Digitized by GOO l@
S



I
'
]
'
[l




udueuf\g) 43 0837 chﬂﬁ)m \qé}

~ METODOS IN VITRO PARA
DETERMINAR EL VALOR NUTRITIVO
DE LOS FORRAJES |



ii

Impreso en Montevideo, Uruguay
1967

Todos los derechos reservados por el
Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas de la O. E, A.
Prohibida la reproduccién sin permiso.



CENTRO DE INVESTIGACION Y ENSENANZA PARA LA ZONA TEMPLADA DEL INSTITUTO
INTERAMERICANO DE CIENCIAS AGRICOLAS DE LA OEA

CENTRO DE INVESTIGACIONES AGRICOLAS ''ALBERTO BOERGER' DEL MINISTERIO DE GANADERIA
Y AGRICULTURA DEL URUGUAY

PROYECTO DEL FONDO ESPECIAL DE LAS NACIONES UNIDAS N¢ 80

METODOS IN VITRO PARA
DETERMINAR EL VALOR NUTRITIVO
DE LOS FORRAJES

EDITADO POR

OSVALDO L. PALADINES
JEFE PROGRAMA DE GANADERIA Y PASTOS

I1CA, ZONA SUR

MEMORIAS DEL SIMPOSIO REALIZADO EN LA ESTANZUELA, URUGUAY
DEL 4 AL 7 DE OCTUBRE DE 1966 T
sttt oﬁ‘i‘j{a

/ 5O i "&}
! B|BUOTECA /

£

‘.‘\ [‘

[ - SR






LISTA DE PARTICIPANTES

NOEMI ABIUSSO
Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria
Castelar, Argentina

RONALD H. ALEXANDER
West of Scotland Agricultural College
Auchincruive, Escocia

ALICIA ARIAS

Centro de Investigaciones Agricolas
“Alberto Boerger” .

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

G. W. ARNOLD
CSIRO Divisién of Plant Industry
Perth, Australia

JOHN V. BATEMAN

Instituto Interamericano de Ciencias
Agricolas,

Turrialba, Costa Rica

EDUARDO S. BELLO

Centro de Investigaciones Agricolas
“Alberto Boerger”

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

GERARDO BLANCHOUD
Escuela para Graduades, IICA
La Estanzuela, Colonia, Uruguay

ALBA BUZY:
Escuela para Graduados, IICA
La Estanzuela, Colonia, Uruguay

HERNAN CABALLERO
Instituto de Investigaciones
Agropecuarias,

Santiago, Chile

EDGAR L. CAIELLI
Nova Odessa, Est. de San Pablo,
Brasil

RAUL CARAS
Escuela para Graduades, IICA
La Estanzuela, Colonia, Uruguay

JOSE A. CARRAZZONI
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria,

Castelar, Argentina

GILBERTO A. CENTENO
Universidade Rural do Sul
Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil

DEREK T. CHAMBERS
FAO

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

JORGE C. CONTI
Facultad de Agronomia y Veter inaria
Buenos Aires, Argentina

NEDO E. CRUDELI
Escuela para Graduados, TICA
La Estanzuela, Colonia,. Uruguay -

JOSE F. COELHO DA SILVA
Escola Superior de Agricultura
Vigosa, Minas Gerais, Brasil

ALBERTO DAVIDOVICH
Instituto de Investigaciones
Agropecuarias,
Santiago, Chile

RAFAEL DE LUCIA

Centro de Investigaciones Agricolas
“Alberto Boerger”

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

CELSO LEMAIRE DE MORAES
Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”

Piracicaba, San Pablo, Brasil

OSCAR A. DOMINGO
Facultad de Agronomia y Veterinaria
Buenos Aires, Argentina

E. DONEFER

Department of Animal Science
MacDonald College

Prov. Quebec, Canada



JORGE ESCUDER

Estacién Experimental “Dr. Mario
Cassinoni” Ruta 3, Km. 373,
Paysandi, Uruguay

DORA FERRADANS

Estacién Experimental “Dr. Mario
Cassinoni” Ruta 3, Km. 373,
Paysandd, Uruguay

ALBERTO R. FRONTERA
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria

Balcarce, Buenos Aires, Argentina

ANDREW L. GARDNER

Instituto Interamericano de Ciencias
Agricolas

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

JOSE A. GOMIDE

Escola Superior de Agricultura,
UREMG

Vicosa, Minas Gerais, Brasil

ERNESTO HAARDT W.
Facultad de Ciencias Pecuarias y
Medicina Veterinaria

Universidad de Chile

Santiago, Chile

PETER HIRSCH-REINSHAGEN
Facultad de Agronomia,
Universidad Catélica

Santiago, Chile

THOMAS H. KXCHELE

Centro de Investigaciones Agricolas
“Alberto Boerger”

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

HOWARD J. LARSEN

Facultad de Agronomia e Veterinaria
Universidade Rio Grande do Sul
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil

LUIS LATRILLE L.

Estacién Experimental Agronémica,
Universidad de Chile

Maipi, Chile

JORGE LOPEZ

Instituto de Estudios Forrageiros
Facultad de Agronomia

Porto Alegre, Rio Grande .do Sul,
Brasil ’

JOSE A. LOPEZ HERNANDEZ
Estacién Experimental Agricola
Tucumén, Argentina

vi

JOSE MADDALONI.

Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria,

Pergamino, Buenos Aires, Argentina

JEROME H. MANER

Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias

Bogota, Colombia

JUAN CARLOS MILLOT

Centro de Investigaciones Agricolus
“Alberto Boerger”

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

JUAN CARLOS MONESIGLIO
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria,

Castelar, Argentina

JULIAN MURGUIA
Plan Agropecuario
Montevideo, Uruguay

OSVALDO L. PALADINES
Instituto Interamericano de Ciencias
Agricolas

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

JOSE JUAN PARODI

Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria,

Castelar, Buenos Aires, Argentina

RODRIGO G. PARRA
Instituto de Produccién Animal
Facultad de Agronomia
Maracay, Venezuela

JOHN L. PARSONS

Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”

Piracicaba, San Pablo, Brasil

RENATO RODRIGUEZ PEIXOTO
Universidade Rural do Sul
Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil

HORACIO PELENUR

Centro de Investigaciones Agricolas
“Alberto Boerger”

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

CAMPBELL PERCIVAL
FAO
La Estanzuela, Colonia, Uruguay

PAULO J. QUEIROZ PRESTES
Facultad de Agronomia
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil



BISNOEDATH L. RAKTOE
Instituto Interamericano de Ciencias
Agricolas

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

ARTURO E. RAGONESE
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria,

Castelar, Argentina

WILLIAM F. RAYMOND

The Grassland Research Institute
Hurley, nr. Maidenhead
Berkshire, Inglaterra

MANUEL RODRIGUEZ ZAPATA
Instituto Interamericano de Ciencias
Agricolas,

Montevideo, Uruguay

MARCOS ROJAS DE LA TORRE
Escuela para Graduados, IICA
La Estanzuela, Colonia, Uruguay

JUAN C. SCARSI

Centro de Investigaciones Agricolas
“Alberto Boerger”

La Estanzuela, Colonia, Uruguay

GUILLERMO SCHIERSMANN
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria

Concepcion del Uruguay,

Entre Rios, Argentina

CARLOS SOCIAS SCHLOTTFELDT
Instituto Interamericano de Ciencias
Agricolas

Montevideo, Uruguay

HERNAN SERRANO

Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria

Pergamino, Buenos Aires, Argentina

SIEGFRIED SIMPFENDORFER R.
Escuela de Agronomia

Universidad de Concepcién
Chillan, Chile

AUDREY STEVENSON
FAO
La Estanzuela, Colonia, Uruguay

CECIL W. STRUTT
FAO
La Estanzuela, Colonia, Uruguay

CEES VAN VELZEN
Gobierno de Holanda
La Estanzuela, Colonia, Uruguay

DANIEL VAZ MARTINS
Escuela para Graduados, JICA
La Estanzuela, Colonia, Uruguay

LUIS S. VERDE
Facultad de Agronomia
Montevideo, Uruguay

SONIA CHIFFLET DE VERDE
Facultad de Agronomia
Montevideo, Uruguay

EUGENIO E. VONESCH L.
Facultad de Agronomia y Veterinaria
Buenos Aires, Argentina



Digitized by GOOgl€



INAUGURACION

Palabras de Inauguracién dirigidas por el Director Regional para
la Zona Sur del Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas

de la OEA, Ing. MANUEL RODRIGUEZ Z.

Sefiores:

En Setiembre de 1962, el Instituto Interamericano de Ciencias
Agricolas de la O.E.A. suscribi6 un convenio con el Ministerio de
Ganaderia y Agricultura del Uruguay, para la implantacién de un
Centro Regional de Investigacién y Ensefianza para la Zona Tem-
plada, con sede en el Centro Nacional de Investigaciones Agricolas
“Alberto Boerger”, La Estanzuela - Uruguay.

La finalidad del Centro, es promover la cooperaciéon entre los
paises de la zona sur de nuestro continente, para resolver proble-
mas comunes a su desarrollo agricola. Con este propdsito, se con-
sider6 necesario impulsar la investigacién y la ensefianza al nivel
de postgrado, como medio para fortalecer las instituciones de des-
arrollo agricola y coordinar los programas orientados al mejoramien-
to de la ganaderia, las pasturas y los cultivos alimenticios basicos.

El Centro de Investigacién y Ensefianza para la Zona Templa-
da, cuenta con el valioso apoyo que le brinda el Gobierno Uruguayo
a través de su prestigioso Centro de Investigacién “Alberto Boerger”,
la Escuela para Graduados del LI.C.A. que ha establecido un Curso
de Postgrado en Pasturas y Ganaderia y el Fondo Especial de las
Naciones Unidas.

Esta ejemplar cooperacién en el plano interamericano e inter-
nacional, es la que nos esti permitiendo realizar reuniones periédi-
cas como ésta, con el propdsito de compartir conocimientos para
acelerar el desarrollo de nuestros paises que aspiran a un nivel de
vida mas elevado, acorde con nuestros recursos naturales y humanos.
Es asi como hace dos afios se efectué el Primer Simposio sobre “El
Empleo de Animales en las Investigaciones sobre Pasturas” cuyo re-
sultado fue objeto de una publicacién de gran valor de consulta.

En este Segundo Simposio serdn discutidos los problemas inhe-
rentes a la aplicacion de los Métodos in vitro en la determinacién
del valor nutritivo de los forrajes, con el fin de facilitar la adecua-
da aplicacién de valiosas técnicas para predecir la digestibilidad de
los forrajes, aspecto fundamental para su mejor utilizacién. '
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Gracias a la cooperacién que nos brinda el Proyecto 80 del
Fondo Especial de las Naciones Unidas, nos es posible destacar hoy
la participacién de los Profesores W. F. Raymond, E. Donefer, G. W.
Arnold y R. H. Alexander quienes nos harin participes de la expe-
riencia recogida en los notables centros mundiales de investigacién
de Inglaterra, Canad4, Australia y Escocia y a quienes, expreso nues-
tro profundo agradecimiento por prestigiar este Simposio con su
presencia.

Deseo en esta oportunidad llamar brevemente la atencién a la
importancia de la ganaderia en América Latina, a cuyo mejoramiento
estin contribuyendo vuestras preocupaciones profesionales. América
Latina, con su dotacién de 213 millones de vacunos y 130 millones
de ovinos, segin los ultimos datos estadisticos del periodo 1962-1964
de las Naciones Unidas, refleja un relativo estancamiento ganadero
que tiende a hacer mayor la distancia entre el aumento de la po-
blacién, que en el quinquenio 1960-1965 creci6 con un ritmo de
2,4 % anual y la produccién agropecuaria la cual crecié solamente
a un ritmo de 1,6 % anual. Esto significa que, en América Latina
disminuye la disponibilidad de alimentos per cipita y aumenta la
proporcién de la produccién nacional dedicada al consumo, en des-
medro de los saldos exportables. Esto ha llevado, entre otras conse-
cuencias, a la necesidad de racionar el consumo de carne atin en los
paises mejor dotados. Frente a la fria verdad de las cifras, los téc-
nicos tienen la gran tarea de cambiar el panorama negativo, para
el bienestar de América Latina, por otro mas préspero. Nos asiste
la seguridad de que ello serd posible. Las experiencias realizadas en,
el Centro de Investigaciones Agricolas “Alberto Boerger” comprue-
ban una vez mis que, con un adecuado manejo de las pasturas y del
ganado, es posible quintuplicar la produccién animal que se obtiene
en estos momentos por métodos tradicionales de explotacién agro-
pecuaria. Alcanzar esa meta ciertamente no es tarea ficil, pues es
necesario conseguir también superar los factores econémicos, socia-
les y estructurales que limitan las posibilidades potenciales que exis-
ten para grandes sectores ganaderos de América Latina.

Estos cambios son posibles, pero es urgente acelerarlos, para
lo cual vuestra contribucién profesional es indispensable.

Al inaugurar este Simposio en nombre del Instituto Interameri-
cano de Ciencias Agricolas de la O.E.A., agradezco una vez mas la
valiosa colaboracién que nos han brindado las instituciones ya men-
cionadas. Aprovecho también esta oportunidad para agradecer al Ing.
Agrénomo Julidn Murguia, por su ayuda en las traducciones durante
las conferencias. .

Os deseo una grata.permanencia en Uruguay y espero que ella
contribuya a acrecentar los lazos de amistad entre nuestros paises,
base sblida de nuestro progreso y bienestar.

Octubre 4, 1966.
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INTRODUCCION

Hace dos afios, se realizé6 el Primer Simposio sobre problemas
de la Evaluacién de Forrajes. Como en esa oportunidad, hemos in-
vitado ahora a un grupo distinguido de cientificos de lugares muy
variados, lideres todos ellos en sus campos de investigacién, para
que su vasta experiencia nos permita llegar a los estados mas avan-
zados de la técnica.

Las técnicas in vitro han tenido un desarrollo muy ripido y
amplio en los Wwltimos afios. La relativa sencillez de procedimien-
tos, en comparacién con las pruebas in vivo atraen la atencién de
los investigadores para un campo amplio de accién, desde la Fito-
tecnia a la Zootecnia. Sin embargo, el investigador experimentado
‘sabe que, si bien atractivos y sencillos, también los métodos in vitro
tienen amplias limitaciones.

Tal vez mis importante atn que la necesidad de precisién y
standarizacién de los métodos, es la compresién adecuada de su
significado y la habilidad para emplearlos, en los tipos de investi-
gacién que pueden hacer buen uso de ellos. Su aplicacién indiscri-
minada, puede llevar a extrapolar indebidamente condiciones total-
mente del laboratorio a resultados de campo.

Los dos aspectos de las técnicas, beneficiosos los unos y peli-
grosos los otros, decidieron el tema para este Segundo Simposio.

0. L. Paladines
Octubre, 1966
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APLICACION DE LAS TECNICAS
DE DIGESTIBILIDAD IN VITRO

W. F. RAYMOND

The Grassland Research Institute
Hurley, Berkshire

Inglaterra






La literatura cientifica, contiene un ntmero cada vez mayor
de referencias al empleo de las técnicas de digestibilidad in . vitro
en las investigaciones sobre pasturas. Sin embargo, antes de discutir
la aplicaciéon de estas técnicas, debemos considerar primero el pro-
posito que se sigue al medir la digestibilidad. Me parece especial-
mente importante discutirlo en relacién con el desarrollo agricola
en América Latina, donde el nimero de problemas que se pueden
estudiar son tanto mayores que los recursos cientificos disponibles,
de modo que, el énfasis se debe poner en esas investigaciones que
tendrin el mayor impacto en la produccién agricola.

El objetivo principal de una agricultura basada en las pastu-
ras, es la produccion de productos de origen animal (carne, leche,
lana y cueros) para uso humano. Este propédsito se comsigue, ali-
mentando a los rumiantes (principalmente vacunos y ovinos) con
pasturas. Desgraciadamente, la mayoria de los rumiantes que se
alimentan en todos los paises del mundo, son muy ineficientes en
convertir el forraje a carne, leche, etc. En general, esto no se debe
a la ineficiencia de los animales, sino al hecho de que no estin
ingiriendo suficiente alimento, es decir, estin mal alimentados. Este
problema se ilustra en la Figura 1. Antes de que un novillo de 230 kg.
pueda ganar peso, debe primero recibir una dieta diaria de man-
tenimiento de 1,6 kg. de Equivalentes Almidén (E.A.). Solamente
cuando el consumo sobrepasa esta cifra se consigue obtener alguna
produccion del animal. La caracteristica esencial de la Figura 1,
es que a medida que el consumo diario de alimento aumenta, no
solamente aumenta la ganancia diaria de peso, sino también dismi-
nuye marcadamente la cantidad de E.A. necesario por cada kg. de
ganancia de peso, en otras palabras, el animal convierte el alimen-
to en forma mis eficiente. Sin embargo, si observamos las ganan-
cias promedio de peso de los animales en condiciones practicas de
- explotacién agricola, encontramos que en muy pocos sistemas es ma-
yor que 0,5 kg. por dia. Cuando hay abundancia de alimento, las
ganancias pueden ser mayores, pero estos periodos alternan con otros
de escasez (sequia, invierno, etc.) y resultando en la linea irregu-
lar de aumentos, caracteristica de la mayoria de las reas de pro-
duccién de ganado vacuno del mundo, con el resultado de que mu-
chos animales tienen 4 a 5 afios de edad antes de alcanzar el peso

En buena parte, el texto de este articulo se basa en el articulo “Studies
of herbage digestibility by an in vitro method”, publicado por W. F. Raymond
y R. A. Terry, en Outlook on Agriculture 5(2):60-68. 1966.



de mercado. Estos animales, son muy ineficientes en convertir el
alimento que consumen en productos de consumo humano; asi, la
Figura 1 indica que un novillo que gana solamente 0,5 kg. por dia,
usa sobre el 60 % del alimento consumido para su mantenimiento,
y solamente 38 % para el objetivo principal, que es la produccién.

Novillo 230 Kg. peso

015 ]'0 ) 1,5

Kg/dia Kg/dia Kg/dia
M M M M

E.A., Kg./dia 1,6 2,6 3,7 49
E.A., Kg./Kg. ganancia 5,2 3,7 3,3

FIGURA N° 1. Requisitos de alimento de un novillo de 230 kg. de peso vivo, para
mantenimiento y d.ferentes velocidades de ia diaria de peso.
Nétese el aumento en eficiencia de converslén del alimento a medida
que aumenta la velocidad de ganancia de peso.

En mi criterio, entonces, el mejoramiento primario, no resulta-
ri de mantener mds animales o en producir animales genéticamente
mejores (a pesar de lo importante que esto puede ser en muchas
dreas), sino en aumentar el consumo diario de nutrientes en los ani-
males que se alimentan. Estos animales producirin mis carne (o
leche), cada dia y por tanto convertirdn el alimento més eficien-
temente. En la industria de animales no-rumiantes (cerdos y aves),
se ha reconocido desde hace mucho tiempo, la importancia de la
eficiencia de conversion del alimento; solamente ahora empezamos
a darnos cuenta de que es igualmente importante para la ahmenta-
cién eficiente de los rumiantes.

Asi podemos ver que, para conseguir una alta eficiencia en los
sistemas de alimentacién con pasturas, es esencial el consumo diario
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elevado de nutrientes por los animales. Una vez que sepamos como
conseguirlo, serdi mds valioso el producir e introducir mejores fo-
rrajes y fertilizarlos adecuadamente. Pero si estos forrajes mejora-
dos se continiian ofreciendo a los animales ineficientes y de baja
produccién que se encuentran en la mayoria de nuestros sistemas de
produccién animal, se perderd la mayor parte de su ventaja potencial.
Este anilisis simple dirige nuestra atencién al consumo de nu-
trientes como un tema crucial de estudio; es ttil considerar que:
Coneumo _ Consumo de o\ 1 etibilidad X Utilizacién (1)
(La “Utilizacién” mide la eficiencia con la cual los nutrientes)
(digeridos son empleados para el tipo de produccién animal re-)
(querido, en términos de niveles de proteina, minerales, icidos)
(grasos volatiles del rumen, etc.)

En la mayoria de los sistemas de alimentacién de rumiantes, el
nivel de produccién es bajo porque el consumo es bajo (los anima-
les no consumen suficiente materia seca) y lo que consumen es de
baja digestibilidad. Es en este aspecto que vemos la gran impor-
tancia de la digestibilidad de los forrajes, porque en general, los
animales pueden tener consumo mds alto de forrajes de alta diges-
tibilidad que de forrajes de baja digestibilidad. En otras palabras,
a medida que el forraje se hace mds digerible, el consumo también
tiende a aumentar, produciéndose como resultado un aumento mar-
cado en el consumo de nutrientes digeribles.

Claramente, otros factores (como los incluidos en el Indice de
Valor Nutritivo (I.V.N.), que serd discutido por el Profesor Done-
fer, y el grado de aceptacién y disponibilidad del alimento, que
seran discutidos por el Dr. Armold) ejercen un efecto también mar-
cado en el consumo de nutrientes, Sin embargo, parece que un fac-
tor primordial en determinar el consumo de nutrientes en los fo-
rrajes, es su digestibilidad, de tal forma que, el conocimiento de
la digestibilidad de los forrajes no es necesariamente un estudio de
naturaleza académica. Estrechamente integrada con las investigacio-
nes sobre produccién de forrajes y alimentacién del ganado, el estudio
de la digestibilidad de los forrajes, puede jugar un papel esencial
en el desarrollo de sistemas mas eficientes de produccion animal.

METODOS DE LABORATORIO PARA ESTIMAR LA
DIGESTIBILIDAD DE LOS FORRAJES

El dnico dato preciso sobre la digestibilidad de un alimento en
particular, por un animal en particular, es aquel medido cuando el
alimento es ofrecido a ese animal. En la practica, sin embargo, el
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ntimero de alimentos que deben ser probados, es mayor que la po-
sibilidad de medirlos en experimentos con animales y en muchos
casos, la cantidad de alimento disponible es muy pequefia para rea-
lizar esas pruebas, de manera que se ha dedicado mucho esfuerzo
a la investigacién de métodos de laboratorio para estimar la diges-
tibilidad de los forrajes, los cuales sean adecuados para examinar
muestras pequefias de muchos forrajes. A partir de estos valores de
digestibilidad se puede derivar valores de Nutrientes Digestibles To-
tales, Equivalentes Almidén y Energia Neta. Las relaciones mas fre-
cuentemente estudiadas, son entre la digestibilidad de un forraje y
su contenido de fracciones quimicas, tales como proteina cruda, fi-
bra cruda, celulosa y lignina (24, 27).

Si bien, se puede encontrar una relacién mis o menos cercana
entre la digestibilidad, y por ejemplo, €l contenido de lignina del
forraje, a medida que la planta madura, la misma relacién no es
necesariamente valida para primeros crecimientos y para crecimien-
tos posteriores de la misma especie y para diversas especies, como
por ejemplo leguminosas y gramineas (25). El grado de digestién
que las plantas sufren en el rumen, no solamente depende del con-
tenido de “fibra” quimica, sino también de la distribucién fisica de
ésta en la planta. Los métodos puramente quimicos, no parecerian
ser capaces de tomar en cuenta este factor, con excepcién posible del
andlisis gradual (15).

Las limitaciones de los métodos quimicos, han estimulado el in-
terés en encontrar un método biolégico, en el cual, la muestra de
forraje sea digerida por los microorganismos del rumen, para intro-
ducir asi tanto la composicién quimica como la estructura fisica. A
partir de los estudios realizados por Marston (20) y otros (26), se
han propuesto hasta el momento muchas técnicas de “rumen artifi-
cial”, las cuales varian en complejidad. Warner (35), ha indicado
los problemas que se encuentran al tratar de simular los procesos que
se producen dentro del rumen. La mayoria de los investigadores,
parecerian dispuestos a aceptar técnicas que produzcan resultados si-
milares a los obtenidos in vivo. Estas técnicas, deberian ser descri-
tas como técnicas in vitro, antes que como técnicas de “rumen arti-
ficial”. En ellas, una pequefia muestra molida del forraje (general-
mente de 0,5 a 2,0 g) se incuba bajo condiciones controladas, con
mezcla de microorganismos obtenidos del rumen de una oveja o
noville provisto con fistula del rumen. La determinacién de la di-
gestibilidad de la materia seca, materia orginica o celulosa del ali-
mento, se realiza a partir de los pesos de estos elementos en la
muestra y el residuo decantado luego de la incubacién. Los valores
se corrigen para el residuo obtenido con el inéculo del rumen solo.

Recientemente, se comparé en 17 laboratorios de los Estados
Unidos de Norte América (5), la digestibilidad de una serie de fo-
rrajes, empleando sus propias técnicas in vitro. La digestibilidad pro-
medio después de 24 horas de incubacién se extendié desde 40,0 a
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63,9 % para la celulosa y de 38,7 a 53,3 % para la materia seca. A
las 48 horas de incubacién, la dispersién fue menor, pero todavia
fue muy elevada. Una parte de las diferencias se podria atribuir al
periodo de tiempo que transcurria, en cada técnica, entre la pre-
paracién del inéculo y la maxima actividad de digestion. Las dife-
rencias en este tiempo se deben a la manera de preparar el indculo
del rumen (filtrado, lavado, centrifugado, etc.). Sin embargo, se
puede atribuir también, a otros factores como el grado de control
del pH y en algunos casos a diferencias en el gaseado con CO2. Estos
resultados indican claramente que hay necesidad de standarizar las
técnicas cuando se van a comparar los resultados de varios centros
de trabajo.

METODO DE DIGES'i‘IBILIDAD IN VITRO DE DOS FASES

En tanto que, los métodos mis efectivos de digestibilidad in
vitro, han producido resultados muy cercanos a la digestibilidad in
vivo de la celulosa, la digestibilidad de la materia seca y orgénica
determinadas in vitro, han sido mucho menores que in vivo, espe-
cialmente c¢on gramineas y leguminosas de alto contenido de nitré-
geno. Trabajos realizados en Hurley (31), sobre la digestién enzi-
matica de las fracciones nitrogenadas de los forrajes, indicaron que
ésta se realizaba en forma mucho menos efectiva, cuando era incu-
bada con el inéculo del rumen que dentro del animal mismo. La
digestion microbiana del rumen, en el animal, es seguida por la
digestién enzimatica del abomaso e intestino, con la cual, se destru-
ye la mayoria de las proteinas del alimento y de las bacterias, que
no fueran atacadas en el rumen. En el “rumen artificial”, por el
contrario, las proteinas no digeridas del alimento y los microorga-
nismos, quedan en el residuo y son estimadas como parte indigeri-
da, produciendo como consecuencia, una baja estimaciéon de la di-
gestibilidad. Como era de esperarse, las mayores diferencias se en-
contraron en gramineas y leguminosas de alto contenido de nitré-
geno. Se investigé por tanto, la posibilidad de seguir la digestion
por los microorganismos del rumen con una digestion en pepsina
icida. Tilley y colaboradores (31) y Tilley y Terry (32), encontra-
ron que la digestibilidad de la materia seca medida por este méto-
do de dos fases, coincidia en forma cercana con la digestibilidad de
forrajes verdes, determinada in vivo. La relacién encontrada en 148
forrajes, los cuales iban desde 47 a 83 % de digestibilidad, incluyen-
do leguminosas y gramineas fertilizadas con varios niveles de nitré-
geno, fue la siguiente (ver Figura 2):



Digestibilidad in vivo digestibilidad in vitro
de la materia seca = 0,99 X de la materia seca —101 (2)
Syx = =+ 2,311

Detalles precisos de la técnica empleada en Hurley han sido
publicados anteriormente (32). En resumen, una muestra de 0,5g
del forraje seco se incuba con una solucién buffer mezclada con el
inéculo del rumen previamente filtrado, para retirar los materiales
maés groseros. La incubacién se mantiene por 48 horas a temperatu-
ra de 38°C ajustando el pH, a intervalos entre 6,7 — 6,9. El sistema
se mantiene anaerobio, por medio de una vilvula simple que permite
la salida de los gases de fermentacién al mismo tiempo que impide
la entrada de aire. El residuo indigerido después de las 48 horas
de incubacién, se centrifuga y lava para luego ser incubado a 38°C
por 48 horas mas, bajo pepsina 4cida; finalmente, el residuo se fil-
tra, lava, seca a 100°C y pesa. Se mantiene al mismo tiempo tubos
de control, que contienen tnicamente el inéculo del rumen y el
buffer. El peso promedio del residuo de los controles se descuenta
del residuo de las muestras, para determinar el peso de residuo
debido a las muestras ‘inicamente.

La digestibilidad se calcula entonces:

peso de la peso corregido

Digestibilidad de muestra  del residuo
la materia seca = X100 (3)

peso de la muestra

Si se determina la materia orginica o celulosa de las muestras
y residuos, se puede calcular la digestibilidad de estos componentes.

Comparaciones realizadas recientemente por Armstrong y cola-
boradores (2), entre las predicciones del valor nutritivo de los fo-
rrajes por un método in vitro (modificado del método de dos fases
de Hurley (1) y por la determinacién quimica de lignina, indican
que la desviacién standard residual de la regresién, entre energia
metabolizable y digestibilidad in vitro, fue de =+ 0,083 comparado
con = 0,134 para la regresién, entre energia metabolizable y con-
tenido de lignina de los pastos.

Validez de los resultados de digestibilidad in vitro

Debe reconocerce que el sistema de digestibilidad in vitro de
dos fases, que se ha descrito, no simula exactamente la digestibilidad

(1) El error residual de la regresion no constaba en el articulo original y
fue agregado por el Editor,



in vivo. Ademis, en vista de que el sistema fue desarrollade y pro-
bado primordialmente con forrajes verdes, las condiciones standard
adoptadas pueden no aplicarse a toda clase de alimentos. Hay dos
clases de errores que deben ser considerados: errores derivados -de
standarizacién inadecuada y errores provenientes del uso del méto-
do en alimentos inadecuados.

.

85 b
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Digestibilidad in vivo de la materio seca,

60 b

55

50 p

45 b

A 1 1 A 1 1 2 a3
45 50 55 60 65 70 75 80 85

Digestibilidad in vitre de la materia seca, %
FIGURA N° 2. Relacién entre las digestibilidades in vivo e in vitro. de forrajes (32).
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Standarizacién del método in vitro

Este tema seri discutido en mayor detalle en el articulo del
Sr. Alexander, pero quisiera referirme aqui brevemente a nuestras
experiencias en Hurley.

Tilley y Terry (32), estudiaron algunos factores que pueden
afectar la constancia del método. Sus resultados indican que el grado
de molienda de la muestra (excepcién hecha del molido con molino
de cilindros) y la temperatura de secado, hasta 105°C, tenian poco
efecto. El control rigido del pH y la exclusién del aire, fueron im-
portantes. Algunos investigadores han igualado cuidadosamente el ré-
gimen alimenticio de los animales donantes del inéculo, pero expe-
rimentos realizados recientemente, han demostrado que esta varia-
ble tiene relativamente poco efecto (véase Cuadro 1, pero también
Cuadro 2). El método mis conveniente en la prictica, es obtener
licor del rumen de un animal alimentado con heno de calidad me-
dia. En este licor, las particulas grandes pueden separarse ficil-
mente y el inéculo no causa inconvenientes en la capacidad buffer
del sistema in vitro.

CUADRO N° 1. — Efecto de la fuente de inoculante del rumen sobre
. la digestibilidad medida in vitro.

Digestibilidad in vitro de la materia seca cuando
oveja donante recibia:

Alfalfa, Ryegrass, Ryegrass, Graminea,

verde verde ensilaje heno

% % % %
Muestra 1 75,3 76,1 - 76,8 75,8
Muestra 2 49,4 53,9 49,4 50,0

Se ha encontrado buena concordancia en anilisis repetidos en
diferentes momentos o en diferentes laboratorios (véase Cuadro 7).
A veces se produce algo de variabilidad debida posiblemente a un
mal inéculo del rumen; por esta razén, en cada grupo de muestras
analizadas, se deben incluir muestras de digestibilidad alta y baja
conocidas, para corregir los resultados.

En contraste a la constancia de los resultados que se encuentra
in vitro, debe considerarse la variacién encontrada en las determina-
ciones in vivo. La diferencia, se produce en parte por la variacién
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biolégica normal entre animales experimentales, pero principalmen-
te porque, en efecto, la digestibilidad in vivo no es constante. Asi,
segiin Blaxter (7), a medida que el nivel de consumo aumenta, la
digestibilidad del alimento disminuye. Claramente, el método in vitro
mide un atributo basico del alimento y no puede considerar los
cambios en la digestibilidad, que se producen por cambios en el
régimen alimenticio. A pesar de la concordancia de valores in vitro
e in vivo obtenidos con la ecuacién (2), esta relaciébn no se puede
emplear para estimar adecuadamente el grado hasta el cual, un
animal particular digerird un forraje consumido.

Por esta razén, Tilley y Terry (32) han preferido expresar sus
resultados como digestibilidad in vitro, antes que poniéndolos en la
forma in vivo. En muchos casos, los valores de digestibilidad son
usados como valores relativos. La constancia en los resultados in
vitro, la cual se discute mas adelante, es prueba de la utilidad de
este procedimiento. Cuando se predice la digestibilidad in vivo, a
partir de los resultados in vitro, debe recordarse que, puede haber
discrepancias mayores que el error indicado en la ecuacién (2).

CUADRO Nt 2. — Digestibilidad in vitro de muestras de pasto dulce
(P. laevipolium) y ryegrass S.24, con diferentes inécu-
los del rumen y efecto de la suplementacién con
6 mg. de mitrégeno como urea.

Digestibilidad in vitro, cuando la oveja donante

recibia:
Heno Paja Heno Paja
%o P % %
+N + N
Pasto dulce 47 26 47 46
Ryegrass S.24 74 61 14 3

Rango de aplicacién del método in vitro de dos fases

Las condiciones para el anilisis que han sido descritas, fueron
aceptadas, porque daban estimaciones cercanas entre la digestibili-
dad de los forrajes in vitro e in vivo. Ahora sabemos que estas con-
diciones pueden no ser las méas apropiadas para todos los alimentos
de los rumiantes. Particularmente pueden tener diferente digestibi-
lidad in vivo que in vitro, ciertos alimentos cuya digestién in vivo se
realiza a pH del rumen significativamente diferente del rango esco-
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gido para este método (6, 7 a 6, 9). En otros casos, el contenido de
nitrégeno del alimento puede ser muy bajo, para permitir la diges-
tién completa en el método in vitro, especialmente si el inéculo del
rumen es también bajo en contenido de nitrégeno. Se midié la di-
gestibilidad in vitro de los pastos Panicum laevipolium (pasto dulce
obtenido en Sud Africa) que tiene baja digestibilidad y contenido
medio de nitrégeno, empleando para la digestién inéculo del rumen
de ovinos alimentados con heno (1, 5% N) o paja (0,5 % N). Tam-
bién se estudié en ese experimento, el efecto de agregar 6 mg. de ni-
trégeno en forma de urea a cada tubo (Cuadro 2). En los dos pastos,
la digestibilidad in vitro fue igual a la obtenida in vivo, cuando se
empleé el inéculo de heno; los valores no aumentaron con el agre-
gado de urea, indicando asi una cantidad suficiente de nitrégeno en
los dos sistemas. Con el inéculo de paja, en cambio, la digestibilidad
de los dos pastos disminuyé; la disminucién fue importante en el
pasto dulce, pero aumenté al nivel in vivo con la adicién de urea.
Estos resultados demuestran, la importancia de poner un nivel ade-
cuado de nitrégeno en el sistema de fermentacién y el efecto de la
suplementacién con nitrégeno, si el nivel es bajo. En vista de estos
resultados, ahora se agregan 16 mg. de nitrégeno (en forma de urea)
a la solucién buffer de cada tubo en el sistema in vitro de Hurley.
Una adicién similar de nitrégeno se realiza en el sistema que descri-
bira el Sr. Alexander. In vivo, el animal consigue un efecto mas o
menos similar, recirculando urea en la saliva. Sin embargo, en algu-
nos forrajes sabemos que la recirculacién no es suficiente, ya que
se puede aumentar la digestibilidad in vivo, agregando suplementos
nitrogenados a la dieta. En estos forrajes, es poco probable que el sis-
tema in vitro dé resultados validos.

ESTUDIOS EXPERIMENTALES CON EL METODO IN VITRO

Efecto del pH del rumen sobre la digestién de la celulosa

Se reconoce que el grado hasta el cual la fibra de un forraje
es digerida in vivo, depende de la naturaleza de los otros componen-
tes de la dieta. Particularmente, los suplementos que contienen car-
bohidratos facilmente utilizables, reducen la digestibilidad de la fi-
bra. A veces se ha querido explicar la menor digestibilidad, aducien-
do a la digestién preferencial de los aziicares y el almidén del suple-
mento; pero, también la adicién de estos suplementos causa una dis-
minucién en el pH del rumen (8), el cual puede estar asociado a la
disminucién.

Al establecer el sistema de digestibilidad in vitro, se seleccioné
el rango de pH 6,7 a 6,9 por ser el representativo del pH del rumen
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de ovinos alimentados con gramineas. Posteriormente se ha demostra-
do que hay un rango mucho més amplio de pH in vivo; el pH del
rumen de ovinos alimentados en Hurley con forrajes de alto conte-
nido de hidratos de carbono solubles ha sido hasta el 5,5 poco tiem-
po después de ofrecido el alimento, y se ha encontrado pH tan altos
como 7,0 en ovinos alimentados con heno de baja calidad. Se encuen-
tran pH menores de 5,5 cuando se suplementa la dieta de forraje, con
granos ricos en almidén, come por ejemplo maiz (8). Consecuente-
mente, se realizaron experimentos in vitro para determinar la di-
gestibilidad de la fibra en muestras repetidas del mismo forraje que
fueron incubadas a niveles controlados de pH entre 5,5 y 8,0. Tam-
bién se midieron las fracciones solubles y las digeridas por pepsina
dcida; la suma de éstas, mas la fibra digerida da la digestibilidad
total de la materia seca, a cada nivel de pH. En la Figura 3, se mues-
tran los cambios en la digestibilidad de una muestra de pasto ovillo
(Dactylis glomerata) a diferentes niveles de pH. La digestibilidad

%

Fibra digerible

* Digestiblidad de la mgteria seca,

S4
Pepsina - materia soluble
{constante)
80 75 70 65 60 55

pH de digestidn in vitro

FIGURA N° 3. Porcentaje de fibra digerible en una muestra de pasto ovillo incubada
in vitro a diferentes valores de pH (33).
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de la fibra se redujo a pH mayores y menores que 6,8, la disminucién
fué mas marcada a niveles inferiores de pH, los cuales coincidirian
con los obtenidos cuando se alimenta con dietas que contienen hi-
dratos de carbono facilmente asimilables.

Otros experimentos han estudiado la celulosa digerida bajo di-
ferentes tiempos de incubacién y a diferentes niveles de pH (Cuadro
3). Después de 48 horas de incubacién, la digestibilidad de la celu-
losa era menor a pH 6,0 que a 6,8, pero los valores fueron similares
después de 96 horas de incubacién y estaban de acuerdo en general
con los valores obtenidos in vivo. Cuando se redujo el pH a 5,5, la
digestibilidad de la celulosa fue menor incluso después de 96 horas
de digestién (33).

CUADRO N° 3 — Celulosa digerida en muestras de ryegrass S.24
incubado in vitro a diferentes niveles de pH. Por-
centaje de la materia seca (33).

pH 6,8 pH 6,0 pH 5,5

24 48 96 24 48 96 24 48 96
Muestras : %

1 (in vivo 23%) 8 17 21 6 11 20 2 5 8
2 (in vivo 21%) 8 16 19 5 10 17 1 5 7
3 (in vivo 21%) 10 18 22 6 13 19 4 6 9
4 (in vivo 21%) 10 19 22 6 11 18 3 5 6
5 (in vivo 19%) 9 16 19 4 10 15 2 3 5

Debe aceptarse que la forma en que se realiza la digestion en
el sistema in vitro, es diferente a la forma in vivo, especialmente en
periodos prolongados de digestién, pero los experimentos nombrados
demuestran que la velocidad de digestién, de la celulosa disminuye
cuando el pH se aparta de 6,8. La digestibilidad de la celulosa dismi-
nuye particualrmente, cuando el pH es bajo, lo cual puede ayudar
a explicar la reduccién en la digestibilidad in vivo de la celulosa,
cuando los forrajes son alimentados con suplementos que conducen
a niveles bajos de pH en el rumen.

Estos experimentos sirven también para demostrar que, no pue-
de esperarse que los sistemas in vitro reproduzcan los valores obteni-
dos in vivo, pues necesitan standarizar sus niveles de pH, tiempo de
incubacién, etc. Asi no parece muy factible que el método dé resul-
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tados satisfactorios en forrajes ofrecidos con suplementos. Inclusive con
forrajes solos, se pueden producir discrepancias cuando el pH del
rumen in vivo, es apreciablemente diferente del pH establecido para
el analisis in vitro.

Velocidad de digestion en los sistemas in vitro.

En los dltimos tiempos, se ha puesto mucha atencién a la veloci-
dad con la cual se digieren los forrajes, por cuanto parece que ésta
tiene un efecto importante sobre la cantidad de forraje que un animal
es capaz de consumir. Asi, Camplig (9) y Crampton et al. (11), han
sugerido que el consumo voluntario, esti controlado principalmente
por la velocidad a la cual se produce la digestién de la fibra en el
rumen y por la cantidad de fibra indigerida que debe atravesar el
resto del sistema digestivo.

El método in vitro es una técnica facil para estudiar la velocidad
de digestién de varias fracciones quimicas del forraje. Sub-muestras
del forraje, son incubadas por tiempos diferentes con microorganis-
mos del rumen y se determina por medio de una curva, la velocidad
con la cual se realiza la digestién “completa”. La Figura 4 (a) mues-
tra la cantidad de celulosa que fue digerida después de tiempos de in-
cubacién que variaron entre 6 y 48 horas; se examinaron, muestras
de forraje tierno (contenido bajo de celulosa) y maduro (alto mivel
de celulosa) de ryegrass S.24 y pasto ovillo S.37. La cantidad de celu-
losa que fuera digerida en un momento dado fue muy similar para
las dos muestras de ryegrass y pasto ovillo, a -pesar de que la celulosa
del ryegrass fue digerida un poco més que del pasto ovillo. Cuando
se expresé la digestibilidad como porcentaje de la cantidad presente
en la muestra al comienzo, la celulosa del forraje tierno fue digerida
a un grado mucho mayor que del forraje madure y la del ryegrass
mas digerida que el pasto ovillo (Figura 4 b).

El hecho de que se obtenia una cantidad mis o menos constan-
te de celulosa digerida, in vitro, sugirié la posibilidad de que la diges-
tibilidad de la celulosa sea mas bien un reflejo de la naturaleza del
sistema (pH, temperatura, etc.), antes que represente alguna carac-
teristica intrinseca del forraje; pero, en pruebas posteriores, con otras
especies de forrajes, se ha obtenido un rango mds amplio de pesos
de celulosa digerida, que los que se presentan en la Figura 4a. Espe-
cialmente, se ha encontrado que el pasto timothy (Phleum pratense)
contiene una cantidad apreciablemente mayor de celulosa digerible
(25%) que el pasto ovillo o ryegrass. En pruebas con animales, el
consumo de timothy es menor que lo esperado a partir de su digesti-
bilidad; la posible asociacién entre estos resultados esti siendo in-
vestigada. CoT

En estos estudios, se ha puesto el mayor énfasis en la digestibilidad
de la celulosa, tal vez deberia prestarse mas atencién a la fraccién he-
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Producciéon de écidos grasos volatiles en el sistema in vitro

B Goaln et R PR S T PR TN

Les‘ deidos grases velatiles -X-(-aeétioo,—propiénico y butirico), son
producidos durante 1&'€&¥mentacién de los alimentos en el rumen y
formdhouna fuertk de mucha -dmportandid en la provision;.de oneta-
bolitog gnergéticqs; para el rumdante. Los acidos grasos, son empleados
con diferente efigiencia relatiga para diyersos procesos metabélicos y
son ademis producidos en diferentes proporciones relativas, por dife-
rented) dlimentos.7Por lo tanto}tpuede seflimportante conocex-dds pro-
porcignes en quetgstos son praglucidos pog;diferentes alimentos (7). Se
ha sugerido que g¢ empleen lgs técnicas dn vitro para este propésito,
pero_su validez via no_ha sido probada completamente.
El énfasis mayor, ha caido en las proporciones de acidos acético

y propiénico. Los alimentos fibrosos de baja digestibilidad, producen
relaciones alrededor de 7:2, pero a medida que se aumenta a la ra-
cidnosuplahentsrs doi aliv airvellalachidiatosode 1tarbomosdadrelaessh se
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de icido acético, tiende a disminuir y la de propiénico a aumentar,
a medida queperprbdainogasa eatdd oriislipH; del-tunavéhyilob ensilajes
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una disminucién en el pH del sistema in vitro, conduzca a una dismi-
nucién en la relacién acético: propiénico como sucede in vivo. Esta
situacién se encontré en Hurley, cuando se fermentaron aziicares pu-
ros (Cuadro 4).

Cuadro N° 4. Proporciones molares de acidos acético, propidnico y
butirico, producidos de sustratos de sucrosa y xilosa,
fermentados en el sistema in vitro, controlado a 3 ni-

veles de pH.
Acético Propiénico  Butirico pH
% molar

Sucrosa 48 34 18 6,0
54 30 16 6,5

56 29 15 7,0

Xilosa 49 34 17 6,0
55 28 17 6,5

58 28 14 7,0

Para obtener resultados validos, el anilisis in vitro debe reali-
zarse al mismo pH que se encontraria in vivo con ese alimento y
posiblemente inoculado con jugo del rumen, de un animal alimen-
tado con el mismo alimento. En este caso, pareceria mas simple el
hacer medidas de los acidos grasos en el rumen in vivo, por lo me-
nos hasta que se hayan desarrollado sistemas de “rumen artificial”
mais complejos, que simulen en forma mas semejante los procesos
dindmicos de digestién y absorcién.

Estudios de digestibilidad con especies forrajeraé

Por mucho tiempo se habia sabido que la digestibilidad del fo-
rraje disminuye a medida que madura, pero recién en. 1950 Homb
(17) sugirié la posibilidad de predecir la digestibilidad a partir
del estado de madurez. Posteriormente, Minson y colaboradores
(21, 22),demostraron que cada variedad de forraje tiene una rela-
cién caracteristica, entre el estado de madurez y la digestibilidad. La
digestibilidad disminuye muy lentamente, en algunas variedades de
ryegrass y pasto ovillo, hasta que aparece la primera yema floral
para luego disminuir mis ripidamente. Las variedades de ryegrass
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que se probaron (S.23 y S.24) fueron consistentemente mas digeribles
que las variedades de pasto ovillo (S.37 y Germinal) cuando se corta-
ron en el mismo estado de crecimiento.

CUADRO Ne 5. —-Dlgestllnhdad in vitro y proporcién de partes de
plantas de ryegrass S.24, cortadas en estados suce-
sivos de madurez (29).

Fecha de Hoja Hoja Tallo Flor Planta
corte lamina vaina entera
% % - % - % %
Abril 27 .. 84 (70)* 88 (25) — (5) — (0) 85
Mayo 11 ... 83 (41) 82 (30) 85 (26) — (3) 83
(emergencia
floral)
Mayo 19 .. 82 (34) 77 (18) 75 (37) 83 (11) 79
Mayo 29 .. 79 (21) 72 (14) 71 (48) 75 (17) 74
Junio 11 .. 78 (13) 68 (11) 64 (52) 71 (24) 68
Disminucién 0,13 0,44 0,68 0,55 —_
en la digesti-
bilidad /dia

* Porcentajes del peso seco total

Fue interesante notar que, la digestibilidad de estos forrajes de-
terminada in vitro, di6 un panorama igual al in vivo y en especial
que las variedades de ryegrass fueron mas digeribles que las de pasto
ovillo (Figura 5). Una coincidencia similar se ha encontrado con
otras especies (29), lo cual ha permitido comenzar un estudio com-
pleto sobre las relaciones de la digestibilidad. E1 método in vitro,
ha sido también de valor en el estudio de los mecanismos causales
de esta distribucién de la digestibilidad. Se ha determinado separa-
damente la digestibilidad in vitro de varias fracciones, limina de la
hoja, vaina de la hoja, tallo y flor, en plantas tomadas en estados
sucesivos de madurez. Los resultados de un estudio de este tipo, se
presentaron en el Cuadro 5. En la planta tierna, la lamina de la
hoja, la vaina y el tallo son todos de alta digestibilidad, siendo los
tallos tiernos, si algo, de mayor digestibilidad que las hojas. A me-
dida que la planta madura, la digestibilidad de las hojas disminuye
lentamente (<0,2 unidades/dia) pero la digestibilidad de la vaina
(0,4 unidades/dia) y del tallo (0,7 unidades/dia) disminuyen mds
ripidamente. Al mismo tiempo, aumentan las cantidades - relativas
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"~ Empleo del sistema in vitro en la prueba de variedades

Es completamente imposible determinar la digestibilidad, en
éxperimentos con animales, de todos los cientos de variedades co-
merciales de gramineas, leguminosas y otros forrajes, pero el ana-
lisis de digestibilidad in vitro ofrece un método prictico para
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examinar el valor nutritivo potencial y determinar aquellos que me-
recen un estudio mdis detallado con animales. Evidentemente, las ca-
racteristicas agronémicas, como rendimiento total, persistencia, re-
sistencia al frio y a las enfermedades, etc. deben ser consideradas
"primero. El examen cualitativo de digestibilidad in vitro (asi como
para el contenido de proteina, hidratos de carbono solubles, minera-
les, etc.), debe realizarse solamente en aquellas variedades que han
probado ser satisfactorias agronémicamente. En vista de que un
mayor nimero de variedades comerciales nuevas cumplen con los
requisitos agronémicos, es importante disponer de alguna evaluacién
cualitativa intermedia de la digestibilidad.

El método in vitro, se empleé con este propédsito por pnmera
vez, en el Instituto Nacional de Botanica Agricola en Cambridge (13).
Estas pruebas, ya han establecido diferencias no sospechadas en la
digestibilidad de variedades, particularmente dentro de especies de
Dactylis (Cuadro 6). Fue de particular interés la conclusién de que,
entre variedades comerciales de pasto ovillo, las variedades tempra-
nas, de mayor proporcién de tallo, eran en general mas digeribles
que las variedades tardias, de mayor proporcién de hoja, por lo
que al mismo estado de madurez, las variedades con mas tallo ten-
dian a tener mayor digestibilidad, que las de mayor foliacién. Esto
es indicacién de que, el criterio mantenido generalmente, de que la
abundancia de hojas estd asociada con un alto valor nutritivo, no
es necesariamente correcto.

CUADRO N° 6. — Digestibilidad in vitro de seis variedades de pasto
ovillo cortadas en estados sucesivos de madurez (6).

Fecha de corte

Variedad
Abril 17 Abril 25 Mayo 2 Mayo 7 Mayo 15 Mayo 19
%
V. Kammekes, temprana 744 15,4 74,9 68,3 695 68,2
Scotia, temprana 75,3 79,3 78,0 14,1 74,2 69,9
Roskilde II, temprana 72,1 78,0 76,8 70,9 73,3 68,6
S.37, temprana 69,8 73,6 733 66,5 68,2 68,1
S.26, temprana 69,3 75,2 75,5 72,1 70,9 70,2
S.143, tardia 67,8 75,5 77,1 73,8 72,6 68,6

Los estudios que han encontrado diferencias en la digestibilidad,
entre variedades dentro de especies de forrajes, no han sido todavia
confirmados con experimentos de digestibilidad con animales, ni han
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sido seguidos con experimentos de produccién animal. Ademis, los
datos de digestibilidad, deben interpretarse dentro de sistemas pric-
ticos de alimentacién, presentindose el problema de comparar varie-
dades que tienen rendimiento y digestibilidad diferentes. Bajo con-
diciones de pastoreo, es posible que los efectos del manejo de las pra-
deras sobre el rendimiento y la digestibilidad, sobrepasen las dife-
rencias intervarietales en digestibilidad. Con un manejo a base de
cortes, en cambio, se puede tomar en consideracién el rendimiento
de la pradera y la digestibilidad para decidir la fecha en que se debe
realizar el corte, y en este caso, las diferencias en la digestibilidad
pueden tener un significado real. Los resultados presentados por Min-
son y colaboradores (22), sobre seis especies diferentes de forrajes
pueden servir para ilustrar el caso. Cuando las seis especies estaban
en estado de digestibilidad del 70 % de la materia organica, su ren-
dimiento por hectirea fue desde 3900 kg. de materia seca (pasto ovi-
Ho Germinal) hasta 6400 kg. (ryegrass H.1). Estos resultados per-
miten realizar alguna evaluacién de la importancia relativa del ren-
dimiento y la digestibilidad, en términos del propésito nutricional
para el cual se requiere el forraje.

Ahora se ha hecho evidente otro problema relacionado con la
evaluacién de variedades (o espacies): forrajes que tienen la misma
digestibilidad en el primer crecimiento de primavera, pueden ser
apreciablemente diferentes en la digestibilidad de los rebrotes sub-
siguientes. Asi, Minson y colaboradores (22), demostraron que el
ryegrass italiano S.22, tenia la misma digestibilidad que el ryegrass
perenne S.24 en su primer crecimiento a principios de Mayo, pero
los rebrotes tomados a través del verano, a intervalos de un mes, te-
nian 5 unidades de digestibilidad menos que el S.24. Recientemente,
Thomson (30) demostré que las variedades de ryegrass italiano S.22
diploide y Tetila Tetrone tetraploide, tenian la misma digestibilidad
en la primavera ,pero que los rebrotes de las variedades tetraploides,
son mas digeribles que la diploide, mis tarde en la estacién.

Evidentemente que, los resultados de digestibilidad de las va-
riedades de plantas forrajeras constituyen solamente un aspecto de la
evaluacién y deben ser interpretados en términos de rendimiento y dis-
tribucién estacional del crecimiento, en relacién con los requisitos
nutricionales impuestos por sistemas individuales de alimentacién.

Produccién de nuevas variedades de forrajes

Los trabajos sobre fitotecnia de plantas forrajeras, realizados
en la Estacién de Fitotecnia de Welsh, enfatizaron el concepto de que,
la productividad animal elevada que se obtenia en ciertas praderas
permanentes, se debia al elevado contenido de gramineas macollan-
tes, ricas en hojas, en contraste con las especies de mucho tallo, que
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tudio de variedades de brassica. Dent (12), informa sobre los resul-
tados de digestibilidad in vitro de algunas variedades de col rizada,
demostrando que algunas de ellas son mucho mas digeribles que otras
(Cuadro 8). - C

CUADRO N; 8. Digestibilidad in vitro de variedades de col rizada
y de partes altas y bajas de sus tallos (12).

Variedad Tallo alto Tallo bajo Planta entera
Hibrido P.BI. ...... 85,8 71,8 79,7
Stock comercial 3 ... 80,8 62,2 75,3
Stock comercial 13 .. 79,2 57,4 71,1
Mil cabezas ......... 71,4 47,2 71,4

Los anilisis del tallo, de las plantas de col rizada, indicaron el
efecto dominante que este tiene en la digestibililad de la planta ente-
;ra; la superioridad del hibrido P.B.I. se debié principalmente a la
mayor digestibilidad de la base del tallo. Los resultados de algunas
variedades (16), fueron confirmados con pruebas con animales, pero
esto hubiera sido impracticable en toda la gama de variedades que se
probaron in vitro.

Por otro lado, los resultados obtenidos con maiz forrajero (Cuadro
7), indican que, el método in vitro, estimé en exceso la digestibilidad
. de esta planta, posiblemente porque el elevado contenido de almidén,
produjo un pH in vivo diferente del que se empleé in vitro. Estos re-
sultados, enfatizan el hecho de que es necesario confirmar los resul-
tados in vitro, con experimentos con animales, en los primeros estados
de las pruebas de forrajes.

Digestibilidad de henos y ensilajes

Este tema sera tratado por el Sr. Alexander en mayor detalle.
De la misma manera que nuestros resultados en Hurley, él ha encon-
trado buen acuerdo entre los valores de digestibilidad in vitro e in
vivo para henos, pero menor acuerdo con los ensilajes. Esto pareceria
ser el resultado de cambios en la composicién quimica y pérdidas
que resultan del secado de las muestras en la estufa, durante la pre-
paracion de las muestras para anilisis in vitro; tengo mucho interés
_en ver los resultados que el Sr. Alexander ha obtenido con el siste-
ma in vitro, modificado para analizar muestras frescas de ensilaje
molido.
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RESUMEN

Se han revisado, algunas de las formas en que los sistemas in
vitro nos pueden ayudar a comprender el valor alimenticio de los fo-
rrajes y nos pueden ayudar en el desarrollo de sistemas de produccién
animal mas eficientes. Debe dejarse bien en claro, que ellos no son un
sustituto para los experimentos con animales; me parece que su papel
principal es ayudarnos a decidir cuales experimentos con animales tie-
nen la mayor posibilidad de éxito. Por ejemplo, cada aiio se prueban
sobre 100 variedades de forrajes en Cambridge, un nimero mucho
mayor que el que se podria probar con animales. Las pruebas in vitro,
que se resumieron en el Cuadro 6, permitieron identificar un nimero
pequefio de forrajes de digestibilidad insospechadamente alta. En el
caso del pasto ovillo Roskilde IL, su digestibilidad elevada ha eido
confirmada en experimentos con ovinos, sin embargo, es muy poco
probable que esta variedad de pasto ovillo hubiera sido probada con
animales, si la seleccién previa por el método in vitro. Claramente, la
primera evaluacién de las variedades de plantas forrajeras, debe ha-
cerse en base a sus caracteristicas agronémicas, rendimiento, persis-
tencia, resistencia a las enfermedades, etc. pero los procedimientos in
vitro, muy posiblemente, pueden jugar un papel iutil en las etapas
siguientes de la seleccién.

Finalmente, quisiera comentar brevemente sobre la funcién rela-
tiva de los procedimientos in vitro y el procedimiento LV.N., que
serd discutido por el Profesor Donefer. Los dos procedimientos nos
ayudan a conocer mas sobre el consumo de nutrientes, pero mientras
la digestibilidad in vitro, mide solamente el término “digestibilidad”
de la Ecuacién (1), el I.V.N. es una medida conjunta de “digestibili-
dad” y “consumo”. Esto significa que, mientras los estudios de diges-
tibilidad daran mayor informacién sobre los mecanismos biolégicos
que toman parte (como es el caso del estudio sobre madurez del fo-
rraje descrito en el Cuadro 5), el LV.N. puede dar una medida que
tenga relacién mas directa con el consumo de nutrientes y el poten-
cial de produccién animal de los alimentos. Es mds, yo creo que las
dos me«fidas son complementarias porque, como lo indicari el Dr.
Donefer, el I.V.N. esta influenciado principalmente por las caracte-
risticas de consumo de los alimentos, y la digestibilidad in vitro por
sus caracteristicas de digestibilidad. A pesar de que mi papel en este
Simposio ha sido el discutir las técnicas in vitro, me parece adecuado
agregar lo siguiente: para un laboratorio con facilidades de andlisis
limitadas, si hay que escoger entre establecer el sistema in vitro de
digestibilidad o un sistema de prediccién del I.V.N., creo que esco-
geria primero el método del LV.N,, en parte porque el método de
solubilidad con pepsina es tanto menos complicado que la técnica de
digestibilidad in vitro descrita, pero también porque, en el balance
total, creo que el concepto del L.V.N. (que considera el consumo y
la digestibilidad), puede tener mayor aplicacién inmediata a los pro-
blemas de incrementar la produccién animal en América Latina.
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DISCUSION DEL TRABAJO PRESENTADO POR
EL Sr. W. F. RAYMOND

Encargado de abrir la discusién fue el Dr. OSVALDO L. PALADINES,
Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas de la OEA,
La Estanzuela, Uruguay

O. L. PALADINES:

Hemos tenido el privilegio de escuchar al Sr. W. F. Raymond,
disertar sobre un tema en el cual es sumamente versado. El mate-
rial contenido en su disertacién, es buena prueba de la experiencia
amplia que él y sus colegas de Hurley tienen en este campo de in-
vestigacién. ,

El Sr. Raymond nos ha dado una imagen amplia de la utili-
dad de las técnicas in vitro y la forma como se pueden emplear,
ademas, y esto lo considero muy importante, nos ha indicado algu-
nas de las limitaciones de las técnicas. Creo que vale la pena hacer
énfasis en el hecho de que, estas técnicas escapan al campo neta-
mente quimico y mas bien bordean el campo de la microbiologia,
en el sentido de que emplean microorganismos para el trabajo de
fermentacién, sin embargo, la complejidad del sistema microbiolé-
gico del rumen, desafia la standarizacién de sistemas, principalmente,
porque el operador puede controlar ciertas condiciones del animal,
como la alimentacién, el nivel de consumo de alimento, y puede tam-
bién controlar algunas caracteristicas fisicas del medio de cultivo,
como el pH, la temperatura de incubacién, pero mo puede controlar,
‘ni determinar el tamafio de las interacciones entre los factores del
animal y los factores fisicos del método. Los resultados poco alen-
tadores de la reciente comparaciéon de resultados entre varios labo-
.ratorios de los Estados Unidos de Norte América y Canadi, es un
ejemplo claro de esta limitacion.

Sin embargo, debe estar claro en la mente de todos nosotros
que los métodos in vitro, empleados en forma apropiada, sirven muy
bien para medir la digestibilidad de los forrajes. Creo que vale la
pena comentar sobre el concepto que estin introduciendo los inves-
tigadores de Hurley y que nos describe aqui el Sr. Raymond, sobre
la capacidad de los sistemas in vitro para medir la “cualidad basica”
de digestibilidad del forraje, cualidad que, en este concepto, es inde-
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pendiente del efecto individual del animal y de los factores de con-
sumo. Su utilidad, por tanto, dependerd de la utilidad que esta
“cualidad basica” de digestibilidad tenga en los estudios sobre fo-
rrajes, su aprovechamiento por los animales y la produccién que
se obtenga de ellos. El rango de aplicacién disminuiria considerable-
mente, si la digestibilidad determinada in vitro no tuviera valor de
prediccién de la situacién in vivo, pues dejaria al descubierto todo
los efectos ambientales (incluyendo el nivel de alimentacién) y los
sistemas de preparacion del forraje, sobre su digestibilidad y la
productividad de los animales.

En nuestras comparaciones, en Estanzuela, entre los valores in
vivo e in vitro de 63 muestras de forrajes (incluyendo forrajes ver-
des, henos y ensilajes), hemos podido observar que la capacidad de
prediccién no es igual en todos los tipos de forrajes probados. Las
relaciones menos precisas las hemos obtenido con los forrajes fres-
cos (para gramineas frescas, r — 0,75 y leguminosas frescas, r = 0,80),
mejorando notablemente las correlaciones en los forrajes secos y en
el ensilaje (heno, r = 0,91 y ensilajes, r — 0,86). Curiosamente, en
cuatro muestras de concentrados, obtuvimos una correlacién muy alta
(r = 0,99). En todo caso, la distribucién de nuestras relaciones pa-
rece corroborar lo indicado por el Sr. Raymond, sobre la limitacién
de los métodos in vitro para predecir condiciones individuales de
digestibilidad in vivo, en el sentido que las pruebas de digestibilidad
de forrajes frescos fueron realizadas al nivel méximo de consumo
de los animales y en ellas el consumo méiximo era muy variable
entre forrajes probados, de este modo, se puede suponer que el
método in vizro no fue capaz de compensar el efecto diferencial so-
bre la digestibilidad, que tuvo el nivel de consumo.

Desde el punto de vista del Nutricionista o del Ganadero que
trata de interpretar la respuesta obtenida con sus animales, a partir
de la cantidad y calidad del alimento (forraje primordialmente) con-
sumido, el valor de la técnica es muy limitado, si no esta en capa-
cidad de predecir el efecto in vivo que corresponde a la condicién
particular (animal, forraje y nivel de consumo) en que se realizé
el trabajo. La limitacién seria particularmente importante, al com-
binar las técnicas de muestreo por fistulas del eséfago o rumen, en
animales en pastoreo y la prediccién de la digestibilidad del forraje
consumido, porque no se puede asumir, que los animales estin digi-
riendo el forraje que consumen al nivel de la “cualidad bdsica”
que mide el sistema in vitro.

Finalmente, quiero hacer especial énfasis en algo que expresara,
muy apropiadamente, el Sr. Raymond. Las diferencias encontradas
por Cooper y colaboradores de Welsh Plant Breeding Station y las
encontradas en el Instituto de Botinica Agricola de Cambridge, han
demostrado, en efecto, una situacién interesante al separar varieda-
des y aun clones de planta forrajeras por su digestibilidad. Me temo
que, el estimulo de estos resultados produzca un entusiasmo excesivo
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en nuestros Fitotecnistas, esperando crear variedades sobresalientes
a partir de las caracteristicas de digestibilidad. Para mantener la
perspectiva real de las cosas, bien vale la pena recordar que en con-
diciones de explotacién agricola, particularmente en condiciones de
pastoreo, las pricticas de manejo pueden tener un efecto mucho ma-
yor sobre la digestibilidad y el comsumo de forrajes que las diferen-
cias entre clones, variedades y aun entre especies. Por ejemplo, en
Estanzuela, el retraso de diez dias en el pastoreo de primavera, en
la mayoria de nuestras praderas, significa una disminucién en la
digestibilidad del forraje de 4 o 5 unidades de porcentaje, valor
que esti posiblemente ain por encima de las mayores diferencias
que se pueden esperar entre forrajes a un mismo estado de madurez.

Para comenzar las preguntas, quiero presentar al Sr. Raymond,
una que estoy seguro se encuentra en la mente de los participantes:
sabemos que se han propuesto varias técnicas in vitro, y se han pre-
sentado pruebas parciales, por lo menos, para todas ellas; en su
experiencia, cuales técnicas y por qué, deben emplearse y mas atun,
en qué momento de la investigacién cree Ud. que se podria emplear
cada una de ellas?

W. F. RAYMOND:

El Dr. Paladines me ha presentado una pregunta dificil de con-
testar. Creo que lo primero que se debe decir es que cada investiga-
dor piensa que su método es el mejor. Creo que debemos presentar
y discutir ciertos principios basicos, que pueden ayudar en la com-
prensiéon del problema.

En la literatura se produce una divisién bisica en dos grupos
de técnicas (me refiero a la prediccion de la digestibilidad y no
a las estimaciones del consumo, a las cuales se referird el Dr. Do-
nefer méis adelante). Un grupo de técnicas ha sido disefiado para
predecir la digestibilidad de 1la celulosa; esto se realiza, por medio
de la digestién con una mezcla de buffer y extracto del contenido
del rumen. La concentracién de celulosa se mide en la muestra antes
y después de la incubacién. Una vez obtenido este valor de diges-
tibilidad de la celulosa, es preciso predecir la digestibilidad de la
materia seca,  materia organica o energia a partir de la digestibili-
dad de la celulosa. Esta tdltima prediccion constituye una relacién
estadistica entre el parimetro predecido y la estimacién. En nues.
tras pruebas, encontramos que la relacién entre la digestibilidad de
la celulosa y la materia seca no era tan estrecha como debia espe-
rarse. Las predicciones eran buenas cuando se trataba de forrajes de
bajo contenido de nitrégeno. Pero con forrajes de alto contenido de
nitrégeno y alta digestibilidad, encontramos que la digestibilidad de
la materia seca predecida, era mucho més baja que la digestibilidad
in vivo. Es evidente que podiamos haber encontrado una ecuacién
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que se ajuste a esa relacion, pero en ese caso, hubiéramos debido
trabajar con una relacién que no comprendiamos. Ademads, nos in-
teresaba conocer las razones por las cuales la digestibilidad in vitro
era menor que in vivo, en los forrajes de alto contenido de proteina.
A esta altura de las investigaciones, el Dr. Tilley y el Sr. Terry, des-
cubrieron que si se realiza la digestién in vitro solamente con el licor
del rumen, la proteina del forraje es convertida a proteina bacte-
riana y como tal, permanece en su mayor parte, en el residuo in-
digerido. En el animal, esta proteina es mis tarde digerida por en-
zimas que hacen la proteina soluble y absorbible. Por esta razén,
los investigadores mencionados, incluyeron la segunda fase de diges-
tién, en la cual, el residuo de la digestién con licor del rumen, se
digiere con pepsina acida. Con las muestras de baja digestibilidad
y bajo contenido de proteina, la digestibilidad aumenté muy poco
al incluirse la segunda fase; en cambio, con las muestras de alta
digestibilidad y contenido elevado de proteina, la digestibilidad su-
bié a un nivel mucho mas alto. La segunda fase, fue estonces esta-
blecida, porque su inclusién elevaba la correlacion entre la digesti-
bilidad in vitro y la digestibilidad in vivo, determinada con un mé-
todo standard. Esto es muy importante, porque como lo dijo el Dr.
Paladines, la digestibilidad in vivo no es constante, habiendo de esta
manera, obtenido una relacién entre una técnica standard in vitro
y una técnica standard in vivo; esta relacién, sin embargo, no tiene
que ser la misma, con la digestibilidad medida con otros animales
y en otras condiciones.

Se han realizado cambios en la técnica propuesta. El Sr. Ale-
xander describird un sistema de dos fases, muy similar al empleado
en Hurley, pero en el cual se han hecho cambios que permiten ana-
lizar un nimero elevado de muestras. Lo importante en los méto-
dos, es que sean reproducibles en un mismo laboratorio y que estén
en concordancia con los resultados obtenidos en otros laboratorios.
Creo que la parte importante es que, se pueden aceptar cambios en
Jas técnicas, si estos cambios no afectan los resultados obtenidos.
Nos preocupa el empleo de técnicas diferentes, en diversos labora-
torios que resultan en la obtencién de resultados divergentes, por-
que en esta condicién no podriamos estudiar la naturaleza general
de los resultados. En el Reino Unido, hemos realizado comparaciones
de los resultados obtenidos en diferentes laboratorios que emplean
el método de dos fases, en algunos casos con modificaciones, y he-
mos encontrado excelente concordancia entre ellos. Si algin labo-
ratorio produce resultados diferentes, sabemos que su método esta
errado. Creo que en América del Sur se debia hacer algo similar.
Sugiero que se preparen muestras standard de digestibilidad in vivo
conocida, para comprobar la concordancia entre diversos laboratorios,

En el dltimo Congreso Internacional de Pasturas de Helsinki,
se pudo ver que muchos laboratorios en todo el mundo estin usando
distintos tipos de técnicas in vitro de dos fases. Yo creo que la ten-
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dencia general es el establecimiento de técnicas de dos fases, en
las cuales se incluya una fase de digestién bacteriana seguida por
una digestion enziméitica, como la pepsina, o por un detergente (co-
mo se hace en los Estados Unidos), para remover la fraccién pro-
téica digerible.

Para terminar, quisiera comentar sobre la declaracién del Dr.
Paladines con relacion a la inconstancia de los métodos biolégicos.
Hace tres afios, se realizé un estudio entre algunos paises europeos
y el Reino Unido, para determinar las diferencias en el analisis de
algunos componentes quimicos de los forrajes. Las diferencias entre
laboratorios, fueron muchas veces mayores que las diferencias entre
las muestras; lo cual quiere decir, que la standarizacién de los mé-
todos quimicos no es tampoco suficientemente buena.

A. R. FRONTERA:

¢Pueden aplicarse los métodos in vitro en pasturas naturales?

W. F. RAYMOND:

Hemos establecido, que los métodos in vitro son valides cuando
se aplican a las especies individuales que se encuentran es las pra-
deras naturales del Reino Unido y también cuando se aplican a las
mezclas de especies que se encuentran en esas praderas. Es mas,
el método es de valor particular cuando se hacen estudios sobre la
pradera natural, en la cual, ]la seleccién entre las especies presentes
puede ser un problema de verdadera importancia nutritiva y en la
cual, las técnicas in vitro, de acuerdo al sistema que sera descrito
por el Dr. Arnold, pueden ser valiosas.

H. CABALLERO:

Cree Ud. que para aquellos que se inician en las técnicas in
vitro, para determinar la digestibilidad de los forrajes, seria mais
conveniente recomendar que obtengan previa o simultineamente
valores in vivo de digestibilidad? El establecer correlaciones entre
los dos valores, daria mayor seguridad al investigador sobre la
técnica que va a usar. Si se hace lo contrario, como se ha sugerido,
se corre peligro, de que las técnicas in vitro, se conviertan en sélo
técnicas de laboratorio sin relacién ninguna con el animal y su pro-
duccién.

W. F. RAYMOND:

Estoy completamente de acuerdo, en que las técmicas in vitro
no son un sustituto para los experimentos in vivo y que el estable-
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cimiento de un sistema in vitro en el laboratorio, no debe emplearse
como una excusa para no instalar los equipos necesarios para prue-
bas in vivo. Sin embargo, el objetivo de las pruebas in vitro, es po-
der seleccionar entre un nimero grande de forrajes, nimero que no
podria ser estudiado en experimentos con animales. Asi se podria
separar los forrajes que presentan mdis promesa (y como lo indicara
antes, esto debe basarse primero en las caracteristicas agronémicas
y solamente después en la digestibilidad in vitro y en la medida del
LV.N.). Es importante que estos forrajes se prueben luego con ani-
males, para comprobar los resultados obtenidos in vitro. En muchas
especies de forrajes, hay suficiente informacién sobre su valor po-
tencial y éstas, estoy de acuerdo, en que deben probarse tan pronto
como sea posible en experimentos con animales, para medir la di-
gestibilidad y el consumo voluntario.

J. LOPEZ:

1. El Sr. Raymond afirma que, seria necesario que alguien en
América Latina produzca muestras “standard” de forrajes de alta y
baja digestibilidad. Considerando las dificultades de producir estas
muestras y las grandes diferencias ecolégicas existentes entre los paises
de América Latina, por qué no usar muestras “standard” de otros
lugares, por ejemplo, los Estados Unidos de Norte América o el
Reino Unido?

2. Habria una manera de conceptuar lo que seria una muestra
“standard” para una determinada regién geografica?

W. F. RAYMOND

Lo siguiente contesta las dos preguntas: El cuadro 2, en el ar-
ticulo, demuestra que la digestibilidad de un pasto del velt Suda-
fricano, medido con el método in vitro empleado en Hurley, fue
muy similar al valor in vivo obtenido en Sud Africa.

Sin embargo, estoy de acuerdo en que es preferible emplear
como standards, muestras de forrajes que tienen alguna relacién con
aquellos que crecen en la regién. Parece razonable emplear diferentes
standards para la zona sur de la América Latina de los que se em-
pleen en el drea del Caribe. Indudablemente que podrian conseguir
standards de los Estados Unidos o Reino Unido, pero veo grandes
ventajas en que estos se produzcan en sus propias regiones, porque
se crearia un interés mas personal en la precision de las técnicas
in vitro empleadas porque promoveria los estudios in vivo, los cuales
son una parte esencial de un programa de nutricién en desarrollo.
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R. G. PARRA:

Qué efectos tiene la ausencia de protozoarios en los medios de
fermentacién in vitro, sobre la digestibilidad de la celulosa, niveles
de dcidos grasos volatiles y concentracién de amonio en el cultivo?

W. F. RAYMOND:

El hecho de que no se establezca una poblacién normal de
protozoarios en los sistemas de digestién in vitro, es un ejemplo de
problemas que hacia resaltar en el articulo, es decir que, el sistema
in vitro, no trata de reproducir las condiciones exactas de digestién
in vivo, sin embargo, la buena concordancia entre valores de diges-
tibilidad determinados in vivo e in vitro, indica que la ausencia de
protozoarios, no ha tenido un efecto serio sobre la digestibilidad
total. La ausencia de protozoarios, puede ser importante cuando con-
sideramos los productos de digestion —acidos grasos volatiles y amo-
nio— los cuales, son posiblemente muy diferentes en un sistema in
vitro que en el sistema dindmico in vivo.

R. R. PEIXOTO:

Es suficiente la determinacion de digestibilidad de la materia
seca in vitro, o se debe determinar la digestibilidad de la materia
organica, sobre todo cuando se emplea como medida del valor nu-
tritivo de los forrajes?

W. F. RAYMOND:

La medida a emplearse debe depender del objetivo del expe-
rimento. Es su objetivo determinar diferencias en la digestibilidad
entre forrajes 6 es el objetivo establecer niveles basicos de digesti-
bilidad?, en ambos casos la digestibilidad de la materia seca, es ge-
neralmente adecuada, o es el objetivo medir el consumo de nutrien-
tes por los animales? en este caso puede ser necesaria la digestibi-
lidad de la materia orginica o de la energia. En este caso también
serd necesario emplear standards, en los cuales se ha medido la di-
gestibilidad de la materia orginica o energia.

N. ABIUSSO:

Qué relacién existe entre el residuo del liquido ruminal (blan-
co) y el porcentaje de digestibilidad obtenido?
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W. F. RAYMOND:

El inéculo del rumen ha sido preparado de diferente manera
por diferentes investigadores. Cuando se emplea el licor del rumen
centrifugado, el inoculante contiene pocas de las particulas en las
cuales estin concentrados los microorganismos celuloliticos, de ma-
nera que el inoculante tiende a ser débil en actividad celulolitica,
y la digestibilidad de la fibra es baja. Por otro lado, el licor del
rumen no filtrado dard como resultado valores altos de digestibilidad
de la fibra, pero introduce un valor muy alto del blanco. El obje-
tivo, por tanto, es preparar inoculante del rumen, filtrindolo a
través de muselina, el cual contenga suficientes particulas peque-
fias, con sus organismos celuloliticos asociados, para digerir adecua-
damente la fibra, pero que separe las particulas més gruesas, cau-
santes de los valores elevados del blanco.

Esto quiere decir que el método exacto de filtracién debe ba-
sarse en la experiencia, en relacién con la dieta del animal donante,
pero con el objetivo de asegurar una digestibilidad elevada de la
fibra.

B. L. RAKTOE:

Parece que Ud. indicé que en el laboratorio se deben emplear
relaciones que produzcan coeficientes de regresién cercanos a la
unidad y que se deben desechar los métodos que establezcan coefi-
cientes de regresion diferentes a uno. Cuil es la base tedrica de
esta opinién?

W. F. RAYMOND:

Hemos creido que una relacién con coeficiente cercano a 1.0,
es biolégicamente més vilida que una con el coeficiente menor a
1.0. Asi, pensamos que el método in vitro de dos fases, toma en
cuenta dos procesos distintos de la digestién de los rumiantes, en
cambio que, el método de digestibilidad de la celulosa, toma en
cuenta solamente una parte del proceso in vivo, de manera que los
valores de digestibilidad de la materia seca obtenidos con este mé-
todo, es posible que sean menos validos biolégicamente.

Probablemente, la mejor prueba de los métodos, se encuentra
en la precisién relativa de las relaciones. Hemos encontrado que el
método de dos fases produce estimaciones mis precisas de la diges-
tibilidad, en un rango amplio de alimentos, que cualquiera de los
métodos de una sola fase.
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L. VERDE:

1. Cuil es el valor de los carbohidratos solubles, para prede-
cir la digestibilidad y el valor nutritivo de los forrajes?

2. El método original de Tilley y Terry, estudiaba solamente
la digestibilidad in vitro de la materia seca, pero en su trabajo. el
Dr. Raymond se ha referido a la digestibilidad de la celulosa. Ha
habido alguna modificacién dltima al método!

!

W. F. RAYMOND:

1. La porcién digerible de un forraje, esti formada de dos
partes, el material soluble en pepsina acida y la fibra digerible.

La fraccién soluble en pepsina acida estd formada por proteinas
solubles, acidos orginicos, minerales solubles, y carbohidratos solu-
bles. Por tanto, el contenido de hidratos de carbono solubles, forman
solamente una parte pequefia del total del material digerible. Como
el contenido de carbohidratos solubles, no estad relacionado con los
otros componentes digeribles, (por ejemplo, el aumento en el con-
tenido de proteina de un forraje, resultante de la fertilizacién con
nitrégeno, puede producir una disminucién en el contenido de car-
bohidratos solubles sin producir disminucién en la digestibilidad),
tampoco esta relacionado con la digestibilidad total. :

2. El método in vitro de Tilley y Terry fue desarrollado para
que incluya dos etapas distintas. Esto permite calcular la digestibili-
dad de la celulosa, luego de la primera etapa de digestién, una vez
que se ha separado el residuo del “rumen artificial” en la centri-
fuga; a partir del contenido de celulosa en el residuo, se puede
calcular la digestibilidad de la celulosa en la muestra.

P. PRESTES:

Seria posible eliminar la segunda fase de la digestibilidad in
vitro, usando como criterio la digestibilidad de la celulosa?

W. F. RAYMOND:

Respondiendo a una de las preguntas del Ing. Luis Verde in-
diqué que el material digerible de un forraje estd compuesto de
dos fracciones, una soluble en pepsina y la otra, fibra digerible (ce-
lulosa mas hemicelulosa).

Las dos fracciones no son necesariamente relacionadas, por tan-
to, podemos tener dos forrajes con el mismo contenido de celulosa
y celulosa digerible, pero en los cuales, el uno contenga un nivel
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alto de material soluble en pepsina y el otro un nivel de esa frac-
cién. Debido a esta diferencia, el primero tendria una digestibili-
dad mayor que el segundo, a pesar de que la digestibilidad de la
celulosa seria la misma. Por tanto, la digestibilidad de la celulosa
no es una medida adecuada de la digestibilidad de la materia seca
de los fon-ajes.

En mi opinién, solamente cuando incluimos la segunda fase de
digestién, podemos determinar estas diferencias en la digestibilidad
de los forrajes.

J. GOMIDE:

1. Cuil es la opinién del Sr. Raymond, sobre el método de
- solubilidad de la celulosa en cuprietilen diamina para predecir la
digestibilidad de los forrajes?

2. Si un laboratorio no dispone de muestras de forrajes “stan-
dard”, de digestibilidad in vivo conoclda, cree Ud. adecuado, de to-
das maneras, utilizar la técnica in vitro, por lo menos para compa-
rar forrajes en su digestibilidad relativa?

W. F. RAYMOND:

1. Tenemos muy poca experiencia con este método, pero creo
que sufre de las mismas limitaciones que la digestibilidad de la ce-
lulosa, sobre las cuales comenté en la respuesta anterior, en que
se considera el material soluble en pepsina, el cual forma una parte
importante del material digerible del forraje.

2. Estoy de acuerdo que un laboratorio no precisa muestras “stan-
dard” obtenidas de otros lugares, para establecer un método in vitro
que permita estudiar problemas agronémicos; sin embargo necesitara
muestras “standard” locales, para comprobar la precisién de corridas
realizadas en diferentes dias. Estas muestras no necesitan ser de di-
gestibilidad in vivo conocida, ya que son empleadas solamente para
comprobar la constancia del método. La necesidad de poseer mues-
tras standard de digestibilidad in vivo conocida se presenta: a)
cuando se quiere predecir valores in vivo a partir de los resultados
in vitro; y, b) para que los valores obtenidos en diferentes labora-
torios, que emplean los mismos “standards”, sean comparables.
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I. INTRODUCCION

La importancia de desarrollar métodos in vitro y otros métodos
de laboratorios precisos, para predecir el valor nutritivo de los forra-
jes, estd indicado por el nimero elevado de laboratorios que, en mu-
chos lugares del mundo, se encuentran actualmente trabajando en
este problema.

Actualmente, el fitotecnista, que trabaja con cantidad limitada
de material provenitnte de pequefias parcelas, no se satisface con el
empleo del rendimiento o indices del contenido quimico, como la
unica base para la seleccién de nuevas variedades. Se requiere actual-
mente, un método de laboratorio, el cual indique el valor nutritivo
potencial de los forrajes, cuando son ofrecidos a los animales. Para el
agrénomo, son también necesarias las técnicas de evaluacién de fo-
rrajes, para determinar el efecto de diferentes factores de manejos
de las plantas, sobre su valor nutritivo. El nutricionista, el cual estd en
altimo término interesado en la eficiencia de produccién de leche,
carne y lana por los rumiantes, requiere una técnica que le permita
medir la contribucién de las plantas forrajeras, a cubrir los requisitos
nutritivos del animal. Las técnicas de laboratorio para la evaluacién
de forrajes, también pueden ser aplicables directamente al agricul-
tor, en el sentido de que el analisis de su forraje disponible puede
formar la base para un programa de alimentacién, que le indicaria
las cantidades y los tipos de suplementos que debe disponer para sus
animales,

II. MEDIDAS DEL VALOR NUTRITIVO DE LOS FORRAJES.

El valor nutritivo de un alimento debe ser medido en términos
del nivel de produccién de leche, carne o lana que se consigue cuan-
do este es ofrecido al animal. Esta medida es dificil de conseguir en la
practica. Su dificultad se manifiesta en el tiempo y costo de estos
experimentos, los cuales generalmente requieren cantidades elevadas
de alimento. Los resultados de estos experimentos, también deben ex-
presarse en alguna forma que indique la contribucién nutritiva de los
alimentos, sea que esta contribucién se exprese como contenido de
energia, de proteina o de algin otro nutriente requerido por el ani-
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mal. En el caso de los forrajes, la contribucién mas importante a la
nutricion de los anjmales, es como una fuente relativamente econd-
mica de energia. Esta energia esti principalmente contenida en for-
ma de carbohidratos complejos, los cuales requieren la degradacién
microbiana en el rumen para ser convertidos a formas utilizables por el
animal (4cidos grasos volatiles). Existen varios sistemas para descri-
bir la contribucién potencial de energia de los alimentos; la mds
significativa de todas, es de la “energia neta”, la cual describe la can-
tidad de energia realmente disponible para el mantenimiento y pro-
duccién del animal. Este sistema se originé a comienzos del presente
siglo, con ohservaciones sobre la habilidad que tenian varios alimen-
tos, para producir el engorde de novillos. El contenido de energia
neta de los alimentos, .puede determinarse directamente por medio
de estudios de la composicion del cuerpo o a través de estudios com-
plejos, para los cuales se emplean calorimetros de respiracién; en
cualquier caso, el procedimiento es tan laborioso que existen resulta-
dos solamente para pocos forrajes. En vista de que, las técnicas de
laboratorio para predecir el valor de los forrajes, deben ser basadas en
datos originales obtenidos in vivo, no existen relaciones todavia que
se hayan establecido para predecir el contenido de energia neta de los
forrajes a partir de métodos in vitro o quimicos.

A pesar de que la energia digerible no es una medida tan pre-
cisa como la energia neta, para propositos practicos es la medida de
energia disponible de uso méas comin. La energia digerible es esen-
cialmente la correccién de la energia cruda (calorimetro de bomba)
de un alimento, por las pérdidas en las heces fecales (residuos no
digeridos). El sistema de nutrientes digeribles totales (NDT), es si-
nénimo con la energia digerible, debiendo preferirse esta @ltima por-
que se expresa directamente en términos de calorias y no envuelve
el sistema de anilisis complejo y ambiguo que se precisa en las de-
terminaciones de NDT. Una caracteristica comiin. para todos los sis-
temas que describen el contenido de energia disponible de los alimen-
tos, es que todos constituyen medidas de la concentracién de energia,
expresada como el niimero de calorias por kilogramo de alimento o
por ciento de nutrientes digeribles. Las medidas de concentracién de la
energia son de valor limitado al describir los forrajes, porque no dan
indicacion del nimero de unidades de alimento, que pueden ser volun-
tariamente consumidas por el animal. Esto es de especial importancia
con los rumiantes, ya que se ha demostrado que el consumo volunta-
rio de forraje esta directamente relacionado con el valor nutritivo
(3, 8).

La importancia relativa de la concentracién de energia digerible
y el consumo voluntario, se ilustra en la Figura 7, para dos forrajes
hipotéticos.

El forraje A tiene una concentracion de energia digerible de
60 comparado con el valor de 50 para el forraje B. Estos valores,
podrian representar el porcentaje de NDT, de materia seca digerible
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o el porcentaje de la energia cruda de cada forraje la cual es digerida;
esto es, que no aparece en las heces. Cuando los dos forrajes se ofre-
cieron ad libitum, en la misma prueba de alimentacién en la cual
se determiné el coeficiente de digestibilidad, los animales consumie-
ron el doble del forraje A que de forraje B. El consumo voluntario,
se puede expresar en gramos de materia seca consumida por animal
y por dia corregidos para el tamafio metabélico del animal (peso
en Kg. elevado a la 0,75, (W"K'?) y puede ser expresado con rela-

100 Energio
crvdo
Concentracion ! 60
de energio \
digerible 50
N N\
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(relativo)

FIGURA N° 7. — Relacién entre la concentracién de energia digerible
y el consumo voluntario.



cién a algin consumo standard. Crampton (8) propuso un consumo
standard de 3 libras/100 libras de peso vivo, el cual fue después
convertido a 80 gramos por unidad de tamafio metabdlico para
ovinos y de 140 gramos para ganado vacuno (10). Los consumos
ilustrados en la Figura 1, representarian entonces, 100 % y 50 %
del consumo standard para los forrajes A y B, respectivamente-
Es l6gico combinar los valores de concentracién de energia y consu-
mo voluntario (24) y producir un solo valor que, describa el consumo
de energia digerible. En esta forma, para el forraje 4 el 60 % de
la energia cruda consumida voluntariamente seria digerida por el
animal, resultando en un indice combinado de “60” (0.60 x 100).
En el caso del forraje B el 50 % de la energia cruda consumida es
digerida y el indice de consumo de energia digerible por lo tanto
“25” (0.50 x 50). Estos indices, que son esencialmente el indice de
valor nutritivo (IVN) propuesto por Crampton y colaboradores (9,
10), demuestran la importancia de la medida del consumo voluntario,
comparado con los de digestibilidad, cuando se considera el valor
nutritivo de los forrajes. A pesar de que los forrajes 4 y B difieren
solamente en 10 unidades de porcentaje en términos de la energia
digerible, el forraje A, contribuye mas del doble de la energia digeri-
ble para cubrir los requisitos nutritivos del animal.

En el Cuadro 9, se presentan los resultados de cinco forrajes, los
cuales ilustran la importancia del consumo voluntario como criterio

CUADRO N¢ 9. — Caracteristicas in vitro de alguhos forrajes

Energia Consumo Indice de
FORRAJE —

Digerible (%) X Relativo (1) ~  Valor Nutritive
TREBOL ROJO .
(TRIFOLIUM pratense) 67 106 - n
LOTUS
(LOTUS corniculatus) 63 99 63
ALFALFA ,
(MEDICAGO sativa) 63 79 50
BROMO PEREMNE ‘ '
(BROMUS inermis) 60 71 43
PASTO TIMOTHY
(PHLEUM pratense) 61 56 34

g materia seca / ﬁ?
(1) -Consumo relativo —
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del valor nutritivo de los forrajes. Estos forrajes se diferenciarian
poco, si la energia digerible fuese la \inica medida de valor de los
forrajes; mientras que, la consideraciéon del consumo relativo y sub-
secuentemente del indice del valor nutritivo, demuestra grandes dife-
rencias en el potencial nutritivo de estos forrajes para el animal. El
consumo de energia digerible, puede expresarse directamente en tér-
minos de las kilocalorias de energia digerible consumida por unidad
de tamafio metabdlico (4), y el indice de valor nutritivo, puede ser
convertido a esta medida como puede también ser expresado en tér-
minos del consumo de NDT (11).

Un problema que se presenta en las medidas del consumo vo-
luntario, es la gran variabilidad que se observa entre animales cuan-
do se les ofrece el mismo forraje; los coeficientes de variacién su-
periores al 10 % no son raros (9). Hasta cuando se conozcan me-
jor los factores que influyen en la regulacion del consumo volun-
tario de los rumiantes, posiblemente no se conseguiri mayor pre-
cicién. A pesar de que las medidas no son tan precisas como la di-
gestibilidad, el consumo voluntario de los forrajes, cubre un rango
mucho mis amplio de valores, hecho que compensa parcialmente la
mayor variabilidad inherente a su determinacidn.

III. USO DE TECNICAS DE FERMENTACION IN VITRO PARA
PREDECIR EL CONSUMO POTENCIAL DE ENERGIA DIGERIBLE

Se debe reconocer a H. E. Woodman y sus asociados de Cam-
bridge (30), como los iniciadores de los estudios de técnicas in vitro,
para determinar los factores que influyen en el valor nutritivo de
los forrajes. Sus trabajos publicados hace mas de 30 afios, se refe-
rian al efecto de la lignificacién de las plantas, en la inhibicién de
la disponibilidad de los nutrientes. También ellos trataron de rela-
cionar la digestibilidad de la fibra cruda, determinada in vivo e
in vitro. A pesar de que tuvieron poco éxito en establecer esta rela-
cién, su trabajo preparé el camino para los estudios que siguieron
en los afios posteriores. Hasta el afio 1960, todos los intentos de
desarrollar métodos in vitro, para la evaluacién de forrajes, estaban
dirigidos a la predicciéon de algin aspecto de la digestibilidad de
estos forrajes (18, 27). Esto es natural, ya que los resultados sobre
consumo voluntario de forrajes por animales, comenzaron a apare-
cer en la literatura dnicamente después de la sugerencia de Cramp-
ton (8), de que “se puede dar una calificacién numérica prictica
al valor alimenticio de los forrajes, expresando el consumo diario
voluntario como porcentaje del consumo normal” o valor standard.
Comenzando en 1956, se habian acumulado en nuestro laboratorio
en el Macdonald College, muestras de forrajes. que tenian digesti-
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bilidad in vivo conocida y resultados sobre el consumo voluntario.
Se decidi6é establecer estudios in vitro para explorar la posibilidad
de predecir el consumo, por medio de técnicas de laboratorio. El
tipo de sistema in vitro que se empled, estd basado en el que fuera
desarrollado en la Estacién Experimental Agricola de ‘Ohio, con el
cual Bentley y sus colaboradores habian podido identificar el factor
celulolitico presente en el licor del rumen. Nuestros estudios iniciales
in vitro, incluyeron la determinacién de la digestién de la celulosa,
de forrajes conocidos, en varios periodos de tiempo (14), porque se
habia desarrollado la hipétesis de que el consumo voluntario de un
forraje esta limitado por la velocidad de digestion de la celulosa (8).
Los resultados de estas pruebas con los forrajes descritos previamen-
te (Cuadro 9), se presentan graficamente en la Figura 8.

El examen de los resultados, indicé que existia un periodo de
demora en el comienzo de la digestién de la celulosa, el cual pare-
cia estar relacionado con ciertas especies de forrajes, las gramineas
demorando algunas horas méas que las leguminosas. Esa diferencia
en el comienzo de la fermentacién, se refleja en el nivel de celulosa
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FIGURA N° 8. Velocidad de digestién in vitro de la celulosa, forrajes de 1956 y
Solka floc.
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digerida hasta 12 horas después; luego de las 12 horas, hay una
igualacién gradual de la cantidad de celulosa digerida hasta que,
se adquiere una plataforma. El hecho de que la celulosa pura de-lig-
nificada (solka floc), es digerida enteramente con el tiempo, sugiere
el hecho de que la disminucién en la velocidad de digestién de la
celulosa después de 12 horas, se debe a la lignificacién. Para deter-
minar las relaciones que existian, entre la digestion de la celulosa
in vitro y medidas in vivo del valor nutritivo de los forrajes, se cal-
cularon coeficientes simples de correlacién entre todas las posibles
combinaciones de medidas in vitro e in vivo, para los nueve forrajes
con informacién disponible. Como resultado de este anilisis, se en-
contré una relaciéon importante in vivo - in vitro. En esta oportuni-
dad, se demostré por primera vez que el consumo voluntario o el
IVN (el cual combina la digestibilidad y las medidas de consumo
voluntario), estaban altamente correlacionados con la digestibilidad
in vitro de la celulosa, durante los primeros periodos de fermenta-
cion. La Figura 9, ilustra la linea de regresién obtenida con la
digestibilidad in vitro de la celulosa, después de 12 horas, compara-
do con el IVN de los forrajes. Cuando hubieron mas muestras de
forraje disponibles, los estudios in vitro fueron extendidos (15), ob-
teniéndose una ecuacién de regresiéon y coeficiente de correlacién de
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FIGURA N° 9. Regresién del indice de valor nutritivo en la digestibilidad in vitro
de la celulosa a las 12 horas.
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la misma magnitud, luego de incluir los nuevos datos. La relacién
in vivo - in vitro fue confirmada por Johnson y colaboradores (19),
quienes demostraron que existia una relacién estrecha entre el con-
sumo relativo o el IVN con la digestién de la celulosa in vitro a
las 12 horas. Esta relacién disminuye en periodos posteriores de la
fermentaciéon; esta demostracién fue realizada con un grupo de 11
muestras de forraje (gramineas y alfalfa).

Un aspecto que ha surgido en la literatura y que ha afectado
la interpretacién de los resultades in vivo e in vitro, es la relacién
entre la digestibilidad y el consumo voluntario de los forrajes. Se
ha generalizado que existe una relacién directa entre el consumo
voluntario de los forrajes y su digestibilidad (1, 4), la cual si fuera
verdad, disminuiria la importancia de las medidas in vivo del con-
sumo y de las técnicas in vitro que han sido desarrolladas para
medir el potencial de consumo de los forrajes. La observacién de
los resultados presentados en varias publicaciones, indica que la
relacion entre la digestibilidad y el consumo es particularmente ade-
cuada, cuando se comparan forrajes de la misma especie o tipo, a
diferentes estados de madurez dentro de especies (21, 25), pero se
vuelve menos importante y en algunos casos desaparece, cuando se
comparan forrajes de tipos divergentes. Esta observacién, ha sido
muy bien documentada en articulos presentados al Noveno y Déci-
mo Congreso Internacional de Pasturas (5, 13, 17, 22, 23, 26). El
hecho de que la relacién digestibilidad-consumo puede ser muy va-
riable, presenta una razén de fuerza més para la adopcién de un
indice de valor nutritivo, el cual incorpore los dos criterios; y, por
lo tanto, favorece el desarrollo de procedimientos in vitro de pre-
diccién, que puedan dar una estimacién del potencial de los forra-
jes, en términos de energia digerible.

IV. OTRAS TECNICAS DE LABORATORIO, PARA PREDECIR
EL CONSUMO POTENCIAL DE ENERGIA
DIGERIBLE DE LOS FORRAJES

La complejidad y la variabilidad obtenida en los resultados, que
esta asociada con la operacion de un sistema de fermentacién
in vitro, ha dificultado su uso en la prueba rutinaria de forrajes y
por lo tanto, ha limitado su contribucién a programas de mejora-
miento de forrajes. Esta variabilidad, ha sido ilustrada en un estu-
dio cooperativo realizado en los Estados Unidos de Norte América
y Canada, en el cual, 14 laboratorios diferentes condujeron prue-
bas de digestibilidad in vitro de la celulosa en los mismos forrajes.
Los resultados de la incubacién por 24 horas, variaron de 40 a 64 %
(2). Inclusive, en los casos en que se han hecho esfuerzos para stan-
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darizar las técnicas entre varios laboratorios, los resultados han va-
riado considerablemente. Esta variabilidad, generalmente se acusa
al hecho de que hay dificultades en standarizar la actividad de los
microorganismos vivos del rumen.

Estos hechos han estimulado el desarrollo de procedimientos
de laboratorio més simples, los cuales se puedan utilizar para la
evaluacion de forrajes. Estudios en esta direccién, en nuestro labo-
ratorio en el Macdonald College, han resultado en el empleo de
preparaciones enzimaticas (celulasa y/o pepsina) en procedimientos
simples de digestién. Cuando se analizaron los resultados de estos
estudios con 14 forrajes de valor nutritivo conocido, se encontré que
no solamente las preparaciones de enzimas ofrecian una solucién
promisoria para la evaluacién de forrajes, pero también, otros mé-
todos simples de extraccién con agua o bufferes, resultaron en corre-
laciones elevadas con el consumo relativo y el IVN (16). Extendien-
do estos estudios, se determiné el porcentaje de desaparicién de la
materia seca con una solucién de pepsina de 0,2 % en 0,075 N HCI,
para un grupo de 49 forrajes, los cuales se originaron en nuestros
campos y también de areas geogrificas muy diferentes (17). Con
este grupo heterogéneo de muestras de forraje, se encontré la mis-
ma correlacién (r = 0,95) entre la desaparicion de la materia seca
con pepsina-HC1 y el IVN determinado in vivo.

Dehority y Johnson (12), han descrito pruebas de solubilidad
de la materia seca, basados en la extraccién de forrajes con acido
sulfirico normal. En 39 muestras de forraje, se encontré un coefi-
ciente de correlacién de 0.83 entre el IVN y su método de la solu-
bilidad de la materia seca. En estudios posteriores, con un grupo
mayor de forrajes, los mismos investigadores encontraron que, com-
binando los resultados de pruebas de digestibilidad in vitro de la
celulosa, con aquellos obtenidos con el método de la solubilidad de
la materia seca, las correlaciones con el IVN eran superiores a cual-
quiera de las dos pruebas separadas (20). Barnes (2), obtuvo un
coeficiente de correlacién de 0,91 comparando la desaparicién in vitro
de la materia seca producida por un buffer y solucién de pepsina
con el IVN de 12 forrajes. El1 mismo autor, pudo elevar la corre-
lacién a 0,94, usando una combinacién de resultados con licor del
rumen y el tratamiento de pepsina. Clancy y Wilson (7), empleando
una modificacién del método de la fibra con detergente acido, de-
sarrollada por Van Soest (29), obtuvo un coeficiente de correlacién
de 0,82 con el consumo voluntario de 60 forrajes.

Una nueva orientacién hacia la prediccién del consumo volun-
tario de los forrajes, ha sido el desarrollo de un método que, mide
el efecto de la masticacién fisica sobre el tamafio de las particulas
(28). Los resultados de 14 muestras, estaban altamente correlacio-
nados con el consumo voluntario expresado em gramos por dia
(r = 0,94). Un procedimiento mas sofisticado para medir la fibro-
sidad de los forrajes, mide la energia eléctrica necesaria para pul-
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verizar una pequefia muestra de heno molido (6). Se encontré un
coeficiente de correlacién de 0,94 entre este indice de fibrosidad y
el consumo voluntario de materia seca digerible de 25 muestras de
forraje.
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APENDICE

PROCEDIMIENTO PARA MEDIR LA MATERIA SECA CON
SOLUCION ACIDA DE PEPSINA (17)

El método siguiente se emplea en la determinacién de la desapa-
ricién de la materia seca, como indice para determinar el IVN de los
forrajes:

1. Secar una muestra de un gramo del material seco, finamente
molido (malla 30 U.S.B.S.) a peso constante. Obtener el peso seco.

2. Transferir cuantitativamente la muestra seca a un tubo de cen-
trifuga de 200 m] provisto de un tapén plastico de rosca (Pyrex 1261).

3. Agregar 75 ml de una solucién del 0,2 % de pepsina (1:10.000)
en HCI 0,075 N. (La solucién pepsina-HCI se prepara en el momento
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de usar, diluyendo 6,1 ml de acido clorhidrico concentrado hasta com-
pletar un litro, con agua destilada, calentindola a 40°C, agregando
2 g de pepsina y revolviendo hasta que se disuelva completamente.
Agregar varias gotas de alcohol isoamilico para reducir la formacién
de espuma).

4. Tapar los tubos de centrifuga herméticamente y asegurarlos a
un agitador Moorman (A.0.A.C.). Colocar el agitador conteniendo
12 tubos, en una incubadora a 40° C por 24 horas.

5. Una vez terminado el periodo de incubacién, sacar los tubos
del agitador, sacudirlos y centrifugar durante 10 minutos a 1000 x g
aproximadamente.

6. Volcar, bajo succién, a traves de un crisol para filtrar (vidrio
esmerilado de porosidad gruesa, Pyrex 32940) el liquido sobrenadante
que contiene una pequefia cantidad de particulas sedimentadas. Trans-
ferir cuantitativamente el residuo del forraje al mismo crisol con agua
destilada. Lavar dos veces el residuo del crisol con 25ml de agua
destilada cada vez.

7. Secar y pesar los crisoles. E]l porcentaje de materia seca desa-
parecida (MSD) se calcula restando el peso del residuo seco, del peso
de materia seca del forraje inicial y dividiendo la diferencia por el
peso de la materia seca inicial.

8. El indice de Valor Nutritivo (IVN) se obtiene con la si-
guiente ecuacion:

IVN = 0,75 + 1,6 MSD (%)
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DISCUSION DEL TRABAJO PRESENTADO
POR EL Dr. E. DONEFER

Encargado de abrir la discusién fue el Dr. HERNAN CABALLERO
Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Santiago, Chile

H. CABALLERO:

En este interesante trabajo presentado por el Dr. Donefer con-
viene destacar y puntualizar algunos conceptos emitidos y ampliar
un poco més otros. ’

Primeramente, establece que estas técnicas “in vitro” son de
utilidad para fitotecnistas, agrénomos, nutricionistas y atn aplicables
directamente al agricultor, pero siempre que estén correctamente eva-
luadas y comprobadas.

El autor ha traspasado los limites del tema central de su tra:
bajo para entrar en otras consideraciones de interés.

En lo que respecta a la medida dei valor nutritivo de los fo-
rrajes, conviene puntualizar que: 1) los forrajes constituyen una
fuente relativamente econémica de energia para los rumiantes; 2)
la energia digestible de un forraje, constituye una medida mas con-
veniente que NDT; 3) el consumo voluntario de forraje, esti di-
rectamente relacionado con el valor nutritivo del mismo; 4) la ener-
gia neta, siendo una medida mas precisa que la energia digestible,
tiene numerosas limitaciones en su aplicacién y por el momento, no
existe un método para predecir el contenido de energia neta de los
forrajes a partir de los métodos “in vitro”. Si ello pudiera lograrse
constituiria un adelanto espectacular en este campo.

El IVN representa un adelanto considerable en la determina-
cién del valor nutritivo de los forrajes ya que combina los aspectos
de digestibilidad y consumo voluntario. Sin embargo, el autor hace
hincapié en que la variacién en el consumo voluntario de un fo-
rraje, es considerable y mayor que la digestibilidad, por lo cual
deben tomarse estos valores con las limitaciones correspondientes.

Si esta variabilidad que se observa entre animales estabulados
es grande, se comprendera cuanto mayor es para el animal en pas-
toreo, donde intervienen otros factores tales como el clima o medio
ambiente, la disponibilidad de forraje, la cantidad o concentracién
de excretas en la pastura, etc.
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Volviendo al L.V.N., creo que conviene discutir sobre la nece-
sidad de hacer intervenir en la férmula “el forraje standard” y si
ello fuese asi, qué clase de forraje se utilizaria principalmente pa-
ra esta determinacién. En otras palabras, el consumo relativo podria
reemplazarse simplemente por el consumo observado, pero expre-
sado siempre por unidad de peso metabélico del animal.

En el tema central y principal de este trabajo y de acuerdo a
la informacién expuesta por el autor, se deduce que “el consumo
voluntario o el IVN, estin altamente correlacionados con la diges-
tibilidad in vitro de la celulosa a las 12 horas”

El autor finaliza dando a conocer una técnica “in vitro” espe-
cifica para predecir el valor nutritivo de los forrajes y que consiste
en utilizar solamente una solucién de pepsina — dcida y medir la
desaparicién de materia seca.

Como puede apreciarse, esta técnica no utiliza medios o fases
biolégicas, no obstante el coeficiente de correlacién con el IVN
determinado “in vivo”, alcanza a 0.95.

Ain més, en otros métodos en que se usé simplemente agua
destilada, se obtuvieron correlaciones altas.

Todo esto nos estd indicando que: 1) los métodos “in vitro”
estin- muy lejos de representar o reproducir lo que realmente ocu-
rre en el animal; 2) aiin no comprendemos ni conocemos la verda-
dera razén de estas correlaciones, cuya explicacién y verdad debe
buscarse tanto en el animal, como en la planta misma, en la estruc-
tura fisica de esta, en sus componentes esenciales, en su fisiologia
y en fin, en su mecanismo metabdlico de por si complicado y
cambiante.

Hasta que esto ocurra, las técnicas “in vitro” como tales para
predecir el valor “productivo” de los alimentos tendrin limitacio-
nes importantes. Aunque algunas técnicas han tratado de reproducir
lo que ocurriria dentro del animal, otras han resultado relativa-
mente efectivas como fruto de la simple casualidad, y sin tener un
fundamento cientifico que nos proporcione una exphcaclon comple-
ta y satisfactoria.

Los trabajos “in vitro”, deben constituir un complemento en la
investigacién y por ningin motivo deben dejarse de lado los traba-
jos relacionados con la investigacién pecuaria de: produccién pro-
piamente tal.

En los trabajos “in vitro”, deben preferirse aquellos métodos
que son apropiados para cada condicién, que sean simples y sin
grandes complicaciones en su ejecucién.

Para comenzar la discusién, quisiera preguntar al Dr. Donefer,
si para determinar el indice de valor nutritivo, seria siempre nece-
sario contar con los forrajes standard y determinar el consumo stan-
dard, para asi conocer el consumo relativo, o si seria posible simple-
mente realizar una prueba en la cual midamos el consumo maximo
y lo expresemos en unidades de tamafio metabélico.
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E. DONEFER:

Me parece que hay un poco de confusién, en el concepto de
la medida del consumo del forraje standard. Una parte de la con-
fusién, creo que proviene de la descripcién inadecuada que he he-
cho. No se asumié en ninglin momento que debian determinarse
los consumos standard, en cada caso, lo que quisimos hacer es justi-
ficar un nivel como el consumo voluntario que podia esperarse.
Nuestros trabajos originales demostraron que la cifra de 80 g era
razonable. Este valor ha sido comprobado con los resultados encon-
trados en 14 forrajes, en que el promedio de consumo de legumi-
nosas salié6 100, lo cual demostré6 que el consumo relativo standard
escogido fue adecuado; pero el escogerlo, fue solamente cuestién de
buen juicio. Este consumo méximo relativo, no se ha calculado nue-
vamente, simplemente hemos seguido usando las cifras.

B. L. RAKTOE:

No cree el Dr. Donefer, peligroso considerar las correlaciones
elevadas obtenidas entre el LV.N. y la extraccién con agua destilada
cuando no hay una explicacién biolégica légica?

E. DONEFER:

Las posibles explicaciones para estas correlaciones elevadas, se
publicaron en el Journal of Dairy Science 46(9): 965-970. 1963.
C. PERCIVAL:

Las correlaciones derivadas por Uds. entre LV.N. y la digestibi-
lidad in vitro, se basan en la variacién de digestibilidad entre es-
pecies. Hasta qué punto se ajusta esta relacién para predecir dife-
rencias dentro de especies?

E. DONEFER:
Ademiés de las especies incluidas en nuestras relaciones in vivo

- in vitro, se incluyeron también varios estados de madurez y segun-
dos cortes de las mismas especies.

J. GOMIDE:

Tiene el Dr. Donefer experiencia con el método de solubilidad
de la celulosa en cuprietilen diamina? Nuestra experiencia indica
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que la precisién del método, no es tan alta como lo sugirieron sus
creadores. En algunos casos, en la misma muestra, hemos obtenido
80 % de solubilidad y en otros hasta valores negativos.

E. DONEFER:

No tengo experiencia con ese método.

H. CABALLERO:

Seria de valor medir la velocidad de paso de los alimentos, co-
mo observacién adicional a la determinacién de la digestibilidad y
del consumo de los alimentos?

E. DONEFER:

Pareceria que la velocidad de paso es uno de los factores que
influye en la digestibilidad de los alimentos y su consumo. Su me-
dida, es de interés en los experimentos en los cuales se quiere apren-
der algo mis sobre estas relaciones. En determinaciones rutinarias,
es de valor dudoso, ya que constituye solamente uno de los facto-
res que influye en el valor de los.forrajes.

A. DAVIDOVICH:

Sus correlaciones entre la digestibilidad in vitro de la celulosa
a las 12 horas y el LV.N. se basan en pruebas llevadas a cabo en
jaulas metabdlicas! ‘
E. DONEFER:

Todas las observaciones in vivo se realizaron con animales en

jaulas metabdlicas. Los ovinos se acostumbran a las jaulas por un
periodo de un mes, antes de ser colocados en las dietas experimentales.

J. MADDALONI:

Si no se dispone de una secadora de vacio para las muestras
de forraje, por cuanto tiempo y a qué temperatura se puede hacer
el secado de manera que no se produzcan pérdidas durante el se-
cado?
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E. DONEFER:

Para evitar cambios en la composicion del forraje, se recomien-
da que el tiempo y la temperatura de secado sea la minima. Las
condiciones exactas deben determinarse en cada laboratorio.

P. PRESTES:

Qué diferencias existen entre el secado en la estufa y la leofili-
zacién (en secadora - congeladora) ?

E. DONEFER:

Los factores que parecen afectar la solubilidad de las sustan-
cias contenidas en los forrajes, estan relacionadas con la temperatu-
ra de secamiento y el contenido de humedad de las muestras. Van
Soest ha indicado, que el secamiento a temperaturas menores a 45°C
no afecta la solubilidad. No se sabe si es preferible obtener las
muestras secas por leofilizacién o por secado en estufa a baja tem-
peratura, pero las condiciones de secamiento de las muestras se
pueden probar en cada laboratorio, determinando los materiales so-
lubles en las mismas muestras de forrajes.

R. PARRA:

Cree el Dr. Donefer que el secamiento completo de las mues-
tras puede afectar los resultados obtenidos con la solubilidad en
pepsina acida?

E. DONEFER:

Pareceria que no hay diferencia en el tratamiento con pep-

sina-dcido clorhidrico, si las muestras son secas al aire o si se secan
bajo vacio a 100°C.
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I. INTRODUCCION

El empleo de animales en la evaluacién de pasturas, fue exa-
minado en el Simposio anterior. En él, el profesor Reid (55) con-
sideré las técnicas disponibles para determinar el valor nutritivo de
las dietas, indicando que ya que los animales pastorean en forma
selectiva, una muestra de forraje cortada de una pastura, podria
solamente por coincidencia representar el forraje seleccionado por
el animal. Como resultado de este hecho, los “métodos de relacién” (V)
tenian un valor muy relativo para predecir el forraje consumido,
hasta cuando comenzé el empleo de las fistulas del eséfago. Torell
(58) fue uno de los primeros en utilizar esta técnica con animales
en pastoreo. Su empleo, permite la coleccién de muestras de la
dieta consumida por los animales. La composicién quimica y bota-
nica de la dieta puede ser determinada directamente en las mues-
tras. El consumo de nutrientes por el animal, puede entonces es-
timarse si se conoce el volumen de heces fecales excretadas.

El Dr. Donefer ha discutido el problema de predecir el con-
sumo a través de las estimaciones de la digestibilidad por los mé-
todos in vitro. En este articulo se considerari el empleo de las fis-
tulas del es6fago para estimar la dieta consumida por los animales
en pastoreo. La prediccion del consumo, a través de la digestibili-
dad in vitro determinada en las muestras, serd comparada con los
métodos de relacion y de indices fecales. Se discutiran también, la
obtencién de muestras representativas con el empleo de animales
fistulados y la precisién de algunos de los proced1m1entos para la
obtencién de las muestras.

II. MEDIDA DE CONSUMO DE LOS ANIMALES
EN PASTOREO

(1) Consideraciones generales

No hay un método directo para medir el consumo de los ani-
males en pastoreo. Se estima generalmente, como el producto del

(1) En este articulo se entenderd por “método de relacién” al que emplea la
concentracién relativa del indicador en el forraje y las heces fecales para
predecir la digestibilidad del forraje.
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volumen de heces fecales producidas y la digestibilidad (estimada)
del alimento consumido.
Materia orginica producida (F) x 100

100 — D
D = digestibilidad y F = heces fecales

Las técnicas de relacién y de indices fecales, se usan frecuen-
temente para estimar la digestibilidad.

En la técnica la relacién, la digestibilidad es determinada a
través de la concentracién de un indicador en las heces fecales y en
la dieta consumida por el animal.

indicador en la M.O. del alimento, % (X;)

D = 100 — 100
indicador en la M.O de las heces, % (X;)

El indicador ideal, debe ser totalmente indigerible e inabsorbible, no
debe tener accién farmacolégica en el sistema digestivo, debe pasar
a través del sistema a una velocidad uniforme, debe ser determinado
quimicamente en forma féicil y finalmente debe ser de preferencia
un constituyente natural del alimento.

Por medio de la técnica de relacién se puede calcular la digesti-
bilidad aparente de todos los nutrientes en la dieta.

Coeficiente de X triente en la M.O.
drnesribilidad = 100 — 100 x —1 5 Butriente en la M.O. de las heces, %
aparente X. nutriente enla M.O. del forraje, %.

En el método de los indices fecales, la digestibilidad se calcula
solamente a través de la concentracién del indicador en las heces
fecales. Este indicador no necesita ser totalmente indigerible, o en-
teramente de origen exégeno. Las sustancias que se emplean como
indices fecales se relacionan frecuentemente al factor de consumo
(100/(100-D) ), o Alimento/Heces Fecales (relacion A/F, mejor que
emplear Digestibilidad (D) ya que este factor puede ser usado direc-
tamente para estimar el consumo del forraje). Las heces fecales, desde
luego representan la fraccién indigerible de la dieta. El consumo se
calcula empleando la digestibilidad estimada, por la ecuacion:

Consumo de Mate- F
ria Orgéanica = —— X 100

(CMO) 100—D
La relacién entre la fraccién A/F y la concentracién de nitrégeno fecal,
se presentan en la Figura 10. El consumo de materia orginica puede
ser estimado directamente a partir de la excrecién total del nitrégeno
fecal. Las relaciones se establecen por medio de experimentos de ali-
mentacién, en confinamiento y pueden aplicarse a los animales en
pastoreo, para la prediccién del consumo o la digestibilidad.
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(2) Medida de las heces fecales producidas

A) Coleccién total.

Se puede medir la produccién de heces fecales de los animales
en pastoreo, directamente por medio de la coleccién total. E1 método
es relativamente simple en ovinos, pero es mas dificil y mas costoso,
tanto en tiempo como en equipo, en vacunos. La medida puede reali-
zarse sin error, cuando los animales estin acostumbrados al uso de
los arneses de coleccién, si asumimos que no existe ninguna pérdida
de heces.

B) Uso del éxido de cromo.

Se puede también estimar el volumen de heces fecales, por medio
de la concentracién de un indicador inerte en las heces, el cual se da
en forma regular a los animales y el que no se encuentra regularmente
en los excrementos. El 6xido de cromo se emplea extensamente para
este propdsito. Se evita la coleccion total de heces, por medio de
esta técnica, si se puede obtener una muestra representativa de las

heces producidas, Para ésto, es preciso que haya un recobro del 100 %
del indicador.

Volumen fecal producido = peso del indicador inerte ofrecido

concentracién en las heces fecales

Hay dos métodos que se usan para obtener muestras de las heces
fecales: muestreo directo del recto y recoleccién de heces del suelo.
En el primero, los animales a los cuales se les administra la dosis dos
veces al dia, son muestreados también dos veces al dia; generalmente
temprano en la mafiana y tarde en la tarde. Las muestras del suelo
se pueden obtener por medio de una muestra al azar o recogiendo
todas ellas.

Hay inconvenientes serios para el uso del éxido de cromo (algu-
nos otros indicadores son peores) debido al recobro bajo y a la va-
riacién diurna, imprevisible en la excrecién. Algunos resultados de la
literatura se resumen en el Cuadro 10. Es evidente que la cantidad
del 6xido de cromo que se administra al animal, se recobra comple-
tamente en las heces en muy pocas. ocasiones. En algunas oportuni-
dades se ha conseguido recobrar el 100 % (34, 35), pero las estima-
ciones del volumen de heces fecales producidas, tuvieron errores gran-
des. No parece posible estimar el volumen de heces fecales por este
método, con un error =+ 10 % del verdadero volumen excretado.
Con mayor frecuencia, se consigue un recobro incompleto del 6xido
de cromo y como resultado una sobreestimacién de las heces fecales.
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CUADRO N¢ 10 — Uso del 6xido de cromo para estimar el volumen
de heces fecales.

Refe. Forma de Coleccién | Recobro por
rencia adminis. | Alimento | Especie Dosis total. muestreo del
tracién Recobro recto.
i - %
21 |En la racién | Heno Vacuno |Diaria 99,1 am. pm, Peor
grano recobro que co-
leccién total.
41 |[Capsulas o |Pastoreo |Ovino Dos al 91.102 errores més es-
papel Vacuno |dia tables con el pa|
pel, peores con
muestras del
recto.
42 |Cipsulas o |Pastoreo |Vacuno |Dos al errores.menoresl
papel dia muestreando
del suelo
35 | Capsulas Pastoreo |Ovino Dos al 101 &= 12 |compuesta de
dia 5.7 dias mues-
treo del recto
dié recobro
102 + 149
59 |Capsulas Varios |Ovino Pasando 64-94
eliminacién un dia
lenta
25 | Cépsulas Vacuno |Diario 96-103
53 |Caipsulas Pastoreo |Ovino Diario 97-102 |excrecion no
uniforme que
permita siste-
matizar colecn
cién del recto.
29 |Capsulas Pastoreo |Vacuno |Deos al 89-98 recobro a las 6
dia y 18 horas,
0 - 96.
34 |Capsulas Pastoreo |Ovino Dos al 100+-8
dia
20 |Capsulas Pastoreo |Ovino Dos al 93 no dié mejor
dia resultado

La variacion diurna de la concentracién de éxido de cromo en
las heces de los animales en pastoreo o estabulados es sumamente
alta. En 1955 Raymond y Minson (53), encontraron que no habia una
excrecién uniforme que permita establecer un sistema seguro, para
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el muestreo del recto. Lambourne Rearden (35), encontraron que se
puede estimar el volumen de heces fecales producidas por ovejas, con
un error hasta del 14 %, recogiendo muestras del recto dos veces al
dia durante 5 a 7 dias. Este error es demasiado grande, para su em-
pleo en algo que no sea los tipos mas crudos de investigacién. Por
ejemplo, un 15% de error en una excrecién promedio de 200 gms.
y una digestibilidad de 75 % en la dieta, implica que el consumo puede
ser estimado entre 410 a 690 gr, esto es un 68 % de diferencia. Este
célculo no deja margen para los errores en la estimacién de la digesti-
bilidad.

El método de recoleccién de heces fecales del suelo, estd sujeto
a errores menores (42), es fdcil y rapido de realizar con el ganado
vacuno, pero es mds dificultoso con ovinos. Las heces pueden indivi-
dualizarse si se administra a los animales particulas de polietileno de
diferentes colores (50).

¢) Conclusiones.

En ovinos se debe realizar siempre coleccién total de heces; en
ganado vacuno, la coleccién total es preferible; si se emplea el 6xido
de cromo es recomendable el muestreo del suelo. E1 volumen de heces
fecales estimadas debe ser ajustada a un recobro standard de 95 %
de 6xido de cromo.

3) Técnicas de relacién

Los métodos de relacion y de indices fecales no son totalmente
satisfactorios para estimacion del consumo. La sustancia indicadora
que se emplea en el método de relacién debe ocurrir naturalmente
en la planta, debe ser indigerible y permanecer inatacada en su paso
a través del animal. Como indicadores se han sugerido a la lignina,
silica y a los cromégenos, pero no son satisfactorios.

(A) Lignina

La lignina es dificil° de determinar quimicamente y ocurre en
distintas formas quimicas en diferentes especies y estados de creci-
miento. Como resultado, las medidas del contenido de lignina son
muy sensibles a la técnica analitica empleada. Repetidamente han
aparecido publicaciones que indican que el ganado ovino y vacuno
son capaces de digerir la lignina. En el Cuadro II se presentan al-
gunos resultados obtenidos por Moon (comunicacién personal).
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CUADRO N¢ 11. Dlgesulnhdad de las fracciones de lignina. (Moon,

comunicacién privada).

Heno de pasto Timothy Gl:;‘;z:”
N° de ovejas ........ 2 4
Lignina insoluble en
dcido, % «.ovvnens 0,1 += 3,6 —4,3 + 3,7
Lignina insoluble en
dcido, % ......... 21,3 + 74 41,2 =+ 3,2
Lignina total, % .... 109 + 21 17,3 = 2,5

(B) Silice

Jones y Handreck (31) encontraron que el contenido de silice
en las heces fecales era un buen indicador de la digestibilidad de
las dietas ofrecidas en forma de cubos. Las evidencias anteriores,
que se encuentran en la literatura, son contradictorias. Recientemente,
se encontré que el silice es retenido en forma muy variable por el
animal (49, 51). En condiciones de pastoreo, el silice puede ser
una de las contaminaciones mas importantes de la dieta.

(C) Cromégenos

Los cromégenos se pueden extraer de las heces y del alimento
con una solucién acuosa del 85 % de acetona. Los plgmentos deben
ser extraidos en un minimo de luz. La concentracién de los pigmen-
tos aumenta después de la extraccion. La lectura de los pigmentos se
hace generalmente a 411 milimicrones. En general el procedimiento
analitico es tedioso. En muchas especies de praderas naturales, el
contenido de cromégenos es demasiado bajo para emplearlo (23).

(D) Muestreo de la dieta

Obtener una muestra de la dieta, es un problema muy difieil,
del que participan todas las técnicas de relacién. Es preciso obtener
una muestra representativa de la dieta consumida por los animales que
pastorean. Los métodos indirectos, como el de arrancar el forraje
simulando el pastoreo (22) tiene limitaciones serias. E1 empleo de
animales con fistulas del es6fago deberia eliminar este problema. Todo
lo que necesitamos es un indicador de caracteristicas adecuadas.
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(4) Técnicas de los indices fecales

(A) Sustancias indicadoras

A pesar de que la concentracién fecal de cobre, magnesio, si-
lice (49), una fraccién disuelta de las heces (52), fibra cruda (54),
celulosa (39), cromégenos (32, 40, 60) y nitrégeno (10, 32, 36, 40,
54), entre otros, ha sido examinada como indicadora de la digestibi-
lidad, la concentracién de nitrégeno es la que generalmente se prefiere.

Es adecuado discutir en este momento, la precision con la cual
se puede realizar la estimacién del consumo, con el empleo de los
indices fecales.

McManus y colaboradores (49) compararon recientemente el
nitrégeno, cobre, magnesio y el silice como sustancias indicadoras.
Los resultados se presentan en el Cuadro 12. En este trabajo se
emplearon 11 diferentes tipos de forrajes. Los forrajes estaban dis-
tribuidos desde uno extremadamente duro a otro muy verde y de
alta digestibilidad, y fueron agrupados en tres clases. Los autores
calcularon regresiones entre el consumo y la excrecién total de los
indicadores. Las relaciones mds precisas se obtuvieron con el nitré-
geno, como indicador fecal; la segunda relacién de importancia fue
la del magnesio fecal. Para el nitrégeno, la desviaciéon standard re-
gidual fue de =+ 64 g. El silice actué como un mal indicador del
consumo. No se pudo derivar en ningin caso, ecuacién tnica de
regresion que se aplique a todas las clases de forrajes, inclusive
cuando se empleé el andlisis de regresion multiple.

CUADRO N° 12. Comparacién del Nitrégeno, Cobre, Magnesio y
Silice en regresiones del indice fecal

(CMO = a + b FX)

Relacién F para | Relacién F ‘ .
. difereln:ias en ll.a ;e:;ia:mieg::a DE dentro Correlacién
Indicador inclinacién entre | vertical entre 1i de de;]l.tm de
alimentos alimentos alimentos imentos
g
N 1,09 491* 64,5 0,967
Cu 0,79 0,17 1311 0,856
Mg 15,21** 44,96** 109,5 0,902
Si —_ 5,89** 251,3 0,246

CMO = consumo de materia organica; F — heces fecales
*P <005 **P <0,01
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Raymond y colaboradores (54), estudiaron los siguientes indi-
cadores como indices fecales para un rango muy amplio de forra-
jes, fibra cruda, nitrégeno y cromdgenos, expresados como concen-
tracién en las heces fecales. En el Cuadro 13 se presentan los erro-
res de las estimaciones obtenidas. También en este caso, el nitré-
geno fue la sustancia indicadora de preferencia.

Langlands y Corbett (40), compararon la fraccién soluble de
las heces y el nitrégeno como indices fecales. En el Cuadro 14 se

CUADRO Nt 13. Errores standard de la estimacién de digestibilidad

(54).

Indicador

fecales

Macerado de fibra cruda en la
MO de las heces, % .........

Nitrégeno en la MO de las heces
fecales, % ...ceveeevunneenn.

Unidades de cromdgenos/g heces

.....................

I+

5,96

I+

5,66

I+

6,85

CUADRO N°* 14. Coeficientes de correlacién entre la relacién ali-
mento/heces fecales y el porcentaje de fraccién
disuelta de las heces y el porcentaje de nitrégeno
en la materia orginica fecal, (40).

Pruba | Peitn doels do | Conende,de Niwdgeno
1 0,950 0,946
2 0,938 0,927
3 0,299 0,780
4 0,811 0,905
5 0,863 0,917
6 0,892 0,911
7 0,144 0,812
8 0,649 0,920
9 0,286 0,245
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presentan los coeficientes de correlacién entre la digestibilidad y la
fraccién disuelta de las heces fecales y entre la digestibilidad y el
contenido de nitrégeno de las heces fecales de las nueve pruebas
de digestibilidad empleadas. También, el nitrégeno fecal fue el mé-
todo mds preciso y de mayor confianza, en todos los alimentos. Con
los dos métodos, se encontraron diferencias significativas entre las
ecuaciones de regresion para los diferentes alimentos.

Mientras que en algunas situaciones (32), los cromégenos fue-
ron menos precisos que el nitrégeno, en otras tuvieron igual pre-
cisién (26). Sin embargo, la simplicidad en la determinacién del
nitrégeno hace a este el indicador de preferencia.

(B) Nitrégeno fecal

Desgraciadamente, no se ha podido establecer una regresion ge-
neral entre la digestibilidad, la relacién de alimento a heces fecales
o el consumo y el porcentaje de nitrégeno o el total de nitrégeno en
las heces fecales, que se aplique a todos los forrajes. Aparentemente
la relacidén varia entre especies (10), épocas del afio (27, 36), estado
de desarrollo de la planta (10, 36) y posiblemente, con la nutricién
de la planta. No todos estos factores operarin simultineamente, en
un medio ambiente determinado. Por el lado de los animales, la
relacién variard para cada especie de animales, para individuos (43)
y para condiciones fisicas y fisiolégicas del animal, las cuales pueden
ser muy importantes. Este tltimo factor incluye el parasitismo y el
nivel de consumo debido al estado nutritive previo y a condiciones
reproductivas,

Es necesario, por tanto, limitar el rango de forrages a los cual
les se aplican las regresiones. Para obtener alta precisién, puede ser
necesaria una regresién que se limite a una sola especie de forraje,
cortada en una época del afio. A éstas se las conoce con el nombre
de regresiones “locales”. Considerando que los animales pastorean
selectivamente, hay un riesgo considerable en el error que se puede
cometer al aplicar las regresiones obtenidas con forraje cortado, pa-
ra estimaciones de consumo en pastoreo. Este error, o extrapolacién,
es matemitica y biolégicamente inaceptable. El riesgo es particular-
mente elevado con regresiones locales. Se puede reducir el riesgo,
nsando una regresién general, la cual se haya derivado con un rango
muy grande de forrajes, porque en esta forma, la posibilidad de in-
cluir la dieta que el animal consume, dentro del rango de especies
o de forrajes estudiados, es bastante razonable. Sin embargo, en este
caso, la precisién de la estimacién es menor. El error standard en la
estimacion del consumo de un individuo, a través de una regresion
general, de esta naturaleza, fue de = 23 % (36). Arnold y Dudzins-
ki (10), demostraron que la precisién de las estimaciones obtenidas
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con regresiones generales, podrian mejorarse con el empleo de re-
gresiones miltiples, en las cuales el volumen de heces fecales, se in-
cluye como una variable independiente.

(5) Técnicas in vitro

En algunas oportunidades, no es posible derivar regresiones con
el nitrégeno fecal, para dietas de animales en pastoreo. Frecuente-
mente, los animales seleccionan arbustos y materiales los cuales no
pueden ser cortados para realizar pruebas de digestibilidad- En vis-
ta de esta limitacién, se ha empleado un método alternativo para
estimar el consumo. La digestibilidad se determina por uno de los
métodos in vitro, en muestras recogidas por medio de fistulas del
eséfago; el volumen de heces fecales excretadas se mide por medio
de la coleccién total (12, 37, 39).

Los errores en este método pueden derivarse del muestreo de
la dieta, de la preparacién de las muestras para el andlisis y del
método analitico.

Los errores de las dos primeras fuentes serian detallados mds
adelante. Tilley y Terry (57), obtuvieron un error standard de
=+ 2,3 unidades de porcentaje, al predecir la digestibilidad in vivo
con su método de digestibilidad. in vitro, el cual emplea dos fases.
La constancia, en esta técnica, fue estimada en =+ 1,2 unidades de
porcentaje. Otros errores en la técnica analitica fueron discutidos
por el Sr. Raymond. Finalmente también hay errores inherentes al
uso de un rumen “standard” para todos los animales. Estos errores
se reflejarin en la precisién de las estimaciones del consumo en
animales individuales.

(6) Comparacién de las técnicas del indice fecal e in vitro

(A) Evidencia experimental

Recientemente, Arnold y Dudzinski (12), compararon las esti-
maciones del consumo de materia seca obtenidas con las regresiones
del nitrégeno fecal (CMO.) y de la digestibilidad in vitro de una

muestra de la dieta (CMO ).

Bajo condiciones de alimentacién estabulada, en las que se pue-
de medir directamente el consumo y determinar los errores produ-
cidos, se encontré que el método del nitrégeno fecal era mas pre-
ciso. Se utilizaron regresiones individuales para cada forraje, con
el nitrégeno fecal, y una sola determinacién de la digestibilidad in
vitro del alimento consumido, para cada estimacién del consumo.
Esto es esencialmente lo que pasaria en el campo, en el cual un
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cierto nimero de ovejas fistuladas o ganado vacuno fistulado, se
emplearia para establecer una digestibilidad media, aplicable a todo
el hato. El volumen de heces fecales excretadas, se mediria en. los
animales normales, los cuales formarian parte del estudio de con-
sumo y productividad.

La digestibilidad in vitro se determiné en el mismo forraje
en seis grupos sucesivos de muestras de manera que se pudo calcu-
lar el error de la técnica in vitro. En el Cuadro 15 se presentan las
desviaciones standard residuales de las mejores y peores regresio-
nes in vitro y para la prediccién con el nitrégeno fecal. En trabajos
similares, Langlands (37), encontr6 que el error de estimacién de
la digestibilidad era mayor con el método in vitro, que con el mé-
todo fecal, cuando se empleaban regresiones locales.

CUADRO N¢ 15. Comparacién de las desviaciones standard de las
regresiones de consumo de materia orginica en el
consumo de materia organica por los indices fecales
y consumo de materia orginica por digestibilidad
in vitro, (11).

Peor relacién con in vitro ...... 135
Mejor relacién con in vitro .... 92
Nitrégeno fecal ................ 89
Nitrégeno fecal + in vitro ..... 82

El consumo de ovejas fistuladas secas, prefiadas y en lactancia,
se estimé por medio de los dos métodos y bajo variadas condicio-
nes de pasturas. La regresién CMOD =a-+ b CMO,, indic6 que,

para todas las condiciones fisiolégicas y todas las pasturas, habia
una relacién lineal entre las dos estimaciones del consumo. Las gra-
dientes eran homogéneas y cercanas a la unidad. Sin embargo, se
encontré una variacién estacional en los valores de a, es decir, debida
a las condiciones cambiantes de la pastura. (Figura 11). La mayor
parte del efecto (hasta 8 %, dependiendo de la condicién fisiolé-
gica), se debié a diferencias en el nivel de consumo, contenido de
nitrégeno y digestibilidad de la dieta.

En otros experimentos, se comparé el consumo relativo de ovi-
nos y vacunos, por medio de los dos métodos (Arnold, trabajo no
publicado). Los resultados se presentan en el Cuadro 16. La esti-
macién del consumo de los vacunos relativo al consumo de los ovi-
nos, fue diferente en los dos métodos. No hubo una relacién clara
entre las diferencias en la estimacién y el contenido de nitrégeno
en la dieta y su digestibilidad.
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CUADRO N’ 16. Comparacién de los métodos de nitrégeno fecal e
in vitro en vacunos y ovinos.

(¢ [] NF
vacuno/
Mo | veumol |
ovino, | NF
in vitro ovino
Pastura Digestib.| N heces] A B A-B .
% | %
Falaris Ovinos 56,8 | 2,86 | 11,5 | 10,9 |—0,6
Vacuno 56,5 | 1,94
Alfalfa Ovinos 75,2 | 3,53 | 16,0 | 17,0 | +1,0
Vacuno 72,0 | 2,90
Serie 1
Ryegrass Ovinos 67,9 | 3,21 | 13,6 | 14,4 | +0,8
Vacuno | 56,6 | 2,14
Dactylis Ovinos 54,4 | 2,04 | 14,3 | 13,0 |—1,3
Vacuno | 55,5 | 1,59
Natural Ovinos 59,0 | 1,83 | 10,8 | 10,5 |—0,3
Vacuno | 55,5 | 1,16
Falaris Ovinos 76,51 4,10 | 12,8 | 10,0 |—2,8
Vacuno 76,5 | 4,08
Ryegrass Ovinos 75,0 | 2,65 | 12,8 | 10,9 |—1,9
Vacuno | 75,7 | 2,32
Dactylis Ovinos 73,8 | 3,27 | 15,0 | 13,2 |—1,8
Vacuno | 74,2 | 2,87
Serie 2
Alfalfa Ovinos 7751419129 | 13,3 | +0,4
Vacuno | 74,7 | 4,03
Festuca Ovinos 70,3 | 2,64 90| 81 |—0,9
Vacuno 70,1 | 2,26
Natural Ovinos 68,7 12,32 110,0| 6,8 |—3,2
Vacuno | 62,8 | 1,62
CMO = consumo de materia organica; = NF — nitrégeno fecal
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Langlands (39), aplicé un cierto nimero de ecuaciones de re-
gresion derivadas en el establo, las cuales relacionaban el Factor
de Consumo con los indices fecales (nitrégeno, celulosa y fraccién
soluble de las heces), a animales en pastoreo, los cuales tenian fis-
tulas del eséfago. El autor, comparé las estimaciones de digestibi-
lidad obtenidas con las ecuaciones, con aquellas que obtuvo por
el método in vitro. Los animales en el establo fueron alimentados
con el mismo tipo de pastura en la cual pastoreaban los animales
fistulados. Los resultados fueron extremadamente variables y nin-
guna de las regresiones dio digestibilidad similares a la digestibili-
dad in vitro de los animales que pastoreaban. Sin embargo, cuando
aplicé una regresién general del nitrégeno fecal, para predecir la
digestibilidad, encontré6 una concordancia mucho mayor. Desde lue-
go, pudieron existir errores en el método in vitro. A pesar de esto,
los resultados ilustran el requisito basico del método de indice
fecal, de obtener regresiones derivadas con material similar a aquel
que los animales estin consumiendo en pastoreo. Las regresiones locales
fueron malas predictoras, pero la regresién general, predijo la digesti-
bilidad con similaridad al método in vitro. El hecho de que hubo -
acuerdo, sugiere una concordancia razonable entre los dos métodos.

(B) Evaluacién de las dos técnicas

Las pruebas realizadas en el establo, para comparar los dos mé-
todos, son ventajosas para el método in vitro, porque en el campo
se pueden producir errores adicionales de muestreo. Ademas, el mé-
todo in vitro no permite la introduccién del efecto individual en la
eficiencia digestiva. Asi mismo, cuando se emplean los métodos in
vitro tampoco pueden tomarse debidamente en cuenta los efectos
que tienen sobre la digestibilidad el nivel de consumo y la conm-
dicién fisiolégica del animal. En condiciones de pastoreo, si se em-
plea un valor promedio de digestibilidad, se ignora inmediatamente
las diferencias en la selectividad. A pesar de ésto, no hay extrapo-
lacién de las condiciones conocidas del corral a las condiciones
desconocidas del pastoreo.

Mientras que la mayor parte de los errores asociados con el
empleo de los métodos in vitro en el campo, pueden ser predecidos
a través de medidas realizadas en el establo, los errores similares
para los métodos de nitrégeno fecal no pueden ser determinados.
A pesar de que, la relacién entre el consumo y el nitrégeno fecal,
puede ser alterada bajo condiciones de pastoreo, la evidencia dis-
ponible hasta este momento pareceria indicar que no lo es (15).

El problema de mayor importancia con el método del nitrs-
geno fecal, es el riesgo de la extrapolicion. Como se indicara an-
teriormente, el riesgo se deriva de los muchos factores que influyen
en la relacién.

77



En forrajes con un contenido bajo de nitrégenc, es probable
que el método del nitrogeno fecal sea menos eficiente. En este caso
la proporcion de nitrégeno consumido que es retenido, seri relati-
vamente mis alto y por lo tanto, la relacion CMO-NF varia mas
con forrajes individuales. Otro problema con ovinos, es el hecho de
que la relacién puede diferir, si el contenido de nitrégeno en el
forraje estd fuera del rango 8 a 45 g por dia (30).

Las diferencias que se encuentran entre los dos métodos y que
se deben al contenido de nitrégeno de la dieta, seguramente actéian
corrigiendo solo al método del nitrégeno fecal, porque el nitré-
geno no forma parte del método in vitro. En el método del nitré-
geno fecal, el efecto del nivel de consumo sobre la digestibilidad
estd parcialmente considerado en la regresién; en cambio, si el ni-
vel de consumo afecta la digestibilidad, con el método in vitro se
pueden producir errores en las estimaciones, porque éste no consi-
dera el nivel de consumo. Asi, es posible que se consiga una mejor
estimacién del consumo si se incluye en la regresién del nitroge-
no fecal, términos para el contenido de nitrégeno de la dieta y su
digestibilidad. También puede emplearse un término para el con-
sumo, como por ejemplo el consumo por unidad de peso.

(7) Conclusiones

No puede recomendarse el método de relacién, porque mno se
ha encontrado un indicador adecuado. E1 método del nitrégeno fe-
cal, puede dar resultados adecuados, bajo ciertas condiciones. En
lo que se refiere al método in vitro, requiere més examen y estu-
dio. Sin embargo, como es el caso con el método de relacién, este
depende de la obtencién de muestras representativas de la dieta.
Este problema sera discutido en la seccién IV.

Debe recordarse que al hacer estimaciones de comsumo en el
campo, no se pueden determinar diferencias menores de 25 %.
Dentro de lo posible, el método del nitrégeno fecal debe ser unido
al empleo de animales fistulados, con los cuales se pueda determi-
nar digestibilidad in vitro de la dieta y su contenido de mitrgeno,
para incluir éstas, en las regresiones. Bajo condiciones extensivas
de pastoreo, o bajo condiciones en las cuales no se pueden obte-
ner regresiones del nitrégeno fecal, el método in vitro es el unico
que puede ser usado en la estimacién de la digestibilidad y del
consumo. La unica otra posibilidad, en este caso, seria el empleo
del método de relacién, pero como se indicé anteriormente, no se
ha encontrado todavia un marcador adecuado. :

Se debe considerar cuidadosamente, la utilidad de realizar me-
didas de consumo en experimentos de pastoreo. Estas estimaciones
se deben realizar posiblemente, solo cuando las diferencias que se
observan en la produccién de los animales, no pueden ser explica-
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das simplemente en términos del rendimiento de las pasturas. Véase
seccién III.

Es necesario que se realicen mis comparaciones entre el nitré-
geno fecal y los métodos in vitro. Hasta este momento, lo dnico que
puede decirse es que hay diferencia y que éstas no pueden ser atri-
buidas necesariamente a ninguna causa en particular. Tampoco sa-
bemos cual de los dos métodos es mejor. Sabemos que las predic-
ciones del consumo, realizadas por medio de las regresiones gene-
rales del nitrégeno fecal, para ovinos, en experimentos de larga
duracién deben ser capaces de explicar diferencias en la producti-
vidad de los animales (15, 17).

III. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CONSUMO DE LOS
-~ ANIMALES EN PASTOREO

(1) Consideraciones generales

En una serie reciente de articulos (4, 5, 6, 11, 13), Arnold y
sus colaboradores demostraron la influencia de varios factores pro-
pios de la planta y de los animales en el consumo de forraje por
ovejas en pastoreo. Estos factores se resumen en la Figura 12. La
satisfaccion del apetito, el cual es determinado por la demanda
momentinea de energia, depende de la respuesta favorable a la
urgencia del hambre, es decir, depende del tiempo empleado en
pastorear y de la velocidad de consumo. Hay interacciones impor-
tantes entre las condiciones de la planta, las condiciones del ani-
mal y otros factores del medio ambiente, particularmente el clima.

En general, existe una relacion asintética entre la cantidad de
alimento disponible y la cantidad de alimento consumido por los
animales, Pero, no hay una relacidén consistente entre una sola de
las variables de la pastura y el consumo de los animales. La estruc-
tura de la comunidad vegetal es una determinante importante del
consumo. De esta manera, el largo de las hojas y la densidad de
la pradera eon factores que afectan la velocidad de consumo, y
juntos, son determinantes del rendimiento de la pastura. Si se mi-
de: simplemente el rendimiento de la pradera, sin describir su es-
tructura fisica, puede no obtenerse ninguna indicacién del tipo de
consumo que se puede esperar.

_El animal se encuentra cada dia con condiciones cambiantes
en’ su medio ambiante. La velocidad a la cual estos cambios se pro-
duren, esti determinada en buena medida por la presién del pasto-
reo, relativa a la velocidad de crecimiento del forraje .y como re-
sultado, puede estar incrementando o dlsmmuyendo El animal, de-
be’ ajustar constantemente su comportamiento en pastoreo, a las con-
diciones cambiantes de la pradera.
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Arnold (1, 2, 4, 7, 11), examiné la relacién existente entre el
tiempo de pastoreo y la velocidad de consumo, bajo distintas pas-
turas. Si dos grupos de animales, o también en ese sentido si dos
animales, tienen diferentes consumos, ellos deben comer por perio-
dos diferentes de tiempo o comer a velocidades diferentes. La velo-
cidad de consumo (expresada como el forraje consumido por hora
de pastoreo), puede variarse tomando bocados més frecuentes o to-
mando bocados mas grandes. Bajo muchas condiciones, los dientes
incisivos centrales sélos, son capaces de cortar el forraje y por lo
tanto, el largo del bocado esta determinado por la longitud del
forraje disponible. Cuando existe una abundante cantidad de forra-
je, el animal puede tomar bocados méas grandes, si asi lo desea y
por lo tanto, se puede producir una variacién mas grande en la
velocidad de consumo.

El tiempo durante el cual un animal puede pastorear durante
un dia esta limitado por la fatiga y ésta limita también, la veloci-
dad a la cual el animal consume el forraje; sin embargo, algunas
condiciones fisiolégicas pueden elevar o disminuir estos limites (7).
Como resultado, bajo ciertas condiciones, particularmente cuando las
praderas son de corto crecimiento, el animal no estd en capacidad de
aumentar su tiempo de pastoreo o la velocidad de pastoreo. En este
punto, el consumo debe disminuir. La Figura 13 resume estas re-
laciones.

2) Grado de aceptacién del material vegetal
y su efecto en el consumo.

Recientemente, Arnold (8, 9) investigé la importancia que tie-
nen la visién, el olfato, el tacto y el sabor sobre el pastoreo selec-
tivo y el consumo de alimento por ovinos. El olfato, el tacto y el
gusto estin relacionados con el consumo selectivo (3, 9). Todas las
plantas, tienen caracteristicas fisicas o constituyentes quimicos, que
producen estimulos favorables o desfavorables a estos sentidos. Es
posible, que el animal cuando estd pastoreando selectivamente, ba-
lancee los estimulos favorables y desfavorables de una especie, con
aquellos de otras especies. Se producen cambios importantes en el
grado de aceptacién a especies o variedades dentro de especies, cuan-
do uno de estos sentidos es afectado. También se pueden producir
aumentos o disminuciones significativas en el consumo de especies
puras, como resultado de perturbacién en alguno de los sentidos.
Todos los sentidos son importantes, cuando se consideran todos los
tipos y estados de las pasturas.

En condiciones especificas, es decir por ejemplo para una es-
pecie en particular, en una época del afio, uno de los sentidos es
muchas veces el de mayor importancia, porque una caracteristica
individual de la especie esti dominando su grado de aceptacién.
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Se podria postular q:le la produccién de los animales en una pas-
tura, podria ser baja en un momento dade, no porque la disponi-
bilidad del forraje limita el consumo, sino simplemente porque el
forraje es inaceptable. Se han encontrado ejemplos en medio am-
bientes particulares. Las especies de Trifolium y Medicago sativa, pre-
sentan un marcado cambio en el grado de aceptacién y consumeo,
relativo al de los pastos, con las estaciones. En este caso, el esti-
mulo importante parece ser olfatorio.

En un programa de investigacion que estd actualmente en mar-
cha,, se determinan los constituyentes quimicos reconocidos por el
gusto y el olor y se miden las curvas de concentracién para esos
constituyentes en los forrajes. Las indicaciones al momento, son de
que las ovejas presentan respuestas olfatorias a un rango bastante

Tiempo de pastoreo

Bocados por minuto = QOvejas secas

Gordura Moderada

==e=== Ovejas en con.
diciones espe-

sificas.
Consumo por hora
Consumo por dio
Condicién de la pradera
-FIGURA N* 13, — Ajustes en el pastoreo de los animales y el mantenimiento del

consumo bajo condiciones cambiantes de la pradera.
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amplio de sustancias presentes en las plantas, que incluye aceites
esenciales, acidos organicos, acidos aminados, aldehidos, cetonas y
alcoholes. De la misma manera, el consumo de un alimento puede
ser alterado considerablemente, por la adicién de cantidades peque-
fias de ciertos constituyentes de las plantas, por ejemplo, alcaloides,
cumarinas, constituyentes fenédlicos y Aacidos orgénicos aminados.

Van Soest (64), encontré una relacién entre la composicién
quimica, la digestibilidad y el consumo voluntario de forraje. por
los rumiantes- Su conclusién, fue que la composicién quimica esta-
ba mas relacionada a la digestibilidad que al consumo voluntario.
En algunas especies forrajeras, existe una relaciéon bastante marca-
da entre el consumo voluntario y los componentes quimicos; en
estos casos, el indice de valor nutritivo (24) puede ser predecido
con cierta precisién; en otros casos, no hay relacién significativa
entre el consumo voluntario y la digestibilidad o entre la compo-
gicién quimica y el consumo voluntario. Van Soest (64), llegé a la
conclusién de que en los forrajes de alta calidad, como la alfalfa
y pastos tiernos, el balastro (ballast) es insuficiente para disminuir
el consumo y que por tanto, otros factores son de mayor importan-
cia. Se conoce muy poco sobre estos otros factores.

IV. PROBLEMAS QUE SE ENCUENTRAN EN EL EMPLEO DE
ANIMALES CON FISTULAS DEL ESOFAGO

-

(1) Consideraciones generales

Van Dyne y Torell (63), hiceron una revision general sobre
el desarrollo y uso de las fistulas del eséfago. En su revisién, se
refirieron especificamente al uso en ovinos y vacunos. En vacunos,
también se pueden obtener muestras directamente de la cardia del
rumen de animales fistulados, en la misma manera que se hace con
la fistula del eséfago. La discusién que sigue, se aplica igualmente a
las dos técnicas.

Consideraremos los problemas generales que se encuentran en los
animales fistulados. Para ser de verdadero valor, los animales fistu.
lados, deben ser normales respecto a su comportamiento y produc-
tividad. Los animales provistos con una fistula del eséfago excesis
vamente grande, estarin sujetos a condiciones mas desfavorables que
aquellos con fistulas méds pequefias y no ganarin en peso ni consu-
mirin en forma similar a los animales normales (16). Las fistulas
impiden las contraccciones normales ritmicas durante la deglucién.
Las ovejas que tienen fistulas de tamafio normal ganan de peso y pue-
den producir y criar corderos, tan bien como ovejas que no tienen fis-
tula (16). Esto se aplica también el ganado vacuno. (Arnold, resul:
tados no publicados).
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El éxito en la colocacién de fistulas del eséfago, debe ser elevado,
entre el 80 y 90%. Un grupo de 56 ovejas con fistulas del eséfago,
fue establecido en 1962. Estas ovejas tenian entonces, entre 1 y 3
afios de edad. Hacia julio de 1966, el grupo se ha reducido a 24
ovejas. Las muertes en el grupo de animales fistulados fue de 14% por
afio, comparado con una normal, en condiciones de medio ambiente
similar, del % 5 por afio. Resultados de la misma magnitad, fueron en-
contrados por Leigh en trabajos realizados en Deniliquin bajo con-
diciones de secano, en un area semi-arida. Bajo condiciones adver-
sas de alimentacién con comida seca, ocurren muertes en ovinos
fistulados por razones desconocidas; no sucede lo mismo con el ga-
nado vacuno.

Si se toman muestras frecuentemente, el metabolismo del ani-
mal puede sufrir trastornos serios. Los periodos de coleccion de mas
de una hora pueden muy bien causar disfunciéon en el rumen (47).
La pérdida de electrolitos en la saliva causa una respuesta nerviosa
inmediata y como resultado, selectividad del animal por plantas ricas
en sodio(5).

2) Fuentes de error en la obtencién de muestras
representativas de la dieta

A) Variacién diurna en la composicién de la dieta.

En el Cuadro 17 se resumen los resultados experimentales obte-
nidos hasta la fecha. Pareceria que hay variacién diurna, tanto en la
composicién botanica, como en la composicién quimica de la dieta.
Langlands (38), encontr6 una variacién diurna definida para el con-
tenido del nitrégeno. El contenido de nitrégeno en invierno aumen-
t6 ripidamente durante la mafiana, hasta un pico aproximadamente
a las 14 horas, y luego disminuyé ligeramente. La distribucién no fue
diferente entre ovejas, entre dias o entre praderas.

Se podrian esperar variaciones diurnas, simplemente debido a
diferencias en las areas, dentro de un potrero, en las cuales los anima-
les estin pastoreando en diferentes horas del dia. Asimismo, se podria
esperar variacion diurna en constituyentes quimicos, tales como los
carbonidratos solubles, porque existen variaciones en el contenido de
ellos en la planta misma. Para evitar este problema, Langlands sugiere
que se obtengan muestras a horas del dia escogidas al azar, en dias
diferentes, o de lo contrario, en momentos fijos cada dia si la compo-
sicién de la muestra representativa y de las muestras recogidas es
similar. La obtencién de muestras al azar, es criticable porque no
permite tomar en cuenta la tendencia de las ovejas, para pastorear a
horas especificas del dia y la posibilidad de que se consuma a dife-
rente velocidad en esas horas. Desde luego, es bien conocido que las
ovejas pastorean a diferentes horas en las estaciones del afio. Los tra-
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bajos de Langlands sobre el nitrégeno, se realizaron en el invierno,
cuando las ovejas pastorean més o menos continuamente durante el
dia. La distribucién es muy diferente en el verano y la variacién
diurna en la dieta puede ser también diferente.

CUADRO N® 17. Variacién diurna en la dieta seleccionada.

Referencia Resultado

16 Diferencias no significativas en N, carbohi-
dratos solubles y composicién boténica.

33 El N y energia més alto en la tarde; no
hubo diferencia en el extracto etéreo, ce-
lulosa y ceniza.

38 Variacién diurna definida en N; cambios
en el contenido de P pero sin forma definida.

56 Cambios en N y digestibilidad, pero sin for-
ma definida.

61 Diferencias significativas en la composicién
botanica; algunas diferencias en el conte-

nido de N.

(B) Variacién entre dias y entre animales

Existen variaciones significativas entre dias y entre animales
(ovejas o vacunos), en la composicién quimica y botinica de la dieta
seleccionada. Debe enfatizarse, el hecho de que esto se aplica a ani-
males que estin en pastoreo continuo y no a sistemas de pastoreo
rotativo o en franjas, en los cuales se puede esperar grandes variacio-
nes entre dias y por cierto, grandes variaciones dentro de un dia.

Arnold (16), encontré que la variacién entre ovejas y entre dias
fue altamente significativa para el contenido de nitrégeno, pero mo
para el porcentaje de graminea o el porcentaje de carbohidratos so-
lubles. En estos ultimos, la variacién era demasiado grande para que
existan diferencias consistentes. La variacién en el contenido de ni-
trégeno, fue mayor entre ovejas que entre dias. No se encontrd
interaccién significativa entre ovejas y dias. Langlands (38), encontré
que la variacién entre dias y entre ovejas era similar para el nitré-
geno y para la digestibilidad. Los valores para el nitrégeno fueron
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de = 6,0 y para la digestibilidad + 1,5 unidades. Las ovejas seleccio-
naron individualmente entre ellas, en forma consistente, dietas dife-
rentes durante periodos cortos. Esta variacién, se muestra en forma
detallada para un grupo grande de animales en la Figura 14 (5)..
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FIGURA N° 14. — Variacién en la dieta seleccionada por ovinos

Un grupo de ovejas con fistulas en el eséfago pastoreé6 un pradera la cual
se esperaba que produciria una gran variacién en la composicién de la-dieta
entre animales. La pradera rindié 2800 kg/hi. de materia seca, estando formada
principalmente de gramineas y trébol secos, pero conteniendo ademés, una pe-
quefia cantidad de gramineas verdes. La disponibilidad de forraje varié poco
durante los siete dias de la prueba, porque se mantuvo una carga animal baja.
Se obtuvieron muestras de la dieta consumida hasta cinco veces durante el periodo
de siete dias.

Las lineas horizontales representan el porcentaje de Nitrégeno y graminea
verde en cada muestra. Las lineas verticales indican el rango de los valores en
cada oveja, numeradas de 1 a 20. Las ovejas se arreglaron en la figura en orden
ascendente de acuerdo a su porcentaje promedio de nitrégeno y graminea verde.

Sin embargo, Leigh y Mulham (44), en sus experimentos con
plantas de comunidad semi-irida, compuesta por muchas especies, en-
contraron variaciones grandes entre ovejas y dias en la composicién
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boténica.de la dieta. No encontraron ninguna tendencia diaria. con-
sistente. en: la seleccion de la dieta de una oveja, en periodos cortos.

En periodos largos de tiempo (meses o afios) se encuentran toda-
via diferencias en la composicién de la dieta entre animales (vacunos
u ovinos), (61 y Arnold, resultados no publicados). Las diferencias
estin enmascaradas, por la contaminacién con el suelo o con la saliva
y se presentan solamente, cuando la composicién de la dieta  se
expresa en términos de materia organica (61).

La gran variacién entre animales en los constituyentes de la
dieta, nos refiere a la determinacién del nimero de animales, que se
requieren para demostrar diferencias significativas entre tratamientos
y también sobre el tamafio minimo de las diferencias que pueden ser
demostradas. El nimero varia con el constituyente de la dieta en
estudio. Este problema ha sido estudiado por Arnold y colaboradores
y Van Dyne y Heady (16, 61, 62). '

(C) El efecto de la edad, sexo, raza, especie y condicién fisiolégica
del animal, sobre la composicién dc la dieta seleccionada.

Ball y colaboradores (19), no encontraron diferencias significa-
tivas en la composicién botinica o el contenido de nitrégeno, car-
bohidratos solubles, fibra normal icida o digestibilidad de la dieta
seleccionada por ovejas Border Leicester Merino preiiadas o lactantes,
que pastoreaban una pradera de Phalaris tuberosa y Trifolium sub-
terraneum, bajo condiciones variables de carga animal.

Arnold (resultados no publicados), encontré solamente peque-
fias diferencias, en la dieta seleccionada por vacas con fistulas en el
esofago, lactando y secas, bajo diferentes condiciones de pasturas
(véase el Cuadro 18). No hubo diferencia en la dieta consumida por
vacas prefiadas o secas. La dieta de las vacas lactando, tenia 5 %
menos de nitrégeno y 7 % mas de carbohidratos solubles que la de
vacas secas. La digestibilidad de las dietas fue similar.

Arnold y Pahl (14), encontraron solamente pequefias diferen-
cias en los constituyentes de las dietas, cuando examinaron el efecto
de la edad, sexo y raza en la seleccién de la dieta. Ovinos jévenes
(hasta la edad de seis meses) seleccionaron dietas de mayor con-
tenido de nitrégeno y mayor digestibilidad y con un contenido me-
nor de fibra, que la dieta seleccionada por ovejas mayores. No en-
contraron diferencias entre cruces de Border Leicester x Merino
y Merino puro, o entre ovejas y capones. Estos experimentos se
realizaron sobre una variedad bastante amplia de condiciones de
pasturas. Es importante Ilamar la atencién al hecho de que, para
estos estudios, se emplearon animales con historias similares y cria-
dos desde su nacimiento en pasturas de tipo similar. El efecto de
la edad radica en el grado de experiencia o en diferencias bisicas
en los habitos de seleccién, que son debidos al estado nutritivo de
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los animales. En ganado vacuno (Arnold, resultados no publicados)
solamente se encontraron pequefias diferencias después de los seis
meses de edad.

CUADRO N° 18. Efecto de la lactancia sobre la dieta selecéionada
por vacunos en pastoreo, (Arnold, resultados no

publicadas).
Composicién porcentual de la materia orgénica
o s Carbohidratos | Fibra-dcid Digesti-
Nitrégeno solubles nonncal ° bilidad
Vacas secas ...... 2,62 6,78 46,7 68,5
Vacas lactando ... 2,48 1,25 47,7 69,2
Lactando relativas
a secas ........ 95 107 102 101

Los resultados discutidos hasta ahora, sugieren que no es nece-
sario tener animales fistulados de la misma edad, sexo o raza, o
de las mismas condiciones fisiolégicas que los animales no fistula-
dos. Se debe cuidar que no hayan animales adultos en un grupo
y menores de 6 meses en otro. Asimismo, no se puede usar ovinos
para determinar la composicién de la dieta de vacunos y viceversa.

(D) Experiencia previa del animal en pastoreo

La selectividad puede ser alterada considerablemente por la ex-
periencia previa de los animales (5, 3). Recientemente Langlands
(38), encontré que la experiencia previa inmédiata, en ovejas fis-
tuladas, puede influir en el tipo de dieta seleccionada. Este inves-
tigador, trasladé por tres meses, ovejas a una pradera natural y
después las regres6 a la pradera cultivada original. El contenido
de nitrégeno de la dieta de ovejas que venian de la pradera natu-
ral fue de 3,80 % y en las ovejas que habian permanecido en la
pradera original fue de 3,33 %. En un segundo experimento, las
ovejas que fueron transferidas de una pradera de ryegrass y tré-
bol a una de Phalaris y trébol consumieron forrajes con una di-
gestibilidad de 70,8 %, el cual contenia 3,44 % de nitrégeno, en
tanto que e] material consumido por el grupo control fue de 71,5 %
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de digestibilidad que contenia 3,63 % de nitrégeno. Un error adi-
cional puede producirse si es que las ovejas son ayunadas antes del”
muestreo (16). Los errores que se producen son pequefios pero de
todas maneras deben evitarse (Cuadro 19).

CUADRO N’ 19. Comparacién de dietas seleccionadas por ovejas
ayunadas y no ayunadas (16).

Constituyente Pastoreo normal Ayuno de una noche
Contenido de trébol seco, %| 55,8 =+ 5,0+ 72,1 =+ 5,0+
Contenido de nitrégeno, % 3,76 + 0,08 3,68 + 0,08
Contenido de fibra Aacido-

normal, % ............ 43,6 =+ 0,5 454 =+ 0,5
Contenido de carbohidratos
solubles, % ............ 59 =+=103 35 =+ 03*

*P < 0,05 + desviacién standard.

(E) Resumen sobre los errores de muestreo debidos .a los animales

Cuando se usan animales fistulados, es necesario asegurarse que
las muestras recogidas sean representativas de la dieta. Si los re-
sultados obtenidos con ovejas fistuladas van a aplicarse a animales
no fistulados, que estin pastoreando conjuntamente con ellos, es
esencial que las dietas sean similares. Esto se consigue asegurindose
que los animales no son ayunados antes del pastoreo, que tienen
la misma historia previa con respecto a sau experiencia en el pas-
toreo y que las comparaciones no se realizan entre animales muy
jovenes y adultos. Se puede evitar la variacién diurna en la dieta
seleccionada muestreando por un cierto nimero de dias, durante
el periodo experimental.

(3) Recoleccién y preparacién de las muestras
(A) Pérdidas durante la recoleccién y preparacién
También se pueden cometer errores en la recoleccién y pre-

paraciéon de las muestras. Pueden haber pérdidas importantes en
las fracciones solubles de la dieta, durante la coleccién y la pre-
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paracién (38, 18). La contaminacién por medio de la saliva, ele-
vard el contenido de algunos constituyentes quimicos. Sin embargo,
si se permite que la saliva drene libremente de la muestra, a me-
dida que se va recogiendo, llevard consigo cierta cantidad de cons-
tituyentes solubles del forraje. Esto puede suceder particularmente
en praderas jévenes y muy verdes, en las cuales, las pérdidas de
constituyentes solubles pueden ser elevadas.

Se pueden producir ademis otras pérdidas y cambios en cier-
tos constituyentes durante el secado de las muestras. En el Cuadro
20, se presentan las pérdidas que pueden ocurrir, en el contenido

CUADRO N’ 20. Contenido de carbohidratos solubles en agua, en
el bolo esofigico y la pradera, (18).

Seco al  Seco al Seco en  Seco en Pérdida

Tratamiento Fresco aire,3h. aire,24h. estufa estufa  durante
3 h 24 h. coleccién
80°C 80°C 100°C 100°C
Bolo esofigico %
Falaris 12,07 10,37 10,17 8,62 8,40 10,5

Festuca 13,00 13,93 13,80 13,06 12,70 10,9
Trébol blanco 14,33 11,97 11,78 10,42 10,17 16,4

Promedio 13,10 12,09 11,91 10,70 10,42 12,6

Relativo 87,6 80,7 79,5 71,4 69,5
Pradera
Agropyron 10,8 11,8
Falaris 10,6 10,5
Ryegrass 12,0 11,4
Festuca 12,8 15,4
Trébol blanco 10,9 7
Promedio 11,42 11,36
Relativo 100 99,5

de carbohidratos solubles de la dieta obtenida por ovejas con fis-
tulas del eséfago, pastoreando forrajes en estado tierno y verde.
Del 10 al 16 % de los carbohidratos solubles se perdieron antes
del procesamiento. En adicién a esto, se produjo una pérdida del
6 % cuando las muestras fueron secadas, en lugar de ser preserva-
das en alcohol hirviendo. Este no es el caso con muestras de forra-
je cortado. Sin embargo, la técnica del alcohol hirviendo no ha

90



sido siempre exitosa, muchas veces se han obtenido valores mucho
menores que con el método del secado. El secado con calor, produ-
ce una pérdida adicional del 10 % de los carbohidratos.
Langlands (37) encontré que en una gama bastante -amplia
de alimentos, si la parte sélida y liquida de la fraccion recogida
por la fistula, se analizaba para su digestibilidad in vitro, el valor
promedio era alrededor de 1,6 unidades superior que el forraje con-

‘CUADRO N¢ 21 Cambios en la composicién quinllica del forraje
durante la coleccién con fistula del eséfago.

Referencia Resuludo‘

65 Contenido de ceniza aumenté 24 % con au-
mento de 5 % en Ca y 230 % en P.

45 La ceniza y energia aumentaron. E1 N no
cambié.

16 Contenido de N y fibra no cambié.

18 Se pueden producir pérdidas grandes de

carbohidratos solubles, lo cual debe aumen-
tar el contenido de otros constituyentes en
base a porcentajes.

28 Recobro de carbohidratos solubles bajo si
se descarta la fraccion liquida.

12 Poca diferencia en el N y Ca; aumento en
la ceniza, Na y K; resultados sobre Vit. D
variables, dependiendo del método .de colec-
cion empleado.

46 No hubo diferencia en la proteina cruda,
extracto etéreo, y fibra o Ca; aumento sig-
nificativo en ceniza, P y extracto no nitro-
genado.

sumido por las ovejas. Si no se tomaba en cuenta la fraccién liqui-
da, la digestibilidad era 3,3 unidades mais baja.

Las pérdidas en el contenido del nitrégeno son pequeiias, o' se
balancean, por la adicién del nitrégeno de la saliva.
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B) Composicion de las muestras del eséfago comparadas con la
composicién del forraje consumido.

La composicién botinica del material recogido en la fistula
no deberia ser diferente (48). Sin embargo, si la fistula es muy pe-
quefia, las particulas grandes no pueden salir ficilmente.

El Cuadro 21 ensefia los resultados obtenidos por varios auto-
res, sobre los cambios en la composicién quimica producidos du-
rante la colecciéon. Los métodos empleados en la coleccion y pre-
paracién no fueron indicados en todos los articulos incluidos, de
manera que las diferencias entre autores, pueden ser debidas a los
métodos empleados. Sin embargo, se observa que en general la con-
taminacién por la saliva, aumenta el contenido de cenizas y parti-
cularmente ¢l contenido de fosfato, sodio y potasio. El nivel de
calcio no cambia. El nivel de nitrégeno, extracto etéreo y fibra
cruda permanece sin cambio, pero, el contenido de energia y de
extracto libre de nitrégeno generalmente aumenta.
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APENDICE

Preparado por C. A. P. Boundy, Divisién de Matematica Estadis-
tica, CSIRO, Perth Laborator_ios, W. A.

Se sometieron a un anilisis de componentes de la variancia los
resultados experimentales obtenidos con ovinos y vacunos fistulados.
El cuadro siguiente, presenta los coeficientes de variacién de los com-
ponentes de la dieta. Los resultados para ovinos estin basados en 131
grados de libertad. Los resultados para ganado vacuno en 110 grados
de libertad.

Componente de la dieta Ovinos Vacunos
Nitrégeno ........eeeees. 8,5 8,8
Carbohidratos solubles ... 21,4 22,5
Fibra acido--normal ...... 49 5,1
Fibra acido-normal ....... 49 51
Digestibilidad ........... 5,2 4,0
Porcentaje de gramineas .. 11,3 12,6

(cuando la dieta contiene
menos del 70 % de gra-
mineas).

- El segundo cuadro, indica el nimero de animales necesarios para
demostrar diferencias del 25 %, 50 % y 75 % en los componentes de
la dieta, entre dos tratamientos, con significancia al nivel del 5 %
de probabilidad. Comparaciones que envuelven mas de dos trata-
mientos, requeririn un nimero diferente de animales, pero éstos no
han sido todavia calculados.
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Nimero de repeticiones necesarias para una probabilidad 0,90
de obtener un resultado significativo al nivel de 0,05

Vacunos Ovinos

Componente Diferencia como proporcién de la media

de la dieta
0,25 0,50 0,75 025 - 0,50 0,75

Carbohidratos
solubles 35 10 S 30 9 S
Fibra normal-

dcida 4 3 2 3 3 2
Nitrégeno 7 3 3 6 3 3
Digestibilidad 3 2 2 4 2 2
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DISCUSION DEL TRABAJO PRESENTADO POR EL
DR.. G- W. ARNOLD

Encargado de abrir la discusién fue el Sr. DEREK T. CHAMBERS,
FAO — Fondo Especial de las Naciones Unidas Proyecto 121,
-La Estanzuela, Uruguay -

D.T. CHAMBERS:

Quiero agradecer al Dr. Arnold, por su interesante presentacion,
en la cual introduce, para nuestra discusion, el empleo de las fistulas
del esofago

La primera parte del articulo del Dr. Arnold ha sido muy util
en el sentido de que ha hecho resaltar un hecho que puede habérsenos
olvidado o el cual hayamos querido ignorar. Este hecho es que con las
técnicas disponibles actualmente, no podemos medir diferencias me-
nores del 25% en el consumo de los animales bajo pastoreo. Debemos
aceptar, que con tan baja precisién, vale la pena detenerse a conside-
r1ar si la medicién del consumo es esencial. Debemos asimismo recor-
dar que realizar esas medidas, requiere mucho tiempo y energia.

Hay algunos problemas, sin embargo, que demandan la medida de
consumo de los animales en pastoreo. En esos casos, se puede recoger
muestras por medio de fistulas del eséfago y determinar la digestibi-
lidad in vitro, obteniéndose una estimacién mas ajustada de la digesti-
bilidad que con los indices fecales. Los resultados presentados por el
Dr. Arnold, no demuestran la mejora que yo hubiera esperado, en
la precisién.

Quisiera hacer un pequefio comentario sobre el ayuno de los ani-
males fistulados, antes de la coleccién. Pareceria que un cierto grado
de ayuno o interferencia en el consumo, es necesario. El animal se
perturba cuando se le saca la canula y se le coloca la bolsa de recolec-
cién, de manera que es posible que no pastoree, durante el periodo de
estudio, a menos que sienta hambre.

Finalmente, me gustaria recibir los comentarios del Dr. Arnold,
sobre los errores que se pueden cometer por contaminacién de las
muestras con los liquidos regurgitados del rumen.

G. W. ARNOLD:

Los animales bien entrenados, no detienen el pastoreo cuando se
sacan los tapones de las fistulas del eséfago y se colocan las bolsas de
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recoleccién. Para evitar la suspensién del pastoreo o la. rumia, las
recolecciones se deben realizar a las horas en que, el hato o el rebafio
tiene suactividad de pastoreo més intensa. Al encerrar los animales por
dos o tres horas antes del pastoreo, seguramente no se afectara la
selectividad en el consumo, pero se puede cambiar el lugar, dentro
de la parcela, en que el animal estaba pastoreando. :

L. VERDE:

¢Cuales son los constituyentes quimicos de los forrajes que pro-
ducen selectividad en los animales?

G. W. ARNOLD:

La selectividad del animal, sobre el lugar en el cual realiza el
pastoreo y de las especies o partes de las plantas que prefiere, estd
determinado principalmente por algunos sentidos. Existe una variedad
amplia de constituyentes quimicos de las plantas, que producen esti-
mulos favorables o desfavorables para los sentidos del gusto y del olfato.
Para cada constituyente, la respuesta dependera de su concentracién
-alrededor de la planta o dentro de la planta, si el sentxdo es el
gusto.

Nuestros estudios estin todavia en una primera etapa, pero hemos
demostrado ya que pequefias cantidades de dcidos orgénicos, dcidos
aminados, compuestos fenélicos y alcaloides, pueden influir en el con-
sumo. Nuestros trabajos estin dirigidos a proveer a los fitotecnistas con
criterios de seleccién. En cada especie bien podria ser que las causas de
variabilidad entre razas de plantas sea diferente. De manera que
cuando se presenta al animal con una serie de especies para seleccionar,
él tiene que balancear los estimulos favorables y desfavorables a los
sentidos del tacto, gusto y olfato, en cada especie.

J. GOMIDE:

¢Qué métodos de anilisis de los carbohidratos solubles y en qué
forrajes se realizaron las observaciones del Cuadro 18?7

G. W. ARNOLD:

Empleamos el método de Deriaz (Journal of Science of Food and
-Agriculture 12 (2) : 152-60. 1961), para carbohidratos solubles. Los va-
lores anotados en el Cuadro 18 son para animales que pastoreaban
una mezcla de Phalaris tuberosa - Tifolium subterraneum. Los valores
-son aproximadamente promedios para este tipo de praderas. E1 ma-
terial pastoreado, es desde luego méis bajo en carbothratos solubles
que el pasto total (véase referencia 18). .
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J. LOPEZ:

¢Cudl es el mecanismo biolégico que forma la base del método
del nitrégeno fecal?

G. W. ARNOLD:

No se conoce una base bioquimica sélida para explicar las relacio-
nes entre el nitrégeno fecal y la digestibilidad. En proporcién elevada,
el nitrégeno fecal es de origen endégeno, y por tanto seria una funcién
del nivel de consumo.

M. ROJAS:

¢Cree el Dr. Armold de utilidad el empleo de la técnica del nitré-
geno fecal para predecir la digestibilidad de la energia?

G. W. ARNOLD:

El método del nitrégeno fecal es itil en estudios de praderas me-
joradas. Se requiere mucho trabajo para derivar las ecuaciones de
regresién. Cuando no se dispone de estas ecuaciones, o cuando no se
pueden calcular, la mejor posibilidad es determinar la digestibilidad
in vitro del forraje, recogido con ovejas provistas de fistulas del eséfago.
Cuando se pueden emplear los dos métodos, su combinacién da mejores
resultados.

0. L. PALADINES:

¢No esperaria el Dr. Arnold cometer un error de estimacién, al
asumir que la dieta recogida por la fistula del es6fago, corresponde a
la dieta consumida por los animales no fistulados, en la misma medida
que se podria cometer un error, al asumir que la dieta consumida per-
‘tenece al rango en que se derivaron las ecuaciones del indice fecal?

G. W. ARNOLD:

Hemos establecido que cuando el tamafio de las fistulas es ade-
cuado, los vacunos y ovinos fistulados tienen la misma velocidad de
crecimiento, produccién de lana y pueden producir y criar sus proge-
nies con el mismo éxito que los animales no fistulados. Los animales
fistulados y no fistulados presentan la misma selectividad cuando se
prueban en sistemas de cafeteria. Por tanto, no se puede esperar nin-
gin vicio en su uso como predictores del consumo de animales no
fistulados. '
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I. INTRODUCCION

1. Consideraciones Generales

El primer paso, en el establecimiento de una técnica de labora-
torio debe ser un examen cuidadoso del trabajo a efectuarse. Algunos
de los aspectos del trabajo que deben considerarse incluyen el nd-
mero de muestras que deberin tratarse, la precisién requerida en el
analisis y la naturaleza o tipo de material que va a analizar.

Una vez que se ha decidido en el método que se empleara, el
préximo paso es realizar una revisién completa de la literatura.y la
seleccion de un procedimiento de anilisis. Si el procedimiento, se de-
muestra promisorio cuando se lo prueba en comparacién con otros,
entonces se pueden introducir modificaciones que lo adapten a las
necesidades especificas. Las modificaciones se deberan introducir sola-
mente luego de asegurarse que los principios basicos en los cuales se
basa el método original no han quedado invalidados. Una vez que el
método ha adquirido su forma final, se debe medir el tamafio de los
errores dentro de y entre corridas de las mismas muestras; y en los
.métodos que se emplean para predicciones, se debe comprobar tam-
bién la precisién de la prediccion.

2. Consideraciones Especificas

Los métodos in vitro que emplean licor del rumen, han sido més
dificiles de establecer que los procedimientos convencionales.

Estos métodos envuelven conocimientos en las ciencias biolégicas
y quimicas y por tanto la literatura, en una gama muy amplia de
publicaciones, es dirigida a investigadores en muchos campos de
accién. Asi por ejemplo, la informacién publicada por Hungate (11)
referente al manejo de licor del rumen en términos bacteriolégicos,
establece limitaciones de anaerobiosis muy dificiles de mantener cuan-
do se emplea el licor del rumen, como un “reactivo” de laboratorio
para un procedimiento rutinario in vitro.

Los métodos son generalmente demorados, limitados en el ni-
mero de muestras por corrida y sujetos a errores relativamente grandes
dentro de y entre corridas. Estos factores, interaccionan para volver
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compleja la labor de investigacién de los procedimientos analiticos,
ya que, el elevado grado de error implica el empleo extenso de repe-
ticiones, resultando en experimentos con nimeros elevados de estima-
ciones. Asi también, las posibles variaciones entre corridas hacen de-
seable el completar un experimento con una sola corrida, limitando
el tamafio maximo de cada experimento.

Los métodos in vitro se emplean para prediccién, teniendo por
referencia valores in vivo, los cuales a su vez pueden tener errores.
Por esta razén, Tilley y Terry (23), recomiendan que los resultados
se comparen en términos de valores in vitro. Esta prictica, sin em-
bargo, hace dificil la introduccién de modificaciones, las cuales pue-
‘den alterar el plano de los resultados, complicando las comparaciones
entre resultados en experimentos de larga duracién.

Cuando se realizan incorrectamente muchas de las etapas del mé-
todo, que envuelven el manejo de material biolégico, tienen la carac-
teristica de disminuir la digestibilidad. Estos factores son de naturaleza
aditiva y no se compensan entre ellos, y por tanto producen errores
elevados.

3. Objetivos de Proyecto

A) Seleccién de un parimetro de medida.

Hasta hace poco tiempo, para la evaluacién de forrajes, se em-
pleaban las relaciones de Watson y Horton (25), basadas en la pro-
teina cruda, a pesar de que se sabia que los errores eran elevados (15).

En nuestro laboratorio, en el cual se debe cumplir con labores
de asesoramiento e investigacién, se creyé que la determinacién de la
digestibilidad de la materia orginica in vitro, era el método mis
promisorio. Se reconoce que hay limitaciones en el empleo de la di-
gestibilidad, como tinico parametro para la evaluacién de los alimentos.
El valor nutritivo, cuando se mide con animales, dependerid ademaés
de la composicién, naturaleza de los productos de digestién y del ni-
vel de consumo (4). El factor méas importante (aparte del consumo)
en el valor de los alimentos, es la pérdida en las heces fecales (8, 16)
y se creyé por eso que, simulando in vitro estas pérdidas, se podria
obtener un método para la evaluacién de forrajes verdes y conservados.
Es muy importante el papel de la digestibilidad cuando se miden las
pérdidas producidas por la conservacién de forrajes. Loe trabajos de
Tilley y colaboradores (22), que demostraban una mejora notable
sobre métodos mas sencillos en las relaciones de digestibilidad me-
didas in vitro, estimul6 el establecimiento de un método basado en
sus conceptos.
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B) Problema basico.

Para que el trabajo de asesoria se beneficie con los procedimien-
tos de investigacién, ha sido la costumbre en nuestro laboratorio esta-
blecer sistemas de anilisis con suficiente flexibilidad en el nimero de
muestras, que permita acomodar en cada corrida un nimero variable
de muestras para asesoria. Asi, se establecié una capacidad de 100 a
120 muestras provenientes de proyectos de investigacién y 25 a 35
muestras para asesoramiento a los productores. El niimero elevado,
tiene la ventaja de que disminuye las pérdidas de espacio por inclu-
sién de muestras standard, pero tiene la desventaja de que, aumenta
la dificultad de mantener una operacién continua. La continuidad, es
evidentemente un factor esencial en un sistema de evaluacién con
propdeitos de asesoria, en el cual debe disminuirse al maiximo, el
tiempo de espera.

El principal problema para aplicar un método de laboratorio es el
nimero limitado de muestras que puede manejarse (9, 23). Por estas
razones, se inicié un proyecto dirigido a redisefiar el procedimiento
in vitro.

C) Alcance de los trabajos realizados.

Este articulo, informa sobre investigaciones realizadas para esta-
blecer un método in vitro, cuyo objetivo es la predicciéon de la digesti-
bilidad de los forajes. Las metas de los trabajos realizados se resumen
a continuacién:

1. Expander la capacidad del sistema a 300 muestras por semana.

2. Disefiar un método capaz de operar en forma continua, con
ese niimero de muestras.

3. Disefiar y probar en operacién, equipo especializado, pero
relativamente simple que tendria por objeto reducir el tedio de las
operaciones del anilisis y reducir también la magnitud de los errores.

4. Estudiar los factores que influencian la estabilidad y la pre-
cisién y cuantificar el grado de control requerido-

5. Demostrar que las modificaciones introducidas, no invalidan
los conceptos bésicos del método original.

6. Estudiar algunas simplificaciones posibles del procedimiento,
una vez conocido su efecto sobre la precisién de las observaciones; y,

7. Examinar en forma critica, todos los conceptos de precisién
del producto final obtenido.
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II. METODO

1. Descripcién

El procedimiento que se describe, fue desarrollado a base del
procedimiento propuesto por Tilley y colaboradores (22). Detalles de
las modificaciones han sido publicadas anteriormente (1, 2, 3). Los
pasos contenidos en el método se diagraman en la Figura 15.

Pepsina ocnda

fil \
# “ br. racién 100°C
secado

24 b r. /';\,
determinacién
de MO. 1,0 g.

determinacién de

inoculacién dig. 0,5 ¢.

pesado \,

480°C

{ % D (M.O.) calcinacion L

FIGURA N° 15. — Descripcién del método

Se extrae un litro de licor del rumen, de cada uno de tres ovinos.
Después de filtrarlo a través de muselina y saturarlo con CO., el licor
del rumen se suspende (1 + 4) en buffer de McDougall (13). Se agre-
ga luego 1 ml de una solucién molar de sulfato de amonio por cada
50 ml de la mezcla de licor del rumen y buffer (12). La inoculacién
se realiza agregando 50 ml de la mezcla a cada tubo. Los tubos se ga-
sean superficialmente con CO,, se tapan con tapones provistos de
-valvulas Bunsen y se colocan en un bafio de maria a 38,5¢C. El medio
de digestion se ajusta a pH 6,9, a las 24 horas, por medios electromé-
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tricos y la fase de incubacién con licor del rumen termina a las:
48 horas, agregando HCl (20 % v/v). Después de ajustar electromé-
tricamente el pH a 1,2, se agrega a cada tubo una solucién acuosa de
pepsina (0,12 g en 5 ml). Después de 48 horas de digestién en pepsina,
los residuos se recobran por filtracién a través de papel filtro de
fibra de vidrio, en presencia de un auxiliar de filtracién inerte (hyflo
supercel), empleando para el propésito, equipo de disefio especial.
Los residuos se secan a 100°C, se pesan, se calcinan a 480°C y se pesan
nuevamente. La determinacién paralela de la materia organica de la
muestra, permite calcular el coeficiente de digestibilidad de la ma-
teria organica, tomando en consideracién el residuo organico de los
tubos de control.

2. Detalles del Método

A) Fuente de inéculo.

a) Extraccién y preparacién. .

El licor del rumen se extrae por medio de un equipo portitil con-
veniente (Figura 16) (2). Para evacuar el frasco (F) se emplea la
jeringa (S) con su valvula (V); el licor del rumen atraviesa el
tubo (A)) hasta llegar al frasco. Durante esta operacién, se mantiene
cerrado el tubo (B). Cuando se producen bloqueos en el equipo, se
abre el tubo (B), permitiendo la pérdida del vacio, y ayudando a
liberar el material. Cada litro de licor del rumen se extrae en un
frasco termo en 3 a 4 minutos. Empleando dos de esos extractores, se
mantienen la demora entre extraccién y comienzo del trabajo en el
laboratorio, en menos de 15 minutos. Los frascos termo, son llenados
completamente con licor del rumen y tan pronto se llega al labora-
torio, se filtra el contenido a través de muselina. Se emplea licor fil-
trado, para permitir una operacién mas sencilla en la preparacién del
inéculo y porque los resultados de otros investigadores, quienes han
realizado comparaciones:detalladas, demuestran que no hay diferencia
cntre el licor filtrado y otros métodos mas complejos de preparar el
inéculo (14, 23).

Luego de filtrado, el licor del rumen es saturado con CO, y
afiadido al buffer que ha sido previamente saturado con CO, y ajus-
tado a pH 6,9. Luego de agregado el suplemento mtrogenado, se espe-
ran 10 minutos para permitir standarizacién del tiempo.

Tilley y Terry (23) mencionan que es inevitable algin enfna-
-miento del licor, pero que se puede mantener la temperatura calen-
tando el material de vidrio anticipadamente. Donefer y colaborado-
res (10) calientan la solucién buffer a 45°C, para compensar la dismi-
nucién de temperatura que se produce en la preparacién del inéculo.
Experimentos realizados en nuestro laboratorio, demuestran que el
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tiempo de demora entre extraccién e inoculacién tiene més efecto
sobre la actividad, que la temperatura. Asi, una demora de una hora,
con el licor y el buffer mantenidos separadamente a 38,5°C, los dos,
dié resultados significativamente menores (P < 0,01) que los obteni-

$S Helix
B  tvbo de polythene
1,2 cm, D. exterior

FIGURA N° 16. — Equipo para la extraccién

dos en la prictica normal del laboratorio. El mismo tratamiento del
licor del rumen, sin mantener la temperatura, dié también resultados
significativamente diferentes (P < 0,01) que los obtenidos en la prac-
tica normal. La diferencia debida a la temperatura, sin embargo, no
fue significativa (Figura 17).

El gaseado superficial en el lugar de extraccién, es una practica
inconveniente y por esa razén se toma la precaucién de llenar com-
pletamente el frasco en el cual se realiza la extracciéon del licor del
rumen. Experimentos en los cuales se simulé el transporte, sacudiendo
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por una hora un frasco insuficientemente lleno, tuvo un efecto signifi-
cativo (P < 0,05) en la actividad del licor del rumen (Figura 17).
Hubo considerable variacién entre muestras en su sensibilidad al
tratamiento. La conclusién de estos experimentos es de que, es posible
transportar el licor en un frasco lleno, pero que se debera standarizar
el tiempo.

Experimento 1 Experimento 2

O—o— o

e | O ~o—o

MO, %
55

70

65

Promedio

50

45

A H c A D
Tratamientos

A . Normal; B - 1 br. de retraso a 38,5°C; C - 1 hr. de retraso, enfriado;
D . Batido con aire por 1 hr. a 38,5°C.

FIGURA N° 17. — Digestibilidad in vitro de muestras incubadas con licor del rumen
sometido a varios tratamientos.

b) Efecto de la dieta del animal donante.
Se encuentra un poco de confusién en la literatura, sobre el efecto

de la dieta del animal en la actividad del licor del rumen. Quicke
et al. (14) y Raymond y Terry (17), consideran que el efecto de la
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dieta es pequefio, en tanto que Shelton y Reid (20), Baumgardt et
al. (5) y Bezeau (7) concluyeron que era necesario un control rigido
de la racién. Nuestro procedimiento reduce el efecto de la dieta, em-
pleando heno de calidad media, picado en pedazos de 2,5 a 5,0 cm y
mezclado en lotes de 1 a 2 toneladas.

¢) Suplementaciéon con Nitrégeno.

El efecto de la calidad de la racién se estudi6, alimentando ovinos
donantes a nivel constante de consumo, una racién diferente cada
semana y analizando una serie de seis muestras con el licor del rumen
producido como resultado del séptimo dia de alimentacién de cada
racién. Las raciones fueron alimentadas, primero en orden decreciente
y luego creciente, de calidad (Cuadro 22). Se encontré un efecto mar-
cado al emplear licor sin suplemento de nitrégeno. El rango de diges-

CUADRO N¢ 22 — Raciones alimentadas en semanas sucesivas para
probar el efecto de variar la racién sobre el
licor del rumen.

Semana Racién Proteina cruda  Fibra cruda Digestibilidad

Ne % % .in vitro de M. O.
1 1 18,05 25,9 68,2
2 2 15,75 28,2 63,3
3 3 13,55 30,4 61,9
4 4 10,70 32,0 59,9
5 5 8,15 35,8 54,5
6 6 5,95 40,9 46,3
7 6 5,95 _ 40,9 46,3
8 5 8,15 35,8 54,5
9 4 10,75 32,0 59,9

tibilidad promedio de la materia orginica in vitro fue de 59,2 a
54,5 % encontrandose una correlacién significativa con la proteina
cruda de la racién (P < 0,01, r=0,88) (Figura 18).

La practica normal, es suplementar el licor del rumen con solu-
cién de sulfato de amonio, en la manera que se describié anteriormente
En estas condiciones, el efecto de la dieta se elimin6é en buena parte,
ohteniéndose una variacién en el promedio de digestibilidad de 59,7
a 57,5 y una correlacién no significativa entre digestibilidad de la
materia organica y la proteina cruda de la dieta. (Figura 19).
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FIGURA N° 18. — Digestibilidad in vitro del ﬁromedio de seis muestras, incubadas con
licor del rumen proveniente de dietas con diferente nivel de

proteina cruda (licor sin suplemento nitrogenado).
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FIGURA N° 19. — Digestibilidad in vitro del promedio de seis muestras, incubadas
con licor del rumen proveniente de dietas con diferente nivel de
proteina cruda (licor con suplemento nitrogenado).
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Se ha demostrado (2), que la suplementacién con nitrégeno
elimina el efecto del volumen de licor del rumen empleado y que el
error analitico es menor. En esta serie de pruebas, se produjo una
reduccién pequeiia en el error analitico (promedio general), siendo la
reduccién significativa (P < 0,05) en el rango de 8 a 11 % de proteina
cruda en la racién. El error standard de una sola determinacién se
reduja de + 0,80 a + 0,64. En raciones con contenido de proteina
cruda superior a 15 %, el nivel de error aumenté cuando se agregé6 el
suplemento nitrogenado; por lo tanto, se debe tener cuidado si se
asocia la suplementacién nitrogenada con ese tipo de raciones.

A pesar de que los resultados presentados indican que la variabili-
dad en la calidad del forraje, a nivel uniforme de consumo, no afecta
los resultados cuando se realiza en presencia de suplemento nitroge-
nado, la prictica de picar y mezclar el forraje se continiia por la fa-
cilidad en el manejo del alimento, por la reduccién en el desperdicio
del forraje debido a seleccién y para facilitar el control del consumo
de los animales.

B) Preparacién de las muestras de forraje.

Los métodos in vitro, en los que participan etapas biolégicas, han
sido desarrollados por su superior habilidad para responder a los
factores que controlan la digestibilidad, sean éstos el resultado de di-
ferencias entre variedades, diferencias en madurez o de condiciones
praducidas por los métodos de conservacién. De esta manera, pareceria
necesario, en estos métodos, tener mayor cuidado en la preparacién
fisica de las muestras. Por estas razones, se estudiaron detenida-
mente los efectos de temperatura de secamiento y frecuencia de
secado y molido.

a) Secado del farraje.

Antes de los trabajos in vitro, la costumbre era secar las mues-
tras a 100°C durante la noche, en una estufa de aire forzado. Tilley
y Terry (23), indican que este procedimiento no tiene efecto sobre
la digestibilidad, basando sus comparaciones en resultados de digestibi-
lidad in vitro de materiales secados en la estufa y secados en secadora-
congeladora. La practica de secado, se ha mantenido, en vista de los
resultados arriba indicados.

b) Molido de las muestras secas.

“i. Seleccion del tamafio de criba.

Una muestra de heno de calidad media, se molié en cribas de
2,45mm, 1,6 mm y 0,6 mm de didmetro. Los resultados (Cuadro 23)
indican que el molido grueso, reduce la digestibilidad in vitro y eleva
el error standard de estimacién en forma significativa (P < 0,01).
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CUADRO N¢ 23. — Digestibilidad in vitro y error standard de la

observacién, en muestras molidas con cribas

de tres diametros.

Tamafio de criba h?‘isoe:ﬁil,:ﬂig;‘: E::re:t::‘al:irgn de
mm % %
2,45 50,07 0,709
1,60 50,53 0,702
0,60 53,78 0,353

Los resultados obtenidos, indican la necesidad de emplear uns
criba de didmetro constante y suficientemente pequefio para reducir al
méximo los errores de muestreo.

ii. Equipo.

Se encontré que moler hasta ese grado de fineza, era una tarea
tediosa en el molido Christy y Norris comiin, por lo cual se introdujo
modificaciones al molino (Figura 20). La modificacién bésica es

FIGURA N° 20 — Molino de Laboratorio Christy y Norris 8', modificado.
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similar a la que se realizé6 en Hurley (18), en el hecho de que se
coloca dentro de la caja de recoleccién (CB) una bolsa de nylon (P)
en lugar de la bolsa de tela.

La caja metilica de recoleccién se mantiene contra la cara del
molino por medio de una palanca (L) provista de un trinquete. El
-empaque de goma (S) asegura el cerrado efectivo. El empaque es
asegurado a la base del molino (B) en el recipiente con borde (FT)
por medio de los bordes F1 y F2, que se retienen en la caja de la
criba (SH). La acciéon conjunta de la posicién diferente del moli-
no (M), el recolector grande (H) y el empleo de una pieza para em-
pujar el alimento (FS), resultan en una mayor velocidad de paso del
material a través del molino. El efecto mas importante, sin embargo,
es que las pérdidas de molienda se reducen de 8,1g a 0,8 g / 100 g
de materia seca.

c¢) Frecuencia y temperatura de secamiento.

Se estudié la posibilidad de que el secamiento repetido de las
muestras secas, produzca disminucion en la digestibilidad de la materia
seca, porque es nuestra costumbre mantener las muestras secas en bol-
sas de papel, en forma que puede absorberse hasta 14 % de humedad,
durante el almacenamiento. Este problema se investigd tomando
sub-muestras, de cuatro muestras secadas previamente a 100°C y mo-
lidas; las sub-muestras fueron secadas nuevamente a 100°C y molidas;
las sub-muestras se secaron por segunda vez a 100°C y de ellas se pesé
el material necesario para las estimaciones de digestibilidad y para
medir la concentracién de materia orginica de las muestras. El so-
brante de las sub-muestras se colocé sobre agua, en un recipiente ce-
rrado y se dejé por 24 horas, luego se sec6 (100°C) y tomé nuevas
muestras para digestibilidad. Este proceso se repitié hasta un total
de cuatro secamientos.

Los resultados promedios de digestibilidad de tres de estos expe-
rimentos, se presenta en la Figura 21. Los resultados indican que,
el secado repetido produce una disminucién progresiva y significativa
(P <0,05) de la digestibilidad medida in vitro. Al mismo tiempo,
se realizaron los analisis de Kjeldahl de las cuatro muestras de uno
de estos experimentos. Los resultados demuestran que, las estimaciones
no son afectadas por el proceso de secamiento.

Tilley y Terry (23) informaron que, el secamiento de las mues-
tras sobre 100°C no afecta su digestibilidad a menos que la tempera-
tura suba a 125°C. Se investigé nuevamente este aspecto, encontrin-
dose que en las muestras previamente secadas (100°C) y molidas, que
eran resecadas a 110, 115 y 129°C, la digestibilidad ir vitro disminuia
solamente en el caso de las dos ultimas temperaturas (Figura 22).
En promedio, el efecto de tratamientos (temperatura) fue significa-
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tivo (P < 0,05) y las muestras variaron mucho en su sensibilidad a
la temperatura. El cambio en el contenido de materia orginica que se
produjo como resultado de estos tratamientos fue pequefio, pero de
todas maneras, los resultados se calcularon en la materia orgéanica

70
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65 8 | Promedion ey
esperimento 3
‘Duigosﬁbilidad
rP-siches 74
60
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Nimero de secamientos

FIGURA N° 21 — Digestibilidad in vitro de cuatro muestras de forraje

rep

encontrada después de los tratamientos. Los resultados encontrados,
indican la necesidad de tener mayor cuidado con la frecuencia y
temperatura de secamiento de las muestras, cuando se van a emplear
con métodos in vitro.
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FIGURA N° 22. — Digestibilidad In vitro de cuatro muestras de forraje
secadas a fres temperaturas diferentes.

C) Obtencién de sub-muestras para el anilisis,

La sensibilidad encontrada al secamiento repetido, indica que
no es aceptable el sistema de sacar la muestra para el anlisis, de una
muestra grande general. Las pesadas se pueden hacer de una muestra
seca al aire y determinar el contenido de materia seca en otra muestra
por separado. Otra posibilidad es el establecer que se resecara una sola
vez las muestras secas y molidas previamente. La primera practica
implica un pesaje mds, por lo cual debe preferirse el segundo sistema.
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En nuestro laboratorio, la prictica es realizar los andlisis dupli-
cados tomando de una sub-muestra de 5g. Los pesos para in vitro
y materia orgénica se obtienen de esta sub-muestra. Los pesos para
in vitro se toman primero y luego, la sub-muestra se seca otra vez
antes de sacar los pesos para materia orginica (la cual no estd influen-
ciada por el secamiento, Figura 22).

Este método, reduce el trabajo de muestreo, pero aumenta el
peligro de error por muestreo, que queda enmascarado. Este proble-
ma, fue investigado tomando tres sub-muestras de cada una de cuatro
muestras y realizando estimaciones de digestibilidad in vitro en tri-
plicado, de cada sub-muestra. El anilisis estadistico de los resultados
indicé que, el cuadrado medio de analisis era de la misma magnitud
que el cuadrado medio dentro de muestras y que por tanto, el método
de muestreo era vilido para el propdsito empleado.

En el experimento descrito, el muestreo se realizé con espitula
(casi 20 porciones por sub-muestra), tomando de la muestra total
que habia sido extendida sobre una superficie. Este procedimiento
es sucio y lento, por lo cual se ide6 la herramienta de muestreo que
se diagrama en la Figura 23. El muestreador tiene la forma de un
sacabocado, que se introduce de arriba a abajo en la muestra; un
pistén en el interior, compacta la muestra, para que no se caiga al
sacarla. El muestreo con este método probd ser igualmente satisfac-
torio.

D) Inoculacién y gaseado superficial con CO,.

a) Equipo.

En trabajos anteriores, se habia notado que la demora en la
fase de inoculacién producia una declinacién en la actividad del licor
del rumen, del comienzo al final de la corrida. Este riesgo y el tra-
bajo de medir separadamente el licor de rumen y el buffer, nos llevé
al desarrollo de un equipo simple para medir el inéculo combi-
nado (2).

El equipo ha sido ahora desarrollado a un estado mis efectivo,
realizindose la inoculacién con el equipo que se indica en la Figura 24.
Para evitar las pérdidas de CO. del buffer (5), se pasa CO, por el
interior y sobre la mezcla colocada en el recipiente (C), el cual estd
inmergido en el bafio de maria (WB) mantenido a 38,5°C de tempe-
ratura por el termostato (T). Para mayor seguridad en retener el
CO., se gasean los tubos con CO, mientras el inéculo es medido por
la bomba de medida (P). La bomba, que funciona con un motor (M),
tiene vilvulas de vidrio que cierran por gravedad (V). El voltaje se
reduce con una serie de resistencias (R), de manera que la caida del
piston es lenta, evitando la salida del liquido en flujos acelerados.
Durante la salida del indculo, la velocidad del pistén se mantiene,
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FIGURA N° 23 — Instrumento para el muestreo del forraje molido
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produciendo un corto circuito en la resistencia por medio de la llave
de paso operada por la rueda excéntrica, que normalmente estd
cerrada (S;).

Bomba para dosificacién

FIGURA N° 24 — Equipo para la inoculacién

El control de la cantidad que sale, se consigue con dos Ilaves
S: y Si. La llave S, (normalmente abierta) se pone en funcionamiento
con el borde del tubo, mientras que S; (normalmente cerrada) es
operada por la rueda excéntrica. La salida del liquido, se consigue
elevando el borde del tubo, lo cual cierra temporalmente S,. Una vez
que comienza la salida del liquido, el movimiento de la rueda excén-
trica permite el cerramiento de S;, asi la salida se mantiene por el
tiempo de rotacién de la rueda excéntrica, al finalizar la cual, la
llave S; se abre nuevamente y el proceso se detiene. La operacién
continua de la bomba, se hace posible ofreciendo los tubos en ritmo
adecuado. El tubo de descarga es curvo, de manera que la corriente
de liquido golpea las paredes, produciendo una cortina de liquido que
impide la pérdida de particulas finas. '
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b) Gaseado superficial de los tubos.

Los informes de la literatura, estin generalmente de acuerdo
en que, la tensién de CO, es lmportante (12, 13) ; sin embargo, hay
poca especificacién sobre la técnica a emplearse e incluso, a pesar de
que Baumgardt y colaboradores (5) indican que gasean los tubos
con CO, por 15 segundos, omiten indicar la velocidad de salida del
gas. Nuestro trabajo, originalmente incluia gasear los tubos por 10 se-
gundos a velocidad de salida de 4 litros por minuto. Posteriormente
se investig6 la contribucién del gaseado superficial. Se encontré que
la eliminacién total del gaseado superficial, tenia solamente un efecto
muy pequefio sobre la digestibilidad. En vista de lo contradictorio de
nuestros resultados con la mayor parte de los informes de la literatura,
se estudié este aspecto nuevamente. Partiendo de una cantidad de licor
del rumen mezclado con buffer, y bajo alta tensién de CO., como se
ha descrito antes, se realizaron una serie de inoculaciones. La mez-
cla de licor-buffer se dividié entonces en dos porciones (Figura 25),
solamente en una de las dos porciones se burbujeé CO, y se gased
superficialmente. Luego de una hora de espera, simulando el tiempo
requerido para completar una serie completa de inoculaciones, y
tiempo en el cual, el exceso de CO, se desprende de la suspensién
licor-buffer no gaseado superficialmente, se realizaron inoculaciones
con las dos porciones de la suspensién. En los dos grupos de inocula-
ciones, se gase6 superficialmente la mitad y la otra mitad no. Los re-
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del método al gaseado superficial con CO,
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sultados de la Figura 25 indican que, se puede producir un efecto alta-
mente significativo (P < 0,01), si no se gasea superficialmente los
tubos, pero que el método de inoculacién empleado evita el peligro
de la falta de gaseado.

c¢) Practica actual.

Los requisitos de mano de obra son méximos al momento de
realizar las inoculaciones. En el procedimiento original, era conside-
rablemente mayor que el tiempo requerido para detener la fase de
fermentacién del rumen, agregando acido. El procedimiento se modi-
fic6 haciendo funcionar la bomba a su maxima velocidad. Este cam-
bio, elevé la capacidad de inoculacién a un tubo cada 4 segundos o
sea aproximadamente 20 minutos por cada corrida. Para compensar
por la reduccién en el tiempo de gaseado superficial, se emplea un
sistema de tubo miltiple (Figura 26) de manera que cada tubo
recibe 12 segundos de gaseado.

~

co,
| L .J as
XY
Tubos salen para Tubos entran para
ser tapados ser gaseados

FIGURA N° 26. — Equipo para el gaseado suerficial de los tubos.
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E) Digestién.

Luego de la inoculacién, la fermentacién se realiza en un bafio
de maria a 38,5°C, a pesar de que la mayoria de los laboratorios usan
incubadoras. El bafio de maria tiene la desventaja de que obliga a
manejar tubos himedos, pero en un sistema de nimero de muestras
por corrida elevado y en sistemas (como es el nuestro) en que se ne-
cesita tener acceso a cada uno de los tubos, el bafio de maria es
virtualmente necesario. El bafio de maria tiene ademds, las ventajas
de ser més econémico, méas estable en el mantenimiento de la tempe-
ratura y tener inercia térmica mucho mayor.

El método es relativamente sensible a la temperatura; el aumento
promedio en la digestibilidad entre 35,5 y 42,0:C fue de 0,67 unidades
de digestibilidad por grado centigrado (Figura 27). Es sin embargo in-
teresante notar que, no se precisa un termostato de rango de control
muy estrecho, porque en una prueba, al fluctuar a propésito la tem-
peratura una vez por hora entre el rango arriba indicado, no se alteré
significativamente el nivel de digestibilidad. El manejo individual de
los tubos, antes que en grupos es deseable, para limitar el tiempo de
enfriamiento de los tubos, en vista de que el enfriamiento (3 horas a
temperatura ambiente del laboratorio) en las primeras etapas de la
fermentacién disminuye la digestibilidad en 2,23 unidades.

Como el control adecuado de la temperatura es facil de conse-
guir en la practica, las variaciones en digestibilidad a la temperatura
deben ser muy peuefias.
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FIGURA N° 27. — Digestibilidad in vitro de cuatro muestras de forraje digeridas
a cvatro temperaturas diferentes. - -
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F) Controles de pH.

Los tubos de digestién se ajustan para pH en dos puntos del pro-
cedimiento:

1. A las 24 horas, con carbonato de sodio, para elevar el pH
después de la depresion causada por los acidos grasos volatiles.

2. La fase del licor del rumen se termina con la inyeccién de
1,5 ml y luego 2,5 ml. de HCl (20 % v/v), por las paredes del tubo
que permanece en el bafio de maria. Si se emplea una jeringa automa-
tica (por ejemplo Zipette de Jenco), la operacion es simple y no causa
demasiada espuma, siempre y cuando los tubos se dejen en su lugar.
Antes de afiadir la solucién acuosa de pepsina, se ajusta el pH de
los tubos a 1,2.

El mismo equipo especial (Figura 28) es empleado para las dos
operaciones. Los tubos son mantenidos sobre el electrodo doble
(Pye Ingold E 401) (E) y el mezclador de vidrio (ST) por el gan-
cho (CL). Durante la operacién, una corriente de CO, entra sobre la
superficie del liquido a través del tubo A. La velocidad de agregado
de la solucién, por medio del tubo B, se ajusta con la llave de paso
que estd conectada en serie con la llave principal. Luego del ajuste
de pH, se lavan los electrodos y se gasean los tubos superficialmente
con CO; (5 segundos a 4 litros por minuto). En el segundo ajuste, una
vez que el pH ha llegado a 1,2, se agrega la pepsina por medio de
una jeringa automaitica (Zipette) en el tubo C. Se encontraron tres
problemas con este procedimiento.

1. La capa de material indigerido retenia la solucién de carbo-
nato de sodio y por esa razén se producia una demora en la respuesta
del pH.

2. La llave que operaba el motor de la mezcladora era lenta
para reaccionar y fallaba por humedecimiento con reactivos y agua.

3. El operador podia omitir la pepsina porque a simple vista no
se reconoce el agregado.

La primera de estas dificultades fue solucionada en gran parte,
extendiendo el tubo (B) hasta el nivel de las paletas de la mezcladora.
Las otras dos dificultades se resolvieron con la aplicacién del circuito
eléctrico descrito en la Figura 29. La rueda excéntrica (CA) de la
base del electrodo, opera la micro-llave (S,) (que normalmente esta
abierta) cuando se coloca un tubo sobre los electrodos. Esta accién
cierra el relay R., interrumpiendo el circuito que mantiene cerrada
la llave R,. El relay es reducido por medio de un capacitador (CP,)
que demora la operacién, produciéndose asi una demora en el cerra-
miento de los contactos (R, : C,) que controla el motor de la mez-
cladora (M). El efecto obtenido, es demorar el comienzo de la
mezcladora cuando se cierra el gancho, permitiendo asi al operador
dirigir el tubo hacia arriba y alrededor del tallo frigil de la mez-
cladora.
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FIGURA N° 28. — Electrodo (2).
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Cuando se abre nuevamente el gancho, se reactiva R, y el motor
se detiene inmediatamente. El resto del circuito, compuesto por una
conexién eléctrica entre la llave S, del gancho y la llave S, colocada
en la jeringa automaitica, impide la omision de la pepsina, por me-
dio de un sonido de campana (Campana A), que se produce si se
retira el gancho, sin haber agregado la pepsina. En la practica, este
equipo reduce los errores apreciablemente y provee el beneficio adi-
cional de aislar bien las entradas de corriente eléctrica, en una situacién
en la cual es dificil de mantener buena aislacion.
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FIGURA N° 29. — Circuito de control.

G) Recobro de los residuos.

a) Alternativas posibles.

Ademads del método descrito en este articulo, se pueden recobrar
los residuos por centrifugacién (23) o filtracién (9, 19) al final de
las dos fases. Los dos métodos pueden ademdis combinarse, realizando
centrifugacion después de la fermentacién con licor del rumen y filtra-
do luego de la pepsina (23).

El nimero de muestras hacia inoperante el sistema de centrifu-
gacién, de manera que, se probé la filtracién para terminar las fases
del licor del rumen por acidificacion, realizando la filtracién luego de
la digestién con pepsina. El altimo procedimiento mencionado, demos-
tré ser menos tedioso y tener la ventaja de eliminar la operacién de
transferencia, con los peligros de error y pérdida del residuo.
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b) Practica seleccionada.

Luego de agregar aproximadamente un gramo de material inerte,
(ayuda para la filtracién), se limpian las paredes del tubo con un

FIGURA N° 30. — Embudo para filtracién (2).

mango- rotativo de goma. Los tubos son entonces colocados en el em-
budo especial para la filtracién (Figura 30) (2) mientras los embudos
estdn en la posicién invertida. En esta posicion, los tubos son retenidos
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por la presién de las gomas RB, y RB,, que actiian sobre el retenedor
localizado en la extremidad A. El aparato se invierte luego a la posi-
cién elevada, impidiéndose el derrame por medio de presién de aire.
Los tubos se lavan hacia abajo oprimiendo las dos extremidades, lo
cual permite que las gomas se aflojen y que el agua bajo presién ade-
cuada salga por el tubo plastico (P) y la aguja (N). Los tubos se
sacan de los embudos, luego de cinco lavados, y se recobran los resi-
duos con el papel de fibra de vidrio, colociandolos finalmente en
capsulas de aluminio anodizado. La canal (C), ayuda la separacién
del filtro del embudo. Luego de secar a 100°C y pesar, las capsulas
y residuos se calcinan a 480°C. Varios pisos de cipsulas se mantienen
separados entre si, en la mufla, por medio de laminas de aluminio
anodizado. La diferencia entre el peso seco y calcinado, se toma como
la materia orgénica indigerible y los resultados se calculan de acuerdo
a la ecuacién siguiente:

Coeficiente de M.O. en 0,5¢g (M.O. en residuo M.O. en residuo)

digestibilidad de muestra T (de muéstra ~ control )

de M.O,, in vitro—": X 100
M.O. en 0,5 g de muestra

El material inerte para ayuda de la filtracién, se agrega en
volumen, habiéndose probado que la cantidad de material inerte agre-
gado no influye en los resultados. Esto se demostrd, calculando el
recobro que se obtenia cuando se agregan cantidades de material
inerte que variaba de 0,75 a 1,25 g (un rango mayor que el que se
obtiene midiendo la cantidad por volumen aproximado). Estas pruebas
resultaron en eficiencias de recobro que no fueron significativamente
diferentes (la digestibilidad promedio de 4 muestras fue con 0,75 g
de material 62,42 % y con 1,25 g., 62,50 %).

¢) Ventajas del método.

Este método que emplea: filtracion semiautomatica, papel filtro
de fibra de vidrio, material inerte de ayuda para la filtracién y
equipo de aluminio, junto con la expresién de los resultados como
digestibilidad de la materia organica, tiene las siguientes ventajas:

1. Se evita pesar el material inerte, tarea que es dificil, por
la naturaleza fisica del material.

2. Las pérdidas de material inerte que se producen durante el
proceso no son importantes.

3. El material inerte actia como material abrasivo y ayuda en
el lavado automitico de los tubos.

4. Las posibilidades de transferencia cruzada de material (por
descuido en la filtracién )se ellmman con el sistema de inversién y
cierre de aire de los embudos.
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5. La uniformidad en el peso de las capsulas de aluminio, faci-
lita grandemente la labor de pesada, disminuyendo el manipuleo de las
balanzas. :

6. Los efectos de contaminacién con suelo se eliminan al expre-
sar los resultados como coeficiente de digestibilidad de la materia
orgénica (2).

d) Operacién continua.

El método descrito, con la mano de obra especificada, permite
una operacién continua de aproximadamente 300 muestras por corrida.
Este trabajo requiere de tres asistentes de laboratorio a tiempo com-
pleto, con ayuda en el momento de la inoculacién (2).

III. DISCUSION SOBRE EL METODO

1. Efecto de las Modificaciones

La acidificacién de los tubos de digestién y el agregado de solu-
cién acuosa de pepsina, constituye un cambio importante del método
propuesto por Tilley, porque el liquido sobrenadante no se decanta o
centrifuga al finalizar la fase del licor del rumen, sino que se baja
el pH. El procedimiento escogido, provoca un precipitado y altera el
peso del residuo sobre el cual debe actuar la pepsina. Se realizaron
pruebas para asegurar que este cambio en el procedimiento, no habia
alterado el principio basico del método de Tilley. Este investigador
y sus colaboradores (22), indican que con la fase de la pepsina, se
aumenta la digestion de la proteina estando el aumento relacionado
con el nivel de proteina en el forraje y que, como consecuencia, se
obtenian mejores correlaciones con los resultados in vivo, se reducian
los errores entre corridas y se mejoraba la precisién de los analisis.

A) Contribucién de la fase de pepsina.

En un experimento con 6 muestras de forraje cuyo contenido de
proteina cruda fluctuaba entre 11,8 y 22,2 %, se estudié la proporcién
de la digestibilidad que era atribuible a la accién de la pepsina. La
digestién se detuvo en tres puntos: 1) luego de 48 h. de digestién
con licor del rumen: 2) después de 48 horas de digestién con el licor
del rumen seguidas de 48 horas con acido hasta pH 1,2; y, 3) después
de 48 horas de digestién con el licor del rumen seguidas de 48 horas
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con el tratamiento normal de pepsina. Los resultados de la Figura 31,
indican que la disminucién de la digestibilidad por la acidificacién del
liquido sobrenadante hasta pH 1,2 sin agregar pepsina es consistente
e independiente de la naturaleza de la muestra digerida. Estos resul-
tados indican asi mismo que, la contribucién de la fase de digestién
con pepsina, es en verdad una funcién del contenido de proteina de
la muestra y que sigue una distribucién similar a la que fuera obser-
vada originalmente por Tilley et al. (22).

Correlaciones:
8 A/A—CP r=+4092+%
B/B' —CP r=—011 {NS)
2 g . + 48 Hrs. pH 1.2 + Pepsing
Cambio de
digestibilidad en
la MO, % . licor del Rumen solo, 48Hrs.
10 : 14 18 22
2 Proteina cruda, %
. pH 1.2
(8) 0
6 [

FIGURA N° 31. — Proporcién de la digestibilidad in vitro atribuible a la
accién de la pepsina.

Los efectos primarios que fueran encontrados por Tilley et al (22),
como resultado de incluir la fase de pepsina, se repitieron en el método
propuesto (Cuadro 24). :
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CUADRO N° 24, — Correlaciones entre digestibilidad in vivo e in vitro
y errores entre y dentro de corridas cuando se
incluye o se omite la fase de pepsina.

Método
Comparacién Licor del rumen | Licor del rumen
solamente + pepsina .

In vitro /'in vivo

r 0,93 0,99
Error standard residual 2,88 1,01
Error, entre corridas 0,99 0,63
Error, dentro de corridas 0,73 0,38

B) Comparacién directa de los métodos.

El método que se ha descrito, fue probado también comparandolo
con el método de centrifugacién propuests por Tilley y Terry (23),
realizando anilisis simultineos de 4 muestras que tenian valores in
vivo de digestibilidad conocidos. En la centrifugacién, se omitié la
adicién de cloruro de mercurio y carbonato de sodio al liquido sobre-
nadante, pero se empleé el mismo licor del rumen suplementado con
nitrégeno. La correlacién entre los resultados de los dos métodos
fue alta (r=0,994, desviacién standard = =+ 0,85 %). La relacién
con los resultados in vivo, fue menor en el método de la centrifuga-
cién (desviacién standard 1,5 comparada con 0,66). La diferencia
entre los métodos no fue significativa. El error analitico, sin embargo,
fue significativamente mayor en el método de centrifugacién; encon-
trandose que el error standard de una estimacién era =+ 1,22, compa-
rado con == 0,50 % (P < 0,05).

Los resultados indican muy buen acuerdo entre los métodos. La
menor precisién observada con el método de centrifugacién, puede
estar asociada con la omision de los materiales que ayudan la centrifu-
gacién y también con un factor que causa siempre mucha dificultad
al comparar métodos, cual es, el grado de inexperiencia con el proce-
dimiento y fallas en el equipo.

De estos resultados se concluye que, las modificaciones descritas
permiten el beneficio de aumentar la capacidad de produccién, sin
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invalidar en forma alguna el concepto de que, la adicién de pepsina,
confiere al método un standard mas alto de precisién, no sélo desde
el punto de vista de la técnica de laboratorio, sino también en lo
que respecta al grado de prediccién de resultados in vivo.

2. Posibles Simplificaciones.

A) Ehmmacxon del ajuste de pH a las 24 horas.

La 1mportancla del control del pH, para obtener valores de di-
gestibilidad in vitro consistente, ha sido demostrada por Tilley y
colaboradores (24). Estos investigadores demostraron que la digesti-
bilidad sera maxima y pH 6,8. Tilley y Terry (23), indican que el
pH se mantendra entre los limites de 6,7 y 6,9 si la oveja donante de-
licor del rumen es alimentada con heno y que por tanto no es nece-
sario ajustar el pH al menos que el animal sea alimentado con gra-
mineas verdes. Dent (9), empleando una modificacién del método
de Tilley, mantiene también que no es necesario ajustar el pH a las
24 horas, porque el digerido se mantiene entre pH 6,8 y 7,1. Dent, sin
embargo, comprueba el pH en un cierto nimero de muestras en
cada corrida. _

En una serie de siete experimentos se comparé el resultado de
corregir el pH y no hacerlo a las 24 horas. En cuatro de estos experi-
mentos se realizaron las pruebas como cuatro grupos separados, todos
ellos con licor del rumen proveniente de ovinos alimentados con heno
de calidad media y un suplemento de 100 g de concentrado para
ovejas (experimentosl, 2, 3 y 4). Los otros tres experimentos se reali-
zaron en una sola corrida, empleando tres diferentes fuentes de licor
del rumen. Cada inéculo provenia de una oveja diferente, las .cuales
fueron alimentadas con pasto seco de calidad baja, heno de calidad
media y heno de mala calidad.

Los resultados que se presentan en la Figura 32 corresponden a
cuatro muestras comunes para todos los experimentos. La variabilidad
entre experimentos, en el grado de depresién de la digestibilidad, se
puede constatar porque las diferencias entre los promedios de los
experimentos se aproximan a la significacién (significativas al nivel
de 10 %). Por otro lado, los promedios de las muestras, sobre todos
los experimentos, presentan diferencias altamente significativas
(P <0,01).

Los resultados indican que la eliminacién del ajuste de pH a
las 24 horas, produce una disminucién en la digestibilidad en funcién
de las muestras y en forma variable entre experimentos. Por razones
asociadas con el nivel basico de los errores, el ajuste de pH a las
24 horas, tiene solamente un efecto pequefio y no significativo sobre
el error standard de una corrida, reduciéndolo de =+ 0,78 a + 0,71 %.
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Se estudié también el efecto de esta simplificacién en el procedi-
miento sobre el error analitico. En este caso se encontré que la inclu-
si6n del ajuste de pH, produjo una mejora significativa (P < 0,01)
en la precisién del procedimiento, reduciendo el error standard de
una estimacién de =+ 0,73 a =+ 0,53 %.

FIGURA N° 32. — Cambio en la digestibilidad in vitro como resultado
de eliminar el ajuste de pH a las 24 horas.

Se debe resaltar ademas el hecho de que, la gran variacién en la
depresion (desde casi cero hasta dos unidades de porcentaje) puede
influir la precisién de la relacién in vitro / in vivo. Se disponia de
muy pocas muestras de forrajes con digestibilidad in vivo conocida,
para poder probar la certeza de esta observacién, pero parece logico
emplear en los anélisis de rutina el método con el cual se derivaron
las relaciones y no alterar la técnica entre experimentos, ni siquiera
cuando la evidencia encontrada en unos pocos tubos de la corrida indi-
que que no hay efecto. Los resultados presentados, asi como la demos-
tracién de que el ajuste mejora la precision de los animales, se aceptan
como justificacion para continuar incluyendo este paso en el método.

.

B) Eliminacién del ajuste de pH a las 48 horas.

El método empleado para disminuir el pH y afiadir la solucién de
pepsina, se reconoce como conveniente desde el punto de vista de la
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mecénica del laboratorio y porque se evitan errores que surgen de la
adicion inadecuada de reactivos. Se estudié la importancia del pH
a las 48 horas. En dos experimentos con 4 muestras, se encontré que
el cambio de pH de 2,5 a 1,2 producia un cambio en la digestibilidad
promedio de 3,49 unidades (o 2,68 unidades por unidad de pH).
A pH 1,2 la adicién de mis acido tiene poco efecto, porque la curva
de titulacion es muy plana. )

Para probar si se podia eliminar el ajuste critico del pH, se
realizaron dos experimentos sucesivos con 7 muestras, en los cuales
se afiadié 6 ml de HC] (20 % v/v) en tres incrementos. La adicién del
dcido fue seguida de la pepsina acuosa, sin medir el pH. Sin embargo
de que los resultados de digestibilidad fueron ligeramente mas bajos
que los obtenidos en la prictica normal (ajuste critico del pH), la des-
viacién standard entre experimentos no fue significativamente diferente.

A pesar de que las pruebas cortas descritas, sugieren que no
comprobar el pH a las 48 horas puede no reducir la estabilidad del
método, el hecho de que el icido deba ser agregado en tres etapas
para evitar la espuma excesiva, especialmente en los tubos control,
sumado al hecho de que el pH es critico en el rango de 2,5 a 1,2 pa-
rece indicacién que es necesario tomar precauciones especiales en
esta parte del método, para evitar errores serios que se pueden pro-
ducir por la falta de acido en un tubo. Ademais, si se emplea un
método de agregado rapido como la jeringa automitica, se debe te-
ner cuidado de que no se pierda nada del icido y disponer de un
sistema de compensacién para las posibles pérdidas.

Tomando estos hechos en consideracién, y en especial en tra-
bajos de asesoria, es deseable evitar la repeticion de procedimientos
largos, se considera mas seguro agregar una cantidad aproximada de
dcido y luego ajustar el pH en cada tubo. A esto se agrega el hecho
de que como es necesario hacer el control critico del pH a las
24 horas, el equipo, para este trabajo estd de todas maneras dis-
ponible.

C) Eliminacién de tubos de control.

El empleo de los tubos de control en la forma descrita, lleva im-
plicito que la digestién de la materia organica del inéculo solo, lle-
gara al mismo punto de digestién, cuando esti solo que cuando lleva
una muestra de forraje. La falta de seguridad sobre este punto motivé
el estudio de la utilidad de incluir controles en el analisis. El estudio
se hizo calculando los resultados de digestibilidad con y sin los
controles, en cuatro muestras standard de forrajes y en 10 corridas
seleccionadas por tener valores muy diferentes de control. La inclusién
del control, redujo significativamente el error standard de una corrida
de =127 a +=0,89 (P <0,05). El mejoramiento de la precisién se
tomé como justificacién para el esfuerzo extra de incluir los controles.
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IV. DETERMINACION DE LA PRECISION DEL METODO

1. Errores en el Laboratorio

Los experimentos que se describieron en la seccién anterior,
sirvieron para reconocer los factores que afectan al método y para
determinar su magnitud relativa. Se incluyé también una discusién
de la facilidad o dificultad que se encuentra en su control. Los facto-
res que contribuyen a causar errores en el método, son acumulativos
y por lo que se ha dicho, es aparente que muchos de ellos tienen
efecto depresivo sobre la digestibilidad. La propiedad de los siste-
mas de control de errores, incluidos en el método como resultado de
los estudios realizados, pueden probarse solamente midiendo los pa-
rametros de precision (errores dentro de corridas, errores entre co-
rridas y errores de prediccién) cuando el método es empleado en su
méximo de capacidad de trabajo.

A) Procedimiento analitico.

Por razones de economia en el trabajo, nuestra costumbre ha sido
limitar a dos el nimero de estimaciones por muestra. Hay dos proce-
dimientos posibles: una sola estimacién en cada una de dos corridas
sucesivas o determinacién duplicada en una misma corrida.

En las comparaciones realizadas por Baumgardt y Oh (6), sobre
el error standard del promedio de digestibilidad de la celulosa de un
solo forraje, calculado para varias combinaciones de corridas y repe-
ticiones dentro de cada corrida, se concluyé que, aumentando el ni-
mero de corridas se disminuia mas el error standard que aumentando
el. nimero de repeticiones dentro de una corrida. A pesar de que los
resultados de la literatura, indican que es preferible la primera posi-
bilidad, se considera que la segunda es mas aplicable, por las mgulen-
tes razones. Primeramente, tratandose de muestras para asesoria, es
esencial que la demora entre la llegada de las muestras y la salida
de los resultados, sea la minima. Segundo, la experiencia con métodos
de esta complejidad, operados sin repeticion ha sido desilusionante.
Se ha visto que es un factor importante en el trabajo de laboratorio,
que los resultados reflejen el cuidado con el cual se ha trabajado.
La mayor tolerancia que debe permitirse cuando se realizan los
duplicados en dos corridas eeparadas, implica que el reﬂe]o de ese
esfuerzo no es tan visible para el técnico, y como consecuencia tiende
a disminuir su cuidado en el trabajo.

El empleo exitoso del procedimiento analitico, implica que la
‘relacién entre el error dentro de una corrida y entre corridas debe
ser tal que la precisién no sufra por no incluir el efecto correctivo
que resulta de promediar los resultados de analisis realizados en
corridas separadas. Este punto fue estudiado en forma critica, por me-
dio del experimento que se presenta a continuacién.
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B) Medidas del tamafio del error.

Se prepararon 20 sub-muestras de 20 muestras que tenian digesti-
bilidad in vitro conocida entre 40 y 84 %. Las sub-muestras se analiza-
ron en una sucesién de cuatro experimentos, uno cada semana, Cada
experimento consistié6 de seis standards en triplicado y cinco bloques,
con una sub-muestra de cada una de las veinte muestras distribuidas
al azar dentro de cada bloque. Los bloques se distribuyeron espacia-
damente a lo largo de la corrida. Para asegurar que habia un énfasis
normal en el método, se colocaron tubos de anilisis comim entre los
bloques, hasta producir un total semanal de 276 anilisis. Asi, hubie-
ron cinco repeticiones de cada muestra en cada una de las semanas.
En las cuatro semanas de prueba, se realizaron por tanto, veinte ana-
lisis de cada muestra; el nimero total de anilisis de que estuvo
constituida la prueba fue 1.104.

a) Consideraciones estadisticas y comparacién de los errores
con los publicados en la literatura.

Los resultados del experimento descrito arriba se sometieron al
analisis de variancia, para medir los efectos de muestras, experimen-
tos, interaccién muestras x experimentos, bloques dentro de los expe-
rimentos y residual. De esta manera, fue posible calcular los errores
asociados con los procedimientos analiticos.

Las comparaciones con resultados de la literatura, son dificiles,
porque hay variaciones considerables en las formas de expresién y la
precisién en el cilculo de los errores. Por esta razén, se traté de reali-
zar la comparacién méas cercana posible con la prueba de precisién
publicada por Baumgardt y Oh (6), para su procedimiento de digesti-
bilidad de la celulosa con licor del rumen, en veinticuatro horas. La
esperanza era descubrir el grado de mejoramiento que se obtendria
de la aplicacién de este procedimiento mucho mis complicado. Un re-
sumen de la comparacién se presenta en la Figura 33.

Los niveles de error son apreciablemente menores y se encuentra
también que en oposicién a lo encontrado por Baumgardt, es menos
marcado el beneficio relativo de aumentar la repeticion en diferentes
corridas, en oposicién a aumentar las repeticiones dentro de la misma
corrida. La proximidad de los errores en los dos procedimientos anali-
ticos considerados, quiere decir que el procedimiento preferido (du-
plicacién dentro de corrida) puede ser aplicado con confianza, porque
el tamafio del error no aumentara considerablemente (de =+ 0,65
a =+ 0,68). : S

Los resultados pueden también compararse con los de otros inves-
tigadores que han empleado métodos mas complejos. Tilley y Terry
(23) encontraron un error dentro de corrida (error standard del pro-
medio de un duplicado) de = 0,66 unidades. Una cifra comparable
obtenida con los standards en cada experimento fue de 0,39 unidades.
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Desviaciones entre experimentos de = 0,61 unidades, las cuales fue-
ron medidas en los standard de 14 experimentos, fueron publicadas
anteriormente (2). Esta cifra se compara favorablemente con el valor
de 1,90 y =+ 2,31 obtenidos por Tilley y Terry (23) con sus stan-
dards individuales y pueden compararse también con los valores de
Dent (9), quien indica que su desviacién entre experimentos estd
generalmente entre =+ 1,5 %.

Los intentos por reducir los niveles de error, por medio del esca-
lonamiento basado en los valores medios encontrados para los standards
en las corridas, fue inefectivo. Esto coincide con lo encontrado por

Baumgardt y Oh (6).

2. Errores de Prediccion de los Resultados in vivo.

Esta parte del método se probé originalmente (2) empleando
gramineas, leguminosas y henos con los cuales se habian realizado
pruebas de digestibilidad en seis diferentes centros. Tomando en
cuenta este hecho, los resultados se consideraron satisfactorios (rela-
cién para 43 muestras, r = 0,96***, desviacién standard = =+ 2,33).

Los resultados de la relacion entre digestibilidades in vitro e
in vivo, de la materia organica de pastos secos han sido publicados
por Armstrong y colaboradores (3). Los resultados obtenidos con
12 pastos (cuatro cortes de ryegrass S.23, dos cortes de ryegrass S.24,
tres cortes de pasto ovillo S.37 y tres cortes de pasto tymothy S.48),
alimentados a un nivel de dos veces mantenimiento, se presentan en la
Figura 34. La elevada precisién (r = 0,989, error standard = =+ 1,53),
es sin duda el resultado de la intensidad de repeticién en las pruebas
in vivo. Los resultados in vitro, pueden también emplearse para pre-
decir la energia metabolizable de estos forrajes, con elevado grado de
precisién (coeficiente de variacién de la media =3 %). Todas las re-
laciones son superiores a las que fueran encontradas por Armstrong,
+ basadas en métodos quimicos.

A) Forrajes conservados.

Los cambios en el valor nutritivo que se producen por ciertas
condiciones de conservacién, como el calentamiento, fermentacién y
pérdida de elementos nutritivos por lavado en el campo, muy posi-
blemente hacen que la prediccién de su digestibilidad, por simples
medios quimicos, sea mucho menos adecuada para forrajes conserva-
dos que para pastos secos.

A pesar que se habia observado anteriormente (2), que la rela-
cién in vitro - in vivo era la misma para henos y pastos, la importan-
cia del problema nos decidié a examinar las relaciones con forrajes
conservados en forma mds critica. Trabajos realizados con anterioridad
en ensilajes habian sido poco estimulantes.
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- FIGURA N% 34. — Relacién entre las digestibilidades in vitro e in vivo en pastos secos

B) Henos.

Se sometieron a pruebas convencionales de digestibilidad, en du-
plicado: dos henos formados de mezclas de especies y los cuales se ha-
bian sobrecalentado marcadamente en los fardos; un -heno secado en
el establo, formado de mezcla de especies; y, tras cortes sucesivos de
ryegrass italiano, artificialmente secado. En la Figura 35 se presenta
"]a relacién de. los resultados in vitro (promedio de 3 experimentos)
con los resultados in vivo. La correlaciéon r=—=10,998 y la desviacién de
standard de =+ 0,41, encontrada en una situacién muy forzada por
la diversidad de forrajes, justifica este procedimiento en trabajo de
asesoria sobre henos y sugiere la posibilidad de emplearlo en estu-
dios sobre pérdidas resultantes de los métodos de conservacién.

Se calculé también la relacién entre la digestibilidad in vitro
de la materia organica y la digestibilidad in vive de la energia. La
expresion de los resultados en esta forma, no redujo marcadamente la
precisién, obteniéndose la relacién r = 0,996, error standard = =+ 0,62.
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FIGURA N° 35. — Relacién ‘entre las digestibilidades in vitro e in vive
) en henos y pastos secos.

C) Ensilajes.
Se seleccionaron 10 ensilaje\s por tener una amplia variedad en su

composicién, tipo de fermentacion y. método de preparacién (Cua-

dro 25).

CUADRO N¢ 25. — Tipos de ‘ensilaje probados.

Muestra pH M.S. Proteina cruda Tipo de silo

1 4,30 39,7 11,3 Torre, hermético (B)

2 4,05 29,0 14,7 Torre (R) '

3 4,25 21,4 12,7 Cobertizo (R)

4 5,05 15,7 -~ 20,5 Trinchera abierta, cubierta
polietileno (D)

5 5,30 19,2 20,6 Doble cufia, cubierto (D)

6 4,40 22,8 .. 15,8 Doble cufia, cubierto (B)

1 3,85 25,9 17,3 Doble cuiia, cubierto (B)

8 4,45 15,9 8,3 Trinchera (R)

9 4,40 20,3 17,7 Trinchera - Techo temporal (R)

10 3,70 17,2 10,9 Trinchera (B)

Tipo de fermentaciéon — (B) —Buena, (R) = qualequdo, (D) = Descompuesto
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Las pruebas de digestibilidad in vivo realizadas en duplicado,
dieron como resultado digestibilidades de la materia orginica entre 60
Y 74 %. Los resultados encontrados previamente en este laboratorio
sobre valores anormalmente bajos en la digestibilidad in vitro de
ensilajes, la inferencia de Raymond y Terry (17) sobre los eambios
que se producen en el secamiento del ensilaje y la evidencia eneon-
trada en los trabajos de Simkins y Baumgardt (21), introdujeron
dudas de que el procedimiento, en la forma empleada para henos y
pastos, fuera satisfactorio para ensilajes. En vista de lo anteriormente
expuesto, se prepararon los ensilajes para dlgesnlnhdad in vitro, por
cuatro métodos diferentes:

1. Ensilaje fresco picado. Se pesé6 una canndad suficiente para
digerir 0,5 g de materia seca.

75
L
r= +4 0,62 . . e
Sy.x = =x 364
70|
Digestibilidad
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MO, %
65)
. Y= 068X 4 24,0
60f o
551
60 65 70 75

Dlgc;ﬂibiliand in vitro de M.O., %

FIGURA N* 36. — Relacién entre las d.gestibilidades in vitro / in vive --
de la materia orgénica de ensilajes secados con calor.
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2. Ensilaje picado y secado al vacio (casi 20 pulgadas de vacio),
a temperatura de 30°C. hasta obtener 8 a 10 % de humedad residual.
El material obtenido en esta manera se molié. Se obtuvieron muestras
de 0,5 g para digestién in vitro. La humedad residual fue determinada
separadamente.

3. Secado y molido de acuerdo a la prictica normal. Se obtuvo
0,5 g de la muestra secada al aire para digestién in vitro. La humedad
residual se determiné separadamente.

4. La materia seca se trat6 de la misma manera que para los
otros forrajes, esto es, se obtuvieron sub-muestras y se secé por se-
gunda vez a 100°C.

Se calcularon los coeficientes de correlacién para los cuatro grupos
de resultados, junto con sus desviaciones standard residuales. El efecto
del secamiento sobre la digestibilidad in vitro de los ensilajes,
fue confirmado por la relacién no significativa con los valores in vivo
(Figura 36). Como se puede observar en la Figura 37, los ensilajes

.
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FIGURA N* 37. — Relacién entre las digestibilidades in vitro / In vive
de la materia orgénica de ensilajes frescos.
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frescos, a pesar de los errores inevitables de pesada, dleron la mejor
relacién (r = 0,94, desviacién standard = =+ 1,64).

Aparte del ensilaje fresco, la tinica otra relacién que parece pro-
misoria es la del ensilaje seco al vacio (r = 0,89, desviacién standard
= =+ 2,10). Los resultados que se han presentado sobre el alcance
de la digestibilidad in vitro por el método descrito, puede muy bien
extenderse a los ensilajes, pero antes de que el método pueda ser
operado como rutina, es necesario desarrollar mejor los procedimien-
tos de preparaciéon de las muestras.

V. CONCLUSIONES

A pesar de que, los trabajos presentados en este articulo, se
refieren a la determinacién en gran escala de la digestibilidad in vitro,
es la esperanza del autor que el principio bésico, que ha demostrado
ser importante en el establecimiento de esta técmica de laboratorio,
tendra aplicacién no solamente en otras versiones del método in vitro,
si no también en otros campos de la quimica analitica.

Si se considera el nimero elevado de muestras con que se trabaja
en experimentos de pasturas, no es necesario enfatizar la necesidad de
operar en gran escala. Ademas de esto, como se dijera antes, los estu-
dios sobre metodologia requieren de nimeros grandes de muestras.
El trabajo en que se basa este articulo, requirié de 5.000 anilisis,
realizados en aproximadamente ocho meses.

No se pretende sugerir que el procedimiento relativamente com-
plejo .descrito, con su énfasis en la mdixima precisién analitica y
operacién continua en gran escala (caracteristicas necesarias en nuestro
laboratorio), sea el tipo de procedimiento para cada caso. A pesar de
eso, es deseable tener una capacidad de anilisis superior-a los requi-
sitos, permitiendo la distribucién estacional del trabajo y haciendo asi
uso mas efectivo del personal de laboratorio. Ademas, reducir la ca-
pacidad de produccién es més ficil que aumentarla. La simplicidad de
conceptos, sugiere muchas posibilidades, para establecer métodos mas
reducidos empleando equipos de laboratorio mas sencillos.

El control satisfactorio de los errores, que se obtiene inclusive al
maximo de trabajo, no tendria ningian valor si se redujera el valor
productivo del método. Las correlaciones sumamente elevadas con los
resultados. in vivo, obtenidos en un rango muy amplio de forrajes, se
congideran como la prueba iltima de utilidad del método y permite
la ampliacién de los trabajos, en un grado mayor que lo posible antes,
en el campo de la evaluacién de forrajes y en estudios de técnicas de
conservacion.
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APENDICE

Circuito de <ontrol empleado para asegurar la adicién de pepsina
(Figura 29)

La rueda excéntrica, localizada en la base de los electrodos,
cierra la micro-llave (S,) cuando se coloca el tubo sobre los electrodos.
Esta accién tiene dos efectos separados:

1. Se cierra el relay R, abriendo asi los contactes R. C,,
desarmando el circuito de la campana.

2. El capacitador CP,, pasa momentineamente corriente por los
contactos Ry C,, produciendo el cerramiento y clausura del relay
Rs como resultado de la demora ocasionada por el capacitador CPs,
armando asi la campana por cerramiento de los eontactos R; C,.

En el caso de que no se agregue la pepsina, la apertura de la
micro llave S,, al quitar el tubo de la base del electrodo, permite la
apertura del relay R, armando la campana a través de los contactos
R; G, y Rs C.. La adicién de la pepsina por medio de la jeringa
automdtica (Zipette) abre momentineamente la micro llave S,, qui-
tando la clausura del relay R,, el cual se abre nuevamente desarmando
el circuito de la campana, por apertura de los contactos R; C..
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DISCUSION DEL TRABAJO PRESENTADO POR EL
SR. R. H. ALEXANDER

Encargado de abrir la discusién fue el Dr. JOHN V. BATEMAN,

Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas, Turrialba, Costa Rica.

J. V. BATEMAN:

El Sr. Alexander ha descrito los sistemas empleados en la conver-
8ién de un método de laboratorio, para ser usado en forma rutinaria
con un numero grande de muestras. El estudio extenso realizado por
el Sr. Alexander (sobre 5000 anilisis), es un buen ejemplo del trabajo
que se debe hacer con algunos de nuestros métodos de laboratorio,
para manejar el volumen de muestras necesario para resolver los
problemas en estudio. Su sistema, incluye también equipo que puede
ser construido con cantidades limitadas de dinero y materiales dispo-
nibles. Esto es doblemente importante en Latinoamérica, en que te-
nemos tantos problemas con las importaciones.

Los métodos empleados por el Sr. Alexander para modificar el
método original de Tilley, han despertado mi interés, porque creo
que un método de laboratorio es potencialmente limitado, hasta cuando
se ha establecido para su uso con personal de laboratorio mediana-
mente capacitado.

Independiente del hecho de que se adopte o no, el método in vitro
propuesto, el cuidado con que cada uno de los pasos y modificaciones
fueron probados, debe servir como ejemplo cuando se proponen modi-
ficaciones a un método de investigacién existente.

En mi experiencia, hay ‘dos tipos de modificaciones que se produ-
cen en los métodos de laboratorio. El primero, es de modificaciones
intencionales. El Sr. Alexander nos ha provisto con un ejemplo de la
forma como resolverlo. El segundo tipo, es aquel que se desliza en
la técnica, debido a la falta de cuidado, sea porque se cree que estando
bien familiarizado con la técnica no es necesario el realizar compro-
baciones rutinarias o simplemente por descuido. Estas modificaciones
inadvertidas, son frecuentemente dificiles de determinar. Es evidente
que el Sr. Alexander ha pensado también en este tipo de modificacién.

Se mencioné la adaptacién de sistema de seguridad para mantener
la precisiéon del método, pero se dijo muy poco sobre el entrenamiento
de asistentes, o lo que es mas importante, la forma de asegurarse que

146



ellos siguen la técnica, en la forma descrita. Espero que este punto
se tratarid en la discusidn.

Con un método que permite el proceso de un niimero tan grande
de muestras, pareceria facil incluir, como controles, varias muestras
de digestibilidad conocida. Me gustaria preguntar al Sr. Alexander,
su opinién sobre el valor de éstas muestras como controles.

R. H. ALEXANDER:

1. Una parte importante del proceso de entrenamiento del
personal, es despertar su interés en el trabajo a realizarse. Con este
objetivo, se les explica al méximo posible, los detalles de la técnica
analitica y el valor de los resultados obtenidos.

En el caso del trabajo in vitro, hemos visto que es itil nombrar a
una de las ayudantes, como responsable para una de las corridas. Esta
ayudante realiza, en esa corrida, las manipulaciones mas importantes
y es ayudada por las otras. En esta forma se mantiene el interés por
desempefiarse lo mejor posible.

Se da a los ayudantes, buen entrenamiento bésico sobre los pro-
cesos de manipuleo y se trata de demostrar la influencia de las técni-
cas defectuosas sobre los resultados, por medio de experimentos dise-
fiados especificamente para este propdsito.

2. Se debe establecer primero la relacién in vivo / in vitro,
antes de que se pueda emplear los resultados obtenidos para propé-
sitos de evaluacién. Los métodos in vitro, pueden ser complejos y
largos y la falta de standards de digestibilidad conocida, no debe ser
una barrera para comenzar los estudios iniciales y para establecer la
técnica. Se puede adelantar mucho trabajo, con la técnica y en calcular
los errores analiticos antes de introducir los standards. Esto es cierto,
solamente cuando se introducen solo pequefias modificaciones a los
métodos establecidos . Si se prueba sistemas completamente nuevos,
es preciso realizar las comprobaciones del valor de prediccién en pri-
mera instancia.

Cuando se han establecido las relaciones con los valores in vivo
y la técnica estd totalmente establecida, es posible operar el sistema
con standards de digestibilidad in vivo, desconocida, empleando estas
muestras como indice de estabilidad y por tanto economizando el
material de valor in vivo conocido, que puede ser limitado.

L. VERDE:

1. ;Cree necesario que el licor del rumen provenga de méas de
un animal para evitar la variacién entre animales?

2. ;Habria inconveniente en usar licor del rumen de novillos?
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R. H. ALEXANDER:

1. Los experimentos que hemos realizado indican muy poca
variacién entre animales y ademds que no hay incompatibilidad entre
los licores de diferentes animales.

2. Se precisa disponer de novillos con fistulas grandes, para
preparar el extracto de rumen, en los sistemas que miden la velocidad
de digestién in vitro. Cuando se somete a digestién por periodos mas
largos, la preparacién del inéculo es menos critica y en ese caso se
puede obtener el licor del rumen filtrado, de ovinos o vacunos.

P. PRESTES:

¢Por qué razén emplea el Sr. Alexander sulfato de amonio, en
lugar de urea, en el inéculo?

R. H. ALEXANDER:

Los trabajos originales de Marston, indicaban el uso de sulfato
de amonio (0,02 M). Otros investigadores emplean urea (Baumgardt).
La conclusién seria que, se puede emplear satisfactoriamente cual-
quiera de las dos fuentes de nitrégeno.

J. LOPEZ:

“ ¢Cémo se transporta y guarda el ensilaje enviado por los agri-
cultores?

R. H. ALEXANDER:

El tamafio de las muestras es el minimo, para transportarlas en
bolsas de polietileno de medida 500. Se obtiene una muestra adecuada
del ensilaje empleando un saca-bocade disefiado por nosotros. Se toman
de 1 a 4 muestras, en el punto medio de cada mitad de dos diagonales
horizontales trazadas sobre la trinchera. El saca-bocado se introduce
a 1,8 m. de profundidad; cada muestra extraida con el saca-bocado
pesa aproximadamente 750 g.

N. ABIUSSO:

¢Qué otros criterios (anilisis quimices, etc.) emplea, ademas de
la digestibilidad in vitro, para establecer la calidad del heno o ensilaje?
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R. H. ALEXANDER:

Los estudios de digestibilidad in vitro en el ensilaje, son todavia
preliminares. Esperamos, sin embargo, introducir pronto este método
en nuestro trabajo de asesoria.

Los anilisis comunes en ensilaje son: materia seca (estufa a 100°C),
proteina cruda determinada en la muestra fresca, y pH del jugo. En
henos, determinamos materia seca, proteina cruda y digestibilidad in
vitro.

P. HIRSCH-REINSHAGEN:

1. ;Cémo lavan el electrodo luego de medir el pH?

2. ¢Extraen el aire de las bolsas que contienen las muestras de
ensilaje, antes del transporte?

R. H. ALEXANDER:
1. El electrodo y el mezclador se lavan con agua tibia (alrede-

dor de 40°C). Empleando el minimo poslble de agua no hemos encon-
trado ningiin problema.

2. Se saca a mano, el maximo de aire de las bolsas, antes de
sellarlas.

E. VONESCH:

Cree el Sr. Alexander justificado fortificar el licor del rumen con
vitaminas, minerales, etc.?

R. H. ALEXANDER:

Los resultados obtenidos por Quicke y Tilley, ademds de los obte-
nidos en nuestro laboratorio, indican que el licor del rumen no re-
quiere otra suplementacién que Nitrégeno.

J. J. PARODI:

Para analizar muestras de forraje fresco, ;qué cantidad requieren
y cémo vienen éstas?
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R. H. ALEXANDER:

En nuestro laboratorio, no analizamos muestras de forraje fresco
de los productores, en vista de los errores envueltos en el muestreo.
Cuando se trabaja con forraje fresco, se lo trata de la misma manera
que el ensilaje, pero se emplean muestras mais grandes (1.300 a
1.800 g.).

A. DAVIDOVICH:

En el método de Tilley y Terry, se empleaba cloruro de mercurio
para detener la accién de los microorganismes, ;por qué razén han
eliminado este paso?

R. H. ALEXANDER:

Tilley, empleaba cloruro de mercurio para obtener una mayor
precisién, en el tiempo de incubacién con el licor del rumen. En nues-
tro método, con la adicién de 4icido clorhidrico, no se produce ninguna
imprecisién en el tiempo de incubacién.

A. E. STEVENSON:

1. ;Cuénto espacio de mesas se requiere para un sistema de
300 muestras semanales?

2. ¢El trabajo in vitro se realiza en un laboratorio por si solo,
o forma parte del laboratorio general?

3. Me parece que al realizar una sola corrida semanal de 300
muestras, se corre peligro de perder mucho trabajo si algo inesperado
sucede. ;Cuil es la ventaja de este niimero sobre dos corridas de 150
muestras cada una?

R. H. ALEXANDER:

1. E] trabajo se realiza en un espacio de mesa de 60 a 75 cm.

2. Se hace uso comiin de las balanzas, estufas y muflas del labo-
ratorio general, sin embargo, debido a la precisién requerida en el
tiempo, se da prioridad al trabajo in vitro.

3. Con el método de dos fases descrito, no es posible realizar
dos corridas por semana. En realidad, aumenta el riesgo de perder un
niimero grande de muestra en caso de una emergencia, como corte de
la corriente eléctrica o ruptura de un termostato, pero se ahorra en
el empleo de standards.
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H. LARSEN:

1. ;Cuail es el porcentaje de muestras que Uds. reciben de los
productores? '

2. ;Cémo emplean los resultados obtenidos y cuél es el tipo de
recomendaciones que hacen al agricultor?

R. H. ALEXANDER:

1. Aproximadamente 20 %, entre henos y ensilajes.

2. Para asesoria se expresa el valor nutritivo de las muestras en
términos de la Energia Metabolizable. Empleamos las ecuaciones de
regresién derivadas por el Dr. Armstrong (anteriormente del Hannah
Dairy Research Institute). Usando los principios derivados por el
Dr. Blaxter, se llega a un valor de 1/2 el requisito de mantenimiento
de Energia Metabolizable, el cual se da a conocer al productor.

H. CABALLERO:

1. ;Se ha realizado algin intento de standarizar el tipo de muse-
lina que debe emplearse para filtrar el licor del rumen?

2. ;Podria darnos algunos detalles adicionales, sobre la manera
de preparar las muestras de ensilaje fresco para el anilisis in vitro?

R. H. ALEXANDER:

1. No hemos estudiado este aspecto de la técnica, pero cremos
importante que se emplee siempre el mismo procedimiento.

2. Las muestras se muelen (molino, Crypto Ltd., N. Circular
Road, London - modelo AC. 22). Se determina la materia seca del
ensilaje, de tal manera que se pueda calcular la cantidad de material
necesaria para dar 0,5 g. de materia seca. Las muestras se colocan en
los tubos de digestién, se cierran con tapones y se guardan a 0° F, hasta
el momento de comenzar el anilisis.

A. FRONTERA:

¢Cual es la desviacién del valor real del standard que se acepta
para corregir toda la corrida?
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R. H. ALEXANDER:

A pesar de que se encuentra alguna desviacién entre experimentos,
se ha demostrado que las muestras no se desvian en la misma propor-
cién. Los resultados del trabajo estadistico, del experimento que reali-
zamos para estudiar la precision del método, confirmaron las observa-
ciones de Baumgardt, que el uso de standards para corregir es inefec-
tivo a los niveles de desviacién encontrados.
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