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CAPITULO 1

R E S UMEWN




" EVALUACION DE LAS CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO COMO UN MARCADOR
NATURAL PARA DETERMINAR LA DIGESTIBILIDAD DE LA MATERIA SECA EN

RUMIANTES "

ANDRES AGUILAR MARCOS

ASESORES:
M.V.Z. FERNANDO PEREZ-GIL ROHOQ

M.V.Z. ARTURO CASTELLANOS RUELAS

RESUMEN

La finalidad del presente trabajo, fue la de evaluar el méto-
do de las cenlzas &cldo Insolubles (CAl), como un marcador natural
para determinar la digestibilidad de la materia seca en borregos,
comparfindolo con el método In vivo mediante la recoleccidn total--
de heces y e! método In vitro con tres modificaciones en el tiempo
de digestidn con pepsina de 12, 24 y 4B horas. Las tres varlacio--
nes en el tiempo de digestibn con pepsina en la digestibllidad In-
vitro, fuaron estadfsticamente diferentes entre si, Gnfcamente }a
digestién con pepsina durante A8 hs no tuvo diferencias significa-
tivas comparado con el método in vivo (P 0.05). E1 método CAl --
fue slynificativamente diferente (P<=0.05), comparado con los mé~
todos In vivo e In vitro (48 hs). La recuperacidn de cenizes en he
ces fue del B3. 'irjwwque fue slygnificativamente diferente al 100%
de recuperacifn tebrica (P<C0.01). No se detecto un patrfin de va-
riacién en la estimaclén del coeflciente de digestibllildad y excre -
clbn de CAl durante las 24 horas del dla.
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INTRODUCCION

Los coeficientes de digestibilidad aparente no son la medida
{deal para indlicar el valor nutritivo de un allmento, pero no hay
duda que reflejan en clerto grado el aprovechamiento de los alimen
tos. El concepto de digestibilidad verdadera es puramente tedrlco;
para su determinacién se requerirfa hacer una diferenciacidn de --
los nutrimentos o elementos que apareclendo en las heces no son de
origen alimenticio directo, sino de origen metabdlico (4, 11, 13,

15).

El uso de la técnica de 'a evaluacién de la digestibilided,=-~
mediante la recoleccibdn total de heces, es diffcil de realizar, de
bido al costo y tiempo en que se llava a cabo, por lo que ha sido

reemplazada gradualmente por métodos mfis sencillos,

En el laboratorio se hen reproducido exitosamente las reaccio
nas qus tlenen lugar en el (racto dlgestivo del rumiante, por me--
dlo del método Vlamado de ''dos etapas [o vitro". En el instituto -
Nacional de Invastigaciones Pecuarias (INIP), el método mls emp lea
do es el de la medicifn realizada In vitra (17), similar al pro---
puesto originalmente en 1963 (19). Diversas modificaciones se han
sugerido al método original, algunas de estas son mds utilizadas -

en diferentes institutos de investigacidn (2, 9, th), Esta téenica



he sido comparada con la digestibilidad in vivo encontrando una al

ta correlacidén en pastos tropicales, segln Minson y McLeod (14).

Todo esto resulta laborioso, por lo que en 1972 (10), se de--
termina la ventaja del uso de los marcadores haciendo una revision
bibljogrifica de éstos, no se considera especificamente el uso de
las cenizas &cido Insolubles (CAI) como un marcador para determi--
nar la digestibilidad, el cual es simllar a los componentes de si-
liclo. Shrivastava y Talapatra en 1962 (16), usaron residuos inso-
lubles en &cido de alimento y heces como un marcador natural en a-
limentos de rumiantes. Sus investigaciones indicaron una cantidad
recuperada de residuo de 99.8 % y el coeficiente de digestibilidad
estimada fue desde un punto de vista préctico, similar al método -
tradicional de coleccién total. Posteriormente utilizaron este mar
cador para detnrminar la composicidn del pasto y el nivel de nutri
cién de ovejas en pastoreo. En 1974 (12) evaluaron el uso de CAl -
como un marcador natural pary la determinaclén de la digestibiij--
dad del allimento de cerdos en crecimiento, llegando o 1a conclu--~
sibn que el método CAl era superior al método de Sxido de croms ¢o
mo marcador en dietas para cerdos. £n 1975 (23), se determlno que
el método CAi era de similur e;ac(llud al método de coleccibn to--
tal para la doterminacidn de energfa metabolizeble y digestitili--
dad de Scidos grasos en dletas de pollos de angovds En 197] (22Y,

hicleron una conparacidn entre el método de colec. ido total de he-



ces y el_método CAl en la determinaci6n del coeficiente de digesti
bilidad de la materia seco en raclones para ovinos, para ello utl-
11zaron tres procedimientos analfticos de laboratorio (HC! concen-
trado, HC! 4N y HC) 2N), los cuales difirieron en 1a secuencla y -
temperatura de incineracién y en la concentracidn de acido. Los --
coeficientes de digestibilidad de la materia seca estimadns por el
método de las cenfzas Insolubles con tres procedimientos analfti--
cos, no tuvo diferencias significativas con el estimado por el mé-
todo tradicional de colecclidn total de heces. No encontraron evi-
dencla de varlacién djurna en la excrecidn de CAl que afectara la
estimacidn del coeficiente de digestibilidad, De los tres procedi-
mlentos analfticos utilizados, concluyeron que el mis convenlente
y que menos tiempo consume fue el HC1 2N, En 1979 (20), comparan-
do las cenizas insolubles y el permanganato de lignina como Indica
dores indigestibles para determlnar la digestibilidad en dietas de
ganado, liegaron & la conclusidn que el método CAl es de gran exac
titud en la determinacién de la digestibilidad en rumiantes. En M§
xico en 1980, se utilizd también este método en experimantos con -
rumfantes (7).

La probable venta)a de este métodn radlca en que su determing

cibn no requiere de técnlcas ni aparatos especlales.

Debido a lo anterior, se considerd 1a pnsibilidad de susti---

£



tuir el método de la digestibilidad in vitro, ampliamente difundi-
do, por el de cenlzas &cldo Insolubles como estimador de la diges-

tibividad aparente.

A nuestro Juicio, no se ha establecido un paralelismo en Max[
co entre estas técnlcas, que parmltan valorarlas y ajustar su uso
a las condiciones exfstentes en los Institutos de Investigacidn,=--
que facllite y abarate el costo de) cllculo de la digestibilidad -
de los alimentos. Este estudic tiene por objetivo, evaluar el mé-
todo de las cenlizas tnsolubles en Scldo para la determinacién de -

la digestibilidad de la materia seca en raclones de rumiantes.
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MATERIAL Y METODOS

Este trabajo fue realizado en el Centro Experimental Pecuario
YTizimfn'', dependiente del Instituto Nacional de Investigaciones -

Pecuarias - SARH, en Tizimfn, Yucatén.

DISERD EXPERIMENTAL

PRUEBA IN VIVO.: Se utilizaron 6 borregos Pellbuey con un pe-
so promedio de 18.5 Kg. Los anlmales tuvieron un perfodo de adapta
cl6n a las Jaulas metabdlicas y al zacate Green panic (Panlqyg ma-

ximum, var. Trichoglume) de 15 dfas. Posteriormente, se realiz6 un

perfodo de recoleccién total de heces durante 7 dfas; una vez de-~
terminada la cantidad de heces producidas, se tomd una muestra del
10 ¢ y se le determind el porcentaje de materia seca. Simulténea~-
mente, se midid al consumo v rechazo de alimento al cual se le de-
termind la materfa seca, ! método utilizado fue el sugerido por -

Rodrfguez (15),

El coeficiente de digestibiildad de Ya materia seca (M.S.) se
colculd por medio de 1a sigulente ecuacibn:
Cosficliente de

digestibliidad = M.5, consumida - M.5. excretada x 100

de la H.5, (1) M.$. consumida



PRUEBA IN VITRO.: Se utilizdé el mismo zacate de la prueba an-

terfor, el cual se deshidratd y se molid en cribas de lmm. Se em--

pleé el método Moore (9), realizando tres modificaciones en el~-~~

tiempo de digestidn con pepsina de 12, 24 y 48 horas. El Ifquido

ruminal provino de los borregos de 1a prueba in vivo, las muestras

se trabajaron por sextuplicado.

Procedimiento:

1,-

Se pes§ 0.5 g de materia seca (M.S.) de pasto en tubos de
nalgene (se determind M.S. en otra muestra). Se utiliza--
ron blancos a los culiles se les puso las soluciones bu---

ffer<inculo sin forraje.

Se adicionaron 20 ml de solucién buffer-indculo precalen-
tado a 39 °C a cada tubo y se colocaron en bafio de agua a
la misma temperatura. Se burbujed cada tubo con CO2 por -
10 -~ 15 seg., se taparon con v§lvulas Bunsen y se Incuba-

ron por 48 horas.

Se agregaron b gotas de alcohol Isoamflico (para reducir
la espuma) y se agregaron 2 ml de HC1 2.2 N. Se adiciona-
ron 0.1 g de pepsina a cada tubo con agltacibn suave. Se
taparon los tubo y se incubaron nuevamente a 39 ‘C duran-

te 12, 24 y 4B horas.

10}




Al final de la incubacidn, se filtrd el contenido de cada tu-
bo a través de un crisol con fibra de vidrio tarado y se secd a -~

100 °C.

€] porcentaje de Ja digestibilidad in vitro de la M.5. se cal

culd mediante la siguiente ecuacidn:

Peso muestra seca - (peso residuo seco - peso blanco) x 100

peso muestra seca
PRUEBA DE CENIZAS INSOLUBLES.: La cantidad de CAl se determi-
nd por el método sugerido por Van Keulen y Young en 1977 (22), a

partir del alimento y heces obtenidas de los borregos de la prueba

in vivo.

Procedimiento:

1.~ Se pesd por duplicado 5 g. de muestra de alimento o heces

{seco y molido) en un crisol de 50 mi,
2.~ Se secd 2 hs en una estufa de alre forzado & 135 °C, se -
de}b enfriar en un desecador a temperatura amblente y se

volvidé a pesar { P ).

3.- Se Inclinerd toda la noche a4 450 *C. Las cenlzas fueron---

]




transferidas a un vaso Berzelius de 600 ml. (sin pico) y
se le agregb 100 ml. de HC1 2N., la mezcla se hirvid por
5 minutos scbre un aparato de digestion de fibra cruda---

{Labconco Corp. Kansas City MO).

4,- E1 hidrolizado caliente se filtrd en papel Whatman No.
40 y avé con agua destilada caliente de 85 - 100 °C has-

ta quedar libre de &cido.

5.~ Las cenfzas y el papel filtro fueron transferidos nueva--

mente al crisol e [ncinerados toda 1a noche a 450 °C.

6.~ E1 crisol y su contenldo fueron enfriados en un desecador
a temperatura ambiente, pesado con las cenizas ( Pc ) y

vuelto a pesar Inmediatamente después de vaciario ( Pv ).

El porcentaje de CAl fue calculado mediante la sigulente ecua
clén:

S CAl o (Pc~Pv} /P X 100, donde:

Pc = Paso del crisol con cenlzas.

Py « Peso del crisol vaclo.

Pm = Peso de la materin seca de la muestra.

La digestibllldad de la M.5. se caleuld de 1a sigulente forma:




¥ C.D. = ¥ Indicador en heces - % indicador en alimento x 100

% Indicador en heces

C.D. = Coeficiente de digestibilidad.

Durante un dfa se realiz6 el muestreo de heces de los anima~-~
les; durante 24 horas con intervalos de 2 horas entre muestreos pa
ra determinar si existfa varlacién diurna en la determinacién de -

la digestibilidad con el método CAI.

Los resultados numéricos obtenidos, fueron snalizados usando
la técnica de andlisis de varfanza y las medias comparadas median-

te la prueha de Scheffe.

13



SOLUCION BUFFER McDOUGALL:

La
clén 2

solucidn buffer se prepard adicionando 10 ml. de la solu--

a un litro de la solucidn 1, se agitd la mezcla con agita-

dor magnético durante 15 minutos,, durante los cuales se burbujeo

C02. El

1)

2)

pH obtenldo debe ser de 6.9.

Solucién 1

Na,HPO, anhidro 3.7 9

Na HPO3 9.8 g

Agua desioni{zada a 40 °C 1.0 1t
Solucibn 2

NaCl h.7g¢

KCH 5.79

Cal._lz 0-" g

HgCll 0.6 g

Agua des lonl zada 100,0 ml

14
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RESULTADOS

Llos resultados del coeficiente de digestibilidad ( % ) de la

materia seca del Green panic (Panicum maximum, var. Trichoglume)

obtenidos por los mdtodos: in vivo, In vitro y por cenizas acldo

Insolubles son descritas a continuacion:

Con el método in vivo por medio de la recoleccién total de he
ces durante un perfodo de 7 dlfas, el consumo voluntario de la mate
ria seca fue de 2.4 = 0.3 ¥ del peso vivo (P.V.), los borregos tu-
vigron una ganancia de peso de 1.6 1 0.25 Kg. EV coeficlente de di

gestibilidad ( %) fue de 57.6 % 3.06 {ver cuadro 1).

El método fn vitro con 3 varlaclones en el tiempo de diges---
tibn con pepsina de; 12, 2k y 48 horas, did un coefliclente de di-~
gestibilidad (%) de; 48.2 % 1.4, 51.9 % 1.2y 57.1 ¥ 1.3 respec-
tivamente {ver cuadro 1). £ porcentaje se incrementd linealmente

conforme aumentd el tiempo de digestidn con pepsina (ver gréfica

1).

ton el méLodo de cenlzas &cido fnsolubies HCL 2N, e} coefi--

clente de dlgestibilidad ( £ ) fue de 49.0 ! 1.26 {ver cuadro 1),

Las 3 varlaciones en el wétndo ip vitro, resultaron estadist]

16




camente diferentes entre s7 (P<C0.05). No se encontrd diferencia
estadfstica signific;tlva entre la digestibilidad In vivo y la in
vitro empleando 48 hs de digestidn en pepsina. El método CAl fue -
estadfsticamente di ferente (P< 0.05) a los coeficientes calcula--

dos in vivo e in vitro (48 hs). No hubo diferencias significativas

con las variaciones del método in vitro de 12 y 24 horas {ver cua-

dro 1).

En el cuadro 2 se presenta el promedio de recuperacién ( % )
de CAl en heces, utilizando las mediclones de fngestién de alimen-
to. y excrecl?n fecal. El promedio de recuperaciédn obtenido, fue de
83.2 % y resultd estadlsticamente diferente (P<C0.01) del total

(100 %) de recuperacién tebrica (ver cuadro 2).

£n la grlfica 2, se muestran los promedios con su desviacién
estandard de los coeficientes de digestibiiidad, determinados por
el método CAl en las muestras fecales de § borregos, colectadeas a
Intervalos de 2 hs durante tas 24 horas del dfa. Anallzando dichos
resultados y removiendo los efectos de variacidn entre animales, -
no se determind variacion durante el perfodo de muestreo en las ey
timaciones de la digestibilidad de la materia seca, asi como, en -

la excrecidn de CAl (ver gréfica 2).

17
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CUADRDO 1

COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD (%) DE LA MATERIA SECA DEL GREEN PANIC POR 3 METODOS

Método Método In vitro Método por
Muestra in_vivo 12 hrs 24 hrs L8 hrs CIA HCI 2W
1 -58.0 48.0 50.0 56.9 48 .4
2 55.4 h6 .5 52.0 59.4 b9.9
3 61.9 48,6 52.1 55.8 47.3
4 57.4 k9.6 52.5 57.5 48.3
5 53.4 b6 .5 51.3 56 1 kg, 4
6 59.6 49.7 53.4 56.9 50.8
s 5761 3.06° w62t a® 5109t 2% 57,0 % 4.3 4.0 t1.6b

a’b‘C
X = PROMEDIO

5 = DESVIACION ESTANDARD

Valores con diferente llteral son estadisticamente diferentes (P <: .05)




CUADRO 2

RECUPERACION (%) EN NECES DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO HCIZN

Cenizas insolubles

MHuestra en 8Scido HC1 2N

t 82.4

2 87.4

3 7h.8

4 83.6

H] 91.8

6 79.3
¥ 83.2 ¥ 6.0

X = PROMEDIO

§ = DESVIACION ESTANDARD
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DI SCUSION

De acuerdo a los resultados encontrados en el andlisis para =
la digestibilidad In vitro, con varlaciones en el tiempo de diges-
tidén con pepsina, se encontré que el tiempo Gptimo para la determi
nacién de la digestibilidad de la wateria seca, es de 48 horas, la
cual no tuvo diferencias significativas con la digestibilidad iﬂ -
vivo, lo que concuerda con lo propuesto por Tilley y Terry en 1963
(19) y por Minson y Mcleod en 1972 (14), Respecto a la digestidn
con pepsina durante 2k horas sugerido por Barnes y Lynch en 1969 -
(2); Cowlishaw y Unsworth en 1976 (3), resultd significativamente
inferior (P<T 0.05) comparada con la obtenida mediante la diges---
tién con pepsina durante 48 horas y con la digestibllidad determi-

nada in vivo.

Para el establecimiento de 1{neas de correlacidon entre la di-

gestibilidad in vivo e In vitro, debe de ser culdadosamente estu--

diada en cada laboratorio, debido a que las pruebas Invitro, Invg
lucran diferentes factores de varlacién (2, 3, 8, 14, 19). De mane
ra que no es posible usar lineas de regresidn de otro laboratorio,
aunque se usen las mismas técnicas de anBlisis, Minson y Mcleod en
1972 (14) corrigleron los resultados In vitro, adlciondndoles la -
diferencia promedio entre 1os resultados de la digestibilidad in -

vivo con la obtenida In vitro de las muestras estandard. A esta di



gestibilidad in vitro cdrregida, le llaman digestibilidad in vivo

estimada.

El andlisis de los resultados de! método CAl. HC! 2N resultd
significativamente diferente (P<C 0.05), comparado con el método ~

ih vivo e In vitiro con digestfén con pepsina por 48 horas, lo cual

differe de los resultados obtenidos por Shrivastava y Talapatra --
(16) ; McCarthy et al., (12); Vogtmann et al ., (23); Van Keuleny

Young (22) y reclentemente por Thonney et al., (20) quienes 1lega-
ron a la conclusidn de que las cenlzas fnsolubles son un buen mar~
cador para la determinacién de la digestibilidad, tanto en monogds
tricos como en rumiantes. Lo cual significa, que aunque la téeni-
cs 3¢ llevd a cabo en base a o sefalado, pudo haber existido al-~

gun factor de variaci6n que no se tomara en cuenta y que did un re

sultado falso.

El porcentaje de recuperacidn de cenlzas en heces fue de ~---
83.2 %, lo que difiere de! resultado obtenido por Van Keulen y ---
Young (22) y por Thonney et al,, (20), quienes recuperaron casi el
100 ¢ de cenlzas en heces. Van Dyne y Lofgreen en 1967 (21) sugi--
rleron que la baja recuperabilidad del marcador puede ser atribul-
da a una acumulacidn de minerales en el tracto digestivo de los ru
miantes, Los baJos porcentajes de digestiblilidad encontrados pue-~

den sar atribuidos también a la baja recuperabilidad del marcador,

7h




En cuanto a la determinacidn de algdn patrén en la variacién
durante las 24 horas del dfa, con respecto a la excrecién de ceni-
zas y en la determinacion de la digestibitidad, se llegd a la con-
clusifn, de que el tiempo del dfa en que se tome la muestra de he-
ces, no es una fuente de varijacidn para la estimacion del coefi---
ciente de digestibilidad por el método CAl. Lo cual, concuerda con
el resultado obtenido por Van Keulen y Young (22), quienes determi
naron que no existe varfacidn durante las 24 horas en la estima---
cidn de la digestibilidad, €s {mportante notar que la repetibili--
dad de la determinacién fu€ buena a 1o largo del muestreo realiza-

do.

25
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se realizd el presente trabajo se

encontrd que:

1.~

2.~

La digestibilidad in vitro con un tiempo de digestidn con
pepslna de 48 horas, fue el mds eflclente para el cliculo
del coeflciente de digestibilidad de 1a materia seca, com
parado con las varfaciones de 12 y 2b horas en la diges-~

tidn con pepsina.

El método de las cenlzas insolubles, dio resultados Infe~
riores (P<’0.05) a Vos obtenidos con el método in vivo e
in vitro {48 horas),

No existe variaclén durante las 24 horas en 1a estimacién
dal coeficlente de digestibilidad, por el método de cenl-

zas 8clido insnlubles HC1 2H,

La recuperacidn de cenlzas en las muesiras de heces, fue
estadfsticamente diferente del 100 % de recuperacidn teb-

rica (P<C0,01).
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