UTILIZACION DE LA TECNICA DE DIGESTION IN SITU PARA LA
CARACTERIZACION DE FORRAJES

Francisco Romero!

1. Introduccion

La técnica de incubacién de subs-
tratos en el rumen (in situ), para el
estudio de la degradacién de la fibra,
fue inicialmente utilizada por Quin et
al. (1938): ellos usaron bolsas cilin-
dricas de seda muy fina para medir la
digestion de varios alimentos en el
rumen de ovejas. Posteriormente la
seda fue reemplazada por materiales
sintéticos totalmente resistentes a la
degradacién ruminal; asi, Schoeman
et al. (1972) utilizaron bolsas de poly-
ester vy Mehrez y Orskov (1977a) su-
girieron la utilizaciéon de bolsas de
nylon como técnica rutinaria. Actual-
mente se utilizan lasbolsas de dacrén,
las cuales son mdsbaratasy deunbajo
contenido de nitrégeno (N).

La técnica in situ consiste en
colocar cierta cantidad de muestra
dentro de una bolsa, asegurarse que
quede bien cerrada y colocarla en el
rumen de animales fistulados por
cierto periodo de tiempo (McQueen et
al.,1980). Esta técnica permite deter-
minar simultdneamente la cantidad
de muestra que es digerida y latasaa
la cual esta digestién se realiza. Se
utiliza principalmente cuando se re-
quiere de informacién acerca del efec-
to de las condiciones ruminales sobre
la digestién de un nimero limitado de
muestras. Porotrolado, permite man-
tener constantes las condiciones ru-

minales y variar los substratos incu-
bados, o variar las condiciones rumi-

nales incubando materiales conocidos
(estdndares) para determinar el efec-
to del cambio en el ambiente ruminal
sobre la tasa y potencial de degra-
dacién de los alimentos.
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Varios investigadores informan
que existe una alta correlacién entre
los valores de digestibilidad de varios
forrajes, encontrados por los métodos
in situ, in vitro e in vivo (Barnes,
1973). Asi, Burton et al. (1967) se ba-
saron en la técnica in situ para de-
terminar que el Bermuda Cruza-1 era
superior que el Bermuda de la Costa.

Los nuevos sistemas de caracteri-
zacién de las fracciones nitrogenadas
(Orskov, 1970; Satter y Roffler, 1975;
Veriteet al.,1979) reconocen laimpor-
tancia de la degradabilidad de la
proteina en el rumen. Su determina-
cién permite estimar la cantidad de N
disponible para la sintesis de proteina
microbial y también la cantidad a ser
enzimdticamente digerida y absorbi-

da en el intestino delgado.

Existen dos alternativas para es-
timar la degradabilidad de materiales
en el rumen: el método in vivo y el
método in siti. En el método in vivo se
requiere de animales fistulados en el
rumen o en el intestino delgado, requi-
riéndose tomar muestras de digesta
en estos sitios por periodos largos de
tiempo. Ademas se debe asegurar que
la proteina microbial y la proteina
proveniente de la dieta sean debida-
mente separadas. Otroinconveniente
del método es que no permite estimar
la tasa de degradacion de los dife-
rentes materiales en el rumen, la cual
es tan importante como la cantidad
total que es degrada.

Una de las mayores desventajas
en el método in situ es la falta de
uniformidad con que se ha usado por
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los investigadores, encontrdndose
gran variacién en los estimados de
digestibilidad. Sin embargo, si esta
técnica se utiliza cuidadosamente es
posible obtener resultados reproduci-

bles, con errores estdndares acepta-
bles.

2. Factores que afectan los
valores de digestibilidad in situ

Uden y Van Soest (1984) y Nocek
(1985) evaluaron las fuentes de varia-
cion en la estimacién de la digesti-
bilidad de la materia seca (MS) yde la
proteina cruda (PC), cuando se utili-

za el método in situ,encontrando como
maAs importantes:

“Tamario del poro de la bolsa.

-Tamarfio de particula de la muestra
(grado de molienda).

-Relacién entre la cantidad de
muestra y tamarfio de la bolsa.

-Secuencia de introduccién de las
bolsas al rumen.

-Posicién de las bolsas en el rumen

-Tiempo de incubacién ruminal de las
bolsas.

-Uso de repeticiones.

-Variaciones debidas a periodos y
animales,

-Dieta de los animales.

a. Tamaino del poro de las bolsas

Investigaciones llevadas a cabo
por Van Hellen y Ellis (1977)
utilizando bolsas de 70 milimicras
(mp) mostraron una entrada alabolsa



de 0.27 gde paredes celulares durante
48 horas de incubacién. Sin embargo,
cuando el tamarfio del poro se redujo a
10 mp la entrada de particulas del
liquido ruminal a las bolsas fue des-
preciable.

Nocek (1985), estudiando dos ta-
mafios de poros diferentes (un aumen-
tode 20 a 40 mp y otro de 50 a 80 mp),
encontré que, en general, ha medida
que se aumenta el tamafio de los
poros, la desaparicién de MS yde N de
harina de soya incubada en el rumen
aumenta. Lindberg (1984) encontré
que todos los componentes fueron més
extensamente degradados a medida
que se aumentd el tamarfio de los poros
(10vs. 36 my), pero que lospatronesde
degradacién fueron semejantes.

Van Soest (1983) sugiere que el
tamario dptimo de los poros estd alre-
dedor de 30 my, ya que poros mds
pequerios retardan la entrada de mi-
croorganismos e inhiben una éptima
fermentacién, mientras que poros
m4ds grandes permiten la entrada de
pequefias particulas lignificadas que
distorsionan los resultados.

b. Area superficial de la bolsa

Varios investigadores han exami-
nado la importancia de la relacién
entre la cantidad de muestra en la
bolsa y el tamafio de la misma. Asi, se
ha encontrado que al aumentar la
cantidad de muestra de 6.5 a 50 mg/
cm? de bolsa se disminuye la diges-
tibilidad de la pared celular de pasto
Guinea (Panicum maximum) de 54 a
38% (Uden y Van Soest, 1984). Simi-

larmente, Nocek (1985) encontré que
la desaparicién de la MS puede redu-
cirse 3 unidades porcentuales cuando
la relacién entre peso de la muestray
tamario de la bolsa aumenta de 9.2 a
20.3 mg/em? y reducciones de hasta 8
unidades de porcentaje cuando se
aumentdé de 18.3 a 32.7 mg/cm?. Esto
confirma aseveraciones hechas por
Bullis et al. (1967) y Tomlin et al.
(1967), en el sentido de que a medida
que aumenta el peso de la muestra, en
bolsas de tamafio constante, disminu-
ye la digestibilidad a diferentes pe-
riodos de incubacién. En general, se
recomienda una relacién de 10 mg/cm 2
para estudios con forrajes (Van Hellen
y Ellis, 1977).

Segun Van Soest (1983), es desea-
ble que se mantenga una amplia rela-
cién entre el peso de la muestra y el
tamaiio de la bolsa porque contribuye
a minimizar la variacién de los resul-
tados. Asi mismo, la cantidad de
muestra que recomienda para traba-
jar con forrajes es de alrededor de 8 g,
lo que permite tener suficiente mate-
rial residual en las bolsas, después de
incubaciénes de 48 a 72 h, para efec-
tuar andlisis de laboratorio.

c. Efecto del tamaiio de particula de
la muestra

La preparacién de muestras para
incubacién debe ser tal que el material
a incubar realmente represente la
forma fisica del material en el rumen,
luego de ser consumido por el animal.
La preparacién ideal seria utilizar
muestras colectadas de animales fis-
tulados al eséfago, las cuales ya han
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sido debidamente masticadas(Bailey,
1962).

A medida que disminuye el ta-
mafio de particula, la desaparicién,
tanto de la MS como del N, y ésta es
mayor cuando se pulveriza el mate-
rial. Las diferencias méds grandes en
desaparicién de los materiales ocu-
rren durante las primeras horas de
incubacién ruminal (Weakley et al.,
1983). Cribas menores que 2 mm no
deberian utilizarse ya que al dis-
minuir tanto el tamafio de las particu-
lasseincrementa el 4rea de exposicién
del material al liquido ruminal,
aumentando asi las posibilidades de
ataque por los microorganismos rumi-
nales; todo esto conduciria a una so-
brestimacién del valor de digestibili-

dad (Uden y Van Soest, 1984). Adi-
cionalmente, se haencontrado que con
particulas menores de 0.6 mm las
particulas tienden a agruparse (for-
mar “clumps”), cuya parte central no
se ve expuesta al liqguido ruminal,
reduciéndose asi la degradacion del
substrato (Figroid et al., 1972).

Orskov (1982) sugiriere que las
pajas y henos se muelan con una criba
de 2.3-3.0 mm. Materiales frescos,
como forrajes y ensilajes deberian
macerarse hasta un tamarfio de 5.0
mm. Suplementos proteicos secos no
deberian molerse.

d. Secuencia de introduccion de las
bolsas al rumen

La introduccién simultdnea de

todas las bolsas puede aumentar la
variacion entre réplicas, especial-
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mente cuando se estudian tasas de
degradacién. Es comiin que las bolsas
se enreden entre si dentrodel rumeny
que, para sacar aquellas con periodos
cortos de incubacién, se tenga que
sacar todas las bolsas, interrum-
piéndose temporalmente la fermen-
tacion en aquellas con periodos de
incubacién m4és largos. Al respecto,
Nocek (1985) sugiere introducir las
bolsas a diferentes intervalos de tiem-
po, de acuerdo con las horas de
incubacién que se desee estudiar, y
sacar todo el grupo al mismo tiempo,
con el fin de disminuir la variacién
encontrada entre réplicas.

Otro factor importante es el la-
vado de lasbolsas. Esdificil aplicar el
mismo tratamiento de lavado a todas
las bolsas, cuando éstas se sacan indi-
vidualmente a diferentes tiempos.
Cuando todas se sacan simultdnea-
mente, el lavado es mds homogéneo y
ademas estd sujeto a menos variacion
debido a la fatiga del investigador. Se
sugiere el uso de un lavado meecdnico
con tiempos fijos para que todas las
muestras de diferentes corridas
tengan el mismo tratamiento.

e. Tiempo de incubacion

La medicién de la tasa de degra-
dacién ruminal requiere detiemposde
incubacién mayores a los normal-
mente empleados cuando sélo se quie-
rerelacionar la desaparicién de MS de
las bolsas con la digestibilidad apa-
rente del alimento (Orskov et al,
1980). El tiempo necesario para medir
la tasa de degradacién varia en fun-
cién del material que se estd evaluan-



la tasa de degradacién varia en fun-
cién del material que se estd evaluan-
do, por lo que no se puede generalizar
un tiempo médximo de incubacién, ni
tiempos intermedios. Sin embargo, es
importante incluir suficientes obser-
vaciones en la parte mads sensitiva de
la curva de degradacién y poner sélo
las observaciones necesarias que per-
mitan describir bien la parte asintota,

que representa el potencial de degra-
dacién.

El mejor periodo de incubacién
para predecir la digestibilidad de-
pende de la forma de la curva de
degradacién. Faria y Huber (1984),
trabajando con henos de alfalfa y
ensilaje de maiz encontraron una
correlacién de 0.82 y 0.59 entre sus
estimados de digestibilidad in vitro de
la MS y los estimados por el método in
situ a 48 h y 72 h de incubacién,
respectivamente. Rodriguez (1968)
encontré grandes variaciones entre
bolsas y entre animales asociadas con
tiempos cortos de incubacién. Estas
variaciones se redujeron a medida que
las incubaciones fueron mayores que
24 h. McQueen et al. (1980) obtuvie-
ron resultados similares y, ademas

encontraron una importante reduc-
c¢ion en la variacion obtenida en la di-

gestibilidad de la MS cuando incuba-
ron las muestras 72 h en lugarde 48 h.

En forma general se podria decir
que losconcentradosrequierendel2a
36 h de incubacién; henos, pajas y
otros materiales fibrosos requieren de
mds de 36 h. Para muchos suplemen-
tos proteicosincubacionesde 2,4,6,12
v 24 h es adecuado. En el caso de

forrajes tropicales los periodos de
incubacién deben ser superioresa48h
(Orskov, 1982). Para leguminosas
herbdceas (Arachis y Alfalfa 77) y
leguminosas drboreas (G. sepium y E.
berteroana) es sufuciente con 48 h de
incubacién (Romero, 1985; CATIE,
1987).

f. Posicion de la bolsa en el rumen

Balch y Johnson (1950) y Van
Soest (1983) indicaron la ventaja de
controlar la posicién de las bolsas
dentro del rumen, y que el mejor sitio
de colocacién es el saco ventral donde
la fermentacién es m4ds rdpida. Sin
embargo, otros investigadores no en-
contraron ningun efecto de la posicién
de lasbolsasdentrodel rumen sobre la
degradabilidad de varios alimentos
(Mehrez y Orskov, 1977b).

La mayoria de los investigadores
que trabajan con ésta técnica reco-
miendan que las bolsas se amarren a
lacdnula conun hilodenylon de 25 ¢em

en ovejas y de 50 em en bovinos
(Orskov, 1982). Esto permite a las

bolsas moverse libremente en las fa-
ses liquidas y sélidas del rumen. Al
respecto, Rodriguez (1968) encontré
que la variaciéon entre bolsas se redujo
cuando éstas se ataron a un hilo de 50
cm en lugar de 30 cm, indicando que el
mayor movimiento disminuyé el
efecto de variaciones en el ambiente
ruminal.
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g. Variacién en el tiempo y entre
animales

Van Keuren y Heinemann (1962)
no encontraron diferencias impor-
tantes entre dias cuando heno incu-
baron heno de alfalfa por cinco dias
consecutivos. Sin embargo estudios
realizados por Mehrez y Orskov
(1977a) demostraron que la principal
fuente de variacién para la desa-
paricién de la MS de las bolsas fue la
debida a animales, en este caso ovejas
(6.2% del promedio), seguida por la
variacién enccntrada entre dias
(4.9%). La menor variacién encon-
trada fue aquella entre bolsas (3.2%)
que fueron incubadas juntas y remo-
vidas del rumen al mismo tiempo.

Orskov y Mehrez (1977) calcu-
laron que una muestra que se repite
dos veces en el tiempo, en el mismo
animal (2 periodos), y utilizando tres
animales simultdneamente, esun mé-
todo conveniente para obtener resul-
tados confiables (variacién del pro-
medio de 3.43%). EIl adicionar una
oveja mas al experimento resulté en
una variacién del promedio de 3.19%,
pero esto significa un mayor uso de
recursos en términos de animales y de
incubaciones.

La variacion del promedio se
calculé de la siguiente manera:

Ve+(b+V )+ (bxdxV,)

bxdxa
donde,
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Vi, V¥ V, = Variacién de los prome-
dios de bolsas, dias y
animales, %

b,d,a= Numero de bolsas, dias

y animales.

McQueen et al. (1980) encontra-
ron que, en vacas fistuladas, los resul-
tados eran suficientemente confia-
bles cuando se incubaban simultd-
neamente dos bolsas por vaca; el error
estdndar fue de 0.8% y 1.0% para la
digestibilidad promedio de la MS y de
la pared celular, respectivamente. En
este mismo estudio, se logré reducir el
error estdndar del promedio a 0.3%
para la digestibilidad de la MS y de la
pared celular, utilizando cuatro va-
cas, tres bolsas y dos periodos.

h. Numero de bolsas

Cuando se utilizan ovejas se pue-
den utilizar hasta nueve bolsas siem-
pre y cuando el didAmetro interno de la
cdnula sea de 40 em (Orskov et al.,
1980). Romero et al. (1987) utilizaron
18 bolsas en vacas Holstein, sin encon-
trar ningin problema;paraello, intro-
dujeron las bolsas en forma secuen-
cial, atadas a lolargode unacadenade
30 cm de largo, la cual a su vez fue
atada a la cdanula con un cordén de
nylon.

i. Efecto de la dieta
La dieta de los animales fistula-

dos puede tener un efecto importante
sobre la tasa de degradacién del ma-



terial que se estd evaluando. Sin
embargo, existen resultados contra-
dictorios sobre el efecto de 1a dieta en
la desaparicion de la MS y la PC de
bolsas incubadas in situ. Asi, Romero
et al,(1987) encontraron que latasade
degradacién de la MS de alfalfa fue
10.5 % superior cuando se alimen-
taron vacas con heno de mani que
cuando éstas recibieron 70% de con-
centrado y 30 % de heno de mani. Por
otro lado, Weakley et al. (1983) encon-
traron unadisminucién en la desapa-
ricion de MS y PC a medida que
aumentaron los niveles de heno de
alfalfa en la dieta de 20% a 80%.
Ganev et al. (1979) también encontra-
ron que la tasa y potencial de degra-
dacién de la PC dependia de la dieta
basal del animal.

Owens y Zinn (1982) y Orskov
(1982) postularon que las diferencias
en la tasa de degradacién de las pro-
teinas de origen vegetal, resultantes
del uso de diferentes tipos de dieta,
son debidas a diferencias intrinsicas
en su contenido de fibra. El material

celulolitico podria proteger mds a las
proteinas cuando se alimenta con una
dieta basada en concentrados, que con
una de forrajes. Weakley ef al. (1983)
sugieren la existencia de fuerzas abra-
sivas y diferencias de presiones que
podrian ayudar a mantener limpios
los poros de bolsas que son incubadas
en el rumen de animales alimentados
con sélo forrajes (resultando en una
mayor degradacion de la MS y la PC),
que bolsas que se incuban en un medio
ruminal mas liguido, como ocurre con
dietas basadas en concentrados.

En contraste con lo anterior, otros
investigadores no han encontrado
ningiin efecto de la dieta sobre la
degradacién de la MS o la PC en el
rumen. (Faria y Huber, 1984; Figroid
et al.,1972; Schaibly y Wing, 1974).
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