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PRUEBA DE DIGESTIBILIDAD IN VITRO CON DIFERENTES 
PROPORCIONES DE SALIVA ARTIFICIAL Y FLORA 

MICROBIANA EN ALPACAS 

Luisa Leyva1
, Teresa Arbaiza F.2, Felipe San Martín H.2 y Fernando Carcelén C.2 

In vitro digestibility test with different artificial saliva proportions in alpacas 

The objective of this study was to determínate the correct relationship between 
artificial spittle and rumen fluid in alpaca forage using the in vitro digestibility technique. 
Three fistualted 4 years old, 50 kg. male huacayas were fed high (Rye grass of 3-4 
weeks growth), medium (rye grass of 6-8 weeks growth) and low quality (oat straw) 
forages respectively, with alfalfa hay was used as the standard sample. Each of the 3 
forages was treated with artificial saliva:rumen fluid (T) as follows: T

1 
2:1; T

2
4:1; T

3 
6: 1; T 4 8:1 and the in vitro digestibility of dry matter (IVDMD) was evaluated for each 
treatrnent. A randomized complete block design ( A x B ) was used, with A being the 
various artifical spittle: rumen fluid concentrations and B forage quality, and the results 
evaluated using analysis of variance and least significant difference (LSD) statistics. 
No significant difference was found in IVDMD for all four treatments in the high and 
medium quality forages (P>0.05) with T

1
, T

2
, T

3 
and T

4 
yielding 87.2, 84.5, 87.1 and 

84.4 % for high and 85.7, 86.6, 83.0 and 79.2% for medium respectively. Likewise, 
for the low quality forage, T

1
, T

2 
and T

3 
yielded statistically insignificant results of 

54.3, 52.3 and 53.3%, while T
4 

produced a significant difference (P<0.01} at 40.4% 
IVDMD. The results of all 4 treatments on all 3 forage types, yielded only one case of 
reduced dry matter digestibility produced by the high (8: 1) proportion of artificial spittle 
to rumen fluid in T 

4 
on low quality forage. 
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El presente estudio se realizó con la finalidad de determinar la relación adecuada 
de Saliva artificial : licor ruminal eb alpacas, aplicando la técnica de digestibilidad in 
vitro. Se utilizó tres alpacas machos con fístula ruminal de la variedad Huacaya, con 
un peso y edad promedio de 50 kg. y 4 años, respectivamente. Los forrajes que se 
utilizaron fueron de tres diferentes calidades: alta (rye grass 3-4 semanas); media (rye 
grass 6-8 semanas) y baja (paja de avena), el heno de alfalfa fue la muestra patrón. Los 
tratamientos de la relación de saliva artificial: licor ruminal fueron: T

1 
2: 1, T

2 
4: 1, 

T
3 

6: 1yT
4

8 :l. Los que fueron aplicados a cada forraje. El parámetro a evaluarse fue 
la digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS). El diseño experimental fue el 
irrestricto al azar con arreglo factorial (Ax B), siendo el factor A, las concentraciones de 
saliva artificial y licor ruminal y el factor B, la calidad de forraje. Los datos se analizaron 
por el análisis de varianza y para la diferencia entre tratamientos se uso el análisis de 
diferencias mínimas significativa ( LSD). La DIVMS en el forraje de alta calidad para los 
tratamientos ya mencionados, no se halló diferencia estadística significativa (P>0.05, 
siendo las siguientes 87.2 %, 84.5 % 87.1%,84.4 % para T

1
,T

2
,T

3 
yT

4
respectivamente. 
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Para el forraje de mediana calidad no se halló diferencia estadística significativa (P>0.05) 
siendo laDIV 85.7 %, 86.6 %, 83 %, 79.2 % para T

1
,T

2
,T

3
yT

4
,respectivamente. Para el 

forraje de baja calidad se halló diferencia estadística significativa (P<0.01) entre el T
4 

(40.4%) con los otros tratamientos, Ti,T
2 
yT

3 
(54.3 %, 52.3 %, 53.3 %). Se concluye que 

la alta relación de saliva artificial : licor ruminal (T4) afectó al forraje de baja calidad. 
Pudiéndose usar relaciones del T 

1 
al T 

3 
sin que afecte Ja estimación de la digestibilidad 

de la materia seca. 

Palabras clave: Digestibilidad in vitro, saliva artificial, alpacas. 

Dentro del amplio campo de la fisio
logía de la digestión, la saliva cumple un rol 
importante en la bioquímica del primer y 
segundo compartimento del estómago tanto 
por el volumen secretado como por su com
posición. La saliva es una solución tampón 
de fosfato y bicarbonato, proporciona un 
medio favorable a los microorganismos del 
primer y segundo compartimento del estó
mago, impidiendo bajas del pH ruminal, por 
acción de los ácidos grasos volátiles, lo que 
dificultaría la producción y la absorción de 
los mismos (Cunningharn, 1995). 

Bajo concentraciones similares de los 
ácidos grasos volátiles (AGV), el rumen -
retículo de los ovinos tiene valores de pH 
menores que los de la alpaca, debido a una 
mejor capacidad tamponante de esta última. 
Este hecho permite al camélido una mayor 
producción bacteriana debido a que los mi
croorganismos del estómago desarrollan 
mejor a pH cercanos a la neutralidad 
(V alienas, 1970; San Martín y Bryant, 1987). 

Las pruebas de digestibilidad in vitro 
han sido desarrolladas desde los años se
senta (Tilley y Terry, 1963), y simulan la 
digestibilidad del tracto digestivo de los ru
miantes. Sin embargo está técnica no ha sido 
adaptada a las características digestivas de 
los Camélidos, que como se señala tienen 
una diferente capacidad tamponante de los 
compartimentos 1 y 2. 

El presente trabajo tiene como finali
dad establecer la proporción óptima de sali
va artificial: licor ruminal específica para las 
alpacas, con el fin de adaptar las técnicas 
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para la estimación de la digestibilidades in 
vitro en esta especie. 

El estudio se realizó en el Laborato
rio de Bioquímica, Nutrición y Alimentación 
Animal, de la Facultad de Medicina Veteri
naria de la Universidad Nacional Mayor de 
San Marcos. 

. Se utilizaron tres alpacas machos con 
fístula ruminal de variedad Huacaya, con 
un peso y edad promedio de 50 Kg y 4 años, 
respectivamente. Los animales recibieron 
una dieta a base de chala, concentrado y agua 
ad libitum para lograr la adaptación de la 
micloflora ruminal a los forrajes a experi
mentar. 

Las muestras fueron colectados en la 
Estación Experimental IVIT A - El Mantaro, 
y enviados a Lima para su posterior análisis. 
Los forrajes evaluados fueron: Rye grass 
3-4 semanas de edad, R ye grass .6-8 semanas 
de edad, paja de avena y heno de alfalfa los 
cuales se clasificaron en tres calidades (alta, 
media y baja). 

Cada forraje ( 4) fue sometido a la 
prueba de digestibilidad in vitro con 
diferentes relaciones de saliva artificial y 
licor del Compartimento l (C) y Comparti
mento 2 (C

2
). Estas relaciones fueron: 2: l, 

4:1, 6:1 y 8:1. La relación de 4:1 es la 
relacion usada en la técnica. 

Los parámetros evaluados fueron los 
residuos indigeribles y la digestibilidad de 
la materia seca. 
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La digestibilidad in vitro de la materia 
seca (DIVMS) utilizada fue la técnica 
descrita por Tilley y Terry ( 1963 ). El método 
consta de dos etapas: 

1 ª Etapa: Se utilizaron muestras por dupli
cado de 0.5 g de forraje molido y secado a 
60 ºC por 24 horas, las que fueron 
transferidas a tubos de ensayo provis~os de 
válvulas Bunsen. En cada corrida se colo
caron dos tubos control sin muestras y dos 
tubos con muestras de digestibilidad 
conocidas; con el fin de controlar la actividad 
microbiana entre corridas. Todos los tubos 
llevaron 50 ml de la solución licor ruminal 
de alpaca y saliva artifieial Me Dougall en 
las diferentes proporciones. 

La composición de la saliva artificial 
en gramos por litro fue la siguiente: 9.8 bi
carbonato de sodio (NaHC0

3
), 7.0 Fosfato 

ácido de sodio (Na
2
HP0

4 
7Hz0), 0.57 Clo

ruro de potasio (KCL), 0.47 Cloruro de sodio 
(NaCl), 0.04 Cloruro de calcio (CaCl

2
), 0.12 

Sulfato de magnesio (Mg S0
4 

7Hp). Esta 
solución fue burbujeada vigorosamente con 
C02 hasta alcanzar un pH de 6.7. 

El material del compartimento 1 y 2 
se colectó a través de una fístula ruminal y 
se llevó inmediatamente al laboratorio (man
teniéndose en baño maría a temperatura de 
39 ºC) El fluido del C

1 
y C

2 
se obtuvo fitran

do el material del el y c2 a través de cuatro 
capas de gasa. 

Después de agregar la mezcla de sali
va artificial (buffer) y licor ruminal, cada 
tubo se gaseo con co2 durante 15 segundos. 
Se incubó a 39 °C en baño maría por 48 ho
ras. Durante la incubación los tubos fueron 
mezclados a mano 4 o 5 veces para permitir 
un ataque homogéneo del forraje por los 
microorganismos. Después de 48 horas, la 
actividad bacterial se detuvo por el agrega-: 
do de 6 ml de HCL al 20%. 

2ª Etapa. En esta etapa se le agregó 2 ml de 
pepsina al 5%. Los tubos se incubaron por 
otras 48 horas a 39 ºC con mezclado alterno. 
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Después de 48 horas los tubos fueron retira
dos de la incubadora. El residuo insoluble 
de la muestra fue lavado con agua destilada 
caliente (90-lOOºC); seguidamente se filtró 
a través de papeles de filtro previamente 
pesados. Los papeles de filtro con sus respec
tivas muestras se colocaron a la estufa a 60°C 
por 48 horas, para posteriormente pesarlos 
y realizar los análisis de datos respectivos. 

Para la evaluación de los resultados 
del experimento se utilizó el diseño irres
tricto al azar, con un arreglo factorial Ax B, 
siendo el factor A los forrajes y el factor B 
las relaciones saliva artificial: licor ruminal. 

En el Cuadro 1 se muestra la compo
sición química de los forrajes utilizados, pu
diéndose observar la variación entre forra
jes, como es el contenido de fibra cruda, fac
tor que tiene influencia negativa sobre la , 
digestibilidad. Se observa que la paja de ave
na tiene mayor porcentaje de fibra cruda y 
menor porcentaje de proteína con respecto a 
los otros forrajes. El heno de alfalfa posee 
un mayor porcentaje de proteína, con res
pecto a los otros forrajes, siendo su porcen
taje de fibra cruda relativamente alto. 

En el Cuadro 2 al análisis los coefi
cientes de digestibilidad in vitro de la mate
ria seca (DIVMS), independientemente de 
la relación de saliva artificial: licor ruminal, 
se observa diferencias (P< 0.05), entre fo
rrajes. Así la paja tiene la menor DIVMS 
seguida por la alfalfa y ambos inferiores a 
los rye grass. 

La paja presenta una menor DIVMS 
explicada a su alto contenido de fibra cruda, 
y presencia de lignina que la hacen resis
tente al ataque microbiano. Con respecto a 
esto Me Donald y Edwards (1986), señalan 
que la fracción de fibra bruta de un alimen
to influye negativamente sobre la 
digestibilidad. 
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Cuadro l. Análisis proximal de los forrajes experimentales(%, Base Seca). 

Indice Paja de avena Heno de alfalfa 

Humedad 7.7 10.47 

Materia seca 92.3 89.53 

·Proteína 4 .99 19.31 

Ext. Etéreo 2.46 1.90 

Fibra Cruda 39.03 28.77 

Extracto libre 
46.75 41.10 

de nitrógeno 

Ceniza 4 .31 8.92 

El rye grass en sus dos tiempos de 
corte presentan una digestibilidad similar, 
debido a que ambos poseen bajo contenido 
de fibra cruda y al alto porcentaje de 
carbohidratos solubles que son fácilmente 
atacados por las enzimas microbianas. 
(Church, y Pond 1977). 

En el Cuadro 2 también puede eva
luarse las DIVMS en función a las relacio-

Rye grass 6-8 Rye grass 3-4 
semanas semanas 

74.67 74.03 

25.33 25 .97 

7.04 11 

2 .83 3.12 

16.61 14.08 

64.48 61.71 

8.84 10.09 

nes de saliva artificial: licor ruminal, hallán
dose diferencias estadísticas significativas 
(P<0.001) entre la DIVMS en la relación 8: 
1 con respecto a los otros tratamientos. Esta 
diferencia puede ser debido a que al 
incrementarse la concentración de saliva ar
tificial el contenido se diluye y las bacterias 
no cuentan con un medio adecuado para su 
desarrollo. 

Cuadro 2. Digestibilidad de forrajes de diferente calidad sometidos a diferentes relaciones 
de saliva: licor ruminal. 

Forrajes 
Relación saliva artificial: licor ruminal 

2: 1 4: 1 6: 1 8:1 Promedio EMS** 
Heno de alfalfa 70.CW 69.94ª 69.80ª 70.53ª 70 3.6193 

Rye grass 3-4 sern. 87.22ª 84.48 87.10ª 84.36ª 86 3.3886 

Rye grass 6-8 sern. 85.73 86.55 83.05 79.16 83.6 3.4560 

Paja de avena 54.32ª 53.3ª 53.27ª 40.36b 50.3 3.1800 

Promedio 74.32 73.3 73.27 71.36 

Letras diferentes en filas indican diferencias estadísticas significativas (P<0.05). 
**Error estándar de la media. 

Son varios los factores que determi
nan la capacidad buffer del fluido ruminal, 
siendo uno de ellos la cantidad de saliva 
secretada por el animal, especialmente du
rante los procesos de masticación y rumia. 
La saliva posee un poder altamente alcalino 
pH 8.37 y actúa de agente neutralizante de 
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los ácidos grasos volátiles formados en el 
transcurso de la fermentación. Esta propie
dad se le confiere a su contenido de sales, 
tales como bicarbonato de sodio, y en me
nor grado a los fosfatos de sodio y potasio, 
los cuales poseen una alta capacidad 
buffer. 
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Al respecto Ortiz (1971), indica que 
la alpaca posee mayor poder tamponante de
bido a su alta relación de flujo salival y ta
maño de los compartimentos 1 y 2 del estó
mago, permitiendo una mayor concentración 
de elementos y compuestos tampones por 
unidad de volumen del contenido estoma
cal. Sin embargo Cavero (1970) reporta que 
los elementos buffer en la saliva parotidea 
de la alpaca son similares al del ovino. 
Vallenas y Stevens (1971a); manifiestan que 
el estómago de los dos primeros comparti
mentos son más eficientes en la neutraliza
ción de los ácidos grasos volátiles, produci
do por la fermentación microbiana, un as
pecto responsable de lo anterior que no tie
ne punto de comparación con el rumen es la 
presencia de las bolsas glandulares de los 
sacos craneal y caudal del primer comparti
mento del estómago de los camélidos suda
mericanos. Eckerlin y Stevens (1973), igual
mente manifiestan que la concentración de 
bicarbonato de los sacos glandulares permi
te una mayor efecto tampón en el primer 
compartimento de los camélidos. 

Se halló un efecto significativo en la 
interacción del forraje con las relaciones de 
saliva artificial: licor ruminal, en la paja con 
la relación de 8: l. Lo que permite deducir 
que forrajes con alta fibra son los que se afec
tan por la alta concentración de saliva. 

Los ácidos grasos volátiles (AGV) que 
se forman por la acción microbiana son pro
ductos finales de diversas reacciones inter
medias, si por alguna razón estos AGV se 
acumularan, podrían suprimir o alterar los 
procesos fermentativos porque disminuyen 
el pH del C 1 y C2. Sin embargo, las alpacas 
mantienen las condiciones necesarias para 
la fermentación amortiguando los cambios 
de pH y retirando los AGV por medio de la 
absorción de las paredes mediante un meca
nismo más eficiente. Con respecto a la con
centración de AGV, Vallenas Y Stevens 
( 1971- b) señalan que no existen mayores di
ferencias en las concentraciones de estos 
ácidos con aquellas observados en los vacu
nos y ovinos. 
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De los resultados obtenidos en el pre
sente experimento, no obstante las limitacio
nes propias del sistema in vitro, pueden de
ducirse que existen otros factores diferentes 
a la mayor cantidad de bicarbonatos y fosfa
tos en el Cl y C2 que contribuyen a deter
minar la mayor eficiencia digestiva, entre 
estos posibles factores podrían mencionarse 
la mayor motilidad del Cl y C2 reportada 
en la alpaca (Vallenas 1970), la velocidad 
de pasaje de la ingesta y la capacidad de 
producción y absorción de AGV. 

De las diferentes relaciones saliva: li
cor del C 1 y C2, para el desarrollo de la téc
nica de digestibilidad in vitro de alpacas en 
forrajes de diferentes calidades, sólo la rela
ción 8: 1 afectó la digestibilidad del forraje 
de más baja calidad. Pudiéndose usar rela
ciones de 2: 1 a 6: 1 sin que se afecte la esti
mación de la digestibilidad de la materia seca 
usando la técnica de digestibilidad in vitro 
de dos fases. 
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