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MARTHA PINA*®*, OSVAIDO PALADINES®#

ABSTRACT

Six experiments were conducted in order to study the featibility of predicting
the diy malter digestibility of tropical forages from its solability in a pepsine-fungal
cellulase systens. In vivo digestibility of dry mater at maintenance level of intake
was predicied by pepsine-cellntase solnbility with & standard error of == 2 0¢%. Corre-
lation was superior fo 099 The comparison with in vitto digertibility showed eqnal

precision for both nzzibods

Cellulase concentrations befween 1 and 200 and sample tize between 02 and
035 ¢ did not affect the precision of the peprine-cellulase method

Intvoduccicn

N muchos laboratorios la operacidon de [a técnica
de digestibilidad /# witro sesulta dificil por la
necesidad de tener animales fistulados para ob-

tener el licor del rumen. El nueve métode de digestion
por persina-celulasa (3, 6) reemplaza el licor giel fu-
men por la enzima celulasa a la vez que mantiene la
ctapa de digestion protéica por pepsina. El laboratorio
del CIAT ha empleado el método de digestibilidad 7»
vitro (7) por varios afios en forma satisfactoria, pero
sc crey.) conveniente fa sustitucion por el método de ce-
lulasa. Adepbola y Paladines (1) encontraron, en un
primer intento, buena correlacion entre d!gestlbllld‘ﬂ(]
enzimética y digestibilidad jn witre de algunos formajes
tropicales En este estudio se empled una enzima de pro-
cedencia norteamericana (Worthington Biochemical Cor-
poration), pero posteriormente Gote y Minson (3) su-
girieron el empleo de la enzima japonesa Onozuka 55-
P 1500 (que al ser mis barata pesmite el empleo de
mayores Concentraciones

Donefer ef al. (2) sugieron que la celulasa podria
ser una alternativa en la determinacion de la digestion
de la materia seca estableciendo una buena relacidn entre
digestibilidad iz witre y Ia solubilidad de los forrajes
en solventes, Posteriormente, Jarrige of o (4) encontra-
ron muy buena correlacion entre la digestibilidad /n
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vieo vs la digestion de la celulasa, y Jones y Mayward
(5, 6) describieron una técnica de dos etapas en la
cunl 0,2 g de muestra fue incubada primero con pepsi-
aa dcida para remover el contenido celular y luego con
una celulasa cruda producida de Trichoderma vivide

Goto y Minson (3)emplearon el método de pepsina-
celufasa para predecir la digestibilidad de la materia
seca en forrajes tropicales, obteniendo correlaciones al-
tamente significativas (R 0,937) y una desviacidn
estandar de la regresion de 2,7 unidades de digestibi-
lidad.

En este trabajo se presentan los resultados de ceis
experimentos con el objeto de determinar: 1) la con-
centracion adecuada de celulasa, 2) comparacion de los
métodos de digestibilidad iv witro y de solubilidad en
pepsina-celulasa, 3) el tamafio de muestra més adecuado
pare un sistema rutinasio de anilisis

Materiales y métodas

Foriajer

Las muestras de forrajes empleadzs provenian de
los trabajos de digestibilidad jn vive realizadas en el
Programa de Ganado de Carne del CIAT. La digestibi-
lidad fue determinada con ovinos machos™ africanos”,
ofreciendo el forraje a nivel aproximadamente de man-
tenimiento para evitar la selectividad en ef material con-
sumido en forma que la muestra que se someta a diges-
tion en el laboratotio represente realmente lo que el
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Cuadro 1 —Forrajes empleados en las pruebas de so-
lubilidad en pepsina - celulasa y digestibi

lidad 7in »itro.
Digestibilidad  card i
Deseripeitn del forzape in vivg de ia prc;\s}r;nnto
M & %

Desmodinm distorium,

planta 60,9 1-3
Desmodivm distertnm, '

hoja 75,0 i
Stylosamthes guianensis, ‘

maduto 51,4 2-4.3.6
Desmodinm distortan,

hojs - peciolo 71,2 5-6
Desmodinm distortum,

tallo 50.4 5-6
Hyparrhenia rufa,

maduro, heno 30,0 2.44-5
Digitaria decumbens,

keno 55,9 4-5-6
Cynodon nlemfuensis,

var. robusta, maduro 41,3 4
Cynodon nlemfuensis,

var robusta, joven 56,2 4
Cynodon nlemfueniis,

var nfemfuensis joven 54,3 4
Cynodon dactylon,

var. aridus, maduro 42,1 4
Cyuodon dactylon,

var aridus, joven 57,1 4
Digitaria transvala,

joven 56,2 K
Pradera nativa de los Llanos

Orientales, heno 31,4 4-5-6

Cuadro 2.—S8olubilidad en pepsina - celulasa de Der-
modinm distertnm bajo cuatro concentra-
ciones enziméaticas

Cancentracion Sotubilidad e s i
15 51,8 1,28
2,0 52,0 1,47
2,5 52,0 1,54
3,0 49,9 2,81

Las diferencias entre concentracinnes no son sipnificativas (P>0,DS)

animal consumié En el Cuadro 1 se describen los forra
jes empleados andtindose los experimentos en los cua.
les fueron usados

Todas las muestras fueron molidas en molino de la-
boratorio Wiley empleando criba de 1 mm. de didmetro

Métodos de laboratorio

El métedo de solubilided por pepsina-celulasa fue
¢l mismo descrito por Jones y Flayward (6) con la mo-
dificacién de la celulasa Onozuka 55 (P-1500) seguida
por Goto y Minson (3). El métedo finalmente estan
darizado en nuestro laboratorio es el siguiente: muestras
de 0,2 g del forraje son incubadas en tubos plisticos
de 50 ml de capacidad a 39°C por 48 horas con 20 ml
de icido clorhidiico 0,1 N que contiene pepsina (1:
10 000) al 0,29%. Luego de 48 horas el sobrenadante
se remueve con tubos filtrantes de absorcidn con ampo-
Heta de filtracidn de vidrio aglomerado Se afiaden lue-
go 20 mi. de la solucién de enzima al 1,5% vy los tubos

Cuadro 3 —Solubilidad en pepsina-celulasa de dos forrajes tropicales bajo cuatro concentraciones enzimiticas

Especic

Contentracion de celubasa

Stylosanshes guianensis
Hyparrbenia rufa

Promedio

0.5% 1,0¢% 1.5% 2 0% X
Y
43,9 & 233/ 45,0 = 1,7 47,2220 44,0 £ 1.8 45,0b/
22,6 £ 1,0 25,8 £ 0,7 234 £ 1,1 26,9 £ 09 24,7
33,3 35,4 33,3 33,9 34,9

af Desviacién estandar eatre cuadruplicados deatro de las tratamientos

b/ Las diferencias eatre especies sen sigaificativas (P<0 0ty pero no son significativas las diferencins entre concentracinnes ni Ta interaccién especics

¥ concentracidn (P &0 1y,
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Cuadro 4.—Solubilidad en pepsina-celulasa de Dermo-
modinn dittortum bajo cuatro concentra
ciones enzimdticas

Concensracin Salbilidad | esiacin et
% ot
1,0 50,5 2 1,62
1,5 55,5h 0,85
2,0 52,24 3,07
2,5 55,2 b 0.72

Promedins con jetras diferentes dificren significativamente al nivel de
1%

se incuban por 48 horas a 39°C, agitindose dos veces
por dia. El contenido del tubo es luego filtrado por
succién en filtros de vidrio aglomerado, lavindose dos
veces con agua fria, secandose a 105°C y pesindose
El residuo seco corresponde a la materin seca no dige-
rida. Si se desea obtener [a solubilidad de la materia or-
ginica se debe sustituir en la Gltima filtrada los filtros
de vidrio aglomerado por crisoles Gosh provistos de

lana de vidrio los cuzles pueden ser calcinados en horno
mufla a 500°C

El método de digestibilidad /i vitre es el mismo des-
crito por Tilley y Terry (9) y modificado por Moore
y Dunham (7). En todos los experimentos se mantuvo
constante el método de andlisis, variando solamente I
parte correspondiente al estudio

Experinento Nv |

Iste experimento tuve por objeto estudiar el efec
to de 4 concentraciones de celulasa: 1,5, 2,0 2,5 y
3,09% sobre [a solubilidad pepsina-celulasa en una mues-
tra de Desmodinm distortwm  La prueba se hizo por
{ubos cuadruplicados

Experimento N? 2

Se probaron 4 concentraciones de enzima en dos
muestras de forraje Las concentraciones fueron 0,5,
L0, 1,5 y 2,0% de celulasa. Se emplearon cuatro tubos
por tratamiento.
Experimento N* 3

En ef mismo forraje del experimento N* 1 se proba-
ron concentraciones de celulasa de 1,0, 1,5, 2,0 ¥ 2,5%
Se usaron cuadruplicados

Cuadro 5 —Digestibilidad /n vivo y solubilidad en pepsina - celulasa bajo dos concentraciones enzimdticas de

once forrajes tropicales.

Solubilidad en pepsina - celufasa

. Digestibitidad Conceatracion Concentracio

Espeeie in tivg 565 2.0% "

% D.E &/ % DE W % DLW
D decumbes, heno maduro 55,0 2.0 42,1 2,2 45,0 1,5
C. nlemfuensis, var. robusta, maduro {1,3 1,7 {1,0 1,7 40,0 1,0
¢ dactylon, var arides, madure 42,1 2,0 33,6 0,5 33,5 1,8
€. nlemfuensis, var robusta, joven 56,2 0,9 18,9 0,4 55,7 1,2
¢ dactylon, var aridus, joven 57,1 2,1 35,6 1 54,5 0,
C nlemfnensis, var nlemfuensis, joven 54,3 1,1 408 0,6 45,4 "1
D. distortum, hoia 75.0 74,5 0,4 72,7 0,9
Hyparrbenia rufa, heno maduro 30,0 3,6 29,0 1,0 28,7 1,1
S guianensis, maduro 51,4 7 50,7 2,3 51,7 0,1
Digitaria transeala, joven 56,2 2.4 15,2 3 41,3 2.9
Pradera nativa, heno 31,4 2,9 28,9 0,8 26,4 4,0

Premedio 50,1 13,08/ <i4,9 15,0¢/ 45,3 13 4/
a/ D E = Desviacion estandar entre aaimales (generalmente -6 animales)

b D E

¢/  Desviacion estandar entre mediag dJe especies

= Desviacion estandaz entre duplicados.
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Cuadro 6.-—Relacion entre digestibilidad in wive y so-
lubilidad en pepsina - celulasa de 11 fo-
rrajes tropicales, bajo dos concentraciones

enzimdticas,
Regrosion e
G| odm | e | osee | @
1,5 0,920 §.74 1,5 0,995
2,0 0,909 8,90 1.8 0,991

Lxperimento N 4

Este experimento tuvo por objeto refacionar la solu-
bilidad pepsina celulasa con la digestibilidad /n wvive de
forrajes que incluyeron dos leguminosas y nueve gra
mineas. Se probaron ademis concentzaciones de celufasa
de 1,5 y 2,09, formando un factorial de 2 x 11, con
tubos duplicados.

Experimento N° 3

Este experimento compasd Iz precision de los méto-
dos de digestibilidad in vitro y solubilidad pepsina-ce-
lulasa para predecie lz digestibilidad 7n wive de seis fo-
rrajes tropicales (3 leguminosas y 3 gramineas); cada
tratamiento se repitié en cuatre tubos y a su vez el expe-
rimento se repitié cuatro veces en cuatro semanas conse-
cutivas.

Lxperimento N¥ 6

Este experimento tuvo por objeto determinar ef efec-
to del peso de la muestra sobre la solubilidad y la in-
teraccion con la concenteacion de la celulasa. Se usa-
ron cinco forrajes tres tamafios de muestsa: 0,20, 0,35
y 0,50 g y concentraciones de 1,5 y 2,09 de celulasa,
Se emplearon tubos duplicados y el experimento se re-
pitid tres veces en tees semanas consecutivas.

Resnltados

Experimento Ne i

Ef Cuadro 2 presenta Jos resultados obtenidos con
cuatro concentraciones de celulasa sobre lz solubilidad
de D. distostnm Las desviaciones estindar entre tubos
dentro de una misma concentracion fueron bajas y nc
se encontraton diferencias significativas entre tratamien-
tos

Experimento Nv 2

En el Cuadro 5 se presentan los promedios de solu-
bilidad bajo dos concentraciones de enzima y la diges-
tibilidad i wiro de los forrajes analizados, y el Cus-
d:o 6 contiene el resumen de la regresidn de digestibili-
dad in vire en solubilidad pepsina-celulase para las des
concentraciones. Las regresiones son altamente signifi
cativas (P<0.001), y las cortelaciones sobre 0,99 y las
desviaciones de la segresidn bajas. No hubo diferencias
entre las pendientes para concentracionss de 1,5 ¥
2,09 de celulasa

Experimento Nt 3

El Cuadro % presenta los promedios de solubilidad
de una leguminosa y una graminea con cuatro concen-
traciones de celulasa. Las diferencias entre especies fue-
ron altamente significativas (P<0,001), como era de
esperasse, pero no hubo diferencias debido a la con-
centracion de la celulasa ni fue significativa la interac
cidn entre concentracidn y especie.

Experimento Nt 4

En este experimento se encontraron diferencias sig-
nificativas (P<0,01) entre concentraciones. La prueba
de Duncan indicd que lz selubilidad obtenida con con-
centraciones de 1,5 y 2,59 fueron iguales y significa-
tivamente superioges a 1,0 y 2,066 (Cuadro 4).

Cuadro 7~-Relacion entre digestibilidad in sive de seis forrajes tropicales (3 gramineas y 3 leguminosas)
y dos métodos de prediccion de la digestibilidad

Solubilidad en Digestibilidnd
pepsing - celulasa in vilro
Carrida

; D E. de ia M . DE de n R

Pendiente pendicnte R# Pendieate pandiente R
1 0,923 0,093 0,95 0,971 0,114 0,95
2 0,868 0,087 0,93 1,133 0,134 0,04

3 0,874 0,087 097 1,679 0,130 0,91
-4 0,869 0,086 0,97 0,984 0,115 0,97
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Cuadro 8 —Precision de dos métodos de laboratorio
para predeciz la digestibilidad in wivo de
seis forrajes tropicales. Los valores corres-
ponden a la regresion global de seis forra
jes por cuatro corridas

Método D. k. dL ia Re
regresian

Solubifidad en

pepsina - celulasa 3,42 .96
Digestibilidad
oo .02 0,95

Lxperimento Nv 5

Los resuitados de la regresion de digestibilidad in
vivo en solubilidad en pepsina-celulasa y digestibilidad
in rvifro se presentan en el Cuadro 7. La prueba de ho-
mogeneidad de pendientes indicé que ellas son iguales
dentro de cada método. La desviacion estindar de Ia
regresion para las cuatro corridas reunidas fue mayor
en el método i pitro (Cuadro 8).

Lxperimento N? 6

El Cuadro 9 presenta los promedios de solubilidad
de los cinco forrajes. No se encontraron diferencias sig-
nificativas para peso de la muestra ni para concentra-
ciones de celulasa.

Discusicn

La serie de seis experimentos que se presentan en
este trabajo se realizaron para determinar Ia factibilidad

Cuadro 9 —Solubifidad en pepsina - celulasa de cinco
forrajes tropicales (3 leguminosas y 2 pra.
mineas} bajo dos concentraciones enzi-
miticas y tres tamafios de muestra o/

Coneentracion de celulasa
Tamaiio de la
muestoa
1.56% 2.0 X

& %
0,20 49,4 47,9 48,7
0,35 45,8 40,3 47,6
0,50 47,4 48,5 18,0

X 47,5 i8,6 18,1

1/ No se encuntraron diferencing significativas para los efectns de tas
mafio de Iz muestra ni concentracidn de 1o celelosy  Cada cifea re-
presenta ef promedio de cingo especies, tres prucbas v duplicados en
cada prueba

prictica de cambiar el métedo de estimacidn de fa di-
gestibilidad de los forrajes tropicales por incubacidn
in vifre con licor del rumen, por considerarse que si s¢
pudiera obviar ¢l empleo de una animal donante del
Hquido ruminal, la prictica rutinaria en nuestro labora-
torio de pastos seria mds sencilla Se estim6 también
que el empleo de una enzima, permitirfa una mayor
constancia en los resultados entre corridas por no de-
pendes de circunstancias dizrias de alimentacidn del ani-
mal. Se creyd primero conveniente determinar cudl seria
la concentracidn de celulasa mis apropiada ya que
Goto y Minson (3) han recomendado ef empleo del
265 cuando se usa Ia enzima Onozuka. A esta concen-
tracién y con muestras de 0,5 g, se requiere 1,0 g de
enzima por muestra, aproximadamente US§ 0,20, En un
laboratorio que analiza un ndmero considerable de mues-
tras, vale la pema disminuir el costo por este concepto

En la mayoria de los casos se emplearon muestras por
cuadruplicado para obtener una buena estimacién de la
precision del método y usando la variacién entre repe-
ticiones como varianza del error, medir los efectos debi
dos a la concentracion de celulasa En los experimen-
tos 1y 3 se empleé la misma muestra de D distortum

En el primero no hubo diferencia y las desviaciones
estindar son bajas. En el experimento 3 la varianza fuc
mayor y las estimaciones de solubiildad menos precisas,
encontrindose digestihilidades superiores a Ia digestibi
lidad in wive del forraje. En el experimento 2 se pro
baron dos especies, una de gramineas y otra de legu
minosas para detectar posibles interacciones entre con-
centracion y calidad del forraje, resultado negativa. Se
decidid probar la precision del método para predecic o
digestibilidad de forrajes tropicales empleando concen
traciones de 1,5 y 2,0% de celufasa en 9 muestras de
gramineas y 2 leguminosas de digestibilidad conocida
al nivel de mantenimiento No se encontraron diferen-
cias para las dos concentraciones y es evidente que con
las dos se puede predecir Ia digestibilidad con alta pre-
cision (R? = 0,99) y un error inferior a2 2,00

Goto y Minson (3) han recomendado el empleo
de 0,5 & de muestra para andlisis, sin embargo, Jones y
Hayward (6) encontraron que con 0,2 g de muestra se
obtenia alta precision, traténdose de forrajes de clima
templado. Adicionalmente, la cantidad de celulasa au
menta y proporcionaimente con el tamafio de la muestra.

Con 0,2 g de muestra y 1,5% de solucidn de celulass
se emplearia 0,3 g de celulasa por muestra en fugar
del 1,0 g En la comparacién realizada entre tamafios
de muestra de 0,20, 0,35 y 0,50 g no se encontraron
diferencias significativas a concentraciones de celulasa
de 1,5 y 2,09 lo cual indica que es factible emplear
0,2 g de muestra y la solucién de celulasa al 1,5%

Finalmente Ja comparacién de fos métodos de diges-
tibilidad /n rifto y de solubilidad en pepsina-celulasa
no arrejd diferencias significativas entre métodos y ain
cuando la precision del método de pepsina-celulasa es
numéricamente mejor que digestibilidad /n vitre, no fue
estadisticamente difecente
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La conclusion de esta serie de experimentos es que
se puede predecir adecuadamente fa digestibilidad in
rive de los forrajes tropicales empleando el método de
solubilidad en pepsina-celulasa, en muestzas de 0,2 g
y concentracion de 1,59 ea la solucion de celulasa, Ef
método descrito se aplica solamente cuando se emplea Iz
celufasa indicada. Si se desea emplear otra fuente de
cefulasa es conveniente antes determinar la concentracitn
mds adecuada

Resumen

Se realizaron seis experimentos para estudiar el mé.
tado de solubilidad en pepsina-celulasa para predecir la
digestibifidad /n vive al nivel de mantenimiento de fo-
1rajes tropicales y determinar la concentracién adecua-
da de la celulasa v ¢l tamafo maximo de muestra del
forraje. Los resultados indicaron que se puede empleas
conceniraciones entre 1,0 y 2,09 de celulasa con igual
precisidn y que el tamafio de Iz muestra, entre 0,2 y
0,5 g, no afecta los resultados

La digestibilidad /» vivo de once muestras de forsa
jes tropicales y su solubilidad en pepsina-celulasa fue-
ron correlacionadas a nivel superior al 0,99 con una
desviacion estindar de la regeesion infericr al 2,0G
La comparacidn de este método con el método de diges-
tibilidad in witro indicd que se puede obtener igual pre-
cision en las estimaciones con los dos métodos.
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Notas y Comentarios

Los regladores de crecimiento bajo contrel

Uno de los trabajos presentados en Honoluld ante fa reu-
nién conjusita de la American Chemical Society y la Socie-
dad Quimica de Japon (abril de 1979) dio cuenta de ira-
bajos parz controlar los estimules a plantas

Desde ¢l trigo hasta fas pifias, el papel de los reguladores
del crecimiento vegetal en la produccion agricola se estd ex-
pandiendo. Tales compuestos son usados para promover un
crecimiento, floracién y produccidn de frutos lentos, para
obtener un mayor volumen a final de cuentas. Sin embarpo,
jos productos quimicos producidos por téenicas sofisticadas se
aplican a los cultivas, por lo peneral, mediante un método
de aspersién que no ha cambiado en 20 afos, afirmd G G

Allan, de la Universidad de Washington, ante la seccidn de
polimeros de fa reunién de quimicos. Debido 2z que el mo-
mente y iz dosis de los reguladores vegetales son a menudo
cruciales para su efecto, Allan sostiene que las sustancias ne-
cesitan sistemas de aplicacidn de liberacidn controloda pera al-
canzar su potencial prictico pleno
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El Dr Allan es un colaborador de Twrrialba, en cuyas
piginas aparecieron por primera vez algunas de sus investiga.
ciones sobre el barrenador de los brotes de Cedrella (CF
Turrialba 20:478). Informd en Honolulu schre el primer sis-
tema para la liberacion controlada de unma sustancia estimula-
dora del crecimiento E! crecimiento del pino (Piuns taeda)
y e abeto (Prewdotinge taxifolia} fue incrementada en un
periode de ocho afios por una auxina adherida a fragmentos
de corteza del tronco. Los microorganismos descomponen len-
tamente lz corteza, liberando el ingrediente active. Original-
mentg, Allan no intentaba estimular el crecimiento vegetal,
sino desarrollar un herbicida a largo plazo para usarse en los
plantios de coniferas en proyectos de reforestacién  Sin em-
bargo, en sus investigaciones Allan encontrd que el herbicida
a base de auxina no sdélo prevenia el crecimiento de malezas,
sino que estimulaba sustancialmente las ganancias en altura
y didmetro de jos drboles tanto en suelos ricos como en
pobres.

En pruebas de campo, en cooperacidén con lus autoridades
del estado de Washington, fos cientificos han tratzdo ya medio
milién de pliatulas con una solz aplicacion de auxina aprisio-
nada Calculan que el costo es de cinco centavos de dédlar
por drhol, v esperan que los expertos forestales encuentren
que el tratamiento representa una inversidn meritoria.





