Estudio Recapitulativo

Factores que afectan la digestibilidad in situ
de los alimentos en el rumen

Quin et @l.*" iniciaron el empleo de la técnica in situ,
también llamada técnica in sacco o técnica de la bolsa
artificial para estudiar la digestibilidad o desaparicién
de los alimentos en el rumen. Desde entonces, este
método gand gran aceptacién como una forma de
medir la digestibilidad aparente de la materia seca,
fibra, nitrégeno, etcétera,” %1930, 38.5458.02.65 predecir
la digestibilidad de los nutrimentos en el tracto digesti-
vol- 24158y ]a digestibilidad de varios sistemas de alimen-
tacién,>® debido principalmente a que es una manera
riapida de medir la proporcién en que los constituyen-
tes del alimento son susceptibles a la degradacion
ruminal. Sin embargo, la utilidad y confiabilidad de
esta técnica dependen de varios factores, como el tama-
fio de poro de la bolsa utilizada, cantidad de muestra,
tamano delabolsay tamano de particula de lamuestra,
entre otros.

Tamaiio de poro de la bolsa

Se observa que la parte del alimento que desaparece
mds ripidamente durante las primeras horas de
incubacién in situ, corresponde a la parte soluble y
particulas mds finas de dicho alimento.*® Esta parte
soluble puede representar una proporcién considera-
ble de nutrimentos, en particular de nitrégeno en el
caso de forrajes fermentados.* Por ello, varios investi-
gadores®* ** * han optado por lavar las bolsas con la
muestra previa fermentacion, para eliminar la fraccion
soluble y ademas simular la salivacion.

Se havisto que laincubacién prerruminal de pasta de
soya en agua, por 15 min a 39 C, ocasiona la pérdida de
15% denitrogenoy 27% de materia seca al aumentar el
tamano de poro de la bolsa.*® Esto demuestra que la
porosidad del material de la bolsa es de gran importan-
cia al determinar la digestibilidad aparente de los
alimentos estudiados.

En estudios realizados por Uden et al® se observd
mayor desaparicién de pastoguinea (Panicum maximum)
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cuando lo incubaron en bolsas de dacrén con poros de
53 pm, comparado con una incubacién similar usando
bolsas de nailon con poros de 20 a 35 um. Por su parte
Weakley e 0l.% encontraron que la digestibilidad in situ
de soya o granos de destileria fue mayoral incubarlasen
bolsas de nailon con poros invisibles. Estos autores
también encontraron que la digestibilidad in situ, de
una racién completa, aumentd cuando se incubd en
bolsas de dacrén con poros de 54 pm en comparacién
con bolsas de acropore (5 pm).

UdenyVan Soest®” demostraron que la digestibilidad
de la pared celular de pasto timothy (Phleum pratensel..)
aumentd al incrementarse el tamaio de poro de la
bolsa. Murphy y Nicoletti*? observaron que al emplear
bolsas con tamano de poro de 6 a 20 um, se redujo
significativamente la digestibilidad del nitrégeno de
pasta de soya al compararlo con la digestibilidad obte-
nida al emplear bolsas con tamanos de poro mayores.
En el trabajo realizado por Lindberg y Varvikko,” la
desaparicién de materia seca fue mayor en bolsas con
poros de 36 L, seguida por bolsas con poros de 20 um
y 10y, respectivamente.

También se havisto*!”® que el tamano de poroafecta
la entrada y salida de materia seca a través de la bolsa,
lo que puede representar una pequena fuente de error
si entra materia seca exégenay se toma como parte del
alimento estudiado.

Mehrez y Orskov®® encontraron que las bolsas pue-
den retener materia seca exégena, aumentando 0.03 g
el peso de las bolsas vacias. Weakley et al.”* también
observaron un aumento promedio de 0.01 g en bolsas
vacias y lavadas que fueron incubadas por 24 h, con lo
cual se puede subestimar la pérdida de materia seca.

Esdificil establecer el tamano de poro que debe tener
la bolsa; depende mds del tamano de particula de la
muestray de la naturaleza y tipo de alimento investiga-
do.?*%* Sin embargo, una porosidad de 40 a 60 pm
parece ser adecuada para permitir la entrada de
microorganismos y liquido ruminal, asi como la salida
del material digerido; es muy importante conocer el
tamarfio de poroy tipo de material del que estin hechas
las bolsas.*
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Tamafho de particula

Al determinar la digestibilidad in situ de un alimento,
éste no ha sido previamente masticado o sometido al
proceso de rumia. Por tanto, debe molerse antes de
someterlo a la incubacién en el rumen.

Existe unagran controversia en el tamano de particu-
la que debe tener el alimento sometido a estudios de
digestibilidad in sitw,*-** también si el alimento some-
tido a este tipo de estudios debe ser semejante al que se
proporcionaal animal o al que se obtiene después dela
masticacion y que llega al rumen. Generalmente parti-
culas mas grandes y enteras se asocian con una diges-
tién mas lenta, presentando los resultados mayor varia-
ci6n; las particulas mas finas estin sujetas a mayores
pérdidas al incubarlas en las bolsas, lo que da por
resultado tasas de digestion muy rapidas que, en ocasio-
nes, pueden no ser reales. Sin embargo, la variacién en
los resultados es menor.*®

No existen resultados concluyentes sobre el grado en
que el tamano de particulainfluye sobre la digestibilidad
in situ del alimento.

Weakley et al® informan que la degradacién de
materia seca en pasta de soya fue menor al incubarla
quebrada (2000 pm) que molida (520 pm). Ehle et al.®
encontraron que los niveles de digestién de nitrégeno
en varios alimentos fueron similares para las muestras
con diferentes tamanos (1180, 600, 300 y 150 pm), al
incubar 20 g de muestra en bolsas con tamafio de poro
de 70 pm. En otro trabajo,” se observé que la pulve-
rizacion (50 a 150 um) de pasta de soya o granos de
destileria aumento la desaparicién de materiasecay de
nitrégeno.

Al moler e] alimento (5 mm) aumenta la desapari-
cién de nitrégenoy materia seca, en comparacion con
elalimento tal como lo consume el animal.*® También
el molido puede hacer variar el grado en que el
nitréogeno y la materia seca son digeridos, ya que
aumenta el drea de superficie por unidad de peso de la
muestra, haciéndola mas accesible al ataque
microbiano; ademads, particulas mas pequenas y uni-
formes dan por resultado una muestra menos variable
ymadsuniforme. En trabajosrealizados por Van Keuren
y Heinemann,!” no encontraron diferencias en la des-
aparicién de materia seca en forrajes molidos con
tamanos de 0.28, 0.42y 0.84 mm, pero al disminuir el
tamano de particula a menos de 0.6 mm hubo forma-
cion de grumos en la muestra, lo que disminuyé su
digestibilidad. Solaiman et al,** observaron mayor
digestibilidad de las paredes celulares de la alfalfa
(Medicago sativa) y del pasto orchardgrass (Dactylis
glomerata), al moler estos forrajes a un tamafo de 1
mm, que en particulas de 8 mm.

Es dificil establecer el tamanio de particula mas apro-
piado para estudios de digestibilidad in situ; el de 1-2
mm se considera como uno de los mas adecuados 2 * %

Tamaio de la bolsa y cantidad de muestra

Las dimensiones de la bolsa y la cantidad de muestra
son factores importantes que pueden afectar la diges-
tibilidad i situ del alimento.
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Playne et al.** estudiaron el efecto del tamano de la
bolsa sobre la digestibilidad in situ del alimento, man-
teniendo constante la cantidad de muestra (9 g); en
este trabajo se usaron tres tamanos de bolsa (6x 6, 6x
12y 6 x 18 cm). La digestibilidad de la muestra en la
bolsa que media 6 x 18 cm fue mayor que en las otras,
lo cual podria reflejar no sélo un efecto debido al
tamano de labolsa en si, sino lamotilidad de lamuestra
dentro del micro-ambiente de la bolsa.

La importancia de la relacién cantidad de muestra:
superficie dela bolsa ha sido demostrada por Mehrez y
Orskov,*® quienes incubaron 4.3 g de materia seca en
bolsas de diversos tamanos (5x 8, 17x 9, 25 x 15 cm);
observaron que la desaparicién de materia seca de la
bolsa mds chica fue de 37.5% y en las otras dos de 85%.
Ellos sugirieron que en la bolsa de 5 x 8 cm, no hubo
una superficie suficiente para permitir la mezcla com-
pleta del alimento con el liquido y microorganismos
ruminales, ni la eliminacién de productos finales del
metabolismo de éstos. Por otra parte, el que la diges-
tibilidad fuera similar en las bolsas més grandes (17x 9
y 25 x 15 cm) indica que para tener una repetibilidad
adecuada de los resultados, el tamano de la bolsa debe
ser de 17 x 9 cm para 5 g de muestra en base hiimeda.

Lindberg® y Nocek® indican que la relacién entre la
superficie de la bolsa y el tamano de muestra debe ser
de 10 a 20 mg/cm?® para la mayoria de los forrajes y
concentrados. Sin embargo, la cantidad de muestray el
tamano de la bolsa que se incuban dependeri del
alimento estudiado, el tiempo que se va aincubary el
numero de determinaciones o andlisis que se quieran
realizar en el residuo.*

Acumulacién de gas dentro de la bolsa

Laacumulacién de gas puede afectarla digestibilidad
in situ del alimento, ya que puede causar que las bolsas
floten, lo que impide su libre movimiento dentro del
rumen y limita cualquier accién mecénica causada por
los movimientos ruminales. También puede reducir el
flujo de liquido ruminal a la bolsa y la entrada de
sustancias y microorganismos para digerir el alimento.

La produccién de gas es un subproducto de la fer-
mentacién microbiana; por tanto su acumulacién pue-
de inhibir el metabolismo microbiano. Por otra parte,
se ha observado que bolsas con tamanos de poro gran-
de tienden a favorecer la acumulacién de gas.

Uden et al.® y Nocek et al*” observaron acumulacion
de gas en bolsas con tamano de poro entre 20 y 30 um,
mientras que Van Hellen y Ellis'® no observaron acumu-
lacién de gas en bolsas con poros tan pequenos como
0.2 pm; asimismo estos autores y Weakley ¢ al.% no
observaron acumulacién de gas en poros desde no
aparentes hasta de 52 pm. En los estudios en los que no
se observé acumulacién de gas,'>® laausencia degasen
las bolsas se relacioné con la presencia de ingesta rica
en fibra en el reticulo-rumen, ya que las diferentes
presiones y la agcién abrasiva del material fibroso pu-
dieron remover particulas pequenas del alimento, o de
limo bacteriano (exopolisacaridos bacterianos), de los
poros de las bolsas, impidiendo la acumulacién de gas.



Residuos microbianos

La determinacién de la degradacién de la proteina
del alimento con la técnica de digestibilidad in situ es
unaalternativaatractiva delos métodos de digestibilidad
in vive, debido a su simplicidad y reproducibilidad.

Sin embargo, como lo reconocen varios investigado-
res, la degradacion real de la proteina puede ser errd-
neadebidoala presencia de proteina microbiana en los
residuos de alimento después de la incubacién ru-
ll]inal.lﬁ’ 26,27, 85, 38, 40, 43, 50, 59

Se ha demostrado’® #- % % que muchas especies
bacterianas se asocian a las paredes celulares de las
plantasa través de la cubierta de glucoproteinas, duran-
te el proceso de degradacién.

El grado de adherencia microbiana varia; en los
concentrados generalmente hay poca,?”?* ® mientras
que en los forrajes es mas elevada.®® Por tanto, los
errores en el cilculo de desaparicioén de proteina pue-
den ser mayores en forrajes con bajo contenido de
proteina. :

Varvikkoy Lindberg® informan que la velocidad con
que se digiri6 la materia seca de forrajes fue mayor al
hacerla correccién porresiduos microbianos, que alno
hacerla.

Nocek y Grant®® encontraron una relacién muy baja
(r=-.19) entre el nivel de digestién de nitrégeno y el
contenido de fibra neutro detergente en diferentes
forrajes. Sin embargo, al hacer la correccién para
nitrégeno bacteriano, la relacién entre la digestion de
nitrégeno y concentracién de fibra neutro detergente
fue muy alta (r=-.83).

Laadherencia microbiana aumenta con el tiempo de
incubacion. Esto sugiere que las bacterias se unen a las
particulas del alimento hasta un determinado tiempo
de exposicién ruminal; después, éstas se adhieren a
otros sitios, segtin la disponibilidad del sustrato.

Ademas del tamano de la particula, al aumentar el
tamano del poro de la bolsa, se puede causar un
aumento significativo en la adhesién de bacterias.”

Se recomienda que al menos en alimentos con bajo
contenido de proteina, se haga la correccién debido a
la adherencia microbiana, para lo cual se emplean
distintos marcadores (icido diaminopimélico, acido
ribonucleico (ARN), N'®), puessinose cuantificaenlos
residuos sin digerir, se reduce la confiabilidad de los
resultados obtenidos en la digestibilidad in situ, para
estimar la digestibilidad del nitrégeno, sobre todo en el
caso de forrajes con bajo contenido de éste.*

Animales

En la técnica de digestibilidad in sifu se emplean
diferentes especies animales: vacas adultas, vaquillas,
borregos, cabras, caballos y cerdos.!8 2028 57.46. 51,56, 57, 64
Las especies que mds se utilizan son bovinos y ovinos.
Siddons y Paradine® compararon borregos con no-
villos alimentados con la misma dieta a nivel de man-
tenimiento. Observaron en los borregos mayor con-
centracién de amoniaco en el rumen que en los no-
villos y menor concentracién de dcidos grasos volati-
les, mientras que el pH ruminal yla tasa de dilucién

de fluidos en el rumen fueron similares.

Por su parte, Prigge et al.*® observaron valores prome-
dio mayores de retencién de sélidos en el rumen en
bovinos que en ovinos (26 y 17.4 h respectivamente),
sin que hubiera diferencias en los niveles de dilucién de
liquido entre las dos especies.

Dentro de la misma especie, las diferencias relaciona-
das con el sexo y estado fisiolégico pueden ocasionar
variacién. En diversos estudios se han encontrado dife-
rencias en los pardmetros ruminales asociados a la
edad, gestaciény etapa de lactacién.”*364 Muchas de
estas diferencias pueden deberse a la relacién entre el
tipo de dieta que se proporcionay el estado fisiologico
del animal, lo cual puede afectar otros factores ruminales
ademas de la digestién.*® %

Sin embargo, un factor muy importante es la varia-
cién que puede haber entre animales, aun en las mis-
mas condiciones fisiolégicas, y la asociada al tiempo de
incubacién delasbolsas en el rumen. Mehrezy Orskov,?
utilizando borregos, encontraron que las diferencias
en la desaparicién ¢n situ de materia secay de cebada se
debieron a los diferentes valores observados entre ani-
males, seguida porlavariacién entre diasy entre bolsas.
En contraste, Weakley et al,® al emplear vacas, no
encontraron diferencias entre animales en la desapa-
ricién in situ de materia seca y nitrégeno en pasta de
soya. Estos autores sugieren, a partir de los resultados
de su trabajo, que no son importantes los efectos rela-
cionados con el animal en la digestibilidad in situ de la
materia secay nitrégeno, al menos en alimentos simila-
res fisicamente a la pasta de soya.

Para decidir qué animales deben emplearse en expe-
rimentos de digestibilidad in situ, se deben evaluar los
objetivos especificos del experimento y de preferencia
emplear el tipo de animales hacia los que esti dirigida
la investigacion.

Dieta

La dieta es el principal factor que determina la
cantidad y tipo de microorganismos que se encuentran
en el rumen y, por lo tanto, el grado de digestion de los
nutrimentos dietarios. Por ejemplo, la alimentacién de
dietas altas en concentrados con un elevado contenido
de carbohidratos fermentables, reduce el pH ruminal y
causa un cambio en la poblacién microbiana, aumen-
tando los organismos amiloliticos y disminuyendo los
celuloliticos.”*

Debido a que las muestras de alimento que se some-
ten a pruebas de digestibilidad in situ estan en intimo
contacto con los microorganismos ruminales, es muy
importante que se encuentren en el rumen aquéllos
capaces de digerir el tipo de alimento estudiado,* por
lo que es necesario proporcionar una dieta adecuada
para favorecer su crecimiento.

Mertensy Loften,” observaron que el grado de diges-
tién de la pared celular de diferentes forrajes disminu-
y6 al aumentar el contenido de almidén en la dieta de
0 a 80 porciento.

Weakley et al.®® alimentaron vacas con dietas con 25,
40, 60 y 80% de heno de alfalfa, para evaluar la
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digestibilidad del nitrégeno en pasta de soya. En las
dietas que contenian 25% de heno se observaron los
valores més bajos de digestién de nitrégenoy con 80%
los mas altos. Estos autores indican que ademas de los
factores microbianos, algunos factores fisicosasociados
a la dieta pueden contribuir a aumentar la digestién,
como la menor produccion de limo bacteriano asocia-
do a dietas altas en concentrados y la accién abrasiva
entre la superficie de las bolsas y el material fibroso en
las dietas altas en forrajes.

Algunos estudios’® % # indican que dietas altas en
concentrados disminuyen la digestibilidad de la fibra,
por lo que en el caso de forrajes también puede dismi-
nuir la digestibilidad del nitrégeno; sin embargo los
residuosbacterianostambién puedenafectar estainter-
pretacion.®®

La concentracién de nitrégeno y de energia en Ia
racién han mostrado diferentes efectos sobre la
digestibilidad in situ de diversos alimentos. De Faria y
Huber! evaluaron la digestibilidad in situ de ensilado
de maiz, ensilado de alfalfa y heno de pasto, en dietas
con tres niveles diferentes de proteina (8.1, 11.3 y
18.3%) y de energia (39, 29.9 y 21%). Estos autores
observaron que ni los niveles de proteina ni los de
energia tuvieron un efecto significativo sobre la desapa-
ricién de la materia seca en ninguno de los forrajes.

Vik-Mo y Lindberg® indican que, en general, la des-
aparicién de nitrégeno y materia seca en diferentes
alimentos fue mayor con dietas altas en proteina. Otros
investigadores'® * han demostrado que la concentra-
cion de nitrégeno en el rumen carece de efecto sobre
la desaparicién in situ de la materia seca.

Conviene que la digestibilidad in sifu de la dieta o
componentes dela dieta que sevan a estudiar se realice
en animales alimentados con esa dieta o con dichos
componentes. Sin embargo, cuando son muchos los
alimentos que se desean estudiar, el tiempo necesario
paraadaptaralosanimalesa esa dieta oalimento puede
ocasionar la pérdida de una de las mayores ventajas de
la técnica de digestibilidad in situ, su rapidez.?®** Porlo
que los resultados obtenidos cuando no es posible
adaptar a los animales a la dieta o alimento estudiado,
deben ser considerados solamente como indicadores
de la digestibilidad relativa de esa dieta o alimento.

Posicion de las bolsas dentro del rumen

Rodriguez*® observé que la variabilidad entre dupli-
cados en novillos se redujo cuando las muestras se
incubaron en bolsas sujetas a un cordén de 50 cm de
largoatadoa la fistula ruminal, en comparacién con las
mismas muestrasincubadas en bolsas atadas a cordones
de 30 cm de largo. Este autor sugiere que la variacién se
redujo debido a que el cordén de 50 cm permite mayor
movimienta de las bolsas en el rumen.

Mehrez y Orskov?® llegaron a conclusiones similares,
y recomiendan que en borregos las bolsas deben estar
sujetas a un cordén de 25 cm de largo.

Esimportante que las bolsas queden completamente
sumergidas en el contenido ruminal, para reducir la
variabilidad en los resultados obtenidos.
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Se sugiere que para determinar la digestibilidad in
situ de alimentos en el rumen, se utilicen bolsas con
tamano de poro de 40 a 60 pm, que e] tamano de
particulade lamuestrase encuentre en 1-2mmantesde
ser incubada y que la relacién entre la superficie de la
bolsayel tamaiio de muestrasea de 10220 mg/cm® Los
animales empleados de preferencia deben ser homogé-
neos en cuanto a peso, edad y sexo. Si no es posible
proporcionar la dieta estudiada, se debe ofrecer una
con 50% de forrajesy50% de concentrados. Ademaslas
bolsas deben colocarse a una distancia adecuada den-
tro del rumen de acuerdo a la especie utilizada y
permanecer el tiempo necesario para permitir su de-
gradacién ruminal. En cereales y suplementos protei-
nicos se considera conveniente incubarlos hasta por 24
a 48 h y en forrajes hasta por 72 a 96 h, si se quiere
determinar la mixima degradacién del alimento a
nivel ruminal. Sin embargo, es muyimportante estable-
cer el tiempo de incubacién de acuerdo a los objetivos
del estudio, por lo que no es posible generalizar el
tiempo que un determinado alimento debe permane-
cer en el rumen.

La técnica de digestibilidad ¢n situ empleando bolsas
de nailon es una forma \itily rapida para determinar la
digestibilidad aparente de los alimentos en el rumen;
no obstante, debe tenerse cuidado en no evaluar esta
informacidén en términos absolutos.

Abstract

There are many factors which may affect in situ
digestibility of livestock feed. In this rewiew, some of
the mostimportant factors affecting in situ digestibility
inruminants, like bag porosity size, particle size, sample
size to bag surface ratio, gas accumulation in the bags,
microbial contamination, animal effects, dietary effects
and position of the bags within the rumen, are discussed.
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