de la materia seca (MS), fibra detergente neutro
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(FDN) y proteina cruda (PC) del forraje king grass es-
timada por los cuatro procedimientos se muestran
en la Tabla 2 y Figuras 5, 6 y 7 respectivamente. El
test de Mauchly indica que el supuesto de esfericidad
(homogeneidad) se cumplié para el efecto del factor
procedimiento (P>0.05) pero no para tiempo, en la di-
gestibilidad de este forraje (x*(14)= 32.098, P<0.05),
por lo tanto para este efecto los grados de libertad
se han corregido con la estimacion de Greenhouse
Geisser (e= 0.294). Las pruebas de efectos intra-suje-
tos muestran que existe una interaccion significativa
entre los factores: tiempo (0, 6, 12, 24, 48 y 72 ho-
ras) y procedimiento in situ (IS), in vitro inéculo liqui-
do ruminal (IV), in vitro produccién de gas (PG) e in
vitro enzimatica (EZ) (F(15, 90)= 51.631, P<0.05, n°=
0.896); asi mismo existe un efecto principal del tiempo
(F(5,30)=3873.51, P<0,05, n°= 0.998) en la digestibili-
dad del forraje; e igualmente existe un efecto principal
del procedimiento empleado para su estimaciéon (F(3,
18)=135.691, P<0.05, n?= 0.958); algo semejante ocu-
rre con las pruebas inter-sujetos mostrando un efecto
significativo en el factor nutriente MS, FDN y PC (F(2)=
69.495, P<0.05, n’= 0.959).

Las comparaciones mdiltiples indican que existen dife-
rencias estadisticamente significativas (P<0.05) en la
digestibilidad de la MS a las 12 horas de incubacién

siendo menor en la técnica in vitro produccién de gas
(PG) (17.08 £ 1.03) en comparacion con in situ (IS), e
in vitro enzimatica (EZ) (18.94 £ 0.56 y 18.76 + 0.71
respectivamente); a las 24 horas fue menor en in vitro
inoculacién liquido ruminal (IV) y PG (28.91 £ 0.91 y
27.16 = 1.37 respectivamente) seguido por EZ (29.82
£ 0.26) y ésta a su vez menor que IS (30.10 £ 0.49);
a las 48 horas IV (38.97 + 0.73) y PG (36.60 £ 1.58)
fueron menores en comparacion con las técnicas IS
(40.57 £ 3.63) y EZ (40.19 £ 1.09); a las 72 horas con-
tinud la tendencia siendo menor en 1V (42.46 + 0.92)
y PG (39.89 + 0.52) en comparacioén con las otras téc-
nicas IS (44.22 + 2.09) y EZ (43.80  1.44); para todas
las demas comparaciones no hubo diferencias estadis-
ticamente significativas (P>0.05) entre las técnicas es-
tudiadas en este forraje (Tabla 2, Figura 5).

En la digestibilidad de la FDN, las comparaciones muil-
tiples también muestran que existen diferencias esta-
disticamente significativas (P<0,05) a las 6 horas de
incubacion, siendo con la técnica EZ (13.12 + 1.16)
menor que las otras tres IS, PG e IV (15.56 = 2.25,
15.10 £ 0.71 y 14.65 £ 0.50 respectivamente); a las
12 horas EZ (23.20 £ 0.64) fue menor en comparacion
con las técnicas IV (25.90 £ 0.74) y PG (26.69 £ 0.93),
y estas a su vez menores que IS (27.52 £ 0.82); a las
24 horas continu6 la tendencia siendo menor en EZ

Tabla 2. Digestibilidad (%) de materia seca, fibra detergente neutro y proteina cruda en Pennisetum purpureum estimada

mediante cuatro técnicas diferentes: in situ (IS) e in vitro: inéculo liquido ruminal (IV), produccién de gas (PG) y enzimatica (EZ)

Tiempo Materia Seca Fibra Detergente Neutro Proteina Cruda
(Horas) | s \% PG EZ IS \% PG EZ IS \% PG EZ
11.52
6 10.71 | 1029+ | 966+ | 10.61 | 1556 | 14.65 | 1510 | 13.12 | 13.82 | 13.10% | 13.04 N
+1.22%| 063 | 0797 |+1.59 |+2.25 | +0.50° | £0.71° | £1.167 |+ 1.26" | 216" | +£0.57° 500
20.36
- 18.94 |18.18% | 17.08 | 18.76 | 27.52 | 2590 | 26.69 | 23.20 | 24.43 | 23.16+ | 23.06 N
+0.56" | 0.98% | £1.032 [ £0.71° | £0.82¢ | £+ 0.74> | £0.93P | £0.64% | £0.90° | 1.83" |+0.75 0,297
32.37
” 30.10 | 2891+ | 27.16 | 29.82 | 43.75 | 41.17 | 42.43 | 36,89 | 38.84 | 36.81+ | 36.66 N
+0.49¢| 091 | £137% | £0.26" | £0.60° | £ 0.66P | + 1.24P | £1.207 | £0.58| 0.70" |+0.99" 0287
43.62
48 40.57 | 3897+ | 36.60 | 40.19 | 58.96 | 55.49 | 57.19 | 49.72 | 52.35 | 49.62+ | 49.42 N
+3.63P| 0732 | £1.58% | £1.09° |+ 1.41° [ £0.51P | £1.43P | £2.727 | £1.66° | 130 | £1.14° 1 190
47.54
- 44.22 | 4246+ | 39.89 | 43.80 | 64.26 | 60.47 | 6232 | 54.18 | 57.05 | 54.07+ | 53.85 N
+2.09P| 0922 | £0.52% | +1.44" | +£1.37° [ £0.68° | £0.47° | £0372 | £0.57° | 2.48> | +037P 1 200
Valores expresados como promedio # error estandar de la media.
Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).
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Figura 5. Digestibilidad (%) de la materia seca en Pennisetum
purpureum estimada mediante cuatro procedimientos diferen-
tes: in situ e in vitro: inoculacién liquido numinal, produccién
de gas y enzimético.

(36.89 £ 1.20) en comparacion con IV (41.17 £ 0.66) y
PG (42.43 + 1.24), que a su vez fueron menores que IS
(43.75 £ 0.60); a las 48 horas EZ (49.72 £ 2.72) fue me-
nor que las otras tres IS, PG e IV (58.96 + 1.41, 57.19
1.43 y 55.49 £ 0.51 respectivamente); a las 72 horas se
mantuvo la tendencia siendo menor en EZ (54.18 £ 0.37)
en comparacion con las otras tres IS, PG e IV (64.26
1.37,62.32£0.47 y 60.47 + 0.68 respectivamente); para
todas las demas comparaciones no hubo diferencias es-
tadisticamente significativas (P>0.05) entre las técnicas
estudiadas en este forraje (Tabla 2, Figura 6).

En el tercer nutriente estudiado, las comparaciones
muiltiples de la digestibilidad de la PC revelan que exis-
ten diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)
alas 6 horas de incubacién, siendo nuevamente con la
técnicaEZ (11.52 £2.02), menor quelS, IVy PG (13.82
+1.26, 13.10 + 2.16 y PG (13.04 £ 0.57); a las 12 ho-
ras EZ (20.36 £ 0.29) fue menor que IV y PG (23.16
1.83 y 23.06 £ 0.75) y estas a su vez menores que IS
(24.43 £0.90); a las 24 horas continu6 la tendencia IS
(38.84 £ 0.58) fue mayor que IV (36.81 £ 0.70) y PG
(36.66 £ 0.99), y estas a su vez mayores que EZ (32.37
£ 0.28); a las 48 horas IS (52.35 = 1.66) fue mayor a
la estimacion obtenida mediante las técnicas PG y EZ
(49.42 £ 1.14 y 43.62 £ 1.19 respectivamente); y a las
72 horas EZ (47.54 = 1.40) fue menor a la estimacion
obtenida mediante la técnica IS, IV y PG (57.05 £ 0.57,
54.07 £ 2.48 y 53.85 £ 0.37 respectivamente), para
todas las demds comparaciones no hubo diferencias
estadisticas (P>0.05) entre las técnicas estudiadas en
este forraje (Tabla 2, Figura 7).

La cinética de degradacion de la MS fue similar
(P>0.05) en las tres técnicas IS, IV y PG, pero fueron
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Figura 6. Digestibilidad (%) de la fibra detergente neutro en
Pennisetum purpureum estimada mediante cuatro procedimien-
tos diferentes: in situ e in vitro: inoculacién liquido numinal,
produccién de gas y enzimdtico.

mayores (P<0.05) que EZ; mientras que en la FDN se
observé un mayor valor en la estimacion IS, en com-
paracion con IV y PG, y éstas a su vez mayores que EZ
(P<0.05); por otro lado, en la PC se observé un mayor
valor en la estimacion IS en comparacién con 1V, y
ésta a su vez mayor que EZ (P<0.05), mientras que PG
resulto se similar a las dos primeras (P>0.05) (Figuras
56y7).

La digestibilidad tanto de la MS como FDN y PC
estimadas mediante las técnicas IV, PG y EZ, estan
altamente correlacionadas positivamente (P<0.05),
con la digestibilidad IS, encontrando que para la pri-
mera sus valores son: (MS) r = 0.9844, (FDN) r =
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Figura 7. Digestibilidad (%) de la proteina cruda en Penni-
setum purpureum estimada mediante cuatro procedimientos
diferentes: in situ e in vitro: inoculacién liquido numinal, pro-
duccidén de gas y enzimatico.
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Tabla 3. Regresiones lineales entre digestibilidad de la
materia seca in situ (DISMS) y digestibilidad de la materia seca
in vitro: inéculo liquido ruminal (DIVMS), produccién de gas
(DPGMS) y enzimadtica (DEZMS) en Pennisetum purpureum

DISMS =-0.5504+1.079DIVMS
DISMS=0.3823+1.049DPCMS
DISMS=-0.2307+0.8585DEZMS

0.9952 y (PC) r = 0.9896; para la segunda (MS) r =
0.9820, (FDN) r = 0.9739 y (PC) r = 0.9765, y para
la tercera (MS) r = 0.9827, (FDN) r = 0.9379 y (PC)
r=0.9257; asi mismo, el andlisis de regresion lineal
muestra la existencia de una relacion entre las va-
riables digestibilidad de la MS estimada mediante la
técnica IS con respecto a la estimacién IV, PGy EZ,
que es explicada por las ecuaciones de la Tabla 3,
en la que es la digestibilidad (%) de la materia seca
estimada mediante la técnica in situ, en la primera
ecuacion es la estimacion in vitro incubacion con
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liquido ruminal; para el segundo caso es la estima-
cion in vitro produccion de gas, y para el tercero es
la estimacion in vitro enzimatica (Figura 8); por lo
tanto las variables digestibilidad 1S de la MS, FDN
y PC se explican en un 96.9 (r*> = 0.9690), 99 (r?
=0.9903), 97.9% (r? =0.9794); 96.4 (r* = 0.9643),
94.9 (r? = 0.9485), 95.4% (r*> = 0.9536), y 96.6 (r?
=0.9657), 67.6 (r> = 0.6758) y 85.7% (r* = 0.8569)
por la digestibilidad 1V, PG y EZ respectivamente.

Hibiscus rosa-sinensis

Los promedios de digestibilidad y curvas de degrada-
cion de la materia seca (MS), fibra detergente neutro
(FDN) y proteina cruda (PC) del forraje cayeno en los
cuatro procedimientos se muestran en la Tabla 4 y Fi-
guras 9, 10 y 11 respectivamente. El test de Mauchly
indica que el supuesto de esfericidad (homogeneidad)
no se cumplié para los efectos de los factores tiem-
po ni procedimiento en la digestibilidad de este forra-
je (x?(14)= 47.687, P<0.05; y x%(5)= 16.449, P<0.05
respectivamente), por lo tanto para estos efectos los
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Figura 8. Regresiones lineales entre digestibilidad de la materia seca in situ y digestibilidad de la materia seca in vitro: in6culo liqui-
do ruminal (a), produccién de gas (b) y enzimdtica (c) en Pennisetum purpureum
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grados de libertad se han corregido con la estimacion
de Greenhouse Geisser (e= 0.231 y 0.447 respectiva-
mente). Las pruebas de efectos intra-sujetos muestran
que existe una interaccion significativa entre los fac-
tores: tiempo (0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas) y técnica
de digestibilidad in situ (1S), in vitro in6culo liquido ru-
minal (IV), in vitro produccién de gas (PG) e in vitro
enzimatica (EZ) (F(15, 90)= 13.361, P<0.05, n°= 0.69);
asi mismo existe un efecto principal del tiempo (F(5,
30)= 1754.625, P<0.05, n’= 0.997) en la digestibili-
dad del forraje; e igualmente existe un efecto princi-
pal de la técnica empleada para su estimacion (F(3,
18)= 12.081, P<0.05, n’= 0.668); algo semejante ocu-
rre con las pruebas inter-sujetos mostrando un efecto
significativo en el factor nutriente MS, FDN y PC (F(2)=
24.697, P<0.05, n= 0.892).

Las comparaciones muiltiples indican que existen dife-
rencias estadisticamente significativas (P<0.05) en la
digestibilidad de la MS a las 6 horas de incubacion,
siendo menor en la técnica in vitro inoculacién con Ii-
quido ruminal (IV) (19.20 £ 1.75) en comparacién con
las otras tres: in situ (IS) e in vitro enzimatica (EZ) y
produccion de gas (PG) (20.33 + 0.45; 20.35 = 1.61 y
20.39 £ 1.58 respectivamente); a las 12 horas fue me-
nor en IV (33.95 + 1.70), en comparacion con las otras
tres EZ, PG e IS (36.05 £ 0.42, 35.98 £ 2.04 y 35.95
0.91 respectivamente); a las 24 horas IV (53.98 + 1.23)
fue la menor de las cuatro técnicas, siendo mayores
enEZ (57.31 £ 1.17) y PG (57.19 £ 0.77); a las 48 fue
menor en la técnica IV (72.76 £ 1.69) y PG (77.09 £
6.96), siendo mayor en EZ (77.25 £ 0.35); para todas
las demas comparaciones no hubo diferencias estadis-
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Figura 10. Digestibilidad (%) de |a fibra detergente en Hibiscus
rosa-sinensis estimada mediante cuatro procedimientos dife-
rentes: in situ e in vitro: inoculacién liquido numinal, produc-
cién de gas y enzimatico.
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Figura 11. Digestibilidad (%) de la proteina bruta en Hibiscus
rosa-sinensis estimada mediante cuatro procedimientos dife-
rentes: in situ e in vitro: inoculacién liquido numinal, produc-
cién de gas y enzimatico.

ticamente significativas (P>0.05) entre las técnicas es-
tudiadas en este forraje (Tabla 4, Figura 9).

En la digestibilidad de la FDN las comparaciones muilti-
ples muestran que existen diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) a las 6 horas de incubacion, se
observd que la técnica IV (18.48 = 1.25) fue menor
que EZ (21.06 £ 1.24); alas 12 horas EZy PG (37.24
0.31y 34.90 + 2.27 respectivamente) fueron mayores
alS(33.94 £0.46), y esta a su vez mayor que IV (32.67
% 1.15); a las 24 horas EZ (59.20 + 0.88) fue la mayor
de todas, seguida por PG (55.49 £ 0.86), y esta a su
vez mayor que e IV (51.94 £ 0.69); a las 72 horas EZ
(86.95 = 0.20) fue mayor que las técnicas IS (79.26 £
0.61) e IV (76.30 = 0.97); para todas las demas com-
paraciones no hubo diferencias estadisticamente signi-
ficativas (P>0.05) entre las técnicas estudiadas en este
forraje (Tabla 4, Figura 10).

En el tercer nutriente estudiado, las comparaciones
multiples de la digestibilidad de la PC revelan que exis-
ten diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)
a las 6 horas de incubacién, indicando que con las
técnicas IV (17.64 = 1.55) y EZ (17.66 £ 0.29), fueron
menores que con IS (19.88 £ 1.23), y esta a su vez
menor que PG (21.56 £ 1.67); a las 12 horas fue me-
nor IV (31.18 £ 1.46) y EZ (31.22 £ 0.56), y éstas a su
vez menores que PG (38.13 = 2.13); y a las 24 horas
PG (60.61 £ 0.80) fue mayor que IV (49.57 £ 1.20) y
EZ (49.64 £ 1.52); para todas las demas comparacio-
nes no hubo diferencias estadisticamente significativas
(P>0.05) entre las técnicas estudiadas en este forraje
(Tabla 4, Figura 11).
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Figura 12. Regresiones lineales entre digestibilidad de la materia seca in situ y digestibilidad de la materia seca in vitro: inéculo
liquido ruminal (a), produccién de gas (b) y enzimética (c) en Hibiscus rosa-sinensis

Tabla 5. Regresiones lineales entre digestibilidad de la
materia seca in situ (DISMS) y digestibilidad de la materia
seca in vitro: inoculacién liquido ruminal (DIVMS),
produccién de gas (DPGMS) y enzimética (DEZMS) en
Hibiscus rosa-sinensis

DISMS = 2.089+1.004DIVMS

DISMS=1.615+1.015DPGMS

DISMS=-0.5987+0.9896DEZMS

La cinética de degradacion de la MS fue mayor en la
técnica IV, en comparacion con EZ (P<0.05), y ésta
dos dltimas similares a IS y PG (P>0.05); mientras que
en la FDN no se observaron diferencias entre las cuatro
técnicas (P>0.05); por otro lado, en la PC se observé
una menor digestibilidad en las estimaciones EZ e IV
en comparacion con IS, y ésta a su vez menor que PG
(P<0.05) (Figuras 9, 10y 11).

La digestibilidad tanto de la MS como FDN y PC es-
timadas mediante las técnicas IV, PG y EZ, estan
altamente correlacionadas positivamente con la diges-
tibilidad 1S (P<0.05), encontrando que para la primera
sus valores son: (MS) r = 0.9903, (FDN) r = 0.9937
y (PC) r = 0.9911; para la segunda (MS) r = 0.9511,
(FDN) r =0.9798 y (PC) r = 0.9832, y para la tercera
(MS) r = 0.9797, (FDN) r = 0.9557 y (PC) r = 0.9560
(Figura 12).

Asi mismo, el andlisis de regresion lineal muestra la exis-
tencia de una relacién entre las variables digestibilidad
de la MS estimada mediante la técnica IS con respecto
a la estimacion IV, PG y EZ, que es explicada por las
ecuaciones de la Tabla 5, en la cual la es la digestibili-
dad (%) de la materia seca estimada mediante la técnica
in situ, en la primera ecuacion es la estimacion in vitro
incubacion con liquido ruminal; para el segundo caso
es la estimacion in vitro produccion de gas, y para el ter-
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Tabla 6. Digestibilidad (%) de materia seca, fibra detergente neutro y proteina cruda en Gliricidia sepium estimada mediante cuatro
técnicas diferentes: in situ (IS) e in vitro: inéculo liquido ruminal (1V), produccién de gas (PG) y enzimatica (EZ)

Tiempo Materia Seca Fibra Detergente Neutro Proteina Cruda
(Horas) IS v PG EZ IS v PG EZ IS \Y% PG EZ
6 15.05 | 14.01 | 1411 | 788+ | 1853 | 17.78 | 18.05+| 16.74 | 16.12 |13.93+| 1439+ | 10.17
+1.08P | £0.94P | £ 0.45P | 0.972 | +2.34¢|+0.52° | 0.19P¢ | £0.922 | +3.96¢| 0.87° | 0.37°¢ | £0.982
- 2661 | 24.77 | 2495 | 13.93 | 32.77 | 31.44 | 3191+ | 2960 | 28.49 | 2463+ | 2545 | 17.99
£2.70°|£093P [ £1.07° | £0.792 | £1.18°| £ 0.49" | 0.46P¢ | £0.742 | £ 0.36¢ | 0.82P | +£0.88¢ | + 0.542
52.09
” 4231 | 39.38 | 39.66 | 22.14 N 49.99 | 50.74% | 47.06 | 4530 |39.16+| 40.45 | 28.60
+1.98° | +1.18" | £ 1.85" | £ 1.06° 005 | £ 0.44> | 0.79¢ | £0.99% [ £1.589 | 1.09" |+ 1.52¢| +1.302
18 57.02 | 53.07 | 53.46 | 29.84 | 70.21 | 67.38 | 6839+ | 63.43 | 61.06 |52.78+|54.52+| 38.54
+0.86° | £0.76" | £ 2.41° | +0.202 | £ 0.59¢ | + 0.24P | 1.03P¢ | +0.182 | £ 1.64¢| 0.71> | 1.99bc | +(0.242
76.52 | 73.42
- 62.14 | 57.84 | 58.26 | 32.52 6+5 3+ 7453+ | 69.12 | 66.54 | 57.51+|59.42+| 42.00
+1.39¢ | £1.230 [ £2410 | £2212] & N 1.03% | £1.36% | £0.96° | 1.19Y | 1.99b¢ | +2.542
39 3 1120 | o75ab 03 36 0.96 9 99 5

Valores expresados como promedio # error estandar de la media.

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

cer caso es la estimacion in vitro enzimatica (Figura 12);
por lo tanto, las variables digestibilidades IS de la MS,
FDN y PC se explican en un 98.1 (r? = 0.9808), 98.7 (r?
=0.9874), 98.2% (r? =0.9822); 90.5 (r> = 0.9046), 96 (r?
=0.9600), 96.7% (r> = 0.9666); y 96 (r* = 0.9599), 91.3
(r* =0.9134), 91.4% (r* = 0.9140) por la digestibilidad
IV, PG y EZ respectivamente.

Gliricidia sepium

Los promedios de digestibilidad y curvas de degrada-
cion de la materia seca (MS), fibra detergente neutro
(FDN) y proteina cruda (PC) del forraje matarratén en
los cuatro procedimientos se muestran en la Tabla
6 y Figuras 13, 14 y 15 respectivamente. El test de
Mauchly indica que el supuesto de esfericidad se cum-
pli6é para el efecto del factor procedimiento (P>0.05)
pero no para el tiempo (x?(14)= 26.522, P<0.05), en
la digestibilidad de este forraje, por lo tanto para este
efecto los grados de libertad se han corregido con
la estimacion de Greenhouse Geisser (e= 0.405). Las
pruebas de efectos intra-sujetos muestran que existe
una interaccion significativa entre los factores: tiempo
(0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas) y técnica de digestibi-
lidad in situ (IS), in vitro in6culo liquido ruminal (1V),
in vitro produccion de gas (PG) e in vitro enzimatica
(EZ) (F(15, 90)= 126.723, P<0.05, n%= 0.955); asi mis-
mo existe un efecto principal del tiempo (F(5, 30)=
3705.205, P<0,05, n%= 0.998) en la digestibilidad del
forraje; e igualmente existe un efecto principal de
la técnica empleada para su estimacion (F(3, 18)=

Digestibilidad (%)

" In Vitro Inoculacién Liquido Ruminal®
In Vitro Produccién de Gas®
* In Vitro Inoculacién Enzimética®

4 72
Tiempo (Horas)
Letras i

indican dif (P<0,05).

Figura 13. Digestibilidad (%) de la materia seca en Gliricidia
sepium estimada mediante cuatro procedimientos diferentes:
in situ e in vitro: inoculacién liquido numinal, produccién de
gasy enzimatico.

1334.241, P<0.05, n= 0.996); algo semejante ocurre
con las pruebas inter-sujetos mostrando un efecto sig-
nificativo en el factor nutriente MS, FDN y PC (F(2)=
128.555, P<0.05, n’= 0.977).

Las comparaciones multiples indican que existen dife-
rencias estadisticamente significativas (P<0.05) en la
digestibilidad de la MS a las 6 horas de incubacion,
siendo menor en la técnica in vitro enzimatica (EZ)
(7.88 £ 0.97), en comparacion con las otras tres: in
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Figura 14. Digestibilidad (%) de la fibra detergente en Glirici-
dia sepium estimada mediante cuatro procedimientos diferen-
tes: in situ e in vitro: inoculacién liquido numinal, produccién
de gas y enzimatico.

vitro produccién de gas (PG) (14.11 £ 0.45), in vitro
inoculacién liquido ruminal (1V) (14.01 £ 0.94) e in situ
(IS) (15.05 £ 1.08); alas 12 horas EZ (13.93 £ 0.79) fue
la menor, seguida por las técnicas IV (24.77 £ 0.93) y
PG (24.95 £ 1.07), siendo la mayor IS (26.61 £ 2.70);
alas 24 horas EZ (22.14 £ 1.06) fue la menor, seguida
por las técnicas IV (39.38 £ 1.18) y PG (39.66 + 1.85),
siendo la mayor IS (42.31 £ 1.98); a las 48 horas EZ
(29.84 % 0.20) fue la menor, seguida por las técnicas
IV (53.07 £0.76) y PG (53.46 = 2.41), siendo la mayor
IS (57.02 £ 0.86); y a las 72 horas se mantuvo la ten-
dencia siendo menor en la técnica EZ (32.52 £ 2.21),
seguida por IV (57.84 £ 1.23) y PG (58.26 £ 1.04), y
siendo la mayor IS (62.14 £ 1.39); para todas las demas
comparaciones no hubo diferencias estadisticamente
significativas (P>0.05) entre las técnicas estudiadas en
este forraje (Tabla 6, Figura 13).

En la digestibilidad de la FDN, las comparaciones mdil-
tiples muestran que existen diferencias estadisticamen-
te significativas (P<0,05) a las 6 horas de incubacion,
siendo mayor en la técnica IS (18.53 + 2.34) en com-
paracion con IV (17.78 £ 0.52), y esta a su vez mayor
que EZ (16.74 £ 0.92); alas 12 horas EZ (29.60 + 0.74)
fue la menor de todas, seguida por la técnica IV (31.44
* 0.49), siendo mayor en IS (32.77 £ 1.18); a las 24 ho-
ras fue menor en la técnica EZ (47.06 + 0.99), seguido
por IV (49.99 £ 0.44), y esta a su vez menor que PG
(50.74 £ 0.79), siendo la mayor IS (52.09 £ 0.05); a las
48 horas fue menor en la técnica EZ (63.43 £ 0.18) en
comparaciéon con IV (67.38 £ 0.24), siendo la mayor
IS (70.21 £ 0.59); y alas 72 horas IS (76.52 £ 1.12) fue
mayor que la técnica EZ (69.12 £ 1.36); para todas las

........ .
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Figura 15. Digestibilidad (%) de la proteina cruda en Gliricidia
sepium estimada mediante cuatro procedimientos diferentes:
in situ e in vitro: inoculacién liquido numinal, produccién de
gasy enzimatico.

demds comparaciones no hubo diferencias estadisti-
camente significativas entre las técnicas estudiadas en
este forraje (P>0.05) (Tabla 6, Figura 14).

En el tercer nutriente estudiado, las comparaciones
mudiltiples de la digestibilidad de la PC, revelan que exis-
ten diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)
a las 6 horas de incubacién, siendo EZ (10.17 £ 0.98)
la menor de todas, seguida por IV (13.93 £ 0.87), y
esta a su vez menor que en la técnica IS (16.12
3.96); a las 12 horas IS (28.49 + 0.36) y PG (25.45
0.88) fueron mayores que IV (24.63 £ 0.82) y ésta a su
vez mayor que EZ (17.99 = 0.54); a las 24 horas fue
menor en la técnica EZ (28.60 £ 1.30), seguido por IV
(39.16 £ 1.09), y luego por PG (40.45 + 1.52), siendo
la mayor IS (45.30 £ 1.58); a las 48 horas en la técnica
EZ (38.54 + 0.24) fue la menor de todas, seguida por
IV (52.78 £ 0.71), siendo la mayor IS (61.06 + 1.64); y
se mantuvo la tendencia para las comparaciones a las
72 horas siendo la menor de todas la técnica EZ (42.00
* 2.54), seguida por IV (57.51 £ 1.19), siendo la mayor
IS (66.54 + 0.96); para todas las demds comparaciones
no hubo diferencia entre las técnicas estudiadas en el
forraje (P>0.05) (Tabla 6, Figura 15).

H+

La cinética de degradacion de la MS fue diferente en
las técnicas estudiadas, siendo mayor IS, en compa-
racion con IV y PG, siendo a su vez mayores que EZ
(P<0.05); por otro lado, en la FDN se observé un me-
nor valor en la estimaciéon EZ, seguida por IV, y esta
a su vez menor que PG, siendo la mayor de todas IS
(P<0,05); y de manera similar en la PC se observé un
mayor valor en la estimacion IS, seguida por PG, y esta
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Figura 16. Regresiones lineales entre digestibilidad de la materia seca in situ y la digestibilidad de la materia seca in vitro: inéculo
liquido ruminal (a), produccién de gas (b) y enzimatica (c) en Gliricidia sepium

Tabla 7. Regresiones lineales entre digestibilidad de la
materia seca in situ (DISMS) y digestibilidad de la materia
seca in vitro: inoculacién liquido ruminal (DIVMS),
produccién de gas (DPGMS) y enzimatica (DEZMS) en
Gliricidia sepium

DISMS = 2.020+1.006DIVMS
DISMS=-6.664+1.206DPGMS
DISMS=3.983+0.8715DEZMS

a su vez mayor que 1V, siendo la menor EZ (P<0.05)
(Figura 16).

La digestibilidad tanto de la MS como FDN y PC esti-
madas mediante las técnicas IV, PG y EZ, estan alta-
mente correlacionadas positivamente (P<0.05) con la
digestibilidad IS, encontrando que para la primera sus
valores son: (MS) r = 0.9965, (FDN) r = 0.9982 y (PC)
r=0.9921; para la segunda (MS) r = 0.9570, (FDN) r
=0.9636 y (PC) r = 0.9380, y para la tercera (MS) r =
0.9922, (FDN) r = 0.8221 y (PC) r = 0.9287; asi mis-
mo, el andlisis de regresion lineal muestra la existencia
de una relacion entre las variables digestibilidad de la
MS estimada mediante la técnica IS con respecto a
la estimacion IV, PG y EZ, que es explicada por las

ecuaciones de la Tabla 7, en la cual es la digestibilidad
(%) de la materia seca estimada mediante la técnica in
situ, en la primera ecuacion es la estimacién in vitro
incubacion con liquido ruminal; para el segundo caso
es la estimacion in vitro produccion de gas, y para el
tercer caso es la estimacion in vitro enzimatica (Figura
16); por lo tanto las variables digestibilidades IS de la
MS, FDN y PC se explican en un 99.3 (r? = 0.9929),
99.6 (r2 = 0.9964), 98.4% (r> = 0.9843), y 91.6 (2 =
0.9159), 92.9 (r2 = 0.9285), 88% (r> = 0.8798), y 98.4
(r2 = 0.9844), 67.6 (r> = 0.6758), 86.2% (r* = 0.8624)
por la digestibilidad 1V, PG y EZ respectivamente.

Discusién

Quintero et al., (1995) evaluaron los factores climaticos
y altura de corte sobre el valor nutritivo y produccion
de materia seca del pasto Pennisetum purpureum en-
contrando un valor de digestibilidad in vitro de 72.2%,
lo cual difiere del presente estudio (39.8-44.2%); ade-
mas los autores encontraron que los factores que mas
afectaron esta caracteristica fueron: precipitacion, eva-
poracién y humedad relativa, puesto que al aumentar
la humedad relativa se disminuye la evaporacion, con
lo cual se reduce la pérdida del agua por parte de la
planta, se retarda la aparicion del material senescen-
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te obteniéndose un pasto por mayor tiempo verde,
donde sus carbohidratos estructurales en especial la
lignina estan en menor grado, aumentando la digesti-
bilidad del mismo por parte del animal. Por otro lado
Nava et al., (2013) evaluaron el rendimiento y compo-
sicion quimica del pasto Pennisetum purpureum esta-
blecido a dos densidades y en dos fechas de siembra
diferentes, encontraron una digestibilidad in vitro de la
materia organica que vario entre 62.7 y 64.9%, valores
que también resultaron mayores en comparacién con
lo encontrado en el presente estudio.

Kebede et al., (2016) realizaron una caracterizacion
de la composicion quimica y digestibilidad in vitro de
la materia organica (materia seca menos cenizas) en
Pennisetum purpureum en Etiopia, utilizando la misma
metodologia del presente estudio, encontraron valo-
res que oscilaron entre 41.73-53.47%, en funcién de
la variedad evaluada, lo cual es mas cercano a los va-
lores encontrados en este trabajo en la digestibilidad
de la materia seca (39.8-44.2%). Tessema y Alemaye-
hu, (2010) en investigaciones realizadas en el mismo
pais, encontraron valores de degradabilidad efectiva
ruminal hasta las 120 horas, que oscilaron entre 51.7 y
61.8%, también superior a lo encontrado en el presen-
te trabajo a las 72 horas (44.2%).

Sierra et al., (2006) en una evaluacién nutritiva y pro-
ductiva de ovinos alimentados con heno de Hibis-
cus rosa-sinensis encontraron una digestibilidad de la
materia seca de 76.2%, lo cual fue inferior a lo en-
contrado en el presente estudio (79.3-84.2%), y una
digestibilidad de la FDN de 83.9%, lo cual si coinci-
de este estudio (76.3-86.9%). Mientras que Cuéllar y
Arrieta, (2010) evaluando la respuesta fisiologica en
condiciones de campo y vivero, en esta misma planta
discutida, encontraron valores de digestibilidad in vitro
superiores a 70%, lo cual concuerda con lo observado
en este estudio. Hernandez et al., (2015) estudiando
la produccién y calidad nutritiva del forraje para la su-
plementacion de ovinos en pastoreo, encontraron una
digestibilidad in situ de la materia seca que vario entre
91.7 a 94.1% a las 72 horas lo cual fue superior a lo
encontrado en este trabajo (83.9%); y de manera simi-
lar Izaguirre y Martinez, (2008) encontraron 71.2% de
digestibilidad de la MS. Por otro lado, Saltos, (2015) en
investigaciones realizadas con Hibiscus rosa-sinensis en
pollos de engorde, reporta una digestibilidad in vitro
de la materia seca del 69.8%, lo cual es inferior a lo
encontrado en el presente estudio, aunque se trabajo
con otra especie animal, lo cual afecta dicho valor.

Olivares et al., (2014) evaluando la composicion qui-
mica del follaje de arboles leguminosos, encontraron
en Gliricidia sepium una digestibilidad de la materia

seca de 32.2%, lo cual fue similar a lo encontrado en
este trabajo mediante la técnica enzimatica (32.5%),
pero menor a lo encontrado en las otras técnicas in vi-
tro (57.8-58.3%), e in situ (62.1%). Herdiawan y Sutedi,
(2015) estudiando la productividad de esta misma fo-
rrajera en suelos acidos encontraron una digestibilidad
de la materia seca de 78.02%, lo cual fue mayor a lo
encontrado en este trabajo. Kabi y Lutakome, (2013)
evaluando el efecto de la cosecha de Gliricidia sepium
en diferentes frecuencias de corte en la cantidad y
calidad de la biomasa para la nutricion de ganado le-
chero, encontraron una degradabilidad de la materia
seca (120 h) que vario entre 54.8 y 71.6%, rango que
incluye los valores encontrados en este trabajo; y de
manera similar Castafieda et al., (2016) reportan que
la especie en la zona del Caqueta (Colombia) tiene
una digestibilidad de la materia seca que oscila entre
50y 75%.

Torres et al., (2009) compararon las técnicas in situ,
in vitro y enzimatica (celulasa) para estimar la diges-
tibilidad de forrajes en ovinos, quienes determinaron
la digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS),
digestibilidad in situ de la materia seca (DISMS) y di-
gestibilidad enzimética de la materia seca (DEMS), en-
contrando que la DISMS fue superior (P<0.05) en los
cuatro forrajes estudiados con relacion a la DIVMS y
DEMS: 91.8 vs 73.9 y 76.5% para el rye grass de 2-4
semanas; 74.2 vs 71.6 y 70.9 para el rye grass de 8
semanas; 77.8 vs 68.9 y 68.0 para el heno de alfalfa y
34.7 vs 29.5 y 31.7 para la paja de avena; no se obser-
varon diferencias estadisticas entre la DIVMS y DCMS
en los forrajes de mediana calidad, concluyendo que
existen diferencias entre las técnicas in situ, in vitro y
enzimatica para estimar la digestibilidad de la materia
seca del forraje en ovinos y estas diferencias depen-
den de la calidad del forraje.

Recientemente Vega, (2016) realizé un estudio en el
cual buscé establecer el mejor método para la deter-
minacion de la digestibilidad y la determinacion de la
composicion quimica de cinco pajas de mayor uso en
los sistemas de produccion de leche en pequena es-
cala del noroeste del Estado de México, encontrando
una correlacion positiva entre la técnica de incubacion
con liquido ruminal y la técnica de digestibilidad enzi-
matica, por lo tanto el autor concluyé que no existen
diferencias significativas en cuanto a la comparacion
de ambas técnicas (P>0.05). El promedio obtenido de
digestion en la técnica de incubacién con liquido ru-
minal fue de 515 g/kg MS en contraste a la técnica de
digestibilidad enzimatica en donde el resultado fue de
520 g/kg MS.
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Posada et al., (2012) realizaron una comparacion de
métodos para la determinacion del valor energético
de alimentos para rumiantes, y en los ensayos de di-
gestibilidad in vitro emplearon un fermentador ruminal
Daisyll (ANKOM® Technology, Macedon, New York,
Estados Unidos), utilizando la metodologia propuesta
por Tilley y Terry, (1963) en donde la preparacion del
medio de cultivo y del in6culo, asi como la determina-
cion de la digestibilidad de la materia seca se basé en
el protocolo propuesto por el proveedor del equipo,
encontrando que hay diferencia (P<0.05) entre la es-
timacion de la digestibilidad de los nutrientes totales
(NDT) por los métodos in vivo e in vitro.

Mientras que Gonzalez, (2016) comparé la digestibi-
lidad de forrajes de cereales mediante el método in
vitro, incubacién con liquido ruminal (ANKOM Dais-
ylI® Macedon, New York, Estados Unidos) y enzimas
(Onozuka R-10®), encontrando que no existen dife-
rencias significativas (P>0.05) en la digestibilidad de la
MS con liquido ruminal o con enzimas (DIVMS 648.2;
DEMS 644.8 g/kg MS).

Desde otra perspectiva Noguera et al., (2011) compa-
raron el liquido ruminal vacuno y caprino como fuente
de in6culo en la técnica in vitro produccion de gas, sin
encontrar diferencia estadistica (P>0.05) entre los dos,
en cuanto a la cinética de degradacion de la materia
seca y la materia organica. Durante el proceso fermen-
tativo in vitro, los sustratos incubados con el segundo
produjeron un mayor volumen de gas en relacion con
la cantidad de sustrato degradado, sugiriendo que una
menor proporcion de la materia seca degradada se uti-
liz6 para la sintesis de biomasa microbiana.

Bajo este panorama planteado, las diferencias entre las
estimaciones in situ con respecto a las in vitro se han
atribuido a factores como el hecho que en las primeras
no hay contacto directo del liquido ruminal con el ma-
terial en evaluacion, por lo tanto los microorganismos
deben atravesar por los poros de las bolsas para poder
ejercer su accion, cobrando importancia el tamano del
poro de la bolsa, mientras que en las estimaciones in
vitro utilizando tubos de ensayo, frascos o jeringas el
liquido esta en contacto directo y permanente con los
microorganismos ruminales (Giraldo et al., 2007); otro
factor que podria influir en la variabilidad de los resul-
tados es que la microflora ruminal esta influenciada
por el tipo y cantidad de dieta proporcionada al animal
(Torres et al., 2009). Por otro lado, las comparaciones
entre las estimaciones mediante métodos enzimaticos
e in situ, han arrojado una alta correlacién siendo supe-
rior a 0.98 (Arce et al., 2003).

Las diferencias entre la degradabilidad in vitro e in situ
pueden ser atribuidas a los procedimientos de lavado
de los residuos, a exposicion inadecuada de las mues-
tras a la accion de los microorganismos por compac-
tacion del sustrato en la bolsa, o a una reduccién en
la actividad fibrolitica de las bacterias del rumen en las
bolsas. Se esperaria que la desaparicion del sustrato
fuera mas alta por el escape de particulas pequenas a
través de los poros de la bolsa y al efecto de la tasa de
pasaje dentro del rumen, condiciones que no ocurren
en la degradacion in vitro; asi mismo podria decirse
que las diferencias entre las degradaciones in situ e
in vitro (P<0,01) implican que hay errores en los pro-
cedimientos, o que estos dos métodos no son com-
parables, a pesar de existir una alta correlacion entre
ambos (r = 0,87, P<0,01); ademas, las diferencias den-
tro de fracciones se acentian sobre las menos solubles
como FDN (Arce et al., 2003).

Se debe tener en cuenta que uno de los factores mas
importantes en la implementacién de las técnicas in
vitro esta relacionado con el buffer y su preparacién
puesto que para ser un medio apropiado para los mi-
croorganismos del rumen, el buffer debe ser previa-
mente saturado con CO3, para disminuir la posibilidad
de aumento del potencial redox en los componentes
del in6culo, es decir, disminuir los estados de oxida-
cion de algunos de los componentes y la presencia
de oxigeno; la ausencia de anaerobiosis trae como
resultado la pérdida de bacterias celuloliticas y ami-
loliticas, lo cual disminuye notablemente la actividad
de degradacién dentro del in6culo, esto se traduce en
una menor digestibilidad; inclusive hay evidencia de
que el gaseo continuo con CO; permite que haya una
colonizacion del sustrato en menor tiempo vy, por lo
tanto, una mayor digestion de la FDN (Vargas et al.,
2013); desafortunadamente en la actualidad no exis-
ten manuales que especifiquen metodologias precisas
acerca de la elaboracién del buffer, como saturarlo de
CO3 y como comprobar que esta saturacion haya que-
dado correctamente realizada; ademas la recoleccion
del liquido ruminal es llevada a cabo de manera rustica
(recipiente y trasporte), sin un protocolo establecido,
lo cual permite que se genere un margen de error al
realizar la practica.

La técnica de digestibilidad enzimatica, comparada
con la incubacion con liquido ruminal representa un
menor tiempo de procesamiento, y no depende de
una fuente de in6culo ruminal para simular la digestibi-
lidad; por lo tanto, las ventajas de la técnica de diges-
tibilidad enzimatica dan respuesta a las desventajas de
la técnica de digestibilidad por incubacién con liquido
ruminal. La técnica de digestibilidad enzimatica debe
ser favorecida simplemente porque la incubacién con
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liquido ruminal compromete el bienestar animal del
animal fistulado que se requiere como donador del
inoculo (Vega, 2016); y en lo personal, hoy en dia en
las ciencias bioldgicas, es muy importante dar atencién
siempre al hecho de garantizar el bienestar animal.

En cuanto a las ventajas de los métodos de digestibi-
lidad in vitro, el método de produccién de gas es una
alternativa versatil que se acomoda a cualquier tipo de
alimento que pueda ser analizado, mientras que la téc-
nica in situ s6lo permite el andlisis de alimentos de una
consistencia sélida y requiere la presencia de animales
con fistula ruminal para introducir los sacos de nylon;
otra de las ventajas de este tipo de ensayo es la capa-
cidad de recoleccion de datos por medio de métodos
semiautomaticos; es decir que las presiones liberadas
en los frascos de los in6culos pueden ser medidas por
medio de transductores de presion, que conectados a
dispositivos electronicos pueden almacenar dicha in-
formacion, dando medidas mas exactas y confiables
(Vargas et al., 2013).

Las especies forrajeras tropicales carecen de estudios
que determinen datos especificos como la extension
y magnitud de la fermentacién ruminal, la produc-
cién de gases relacionados con el efecto invernadero
(CHa), asi como su digestibilidad, factores que no han
permitido la determinacién real de su valor nutricio-
nal, por tanto la técnica in vitro es una herramienta
de vital importancia para las ciencias agropecuarias,
al estimar la capacidad de degradacion de los forrajes
que componen la dieta de las especies ovinas, capri-
nas y bovinas del pais, que son fuente de proteina para
las poblaciones humanas en las diferentes regiones del
mundo (Vargas et al., 2013).

Conclusiones

Se puede inferir que las técnicas in vitro para estimar
la digestibilidad en rumiantes son una herramienta
de gran importancia en el bioensayo, dada la facili-
dad para desarrollarla, costos reducidos, aplicacion
en el ambito local, informacién valiosa que aporta,
teniendo en cuenta que son escasos los estudios so-
bre la digestibilidad in vitro de forrajes tropicales en
la zona del piedemonte llanero colombiano.

Se analizo la curva y tasa de degradacion de la ma-
teria seca (MS), fibra detergente neutro (FDN) y pro-
teina cruda (PC) a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas, en
las especies forrajeras: Pennisetum purpureum (PP),
Hibiscus rosa-sinensis (HR) y Gliricidia sepium (GS)
mediante cuatro técnicas diferentes: in situ e in vitro:
inoculacién liquido ruminal, produccion de gas y en-
zimatica, la cual varié entre 39.89-44.22, 54.18-64.26

y 47.54-57.05%; 79.29-84.18, 76.30-86.95 y 72.81-
89.03%; 32.52-62.14, 69.12-76.52 y 42.00-66.54%
respectivamente en los forrajes PP, HR y GS, en la MS,
FDN y PC, en funcion de la técnica empleada para
su estimacion; y a pesar de encontrar diferencias es-
tadisticamente significativas (P<0.05) entre varias de
las comparaciones realizadas en los procedimientos,
se encontrd un alto coeficiente de determinacién y
alta correlacion entre las estimaciones in vitro: inocu-
lacion con liquido ruminal, produccion de gas y enzi-
matica con respecto a la estimacion in situ, siendo la
mas practica la enzimatica.
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