REDUCCION DEL TIEMPO DE DIGESTIBILIDAD /N VITRO EN LA
EVALUACION DE FORRAJES!

Reduction in in vitro digestibility time for forage evaluation
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digestibility in lucern plants was evaluated.

week, and less cost.

SUMMARY

The possibility of reducing the pepsine-incubating time in order to obtain the two-step in vitro

The incubation times were: 0, 4, 6, 24, and 48 hours, and temperatures: 40 and 50° C.

Regression analysis indicates that 4 hour incubation at 50 °C give the same result as 48 hours at
40° C. Dose of pepsine can be reduced from 900 to 540 units/tube.

itis possible then, to reduce the pepsine incubation time getting a better analysis capacity during the
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INTRODUCCION

La evaluacién de la calidad de los forrajes por méto-
dos de laboratorio es de gran importancia para
lograr eficiencia en produccién animal. Dentro de
los mejores métodos usados, se encuentra la diges-
tibilidad de la materia seca (dms) determinada in
vitro, segun Tilley y Terry (1963) y Goering y Van
Soest (1970), la cual permite predecir los valores in
vivo con una mayor confiabilidad que los métodos
quimicos (Givens, Everington y Adamson, 1989 ;
Mison y MclLeod, 1972) ya que la correlacion de
éstos con la digestibilidad es afectada negativa-
mente por la complejidad de las interacciones de la
pared celular, la variabilidad entre cada tipo de
plantas, su estado de madurez y los diversos esti-
mulos ambientales (Hatfied,1989; Jung, 1989). A
pesar de las ventajas la dms determinada in vifro
tiene algunos inconvenientes como la necesidad de
animales fistulados para la obtencién de licor ruminal,
variabilidad del inéculo segun la alimentacién y pro-
longado tiempo que toma el analisis que consta de
dos etapas.

- Primera etapa: 48 horas de incubacion con liqui-
do ruminal, 40 °C (Goering y Van Soest, 1970).

'Recepcion de originales: 6 de enero de 1994,
2Centro Regional de Investigacion Remehue (INIA), Casilla 24-0,
Osorno, Chile.

- Segunda etapa: 48 horas de incubacion con
pepsina en medio acido, 40°C (Goering y Van
Soest, 1970).

En la practica el analisis demora entre 7 a 9 dias,
tiempo muy prolongado, especialmente, para mues-
tras de origen comercial que requieren de una ma-
yorrapidez. Se hace necesario entonces buscar una
alternativa que logre agilizar este analisis.

En la literatura se encuentran antecedentes de que
la etapa de incubacién con pepsina por 48 horas,
puede ser reducida a 24 horas, incluso a 16 horas
(Larsen y Jones, 1973; Lorin y Harris, 1970; Van
Soest y Robertson, 1985), pero no existe un estudio
cinético que indique cual es el tiempo minimo que de
resultados confiables, ni para qué muestras es
aplicable.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la facti-
bilidad de reducir el tiempo de anélisis de la digesti-
bilidad de la materia seca (dms) determinada in vitro
manteniendo la etapa de incubacion con liquido
ruminal por 48 horas a 40 °C y modificando la etapa
de incubacion con pepsina por 48 horas a 40 °C.

MATERIALES Y METODOS

Como muestra en estudio se utilizé una pradera de
alfalfa con 18% de materia secay 19,2% de proteina

AGRICULTURA TECNICA (CHILE) 57 (2): 122 - 126 (ABRIL - JUNIO, 1997)



R. SALDANA P. y J.C. DUMONT L. - REDUCCION DEL TIEMPO DE DIGESTIBILIDAD /N VITRO..... 123

cruda, la cual fue secada a 60 °C en una estufa de
aire forzado por 48 horas y luego molida en un moli-
no Willey Mill con tamiz de 1 mm.

La fuente de inéculo de liquido ruminal utilizado fue
obtenido de una vaca fistulada, alimentada exclu-
sivamente con heno.

El analisis de la dms determinada in vitro se realiz6
por la técnica de Goering y Van Soest, (1970) que se
deriva de Tilley y Terry, (1963).

La pepsina usada fue de la marca Riedel-de Haén
de 1.200 unidades/gramo, la cual fue disuelta en
acido clorhidrico 0,075 N (AOAC, 1975) para ser
dispensada a los tubos.

Para optimizar la etapa de incubacién con pepsina
se modificaron los siguientes parametros:

1. Temperatura de incubacidn.
2. Tiempo de incubacion.
3. Cantidad de pepsina.

1. La determinaciéon de temperatura éptima de la
pepsina, se realiz6 incubando el forraje en un
medio similar a la dms determinada in vitro pero
sin liquido ruminal, durante 60 minutos. Los
resultados se expresaron como porcentaje de
material digerido.

2. Elestudio cinético de la incubacién con pepsina
se realizé midiendo la dms determinada in vitro,
para lo cual se mantuvo la etapa de incubacion
con liquido ruminal a 40 °C por 48 horas y se
vario el tiempo de incubacién con 720 unidades/
tubo de pepsina a 1; 2; 4; 7,5; 24; y 48 horas a
40°C y 50 °C. Se compard los valores de la dms
determinada in vitro a diferentes tiempos, canti-
dad de pepsina y temperatura, manteniendo la
etapa de incubacidn con liquido ruminal por 48
horas a 40 °C y variando la etapa de incubacién
con pepsina de 0, 4, 6, 24 a 48 horas, con 360 y
900 unidades/tubo de pepsina a 40 °C y 50 °C.
Los tubos que se mantuvieron en incubacién par
48 horas con 360 unidades/tubo a 40 °C se
consideraron como control.

3. La cantidad de pepsina 6ptima a utilizar se de-
terminé midiendo la variacion de la dms deter-
minada in vitro, manteniendo la etapa de incu-
bacion con liquido ruminal 48 horas a 40 °C y
variando las concentraciones de pepsina a 360,

540, 720, 900 unidades/tubo incubando por 4

horas y 50 °C. Se mantuve como control la
incubaciéon con 360 unidades/tubo de pepsina a
40 °C por 48 horas.

El analisis de varianza se hizo con un nivel de signi-
ficancia del 5%, tomando como control la dms de-
terminada in vitro obtenida con incubacién con pep-
sina de 360 unidades/tubo, 48 horas a 40 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las enzimas expresan su maxima capacidad de
degradacion en su temperatura 6ptima, caracteris-
tica que depende, entre otros factores, de su estruc-
tura, medio en que se encuentran y origen. En la
etapa de incubacién con pepsina de la digestibilidad
de la materia seca (dms) determinada in vitro tradi-
cionalmente los métodos usan unatemperatura entre
39 y 40°C. Con el fin de verificar si ésta es la mas
adecuada, se determiné el efecto de la temperatura
en la digestibilidad del forraje como se muestraenla
Figura 1, la cual indica que 40 °C no es la mejor
temperatura y que la 6ptima se encuentra a 51 °C,
en donde su capacidad de degradacién se duplica,
siendo éste un factor importante para acelerar la
velocidad de degradacion de proteinas y reducir el
tiempo de la etapa de incubacion con pepsina.

MATERIAL DIGERIDO (%)

40 45 50 55
TEMPERATURA DE INCUBACION CON PEPSINA (°C)

FIGURA 1. Efecto de la temperatura en la digestibilidad del forraje.

FIGURE 1. The effect of temperature on forage dry matter digestibility.

Para verificar la temperatura 6ptima de incubacién
con pepsina se midi6é la dms determinada in vitro
manteniendo la etapa con liquido ruminal de 48
horas a 40 °C y comparando la etapa de incubacion
con pepsina a 40 y 50 °C en relacién al tiempo de
incubacién, lo que se muestra en la Figura 2 al cual
se le ajusté un modelo de dobles reciprocos (Lenh-
ninger, 1972) transformado a la siguiente ecuacion:

dms max x horas

dms =
K + horas
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FIGURA 2. Efecto del tiempo y la temperatura de incubacion sobre
la digestibilidad de la materia seca del forraje.

FIGURE 2. The effect of time and temperature of incubation on
forage dry matter digestibility.

dms = Digestibilidad de la materia seca
determinada in vitro.

dms max = Digestibilidad de la materia seca
determinada in vitromaxima alcanzada
segun el modelo.

K = Constante.

Se puede apreciar que los valores de dms deter-
minada in vitro a 50 °C se elevan mas rapidamente
que a 40 °C, confirmandose que la temperatura es
un parametro que acelera la reaccién de la enzima
que se emplea en el presente estudio.

De los datos obtenidos de las regresiones se en-
cuentra que entre 4 y 6 horas de incubacién con pep-
sina se puede llegar al 99% de los valores maximos
gue alcanza la dms determinada in vitro, por lo tan-
to, las siguientes etapas se destinaron a comprobar
si esos tiempos dan resultados comparables esta-
disticamente con las tradicionales 48 horas de
incubacion.

En el Cuadro 1, se muestran los valores de dms
determinada in vitro obtenidos a diferentes tiempos
de incubacion con pepsina de 40 y 50 °C en donde
se puede ver que existe una gran diferencia entre el
tiempo 0 hora (s6lo con incubacion ruminal) y 48
horas lo que estaria justificando plenamente la etapa
de incubaci6n con pepsina de la dms. A partir de las
6 horas a 40 °C se obtuvieron resultados sin
diferencias significativas con respecto a la incuba-
cién de 48 horas, condicién que se toma como
testigo de comparacién. Aunque estos resultados a
40 °C parecen extremadamente buenos, se debe
tener en cuenta que este experimento se realizé con
un exceso de pepsina (900 unidades/tubo) de 150%
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la cantidad normal, situacién que sélo puede ser
mantenida en ensayos experimentales y no como
rutina. Finalmente a 50 °C, a partir de las 4 horas no
hubo diferencias significativas con respecto a 48
horas, 40 °C, lo que signific6é un acortamiento consi-
derable de la etapa de incubacién con pepsina de la
dms determinada in vitro.

En el Cuadro 2 y Figura 3, se muestran valores de
dms determinada in vitro manteniendo la etapa de
incubacion ruminal por 48 horas a 40 °C y variando
las cantidades de pepsinaa40y50°C. Laincubacion
cen 360 unidades/tubo por 48 horas a 40 °C que es
latradicional fue usada como control. Los resultados
indican que con un minimo de 540 unidades/tubo a
4 horas 50 °C se obtuvieron resultados sin diferencias

CUADRO 1. Valores de DMS in vitro obtenidos
a diferentes tiempos de incubacién con
pepsinaa 40 °Cy 50 °C

TABLE 1. In vitro dry matter values at different
incubation time with pepsine at 40 °C and 50 °C

Valores de dms in vitro

Tiempo de Cantidad de

incubacién pepsina 40 °C 50 °C
(horas) (U/tubo) (%) (%)
0 - 63,3+0,6
4! 900 66,2 +0,7 69,1 + 0,9*
6 900 69,4 +1,0* 70,5 + 1,0*
242 360 68,6 + 0,5*
482 360 69,2 + 0,8 (c)

'Agitacién manual cada hora.

2Agitacion 3 veces al dia.

(c) = control.

*Diferencias no significativas con respecto al control segun prueba
de Duncan (P > 0,05).

CUADRO 2. Valores de dms in vitro obtenidos
con diferentes cantidades de pepsina
ad40°Cy50°C

TABLE 2. In vitro dry matter values with differents
amount of pepsine at 40 °C and 50 °C

Valores de dms in vitro

Cantidad
de pepsina 48 horas a 40°C 4 horas a 50°C
(U/tubo) (%) (%)
360 68,2 + 0,9 (¢c) 66,5+ 1,4
540 68,3 + 0,8*
720 68,5 +1,1*
900 68,9 + 0,8"
(c) = control.

*Diferencias no significativas con respecto al control seguin prueba
de Duncan (P > 0,05).
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significativas con respecto al control. Este resultado
es bastante importante porque indica que con
cantidades de s6lo 50% sobre io normal de pepsina
(y que puede ser mantenido como rutina, ya que no
aumenta considerablemente los costos de analisis)
se puede reducir el tiempo de incubacion con pepsina
de 48 horas a 4 horas.
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FIGURA 3. Efecto de la cantidad de pepsina sobre la digestibilidad
de la materia seca del forraje.

FIGURE 3. The effect of amount of pepsine on forage dry matter
digestibility.

CONCLUSIONES

- La temperatura de la segunda etapa de incu-
bacién con pepsina de 40 °C que es tradicional,
no es la mas adecuada para el tipo de enzima
que se usa en nuestro laboratorio.

- La temperatura de la etapa de incubacién con
pepsina de 50 °C esta muy cercana a la 6ptima
(51 °C) que es la mas adecuada, ya que su capa-
cidad degradativa se encuentra aumentada con
respecto a la temperatura tradicional de 40 °C.

— Es factible reducir el tiempo de analisis de la
digestibilidad de la materia seca determinada in
vitro, manteniendo la etapa de incubacién rumi-
nal de 40 °C por 48 horas y modificando la etapa
de incubacion con pepsina, de 48 horas a 40 °C
(tradicional) por 4 horas a 50 °C, que en la prac-
tica es un ahorro de dos dias, permitiendo entre-
gar un resultado en 4 6 5 dias.

— La cantidad 6ptima de pepsina para mantener
los resultados de 4 horas, 50 °C es de 540
unidades/tubo lo que es un aumento de soélo un
50%, costo que puede ser mantenido en analisis
de rutina.

— Aunque se utilizé una muestra que puede ser
complicada para la etapa de incubacién con
pepsina (pradera de aifaifa con un alto porcentaje
de proteinas), la aplicacion de los resultados de!
presente trabajo a otros tipos de forraje necesita
mayor investigacion.

RESUMEN

En el presente estudio se evalud la factibilidad de
reducir el tiempo de la segunda etapa de incubacién
con pepsina en la determinacién de la digestibilidad
de la materia seca (dms) realizada in vitro para una
pradera de aifalfa. La accion de la pepsina fue opti-
mizada aumentando cantidad y temperatura de in-
cubacioén. Se usaron 900 unidades/tubo de pepsina
y tiempo de incubacion de 0, 4, 6, 24 y 48 horas. A
40 °C (temperaturatradicional) y 50 °C (muy cercana
al 6ptimo de la enzima), los resultados se ajustaron
a un modelo de dobles reciprocos, que indicaron
que con 4 horas de incubacién a 50 °C, se logran
resultados comparables con 48 horas de incubacion
a 40 °C. Se encontrd que la cantidad de pepsina de

900 unidades/tubo se puede reducir hasta 540 uni-
dades/tubo obteniéndose los mismos resultados.
Finalmente, se concluye que es factible acortar el
tiempo que toma el analisis de dms realizada in vitro
manteniendo la etapa de incubaciéon con liquido
ruminal a 40 °C por 48 horas y reduciendo el tiempo
de incubacion con pepsina de 48 horas, a 4 horas y
50 °C para una muestra de pradera de alfalfa, lo que
se traduce en un considerable ahorro de tiempo y
una mayor capacidad de analisis durante una semana
de trabajo.

Palabras claves: Digestibilidad in vitro, incubacién
con pepsina, evaluacién de forrajes.
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