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CAPITULO I  

RESUMEN  

    



" 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 ROMO 

M.V.Z. ARTURO CASTELLANOS RUELAS 

RESUMEN  

Le finalidad del presente trabajo, fue la de evaluar el méto-

do de las cenizas ácido insolubles (CA1), como un marcador natural 
para determinar la digestibilidad de la materia seca en borregos, 
comparándolo con el método In vivo mediante la recolección total--
de heces y el método In vitro con tres modificaciones en el tiempo 
de digestión con pepsina de 12, 24 y 48 horas. Las tres variacio—
nes en el tiempo de digestión con pepsina en la digestibilidad in-

vitro, fueron estadísticamente diferentes entre si, únicamente la 
digestión con pepsina durante 48 hs no tuvo diferencias significa-
tivos comparado con el método in vivo (P.< 0.05). El método CAI --

fue significativamente diferente 10.05), comparado con los mé-
todos in VIVO e In vitro (48 hs). La recuperación de cenizo; en he 

ces fue ditT13.2-inriliO fue significativamente diferente al 100V 
de recuperación teórica (P 	0.01), No se detecto un patrón de va-

riación en le estimación del coeficiente de digestibilidad y excre, 

clón de CAl durante las 24 horas del día. 



CAPITULO II 

1 NTRODUCC I ON  



INTRODUCCION  

Los coeficientes de digestibilidad aparente no son la medida 

ideal para indicar el valor nutritivo de un alimento, pero no hay 

duda que reflejan en cierto grado el aprovechamiento de los alimen 

tos. El concepto de digestibilidad verdadera es puramente teórico; 

para su determinación se requeriría hacer una diferenciación de --

los nutrimentos o elementos que apareciendo en las heces no son de 

origen alimenticio directo, sino de origen metabólico (4, 11, 13, 

15). 

El uso de la técnica de la evaluación de la digestibilidad,--

mediante la recolección total de heces, es difícil de realizar, de 

bido al costo y tiempo en que se lleva a cabo, por lo que ha sido 

reemplazada gradualmente por métodos más sencillos. 

En el laboratorio se han reproducido exitosamente las reaccio 

nes que tienen lugar en el tracto digestivo del rumiante, por me--

dio del método llamado de "dos etapas In vitro". fn el Instituto - 

Nacional de Investigaciones Pecuarias (INIP), el método más emplea.  

do es el de la medición realizada in vitro (17), similar al pro---

puesto originalmente en 1963 (19). Diversas modificaciones te han 

sugerido al método original, algunas de estas son más utilizadas 

en diferentes Institutos de investigación (2, 9, 14), ista técnica 



ha sido comparada con la digestibilidad In vivo encontrando una al 

ta correlación en pastos tropicales, según 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 revisión 

bibliográfica de éstos, no se considera específicamente el uso de 

las cenizas ácido Insolubles (CAI) como un marcador para determi--

nar la digestibilidad, el cual es similar a los componentes de si-

licio. Shrivastava y Talapatra en 1962 (16), usaron residuos inso-

lubles en ácido 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 práctico, similar al método - 

tradicional de colección total. Posteriormente utilizaron este mar 

cador para determinar la composición del pasto y el nivel de nutrl 

ción de ovejas en pastoreo. En 1974 (12) evaluaron el uso de CAI 

como un marcador natural para la determinación de la digestibill--

dad del alimento de cerdos en crecimiento, llegando a la conclu—

sión que el método CAI era superior al método de Óxido de cromo co, 

mo marcador en dietas para cerdos. Un 1975 (23), SC determino que 

el método CA1 ere de similar exactitud al método de colección tu--

tal para la determinación de energía metabolizable y dlyestibilí-- 

dad de ácidos grasos en dietas de pollos de ongord4 197/ (4), 

hicieron una comparación entre el m¿todc te coles i 	t tal d, I; 



ces y el método CAI en la determinación del coeficiente de digesti 

bilidad de la materia seca en raciones para ovinos, para ello uti-

lizaron tres procedimientos analíticos de laboratorio (HC1 concen-

trado,.HCE 4N y IIC1 2N), los cuales difirieron en la secuencia y - 

temperatura de incineración y en la concentración de ácido. Los --

coeficientes de digestibiltdad de la materia seca estimados por el 

método de las cenizas insolubles con tres procedimientos analíti—

cos, no tuvo diferencias significativas con el estimado por el mé-

todo tradicional de colección total de heces. No encontraron evi-

dencia de variación diurna en la excreción de CAI que afectara la 

estimación del coeficiente de digestibilidad. De los tres procedi-

mientos analíticos utilizados, concluyeron que el más conveniente 

y que menos tiempo consume fue el HCI 2N. En 1979 (20), comparan-

do las cenizas insolubles y el permanganato de lignina como indica 

dores Indigestibles para determinar la digestibilidad en dietas de 

ganado, llegaron a la conclusión que el método CAI es de gran exac 

titud en la determinación de la digestibilidad en rumiantes. En fié 

xlco en 1980, se utilizó también este método en experimentos con -

rumiantes (7). 

La probable ventaja de este método radica en que su determina 

clón no requiere de técnicas nl aparatos especial 

Debido a lo anterior, se consideró la posibilidad de susti--- 

f. 



tuir el método de la digestibilidad in vitro, ampliamente difundi-

do, por el de cenizas ácido insolubles como estimador de la diges-

tibilidad aparente. 

A nuestro juicio, no se ha establecido un paralelismo en Méxi 

co entre estas técnicas, que permitan valorarlas y ajustar su uso 

a las condiciones existentes en los institutos de investigación,—

que facilite y abarate el costo del cálculo de la digestibilidad - 

de los alimentos. Este estudio tiene por objetivo, evaluar el mé-

todo de las cenizas insolubles en ácido para la determinación de -

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

Este trabajo fue realizado en el Centro Experimental Pecuario 

"Tizimin", dependiente del Instituto Nacional de Investigaciones -

Pecuarias - SARH, en Tizimin, Yucatán. 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

PRUEBA IN VIVO.: Se utilizaron 6 borregos Pelibuey con un pe-

so promedio de 18.5 Kg. Los animales tuvieron un periodo de adapta 

clón a las jaulas metabólicas y al zacate Green panic (Pank.um ma-

ximum, var. Tricho9lume)  de 15 días. Posteriormente, se realizó un 

periodo de recolección total de heces durante 7 días; una vez de--

terminada la cantidad de heces producidas, se tomó una muestra del 

10 % y se le determinó el porcentaje de materia seca. Simultánea--

mente, se midió el consumo y rechazo de alimento al cual se le de-

terminó la materia seca. El método utilizado fue el sugerido por - 

Rodriguez (15). 

El coeficiente de digestibilidad de la materiaseCa (M.S.) se 

calculó por medio de la siguiente ecuación: 

Coeficiente de 

digestibilidad e II 	consumida - M.S. excretada x 100 
+Ye 

de la M.S. (X) 	M.S. consumida 



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

terior, el cual se deshidrató y se molió en cribas de 1mm. Se em—

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

tiempo de digestión con pepsina de 12, 24 y 48 horas. El lírluido 

mininal provino de los borregos de la prueba in vivo, las muestras 

se trabajaron por sextuplicado. 

Procedimiento: 

1,- Se pesó 0.5 g de materia seca (M.S.) de pasto en tubos de 

nalgene (se determinó M.S. en otra muestra). Se utiliza--

ron blancos a los cuáles se les puso las soluciones, bu--

ffer-in6culo sin forraje. 

2.- Se adicionaron 20 ml de solución buffer-in6culo precalen-

tado a 39 °C a cada tubo y se colocaron en bailo de agua a 

la misma temperatura. Se burbujeó cada tubo con CO2  por 

10 - 15 seg., se taparon con válvulas Ounsen y se incuba-

ron por 48 horas. 

3.- Se agregaron 4 gotas de alcohol isoamílico (pará reducir 

la espuma) y se agregaron 2 ml de NCi 2.2 N. Se adiciona-

ron 0.1 y de pepsina a cada tubo con agitación suave. Se 

taparon los tubo y se Incubaron nuevamente a 39 'C duran-

te 12, 24 y 48 horas, 

10 



Al final de la incubación, se filtró el contenido de cada tu-

bo a través de un crisol con fibra de vidrio tarado y se secó a --

100 °C. 

El porcentaje de la digestibilidad in vitro de la M.S. se cal 

coló mediante la siguiente ecuación: 

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

peso muestra seca 

PRUEBA DE CENIZAS INSOLUBLES.: La cantidad de CAI se determi-

nó 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 pesó por duplicado 5 g. de muestra de alimento o heces 

(seco y molido) en un crisol de 50 ml. 

2.- Se secó 2 hs en una estufa de aire forzado a 135' °C, se - 

dejó enfriar en un desecador a temperatura ambiente y se 

volvió a pesar ( Pm ). 

- Se incineró toda la noche a 450 "C. Las cenizas fueron--- 



transferidas a un vaso Berzelius de 600 ml. (sin pico) y 

se le agregó 100 ml. de HCl 2N., la mezcla se hirvió por 

5 minutos sobre un aparato de digestión de fibra cruda--

(Labconco Corp. Kansas City MO). 

4.- El hidrolizado caliente se filtró en papel Whatman No. 

40 y lavó con agua destilada caliente de 85 - 100 °C has-

ta quedar libre de ácido. 

5.- Las cenizas y el papel filtro fueron transferidos nueva-- 

mente al crisol e Incinerados toda la noche a 450 °C. 

6.- El crisol y su contenido fueron enfriados en un desecador 

a temperatura ambientes  pesado con las cenizas ( Pc ) y 

vuelto a pesar inmediatamente después de vaciarlo ( Pv ). 

El porcentaje de CAI fue calculado mediante la siguiente ecua 

cien: 

% CAI om ( Pc 	Pv ) / Pm 	x 	100, donde: 

Pc ■ Peso del crisol can cenizas.  

Pv 	Peso del crisol k,acio. 

Pm a  Peso de le materia seca de la muestra. 

la digestibilidad de le M.S. se calculó de la siguiente 



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

% indicador en heces 

C.D. a  Coeficiente de digestibilidad. 

Durante un día se realizó el muestreo de heces de los anima--

les; durante 24 horas con intervalos de 2 horas entre muestreos pa 

ra determinar si existía variación diurna en la determinación de - 

la digestibilidad con el método CA1. 

Los resultados numéricos obtenidos, fueron analizados usando 

la técnica de análisis de varianza y las medias comparadas median- 

te la prueba de Scheffe. 

13 



SOLUCION BUFFER McDOUGALL: 

La solución buffer se preparó adicionando 10 ml. de la solu—

ción 2 a un litro de la solución 1, se agitó la mezcla con agita-

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

CO2. El 	pH obtenido debe ser de 6.9. 

1) Solución 1 

Na2HPO4  anhidro 

Ha HPO
3 

3.7 9 

9.8 g 

Agua desionizada a 40 °C 1.0 	It 

2) Solución 2 

HaC1 4.7 g 

KCI 5.7 9 

Ca1;1
2  

0.4 g 

MgCl2  0.6 g 

Agua desionizada 100.0 ml 

14 
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RESULTADOS  

Los resultados del coeficiente de digestibilidad ( % 	de la 

materia seca del Creen ponle (  Panicum maximum, var. Trichoglume) 

obtenidos por los métodos: in vivo, in vitro y por cenizas ácido 

insolubles son descritas a continuación: 

Con el método in vivo por medio de la recolección total de he 

ces durante un periodo de 7 días, el consumo voluntario de la mate 

ria seca fue de 2.4 - 0.3 	del peso vivo (P.V.), los borregos tu- 

vieron una ganancia de peso de 1.6 141  0.25 Kg. El coeficiente de di 

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

El método in vitro con 3 variaciones en el tiempo de diges—

tión con pepsina de; 12, 24 y 48 horas, dió un coeficiente de di--

gestibilidad ( % ) de; 48.2 ± 1.4, 51.9 ± 1.2 y 57.1 1- 1.3 respec-

tivamente (ver cuadro 1). El porcentaje se Incrementó linealmente 

conforme aumentó el tiempo de digestión con pepsina (ver gráfica 

Con el método de cenizas ácido Insolubles Hel 2N, el coefi— 

ciente de digestibilidad ( 	) fue de 49.0 I 1.26 (ver cuadro 1). 

tos 3 varl 	iones en el méto 	in vitro, resultaron estadrstl  

16 



cemente diferentes entre sí (Pnr.70.05). No se encontró diferencia 

estadística significativa entre la digestibilidad in vivo y la in 

vitro empleando 48 hs de digestión en pepsina. El método CAI fue - 

estadis.ticamente diferente (Pn7,70.05) 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 recuperación ( 	) 

de CAI en heces, utilizando las mediciones de ingestión de alimen-

toy excreción fecal. El promedio de recuperación obtenido, fue de 

83.2 % y resultó estadísticamente diferente (P<0.01) del total 

(100 %) de recuperación teórica (ver cuadro 2). 

En la gráfica 2, se muestran los promedios con su desviación 

estandard de los coeficientes de digestibilidad, determinados por 

el método CAI en las muestras fecales de 5 borregos, colectadas a 

intervalo de 2 hs durante las 24 horas del día. Analizando dichos 

resultados y removiendo los efectos de variación entre animales, - 

no se determinó variación durante el período de muestreo en las es, 

timaciones de la digestibilidad de la materia seca, así corno, en - 

la excreción de CAI (ver gráfica 2). 

11 
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CUADRO 2 

RECUPERACION (%) EN HECES DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO HCl2N 

Cenizas Insolubles 

Muestra 	 en écIdo HCI 2N 

1 	 82.4 

2 	 87.4 

3 	74.8 

4 	83.6 

5 	91.8 

6 	79.3 

X 5 	 8).2 6.0 

X . PROMEDIO 

5 	OESVIACION ESTANDARD 
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DISCUSION  

De acuerdo a los resultados encontrados en el análisis para - 

la digestibilidad in vitro, con variaciones en el tiempo de diges-

tión con pepsina, se encontró que el tiempo óptimo para la determl 

nación de la digestibilidad de la materia seca, es de 48 horas, la 

cual no tuvo diferencias significativas con la digestibilidad in - 

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 digestión 

con pepsina durante 24 horas sugerido por Barnes y lynch en 1969 - 

(2); Dowlishaw y Unsworth en 1976 (3), resultó significativamente 

Inferior (P1(0.05) comparada con la obtenida mediante la diges—

tión con pepsina durante 48 horas y con la digestibilidad determi-

nada in vivo. 

Para el establecimiento de lineas de correlación entre la di-

gestibilidad In vivo e in vitro, debe de ser cuidadosamente esto--

diada en cada laboratorio, debido a que las pruebas in vitro, invo 

lucran diferentes factores de variación (2, 3, 8, 14, 19). De mane 

ra que no es posible usar líneas de regresión de otro laboratorio, 

aunque se usen las mismas técnicas de análisis. Minson y Mcleod en 

1972 (14) corrigieron los resultados In vitro, adicionándoles la - 

diferencia promedio entre los resultados de la digestibilidad In - 

vivo 'oil la obtenida in vitro de las muestras e tandard. A esta di 



gestibilidad in vitro corregida, le llaman digestibilidad in vivo  

estimada. 

El análisis de los resultados del método CA1. HC1 2N resultó 

significativamente diferente (P.'" 0.05) , comparado con el método -

in vivo e In vitro con digestión con pepsina por 48 horas, lo cual 

difiere de los resultados obtenidos por Shrivastava y Talapatra --

(16); McCarthy et al., (12); Vogtmann et al ., (23); Van Keulen y 

Young (22) y recientemente por Thonney et al., (20) quienes llega-

ron a la conclusión de que las cenizas insolubles son un buen mar-

cador para la determinación de la digestibilidad, tanto en monogás 

tricos como en rumiantes. Lo cual significa, que aunque la técni-

ca se llevó a cabo en base a lo señalado, pudo haber existido al--

gun factor de variación que no se tomara en cuenta y que dió un re 

sultado falso. 

El porcentaje de recuperación de cenizas en heces fue de ----

83.2 %, lo que difiere del resultado obtenido por Van Keulen y ---

Young (22) y por lhonney et al., (20), quienes recuperaron casi el 

100 % de cenizas en heces. Van Dyne y lofgreen en 1967 (21) sugi—

rieron que la baja recuperabilidad del marcador puede ser atribui-

da a una acumulación de minerales en el tracto digestivo de los ru 

mientes. tos bajos porcentajes de digestibilidad encontrados pue--

den ser atribuidos también a la baja recuperabilidad del marcador. 

34 



En cuanto a la determinación de algún patrón en la variación 

durante las 24 horas del día, con respecto a la excreción de ceni-

zas y en la determinación de la digestibilidad, se llegó a la con-

clusión, de que el tiempo del dfa en que se tome la muestra de he-

ces, no es una fuente de variación para la estimación del coefi---

ciente de digestibilidad por el método CA!. Lo cual, concuerda con 

el resultado obtenido por Van Keulen y Young (22), quienes determl 

naron que no existe variación durante las 24 horas en la estima—

ción de la digestibilidad. Es importante notar que la repetibili--

dad de la determinación fué buena a lo largo del muestreo realiza-

do. 



CAPITULO VI  

CONCLUS I ONES  



CONCLUSIONES  

Bajo las condiciones en que se realizó el presente trabajo se 

encontró que: 

1.- La digestibilidad in vitro con un tiempo de digestión con 

pepsina de 48 horas, fue el más eficiente para el cálculo 

del coeficiente de digestibilidad de la materia seca, com 

parado con las variaciones de 12 y 24 horas en la diges—

tión con pepsina. 

2.- El método de las cenizas insolubles, dio resultados Infe-

riores (P.<70.05) a los obtenidos con el método in vivo e 

In vitro (48 horas). 

3.- No existe variación durante las 24 horas en la estimación 

del coeficiente de digestibilidad, por el método de ceni-

zas ácido Insolubles HC1 2N, 

4. La recuperación de cenizas en las muestras de heces, fue 

estadísticamente diferente del 100 % de recuperación teó-

rica (P. 9.01). 
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