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Introduccién

Un elemento clave dentro de los sistemas de produccion con rumiantes es la nutricion, ya que €
potencial productivo de un anima silo puede expresarse en la medida que sus necesidades de
mantenimiento estén cubiertas y quede un excedente disponible para ser transformado en producto.
En condiciones tropicales la base de estos sistemas de alimentacion, son las pasturas naturales o
cultivadas. Ademés, se cuenta con una biodiversidad de plantas que normamente son consumidas
por los animales en los potreros 0 a incursionar en terrenos con vegetacion natura. Las
posibilidades de usar subproductos de cultivos tropicales y del procesamiento de ceredles y
oleaginosas, son parte de unalarga lista de materiales con gran potencia. Sin embargo, la eficiencia
de su utilizacion esta sujeta a conocimiento de sus caracteristicas nutricionaes, siendo los
principales parametros de evaluacion, € contenido de nutrientes, el consumo y la digestibilidad del
meaterial.

Para la correcta evaluacion de materiales es necesario que los investigadores validen las técnicas
gue usan, contrastdndolas con estimaciones por otros métodos (Titgemeyer, 1997). El uso del
método tradicional de coleccién total de heces (CHT) es laborioso e implica algunas restricciones al
manejo ordinario de animales en produccién, haciéndose necesaria la evaluacion y validacion de
técnicas que permitan estudiar diferentes materiales (Van Keulen y Joung, 1977). Aun cuando se
considera a los forrges la fuente de alimentos méas econdmica para los rumiantes, las
investigaciones conducidas para determinar su valor alimenticio son mucho menores con relacion a
las conducidas con otro tipo de aimentos (Reid et al., 1952).

El consumo y la digestibilidad han sido éreas de gran interés para los nutricionistas, donde la
técnica de los indicadores ha contribuido notablemente (Kotb y Luckey, 1972). El empleo del éxido
de cromo y la fibra cromo (Cr) mordente como marcadores, han sido cominmente reportados como
eficientes sistemas de marcgje para estimar la digestibilidad in vivo, pero se exige un delicado
manegjo y su determinacién analitica es costosa, por lo que e empleo de la lignina como marcador
interno significa un ahorro importante de tiempo y recursos econémicos.

Los marcadores internos varian en su habilidad para las determinaciones de digestibilidad en
diferentes dietas, por 1o que es necesario evaluar € mérito del empleo del marcador en varios
forrajes antes de su aplicacion en investigaciones posteriores (Sunvold y Cochran, 1991). El
investigador debe estandarizar €l uso de un marcador para una situacion especificay determinar el
grado de error probable de sus estimaciones (Lascano et al., 1990) por lo que se recomienda que
cada equipo de investigacion, evalUe diferentes materiales bajo las condiciones particulares en que
se desempefia su investigacion y determine qué fiabilidad tienen los estimados de digestibilidad
obtenidos (Pond et al., 1987; Lascano et al., 1990).



Deter minacion de la Digestibilidad de los Alimentos

El conocimiento del valor nutritivo de los alimentos es fundamental para la nutricion animal, no
siendo suficiente con los andlisis quimicos, hay que considerar los efectos de los procesos de
digestion, absorcion y metabolismo animal (Bondi, 1989). Las pruebas de digestibilidad permiten
estimar la proporcién de nutrientes presentes en una racién que pueden ser absorbidos por € aparato
digestivo (Churchy Pond, 1994) quedando disponibles para el animal (Bondi, 1989).

Ladigestibilidad depende mayormente de la composicién nutritiva de la racion en estudio, siendo a
su vez afectada por el hecho de que las heces contienen cantidades importantes de materiales de
origen no dietético (Merchen, 1993). Estas, constituyen una importante via de excrecion de
compuestos hitrogenados, grasos, minerales y glucidos no fibrosos de origen endégeno (Church y
Pond, 1994), encontrandose reportes que indican que no hay secrecion de carbohidratos a nivel
intestinal (Bondi, 1989). A esto se debe que los coeficientes de digestibilidad determinados por
diferentes métodos se denominan “aparentes’. Es dificil cuantificar con exactitud las cantidades de
origen enddgeno de un determinado elemento presente en las heces, ocasionando la subestimacion
de su digestibilidad verdadera.

Los vaores estimados de digestibilidad aparente de las fracciones correspondientes a proteinas y
lipidos, sin incluir los aportes de compuestos enddgenos de la misma naturaleza, son siempre
menores a los coeficientes de digestibilidad verdadera. Por 1o que un dato de gran utilidad a
trabajar con rumiantes es que el aporte de nitrégeno enddgeno se encuentra alrededor de 0,5a0,6 g
por 100 g de materia seca consumida (aproximadamente un 4% de la proteina de la racion), por 1o
gue los coeficientes de digestibilidad aparente en raciones con un contenido de proteinainferior a
4%, son negativos (Bondi, 1989).

En dietas basadas en e consumo de forrges, la digestibilidad in vivo es afectada por aquellos
elementos que tienen efecto sobre el consumo, como la capacidad de seleccidén del animal en
funcién de la oferta de material, la disponibilidad de agua, la tasa de pasgje del alimento, la
eficiencia metabdlica de los animales y hasta las condiciones ambientales (temperatura, humedad
relativa), 1o que trae como consecuencia, que dificilmente la técnica in vitro pueda reproducir las
transformaciones ocurridas en la digestibilidad in vivo (Cochran et al., 1986). Aun cuando la
digestibilidad aparente, constituye una expresiéon muy simplificada del valor nutritivo, los datos que
se generan de esta determinacion son de gran utilidad (Merchen, 1993).

Para la determinacion in vivo, del coeficiente de digestibilidad de raciones completas o de
determinados nutrientes dentro de una racion, se han empleado diversos métodos, entre los cuales
destacan, €l de coleccién total de hecesy € método de las proporciones usando marcadores.

El Método de Coleccion Total de Heces

La coleccion total de heces (CTH) es el método mas confiable para medir digestibilidad, ya que
involucra directamente factores tanto del aimento como del animal (Basurto y Tejada, 1992). Este
método incluye la medicion de laingestion de una determinada racion de composicion conociday la
colectatotal de laexcrecion fecal correspondiente a alimento consumido. Las muestras del material
ofrecido, a igual que las del rechazado, cuando se proporciona alimento ad libitum, muestras de
orinay las heces, son analizadas en € laboratorio, para controlar € balance de nutrientes ingeridos



y excretados, como base de la determinacion de la digestibilidad de los nutrientes en estudio. Esta
es normalmente representada por un coeficiente de digestibilidad, expresado en forma porcentual
gue se calcula mediante la siguiente formula (Bondi, 1989):

Coeficiente de digestibilidad (%) = [(NI NH) / NI] x 100 )

Donde;
NI = Nutriente ingerido
NH = Nutriente en heces

Sin embargo, esta técnica posee a gunas limitaciones con relacion ala precision de la estimacion del
coeficiente de digestibilidad, representadas principamente por las pérdidas de metano por medio
del eructo, producto de lafermentacién ruminal de los carbohidratos, € cual se consideradigeridoy
los coeficientes de digestion determinados por diferencia entre los nutrientes ingeridos y los
excretados, no siempre reflgjan su disponibilidad (Ortega, 1987; Bondi, 1989).

Alcanzar esta informacion a través de ensayos que involucren e CTH presenta una serie de
desventgjas desde el punto de vista préctico: es laborioso (Van Keulen y Young, 1977; Huhtanen et
al., 1994); requiere de la disponibilidad de jaul as de coleccién; de personal adiestrado en su manejo
(Van Keulen y Young, 1977, Laredo et al., 1988; Basurto y Teada, 1992); e costo de
mantenimiento de los animales (Basurto y Tejada, 1992) y la imposibilidad de utilizar hembras en
los ensayos (Brandyberry et al., 1991).

El trabajo operativo del método de CTH, implica la medicién diaria de consumo, la coleccidn de
heces una o dos veces a dia, sin contaminarlas con la orina, mantener los arneses en su sitioy la
coleccién de la orina. En ensayos a pastoreo la situacién se complica aln més (Laredo et al., 1988)
ya que los animales deben estar adaptados a uso de arnesesy a constante manipuleo (Doley et al.,
1994), pudiendo causar un efecto detrimental sobre los habitos de pastoreo del animal (Van Soest,
1994). Todo esto ha promovido €l uso creciente de marcadores en |os estudios de digestion.

Generalidades sobre e Uso de M ar cador es para Ensayos de Digestibilidad

Los marcadores son compuestos de referencia usados para monitorear aspectos fisicos, como latasa
de pasgje, y quimicos, como hidrélisis y sintesis, haciendo estimaciones cuantitativas o cualitativas
de la fisiologia nutricional. Estos materiales también han sido denominados como indicadores,
trazadores, sustancias de referencia o sustancias indicadoras, y se ha denotado de manera especial,
como marcadores de las dietas, a aguellos que pueden ser colocados en ella, pueden ser
constituyentes naturales de la misma o ser administrados de formaoral (Kotb y Luckey, 1972).

Para ser considerada como marcador, una sustancia debe ser inerte y no tdxica, no tener efectos
fisiolégicos o psicologicos, no puede ser absorbida ni metabolizada en su paso por e tracto
digestivo y debe ser recuperada completamente tanto de materias primas como de alimentos
procesados, debe mezclarse intimamente con € alimento y mantenerse uniformemente distribuida
en la digesta, no tener influencia sobre |as secreciones alimentarias, digestion, absorcion, motilidad
del tracto digestivo o sobre la excrecién, no tener efecto sobre la microflora dd tracto digestivo de
importancia para el hospedero; ademas, debe tener cualidades que permitan su medicion precisa
(Kotb y Luckey, 1972).



La metodologia con marcadores ha sido ampliamente estudiada para ensayos de digestibilidad,
reconaciendo que los coeficientes de digestion pueden ser determinados sin la CTH, tanto para
animales en confinamiento como para animales a pastoreo (Fahey y Jung; 1983; Pond et al., 1987;
Lascano et al., 1990; Van Soest, 1994), en ocasiones cuando se dificulta medir el consumo total de
alimento o cuando se hace imposible colectar la totalidad de las heces (Van Keuleny Young, 1977;
Bondi, 1989; Merchen, 1993; Church y Pond, 1994). Bajo estas condiciones es deseable € uso de
marcadores (Cochran et al., 1986) siendo necesario, conocer la concentracién de la sustancia de
referencia en € alimento y en las heces (Van Soest, 1994) siempre gue se identifique el marcador
apropiado (Fahey y Jung, 1983).

El uso de marcadores ofrece una serie de ventajas en relacion con e método de CHT, es menos
laborioso y no requiere de la medicion del consumo del alimento a evaluar y su excrecion fecal, ya
gue las determinaciones pueden ser realizadas directamente sobre muestras del alimento y de las
heces (Van Keulen y Y oung, 1977; Bondi, 1989; Van Soest, 1994).

Los diferentes estudios con marcadores demuestran que reunir todos estos requisitos es
précticamente imposible, por lo que en ensayos de digestibilidad se han considerado la
indigestibilidad, la recuperacion completa y la facil medicion del material, como las principales
caracteristicas que debe cumplir un marcador (Kobt y Luckey, 1972). Adicionalmente, no debe
afectar el animal, no interferir la digestibilidad del alimento, ni estar presente en la dieta o0 en €
suelo (Van Soest, 1994) y debe contar con un método especifico y sensible para su determinacion
(Owensy Hanson, 1992).

Los marcadores han sido clasificados bajo diversos criterios (Kotb y Luckey, 1972) siendo su
naturaleza el mas comun, regularmente divididos en internos y externos (Pond et al., 1987; Lascano
et al., 1990; Basurto y Tejada, 1992; Merchen, 1993; Church y Pond, 1994). Adicionalmente, Van
Soest (1994) incluye una tercera categoria, los generados matematicamente (como el nitrégeno
fecal). Los internos son aguellos, como la lignina, que son constituyentes naturales del alimento no
digeridos ni absorbidos por €l animal (Pond et al., 1987; Van Soest, 1994) o que se digieren en muy
poca cantidad (Church y Pond, 1994) su utilizacidn es ventajosa gracias a que por ser componentes
indigeribles de los alimentos, no es necesaria la preparacion del marcador (Huhtanen et al., 1994).
Los externos, son substancias quimicas que se suministran al animal, bien sea directamente con la
racion, en cdpsulas o en soluciones (Church y Pond, 1994) y, que al igua que los internos no son
digeridos ni absorbidos (Pond et al., 1987; Owensy Hanson, 1992; Van Soest, 1994).

Varios métodos han sido propuestos para simplificar las determinaciones de los coeficientes de
digestion, siendo e mas popular € de las proporciones usando marcadores (Kane et al., 1950). Este
se muestra como un procedimiento altamente vaido (Swift et al., 1947; Van Soest, 1994) que
permite su estimacion en funcién de la concentracién del indicador en el alimento y en las heces
(Kotb y Luckey, 1972). Al determinar con precision las cantidades de marcador suministrado en e
aimento y en muestras de heces, y conocer la composicion porcentual de los nutrientes presentes
en e alimento y las heces, se determina, a partir de la relacion entre esas concentraciones, la
digestibilidad de los nutrientes (Bondi, 1989).

Para el célculo de la digestibilidad con marcadores, segiin la técnica de las proporciones, se han
descrito algunas formulas, en funcién de la relacion de las concentraciones de los nutrientes y €l



marcador, tanto en laracién como en las heces. En € caso de ladigestibilidad de laMS'y cualquier
otro nutriente se han propuesto la siguientes formulas:

DMS,% = (1 CMF/CMH) x 100 )

Donde:
CMF = Concentracién del marcador en el forraje (%)
CMH = Concentracién del marcador en las heces (%) (Lascano et al., 1990).

Para calcular la digestibilidad de cualquier nutriente (DN), se aplica alguna de estas formulas segln
su preferencia:

DN,% = [1 (CMF x NH)/(CMH x NF)] x 100 A3)

Donde:
CMF = Concentracion del marcador en el forraje (%)
NH = Concentracion del nutriente en las heces (%)
CMH = Concentracion del marcador en las heces (%)
NF = Concentracion del nutriente en el forraje (%) (Lascano et al., 1990).

Digestibilidad aparente,% = 100 [100 (MA/MH)(NH/NA)] (4)

Donde:
MA =% de marcador en €l alimento
MH =% de marcador en las heces
NH =% de nutriente en las heces
NA =% de nutriente en el alimento (Church y Pond, 1994).

La precision y la efectividad de las estimaciones de digestibilidad se ven afectadas por las
variaciones en las determinaciones del marcador. Dichos errores se traducen en una subestimacion
de los coeficientes de digestion, pudiendo ser agjustados con la introduccién de un factor de
correccion estimado con la digestibilidad determinada en (1) por el método de CTH. Esto sdlo se
justifica en e caso de los marcadores internos, pero no en € uso de sustancias metabdlicas o
marcadores externos, donde vendria a ser un correctivo para encubrir falas en la técnica (Van
Soest, 1994).

La validez del uso de marcadores en estudios a pastoreo depende de la habilidad de los
investigadores para obtener muestras representativas de las heces producidas y del forraje
consumido (Streeter, 1969). Sin embargo, el marcador nutricional ideal, que cumpla con todos los
requisitos establecidos y sea aplicable en condiciones variables, no ha sido encontrado, aln cuando
algunos marcadores han resultado exitosos para una aplicacion especifica (Kotb y Luckey, 1972).

LaLigninacomo Marcador Interno para Ensayos de Digestibilidad

Laligninaes e Unico gran polimero de las plantas cuyos componentes no se encuentran claramente
reconocidos (Van Soest, 1994; Reeves, 1997). La lignina afecta la digestibilidad de los tejidos



vegetales (Reeves, 1997). Las estructuras condensadas que se conocen y sus modelos han sido
sintetizados a partir de estudios in vitro, pero no sobre el material en su condicién natura (Van
Soest, 1994).

Generamente la lignina se clasifica dentro de tres grandes grupos, basandose en sus monémeros
estructurales y variando segun la clasificacion taxonomica de las plantas, especiamente entre
monocotileddneas y dicotileddneas (angiospermas y gimnaospermas) (Cain, 1981; Van Soest, 1994).
El problema de definicién de la lignina esta acompafiado por una nomenclatura, hasta los
momentos, inconsistente en la literatura donde se reporta lignina, por o que este término ha sido
empleado para distinguir €l polimero principal de lignina de los fenoles extraibles asociados a las
muestras (Van Soest, 1994).

La determinacion de la lignina es utilizada por muchos investigadores para monitorear estudios de
digestion con rumiantes (Muntifering, 1982; Reeves, 1997), principamente en los Estados Unidos
(Wallace y Van Dyne, 1970) y tipicamente medida mediante méodos gravimétricos (Porter y
Singleton, 1971; Muntifering, 1982). Algunos autores han sugerido que €l detergente &cido y €
detergente neutro remueven alguna lignina verdadera (Fahey y Jung, 1983). Este punto de vista
considera todos los fenoles de la pared celular, incluyendo los ésteres de acido ferdlico y p-
cumarico como lignina (Jung y Deetz, 1993, citado por Van Soest, 1994), lo que reiterala dificultad
de hablar de ellacomo un término absoluto y universal.

Los resultados obtenidos al comparar diferentes métodos de determinacién de lignina, producen
valores muy diferentes, que en ocasiones no concuerdan, ya que cada método mide sustancias
completamente distintas (Reeves, 1988). Algunos investigadores sefidan que e método de
detergente acido incluye cutina, y algunos elementos Maillard como lignina (Muntifering, 1982), a
igual que proteinasy posibles carbohidratos; pero toda la lignina originalmente contenida en lafibra
detergente acido (FDA) aparentemente es retenida, por lo que si hay pérdidas en la preparacion
inicial de la FDA, los vaores subsecuentes de lignina obtenidos deben ser incorrectos (Reeves,
1993).

La presencia de proteina cruda (PC) en la FDA puede complicar la correcta determinacién de la
lignina detergente &cido (LDA), ya que entre el 1.5y el 18% del valor de la lignina puede estar
representado por proteina 'y no por lignina, dependiendo basicamente de las ateraciones que sufran
las proteinas presentes en la muestra por accién del proceso de FDA o por el acido sulfirico al 72%
empleado para la determinacion de la lignina (Reeves, 1997). Se resalta que la composicion de las
preparaciones de lignina varian de acuerdo con € método de aislamiento (Merchen, 1993; Reeves,
1993; Van Soest, 1994) y cada método presenta problemas especificos (Reeves, 1993).

Las diferencias reportadas por las determinaciones del contenido de lignina mediante distintas
rutinas analiticas pueden estar influenciadas por la fuente del material evaluado, observandose
efecto de interaccion entre laligninay la dieta cuando ha sido empleada como marcador en ensayos
de digestion. Al evaluarse su uso como marcador, empleando diferentes tipos de dietas y varios
métodos de determinacion, la sensibilidad analitica del método, es afectada por la complejidad
estructural de los componentes de los forrajes de diferentes fuentes (Muntifering, 1982).

L as propiedades fisicas de la lignina son generalmente alteradas por cidos fuertes que promueven
la posterior polimerizacion y condensacion, pudiendo causar que el material originalmente soluble
(en condiciones naturales) se transforme en productos insolubles (Van Soest, 1994). Por esta razon



se le confiere la caracteristica de insoluble e indigerible, cuando en realidad no se conoce con
precision su composicion especifica, ni su grado de solubilidad en condiciones naturales, ni como es
consumida por e animal. Es por ello que la lignina ha sido usuamente considerada como
indigestible, esperando que funcionara como un marcador interno ideal en estudios de digestion
(Wdlacey Van Dyne, 1970; Muntifering, 1982), pero ésto no es del todo cierto ya que parte de su
estructura es degradada o modificada en su paso por €l tracto digestivo (Muntifering, 1982; Fahey y
Jung, 1983; Merchen, 1993; Church y Pond, 1994) por lo que la lignina debe ser considerada con
precaucién en su empleo como marcador (Merchen, 1993).

Las principales limitaciones para €l uso de la lignina como marcador son su grado de digestibilidad
y la necesidad de realizar coleccién total de |as heces para la obtencion de muestras representativas
(Weir et al., 1959), ain cuando se han reportado variaciones en cuanto a la recuperacion de la
lignina determinada por este método (Fahey y Jung, 1983). Numerosas observaciones de
desaparicion de la lignina a través de su paso por e tracto digestivo han indicado coeficientes
aparentes de digestién que van desde 8 hasta 53% (Merchen, 1993); otros investigadores sefialan
que lavariabilidad en cuanto alos coeficientes de digestion vadel 2 al 42% (Dearriba, 1988).

Algunos investigadores han reportado que la mayor parte de la desaparicion de laligninatiene lugar
a nivel ruminal, y alguna en los intestinos (Fahey y Jung, 1983). Coincidiendo con estudios
realizados en ovinos, que sefidlan que la degradacion de la lignina ocurre principal mente antes de
llegar a los intestinos, donde se da la mayor parte de la demetoxilacion, y sugieren una pequefia
degradacion anivel intestinal (Porter y Singleton, 1971).

La aparente digestion de la lignina puede ser consecuencia de la formacion de complejos solubles
carbohidrato-lignina que pasan através del rumen, y presumiblemente € intestino, como polimeros
en solucién gue no son recuperados en las heces. El transito de la lignina por el sistema digestivo
del rumiante la modifica de manera tal, que mayor nimero de grupos fendlicos son liberados y
expuestos (Fahey et al., 1979). La lignina ha demostrado, no ser una sustancia inerte en el proceso
digestivo de rumiantes, su digestibilidad parcial ha sido reportada como una caracteristica
inapropiada para una sustancia de referencia, a ser empleada en la determinacion indirecta de la
digestibilidad de otros nutrientes de laracién (Sullivan, 1955).

En este sentido Wallace y Van Dyne (1970) realizaron una recopilacion de varios reportes de
digestibilidad de la lignina bajo diferentes condiciones experimentales (Cuadro 1) los cuales fueron
empleados por dichos investigadores para modificar |a ecuacion de determinacion del coeficiente de
digestion de un nutriente en funcion de la recuperacién incompl eta de este marcador.

Otras razones de la aparente digestibilidad de la lignina (Merchen, 1993; Van Soest, 1994) las
cuaes incluyen los preparados de lignina provenientes de plantas inmaduras de bajo contenido de
lignina pueden presentar componentes diferentes a ésta; la presencia de compuestos digestibles
puede incidir en la aparente digestibilidad de la lignina, por lo que lignina de pastos inmaduros no
debe ser empleada como marcador en ensayos de digestibilidad, ya que se dificulta su recuperacion
en heces, alin cuando esta es virtuamente indigerible (Van Soest, 1994). La lignina alli presente,
pudiera ser parciamente digerida (Wallace y Van Dyne, 1970; Scales et al., 1974; Van Soest, 1994)
polimerizada a fragmentos de bgjo peso molecular que son absorbidos y excretados por la orina
(Van Soest, 1994); la formacion de complejos lighina-carbohidrato que no son recuperados en las
heces, la destruccion parcial de lignina fecal durante € andlisis (Fahey y Jung, 1983) diferencias
propias de los métodos de estimacion (Wallace y Van Dyne, 1970; Fahey y Jung, 1983; Dearriba,



1988) y diferencias en las caracteristicas de la lignina determinada en las heces (Fahey y Jung,
1983; Dearriba, 1988).



Cuadro 1. Digestibilidad aparente de la lignina en varios forrajes de clima templado, por
diferentes clasesde animal, y determinada por diferentes métodos analiticos.

Referencia Dieta Descripcion Clase de Mé&odo Dig.
animal de aparente
andlisis’  (%)°
Archibald et al., 1961 Alfalfa 2% Corte Bovinos F 14
Timoti 1¥ Cultivo Bovinos F 10
Bondi y Meyer, 1943 Varias gramineas  Inmaduro Ovinos D 64 a35
Daviset a., 1947 Planta de frijol Deshidratada Ovinos B 16all
Ccon granos
Ely et al., 1953 Pata de gallina Inmaduro Bovinos C 16a4
maduro
Forbesy Garrigus, 1950 Diferentes Gramineas introd. Bovinosy C 11a-27
forrajes Comunes ovinos
Guibert y Goss, 1944 Especiesanuales Maduras Ovinos A 24 a-20
Haleet a., 1940 Alfafa No especificado  Bovinos A 17
Lancaster, 1943 Variosaimentos Variado Ovinos E 32a-40
Louw, 1941 Mezcla de 1ladmeses Ovinos E 24 a12
gramineas
McCann, 1967 Alfadfa N° 1 grado Bovinos G 12
Miller et al.,1954 Trébol ladino Inmaduro Congjos C 26
Festucagigante  Inmaduro Conegjos C 6
Smith et a., 1956 Muchas especies Variado Venado C 42a-7
Sullivan, 1955 Diferentes Inmaduras Ovinos C 17a-3
gramineas maduras
Troelsen y Campbell, 1959 Diferentes Postfloracion Ovinos C 9a-2
especies /comenzando
introducidas semillar
Waite et al., 1964 Forraje de Inmaduro Ovinos C 42 a0
centeno maduro
Watkins, 1955 Diferentes Inmaduro Ovinos C 24 a-17
especies espigado
Van Dyne, 1963 Alfadfa Peletizada Bovinos C 18
Alfdfa Peletizada Ovinos C 8

Fuente: Wallace et al.,1970.

¥ A = Crampton and Maynard, 1938; B = Davis and Miller, 1939; C = Ellis et al., 1946; D = Kalb, 1932; E = Norman y Jenkins,
1934; F = Sullivan, 1959, y G = Van Soest, 1963.
2 Rangos obtenidos con varios estados de madurez reflejando valores de digestibilidad en estados de madurez tiernos y

senescentes, respectivamente.



L as recuperaciones incompletas de lignina se traducen en una subvaloracion de la digestibilidad del
material en estudio, cuando ésta ha sido empleada como marcador, aumentando €l error en la
medida que disminuye la cantidad de lignina recuperada en relacién con € contenido de lignina de
la dieta, especialmente en dietas bajas en este componente (Merchen, 1993). La recuperacion de la
lignina funciona mejor cuando su contenido supera el 5% de la materia seca (Streeter, 1969; Van
Soest, 1994). Para que la lignina pueda ser empleada en ensayos de digestion ruminal, su
recuperacion debe ser confirmada (Kotb y Luckey, 1972), evitando la consideracion de lignina
artificial sintetizada en el paso por € sistema digestivo, como lignina recuperada proveniente de la
dieta; Sin embargo, existe poca informacion sobre el comportamiento como marcador de la lignina
producida por forrajes tropicales.

Los marcadores internos presentan variabilidad en cuanto a la prediccion de los coeficientes de
digestion, pudiendo estar relacionado con la especie forrgjera evaluada (Penning y Johnson, 1983),
por lo que el mayor contenido de lignina en la composicion de los forrajes tropicales, en relacion
con los de climas templados, ofrecen un material prometedor para ser empleado como marcador
interno para ensayos de digestibilidad, bajo nuestras condiciones.

Resultados de nuestro laboratorio (Lachmann et al., 1999; datos no publicados) han mostrado que la
LDA presentd una recuperacion cercana a 100% (cuadro 2), lo que permite inferir, tomando en
cuenta que e uso de la técnica de las proporciones se basa en la recuperacion completa del
marcador, gque sus estimaciones de digestibilidad deben presentar como resultado, valores muy
cercanos alos estimados por CTH.

Cuadro 2. Comparacién de las medias para métodos con desviaciones estdndar sin diferencia
significativa entrelos métodos de coleccion total y lignina deter gente acido (P<0.01, n=12).

Calculado en baseala y Calculado en basealam
X tcal.  ttab. Diferenci m tcal. ttab.  Diferenci
a a

DMSCTH 38.93 0.44 311 ns 39.42 1.16 311 ns
DMSLDA 38.63 38.59
DMOCT 4181 0.69 311 ns 41.58 0.35 311 ns
H
DMOLD 41.27 41.30
A
DPCCTH 45.23 0.47 311 ns 43.70 0.21 311 ns
DPCLDA 44.72 43.32

Ecuacionesde Correccion para el Célculo dela Digestibilidad con la LDA.

Ningun marcador es ideal (Streeter, 1969; Undersander et al., 1987; Huhtanen et al., 1994; Van
Soest, 1994) y sus coeficientes de digestion estimados pueden ser gjustados introduciendo factores
de correccion parala digestibilidad del marcador determinada por coleccién total, sempre y cuando
se trate de un componente natural del alimento y no de sustancias metabdlicas o sustancias
metdlicas afadidas, como €l 6xido de cromo (Van Soest, 1994).



Para que este gjuste sea valido, ademas de cumplir con €l requisito de ser un marcador interno, debe
hacerse basado en la premisa de que € andlisis es preciso y las pérdidas son constantes. Estas
ecuaciones no deben tomarse como algo definitivo sino como el primer paso para el uso rutinario de
este método en condiciones tropicales.

Con estafinalidad se gecut6 un andlisis de correlacién entre |os coeficientes de digestion estimados
por ambos métodos para una misma fraccion (Lachmann et al., 1999; datos no publicados),
obteniéndose una alta correlacion y calculandose posteriormente las ecuaciénes de prediccion para
estimar el vaor de la digestibilidad de cada una de las fracciones en estudio de la CTH a partir del
valor estimado por €l método delaLDA.

L as ecuaciones de prediccion generadas fueron las siguientes:

Digest. MSCHT =  1.0077 DMSLG (r*=0.99, C (p) = 1.00, P < 0.0001)
Digest. MOCHT =  1.0133DMOLG (r*=0.99, C (p) = 1.00, P < 0.0001)
Digest. PCCHT = 1.0114DPCLG (r*=0.99, C (p) = 1.00, P < 0.0001)

Estas ecuaciones son vdlidas Unicamente al replicar las condiciones experimentales en las cuales se
baso su determinacion (Lachmann et al., 1999; datos no publicados). Aln ecuaciones derivadas de
ensayos de digestion en serie de varios forrges con animales con aimentacion controlada no
necesariamente se aplican a diferentes tipos de forrajes con animales a pastoreo (Streeter, 1969).

El Oxido de Cromo como Marcador Externo para Ensayos de Digestibilidad

El 6xido de cromo en polvo es uno de los muchos compuestos con cromo con caracteristicas de
indicador inerte (Kotb y Luckey, 1972) destacado como el mas antiguo y cominmente empleado de
los marcadores externos (Pond et al., 1987; Basurto y Tejada, 1992; Merchen, 1993; Van Soest,
1994). Es préacticamente insoluble en agua y no se asocia con los componentes de la ingesta (Pond
et al., 1987) viga en la digesta en forma de suspensién, a una velocidad diferente a las
correspondientes tanto a la fase liquida como a la fase sblida o particulada, pudiendo formar un
sedimento en e reticulo-rumen y ser transferido esporadicamente a tracto gastrointestinal
(Merchen, 1993) lo que afecta directamente el patron de excrecion del marcador.

El 6xido de cromo, ofrece la ventgja de tener una recuperacion completa en las heces y, existen
varios métodos analiticos confiables para su determinacion, resultando de gran utilidad para pruebas
de digestibilidad (Merchen, 1993). Sin embargo, otros investigadores han reportado que su
determinacion es tediosay presentan dudas sobre |o adecuado de los métodos de estimacion (Kotb y
Luckey, 1972). Ademas, el empleo del dxido de cromo en ensayos con rumiantes, ofrece resultados
menos precisos debido a su excrecion fecal irregular (Crampton y Harris, 1969).

La técnica depende bésicamente del muestreo, de manera que la variaciéon diurna de la excrecién
fecal del marcador no contribuya como una fuente de error (Van Soest, 1994). Se ha reportado
efecto dd forrgje consumido por los animales sobre el comportamiento del marcador, ain en
condiciones de liberacion continua del cromo a nivel ruminal (Hollingsworth et al., 1995), por lo
que las variaciones diurnas en la excrecion del 6xido de cromo han limitado su aprovechamiento
(Anzolaet al., 1981; Laredo et al., 1988).



Para establecer un calendario adecuado de toma de muestras, la medicién del patrén de excrecion
diurno puede proveer una valiosa informacion. Es importante tomar en cuenta que la toma de
muestras rectales para estos fines no trabaja bien, debido a que e éxido de cromo en polvo cuando
es suspendido en agua, por su densidad y tamafio de particula, tiende a ser un liquido pesado, por lo
que se asocia en su movimiento con lafraccion liquida (Van Soest, 1994).

Al empleo del 6xido de cromo debe afiadirse un especial cuidado en su manipulacién, ya que se
encuentraidentificado como un elemento carcinégeno (Pond et al., 1987).

LaFibra Cromo M ordente como Marcador Externo para Ensayos de Digestibilidad

El mordenteo con cromo ha sido ampliamente empleado (Pond et al., 1987; Van Soest, 1994). Este
procedimiento fue desarrollado para atrapar € Cr en la fibra vegetal a través de la formacion de
enlaces coordinados, permaneciendo a lo largo del proceso digestivo en rumiantes (Udén et al.,
1980). Por lo quetiene un ato valor como marcador tanto para estudios de digestibilidad como para
determinacion del avance de laingesta (Merchen, 1993).

Esta metodologia, sefida una adicion de Cr entre e 12 y el 14% del peso de la fibra para su
incubacién. Sin embargo, se ha reportado un aumento de la densidad de la fibra marcada y en
consecuencia la alteracion de su tasa de pasaje en relacion ala fibra original (Coleman et al., 1984;
Ehle et al., 1984a; Ramanzin et al., 1991). Uno de los principales problemas que pueden presentarse
con los marcadores es que su velocidad de pasaje através del tracto gastrointestinal, sea diferente a
ladelaingesta, o que podria producir estimaciones erradas (Church y Pond, 1994).

Se ha reportado que en la medida que aumenta la concentracién de Cr en la solucion empleada para
el mordenteo de la fibra, aumenta el contenido de Cr fijado, a igual que la densidad de la fibra
marcada, incrementando |a tasa de pasaje de dichas particulas en el rumen, en relacion con la tasa
de pasgje de lafibra presente en la dieta (Ehle, 1984b).

Una densidad de 2,08 g/ml del marcador es suficiente para depositarse en € fondo del rumen y
retardar € pasgje, debido a la bgja tasa de recambio, por 1o que se recomienda € uso de bajos
contenidos de Cr para minimizar €l efecto sobre la densidad y la tasa de pasgje de la fibra (Ehle et
al., 1984a). Este problema ha sido controlado con la adicién de Cr paralaincubacion en sGloun 6 a
8% del peso de la fibra (Pond et al., 1987); no obstante, estudios posteriores han recomendado €l
uso de concentraciones de Cr entre 2 y 4% (Ramanzin et al., 1991).

Otro problema lo constituyen las variaciones diurnas en la excrecion del marcador, por lo que se
recomienda tomar en cuenta €l patrén de recuperacion del marcador como una informacion de
apoyo para fijar los muestreos (Van Soest, 1994). La toma de muestras rectales para la
determinacion de la curva de excrecion del marcador es una decision acertada cuando se trata de
fibra mordenteada (Van Soest, 1994).

Seleccion delos Animales para Ensayo

Las pruebas de digestibilidad se redlizan durante periodos cortos de tiempo, con un control
minucioso sobre la dieta ofreciday sobre el animal, por lo que generalmente son suficientesde 4 a6



animales por tratamiento para fines estadisticos (Church y Pond, 1994). Si las pruebas se realizan
con animales en confinamiento, en lugar de a pastoreo, puede reducirse € nimero de animales a
usar, manteniendo el mismo nivel de precision (Wallace y Van Dyne, 1970), concordando con
reportes que afirman que al comparar la variabilidad de |os coeficientes de digestion obtenidos entre
animales a pastoreo y animales en confinamiento, la variabilidad a pastoreo fue 50% mayor (Van
Dyne y Lofgreen, 1964). Al utilizar varios animales se obtienen valores promedios que ayudan a
reducir las variaciones individuales (Bondi, 1989).

Manegjo delos Animales para Ensayo

Luego de la seleccion de los animales para ensayo se inicia la fase de acostumbramiento, la cua
tiene como finalidad limpiar € aparato digestivo de los residuos de alimento consumido antes de
comenzar el ensayo, que € animal se adapte a su nueva dieta (Church y Pond, 1994) y al manejo
diario. Este periodo tiene una duracion minima de dos semanas, especial mente en rumiantes, donde
son necesarios entre ocho y diez dias para eliminar los residuos de la dieta previa (Bondi, 1989). Sin
embargo, al emplear forrajes muy toscos o de baja calidad, se sugiere un periodo preliminar de a
menos 30 dias para el gjuste (Van Keuleny Young, 1977).

Los niveles de consumo de la racién en estudio deben ser gjustados durante un largo periodo de
tiempo para que la excrecion se haga constante y sea representativa de la dieta en estudio durante el
muestreo, siendo valido Unicamente para periodos de coleccion de varios dias que permitan
balancear |as fluctuaciones interdiarias de consumo y excrecion (Crampton y Harris, 1969). Durante
€ periodo de acostumbramiento se establecen los niveles de consumo de los animales para evitar
fluctuaciones drasticas en la excrecion (Merchen, 1993).

En e caso dela CTH en jaulas de coleccién el animal debe acostumbrarse alajaula, al arnésy ala
bolsa colectora. Si se emplean marcadores externos con suministro via oral, los animales deben ser
acostumbrados a este mangjo. Para la CTH, los animales son aimentados con una racién de
composicién conocida, en cantidad fija durante varios dias, se colectan las heces y posteriormente
se procede a su andlisis para cuantificar € contenido de los componentes en estudio (Church y
Pond, 1994).

En ensayos con marcadores los animales son alimentados con raciones que contienen el marcador o
son dosificados oralmente a intervalos regulares de tiempo (Merchen, 1993). Algunos
investigadores han empleado, en ensayos de comparacion de marcadores para estimar
digestibilidad, un periodo de acostumbramiento de 10 dias, seguido de siete dias de coleccion
durante los cuales se registra € peso diario total de las heces, orina 'y alimento consumido, y se
toman muestras de los mismos para su futuro andlisis (Cochran et al., 1986), Sin embargo, €
periodo de acostumbramiento puede prolongarse a trabajar con marcadores internos y forrajes de
baja calidad, que pueden estar asociados con bajas tasas de pasaje (Penning y Johnson, 1983).

Las muestras fecales se toman bien sea luego de excretadas o directamente del recto, dependiendo
del marcador empleado, a intervalos iguales determinados tomando en cuenta e momento de
adminis-tracion del marcador (Merchen, 1993) y la curva de excrecion del mismo.



Para ensayos a pastoreo, los animales deben estar familiarizados con un constante manipuleo, ya
que de lo contrario € estrés producido por el manejo puede causar ateraciones de la conducta
animal como cambios en |os patrones de consumo y de seleccion de la dieta en la pastura.

En este tipo de ensayo, los animales deben ser equipados con arnés y bolsa colectora, siete dias
antes del inicio del periodo de coleccién de heces, manteniendo la bolsa colectora abierta hasta dos
o tres dias antes de comenzar la coleccion. Las heces son vaciadas dos veces al dia dependiendo del
volumen excretado, durante siete dias. Si existen varias repeticiones por tratamiento y ocurren
pérdidas del material fecal, los datos del animal en cuestion son descartados para ese dia (Doley et
al., 1994).

Dosificacion de M ar cador es

Un marcador nutricional puede ser tomado con el alimento después de ser mezclado con parte o con
toda la racién, bebido, tomado en cdpsulas o pildoras cuando su color o sabor son indeseables, e
incluso colocado directamente en e rumen, todo esto en € caso de los marcadores externos. Los
marcadores internos son simplemente ingeridos en cantidades conocidas como parte de la dieta
(Kotb y Luckey, 1972).

El Cr,0O; empleado en ensayos a pastoreo ha sido normamente administrado en cépsulas de
gelatina una o dos veces por dia (Doley et al., 1994). La dosificacion del marcador permite una
estimacion mas consistente de la excrecion fecal en relaciéon a empleo de una dosis diaria
(Langlands et al., 1963b; Laredo et al., 1988, Owens y Hanson, 1992). Sin embargo, rara vez la
cantidad de marcador administrado coincide con la cantidad excretada (Doley et al., 1994).

La administracion de fibra mordenteada con Cr en capsulas de gelatina, normalmente se realiza con
ayuda de un lanza bolos (Pond et al., 1987; Pond et al., 1989), en caso de los animales estar
fistulados a nivel de eséfago, las cipsulas son colocadas directamente en €l (Pond et al., 1989).

Se han reportado problemas para establecer con precision la dosis de fibra marcada administrada a
los animales en un tiempo determinado, debido a que porciones de lafibra marcada (< 5 g) han sido
regurgitadas y eliminadas por animales a utilizarse mas de 10 cdpsulas por dosis (Pond et al.,
1989).

Es importante tomar en cuenta el momento de dosificacion del marcador en relacion con la hora de
suministro del alimento, considerando que la ingestion estimula los movimientos ruminales. En la
medida que el material consumido sea méas denso, tiende a ubicarse en el fondo del saco, por lo que
laintensidad de los movimientos ruminales aumenta. Esto implica que el efecto sobre la motilidad
del rumen gue tiene el consumo de una dieta alta en fibra, es diferente a producido por una dietaa
base de harinas, partiendo de que en la medida que aumenta la densidad de |as particulas aumenta el
movimiento ruminal (Ehrlein, 1979 y Deswysen 'y Ehrlein, 1981, citados por Pond et al., 1989).

Estudios de la motilidad ruminal y movimiento de las particulas de la ingesta de harinas marcadas
han reportado gue las cdpsulas con marcadores entran a reticulo-rumen en la misma forma que son
administradas. Luego son forzadas por los movimientos dorsales y caudales, constituyendo las
particulas marcadas, parte de la masa formada en el saco dorsal del reticulo-rumen y comienzan a
mezclarse con €l resto del material presente en este compartimiento. Las contracciones del reticulo-



rumen aumentan durante e consumo de alimento, por lo que € bolo previamente presente en €
reticulo-rumen es expuesto a mayor movimiento y posiblemente es mezclado con mas efectividad.
Las cépsulas suministradas a finalizar la ingestion del alimento no son forzadas por los
movimientos dorsales y caudales, ni mezclados con € alimento previamente consumido, debido que
al finalizar la ingestion ocurre una reduccion de los movimientos ruminales y por lo tanto e
mezclado es deficiente (Ehrlein, 1979, citado por Pond et al., 1989).

Algunosreportes de Comparacion de M éodos para Ensayos de Digestibilidad

La evaluacion de diferentes técnicas usadas en estudios de digestion, surge de la necesidad de
simplificar los procedimientos, reducir la labor y costos de las determinaciones. EI mas popular de
los métodos evaluados, es € método de las proporciones utilizando materiales inertes como
marcadores, y son diversos los resultados encontrados (Kane et al., 1950).

Una experiencia de comparacion directa de los coeficientes de digestibilidad, en vacas en
produccion, con afalfa de segunda cosecha, conservada como ensilaje, heno en pie y heno en
granero, obtenidos usando lignina u éxido de cromo como marcadores, con los estimados por
coleccién total de heces, reporta que los coeficientes de digestibilidad estimados por los diferentes
métodos fueron bastantes cercanos, sin detectar diferencia estadistica para las estimaciones de
digestibilidad de MS, PC y EE; con recuperaciones satisfactorias de laligninay e oxido de cromo,
resaltando, la necesidad de evaluar la lignina antes de usos posteriores (Kane et al., 1950). Aln
cuando otros investigadores han empleado la lignina como marcador con el método de las
proporciones con bastante éxito (Swift et al., 1947; Forbes y Garrigus, 1948), son varios los
reportes de experienciasinsatisfactorias (Elam et al., 1962; Wilson et al., 1971).

En relacion con e uso del 6xido de cromo, algunos reportes demuestran que no siempre sus
estimaciones han sido exitosas. Un ensayo llevado a cabo para comparar los coeficientes de
digestibilidad obtenidos por CTH y Oxido de cromo como marcador, en raciones de solo
concentrado en ovinos, se encontré gue los valores obtenidos con € método de CTH fueron
significativamente superiores a los obtenidos al emplear e 6xido de cromo como marcador con la
técnica de las proporciones (Lassiter et al., 1966), reafirmando observaciones realizadas por otros
investigadores (Clanton, 1962).

Es importante destacar reportes que evidencian que la eficiencia de los métodos aternativos a la
coleccion total, esta sujeta a las condiciones experimentales y altamente afectada por la dieta a
evaluar, su naturaleza fisica (Clanton, 1962) y la especie animal utilizada. En este sentido, sellevé a
cabo un ensayo comparativo entre once técnicas para la determinacién de la digestibilidad con seis
dietas diferentes suministradas a carneros. Las técnicas evaluadas fueron: (1) in vitro, (1) in situ por
48 h, (1) in situ por 72 h, (1V) in situ por 48 h + digestion con pepsina, (V) in vitro por 96 h + fibra
detergente neutro (FDN), (V1) in vitro por 144 h + FDN, (VII) in vitro por 96 h + fibra detergente
acido (FDA), (VIII) in vitro por 144 h + FDA, (I1X) proporciones con lignina detergente &cido
(LDA), (X) tratamiento con peréxido de hidrogeno acalino antes de LDA, (XI) tratamiento con
peréxido de hidrégeno alcalino antes de la extraccion de FDA paraLDA; y las dietas evaluadas: (a)
Heno de fescue picado ad libitum, (b) Heno de alfalfa ad libitum, (¢) heno de fescue restringido, (d)
heno de alfalfarestringido, (€) 75% heno de fescue + 25% harina de soyay (f) 60% heno de alfalfa
+ 40% maiz triturado. Se obtuvo, en relacion al método de las proporciones, que sblo en la
evaluacion con heno de fescue picado, la LDA mostré una prediccion precisade la digestibilidad in



Vvivo, pero no paralas dietas restantes, por 1o que se sugiere precaucion con € uso de estatécnica, ya
gue ninglin método es preciso en sus estimaciones bajo todas las condiciones (Judkins et al., 1990),
reafirmando resultados reportados por otros investigadores con experiencias en este estilo (Wilson
et al., 1971; Cochran et al., 1986).

Estudios realizados para comparar la efectividad de méodos aternativos a la coleccion total de
heces para ensayos de digestibilidad han sido realizados en reiteradas oportunidades. Sin embargo,
lamayor parte de lainformacién producida es originaria de condiciones ambientales diferentes alas
nuestras.

En condiciones tropicales, una experiencia mejicana de evaluacion de pulpa deshidratada de limén
con ovinos mestizos de criollo (Mgjicano) con Suffolk, con un peso promedio de 44 + 6.4 kg,
colocados en jaulas de coleccién, con arneces y bolsas colectoras, consumiendo una dieta de 11.3%
de PC, no detect6 diferencias estadisticas entre el método de coleccion total de hecesy los méodos
de digestiéon in vitro de Tilley y Terry y e empleo del 6xido de cromo como marcador externo. El
Cr,O3 presentd un bajo porcentaje de recuperacion en las heces, con un coeficiente de variacion del
20% (Basurto y Tejada, 1992) lo que evidencia que este méodo subestima ligeramente la
digestibilidad en relacion con la coleccion total de heces. La recuperacion del Cr,O; en las heces
dificilmente coincide con la cantidad de marcador administrado, efecto que pudiera resultar en
estimaciones imprecisas de laexcrecion fecal (Doley et al., 1994).

Seleccion de un M étodo Analitico

Antes de que una metodologia se emplee de forma rutinaria, hay que esforzarse por identificar las
fuentes de error, usualmente una 0 mas caracteristicas deseables del método dependen de una serie
de factores experimentales, o que hace necesario algunos experimentos preliminares con € fin de
Su optimizacion, para conservar recursos y tiempo. Esto puede constituir un problema en extremo
complejo (Miller y Miller, 1993).

Los andlisis cuantitativos son herramientas basicas en todo laboratorio analitico, siendo de
importancia los errores que aparezcan en ellos. Se dispone de variados instrumentos para realizar
determinaciones, razén por la cual debe hacerse una cuidadosa el eccion del método a utilizar, bajo
condiciones especificas de trabajo. L os datos obtenidos carecen de valor si no van acompariados de
la estimacion de su fiabilidad, por lo que la estadistica proporciona formas de evaluar la fuente y
magnitud del error presente en las determinaciones analiticas (Willard et al., 1991; Miller y Miller,
1993).

Al comparar conjuntos de resultados obtenidos por dos métodos diferentes surgen varias preguntas,
¢Los dos valores medios son significativamente diferentes?, ¢Uno de los mé&odos es menos
propenso a errores que €l otro?, ¢Cud de los dos valores medios esta mas cerca de la verdad?. Para
responder estas preguntas y decidir s un método es 0 no adecuado, ademas de las pruebas de
medias, €l investigador puede valerse de algunos criterios cuantitativos, de los cuales se destacan
como los mas usados en andlisis de fiabilidad, la precision y la exactitud. Estos, se miden a través
de parametros de calidad, que permiten reducir €l nimero de opciones para la seleccién (Miller y
Miller, 1993; Skoog y Leary, 1996).



“La precision de los datos analiticos, se define cono € grado de concordancia mutua entre los datos
gue se han obtenido de una mismaforma... ...mide €l error aeatorio de un andlisis’ (Skoog y Leary,
1996:7), lainfluencia de los factores no controlados puede medirse a través la desviacién estéandar
absoluta (DEA), la desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion (CV), y la varianza (S9),
empleados como parametros de calidad (Pimentel, 1970; Skoog et al., 1995; Skoog y Leary, 1996).
Se asocia con la capacidad para reproducir los mismos valores en un conjunto de observaciones
paraelas (Sienko y Plane, 1990; Willard et al., 1991; Skoog et al., 1995; Skoog y Leary, 1996).

La exactitud se define como la concordancia de una medicion con el valor real aceptado (Christian,
1981; Sienko y Plane, 1990; Willard et al., 1991; Whitten et al., 1995; Skoog et al., 1995; Skoog y
Leary, 1996), describe la veracidad de un resultado experimental, pero sélo € contar objetos es una
medicion exacta. Se expresa en términos de error absoluto o de error relativo, ambos tienen signo, s
€l signo es positivo indica que el resultado de la medicién es mayor que €l valor real y si es negativo
lo contrario (Skoog y Leary, 1996). Esta estimacion es posible efectuando comparaciones con una
muestra estandar de composicién conocida, cuyo valor dependera de una medicion que tenga algin
[imite de certidumbre (Christian, 1981).

Para obtener resultados confiables a partir de un método analitico, todos los esfuerzos se dirigen a
identificar las fuentes de error, para ser eliminadas, reducidas o gjustadas. Los errores pueden
clasificarse bésicamente en aleatorios y sistematicos o de procedimiento. Los primeros, residen en
la natural eza intrinsecamente incierta de | as técnicas de medicién, estando presente en cada andlisis,
por lo que siempre que se repitan varias mediciones analiticas de una muestra los valores obtenidos
evidenciaran dispersion, reflejada en la imprecision de los datos. Es posible reducir e error
aleatorio de un andlisis aun valor cercano acero, pero resultaimpractico en lamayoria de |os casos,
yaque para€ello se requiere repetir € andlisis 20 o mas veces, 10 que se traduce en una atainversion
de tiempo y recursos. Generalmente se realizan dos o tres repeticiones, por 10 que se espera un error
aleatorio significativo (Skoog y Leary, 1996). Los errores sistematicos, presentan un valor definido,
una causa asignable, hacen que los resultados se desvien constantemente en la misma magnitud y
sentido respecto a los valores esperados, pudiendo ser frecuentemente minimizados a incluir
modificaciones a procedimiento analitico, estos errores determinan la exactitud de una técnica de
medicion. Por tanto el error presente en la media de un conjunto de mediciones repetidas es la suma
de estos dos tipos de error (Willard et al., 1991; Miller y Miller, 1993; Skoog y Leary, 1996).

Los errores sistematicos no pueden detectarse con una simple repeticion de mediciones, yaque si no
se conoce de antemano el valor verdadero de un andlisis, podria existir un error muy grande y pasar
desapercibido (Miller y Miller, 1993). Estos, son de tres tipos. instrumentales, personales y de
método. Los instrumentales se suelen detectar y corregir mediante una calibracion con materiales
estandares adecuados, |a respuesta de los instrumentos analiticos varia con € tiempo debido a
desgaste, lacorrosion y e trato inadecuado. Los personales, se introducen en las mediciones debido
alosjuicios que € experimentador debe hacer, “la mayoria de las personas independientemente de
su honestidad, tienen una tendencia natural a estimar las lecturas de una escala en una direccion que
mejore la precision del conjunto de resultados, o los haga caer cerca de un valor preconcebido de la
media’ (Skoog y Leary, 1996:818). Estos errores pueden minimizarse si se trabaja con cuidado y
auto disciplina. Los errores de método, usualmente se originan del comportamiento fisico y/o
guimico no ideales de los reactivos y reacciones en las cuales se basa el andisis. Los errores
sistemdticos de método son los mas dificiles de detectar y corregir, siendo la validacion del método
analitico la forma més segura de hacerlo (Skoog y Leary, 1996).



Una de las propiedades mas importantes de un método analitico es que carezca de errores
sisteméticos. Sin embargo |os errores aeatorios no permiten que e valor medido sea exactamente
igual a vaor conocido, aunque no hubiese error sistematico. Para definir s la diferencia entre la
cantidad medida y la conocida es atribuible a los errores aleatorios se aplica una prueba de
significacion, para comprobar la veracidad de la hipétesis nula, partiendo de que € método no se
encuentra sujeto a errores sisteméticos. El término nulo se emplea para indicar que no existe mas
diferencia entre el valor conocido y el observado que la que se debe a los errores aeatorios,
utilizando la estadistica para calcular 1a probabilidad de este evento. El valor critico de “t” paracada
nivel de significacion concreto, se encuentra tabulado. Si el valor de “t” calculado es menor que €
valor critico tabulado no hay evidencia de errores sistematicos. Otra forma de comparacion de las
medias de un nuevo método en relacion con un método de referencia, es la comparacion de medias
muestrales siempre que las desviaciones entre medias no presenten diferencias significativas,
partiendo de la hipétesis nula que ambos métodos dan e mismo resultado, estimando una
desviacién esténdar conjunta para € calculo del valor de “t”. Es comin gque los métodos analiticos
se apliquen en un amplio intervalo de condiciones, a menudo se compara un método nuevo con uno
esténdar, ocurriendo con frecuencia que deben compararse dos métodos de andlisis por medio del
estudio de muestras substancialmente dependientes, en este caso se emplea la prueba de “t” pareada
(Miller y Miller, 1993).

Las pruebas de medias se usan para detectar errores sistemdticos y las comparaciones de
desviaciones estandar para detectar problemas aleatorios. Estas Ultimas, pueden tener dos formas:
probar si un método es mas preciso que €l otro o probar st ambos métodos difieren en su precision,
para ello se emplean las pruebas de una cola o de dos colas respectivamente. Parala comparacion de
las varianzas se emplea la prueba de F, partiendo de la hipétesis que estas son iguales, s es
verdadera, entonces el valor de larazdn de las varianzas se aproximaauno (Miller y Miller, 1993).

Esto es aplicable tanto a la quimica analitica como a cualquier campo de estudio en e que se
obtengan resultados numeéricos experimentales (Miller y Miller, 1993) razén por la cua se aplicaron
los criterios antes descritos en la comparacion entre los méodos en estudio, para estimar la
digestibilidad de unaracion en ovinos, y seleccionar el método mas adecuado, en las condiciones de
trabajo descritas en la seccion de materiales y métodos, alln cuando tradicionalmente este tipo de
ensayos en el area de la nutricién animal, han sido gecutados con base a pruebas de medias para
comparar los valores estimados por métodos opcionales propuestos en relaciéon con los estimados
por un método aceptado.
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