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ABREVIATURAS y SIMBOLOS

Generales

cm . centimetro

d . dia

g :gramo

h : hora

Kcal : Kilocaloria

Kg : Kilogramo

I : litro

M : Molaridad

Mcal : Megacaloria

mg : miligramo

Mj : Megajulio

min ; minuto

ml . mililitro

mm : milimetro

mmel  : milimol

Hm : micrémetro

N : Normalidad

TMR : Tiempo Medio de Retencidn

™ : Tiempo de retencién en tos
compartimentos de Mezcla

TT : Tiempo de Transito

U/mi : unidades por mililitro

VS, : VErsus

< : menor que...

> . mayor que...

Analisis guimicos

AGV
EB
ED
EE
ELN
FAD
FB
FND

+ Acidos Grasos Volatiles
: Energia Bruta
: Energia Digestible
: Extracto Etéreo
» Extracio Libre de Nitrégeno
: Fibra Acido-Detergente
: Fibra Bruta
: Fibra Neutro-Detergente

HEM
LAD
MO
MS

NSP

FB
PD
sMS
sMF

: Hemicelulosa Van Soest

' Lignina Acido-Detergente

: Materia Organica

: Materia Sseca

: Nitrdgeno

: Non Starch polisacharydes
(Polisacéridos no amilaceos)
: Proteina Bruta

: Proteina Digestible

: sobre Materia Seca

: sobre Materia Fresca

Términos de digestibilidad

dEEB

dFAD

dFB

dFND

dMO

dMS

dN
dPB

: digestibilidad in vivo de la Energia
Bruta

: digestibilidad in vivo de la Fibra
Acido-Detergente

: digestibilidad in vivo de la Fibra
Bruta

: digestibilidad in vivo de |a Fibra
Neutro-Detergente

: digestibilidad in vivo de |la Materia
Organtca

: digestibilidad in vivo de la Materia
Seca

: digestibilidad in vive del Nitrdgeno

: digestibilidad in vivo de la Proteina
Bruta

VFB123vi, VvFB123ce, VFBno3. vFBnope:

digestibllldad in vitro de

la FB con

Viscozyme, Celulasa, sin tercer paso y sin

pepsina/HCI, respectivamente

vFND123vi,

vFND123ce, vFNDno3,

vFNDnope: digestibilidad in vitro de la FND

con Viscozyme, Celulasa, sin lercer paso y

sin pepsina/HCI, respectivamente



vMO123vi : digestibilidad in vifro de la
MO con Viscozyme

vMS123vi, vMS123ce, vMSnod, vMSnope:
digestibilidad in vitro de la MS con
Viscozyme, Celulasa, sin tercer paso y sin
pepsina/HCI, respeclivamente

vN : digestibilidad in vitro del Nitrégeno

vPB123vi, vPBno3, vPBnope: digestibilidad in
vitro de la PB con Viscozyme, sin tercer
paso y sin pepsina/HCl, respectivamente

Términos estadisticos
CME : Cuadrado Medic del Error

cv : Coeficiente de Variacién

Cv; : Coeficiente de Variacion de
repetibilidad

CVg : Coeficiente de Variacion de
Reproducibilidad

d.e. : desviacion estandar

drs : desviacién residual estandar

ECM : Error Cuadratico Medio

F : distribucion F de Snédecor

IC : Intervalo de Confianza

n : nimero de datos

N.S. : no significativo

p : probabilidad

r : coeficiente de correlacion

¢ : Indice de repetibllidad

R - Indice de Reproduclbilidad

R? : coeficiente de determinacion

SCE : Suma de Cuadrados del Error

Sk : desviacion esténdar de fiabllidad

S : desviacién estandar de repetibilidad

Sk ' desviacidn estandar de
reproducibilidad

bl : ps0,001(aftamente significativo)

w : p<0,01 (muy significativo)

* : p<0,05 (significativo)
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RESUMEN



El presente trabajo propone un nuevo método de valoraciéon de alimentos para
conejos. Para elio, se han desarrollado las bases de una técnica multi-enzimatica de
digestién in vitro que, simulando la fisiologia digestiva del conejo, permita predecir el
valor nutritivo de los piensos comerciales de conejos. Se han comparado los valores
obtenidos de digestibilidad in vitro de distintos nutrientes con sus correspondientes
valores de digestibilidad total in vivo y se han obtenido las relaciones existentes entre
ellos.

Se valoraron in vivo 27 piensos comerciales y experimentales de conejos. Los
piensos experimentales se seleccionaron de tal forma que, sin desviarse mucho de los
rangos de proteina y de fibra normaimente presentes en los piensos comerciales,
contribuyeran a aumentar los rangos de digestibilidad de la MS y de la EB y de fibra
del conjunto total de piensos.

Los ensayos de digestibilidad in vivo se llevaron a cabo con un periodo de
adaptacién de 7 dias seguido de un doble periodo de control de Ia ingestion y de
colecta de heces de 2 x 4 dias, durante dos semanas consecutivas. Tras los anélisis
quimicos de pienso y heces se calcularon los coeficientes de digestibilidad total de los
distintos nutrientes.

Los piensos asi valorados se utilizaron como sustratos para los ensayos de
digestién in vitro. Cada pienso se moli6 con una criba de 1 mm, se pesd 1 g {sMS) y se
analizé por duplicado. La técnica de digestion in vitro de referencia consta de tres
pasos o incubaciones sucesivas con enzimas comerciales: los dos primeros simulan fa
digestién en el estémago e intestino delgado utilizando pepsina en medio acido y
pancreatina en medio alcalino, y el tercero reproduce |a fermentacion cecal mediante
el empleo de un complejo enzimatico microbiano con capacidad para degradar la fibra
potencialmente fermentescible, Viscozyme. Se probaron, ademas, técnicas alternativas
como la utilizacién de Celulasa en el tercer paso o la supresién de ta primera o la
tercera fases de incubacion, |

En ambas técnicas de tres pasos asi como cuando no se incluia el primer paso,
se obtuvieron vaiores de digestibilidad in vitro de la MS significativamente mayores

vi



(p<0,0001) que sus correspondientes valpres de digestibitidad total. Por el contrario,
estos valores fueron menores (p<0,0001) al suprimir el tercer paso, sugiriendo la
importancia de la fermentacion microbiana en el ciego del conejo. Por consiguiente, |a
primera conclusion que se puede extraer es que estas técnicas in vitro no reproducen
exactamente el proceso fisioldgico de la digestién del conejo. Esto, sin embargo, no
debe invalidarlas ya que antes es necesario estudiar como se comportan en ia
prediccion del valor nutritivo de los piensos, lo que constituye siempre uno de los
objetivos de los métodos in vitro.

Para las cuatro técnicas ensayadas se obtuvieron las ecuaciones de regresion
entre los valores de digestibilidad in vitro de la MS, MO, PB y FB y los valores de
digestibilidad in vivo de la MS, EB, PB y FB, asi como con la ED.

En todos los casos se obtuvieron regresiones significativas (p<0,001) entre las
digestibilidades in vitro e in vivo de la MS, obteniéndose la mejor prediccién con el
método de referencia (R?=0,84, drs=1,45), Con las técnicas aiternativas se obtuvieron
siempre peores estimaciones (R®<0,76, drs>1,78). Por tanto, el método de referencia
(pepsina/pancreatina/Viscozyme) sirvié como base para futuras comparaciones.

La estimacion de la ED y de la digestibilidad de |a EB era siempre peor (R*=0,55
y R*=0,64, respectivamente, para el método de referencia). Esto puede ser debido, en
parte, a la baja correlacién encontrada en este trabajo entre la digestibilidad de la MS
y la de la EB (R?=0,89), y entre |a digestibilidad de la MS y la ED (R*=0,77).

Las correlaciones obtenidas para la PB y para la FB fueron R*=0,19, drs=2,35 y
R?=0,50, drs=4,73, respectivamente, en el método de referencia; siendo con frecuencia
no significativas (p>0,05) en los métodos alternativos. Esto indica que la digestibilidad
de estos nutrientes no se puede predecir mediante estos métodos.

Las ecuaciones obtenidas se compararon con las ecuaciones de prediccion de
la digestibilidad de la MS basadas en parametros quimicos de la pared celular de las
mismas dietas. La bondad de las predicciones se valoré teniendo en cuenta no sdlo el

mejor ajuste, sino también los indices de repetibilidad y de fiabifidad de los parametros
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predictores en nuestro laboratorio, asi como la incidencia de los errores analiticos de
las variables explicativas en la precisién de las ecuaciones.

Las correlaciones, al utilizar FAD o FB como variables independientes en una
ecuacién de regresién simple, fueron R*=0,49, drs=2,57 vy R2==O,32, drs=2,96,
respectivamente. Por consiguiente, en este trabajo se obtienen mejores predicciones
con la técnica de digestién in vitro que con parametros de fibra. No obstants, la
inclusion de uno de estos parametros junto con los valores de digestibilidad in vitro,
como variable independiente en un andlisis de regresion mdiltiple, mejord la precision.

La técnica in vitro de referencia ha demostrado ser mas repetible que los
analisis de FB o de FAD (CV,=0,69% vs. CV,=1,78% y CV,=1,72%, respectivamente), y
también mas fiable (CV=1,77% vs. CV¢=4,26% y CV¢=7,87%, respectivamente).

Por otra parte, la técnica es capaz de predecir el valor nutritivo de piensos que
presentan niveles importantes de materias primas altamente digestibles como pulpa de
remolacha (10-50%) o grasa (3-6%) en su composicién. Esto se ha deducido
valorando in vitro 14 dietas mas de estas caracteristicas y comprobando que la
acuacion obtenida con ellas no difiere significativamente de la ecuacién originaria de
27 datos. Por consiguiente, se puede proponer una ecuacion de prediccion resultante
de considerar 41 dietas (27+14). Este tipo de piensos no se pueden estimar mediante
parametros quimicos debido a las interacciones que, sin duda, tienen lugar entre los
citados ingredientes y la fisiologia digestiva del animal.

Las principales ecuaciones de prediccion obtenidas con el método de referencia
se validaron con datos independientes, es decir con parejas de valores de las
variables dependiente e independiente que no habian servido para elaborar los
modelos. Para ello se utilizaron 92 muestras de piensos de conocida digestibilidad in
vivo procedentes de cuatro paises suropeos (Beélgica, Francia, Italia y Portugal). Los
analisis de digestibilidad in vitro de estos piensos se realizaron en nuestro laboratorio.
Las ecuaciones resultaron robustas (errores de prediccién menores del 5% en todos
los conjuntos de datos), indicando su alta capacidad predictora. Se _validaron asimismo
algunas de las principales ecuaciones de prediccion de digestibilidad de la energia
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con parametros quimicos (FAD, FB), de usc comun en la practica. Estas ecuaciones
también han resultado robustas, aunque no tanto como las obtenidas en este trabajo.
A la luz de estos resultados, nuestras ecuaciones se pueden proponer como una
alternativa a las ecuaciones ya existentes en la bibliografia y asi constituir una opcién
mas a |la hora de elegir una ecuacion para predecir el valor nutritivo de un pienso para
conejos.

Los resultados del presente trabajo sugieren que el método in vitro propuesto
puede ser adecuado para estimar el valor nutritivo (digestibilidad de la MS,
digestibilidad de la EB y contenido en ED) de piensos comerciales para conejos.
Presenta, ademas, un interés potencial para la valoracién de alimentos pues se trata
de un método sencillo (sin dificultades técnicas), preciso, repetible, fiable, barato y
relativamente répido, que puede ser utilizado de forma rutinaria en un laboratorio de
alimentacién animal. No obstante, es necesario llevar a cabo un estudio inter-
laboratorial del método para corroborar su validez antes de ser recomendado para su

utilizacién practica.
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SUMMARY



An in vitro method for feed evaluation in rabbits, using a multi-enzyme system
was developed. The in vitro digestibility values of nutrients were compared to their
corresponding in vivo fecal digestibility values and the relationships between them were
abtained.

In vivo digestibility trials were conducted on 27 complete diets including
commercial and experimental diets. Experimental diets were chosen in order to enlarge
the digestibility and the fiber ranges of commercial diets.

After a 7-day adaptation period, the measurement of the daily feed intake and
collection of feces were made during a 2 x 4-days trial along a period of two weeks.
After chemical analysis of diets and feces, calculations were made to obtain the fecal
digestibility coefficients.

The diets from the in vivo studies were used as substrates for the in vitro
enzimatic digestion studies. Duplicate samples (1g DM basis) from each diet ground to
pass a 1 mm mesh mill were used. The reference in vitro technique was based on three
consecutive incubation steps with commercially availabie enzymes: the first two steps
simulate digestion in stomach and small intestine by using pepsin in acid medium and
pancreatin in alkaline medium, and the third step reproduces cecal fermentation by
means of a microbial fibre-degrading enzyme mixture. Viscozyme. Alternatives to this
technique, such as using Cellulase in the third step or ommiting the first or the third
incubation, were also tested.

Values of in vitro digestibility of DM were significantly higher (p<0.0001) than
corresponding values of fecal DM digestibility in both three steps techniques and when
the first step was not included. On the contrary, these values where lower (p<0.0001)
when the third step was ommited, suggesting the importance of microbial fermentation
in the rabbit cecum. Therefore, these in vitro techniques do not fully simulate the
physiological process of digestion that takes place in the rabbit.

The regression equations between in vitro digestibilities of DM, OM, CP and CF
and in vivo digestibilities of DM, GE, CP and CF, aswell as DE were derived for the four

methods.



Accurate predictions (p<0.001) of in vivo dry matter digestibility were cbtained in
all cases with in vitro dry matter digestibility, and the best fit was obtained for the
reference method (R?=0.84, rsd=1.45). The alternative techniques gave worse
estimations (R®<0.76, rsd>1.78). Therefore, all comparisons were made in relation to
this reference method (pepsin/pancreatin/Viscozyme}.

The prediction of GE digestibility or DE was always less accurate (R?*=0.64 and
R%=0.55, respectively, for the reference method). This may partly be due to the low
correlation found in this work between DM digestibility and GE digestibility (R*=0.89)
and between DM digestibility and DE (R*=0.77).

The correlations for CP and CF were R?=0.19, rsd=2.35 and R2=0.50, rsd=4.73,
respectively, for the reference method; and were frecuently not significant (p>0.05) in
the alternative methods, indicating that the digestibility of these nutrients cannot be
predicted by means of these methods.

The regression equations obtained were compared with prediction equations
based on cell-wall parameters of the same diets. The accuracy of predictions was
assessed taking into account not only the best fit, but also the repeatability and
reliability of the regressors in our laboratory asweil as the incidence of analytical errors
of the independent variable in this accuracy.

The correlations obtained were R?*=0.49, rsd=2.57 and R2=0.32, rsd=2.96, when
ADF or CF were used, respectively. Therefore, the in vitro technique gave better
predictions than chemical parameters in this study. However, the inclusion of one of
these parameters as an independent variable in a multiple regression analysis,
together with in vitro values, improved the accuracy.

On the other hand, the in vitro technique has proved to be more repeatable than
CF or ADF analysis (VC=0.69% vs. VC=1.78% and VC=1.72%, respectively); and also
more reliable (VC=1.77% vs. VC=4.26% and VC=7.87%, respectively).

The reference in vitro method has proved to be able to predict the nutritive value
of diets presenting important levels of high digestible ingredients such as beetroot pulp
(10-50%) or fat (3-6%). This has been verified using 14 more diets to check that the
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equation obtained with them does not differ significantly from the original equation
based on 27 data. As a consequence, a prediction equation considering 41 diets
(27+14) can now be proposed. These type of diets cannot be estimated by means of
cell wall parameters due to the interactions that certainly take place between such raw
materials and the digestive physiclogy.

The main prediction equations obtained with the reference method were
validated using 92 samples of diets with known in vivo digestibility from four
independent data sets of four european countries (Belgium, France, ltaly and Portugal).
Equations proved to be robust (prediction errors less than 5% in all data sets),
indicating their good predictive capacity. Some of the main prediction equations of GE
digestibility from ADF or CF, found in the literature, were also validated. These
equations, that are commonly used in practice, have also proved to be robust, although
not as much as the equations obtained in this work. Accordingly, our equations can be
propesed as an alternative to existing equations based on chemical parameters to
predict the nutritive value of diets for rabbits.

In conclusion, the results of the present study suggest that the proposed in vitro
method may be suitable for estimating the nutritive value (DM digestibility, GE
digestibility and DE content) of commercial diets for rabbits. It seems to have a
significant potential for feed evaluation, for it is a simple (without technical difficulties),
accurate, repeatable, reliable, cheap and relatively quick method to be used in routine
laboratory applications. Nevertheiess interlaboratory testing of this method is required

to support its validity before it can be recommended for practical purposes.
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INTRODUCCION

L1. INTRODUCCION.

En la produccién de carne de conejo, el coste de la alimentacién supone
aproximadamente el 70% del coste total, de forma similar a lo que ocurre en cualquier
otro sistema de produccién ganadera en régimen intensivo. Por ello, cualquier
actuacién en este campo de la alimentacién tendré una incidencia muy grande sobre el
rendimiento de las explotaciones cunicolas.

Para poder suministrar las dietas adecuadas y conseguir buenos rendimientos
productivos es necesario conocer, por un lado, |las necesidades nutritivas del animal, y
por otro, el valor nutritivo de las distintas materias primas y piensos compuestos.

Las necesidades nutritivas se describen definiendo unos intervalos optimos de
concentracién energética, proteica, etc., dentro de los cuales los niveles de produccion
se mantienen altos.

Por otro lado, el valor nutritivo de los alimentos es funcién de su concentracion
en principios inmediatos y de su utilizacién digestiva y metabdlica.

En esta tesis doctoral se trataran cuestiones relativas a la valoracion nutritiva de
los alimentos para conejos, y no se hablard de las necesidades nutritivas de esta
especie.

La mejor forma de determinar el valor nutritivo de un alimento consiste en
analizar de manera directa los coeficientes de digestibilidad de sus nutrientes
mediante ensayos de digestibilidad in vivo. Sin embargo, estos ensayos resultan en
muchos casos poco précticos o inviables para ser utilizados de manera rutinaria por la
industria de fabricacién de piensos (debido al tiempo y al coste econémico que
conllevan), y no se pueden realizar para cada pienso que se fabrique. Por ello resulta
de gran interés el desarrollo de nuevos métados que permitan estimar de un modo
sencillo, rapido y poco costoso este valor nutritivo, en base a determinaciones mas
sencillas.

En la actualidad ya existen ecuaciones de prediccién del valor energético, para
dietas de conejo, basadas en los constituyentes de la pared de la célula vegetal, por

ser éstos los que mas condicionan la digestibilidad de la energia del alimento.
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Los métodos enzimaticos de digestién in vitro que tratan de reproducir el
proceso de la digestion podrian ser una alternativa. Estos métodos ya han sido
contrastados en otras especies monogastricas (cerdos y aves) obteniéndose altas
correlaciones con las digestibilidades in vivo y, por tanto, buenas predicciones, pero la
posibilidad de aplicarlos a alimentos para conejos no se habia estudiado hasta el
momento.

La utilidad de los métodos de digestion in vitro se puede contemplar desde dos
puntos de vista. Por un lado, a las empresas de fabricacién de piensos les supone un
importante ahorro de tiempo disponer de un sistema de laboratorio eficaz y rapido para
determinar los coeficientes de digestibilidad de los nutrientes (el valor nutritivo) de las
raciones que van a suministrar al ganadero, en lugar de tener que hacer ensayos de
digestibilidad in vivo. Por eso surge la necesidad de prediccién del valor nutritivo por
métodos exclusivamente de laboratorio. Por otro lado, en investigacién cientifica es
muy ventajoso poder hacer una simulacién aproximada en el laboratorio de los
distintos pasos de la digestion del conejo. Por todo ello, la digestion in vitro se

constituye en un sistema nuevo de valoracion de alimentos.

En el presents trabajo de tesis doctoral se estudia la aplicacion de los métodos
enziméticos de digestién in vifro que acabamos de comentar a la valoracion de
alimentos para conejos.

La tesis se compone de seis apartados, el primero de los cuales comprende
esta introduccion y plantea los objetivos asi como las hipétesis que se van a
contrastar. Seguidamente, se hace una revision bibliogréfica (apartado II) que incluye
dos epigrafes: en el epigrafe 11.1. se describe la fisiologia digestiva del conejo,
estableciendo las funciones de los diversos compartimentos (estdmago, intestino
delgado, ciego) en la digestién y las relaciones entre eilos; con ello se persigue
obtener una idea clara de lo que se pretende rep'roducir en el laboratorio; en el I1.2. se
exponen los métodos de prediccion del valor nutritivo de alimentos en monogastricos.

En primer lugar se revisan las principales ecuaciones de prediccion en base a
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pardmetros quimicos de |a dieta, existentes en conejos, vy a continuacion se recopilan,
discuten y evallan los principales trabajos que presenta la bibliografia sobre métodos
de digestién in vifro, en monogastricos. Se da particular énfasis a los existentes en
cerdos y en aves, por ser mucho mas numerosos que en conejos. Al revisar las
distintas técnicas, se presta mayor atencién a aquellas gue sean mas sencillas,
répidas y reproducibles, y la validez de las mismas se basa en el grado de relacion
existente entre los resultados in vitro e in vivo para idénticos alimentos. A continuacion,
el apartado III describe el material y métodos utilizados, tanto en la fase experimental
como en la de andlisis de datos y de resuitados; el apartado 1V expone los resultados
obtenidos y su correspondiente discusién; en el apartado V se plasman las principales
conclusiones de la tesis; y el apartado VI y Ultimo, presenta las referencias

bibliograficas consultadas.

1.2. OBJETIVOS.

Dada la dificultad y el coste econdmico que conlleva la realizacién de ensayos
de digestibilidad in vivo y dadas las limitaciones que presentan los métodos de
prediccion segun parametros guimicos, la presente investigacion se plantea como
objetivo principal obtener un sistema nuevo y sencillo, adecuado para predecir el
valor nutritivo de los piensos para conejos en crecimiento. Se trata de desarrollar las
bases de una técnica de digestién enzimética in vitro estandarizando una metodologia
de laboratorio. Luego se contrasta el método desarrollado mediante la comparacion
directa de los resultados de digestibilidad obtenidos in vitro e in vivo, para la materia
seca (MS), materia organica (MQ), energia bruta (EB), proteina bruta (PB), fibra bruta
(FB) y fibra neutro detergente (FND) y para la energia digestible (ED), y se obtienen
ecuaciones de prediccion. Se busca un método sencillo, preciso, fiable, rapido y

barato.

Un segundo objetivo consiste en comparar las predicciones obtenidas segun
los valores de digestibilidad in vitro y seguin pardmetros quimicos. Esta comparacion la
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haremos no sdlo mediante la bondad de la prediccion del modelo, sino también
cuantificando los indices de repetibilidad y de fiabilidad de los parametros predictores
en nuestro laboratorio, asi como la incidencia de los errores analiticos de las variables
regresoras en la precisién de las ecuaciones.

Una vez planteados los dos objetivos citados, comprobaremos si los métodos in
vitro propuestos son adecuados para predecir el valor nutritivo de piensos que
incluyen en su composicién materias primas que los métodos quimicos no predicen

bien (fibras altamente digestibles y grasas).

Como tercer objetivo validaremos la capacidad predictora de ias principales
ecuaciones de prediccion que se obtengan en esta tesis frente a valores que no han
formado parte en la elaboracién de las mismas. Tambien validaremos algunas de las
ecuaciones de prediccién del valor nutritivo de piensos para conejos segun parametros
quimicos de la pared celular ya existentes en la bibliografia. De esta manera podremos
concluir si las ecuaciones obtenidas sirven para la prediccién, y en consecuencia

recomendar su utilizacion, o si por el contrario no resultan vélidas para dicho fin,

Las hipotesis que se contrastan son ias siguientes:
1.- El proceso digestivo del conejo se puede reproducir in vitro de una forma
aproximada utilizando una metodologia sencilla de laboratorio y obtener asi valores de

digestibilidad de los distintos nutrientes similares a los de digestibilidad in vivo.

2.- Los valores de digestibilidad in vifro de la MS y de la MO de piensos de conejos
estan altamente correlacionados con los obtenidos mediante prusbas de digestibilidad
in vivo. Por consiguiente, los métodos in vitro sirven para predecir la digestibilidad de

la MS, de la MO, de |la EB y la ED de los piensos de conejos.

3.- Los métodos in vitro sirven para predecir la digestibilidad de la PB y de la FB de los

piensos de conejos.
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4.- Los valores de digestibilidad in vitro son mejores predictores del valor nutritivo que
los parametros de fibra de la pared celular: FAD vy FB. Ademas son capaces de
predecir el valor nutritivo de algunos tipos de alimentos -fibras altamente digestibles,

grasas- cuya prediccidn no consiguen los parametros quimicos.

5.- Las ecuaciones basadas en valores de digestibilidad in vitro, pueden ser utilizadas
para predecir ya que se muestran robustas en la validacién con datos independientes.

En consecuencia se puede recomendar su uso en |a practica.
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IL1. FISIOLOGIA DIGESTIVA DEL CONEJO

IL.1.1. Introduccion.

E| conejo es un animal herviboro y por tanto adaptado para consumir alimentos
de bajo valor nutritivo, es decir de baja concentracidn energética y escaso contenido
en nutrientes. Por otro lado, es una especie de alta productividad, tanto en crecimiento
como en rendimiento productivo, lo que hace que tenga altas necesidades

metabdlicas.
Esta disyuntiva la soluciona el conejo mediante la particular fisiologia digestiva
Jéie que dispone. En primer lugar, las caracteristicas de su aparato digestivo, cuyo
estdmago representa el 40% del volumen total del mismo (Cheeke,1987), ie permiten
una ingestién elevada de alimentos. En segundo lugar, presenta normaimente un
rapido transito de la digesta, lo que le permite también tener una mayor ingestién. En
tercer lugar, dispone de un mecanismo de separacion de particulas de tal forma que
las de mayor tamario se eliminan rapidamente, mientras que las menores junto con las
sustancias solubles entran en el ciego en el que permanecen y tiene lugar la
fermentacion microbiana. De esta manera solo se retiene en el aparato digestivo la
parte de la digesta que ocupa mencs volumen, y gue resulta ser ademas la mas
nutritiva, permitiendo que el animal siga ingiriendo alimento. Por ltimo, el conejo es
una especie que realiza coprofagia, es decir que reingiere parte de sus heces, las
heces blandas, cecotrofas o copréfagas, que son de origen cecal. De esta manera se
produce el reciclado de los productos de la fermentacién microbiana en el ciego, lo
que supone un aporte nutritivo extra para el animal.

Existen dos tipos de digestidn en el tracto digestivo del conejo: la digestién

enzimatica en el estémago e intestino delgado y la digestion fermentativa en el ciego.

I1.1.2. Digestion en estémago e intestino delgado (digestién pre-cecal).
La digestion enzimatica de los nutrientes tiene lugar a lo largo del tracto
digestivo antes de llegar al ciego y se produce gracias a las distintas secreciones
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enziméaticas que se vierten en los diferentes compartimentos del tubo digestivo. Asi se
hidrolizan los principios inmediatos del alimento de modo que los nutrientes mas
sencillos puedan ser absorbidos a través de la pared intestinal. Para que el proceso
digestivo se realice con garantias nutritivas se necesita ademas un tiempo de transito
adecuado de la digesta que permita la correcta actuacion de las enzimas sobre l0s
sustratos.

Cada componente nutritivo del alimento sufre una degradacién distinta en el

estémago e intestino delgado.

11.1.2.1. Digestion enzimatica del almidén.

En el caso del aimidén, se ha demostrado cierta actividad amilasica en el

estémago debida a las amilasas salivar, alimenticia (aportada por la leche materna y

por los cereales) y microbiana (microorganismos del ciego ingeridos con las
cecotrofas), segln apunta Blas (1986). La importancia cuantitativa de estas amilasas
es desconocida, y probablemente escasa, en los animales adultos, debido al pH
desfavorable de su estdomago (pH=1-2). Sin embargo, no todas las regiones del
estémago presentan el mismo pH; asi, en la regién fundica hay glandulas tubulares de
secrecion neutra que aumentan el pH hasta valores de 3 (More et al. 1971),
permitiendo asi cierta actividad amilasica. Asimismo, se ha observado que el pH del
fundus aumenta considerablemente con la llegada de las cecotrofas (alcanzandose
valores de 4-5), probablemente como consecuencia de la liberacion de tampén fosfato
por parte de las mismas (Griffiths y Davies,1963).

Por otra parte, en los animales jévenes (gazapos de menos de 6 semanas),
cuyo estémago presenta un pH menos &cido (3-4), la actividad amilésica podria tener
alguna importancia a nivel géastrico.

Las distintas amilasas soportan el pH écido de distinta forma y en general las de
origen microbiano y élimentario toleran mejor la acidez que la salivar. Asi, la amilasa
salivar a pH 5 sélo conserva un 30% de actividad, mientras que la procedente de las

cecotrofas (amilasa microbiana) adn conserva cerca del 90% de su actividad a este
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pH, el 70% a pH 4.5 y aun el 30% a pH 4 (Griffith y Davies, 1963). Blas (1986)
encuentra que el rango de pH que permite 1a actuacion de la amilasa salivar es muy
estrecho y esta situado alrededor de la neutralidad y que esta enzima no tiene
practicamente actividad a pH 5. También indica que la amilasa microbiana, que
también acttia de forma dptima a pH préximos a la neutralidad, sigue siendo bastante
activa a pH 5,1 e inclusoapH 4,1y 3.2. Ademas se trata de una amilasa francamente
estable en medio &cido, ya que mantiene més del 70% de su actividad tras 2 h de
exposicién a pH 5,1, mas del 50% si el pH es de 4,1 y casi el 40% si el pH es de 3,2.
No obstante, se asume que la mayor parte del almidén pasa al intestino

delgado sin haber sido degradado, y es alll donde la amilasa_pancredtica y las

glucosidasas de la mucosa intestinal (sacarasas, maltasas y lactasas) encuentran un

pH préximo a la neutralidad, idéneo para desarroliar su actividad. Este conjunto
enzimatico degrada el almidén a glucosa, la cual puede ser absorbida directamente y a
continuacion metabolizada por las enzimas catalizadoras de |a glucosa, o fermentada
por la microflora digestiva dando lugar a &cidos grasos volatiles que seran absorbidos.
Se acepta que el almidon es casi completamente digerido y transformado en glucosa
antes de su llegada a la valvula ileocecocdlica. En consecuencia, la cantidad de
almidén o hidratos de carbono intermedios que puede ser objeto de fermentaciones
microbianas en el ciego es presumiblemente muy pequefia.

Son relativamente pocos los trabajos que estudian la digestibilidad ileal del
almidén de piensos comerciales. Segun Wolter et al. (1980) es de un 85%, y segun
Merino y Carabafio (1992) de un 08-99%, en animales adultos. No hay datos de
digestibilidad ileal del almiddn en animales jévenes. Se encuentran, sin embargo, mas
trabajos que miden la concentracién de almidén en el fleon terminal, dando con ello
una idea de la digestién de este nutriente. Factores como la edad del animal o ia dieta

| pueden influir en la digestion del aimidén.

En cuanto a la gdad, aunque la amilasa pancredtica existe ya desde el
nacimiento, tiene muy poca actividad hasta ios 21 d; a continuacion tiene fugar un
répido incremento de actividad hasta los 42 d (Blas,1986), 30 d segun Lebas et al.
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(1971), para seguir incrementandose mas levemente hasta los 56 d momento en el
cual se ha alcanzado la actividad del animal adulto. (Lebas ef al,,1971: Corring ef
al. 1972; Alus y Edwards, 1976, Blas,19886). Esta evolucion parece depender del propio
desarrollo pancredtico. Blas (1986) observa que la actividad amilasica del conejo de
28 d, a pesar de ser baja con respecto a la del adulto, parece suficiente para digerir el
almidén cuando el nivel de éste en la dieta es bajo (15%). Esto lo deduce tras
comprobar que no hay diferencias en la cantidad de almidén presente en el fleon de
animales de 28, 42 & 56 d, alimentados con una dieta con un 15% de almiddn, siendo
esta cantidad muy baja (0,24% en media).

Con respecto a la digta, dependiendo de la fuente alimenticia_que aporta el

almidén, la concentracion de almidon en fleon terminal varia. Es marcadamente mayor
cuando la fuente es maiz que cuando es guisante o cebada (Gidenne y Pérez, 1993).
Ademas, el origen del almiddn afecta tambien significativamente su digestibilidad total:
el almidén de cebada se digiere en su casi totalidad, mientras que el de majz lo hace
en un 88-95% (Blas et al.,1990).

En cuanto al tipo de fibra, ésta no tiene influencia sobre la digestibilidad ileal del
almidén, pero si sobre la cantidad de almiddn en el fleon de conejos aduitos, segun se
desprende del trabajo de Merino y Carabafio (1992). Estos autores, sustituyendo
alfalfa por orujo de uva o por pulpa de remolacha, comprueban que esta cantidad es
significativamente mayor en la dieta de alfalfa que en la de pulpa (1,09 vs. 0,4%,
respectivamente), aunque muy baja en ambos casos. Motta (1990), por el contrario,
encuentra que esta cantidad es mayor en la dieta de pulpa que en las de alfalfa y

orujo.

Otro factor que puede afectar |a digestibilidad del almidén es el nivel de aimidon

de la dieta, Asl, Blas (1986) observa que cuando sl nivel de aimidon aumenta de un 15
aun 31%, en dietas isofibrosas, la cantidad de almidén en la digesta del ileon terminal
pasa de un O @ un 4%, en animales jévenes (28 d). En adultos (56 d), sin embargo, la
cantidad encontrada es similar para los dos niveles de almidon (0,4%). Tales
resultados pueden interpretarse como la consecuencia de que la escasez de amilasa
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pancredtica propia de los animales jévenes, no llega a ser completamente
compensada cuando la ingestién de almidén es elevada; en efecto, ni el aumento de la
actividad total de la amilasa pancreatica como respuesta del pancreas ante un
aumento de sustrato, ni la actividad amilasica de otras fuentes llegan a compensar |
aumento del nivel de almidén. En los animales adultos, sin embargo, ésto si sucede.
De todas formas, una concentracién de almidén en el ileon del 4% sigue siendo baja e
indica una alta digestibilidad del almidén. En consecuencia, no se puede concluir que
los animales jovenes digieran mal el aimidén. A la misma conclusion llegan Corring et
al. (1972); estos autores, que estudian principalmente la evolucidn de la actividad
enzimatica del pancreas en funcion de ia edad (o del peso del conejo), deducen que la
dieta sdlida que se empieza a administrar a los animales después del destete (32 d),
puede hacer aumentar la actividad total de fa amilasa pancreatica.

Blas et al. (1990), en un estudio sobre la digestibilidad total del almiddn
durante el crecimiento del conejo, observaron un aumento del coeficiente de
digestibilidad aparente con la edad desde el post-destete (5 semanas) hasta el periodo
de acabado (11 semanas) para 4 piensos experimentales estudiados, 2 de bajo
contenido en almidén y 2 de alto contenido, a base de maiz. Estos resultados estan de
acuerdo con los obtenidos por Blas (1986) que indican un aumento de la actividad

amilasica al comienzo del crecimiento.

I1.1.2.2. Digestiéon enzimatica de la proteina.

La digestion de la proteina comienza en el estédmago por la accion del acido
clorhidrico (hidrélisis acida) y de la pepsina gdstrica que preparan el sustrato
alimenticio, degradandolo a péptidos de 10 aminodcidos o menos, para la posterior
actuacién de las enzimas proteoliticas en el intestino delgado.

Segun Marounek et al. (1995), el 50% de la actividad proteolitica digestiva se
encuentra en el estdmago, tanto de animales adultos como de jovenes. A nivel
gastrico, ademas del pienso, se digieren también las cecotrofas (que el conejo ingiere
directamente del ano y traga sin masticar) lo que supone el aprovechamiento de sus
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proteinas. Las cecotrofas no se mezclan directamente con el resto del contenido
estomacal sino que permanecen intactas varias hs en el fundus del estémago (Griffiths
y Davies,1963; De Blas et al.,1986) ya que estan rodeadas por una cubierta mucosa
que las protege del ataque del HCI. Mientras la capa mucosa permanece intacta, los
microorganismos cecales continuan sus procesos fermentativos pues el pH se
mantiene adecuado (en 4-5) gracias a un tampon fosfato presente en las cecotrofas,
independientemente de que el pH estomacal sea de 1-2 (Griffiths y Davies,1963). Las
bacterias contintan fermentando hidratos de carbono y sintetizando proteina hasta
que la cubierta mucosa finalmente se destruye y el contenido de las cecotrofas se
somete a los procesos digestivos normales (Lang,1981). De esta manera se aprovecha
por un lado el N de la cubierta mucosa, y por otro, la proteina microbiana sintetizada
por los microorganismos cecales. Ademas, en el antrum del estdmago se segrega una
sustancia bacteriolitica, activada por la pepsina, que ataca a las bacterias cecales
liberadas permitiendo que la pepsina gastrica degrade su proteina (Viallard y
Raynaud,1968).

Pero es a nivel de intestino delgado donde se concluye la digestion proteica

gracias a las proteasas pancredticas (lripsina y quimiotripsina), que se vierten al

duodeno, y a las carboxipepsidasas de las microvellosidades intestinales, dando lugar
a tripéptidos, dipéptidos y aminoacidos libres.

La actividad proteasica en el intestino delgado del conejo evoluciona con la
edad. Ya se observa tripsindgeno y quimiotripsinégeno en el pancreas en el momento
del nacimiento apreciandose un aumento ligero pero regular de la actividad total de la
guimiotripsina hasta la tercera semana coincidiendo con el crecimiento moderado del
pancreas. Posteriormente y hasta los 43 d, dicha actividad total experimenta un
aumento grande, paralelamente al crecimiento acelerado del pancreas y al aumento de

su capacidad funcional. La actividad total de la tripsina presenta, sin embargo, un

aumento mas tardio, permaneciendo constante desde el nacimiento hasta el destete
(30 d), para luego aumentar también hasta los 43 d. Las actividades especificas

evolucionan de forma diferente; la de la guimiotripsina decrece desde el nacimiento
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hasta, mas o menos, la segunda semana, para luego mantenerse constante hasta los
43 d, y la de la tripsina, decrece hasta el destete y luego aumenta hasta los niveles
que tenia la tercera semana, para mantenerse constante hasta los 63 d (Lebas et
al.,1971; Corring et al.,1972). Los resuitados de otros autores (Alus y Edwards,1976)
apoyan los obtenidos en estos dos trabajos, al indicar que los niveles de tripsina y
quimiotripsina pancredticas aumentan linealmente desde el nacimiento hasta el
destete, debido mas a un aumento de la masa pancreatica que a una mayor
concentracion de enzimas en dicho érgano.

Dentro de la bibliograffa consultada no se han encontrado estudios por encima
de esta edad (53 d), por lo que no se sabe si se ha alcanzado ya el estado de adulto o
no.

La capacidad proteolitica del conejo depende, pues, del desarrolio del sistema
endocrino, que iégicamente tiene que ver con la edad.

No obstants, ciertos autores prueban que la digestibilidad total de la proteina es
mayor (del orden de 4-6 puntos porcentuales) a las 5-6 semanas (un poco después del
destete) que a las 11 semanas (Maertens y De Groote,1982; Blas ef al.,1990;
Fernandez ef al,,1994). Segun ésto, se podria pensar que el animal joven, cuyo
pancreas no ha alcanzado atn su desarrollo funcional, digiere mejor la proteina que el
adulto. Sin embargo, este hecho hay que atribuirlo al acumulo de pienso que se
produce en el ciego durante el post-destete motivado por el comienzo de consumo del
mismo, lo que conlleva una menor excrecidén y por consiguients una alteracion del
balance digestivo, presentdndose valores més elevados de digestibilidad de la
proteina a esta edad.

En cuanto a la influencia de la digta sobre la actividad de las proteasas
pancreédticas, segin Lebas ef al. (1971) la actividad de la quimiotripsina se ve
ligeramente estimulada por la alimentacion (varia en funcion del contenido proteico de
la dieta) mientras que la de la tripsina permanece indiferente desde el nacimiento

hasta el destete.
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Los datos de digestibilidad ileal de la proteina obtenidos en animales adultos
son todavia escasos y muy variables. Varian entre un 28, 4% (Merino y
Carabafio,1992) y un 74% (Merino,1994) y dejan a los datos de otros autores
comprendidos entre estos margenes (Yu ef al.,1987; Gidenne y Ruckebusch,1989;
Gidenne et al., 1990; Gidenne,1992). De estos trabajos, que también presentan los
datos correspondientes de digestibilidad total de la proteina, que varian de un 46
(Merino y Carabafio,1992) a un 73% (Gidenne et al.,1990), se deduce que del 47 al
100% de la proteina que se digiere lo hace antes del ciego. En animales jévenes, de 5-
6 semanas, aun no hay datos de digestibilidad ileal de la proteina.

Entre las posibles causas de esta variacion, se podrian citar, en primer lugar, el
nivel de fibra de la dieta. Asi, Yu et al. (1987) encuentran que cuando |a FB de la dieta
pasa de un 5,5 a un 14,5%, la digestibilidad ileal de la proteina disminuye de un 39 a
un 33%. Esto podria deberse a un posible efecto inhibitorio de la FB sobre la actividad
de las proteasas del intestino delgado, tal y como apuntan Fedii et a/. (1982). Sin
embargo los resultados de Yu ef al. (1987) es posible que se deban mas a la fuente de
proteina de la dieta que al nivel de fibra, ya que para aumentar el nivel de FB
sustituyen concentrados (cereales) por forraje (alfaifa), cuya proteina es menos
digestible. Otro posible factor de variacion podria ser el tipo de fibra. Asi, cuando la
alfalfa se sustituye parcialmente por orujo de uva, la digestibilidad ileal de la proteina
disminuye de un 61 a un 28%. Esto puede deberse a que dicha sustitucion trae
consigo un cambio de proteina mas digestible por otra mas ligada a fibra y menos
soluble y, por consiguiente, también menos digestible. Seria, por tanto, otra vez, un
efecto del tipo de proteina. Otra causa de esta disminucién podria ser un posible
efecto inhibitorio de los taninos del orujo sobre la actividad protedsica (Merino y
Carabafio, 1992).
| Por otra parte, hay una cuestion que nunca se tiene en cuenta a la hora da

medir digestibilidad del N, ya que se mide digestibilidad aparente, y es la presencia de
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N_enddgeno, bien a nivel ileat o fecal. Debido a la gran influencia que tiene este N

sobre |a digestibilidad de la proteina, dedicaremos a este asunto un apartado especial.

1.1.2.2.1. Pérdidas endégenas de Nitrégeno durante la digestion en
monogastricos.

Durante la digestion se producen pérdidas de material endégeno, por lo que la
digesta a estos niveles comprende, ademas del N no digerido procedente del alimento,
productos de secrecion enddgena como enzimas digestivas, epitelio descamado y
glicoproteinas de la mucosa digestiva, que constituyen la llamada proteina endégena
(Pustzai et a/.,1991) y microorganismos (Ratcliffe,1991). Ademas, puede haber N que
se solubilice pero que no se absorba (por determinadas caracteristicas fisicas de la
digesta, tales como viscosidad u osmolaridad) contabilizandose también como N no
digerido (Cone y Van der Poel 1993). Puesto que al hacer el calculo de ta
digestibilidad de la proteina, todo el N presente en el contenido ileal o en las heces se
considera N no digerido de la dieta, se obtienen valores de digestibilidad aparente de
la proteina, siendo estos valores més bajos que los valores de digestibilidad real.

La cantidad que supone este N no alimenticio no se ha medido en conejos, por
lo que no se sabe la influencia que puede tener sobre los coeficientes de digestibilidad
total o iteal de ia proteina'.

En oftros monogastricos, sin embargo, si se ha cuantificado el N y los
aminoacidos endégenos y microbianos en el fleon terminal y en las heces. En el cerdo,
ol contenido de N endégeno en el ileon varia entre el 50 y el 70% del total, segun
distintos autores y segun diversas causas.

- ]a_técnica empleada para su.determinacién (Souffrant,1991). Uno de los

métodos para medir el N no alimenticio del fleon o fecal consiste en el andlisis del

contenido del ileon o de las heces después de administrar una dieta_sin proteinas

durante un periodo de tiempo variable. Utilizando este método, Wiinsche et al. (1987)
obtienen un valor de proteina endégena diaria en el fleon de 13,87 g PB/Kg M$S
ingerida y en heces de 8,51 g. Sin embargo, se ha comprobado que las secreciones
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endégenas pueden inhibirse al administrar ese tipo de dietas (Low,1982), por lo que
Gltimamente se han desarrollado otros métodos para medir estas secreciones.

Asi, otra forma es utilizar dietas con proteina y marcar ésta con homoarginina o

con isétopos radiactivos (°N). Si se usa la técnica de dilucién con BN, también se
puede marcar todo el N del animal (en vez del N del alimento) administrando el
marcador por via oral o intravenosa. De esta uitima manera determinaron De Lange ef
al. (1989 a y b) la proteina enddgena en el ileon terminal; administrando dietas libres
de proteina a cerdos canulados a este nivel obtuvieron una media diaria de 20 ¢
PB/Kg de MS ingerida. En trabajos posteriores (De Lange et &/.,1990), marcando esta
vez la proteina de |a dieta con 5N, obtuvieron valores de proteina enddgena mucho
mayores (de 25,5 a 30,5 g PB/Kg MS ingerida). Los valores obtenidos por Furuya y
Kaiji (1992) fueron de 13,75 a 28,75 g PB/Kg MS ingerida.

Por otra parte, estudios en ratas alimentadas con cebada marcada con "N
indican que la mayor parte del N que pasa por el fleon es de origen endogeno

(Partridge et af.,1985).

Otro método para medir el N endégeno cuando se administran dietas con

proteina, es el método de regresién. En este caso se asume que fa cantidad de N

enddégeno es constante cuando se administran dietas con proteina,
independientemente del nivel de proteina de la dieta. Se mide |la cantidad de N (o de
aminoacidos) en el llecn o en las heces con contenidos decrecientes de proteina en la
dieta, y se extrapola a O (regresion lineal) para hallar la secrecién enddgena.
Utilizando este método, Taverner et al. (1981) encuentran que la cantidad endbgena
en el ileon es de 14,38 g PB/Kg MS ingerida, diarios.

- el nivel v el tipo de fibra de la dieta: Un aumento del nivel de FND de la

dieta da lugar a una menor digestibilidad aparente ileal de la proteina debido a un

incremento del N enddgeno y a una menor absorcién del N exégeno (Schulze et
al.,1994). En efecto, los aminoacidos y péptidos se adhieren a la fibra y no se

absorben. Lo mismo les sucede a las enzimas proteoliticas, por lo que su actividad
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disminuye. Por dltimo, al aumentar la fibra, se produce una mayor descamacion de la
mucosa intestinal y una mayor produccién de mucus, es decir una mayor cantidad de N
enddgeno (Sauer ef al.,1891).

En cuanto al tipo de fibra, la incorporacién de pectinas en la dieta aumenta

el N endégeno en el lleon terminal (De Lange et a/.,1989).

- el nivel_de ingestién La secrecion endégena de N y aminoacidos al ileon esta
muy afectada por el nivel de ingestién, encontrandose una correlacion lineal positiva
para el N y la mayoria de los aminoécidos, aunque para Lys, Gluy Phe la relacién es
curvilinea (Butts et al.,1993).

Segun Livingston et al. (1980), el N endogeno es digerido mas lentamente que
la proteina originaria del alimento y tiende a ser s6lo parcialmente absorbido segin el
tipo de dieta, pudiendo constituir asl una gran proporcién del N que fluctda por el ileon
terminal. Sin embargo, seglin Souffrant ef al. (1993), el 79% del N enddgenc es
reabsorbido al final del intestino delgado y el 88% en todo el tracto digestivo.

En cuanto al contenido de N en las heces, seglin Sauer et al. (1991), en
cerdos, el N microbiano supone de un 72,2 a un 86,2% del N total de las heces y
depende de la dieia. Estos valores estdn de acuerdo con los obtenidos en otros
estudios: 50-90%, dependiendo de la disponibilidad de energia en el intestino grueso
para el metabolismo microbiano.

En conejos, en la escasa bibliografia existente se encuentran valores de
porcentaje de N bacteriano respecto al N total de las heces blandas de 81% (Griffiths y
Davies, 1963) o de 74% (Spreadbury,1978). Resultados recientes obtenidos en nuestro
Departamento (Garcia et al.,1994) indican que el N bacteriano en heces duras de
conejo varia en torno al 30%. Este valor, inferior en relacién a los encontrados en
cerdos, se debe al reciclado del N bacteriano cecal a través de la coprofagia que

permite que pueda ser absorbido a nivel ileal,
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I,1.2.3. Digestion enzimatica de la grasa.
La digestién de las grasas, en el conejo adulto, se realiza directamente en el

intestino delgado por la accion de la lipasa pancredtica tras su emuision por los

acidos biliares. No se ha encontrado actividad lipolitica en el estémago de los
animales adultos, segin apuntan Marounek et a/. (1995), aunque si en animales
jovenes, permitiéndoles utilizar la grasa de la leche materna.

La actividad lipasica del conejo evaluciona con la edad, observandose un
aumento ligero y regular desde el nacimiento hasta los 24 d, coincidiendo con el
crecimiento ligero del pancreas, y un gran aumento (tanto de la actividad totat como de
la especifica) desde los 24 hasta los 30 d coincidiendo con el crecimiento acelerado y
con el desarrollo funcional del péncreas. Corring et al. (1972) continian la
investigacion hasta los 43 d y observan que la actividad lipasica, total y especifica, que
experimenta un gran aumento a partir de ios dias 21-24, va aumentando linealmente
hasta los 43 d. Dentro de |a bibliografia consultada no se han encontrado estudios por
encima de esta edad, por lo que no se sabe si se ha alcanzado ya el estado de adulto
o no.

En cuanto a la influencia de la glimentacién sobre la actividad lipasica del
conejo, seglin Lebas et al. (1971) ésta es indiferente al contenido lipidico de la dieta
desde el nacimiento hasta el destete (30 d).

Fernandez ef al. (1994), estudiando los coeficientes de digestibilidad total del
extracto etéreo (EE) de dietas con contenidos y tipos de grasa distintos en conejos de
5 semanas (recién destetados) y en conejos en crecimiento (2 Kg), obtuvieron siempre
valores mayores (7 puntos) en los animales jovenes. Esto, sin embargo, no significa
que la diggstibilidad de la grasa sea mayor en los animales recién destetados, pues
hay que tener en cuenta que el balance digestivo esta alterado en los animales de esta
edad: al comenzar a consumir pienso tras la lactancia, se produce una retencion a
nivel cecal, lo que se traduce en una menor excrecion, dando valores altos de
digestibilidad tanto de la proteina (como ya se comento en el apartado 11.1.2.2,) como
de la grasa.
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No hay datos de digestibilidad ileal, pero las bajas concentraciones de grasa
encontradas en ¢l ciego y en las heces de animales adultos (3% segun Fernandez et
al. 1991) sugieren una alta digestibilidad de la grasa a nivel ileal y total.

El coeficiente de digestibilidad total, en conejos adultos, depende del tipo de

grasa; asi las grasas de los alimentos tienden a digerirse peor que las grasas libres
(50-80% vs. 85-95%) y las grasas saturadas peor que las insaturadas (Maertens et

al.,1990: Fernandez et al.,1991), como ocurre también en ofras especies.

I1.1.2.4. Digestién pre-cecal de la fibra.

Aunque ha sido tradicionalmente asumido que la digestion de la fibra es post-
ileal, llevada a cabo por los microorganismos fermentadores del ciego, aumenta la
evidencia de que la desaparicion de la fibra antes del intestino grueso es pequefa
pero positiva.

En efecto, en estudios con cerdos, Sambrook (1979) indica que la digestibilidad
pre-cecal de la FAD puede variar de un 8 a un 50% dependiendo de la dieta, siendo
del 40% la digestibilidad de la hemicelulosa para Drochner (1984). Zoipoulus et al.
(1983) indican que la digestibilidad de la FB en el lleon terminal es dei 25 al 40% y
Millard y Chesson (1984) encuentran coeficientes de digestibilidad de la celuiosa a
este nivel variando del 10 al 24%.

En conejos, los escasos datos que presenta la bibliografia sobre cosficientes de
digestibilidad ileal de la fibra muestran valores de7 a19% (Yuet al.,1987)yde O a
30% (Merino y Carabario,1992) para la FB y de 0 a 17% (Gidenne,1992) para los
polisacaridos no amilaceos totales (NSP), siendo la arabinosa y los Acidos urénicos
(que companen las pectinas) los més faciimente fermentescibles, con digestibilidades
de 14 a 41% y de 20 a 38%, respectivamente, mientras que las galactosa, glucosa y
xylosa no sufren digestién alguna a este nivel.

Esta desaparicién pre-cecal de la fibra no se debe a la accidn de enzimas
endégenas del animal, sino mas bien a las enzimas de cierta microflora existente en el
intéstino delgado que hasta ah habfa sido infravalorada en los monogastricos. En este
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sentido, los primeros trabajos, en conejos, se deben a Smith (1965), citado por Penney
et al. (1986). Este autor habla de Bacteroides como Unicos microorganismos presentes
en el estomago e intestino deigado. Mas tarde, Bonnafous y Raynaud (1970) detectan
en el intestino deigado de 10° a 10B bacterias/g de digesta, y Penney et al. (1986)
detectan también Bacteroides (109 bacterias viables/ml) e igual cantidad de Bacillus,
103, tanto en el estémago como en el duodeno. La presencia de este tipo de
microorganismos en segmentos no fermentativos del tracto digestiva, se explica por la
reingestion del contenido cecal mediante la coprofagia, tal y como apuntaba Smith
(1965), citado por Penney et al. (1986), tras comprobar que si se impedia la coprofagia
no se encontraban microorganismos ni en estémago ni en intestino delgado. Trabajos
mas recientes (Marouek et al.,1995) también sustentan esta teoria, tras encontrar en
estémago e intestino delgado enzimas propias del contenido cecal. Segun estos
autores hay actividad pectinasica y xilanasica alta en todos los segmentos del tracto
digestivo asi como actividad celulasica baja. Esto hace posible una cierta digestion
pre-cecal de la fibra. Hay evidencia de que los microorganismos se adhieren
intimamente a las células de |la pared vegetal "viajando" asi con el flujo de la digesta.
De esta forma ejercen una degradacién primaria antes del ciego preparando ei
sustrato para la poster'ior fermentacion por las enzimas fibroliticas (celulasas,
hemicelulasas, etc) de los microorganismos cecales (Hungate,1984). Por otra parte, es
posible que los valores altos de digestibilidad ileal de la fibra se deban a que se
contabiliza toda la fibra desaparecida como fibra digerida, sobrevalorandose, por tanto,

la digestién de la fibra a este nivel,

I1.1.3. Digestion en el ciego. Fermentacién microbiana.

Los residuos del alimento no digeridos en el intestino delgado junto con el
material endégend secretado llegan al ciego y al colon proximal. Aqui tiene lugar un
complejo mecanismo de separacion de particulas de tal forma que sélo son retenidas
en el ciego las de menor tamario y las sustancias solubles, mientras que las de mayor
taniaﬁo contintian su trénsito a través del tracto digestivo (Bjdrnhag.1972; Pickard y
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Stevens,1972). El material que entra en el ciego es el susceptible de ser fermentado
por la flora microbiana y el que da lugar a las heces blandas mientras que e} material
indigestible origina las heces duras, como se describe en el apartado IL1.5. de esta
revision. El ciego es un lugar de activo metabolismo bacteriano donde se produce
energla y nutrientes extras que el conejo aprovecha bien por absorcion directa (AGV y
NHs) o a través de la coprofagia (proteina bacteriana).

La capacidad fermentativa cecal se mide valorando los productos finales de la

fermentacion: los acidos grasos volatiles (AGV) y el amoniaco (NH,), y midiendo el pH.

I1.1.3.1, Actividad enzimatica y microbiana del ciego.

La fermentacion cecal no ha sido estudiada muy extensamente, pero se sabe
que depende de la capacidad enzimatica a este nivel asi como de la disponibilidad de
sustrato y del tiempo de permanencia del mismo en el ciego.

En cuanto a la capacidad enzimatica, Makkar y Singh (1987) comparan la
actividad enzimatica deil ciego con la del rumen, detectando en el ciego actividades
amildsica, protedsica y ureasica mayores, actividad transaminasica igual y actividad
celulolitica menor gue en el rumen. También detectan actividad de enzimas
asimiladoras de NHs en cantidades variables con respecto al rumen. Posteriormente,
Marounek ef al. (1995) observan la presencia de numerosas enzimas en el ciego del
conejo adulto. Asi, encuentran actividades amilésica, proteasica, pectinasica,
xilan4sica, maltasica y uredasica altas, y actividad celulasica baja. Coppola et al. (1973)
también encuentran actividad uredsica en el contenido cecal y Blas (1986) encuentra
actividad amilasica, comprobando, ademds, que la amilasa microbiana cecal tiene una
actividad menor que la amilasa pancredtica. De todos estos resultados se deduce que
el ciego del conejo esté bien equipado para digerir almidén, para degradar proteina y
para hidrolizar urea (fuente de N no proteico) a NHa.

Las amilasas microbianas tienen poca importancia en el ciego teniendo en
cuenta que el material que llega a él es pobre en almidoén; sin embargo, podrian cobrar

particular relevancia, ya que mediante la coprofagia este potencial amilolitico, junto
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con amilasas procedentes del intestino delgado, es transferido al estomago, donde el
sustrato si es considerablemente rico en almidon (Blas, 1986).

La flora cecal presenta también capacidad para degradar pectinas y
hemicelulosas. Sin embargo, su capacidad para degradar la celulosa es baja, o que se
traduce en una baja digestibilidad de la FB. Ademas es capaz de sintetizar
aminoacidos para formar proteina microbiana.

La bibliografia presenta escasos datos sobre el numero y el tipo de
microorganismos presentes en el tracto gastro-intestinal del conejo aduito. Los
primeros trabajos se deben a Smith (1965), citado por Penney et al. (1 986), gue habla
de Streptococos en ciego y heces. Trabajos mas recientes dicen que, en el ciego y
colon del animal adulto, la cantidad de microorganismos, expresada en términos de
numero mas probable (NMP), puede llegar a ser de 109 a 1011 bacterias/g de MS cecal
(Bonnafous y Raynaud,1970 y Emaldi et al., 1979, respectivamente). Esta alta cantidad
varia, ademas, muy poco entre individuos. Dominan los Bacillus spp., Gram -y no
esporulados (Gouet y Fonty, 1979, Vernay y Marty,1984; Morisse et al.,1985). Hay
también cantidades importantes de anaerobios estrictos esporulados, Clostridium spp,
aungue en numero muy inferior al de los Bacillus, asi como de Streptococcus Spp.,
destacando la ausencia de Lactobacillus spp. en todo el tracto digestivo del conejo
(Fonty et al.,1979; Penney et al.,1986).

Emaldi et al. (1979) dividieron las bacterias cecales en gQrupos, segun su

preferencia por sl sustrato, estableciendo como flora dominante |a que utiliza NHa, en

3,4 +10x 10 bacterias/g MS cecal, seguida por la ureolitica, en 7,7 £ 1.6 X 10 la

groteohhca en7,1+16x 10 y en Gltimo lugar la celulolitica, en 3, 7+12x% 10 La
flora xylanolitica y pectinolitica alcanza un nivel demctenaslg MS cecal (Fonty
y Gouet,1989). Ya Davies (1965), citado por Emaldi et al. (1979) y por Fonty y Gouet
(1989), demostré la presencia de bacterias celuloliticas en el contenide intestinal del
conejo. En los conejos jévenes existen bacterias celuloliticas en ciego y colon a los 16

d: 6 x 103 bacterias/g MS cecal (Boulahrouf ef al.,1988), citado por Fonty y Gouet
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(1989). De la misma manera, Morisse et al. (1985) y Marounek et al {1995)
demuestran que existe ya una implantacion de microflora celulolitica antes del destete.

La poblacion de protozoos del aparato digestivo del conejo no esta bien descrita
y su significado nutricional en la fermentacién cecal es todavia desconocido. Lelkes y
Chang (1987), citado por Cheeke (1987), sitian la poblacion de protozoos en el ciego
del conejo en 10%mi de contenido.

En cuanto a los factores que afectan a la capacidad enzimética cecal, Blas
(1986) indica que !a actividad amilasica del contenido cecal no depende de la edad
pero si del tipo de dieta, encontrando mayor actividad cuando aumenta el nivel de
almidén en dietas isofibrosas. Sin embargo, trabajos de digestibilidad in vitro con
contenido cecal de conejos de distintas edades, sugieren que los microorganismos
cecales de los conejos jovenes, recién destetados (4 semanas), tienen una actividad
limitada para digerir almidén (Aderibigbe y Cheeke, 1992). Esto apoya la hipotesis de
Cheeke y Patton (1980) acerca de la sobrecarga de hidratos de carbono en el ciego
dando lugar a disbiosis cecal y diarrea. Por otra parte, Fedii et al. (1982) observan una
actividad amildsica mayor al incrementar la fibra de la dieta, mientras que otros
autores la que encuentran incrementada es la actividad celulolitica {Boulahrouf ef

al., 1987), citado por Fonty y Gouet (1989).

Los microorganismos del ciego participan muy activamente en el metabolismo
nitrogenado del conejo ya que utilizan NHs como principal fuente de N. Dicho NHs;
procede, en su mayor parte (75%), de la hidrélisis de la urea del contenido ileal
(residuos nitrogenados de la dieta y material endégeno) y en menor cantidad (25%} del
torrente sanguineo. El NH; es asimilado por las bacterias para la sintesis de proteina
microbiana (que a su vez serd aprovechada por el conejo a través de la coprofagia) 0
absorbido directamente por la pared de!l intestino grueso para la sintesis de urea en el
higado (Hoover y Heitman,1972).

La capacidad de utilizar N no proteico, NNP (urea, NHs) por |a flora cecal para la

sintesis de proteina microbiana ha side demostrada por varios autores (Houpt,1963,
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citado por Emaldi et al, 1879, Knutson et al.,1977: Semertzakis, 1978; Emaldi et
al. 1979: Makkar y Singh,1987; Marounek ef a/.,1 995).

La asimilacion del NH; por los microorganismos depende de la disponibilidad
simultanea de sustratos hidrocarbonados en el ciego, de tal forma que si hay déficit
energético se producird un acumulo de NH, a nivel cecal. Los microorganismos
obtienen la energia necesaria de las paredes celulares de los vegetales ingeridos
(gracias a su capacidad para digerir fibra dando lugar a AGV), de los compuestos no
fibrosos de los vegetales y de los mucopolisacaridos enddgenos del aparato digestivo.

Son escasos los datos que presenta la bibliografia sobre el coeficiente de
digestibilidad cecal de la proteina, pero de todos ellos se puede concluir que es
mucho menor que el coeficiente de digestibilidad ileal, variando entre el Oy el 24%
(Gidenne vy Ruckebusch,1989; Gidenne et al, 1990; Merino y Carabafio,1992;
Gidenne,1992; Merino,1994) y suponiendo entre el 0 y el 38% de |a proteina total que

se digiere,

El NHs y los AGV son los principales responsables de la acidez del ciego,
contribuyendo a mantener un pH que permite el equilibrio de ia microflora, El pH tiende
a hacerse menos acido cuando disminuyen los AGV o cuando aumenta el NH,;, y mas
acido cuando aumentan los AGV. El pH del ciego presenta valores comprendidos entre
54y 6,3, en la mayorfa de los trabajos, con un pH medio de 5,9 (Pote et al.,1980;
Gidenne y Lebas,1984; Fraga et al.,1984; Carabafio ef al., 1989; Fraga et al.,1991;
Garcla ef al., 1994: Bellier et al.,1995). Algunos autores encuentran valores cercanos a
la neutralidad (6,7) o ligeramente superiores (7,2) (Ruckebush y Fioramonti,1976;
Champe y Maurice,1983). No obstante, hay que destacar que |as variaciones en el pH

dentro de cada trabajo son menores (inferiores a 0,5 puntos) que entre trabajos.

Ademas de estos dos importantes productos de la fermentacion microbiana en

el ciego (AGV, NH3), se ha demostrado que también se sintetizan vitaminas del grupo
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B y K en el ciego del conejo adulto, y se ha comprobado que las heces blandas

contienen cantidades mucho mayores de estas vitaminas que el alimento.

Junto a |la capacidad enzimatica y microbiana, la disponibilidad de sustrato y
el tiempo de permanencia del mismo en e! ciego afectan a la capacidad fermentativa
cecal y se ven influidas por la dieta y el tamafic y solubilidad de las particulas que
entran en el ciego (Lebas y Laplace, 1977 a,b,c; Auvergne et al,1987; Bouyssou ef
al.,1988).

En esta revisibn no se tratan los aspectos relacionados con la composicion
cecal o disponibilidad de sustrato para la fermentacién microbiana, pero si lo referente
al tiempo de permanencia del alimento en el ciege, asi como en Jos demas

compartimentos digestivos, cuestion que se discute en el apartado I1.1.4..

I.1.4, Velocidad de transito digestivo.

11.1.4.1. Factores de variacion.

El transito digestivo es muy rapido en el conejo y se puede estimar a traves del
tiempo medic de retencidn (TMR), tiempo que la digesta permanece refenida en el
tracto digestivo. El TMR, que se calcula midiendo la excrecion fecal de un marcador
administrado en [a dieta, incluye el tiempo de transito (TT) y el tiempe de retencidn en
los compartimentos de mezcla (TM). EI TT es el tiempo transcurrido entre el momento
de {a dosificacidn y la aparicion del marcador en ias heces, y representa el tiempo de
permanencia en el segmento tubular del tracto, fundamentalmente en el intestine
delgado y en el colon distal, EIl TM es el tiempo de retencidn en el estémago, ciego y
colon proximal y supone dos tercios del tiempo de retencidn total. El TM se puede
estimar sustrayendo ei TT del TMR (Gidenne ef a/.,1991).

En general, en la bibliografia se encuentran valores de TMR de 9 a 30 h,
(Laplace y Lebas,1975; Udén et al.,1982;_Fraga et al,1984; Sakaguchi et af.,1987,;
Gidenne et a/,,1987 y 1991; Gidenne y Ruckebusch,1989; Fraga et al.,1991,; Luick et
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al., 1992: Gidenne,1992, 1993 y 1994). Esta variacion se debe a factores muy diversos,
entre los que cabe citar el método de medida (tipo de marcador, hora de
administracion del marcador, célculo matematico del TMR); el tipo de alimento (tamafo
de particula, nivel y tipo de fibra); la ingestion de alimento (ad libitum, restringida) o el
animal (edad, coprofagia permitida o no).

Ei tipo de alimento es, pues, uno de los factores que influyen en la velocidad de

depende la rapidez de su excrecion.

transito digestivo. Del tamario de las padiculas

Gidenne (1992) observa un aumento del TMR de 1,8 h al disminuir el tamanfo de las
particulas de fibra (alfalfa) de 3 a 1 mm, para un mismo nivel de fibra (35,7% de FND).
Posteriormente, Gidenne (1893) encuentra un TMR para las particulas finas (<0,3 mm)
de 8,7 h mas que para las de tamafio comprendido entre 0,3 y 1 mm, y cbserva que
este aumento del TMR se debe a una mayor permanencia de las particulas finas en el
ciego, ya que el TT no varia, siendo de unas 7 h en media. A una conclusién similar
habian llegado ya otros autores (Laplace y Lebas, 1975 y 1977), para los cuales las
particulas alimenticias mas finas, por la segregacion que sufren en el colon proximal,
retornan al ciego donde quedan retenidas més tiempo, 3-4 h mas que las particulas
gruesas. Ademés, segun apuntan Bouyssou et al. (1988), una molienda fina favorece
el antiperistaltismo del colon proximal aumentando el TMR de las particulas finas. Un
mayor tiempo de retencién de las particuias finas (<0,075 mm) comparado con las de
mayor tamafio (>0,3 mm) ha sido tambien comprobado por Udén y Van Soest (1982} y
por Sakaguchi y Hume (1990). Sin embargo, Sakaguchi et al. (1992) obtienen unos
resultados opuestos: un TMR significativamente mayor (al 5%) para las particulas
grandes (0,2-2 mm) que para las particulas pequefias (<0,15 mm).

En cuanto al tratamiento del alimento, el que esté granulado o en forma de
harina parece que no altera el TMR (Lebas y Lapiace,1977D).

El nivel y el tipo de fibra influyen también sobre el TMR. El mecanismo por el
cual la fibra tiene un efecto sobre el transito digestivo no esta claro aun. Asi, el TMR
puede verse afectado por la accion directa de las paredes celulares (naturaleza

quimica, estructura fisica de la fibra) sobre las paredes del tracto digestivo, o por el
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aumento o la disminucion de la ingestién voluntaria asociado a un alto o & un bajo
contenido en fibra de la dieta, respectivamente (Lebas y Laplace,1977a).

En cuanto al pivel de fibra, en general se observa qus, & medida que aumenta el
contenido en fibra del pienso, se acelera el transito y disminuye la permanencia del
alimento en el aparato digestivo. Para dietas con un 7% y un 16% de FB los tiempos
de retencién son de 18,35y 11,72 h, como media, respectivamente (Fraga et al.,1984).
De |la misma manera, Gidenne (1992) obtiene que un incremento del nivel de FND del
24 al 36% reduce el tiempo de retencion total de 20 a 14 h, cuando los conejos se
alimentan ad libitum. El mismo autor, dos afios més tarde (Gidenne,1994), obtiene
resultados similares: también con animales alimentados ad /ibitum, observa que, para
tres niveles crecientes de FND (21,7, 30,4 y 39,6%), los TMR total son 28,6, 21,7 y
16,6 h, respectivamente; es decir que al aumentar el contenido en fibra, el TMR
disminuye en 12 h. En otro trabajo, Gidenne (1993), con alimentacion restringida,
obtiene que el TMR se reduce significativa pero ligeramente (de 30,2 a 28,8 h) al
aumentar el nivel de FAD (de 16 a 22%). De estos Uitimos trabajos se puede concluir
que el efecto que tiene el nivel de fibra sobre el TMR se debe a una variacién en el
consumo.

En cuanto al tipo de fibra, se acepta, en general, que la fraccidn poco digestible
de las paredes celulares (ligno-celulosa) estimula la motilidad intestinal e incrementa
la velocidad de transito digestivo; al contrario, la fraccion altamente digestible (pectina,
fibra soluble, etc) incrementa la viscosidad del contenido intestinal disminuyendo |a
velocidad de transito.

El efecto que produce la inclusion de fibras altamente digestibles, como las
pulpas, en |a dieta, varia segun el trabajo consultado. Algunos autores cbservan una
disminucién de la motilidad intestinal y un aumento del tiempo de retencion estomacal
y cecal. Asl, Fioramonti et al. (1979), al comparar la pulpa de remolacha con el heno
de alfalfa como fuentes de fibra, observan que la pulpa triplica el tiempo de retencién
en el ciego, y Bouyssou et al. (1988) encuentran que la pulpa aumenta (p<0,05) el

transito ceco-anal en 2 h con respecto a la alfalfa (de 7,9 £2,2ha 9,9 2,7 h). Fraga
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et al. (1991), sin embargo, no obtienen diferencias significativas al 5% entre tos TMR
de las pulpas de citricos y de remolacha y el heno de alfalfa (17,9, 17,2 y 16,5 h,
respactivamente). Si bien, esto se debe, segun los autores, a la forma de cuantificar el
marcador de fase sélida de la digesta utilizado (fucsina basica); en efecto, sé utiliza
una lupa para ver las particulas asi marcadas, por |o que solo es posible visualizar las
particulas mas groseras (fraccion ligno-celuldsica del alimento), que al no entrar en el
clego se excretan muy rapidamente; y no se ven las particulas més solubles
(presentes en las pulpas) que quedan retenidas mas tiempo. En consecuencia, se
subestima el TMR de la digesta de las dietas con fibra altamente digestible como las
pulpas. Estos mismos autores, al sustituir heno de alfalfa por orujo de uva, obtienen
uno de los valores de TMR mas bajos encontrados en la bibliografia: 9,3 h (lo que
supone una disminucion significativa del TMR de 7 h con respecto al heno de alfalfa).
La sustitucion de heno de alfalfa por cascarilla de arroz, al igual que las pulpas,
tampoco da diferencias significativas en el TMR con respecto a la alfalfa. Esto, que no
era lo esperado teniendo en cuenta el alto contenido en lignina de la cascarilla, los
autores lo explican por &l pequefio tamafio de sus particulas de fibra con respecto a
ias otras fuentes de fibra estudiadas en este trabajo. Gidenne et a/. (1987), tampoco
encuentran diferencias significativas en el TMR al sustituir heno de alfalfa por pulpa de
remolacha o salvado de trigb (14,8; 16,6 y 18,4 h, respectivamente).

El nivel de ingestién tambien influye en el TMR, que es mayor cuando se
restringe que cuando se adminisfra ad libitum. Ledin (1984) abtiene un TMR de 12,6 h
en consumo voluntario mientras que restringiendo al 50 ¢ 60%, los TMR son de 26,1y
19,7 h respectivamente. En el trabajo de Gidenne et al. (1987), sin embargo, el
racionamiento (2/3 ad libitum) no aumenta significativamente (p>0,05) el TMR de una
dieta con un 90% de heno de aifalfa ni de una dieta de heno-pulpa, aunque si de una
dieta de heno-salvado (aumento de 4 h),

El TMR se ve también influido por la practica de la coprofagia. En efecto, Udén

y Van Soest (1982) muestran que en ausencia de coprofagia (conejos con collar), el

TMR de las particulas finas es menor, mientras que el de las particulas gruesas
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permanece invariable con respecto al periodo de control. Asimismo Fraga ef al. (1984)
encuentran gue, en {os conejos con collar, disminuye significativamente el tiempo de
permanencia en el aparato digestivo (de un 3 a un 25%) de las dietas de bajo
contenido en fibra, mientras que no varia el de los piensos de alto contenido en fibra.
Fraga ef al. (1991) observan que, si no se tiene en cuenta la coprofagia, el TMR bien
permanece inalterado (dietas con pulpa de remolacha, orujo de uva o cascarilla de
arroz) o bien disminuye unas 7 h (dietas con heno de alfalfa o pulpa de cltricos).
Segun Luick et a/. (1992), si se impide la coprofagia el TMR de ias particulas de alfalfa

disminuye a la mitad (pasando de 19,5 a 10 h).

I.1.4.2. Tiempo de permanencia de los alimentos en los diferentes
segmentos digestivos.

En un principio, el estudio del tiempo de permanencia del alimento en cada
tramo digestivo se llevaba a cabo mediante la técnica de los sacrificios comparativos
seguida de una medida de la concentracion de marcador en diferentes segmentos. Asi,
Lebas (1979) estimd que el tiempo medio de permanencia de los alimentos en el
estémago era de 4 a 6 h, que el transito a través del intestino delgado era muy répido
y en oleadas, con una cierta retencion a nivel ileal (la digesta atravesaba muy rapido el
duodeno, tardaba de 10 a 20 min en atravesar el yeyuno y de 30 a 60 min el ileon), y
que el alimento permanecia de 6 a 9 h en el ciego. Los tismpos estimados por Gidenne
y Poncet (1985) eran mas cortos: 3-4 h en estémago y 4-6 h en ciego.

Posteriormente, el estudio del tiempo de permanencia de los alimentos en los
diferentes compartimentos digestivos ha sido abordado, en el conejo, utilizando la
técnica de la canulacién ileal y la integracién numérica, para calcular la cinética de
excrecion de los marcadores. Estos trabajos son escasos por la dificultad que conlleva
la implantacién de canulas, pero permiten obtener los TMR total e ileo-rectal y estimar
los TMR oro-ileal y estomacal por diferencia, Asi, Gidenne (1992) obtiene valores de
TMR ileo-rectal de 12 h en una dieta baja en fibra (24% FND) y de 6,5 h en una dieta
alta en fibra (36% FND) siendo el TMR oro-ileal de unas 8 h, independientemente del
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nivel de fibra. El nivel de fibra modifica, por tanto, el tiempo de permanencia en el
ciego, pero no en el estomago e intestino delgado, el cual no se maodifica
significativamente. Para Gidenne y Ruckebusch (1989) el TMR ileo-rectal es de 9,6 h,
mientras que el TMR oro-ileal es de 9 h. En los trabajos mas recientes,
(Gidenne, 1994), el TMR en ciego y colon proximal se duplica (de 12,8 a 23,8 h) &l
disminuir el nivel de fibra (de 39,6 a 21,7% de FND) sin afectarse significativamente el
tiempo medio de retencion oro-ileal (una media de 4,6 h). Ademas, este autor estima el

TMR en el estémago segun la formula:
TMR estomacal — [(TMRimal - TMR ileu-rcctal) - (TT total ™ TT iicu-mclal)]

y obtiene valores de 2,6 y 0,9 h para los dos niveles de fibra utilizados,
respectivamente.

La utilizacién de modelos matematicos (Grovum-Williams y Ellis) que permiten
estimar el tiempo de permanencia en diferentes compartimentos digestivos a partir,
simplemente, del analisis de la cinética de excrecion fecal de los marcadores, ha sido
validada por Gidenne (1994), al obtener valores de TMR total, cecal y estomacal
similares a los obtenidos segun el método de integracidn numérica (método de
referencia). Estas modelizaciones son ventajosas pues simplifican la obtencion de los
valores de TMR total asi como en los principales compartimentos (estémago y ciego-

colon proximal) y en la porcion tubular del tracto digestivo.

IL.1.5. Caracteristicas y produccion de heces duras y blandas. Coprofagia.

I1.1.5.1, Formacién y composicion quimica de los dos tipos de heces.

La fisiologia digestiva del conejo estad caracterizada por la formacion de dos
tipos de heces, las heces duras y las heces blandas, y por la reingestion de estas
tltimas mediante el fenémeno de la coprofagia.

El conejo doméstico produce los dos tipos de heces segun el siguiente esquema

(Bjérnhag,1972 y 1981; Pickard vy Stevens, 1972; Hérnicke,1981; Jilge, 1982
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Gallouin,1983): El alimento no digerido pasa a través de la valvula ileal, parte
directamente al ciego y parte al colon proximal. El colon esta sujeto a fuertes
movimientos antiperistalticos que empujan |a digesta hacia el ciego. El ciego, por su
parte, estd siempre en continuo movimiento y su contenido es constantemente
mezclado mediante rdpidas contracciones desde la base hasta el apéndice y
viceversa. En el colon se producen también unas contracciones fuertes y lentas desde
el extremo anterior al posterior. Estos movimientos causan un flujo y reflujo constantes
de material entre el colon proximal y el ciego provocando que las particulas de mayor
tamario junto con algo de fluido tiendan a desplazarse desde el ciego hacia el colon, y
las de menor tamario junto con mayor cantidad de fluido tiendan a ir hacia el ciego.
Este movimiento retrogrado de particulas pequerias se ve facilitado por la secrecion de
agua en el colon proximal y por su gran absorcion hacia el ciego. El resultado de este
proceso es la retencién selectiva de fluido vy pequefas particulas en el ciego,
permitiendo la excrecion de las particuias mas grandes y menos digestibles del
alimento. Las heces duras se originan, por tanto, a partir de las particulas grandes y
son empujadas hacia el colon proximal posterior donde el agua no es absorbida sino
exprimida mecanicamente y retorna hacia el ciego (Pickard y Stevens, 1972). Las
heces blandas se producen tras un numero variable de horas (segun autores, ver
apartado 11.1,4.2.) de actuacién de los microorganismos sabre el contenido cecal. Son
racimos de 8 a 10 pequefas esferas de material blando y color oscuro rodeadas por
una envoltura mucosa. Su contenido, de origen cecal, incluye no sélo material digerido
y sometido a la accién de los microorganismos del ciego, sinc considerables
cantidades de bacterias, La evacuacién de las heces blandas va siempre precedida
por la completa eliminacién de las heces duras, ya que una vez excretadas las heces
duras, los movimientos antiperistalticos del colon se relajan, facilitando la excrecién de
las coprofagas.

La formacién de los dos tipos de heces sigue un ritmo nictemeral. En
condiciones de 12 h de luz y 12 h de oscuridad al dia y alimentacion ad hibitum, el
periodo de excrecién de heces duras guarda un gran paralelismo con el periodo de
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ingestién de alimento, y tiene lugar durante las horas de oscuridad; la excrecion de
coprofagas se produce‘durante el periodo diurno {Jilge,1974; Lebas y Laplace,1975;
Fioramonti y Ruckebusch,1976; Merino,1994). Segun el ultimo de estos trabajos, la
excrecién de heces duras es despreciable entre las 9:30 y las 17 h, periodo en que se
produce la excrecién de coprégagas, que alcanza un maximo a las 11 h, para luego
disminuir hasta hacerse practicamente nula a las 17 h, y mas tarde reiniciar una nueva
fase de excrecion hacia las 6 h. La excrecion de heces duras tiene lugar entre las 17 y
las 8 h, presentando dos picos muy pronunciados, alrededor de las 22 h y alrededor de
las 6 h (una hora y media antes de la claridad).

La composicién quimica de ambos tipos de heces es diferente (Tabla 1). Las
heces blandas son el resultado de |a fermentacion bacteriana del contenido cecal, por
lo que su composicion guarda una gran similitud con la de dicho contenido
presentando, en general, mas agua (menos MS), N, aminoacidos y vitaminas del
complejo B, y menos fibra que las heces duras. El contenido en proteina de las heces

blandas es del doble 0 mas que el de las heces duras.

Tabla 1. Composiciéon quimica comparativa de heces duras y heces blandas
(%sMS), segun autores.

HECES DURAS HECES BLANDAS
MS [PB [(FB |FND|FAD |LAD MS |(PB |FB |FND|FAD | LAD Referencia 1

- 19 - - - - - |28 - - - - | BjBrnhag (81)

. - - |78 |47 |11 - - - |45 |26 [5,8 |Udény Van Soest (82)
6267 - - - (4251 - 36 - - - 277 - |Fragaefal (84)
5271156 |30 - - - 38612567 |17.8| - - - | Fekele y Bokori {85)
52 11491289 | - - . 33,8268 |17 - - - | Carabafio ef al. (88)
56,8 |1 11,6 | 31 - - - 33 |31 19 - - - | Larente ef al. {88)

66 (12,838,575 |50,711956 42 |29 |22 |44 30 | 12,5 | Falcdo e Cunha (88)
44 (21 |25 |555|316]| - 33,5632 |18 - - - | Pérez de Ayala (89)
44 (17 |36 |60 |41 - 31 |35 - - - - | Motta (80)

MS: Materia seca; PB: Proteina bruta; FB: Fibra bruta; FND: Fibra neutro-detergente; FAD: Fibra acido-
detergente; LAD: Lignina acido-detergente.
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I.1.5.2. Produccién e importancia nutritiva de las copréfagas. Efecto sobre
la digestibilidad.
La cantidad de copréfagas producida y su aporte a la MS y a la PB ingeridas
son datos muy variables en la bibliografia (Tabia 2).
La cantidad de coprofagas excretada varfia desde 10 hasta 36 g MS/d, con una
media de 23,5 + 7,8 g MS/d.
El aporte de las coprofagas al total de MS ingerida varia entre el 5y el 26%, con
una media del 13,8%, v el aporte de las coprdfagas al total de PB ingerida varia, a su

vez, entre el 12 y el 556%, con una media de 25,12%.

Tabla 2. Excreciéon de copréfagas y contribucién relativa a la MS y a la PB
ingeridas, segun autores,

Referencia Dieta Cantidad Aporte a la MS Aporte alaPB
(g MS/d) ingerida (%) ingerida (%)
Hérnicke (81) - - 5-18 -
Gidenne y Poncet (85) | 25%FB,; 11%LAD - 15 23
Falcdo e Cunha (88) 4%LAD - 20,7 398
12%LAD 26,2 55
Gldenne y Lebas (87) 40% alfalfa 20-25 - -
Gidenne (87) 1 gradual LAD | 31,5-36,1 20 29
Carabafio et al. (1988) | T gradual FAD 15.29,8 10,6-15,2 12,8-20,6
Lorente ef al. (88) (1) - 21,3 15,8 26,9
2 | 351 10,9 18,5
Carabafio et al (89) Alfaifa/Paja 18-21 12-13 18-19
Motta (90) alfalfa 18 17,1 27
PR-60 15,6 16,6 28,7
QU-60 20 17.8 286
Fraga ef al. {91) alfalfa; PR; PC. |10 11,8 (PC) 187 (FC)
CU:CA 9,4 (aifaifa) | 12 (los demas)
7.6 (los otros 3)

{1) Hembras secas.
{2) Hembras en factacion.
PR:pulpa de remolacha; PC: pulpa de citricos; OU: orujo de uva, CA: cascarilla de arroz.

Uno de los factores de esta variacién es |la.m

datos. La recogida de heces blandas requiere la colocacién de un collar al conejo. La
hora a la que éste se cologue y el estrés que produce a los animales pueden hacer

variar los resultados obtenidos de unos trabajos a otros.
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La edad v el estado fisioldgico también son factores de variacion. La produccion
y consiguiente ingestion de coprofagas en el conejo comienza a las 3 semanas, que es
cuando el animal empieza a ingerir alimentos sélidos y cuando posee mas flora cecal
(Alus y Edwards,1976), y va aumentando con la edad hasta alcanzar su maximo a las
9-11 semanas, coincidiendo con el periodo de maximo crecimiento, edad a la que la
cantidad de copréfagas excretada se estabiliza en 20-25 g MS/d (Gidenne vy
Lebas,1987). Segun estos autores, ésto parece indicar que la coprofagia se realiza en
funcién de las necesidades del organismo para el crecimiento. Asi, despues de las 11
semanas, (2,5 Kg), las necesidades del animal para crecer son menores que en etapas
anteriores por lo que la produccion de copréfagas se estabiliza. Sin embargo, otra
posible causa es el aumento de la ingestion. De hecho, en situaciones fisiolégicas
especiales, como ocurre en las hembras en lactacién, estos valores pueden alcanzar
los 35,1 g MS/d, debido al aumento de la ingestién con respecto a las hembras
gestantes y secas. Ademas, en las hembras en lactacion la contribuciéon de las
copréfagas a la MS y PB ingeridas es menor que en las hembras secas. Asl, los
valores para la MS pueden disminuir del 15,8 al 10,9%, y para la PB del 26,9 al 18,5%

(Lorente ef al.,1988).
El pivel v tipo de fibra de la dieta también influyen en la produccion de

coprofagas. Asi, un aumento de FB del 5 al 24% implica un aumento significativo en la
excrecion, no encontrandose diferencias entre niveles de FB comprendidos entre el 9 y
el 18% (Carabafio ef al.,1988).

En cuanto al tipo de fibra, los trabajos de Motta (1990) muestran que la
sustitucion del 20, 40 6 60% de alfalfa por orujo de uva o por pulpa de remolacha, no
varia significativamente la cantidad de copréfagas excretadas al dia. Esta cantidad
tampoco varfa significativamente al sustituir el heno de alfalfa por otras fuentes de
fibra (pulpa de remolacha, pulpa de citricos, orujo de uva o cascarilla de arraz), segun
apuntan Fraga et al. (1991).

Los estudios del efecto de la coprofagia sobre la digestibilidad de los
nutrientes han sido realizados mediante ensayos que impiden la realizacion de esta
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practica. La colocacion de un collar de material ligero en el cuello del animal
impidiendo la ingestion de las heces blandas desde el ano ha sido el método mas
utilizado. Generalmente se acepta que la digestibilidad total de la MS sufre una ligera
disminucién (6,5%) si se impide la coprofagia (Kennedy y Hershberger,1974,
Stephens,1977; Fraga y De Blas, 1977, Fraga ef al.,1984; Robinson et a/.,1985, 1986a
y 1986b; Raharjo ef a/,1990), aunque en 5 de Ias 22 dietas estudiadas no se
observaron variaciones.

Para estos mismos autores, la digestibilidad totai de la PB o del N sufre una
disminucion media del 15,5%, con valores que oscilan entre el 8 y el 22% cuando no
se produce la coprofagia para las mismas 22 dietas estudiadas, Merino (1994), en
animales canulados, observa también una disminucién en la digestibilidad total de MS
y de PB en los animales que no practican la coprofagia con respecto a los que si la
practican (la digestibilidad total de la MS disminuye un 11,24%, y la de la PB un
21,3%). Por otra parte, no encuentra diferencias significativas en la digestibilidad ileal
ni de la MS ni de la PB, entre conejos con coliar o sin él. Estos resultados indican que
la coprofagia no afecta a la digestibilidad ileal, pero si a la total (al menos en animales
canulados).

E| efecto de la coprofagia sobre la digestibilidad de la proteina depende de la
fuente proteica de la dieta. Asi, cuando la proteina de la dieta procede de forrajes, la
importancia de la coprofagia es mayor, ya que cuando se impide su practica se
produce un 25% de disminucion de la digestibilidad total de ja PB. Cuando la proteina
procede de dietas mixtas o concentrados la influencia es menor (produciéndose un 17
y un 13% de disminucién, respectivamente). La coprofagia tiene, pues, mas
importancia cuando el animal se alimenta de forraje que cuando lo hace a base de
concentrados.

Oftra forma de cuantificar el efecto de fa coprofagia se basa en la realizacién de
ensayos con animales cecotomizados. Estudios recientes de Gralak ef al. (1992) han

mostrado, entre otros resultados, que |a digestibilidad de la MS, de la PB y de la FND
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descienden significativamente con la cecotomia (un 17, un 9 y un 25%,

respectivamente).

Estos resultados indican, por tanto, que la coprofagia es esencial para obtener

una méaxima eficiencia digestiva en el conejo.

2. PREDICCION DEL VALOR NUTRITIVO DE ALIMENTOS EN
MONOQGASTRICOS.

11.2.1. Introduccion. Determinacion de la digestibilidad /in vivo. Inconvenientes
que conducen a la prediccion.

El objetivo principal de los estudios de fisiologia digestiva es, en definitiva,
caracterizar los alimentos como suministradores de nutrientes para cubrir las
necesidades del animal, es decir, valorarlos y clasificarlos para asf peder formular
raciones equilibradas.

Tradicionalmente la valoracion de alimentos se lieva a cabo mediante pruebas

de digestibilidad in vivo, que es por ahora la mejor manera de estimar el valor nutritivo

de los alimentos, ya que tienen en cuenta las pérdidas inevitables que se producen
durante la digestién. La metodologia de digestibilidad in vivo requiere el empieo de
animales de experimentacién a los gue se suministra el alimento que se investiga y de
los que se recoge la excreta fecal o ileal para cuantificar el aprovechamiento de |os
nutritientes (cantidad de un nutriente desaparecida en el tracto digestivo). Se requiere
un niimero elevado de animales de experimentacion ya que, aungue jos animales sean
de la misma especie y edad, presentan siempre diferencias en su.capacidad digestiva
lo que conlieva importantes variaciones individuales que hay que compensar. Se
necesita, ademas, una gran cantidad del alimento a valorar, y disponer de los medios
materiales y humanos necesarios. Son, por tanto, pruebas de elevado coste y de larga
duracidn. Estas circunstancias suponen un inconveniente en la formulacién practica,
donde se requieren métodos méas rapidos. Ademas, ia legislacidn es cada vez mas
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exigente en cuanto a la informacién requerida en la etiqueta de los alimentos
destinados a los animales, con respecto a su compasicion quimica y caracteristicas
nutritivas. Por ello se necesitan técnicas de andlisis rapidas y fiables.

Estos inconvenientes se han intentado subsanar mediante el empleo de

métodos indirectos de valoracion. Con ello se pretende valorar y predecir la

digestibilidad y el valor nutritivo de los alimentos mediante simples pruebas de
laboratorio, sin recurrir a los experimentos con animales, Una técnica de laboratorio
suficientemente correlacionada con la utilizacién digestiva de los alimentos presenta
indudables ventajas, en términos de reduccion de costes, de estandarizacion de
métodos y de aumento del nimero de alimentos estudiados y repeticiones efectuadas,

En este sentido, las ecuaciones de prediccion segun parametros quimicos han
sido ampliamente utilizadas, ya que constituyen un método de valoracion de alimentos
que puede ser empleado de manera rutinaria en la formulacién practica, para dar
recomendaciones concretas de una forma répida. La prediccion del valor nutritivo de
los alimentos seguin su composicién quimico-bromatologica se estudia en el apartado
I1.2.3. de esta revision.

Las técnicas de digestion in vifro, que también reducen la necesidad de llevar a
cabo ensayos in vivo, constituyen una nueva forma de valoracién de alimentos. Estas
técnicas pueden ser también muy Utiles en la practica, bien para analizar los
coeficientes de digestibilidad de las materias primas antes de formular un pienso de
composicién ptima, o bien para llevar a cabo un control de calidad de los piensos ya
elaborados. Por ofra parte, seré cada vez mas necesario, por motivos de bienestar
animal y ética asociada a la experimentacion, disponer de métodos in vitro
(experimentos de digestién artificial) para la realizacion de ensayos experimentales,
evitando que los animales se mantengan en condiciones que les provoguen stress,
Los métodos de digestion in vitro para monogastricos se estudian en el apartado IL.2.4.

de esta revision.
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[1.2.2. Criterios de eleccion de una ecuacion de prediccion.
La validez de una ecuacion para predecir el valor nutritivo de piensos
compuestos se debe testar teniendo en consideracion una serie de criterios:
« la independencia entre las variables explicativas.
. ol coeficiente de determinacion (R%) y la precision del ajuste del modelo a los datos,
expresado como la desviacion residual estandar (drs).
« la facilidad para llevar a cabo los analisis quimicos en un laboratorio de rutina asi
como el coste acceptable de ios mismos.
+ una baja variabilidad asociada a los analisis laboratoriales, expresada mediante
unos indices de repetibilidad y de reproducibilidad aceptables.
« Una alta capacidad predictora (robustez).
Normalmente, las ecuaciones de prediccion que se proponen en la bibliografia

tienen en cuenta los tres primeros puntos y descuidan, sin embargo, los dos restantes.

L2.2.1. Incidencia de los errores analiticos en la precision de las
ecuaciones.

Seria conveniente tener en cuenta la incidencia de los errores analiticos en la
precision de las ecuaciones, con el fin de elegir aquellas variables predictoras cuya
determinacion presentasé menor variabilidad. Esto, sin embargo, es algo que ningun
trabajo de prediccion de valor nutritivo de piensos para conejos tiene presente. La
influencia de la variabilidad de los analisis sobre la precisién de los modelos de
prediccion del valor nutritivo de los alimentos ha sido, sin embargo, discutida por
varios autores (Alderman, 1985, Perez,1990; Bailey y Henderson,1990), en cerdos.
Segun estos trabajos, para evaluar el interés de un modelo de prediccién, es necesario
estimar su "error total de prediccion” que es la resultante del error del ajuste de los
datos experimentales (variacién residual del modelo o drs) y el error ligado a los
arrores analiticos de cada variable explicativa (variacién del analisis). Por tanto, es
necesario conocer la variabilidad de los parametros predictores que componen las
ecuaciones. Esta variabilidad se puede expresar de dos maneras: como variacion del
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analisis dentro de un mismo laboratorio (indice de repetibilidad, r), o como variacion
del analisis entre laboratorios (indice de reproducibilidad, R), ambos expresados bien
como desviacién estandar (s; y sg) 0 como coeficiente de variacion (CV, y CVg), de
repetibilidad y de reproducibilidad, respectivamente. La forma que se utiliza
normalmente para cuantificar la variabilidad del analisis en el error total de prediccién

es |a sr.

I1.2.2.2 Indices de repetibilidad y de reproducibilidad.

La norma o estandar internacional 1SO n° 5725-1986 define el indice de
repetibilidad (r) (repetibilidad intra-serie, variabilidad del analisis), como el valor por
debajo del cual se espera encontrar, con una probabilidad del 95%, la diferencia
absoluta entre las dos réplicas que se hacen de una misma muestra, con una
determinada técnica y bajo las mismas condiciones (el mismo laboratorio, aparatos,
operario), en un intervajo corto de tiempo. Dicho valor (diferencia absoluta maxima} es,
segun esta norma, el Iimite superior del intervalo de confianza (IC) al 95% para la
media de las diferencias, definido por la siguiente expresion matematica:

=248y = %542 = 2,83%3 donde:

r =indice de repetibilidad
8 =desviacién estandar de la media de la muestra de diferencias entre las dos
réplicas que se hacen de la muestra testigo a lo largo del tiempo, y calculada

segun la siguiente formula:
- f 2 2
59 =15 T8 = sv/2
donde sa2 y sz son las varianzas de las 2 muestras, y se pueden considerar

iguaies (sz).

Esta forma de calculo ha sido utilizada en diversos estudios inter-laboratoriales

(Van der Meer,1984; A.0.A.C. 1988 (citado por Bailey y Henderson, 1990},
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Mufioz,1991: Mufioz ef al.,1994). Ahora bien, cabe pensar que esto es asi so6lo cuando
el nimero de datos es lo suficientemente grande como para suponer una distribucion
normal de la poblacién de diferencias, de media 0 y desviacion tipica conocida O’d.
Sin embargo, estas presunciones, por lo general, no se cumplen. Normalmente se
dispone de un numero de datos que no es lo suficientemente grande como para
presuponer que la poblacién de diferencias sigue una distribucién normai centrada en
0, y ademas, se desconoce su varianza, circunstancias que se dan en esta tesis. Por
tanto, no parece correcto utilizar el fimite superior de este IC para la media de la
poblacién de diferencias, como indice de repetibilidad. En todo caso, habria que dar
los dos limites del I1C.

Puesto que se trata de medidas pareadas, una vez comprobado que las
diferencias entre las dos medidas pareadas siguen una distribucion normal, lo correcto

serfa aplicar el test de Student de comparacion de medias de dos variables normales,

caso de muestras pareadas (Snedecor y Cochran,1971), para testar el siguiente

contraste de hipotesis:

Ho=la media de las diferencias es 0.
H4=la media de las diferencias es = 0.
A

Sut

con el estadistico; { = donde:

aap

J = media de la muestra de diferencias.
n = numero de pares de datos.

5, = desviacion estandar de la d.

y dar e{ IC para la media de las diferencias.

Entre los trabajos consultados esta forma de célculo sdlo la utiliza Aufrére
(1982). Por otra parte, Zaalberg (1989) presenta una forma alternativa a la norma ISO
citada para calcular la repetibilidad. Esto requiere un debate por parte de los

estadisticos para valorar las ventajas de cada una de ellas.
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En cualquier caso, en la bibliografia consultada no queda muy claro cual debe
ser el criterio adoptado para hallar el indice de repetibilidad. Comparar valores de 1
entre trabajos no resulta, pues, facil. Es de esperar que en el futuro todos los trabajos
presenten los resultados utilizando los mismos criterios de obtencién de este indice,

para poder comparar |a precisién de métodos alternativos de valcracién de alimentos.

El indice de reproducibilidad (R) esta definido por la norma o estandar
internacional 1SO n° 5725-1986 como la variabilidad del andlisis de una misma
muestra, con una misma técnica, en distintas condiciones (distinto laboratorio,
aparatos, operario). Se trata, por tanto, de una medida de la variabilidad de un analisis
entre laboratorios.

En cuanto a la relacion entre estos dos indices, la repetibilidad supone
aproximadamente la mitad o las dos terceras partes de la reproducibilidad (Bailey y

Henderson,1990).

A continuacion se recopilan valores de repetibilidad y de reproducibilidad

encontrados en la bibliografia consuitada.

La repetibilidad y la reproducibilidad de los distintos parametros quimicos gue

definen un pienso se han determinado en diversos estudios de colaboracién entre
laboratorios (Ring Tests). Asi, Alderman (1985) presenta los valores de repetibilidad y
de reproducibilidad del analisis de distintos parametros quimicos de 12 piensos
compuestos, analizados en 16 laboratorios britanicos (UKASTA/ADAS/COSAC). Los
CV, v los CVr obtenidos figuran en la Tabla 3. Los valores de reproducibilidad que
presentan Bailey y Henderson (1990) '(Tabla 3) se obtuvieron también en Ring Tests
llevados a cabo por este mismo equipo de trabajo. En ambos casos, los resultados
indican una alta repetibilidad de todos los parametros estudiados y una baja
reproducibilidad de la FB y el EE (CVg = 5%). Los resultados de Munoz (1991), que
figuran también en la Tabla 3, son la media de los valores de reproducibilidad
obtenidos en dos Ring Tests llevados a cabo en 1985 y en 1989 en los principales
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laboratorios del grupo de trabajo del CIHEAM, sobre 8 y 5 materias primas (forrajes y
sub-productos mediterréneos) para rumiantes, respectivamente. Como se puede
apreciar, la determinacion de los principales parametros de la pared celular resulta
muy poco reproducible (valores superiores a 7,6%, para la FB, FND y FAD). En una
cadena de analisis interlaboratorial llevada a cabo posteriormente entre 16
laboratorios sobre 6 alimentos para rumiantes (Mufioz ef al,1994), se obtuvo una
precisién muy baja (repetibilidad y reproducibilidad) para todos los analisis realizados:

cenizas, PB y FND (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de repetibilidad y de reproducibilidad (CV, y CVg, %) obtenidos
en distintos trabajos.

a) de parametros quimicos.

Csnizas PB EE FB FND FAD Referencia
CV, |CVr |CV, [CVR |CV: |CVR |CV, |CVR|CV, {CVr |CV, CVp
1,14 12,82 11,02 | 2,94 |2,65]5,55|1,72|5,67 ) Alderman (1985)
2,8 1,6 5,0 4,9 2,3 Bailey y Henderson (1990)
1,53 2,52 8,87 11,7 7,6 | Mufioz (1991)
4,49 | 588|524 | 13,99 2,496,058 Mufioz st al. {1994)
4,5 6,8 |Pérez ef al. (18985)

b) de métodos de digestibilidad in vitro.

pepsina/celulasa FND/celulasa Referencia

CV, CVi CV; CVRr

i

1,96 915 11869 6,47 Van der Meer (1984)

0,70 1,47 Alderman (1985)

2,00 Bailey y Henderson {1990)

15,77 Mufioz (1991)

2,38 13,81 | Mufioz et al. (1994)

CV, : CVg: Coeficientes de variacién de repetibilidad y de reproducibllidad, respectivamente,
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Més recientemente, Pérez et al. (1995} llevaron a cabo un Ring Test en 6
laboratorios europeos (entre los que nos incluimos), en 1993 para estudiar la
variabilidad de los analisis de piensos para conejos. En este Ring Test se analizo la
reproducibilidad del andlisis de distintos parametros quimicos y de la digestibilidad de
los nutrientes. Se analizaron dos piensos con distihtos contenidos en fibra y se
obtuvieron CVr de 4,5% para la FB y de 6,8% para la FAD (Tabla 3), y mucho
menores para |as digestibilidades in vivo de la MS, MO, EB, PB y para la ED (1,1; 1,1,
16; 2,7 y 1,6%, respectivamente). Los CVr para las digestibilidades de FB, FND y
FAD fueron, sin embargo, muy elevados (22,1, 21,3 y 33,8%, respectivamente). Estos
resultados indican, una vez mas, una baja reproducibilidad de los analisis de las
fracciones fibrosas de la pared celular, a pesar de que se realizan segin unos
métodos bien definidos y estandarizados desde hace mucho tiempo (Van Soest, 1963 y

medificaciones).

En cuanto a la repetibilidad y la reproducibilidad de metodos de digestion in

_vitro, Van der Meer (1984) recopila los datos obtenidos en un Ring Test llevado a cabo
entre 52 laboratorios, para estudiar la prediccion de la digestibilidad de la MO de
alimentos para rumiantes mediante métodos in vitro. En este estudio se analizaron 15
materias primas (concentrados y forrajes) mediante varios métodos enzimaticos, entre
ellos uno a base de pepsina/celulasa y otro a base de FND/celulasa, y se obtuvieron
los CV, y CVg para cada uno de los alimentos. En ambos métodos la repetibilidad fue
aceptable en todos los laboratorios, para los 15 alimentos. Sin embargo, |a
comparacién de los resultados obtenidos entre laboratorios fue insatisfactoria (Tabla
3). Asi, en el método de pepsinalcelulasa se obtuvieron unos CV, comprendidos entre
0,73 y 3,43% (media = 1,95 + 0,84) y unos CV entre 2,15y 253% (media = 9,15 &
6,4); y en el de FND/celulasa los CV; estaban comprendidos entre 0,62 y 2,86% (media
= 1,69 +7,08) y los CVg entre 1,15 y 17,6% (media = 6,47 + 4,25). En los Ring Tests
referenciados por Mufioz (1991) y por Mufioz et a/. (1994) los resultados estan en la

misma Iinea: buena repetibilidad (CV,=2,38%) en el analisis FND/celulasa, y mala
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reproducibilidad tanto en el método de FND/celulasa (CVg=13,81%) como en el de
pepsina/celulasa (CVg=15,77%).

Los valores que dan Alderman (1985) y Bailey y Henderson (1990) referentes al
método de FND/celulasa indican, por el contrario, una buena repetibilidad y

reproducibilidad de esta técnica (CV:=0,7% y CVr < 2%) (Tabla 3),

11.2.2.3. Robustez de un modelo de prediccion.

Mediante el concepto de robustez de un modelo de prediccién se evalla su
capacidad predictora, que debe ser tenida en cuenta a la hora de elegir una ecuacion
de prediccion. Para ello es necesario extrapolar el modelo a diversas situaciones
alimentarias distintas de las que sirvieron de base para elaborarlo y calcular los
respectivos errores de prediccion (%). Segun apuntan Montgomery y Peck (1982) y
Fuentes-Pila ef a/. (1995), un modelo es tanto més robusto cuanto menores son estos
errores de prediccidn para el méximo nimero de situaciones distintas.

Una consideracion global de todos estos criterios expuestos permite elegir las

mejores ecuaciones de prediccion.

IL.2.3. Prediccién del valor nutritivo de los alimentos para conejos segun su

composicién quimico-bromatolégica.

11.2.3.1. Ecuaciones de prediccién de la digestibilidad de la materia seca, de
la materia orgénica, de la energia y de la energia digestible.

Una manera de estimar la energla digestible (ED) de los piensos para conejos
ha sido hacerlo seglin su contenido en nutrientes digestibles (proteina digestible, fibra
digestible, grasa digestible y ELN digestibles). En este sentido diversos trabgjos han
propuesto algunas ecuaciones de prediccién (Nehring et al., 1963 (citado por Maertens
et al.,1988); Jentsch et al., 1963 (citado por Battaglini y Grandi,1984); Schiemann ef
al1972: Battaglini y Grandi,1984). Este tipo de ecuaciones son poco Utiles en la
practica, ya que requieren conocer los valores de digestibilidad in vivo de los
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nutrientes vy la composicién quimica de los piensos. Esta razdén ha conducido, en los
Ultimos afos, la valoraciéon de alimentos hacia la obtencion de ecuaciones de
prediccién basadas en parametros quimicos de la dieta.

La prediccion del valor energético de las dietas a partir de su COmMpOoSIcion
quimica, determinada analiticamente, tiene una importancia considerable. En primer
lugar, supone un gran ahorro de tiempo al no requerir ensayos de digestibilidad;
permite ademas llevar a cabo un control de calidad y, finalmente, podria simplificar el
cumplimiento de la legislacién venidera en lo referente a la obligatoriedad de declarar
el valor energético de las dietas que suministra la industria de fabricacion de piensos.

E| valor energético de los alimentos para conejos se mide en términos de ED.
Por ello, la mayoria de las ecuaciones pretenden predecir este parametro. No
obstante, diversos trabajos han comprobado que existe una estrecha relacién entre
ED, digestibilidad de la energia (dE), digestibilidad de la materia seca (dMS) y
digestibilidad de la materia organica (dMQ), por lo que en la bibliografia se encuentran
también ecuaciones de prediccion de las dE, dMS y dMO. En efecto, la correlacion (R?)
entre la dE y la dMS es significativa y de 0,94 6 de 0,97, segln Battaglini y Grandi
(1984), con 29 datos, o segun De Blas ef a/.(1984a), con 30 datos, respectivamente; y
entre la dE vy la dMO el R* es 0,96 en los dos trabajos. Asimismo, fa dMS esta muy
correlacionada con la dMO (R?=0,98) y en menor medida con la ED (R*=0,76), segln
Battaglini y Grandi (1984). Mas tarde, Ortiz y De Blas (1988), con 73 datos, obtienen
también una alta correlacion significativa (R?=0,99; drs=1,48) entre dE y dMS$, y entre
dE y dMOQ (R*=0,95; drs=3), esta Gltima con 106 datos. En cerdos, Lekule et al. (1990)
también han observado una gran correlacién entre dMS y dE,

En los Gitimos afios se han publicado trabajos que relacionan las dMS, dMO,
dE, y la ED con unoc o varios pardmetros de composicién guimica. Entre las
ecuaciones de prediccién del valor nutritivo de los piensos para conejos en base a la
composicién quimica, determinada analiticamente, destacan por su sencillez y por el
namero de piensos utilizado, las basadas en la fibra acido-detergente (FAD) como
Gnica variable predictora. La relacién negativa existente entre el contenido de FAD del
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pienso y el valor nutritivo se explica claramente por la baja digestibilidad de dicha
fraccion fibrosa en el consjo {15-20%) que tiende a deprimir (a digestibilidad de los
demas componentes nutritivos de la dieta. El segundo principio nutritivo mejor
correlacionado (también negativamente) es la fibra bruta, FB (Battaglini y Grandi, 1984,
De Blas ef al.,1984a; Ortiz y De Blas,1989; De Blas et al.,1992). En otros trabajos
(Maertens et al. 1988; Pagano Toscano et al. .1986), {a FAD no resulta ser mucho
mejor predictor que la FB, dada la alta correlacion existente entre estos dos
parametros (R*=0,92; n=31). De forma muchc menos importante se correlacionan
negativamente la fibra neutro-detergente (FND), la lignina acido-detergente (LAD) y la
hemicelulosa y, positivamente, la proteina bruta (PB) y el extracto etéreo (EE), segun
el trabajo consultado, por lo que son indicadores muy poco precisos del valor
energeético.

En cuanto a la FND, las peores correlaciones obtenidas en conejos por
Maertens et al. (1988) pueden ser debidas a que las ecuaciones se obtuvieron con
pocos datos, ya que no era corriente realizar el andlisis de FND. Posteriormente
Garcia et al. (1994) obtienen buenas correlaciones con FND para 40 muestras de heno
de alfalfa (R*=0,72). Esto indica gque este parametro de fibra podria ser tan buen
predictor como la FAD o la FB, tal y como ocurre en cerdos.

Una recopilacion de las principales ecuaciones de prediccion, para piensos
compuestos de conejos, basadas en un solo parametro quimico de la pared celular,
figuran en la Tabla 4. En general se obtienen correlaciones altamente significativas
tanto con FAD como con FB, si bien la FAD explica mayor parte de la variabilidad de
las variables que se predicen (mas del 80%) que la FB (en torno al 70%) Ademas,
segln se desprende de los trabajos que dan |a desviacion residual estandar (drs), la
precisién de las ecuaciones obtenidas es siempre peor con la FB.

La inclusion en la ecuacién de prediccién de dos o mds parametros quimicos
(regresion multiple) supone, en general, un aumento de la precision de la estimacion
del valor nutritivo. En particular, el contenido en EB de la dieta, medildo en bomba
calorimétrica, incluido junto con la FAD o con la FB, aumenta |a correlacion con la ED
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(R*>85%) y reduce el error de la estimacion (<3,8%) (Maertens et al.,1988;
Corino,1987). La EB es una variable que aporta siempre una contribucién positiva al
valor energético. Las ecuaciones propuestas por estos autores son las siguientes:
+ Maertens et al. (1988):
ED (Kcal/Kg MS) = -618 - 4,10 FB (g/Kg) - 2,43 FAD (g/Kg) + 1,03 EB (Kcal/Kg)
R*=0,90 drs=3,2 n=31
* Corino (1987):
ED (Kcal/Kg MS) = 1512 - 52,21 FAD (%) + 0,49 EB (Kcal/Kg)
R?=0,85 drs=3,8 n=36

Esto, sin embargo, tiene el inconveniente de que no siempre se dispone de una
de estas bombas en los laboratorios de analisis. En este caso, un resultado similar se
puede conseguir incluyendo en la ecuacion el contenido en PB 0 en EE (con signo
positivo), tal y como apuntan Maertens et al. (1988):

ED (MJ/Kg) = -7,54 + 29,71 PB (g/g) + 50,25 EE (g/g) + 23,39 ELN (9/g)

R*=0,90 drs=3,2 n=31

Esta Gltima regresién resuita muy Util también, ya que tampoco requiere el
analisis de la fraccidn fibrosa segln Van Soest. Sin embargo, una de las [imitaciones
que presenta es que estd basada en el contenido en extractivos libres de nitrégeno
(ELN), y este parametro no se puede aceptar pues se determina por diferencia y, por
tanto, no es una variable independiente. Ademas, y debido también a su método de
determinacion, contiene los errores acumulados asociados a todos los analisis
quimicos. En otras ocasiones, la incorporacién de mas parametros quimicos (como
variables independientes) en las ecuaciones basadas en FAD, solo mejora muy
levemente la precision de las predicciones (De Blas ef al.,1992).

Estas regresiones lineales simples o miltiples, que pueden considerarse validas
para la mayoria de los piensos "normales’ de conejos (formulados con las materias
primas habituales y con una digestibilidad de la fibra normal), no deben ser utilizadas
para predecir el valor energético de dietas que contienen alimentos con fibra altamente
digestible, en cantidad mayor de un 30%, (por ejemplo, puipa de remolacha y de
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citricos), o ricas en grasa afadida (por el efecto favorable que tiene sobre la

digestibilidad), ya que conducirian a importantes errores de estimacion, concretamente

subestimarian el contenido en ED de dichos piensos.

Tabla 4. Ecuaciones de regresiéon para predecir la digestibilidad de la materia

organica (dMQ), de ia energia (dE) y la energia digestible (ED) de piensos

para conejos con parametros de la pared celular, segun autores.

y a b x n R? drs Referencia
dMO (%) 93,02 |-1,60 FB (%) 53 0,76 - Pagano Toscano et al. (1984)
dE (%) 87,34 |-1,28 FAD (%) 29 0,654 - Battaglini y Grandi (1984)

{£0,17)
dE {%) 79,51 |-1,21 FB (%) 29 0,42%** - Battaglini y Grandi (1984)
(+0,28)
dE (%) 84,77 |-1,16 FAD (% sMS) 73 0,82+ - De Blas et al, (1984a)
dE (%) 84,93 |-1,13 FAD (% sMS) 175 0,80% 4,21 Ortiz y De Blas (1889}
{(+ 0,04)
dE (%) 84,02 |-1,42 FB (% 5MS) 219 0,71 6,02 |Oriz y De Blas (1989)
(+ 0,06) .
dE (%) 88,3 |[-1,2 FAD (% sM&) 66 0,89™ 2,2 De Blas ef al. (1992).
{x0,1)
dE (%) 87,8 |-1,13 FAD (% sMS) 93 |076™ | 38 |DeBlas etal (1992).
(£0,1)
ED (%EB) |92,35 |-1,47 FAD (% sMS) 38 0,62 8,1 Battaglini y Grandi (1986)
ED (MJ/Kg) | 13,6 [-18,1 FAD (g/g) 31 0,76* 4.7 Maertens et al. (1988)
ED (MJ/Kg) | 13,7 |-247FB (g/9) 3 0,72 511 |Maeriens ef al. (1988)
*** n<0,001  **: p<0,01
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Tampoco deben utilizarse para estimar el valor nutritivo de este tipo de materias
primas. A esta conclusion han llegado diversos autores (De Blas et al.,1984a y 1992;
Maertens et al.,1988; Ortiz y De Blas,1989). Asi, el tltimo de estos trabajos (De Blas et
al., 1992) propone una ecuacion general con 66 datos tras comprobar que la exclusién
de las dietas con pulpas, con grasa afiadida y con un contenido en paja superior al
20% mejoraba significativamente la prediccion (Tabla 4). Estos mismos autores
proponen diversas ecuaciones de prediccion especificas para cada grupo de piensos
en particular:
« Para dietas con grasa afiadida (n=25).

dE (%) =79,7-1,1 (+0,1) FB (% sMS) R’=0,75"*  drs=1,8

En este caso la FB se correlaciond mejor que ia FAD (R*=0,68).
o Para distas con pulpa de remolacha (n=10):

dE (%) = 94 - 1,3 (£ 0,2) FAD (% sMS)  R?=0,85***  drs=2,7

» Para dietas con pulpa de citricos (n=7):

dE (%) = 96,6 -2,3 (+ 1,1) FB (% sMS)  R®=0,47 (p=0,091) drs=4,6

También en este caso la FB se correlaciono mejor que la FAD.
¢ Para dietas con un contenido en paja mayor del 20% (n=25):

dE (%) = 94,2 -1,7 (£ 0,2) FAD (% sMS)  R?=0,84*" drs=3,7

Los parametros quimicos de la pared celular no tienen en cuenta las
interacciones que sin duda existen entre el alimento y la fisiologia digestiva del animal,
lo que en ocasicnes conduce a una mala estimacion de su valor nutritivo.

L.as ecuaciones obtenidas para piensos no sirven para estimar el valor nutritivo
de alimentos simples, siendo necesario obtener ecuaciones particulares para cada
grupo de materias primas.

En la bibliografia consultada no se encuentran muchos trabajos que propongan
ecuaciones de prediccién para materias primas. Fekete y Gippert (1986) determinaron
la digestibilidad aparente de los nutrientes y la ED de materias primas (granos de
cereales, subproductos de molinerfa, fuentes de proteina y alimentos fibrosos),
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mediante ensayos de digestibilidad por el método de sustitucion del 40% en una dieta
basal. Relacionando la ED estimada mediante la ecuacién de Schiemann et al. (1972)
(en funcién de los nutrientes digestibles) con paréametros quimicos obtuvieron la
siguiente ecuacion de prediccion de la ED:

ED (Kcal/Kg MS) = 4253 - 32,6 FB (%) - 114,4 cenizas (%) R?=0,75"* n=19
Teniendo en cuenta que el contenido en FB y en cenizas de las materias primas
valoradas presentd un amplio rango de variacion (de 0,9 a 33% y de 1,1 a 10,7%,
respectivamente), y también la ED (de 1238 a 4119 Kcal/lKg MS), los citados autores

recomendaron el uso de esta ecuacion en la practica.

El trabajo mas reciente sobre prediccién de dE y de ED de materias primas es el
de Wiseman et a/.{1992). Estos autores, aunando las materias primas valoradas in vivo
en otros trabajos (Maertens y De Groote, 1984 y Villamide, 1989), obtienen las mejores

ecuaciones de prediccion en funcion de la FB:

dE (%) = 87,1 - 1,5 (£ 0,12) FB (% sMS)
R*=0,84** drs=8,6 n=31

ED (MJ/Kg) = 17,08 - 0,03 (+ 0,0031) FB (g/KgMS)
R?=0,76"* drs=2,28 n=31

A continuacién dividen el conjunto de datos total en varios grupos: concentrados
proteicos (n=11), concentrados de energia (n=6); alimentos ricos en fibra (n=6} y
alimentos con un contenido de proteina y fibra semejante (n=8). Las ecuaciones
obtenidas para cada grupo individual resultan peores que para el total de los datos, si
bien esto es debido, segun los autores, al escaso numero de datos de cada grupo de
alimentos, por lo que los resultados de este trabajo no son concluyentes, quedando
pendiente la obtencién de ecuaciones con un nimero de datos mayor.

Otros trabajos han estudiado el efecto _de la composicion quimica sobre el valor
energético de distintos henos de alfaifa, comprobando que depende estrechamente de

los constituyentes parietales. Asi, Pérez (1994) obtiene una alta correlacion (R*=0,83)
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entre la ED y la FB, en 12 muestras de amplio rango de PBy FB y Garcia et al. (1994)

obtienen un valor de R?=0,72, entre ED y FND, con 5 muestras.

11.2.3.2. Ecuaciones de prediccion de la digestibilidad de la proteina.

La prediccién de la digestibilidad de la proteina bruta (dPB) segun parametros
quimicos se ha tratado en pocos trabajos. En general no se obtienen buenas
correlaciones con ninguin componente quimico. Asi, Battaglini y Grandi (1984), con 29
piensos, al relacionar la dPB con distintos parametros de la pared celular, séio
encuentran cierta correlacion negativa con la LAD (R*=0,48) y positiva con la FND
(R?=0,15), no siendo significativa la correlacion ni con la FB ni con la FAD.

De Blas ef al. (1984b) obtienen una ecuacién de prediccion de la dPB basada
en la proporcién de proteina de concentrados sobre el contenido total de proteina de |a
dieta (cP) sin que ninguna otra variable (FAD y PB) se incluya en un analisis de

regresion paso a paso. La ecuacion es la siguiente:
dPB (%) = 56,48 + 18 cP (%) R2=0,42*** n=35

Sin embargo, Fekete y Gippert (1986) obtienen una buena prediccidn de la dPB
en funcion del contenido en PB y en cenizas de las 19 materias primas estudiadas:

dPB (%) = 0,803 - 0,558 cenizas (%) + 0,855 PB (%) R?*=0,92™" n=19

I1.2.3.3. Ecuaciones de prediccién de la digestibilidad de la fibra,

Si para predecir la dPB son muy pocas las ecuaciones existentes, para predecir
la digestibilidad de |a fibra aun hay menos.

Battaglini y Grandi (1984) no encuentran correlacion entre la digestibilidad de |a
fibra bruta (dFB) y ningun parametro quimico de la pared celular (Gnicamente con la
LAD, R?=0,14).

Pérez de Ayala et al. (1991), con 5 dietas propias y 42 de otros trabajos,
obtienen ecuaciones para predecir la fibra bruta indigestible (FBI). Estos piensos estan

formulados reemplazando parte del heno de alfalfa por otras fuentes de fibra (pulpa de
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remolacha, pulpa de citricos, orujo de uva y cascarilla de arroz). En un analisis de
regresion paso a paso incluyendo todos los parametros de la pared celular como

variables independientes, obtienen la siguiente ecuacion:
FBI (% MS) = -0,99 + 0,82 (+ 0,07) FB (% sMS) R®=0,73*"* n=47

Al considerar, ademas, los niveles de inclusién de heno de alfalfa, pulpas o fibras muy

lignificadas, |la ecuacion obtenida es:
FB! (% MS) = 0,64 + 0,74 (+ 0,06) FB (% MS) - 0,064 (+ 0,01) Pu R*=0,81*** n=47

siendo Pu, el nivel de inclusién de pulpa en la dieta (%).
1L.2.4. Los métodos de digestién in vitro en monogastricos.

11.2.4.1. Introduccién y objetivos.

Para tratar de subsanar los errores de prediccidn de las ecuaciones basadas en
parametros quimicos, y que se deben fundamentalmente a las interacciones del
alimento con la fisiologia digestiva del animal; y teniendo como base la experiencia
acumulada en el sector de los rumiantes, se ha considerado de interes la puesta a
punto de métodos enzimaticos de laboratorio, métodos in vitro, dirigidos a reproducir los
procesos digestivos que tienen lugar en los animales monogdstricos. En alimentacion
porcina y en avicultura se han llevado a cabo numerosos trabajos de investigacion en
este campo, pero por el momento se ha prestado poca atencién a este aspecto cientifico
en conejos.

Los métodos de digestion in vitro persiguen, en general, dos objetivos distintos,
aunque normalmente compatibles: por un lado, pretenden reproducir total 6
parcialmente la digestion que lleva a cabo el animal y, por otro, predecir el valor
nutritivo de los alimentos.

La digestion es un proceso dindmico e integrado, sometido a control hormonal y
nervioso que responde a distintos estimulos, Reproducir tan complejo sistema en el
laboratorio resulta muy dificil, y requiere que se tengan en cuenta los multiples factores
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que afectan a la digestion. Sin embargo, ésto no debe invalidar los intentos de
modelizar in vitro el sistema de la digestién del animal, ya que los modelos siempre son
buenas herramientas aungue sean simples y no reproduzean exactamente el sistema
que pretenden representar. En cualquier caso, todo modelo de laboratorio supone una
simplificacion de la realidad y permite definir y controlar las condiciones experimentales
mejor de lo que normalmente es posible /n vivo, por lo que puede ser de gran utilidad
para la realizacion de estudios fisiolégicos.

La otra finalidad de los métodos in vitro es predecir el valor nutritivo de los
alimentos. En efecto, puede simplemente interesar correlacionar bien los datos
obtenidos in vitro con los obtenidos in vivo, y conseguir buenas ecuaciones de
prediccion. Interesan, en este sentido, los métodos sencillos, precisos, rapidos, baratos
y robustos, constituyendo, los métodos de digestion in vitro, una opcidn interesante para
conseguirlo.

En definitiva, es importante predecir, pero parece légico pensar que cuanto mas
fielmente se simule la digestidén de la especie animal en cuestién, mejores predicciones
se obtendran. Por consiguiente el doble objetivo de los métodos in vitro debe ser

"oredecir simulando”,

[1.2.4.2, Clasificacién.
Con objeto de simplificar la revision bibliografica, Unicamente se citaran dos de

las posibles clasificaciones de los metodos enzimaticos de digestion in vitro en

monogastricos:

e una primera clasificacién, de acuerdo con el apartado II.2.4.1, se hace segun el
objetivo que persiguen: reproducir, predecir o ambos, y

¢ una segunda clasificacion, en funcion de los pasos que se requieren para imitar la
digestion. Un esquema general de los distintos métodos multi-enziméaticos de

digestion in vitro se presenta en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Métodos multi-enzimaticos de digestion in vitro

~ Métodos de un paso:

Fluidos intestinales

Métodos de dos pasos.
Pepsina-fluido yeyunal
Pepsina-fluido ileal
Pepsina-pancreatina

Métodos de tres pasos:
Pepsina-pancreatina-fluide ruminal
Pepsina-pancreatina-enzimas degradadoras de la fibra

En Jos siguientes apartados (I1.2.4.4,, [12.4.5. y 11.2.4.6.) s€ revisan los principales
trabajos que presenta la bibliografia en cerdos y aves, siguiendo, en principio, la
segunda de estas clasificaciones, pero sin olvidar los objetivos de cada método in vitro
empleado. La revisién bibliografica de los métodos de digestion in vitro en conejos se
lleva a cabo en el apartado I11.2.4.7,

Se puede decir, en lineas generales, que en principio los métodos de digestion
in vitro han querido reproducir la digestidn total, bien con uno, dos o tres pasos; y que
posteriormente se ha comenzado a considerar la digestion pre-cecal o ileal. Asi,
(ltimamente, ta mayor parte de la investigacion llevada a cabo en cerdos se ha
encaminado hacia las técnicas in vitro de digestibilidad ileal, con el fin de sustituir los
ensayos de digestibilidad con animales canulados en ileon. Se ha prestado especial
atencion a la prediccion de la digestibilidad ileal del N y de los aminoacidos, sobre
todo de materias primas. Con ello se ha perseguido valorar la calidad de la proteina en
funcion de la disponibilidad de sus aminoécidos. Este sigue siendo el principal objetivo
de la investigacion en cerdos, ya que es un tema que tiene cada vez mas relevancia.
La valoracion de la disponibilidad de aminoécidos in vivo mediante andlisis de
contenidos intestinales no es facil y se obtienen resultados dificiles de interpretar:
primero, porque los aminoacidos digeridos se absorben rapidamente en el intestino, y

segundo, porque hay contaminacién endégena por lo que no se puede saber a ciencia
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cierta qué aminodcidos proceden de la dieta y cudles del N enddgeno. Para evitar
estos problemas se proponen metodos in vitro.

Sin embargo, dada la importancia que tiene en los cerdos la digestion en &l
intestino grueso, muchas técnicas se han completado con el fin de obtener valores de
digestibilidad in vitro total y poder predecir la digestibilidad fecal o total de dietas y
materias primas.

La mayorfa de los métodos in vitro se basan en un numero de datos pequenfo,
por lo que no son métodos de prediccidn aunque casi todos los trabajos presenten
alguna ecuacién. Si sirven, sin embargo, como métodos de simulacién de la fisiologia
digestiva del animal permitiendo valorar la importancia de los distintos pasos de la
digestion. Unicamente sirven para predecir los trabajos basados en un numero
suficiente de datos.

La investigacidn en aves se ha llevado a cabo utilizando métodos de digestion in
vitro desarrollados previamente para cerdos. Se ha comprobado que es posible simular
la digestion total de las aves con métodos de dos pasos (pepsina-fluido yeyunal
porcino o pepsina-pancreatina), ya que las aves presentan muy poca fermentacion en
el intestino grueso. Ademas se ha comprobado que se puede utilizar un mismo método
para especies tan distintas como cerdos y aves, y probablemente también para otras

especies de monogastricos.

I1.2.4.3. Metodologia de las técnicas multi-enzimaticas de digestion in vitro

en monogastricos.

Algunos de los trabajos consultados lievan a cabo estudios metodoldgicos sobre
las condiciones experimentales de las técnicas de digestion in vitro, con el fin de
determinar las fuentes de variacién que pueden afectar a los resultados obtenidos
(digestibilidad in vitro de la MS). Factores como la preparacion de la muestra, las

proporciones de enzima y sustrato, las condiciones de pH y temperatura del medio de
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incubacidn y el tiempo de incubacién en cada fase son los que se estudian

principalmente.

En cuanto a la preparacion de la muestra, hay que tener en cuenta el tamafio de

particula y el tamafio de muestra. En general, la criba cominmente utilizada para
moler las muestras es de 1 mm de didmetro (Furuya ef a/,1979; Clunies y Leeson,
1984: Graham ef al.,1989; Vervaeke ef a/., 1989, Boisen y Fernandez, 1991a; Van der
Meer y Pérez,1992;, Cone y Van der Poel1993). Segun algunos trabajos, con
moliendas mas finas se obtienen valores significativamente mayores de digestibilidad
in vitro de la MS. Asl, seguin Clunies y Leeson (1984), hay diferencias al pasar de 0,84
a 0,40 mm, corretacionandose mejor con los valores in vivo los datos obtenidos con la
molienda mas fina. En otros trabajos (Léwgren et al,1989), sin embargo, no se
encuentran diferencias entre una molienda de 0,5 mm y una de 1 mm, pero si cuando
es de 2 mm y de 5 mm, obteniéndose digestibilidades in vitro menores cuanto mas
gruesa es la molienda. Sin embargo, Xia y Hall {(1987), al comparar una molienda
gruesa (4 mm) con una fina (0,75 mm), no obtienen diferencias significativas en |os
valores de digestibilidad in vitro. En definitiva, 1 mm es el tamafio de criba que se
utiliza normalmente para las técnicas in vitro pues es el utilizado para el analisis
rutinario de alimentos.

En cuanto al tamafic de muestra, es corriente la utilizacion de 1 g (Babinszky ef

al. 1990: Boisen y Ferndndez,1991a; Cone y Van der Poel,1993) 6 de 0,5 g (Clunies y
Leeson,1984; Metz y Van der Meer,1985; Lowgren et al.,1989: Graham et a/.,1989;
Valdés y Leeson,1992; Van der Meer y Pérez,1992). Algunos trabajos indican la
obtencién de valores de digestibilidad in vitro de la MS significativamente mayores con
0,5 g que con 1 g, y mas cercanos a los valores in vivo (Furuya et al.,.1979; Xia y
Hall,1987; Llopis y Fernandez Carmona,1992). No obstante, los trabajos de prediccion
utilizan, en general, 1 g ya que ello permite tomar una muestra representativa del
alimento a valorar y asi reducir la variabilidad del analisis. Ademas se obtienen
mejores correlaciones con los valores in vivo que si se utilizan otros tamafios de
muestra. |
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Tipo de enzimas y_proporcion de enzima/sustrato utilizados en_cada paso. La

eleccion de las enzimas es un factor muy importante a tener en cuenta en los metodos
de digestién in vitro. Se deben utilizar las existentes en el tracto digestivo del animal,
En general, en todos los métodos se utilizan preparados enzimaticos similares, que
presentan una composicién definida y constante, ya que estan purificados, y son de
facil adquisicion en distintas casas comerciales. L.a pepsina (preparado enzimatico
comercial purificado de mucosa gastrica porcina, con actividad proteolitica) vy la
pancreatina (preparado comercial purificado de extracto de pancreas porcino con
actividad amilasica, lipasica y protedsica), usados en la mayoria de |os trabajos, sirven
para llevar a cabo una predigestion de la proteina y para hidrolizar los nutrientes
potencialmente digestibles (almidén, lipidos y proteinas), respectivamente. Mezclas de
distintas hidrocarbonasas (celulasa, hemicelulasa, arabinasa, xylanasa, B-glucanasa y
pectinasa), obtenidas a partir de hongos, como el Viscozyme, o bien hidrocarbonasas
aisladas, como la Celulasa, llevan a cabo |la degradacion de Ia fibra.

No se ha prestado mucha atencién al estudio de la eleccién del complejo
enzimético 6ptimo a utilizar, ya que se han utilizado los existentes en el mercado. En
cuanto a la eleccién de la concentracion enzimatica dptima, o de la relacién enzima-
sustrato, cada nuevo trabajo se basa sistematicamente en trabajos previos y elige en
funcion del tamafio de muestra, de la actividad especifica del enzima y del tiempo de
incubacion que utilice. Esta relacién es, por tanto, distinta segun el trabajo consultado,
lo que dificulta |la comparacién entre trabajos.

El pH de cada periodo de incubacién ha de elegirse, en principio, de acuerdo con
el que presenta cada compartimento digestivo del animal. Es necesario, ademas,
ajustario al pH éptimo de actuacion de las enzimas que se utilicen con el fin de que la
accién enzimatica sea mas rapida. Por ello, a veces ambos valores de pH no se
corresponden. Asi, el pH de la incubacién con pepsina se ajusta a 1 (Metz y Van der
Meer,1985; Babinszky et al.,1990); a 1,5 (Van der Meer y Pérez,1992) 6 a 2 (Gauthier
of al.,1986; Boisen y Fernandez,1991a) y el de la incubacion con pancreatina, a 6,8
(Babinszky et a/.,1990; Boisen y Fernandez, 1991a; Van der Meer y Pérez,1992; Cone
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y Van der Poel 1993) o a 7,5 (Dierick et al.,1985; Gauthier ef al.,1986; Vervaeke et
al.,1989), que son valores fisioldgicos. El pH dptimo para la digestién de la fibra es de
6,6 a 7, siendo el que utilizan los métodos con fluidos intestinales (Ciunies y
Leeson,1984; Xia y Hall,1987; Vervaeke ef al.,1989), comprobandose, ademas, que
por debajo de este valor se aprecian diferencias significativas en las digestibilidades in
vitro. Sin embargo, el pH que se utiliza en la fase de incubacion del sustrato con
enzimas degradadoras de la fibra no se corresponde con el fisioldgico, ya que estas
enzimas no proceden de los microorganismos del tracto gastro-intestinal del animal,
sino de mohos, y suele ser de 4,8 & 5, que es el pH 6ptimo de actividad de estas
enzimas (Metz y Van der Meer,1985; Boisen y Fernandez,1991a; Van der Meer y
Pérez,1992).

Fl pH va cambiando durante la incubacién por lo que es necesario incorporar
soluciones tampdn para mantenerlo estable segin apuntan Clunies y Leeson {(1984),
Xia y Hall (1987) o Boisen y Fernandez (1991a).

De la misma manera, la temperatura de cada fase de |a técnica se debe elegir
tomando como referencia la del cuerpo del animal cuya fisiologia digestiva se pretende
simular y procurando que se ajuste a ios requerimientos enziméticos. Temperaturas de
37 a 40°C son las habituaimente utilizadas, no siendo recomendable aumentar |a
temperatura por encima .de este valor (Furuya et al.,1979; Clunies y Leesson,1984;
Metz y Van der Meer,1985; Dierick et al,,1985; Vervaeke ef al,1989; Babinszky et
al.,1990; Boisen y Fernandez,1991a; Van der Meer y Pérez, 1992; Llopis y Fernandez
Carmona,1992; Cone y Van der Poel, 1993).

La duracién de las incubaciones varia, segln autores, en cada fase de la

técnica. En general se pretenden ajustar a los TMR en los distintos compartimentos
digestivos, sobre todo cuando la finalidad que se persigue es simular. Sin embargo,
cuando el objetivo es predecir, se hace necesario agilizar los tiempos de incubacion,
ademas de adecuar la técnica al horario de trabajo normal de un |aboratorio. Por eso

muchas veces los tiempos de incubacion no se corresponden con los TMR fisioldgicos,
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y se modifican las concentraciones enzimaticas utilizadas en funcién de |os tiempos de
incubacién que se empleen.

La duracion de la incubacion con pepsina/HCI varia segun el trabajo consultado,
oscilando entre 30 min (Gauthier ef a/.,1986); 1-1,5 h (Metz y Van der Meer,1985;
Babinszky et al.,1990; Van der Meer y Pérez,1992; Cone y Van der Poel,1993); 2 h
(Clunies y Leeson,1984; Boisen y Fernandez, 1991a); 4 h (Furuya et al.,1979; Clunies y
Leeson,1984; Dierick ef al,1985; Xia y Hall,1987; Vervaeke et al.,1989; Valdés y
Leeson,1992) y 6 h (Bdchmann,1979; Llopis y Fernandez Carmona,1992). Este
margen tan amplio se debe, por un lado, a las distintas concentraciones enzimaticas o
a las diferentes actividades especificas de las enzimas utilizadas, y por otro, a los
objetivos finales que persigue cada trabajo.

Un aumento del tiempo de incubacién de 30 min a 3 h no modificd
significativamente la cantidad de N dializado segun |a técnica de Gauthier et al. (1986),
quizas porque llega un momento en que se alcanza una concentracion en productos
de |a digestién a la cual la pepsina ya no actua. Segun Furuya et al. (1979), un periodo
de incubacién entre 2 y 6 h en su ataque con pepsina, no varia ia digestibilidad in vitro
de la MS ni de la PB, y tampoco varian si la incubacion con pepsina se prolonga mas
de 2 h, seglin apuntan Clunies y Leeson (1984). |

En cuanto a la utilizacién de fluidos digestivos o enzimas comerciales para
simular la digestion en el intestino delgado, la incubacién con fluido de yeyuno de
cerdo dura 4 h (Furuya et al.,1979; Dierick et al.,1985). En aves, Clunies y L.eeson
(1984), tomando como base los trabajos de Furuya et al. (1979), utilizan también fluido
de yeyuno porcino, y usan un tiempo parecido (3 h). Esto indica que el tiempo depende
mas de la actividad especifica de las enzimas del fluido que del tiempo de retencién
fisiolégico de las aves.

La incubacion con pancreatina dura 1 h (Metz y Van der Meer, 1985; Babinszky
ef al.,1990; Van der Meer y Pérez,1992; Cone y Van der Poel,1993); 4 h (Clunies y
Leeson,1984; Dierick et al.,1985; Vervaeke et al.,1989; Boisen y Fernandez,1981a), 6
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h (Gauthier ef al,1986; Valdes y Leeson,1992) & 18 h (Buchmann,1979; Llopis y
Fernandez Carmona,1992).

La incubacion con fluido ileal para simular la digestion total tiene una duracién
de 48 h (Xia y Hall, 1987). Un tiempo similar se emplea cuando se utiliza fluido ruminal
(Vervaeke et al, 1989). Segin Furuya et al. (1979), un aumento del tiempo de
incubacion de 4 a 6 h con fluido de yeyuno no varia la digestibilidad in vitro de la MS ni
de la PB. Los resuitados de Clunies y Leeson (1984) indican que no hay diferencias
significativas en digestibilidad de MS ni de PB si la incubacién con fluido de yeyuno
dura més de 3 h.

Boisen y Fernandez (1991a) eligen unos tiempos de incubacién de 2 y 4 h, con
pepsina y pancreatina, respectivamente, tras comprobar que los valores de
digestibilidad in vitro de la MS no difieren significativamente con respecto a tiempos de
incubacién mas prolongados (6 y 18 h, respectivamente).

La duracién de la tercera fase varia segun el trabajo consultado. Asi, es de 48 h
si se utiliza contenido cecal (Llopis y Fernéandez Carmona,1992); de 18 h si se emplea
el preparado enzimatico comercial Viscozyme (Boisen y Fernandez,1991a) o de 2 h s
el preparado utilizado es Celulasa (Metz y Van der Meer, 1985, Van der Meer y
Pérez,1992). Esta gran diferencia de tiempo de incubacién entre los preparados
comerciales utilizados se debe, fundamentalmente, a un intento de ajustar las técnicas
(que se componen de este y otros pasos previos), al horario laboral de cada
laboratorio. Para ello se modifica la concentracidon enzimatica utilizada segun las
necesidades practicas.

Las téchicas de un sélo paso, desarroiladas para simular la digestién del cerdo,
por Léwgren et al. (1989) y por Graham ef al. (1989), emplean un tiempo de incubacion
de 12 h para representar la digestion pre-cecal con fluido duodenal y de 48 h si se
quiere simular la digestion total con fluido ileal o con extracto de heces.

Los trabajos consultados utilizan indistintamente bafio de incubacidon a
temperatura constante o estufa termoestable de ventilacion forzada, pues se obtienen
resultados similares, seguin comprueban Boisen y Fernandez (1991a y b).
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Mantienen una agitacién constante, eventual o incluso no agitan, pues
generalmente se admite gue no es necesaria la agitacién durante las incubaciones, ni
siquiera con sustratos insolubles (Nefzaoui y Vanbelle,1984).

Algunos, tras la filtracién, hacen varios lavados con etanol y acetona, para
arrastrar la grasa y los azUcares de bajo peso molecular (Metz y Van der Meer,1985;
Boisen y Fernandez,1991b).

Algunas técnicas incorporan un antibiético para prevenir el crecimiento
microbiano. Asi, Boisen y Fernandez (1991ay b) afiaden cloranfenicot, tras comprobar
que no interfiere con la digestion in vitro ni con los analisis subsiguientes; Gauthier et

al. (1986) emplean Thimerosal, y Buchman {1979) utiliza un buffer bacteriostatico.

I1.2.4.4. Métodos in vitro de digestibilidad de la MS y MO, con enzimas
endégenas de estémago e intestino delgado.
Ecuaciones de prediccion de la digestibilidad ileal y fecal de la MS,
MO y energia, para cerdos y aves.

Los métodos de digestibilidad in vitro en los que se utilizan enzimas enddgenas
de estdmago e intestino delgado son métodos multi-enziméticos que tratan de
reproducir la digestion pre-cecal y, en algunos casos, también de predecir la
digestibilidad de la MS, MO y energia a nivel ileal. Algunos, sin embargo, la que
pretenden predecir es la digestibilidad total. Constan de una sola incubacién (métodos
de un paso) o de dos incubaciones sucesivas (métodos de dos pasos) de las muestras
con distintos preparados enzimaticos o fluidos intestinales (Cuadro 1). Postenormente
analizan el residuo no digerido recogido por filtracion.

Algunos de los trabajos en que se utilizan estas técnicas son de metodologia,
basandose en un numero pequefio de datos. Su utilidad para predecir quedaria, pues,
pendiente de que fueran testados en un numero suficiente de muestras. Otros, sin
embargo, obtienen buenas ecuaciones de prediccion.

Los métodos de dos pasos son los que més fielmente reproducen la realidad de

la digestién pre-cecal. Todos incluyen una primera incubacién con una solucion de
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pepsina en HC! diluido, utilizando bien algun fluido intestinal o bien pancreatina en el -
segundo paso, segun los distintos trabajos consultados. Se utiliza pepsina por ser la
principal enzima proteolitica presente en el jugo gastrico y porque es relativamente
barata y de facil adquisicion comercial. La solucién de HCI (también de facil
adquisicion comercial) reproduce el medio acido del estdbmago, y la combinacién de
ambos lleva a cabo una primera ruptura del material proteico, ademas de una
predigestién de las paredes celulares haciéndolas mas accesibles a las enzimas
degradadoras de la fibra (Dowman y Collins,1982). Aunque no esta muy claro las
reacciones que tienen lugar, hay mas evidencia de que es el 4cido mas que la pepsina
directamente, el que provoca la apertura de la estructura de la celulosa permitiendo
que las enzimas penetren en ella, como apuntan Kirchgessner y Kellner (1978), citado
por Dowman y Collins (1982). La importancia de la pepsina ha sido constatada
también por Camus y Laporte (1980). Estos autores comprueban que la predigestion
de la caseina y del gluten con pepsina durante 1 h facilita la posterior hidrélisis por las
enzimas pancreaticas, ya que aumenta la solubilidad de la proteina y abre su
estructura molecular, haciendo disponibles sus enlaces peptidicos a otras enzimas. A
su vez, Aufrére (1982) comprueba que la supresion de la pepsina disminuye
significativamente (en 7 puntos porcentuales) los valores de digestibilidad in vitro
obtenidos con un método a base de pepsinal/celulasa, desarrollado para valorar
forrajes de rumiantes.

Se pueden citar, en primer lugar, los métodos gue utilizan fluido de yeyuno de
cerdo en el segundo paso, como el descrito por Furuya et al. (1979), para esta
especie. Al analizar con este método 7 piensos (estandar y comerciales), cuyo
contenido en FB oscila entre un 1,7 y un 5,5%, se obtienen valores de'digestibilidad in
vitro de la MS menores que los obtenidos in vivo, salvo en las dietas con bajo
contenido en fibra, en cuyo caso los vaiores son equivalentes. Esto no es de extrafar,
considerando que el citado método solo simula la digestion hasta el ileon terminal, sin
tener en cuenta la digestion de la fibra en el intestino grueso, y sugiere la necesidad

de incluir hidrocarbonasas si se pretende valorar dietas con un contenido en fibra
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mayor del 4%. Una conclusion similar se deduce de los trabajos de Lowgren et al.
(1989) y Graham et al. (1989). Estos autores intentan simular la digestién ileal
mediante una tnica incubacién con fluido duodenal durante 12 h (método de un paso),
sin hacer una predigestién con pepsina/HCI. Sus resultados indican que la digestion
del almiddn y de la proteina se reproduce bien con fluido duecdenal, siendo pues
suficientes las enzimas pancredticas para digerir estos nutrientes. Sin embargo, para
digerir fibra comprueban que el fluido duodenal no es suficiente, y al incubar las
muestras con otros dos indculos: fluido ileal o extracto de heces, que contienen
enzimas microbianas, consiguen una mayor desaparicion in vitro de la fibra. Como
ademas los valores de desaparicién in vitro de la MS y EB son mayores con fluido ileal
o extracto de heces que con fluido duodenal, globalmente también queda patente la
necesidad de enzimas microbianas para digerir |a fibra.

Aunque no son trabajos de prediccién, Furuya et al. (1979) presentan una
scuacion de regresion entre la digestibilidad de la MS fecal y la digestibilidad in vitro
de la MS, con una alta correlacion (R?=0,96) y buena precision (drs=1,1). Graham et al.
(1989) obtienen también una correlacion bastante buena entre {a digestibilidad ileal de
la MS y de la EB y la desaparicion in vitro de la MS con fluido duodenal en 5 piensos
(R*=0,79 y 0,77 (p<0,05), respectivamente). Sin embargo no encuentran correlacion
entre la digestibilidad ileél de la fibra y la desaparicién in vitro de la fibra con fluido
duodenal, pero si entre la digestibilidad fecal de la fibra y la desaparicion in vitro de la
fibra con fluido ileal o extracto de heces (R*=0,88 (p<0,05), en ambos casos).

En aves, Clunies y Leeson (1984), basandose en el método de Furuya et al.,
estudian la influencia de distintos factores sobre la digestibilidad in vitro. Con 4
piensos (de contenido en FB menor del 8%), obtienen valores de digestibilidad in vitro
similares a los de digestibilidad in vivo ileal. Ademas obtienen una buena estimacion
de la dMS fecal (R?=0,96, drs=1,06). Una correlacion similar obtenian previamente
Sakamoto ef al. (1980), también con 4 piensos (R*=0,96). A partir de estos resultados

se puede concluir que el fluido yeyunal porcino simula bien la digestion ileal de las

62



REVISION BIBLIOGRAFICA

aves. Este método parece aplicable, por tanto, & especies tan distintas como cerdos y
aves.

Pero los métodos con fluidos intestinales requieren animales donantes, lo que
constituye su principal inconveniente, y dichos fluidos no estan bien definidos ni
estandarizados. Por ello se planteé la necesidad de sustituirlos por enzimas
equivalentes mas faciles de conseguir. Algunos autores (Dierick et al.,1985; Vervaeke
et al., 1989) comprobaron experimentalmente que los fluidos intestinales podian ser
reemplazados por una solucion de pancreatina comercial apropiada, sin reducir la
precision de las predicciones. Esta sustitucion contribuye, ademas, a que las técnicas
sean méas reproducibles entre laboratorios. Asi, en la bibliografia consuitada, se
encuentran diversos trabajos que utilizan este preparado comercial en el segundo
paso. En general, dichos trabajos se plantean obtener valores de digestibilidad in vitro
para predecir |a digestibilidad ileal de la PB, del N y de amino&cidos, por |lo que se
discutiran en el apartado I1.2.4.6. No obstante, algunos autores presentan también
correlaciones para la MS y para la MO. Asi, Vervaeke et al. (1989), con un método a
base de pepsina/pancreatina, obtienen una buena correlacion (R*=0,81) entre la
digestibilidad in vitro de la MS y la digestibilidad in vivo ileal de la MO, con 8 dietas
experimentales de contenido en fibra creciente, aportada siempre por iguaies
cantidades de alfalfa, salvado de trigo y pulpa de remolacha.

También Boisen y Ferndndez (1991a y b) con su método de
pepsina/pancreatina obtienen valores de digestibilidad in vitro de la MS y de la MO.
Las condiciones de incubacién de esta técnica han sido modificadas a partir de las de
Asp et al. (1983). En general los valores in vitro no difieren significativamente de sus
correspondientes valores in vivo, aunque son mayores en el caso de los concentrados
proteicos (torta de soja, de colza y de girasol y concentrado de hierba) y menores en el
caso de los cereales (cebada, trigo, avena). Un caso particular es el centeno, cuya
dMS ileal es altamente sobreestimada por el método in vitro (Boisen y
Fernandez,1991a). Las principales ecuaciones obtenidas en estos dos trabajos se

presentan en la Tabla 5. Como se puede apreciar, se obtiene una alta correlacion
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entre la digestibilidad ileal de la MS y de |a energia y los valores in vitro, para 7 de las
8 materias primas estudiadas (se excluye el centeno) (R*=0,94, drs=1,5). Cuando se
utilizan piensos de composicion muy variable y en namero mayor {n=52) empeora
notablemente la prediccién (disminuye el R? a 0,568 y aumenta el drs a 3,5), si bien el

rango de prediccidn es mucho mayor.

Tabla 5. Ecuaciones de regresién entre digestibilidad in vivo ileal/fecal de MS y
energia (en cerdos y aves) y digestibilidad in vitro con técnicas multi-

enzimaticas de digestion pre-cecal.

n alimento” Ecuacién’ R® drst Referencia

7 MP dMS; = -32,5+ 1,47 vMS 0,94 1,5 Boiseny Fernandez (1991a)
7 MP dEj=-6,5+ 1,11 vMS 0,94 1,5 Boiseny Fernandez (1991a)
52 P dE; = 1,9 + 0,83 vMO 0,58 3,5 Boiseny Fernandez (1991b)
71 P EMA =0,88 vED 0,71 0,15 Valdésy Leeson (1992)

* P, piensos ; MP, materias primas.

T dMs;, digestibilidad in vivo ileal de |la materia seca; dE;, digestibilidad in vivo ileal de la energia bruta;
EMA, energia metabolizable aparente; vMS, digestibilidad in vifro de la materia seca ; VMO,
digestibllidad in vitro de la materia organica; VED, energia digestible in vifro.

¥ desviaclén residual estandar.

En aves, Valdés y Leeson (1992), utilizando también pancreatina comercial,
estiman la energia metabolizable aparente (EMA) a partir de la energia digestible in
vitro. Analizan 71 dietas para aves formuladas a partir de una gran variedad de
ingredientes proteicos y energéticos. Como contienen entre un 1 y un 6% de grasa
afadida, afiaden sales biliares a la pancreatina para facilitar su emulsion. Los valores
in vitro que obtienen son siempre mayores que [0S valores in vivo, y la correlacion
entre ambos es bastante buena (R?=0,71), como se puede apreciar en |a Tabla 5 A
partir de este trabajo, y también de los de Ciunies y Leeson (1984) y Sakamoto et al.

(1980), ya citados, se puede concluir que los métodos in vitro de digestion pre-cecal
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(bien con fluidos intestinales o con pancreatina) estiman bien la digestibilidad total y la
EMA en aves, ya que en éstas la fermentacion en el intestino grueso tiene poca
importancia, pudiéndose considerar la ecuacion obtenida aceptable para la prediccion.
Los mismos autores prueban el método sobre materfas primas. Los resultados que
obtienen indican que la EMA de los concentrados proteicos unas veces se estima bien
(soja extrusionada, soja tostada), y otras se sobreestima ligeramente (torta de soja,
gluten de maiz) y que los cereales, en general, se subestiman por el método (excepto

la cebada, que se sobreestima).

1L2.4.5. Métodos in vitro de digestibilidad de la MS y MO, con utilizacion de
enzimas endégenas del animal y microorganismos o sus enzimas
(hidrocarbonasas microbianas).
Ecuaciones de prediccién de la digestibilidad fecal de la MS, MOy
EB, para cerdos.

Los métodos multi-enzimaticos de digestibilidad in vitro en los que se utilizan
enzimas microbianas ademés de las enzimas enddgenas propias del animal, son
métodos que persiguen el objetivo de reproducir la digestidn a lo largo de todo el tracto
digestivo, y a veces también de predecir ia digestibilidad de la MS, de laMOQO y de la EB
de las dietas y materias primas destinadas a la alimentacién porcina, a nivel total o
fecal,

Constan de una, dos o tres incubaciones sucesivas de las muestras <on
distintos preparados enzimaticos, y el posterior analisis del residuo indigestible
recogido por filtracion (Cuadro 1).

Se puede decir, en general, que la mayoria de estos métodos no reproducen
exactamente la digestion del animal, es decir que no consiguen una buena simulacian,
pues los valores de digestibilidad in vifro no son iguales que los valores de
digestibilidad in vivo. En efecto, la digestibilidad in vitro en general sobreestima la
digestibilidad total in vivo de MS y de energia. Esto puede deberse a dos causas
fundamentales: en primer lugar, a las pérdidas de particulas de pequerio tamafo y de
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material soluble que se producen al filtrar (solubilizacién de minerales); y en segundo
lugar, a la presencia de material enddgeno y microbiano en tas heces, que no existe
en el residuo de la digestién in vitro. La digestion in vitro es, pues, una medida de la
digestién potencial mas que de la digestion que realmente tiene lugar en el cerdo.

Un método de una sola incubacién es el desarrollado por Lowgren et al, {(1989)
y por Graham et al. (1989), ya citados. Estos autores someten 5 plensos de cerdos a
un ataque con fluido ileal o extracto de heces y obtienen valores de desaparicion in
vitro de los principales componentes de la dieta (materia seca, energia bruta, proteina
bruta, almidon, fibra dietética y polisacaridos no amilaceos). Ambos inéculos presentan
enzimas del intestino delgado endégenas del animal y ademas microorganismos, tal y
como demuestran varios autores (Sambrook,1979; Zoipoulus ef al, 1983
Drochner,1984; Millard y Chesson,1984). Ademéas se les permite actuar sobre las
muestras durante 48 h. Imitan, por tanto, la digestion a nivel de todo el tracto digestivo.
Para todos los nutrientes se obtienen siempre valores de desaparicion in vitro mayores
que los de digestibilidad in vivo total. Por otra parte, los valores son similares con
fluido ileal y con extracto de heces para todos los principios nutritivos, incluida la fibra,
lo que indica que ambos inoculos presentan similar actividad enzimatica y microbiana.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ehle et al. (1982), que también
obtienen valores de digestibilidad in vitro de la fibra similares al utilizar fluido ileal o
heces,

Aungue es un trabajo de metodologia y no de prediccién, Graham et a/ (1989)
obtienen una correlacién aceptable entre la digestibilidad in vivo fecal de laMS y de la
EB y la desaparicién de MS in vitro con fluido ileal o extracto de heces (R*=0,71,
R?=0,66 y R*=0,72, R*=0,66 (p<0,01), respectivamente).

Un método de dos incubaciones es el desarrollado por Xia y Hall (1987). Estos
autores utilizan ell mismo método que Furuya et al. (1979) sustituyendo el fluido de
yeyuno por fluido ileal. Con 33 materias primas (cereales, concentrados proteicos
salvados y otras fuentes fibro-proteicas) obtienen buena correlacion (R*=0,83) entre la

digestibilidad in vivo total y la digestibilidad in vitro de la MO (Tabla §). Los valores
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obtenidos para concentrados proteicos y fuentes fibro-proteicas son practicamente
iguales que sus correspondientes valores de digestibilidad in vivo, aungque a veces se
sobreestiman (entre 3 y 7 puntos porcentuales). La digestibilidad de los cereales y
tapioca y de los salvados, sin embargo, se subestima siempre (entre 4 y 14 puntos
porcentuales, con una media de 7,5 puntos) lo que sugiere la necesidad de utilizar
amilasa, para alimentos ricos en almidén como los cereales. Estos resultados estan de
acuerdo con los de Lee et al. (1985), segun los cuales la amilasa pancreética es
insuficiente para digerir el almiddn in vitro. A pesar de |a buena correlacién obtenida,
los autores creen necesario hacer algunas modificaciones antes de considerar este
método como valido para la prediccion.

En los métodos de tres pasos, los dos primeros son similares en todas las
técnicas revisadas, incluyendo un primer ataque con pepsina/HCI y un segundo con
pancreatina para simular la digestién hasta el ileon. El tercer paso pretende evaluar el
valor energético potencial de la fibra susceptible de ser degradada por las enzimas
microbianas y varia segun el trabajo consultado.

Vervaeke ef al. (1989), teniendo en cuenta que la poblacion bacteriana del
intestino grueso del cerdo puede presentar similitud con la del rumen (segun apuntan
Fonty y Gouet,1989), adoptan el método desarrollado por Tilley y Terry (1963) para
rumiantes, utilizando fluido ruminal come indculo en el tercer paso. Los resuitados que
obtienen, con 8 dietas experimentales de contenido en fibra creciente demuestran que
tras una preincubacién con pepsina y pancreatina, la fermentacion de la MO en el
intestino grueso se puede estimar éon considerable precision tras |la incubaciéon con
fluido ruminal. Llegan a esta conclusion al obtener valores de digestibilidad in vitro de
la MO en el intestino grueso (por diferencia entre los valores obtenidos con Pepsina +
Pancreatina + Fluido Ruminal y los obtenidos con sélo Pepsina + Pancreatina)
similares a los de digestibilidad in vivo en el intestino grueso (cbtenidos por diferencia
entre los valores de digestibilidad total e ileal). Ademas, los valores de digestibitidad in
vitro de la MO con 3 pasos les salen siempre mayores (un 30% en media) que los

obtenidos sdlo con pepsina-pancreatina. Estos resultados ponen de manifiesto, una
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vez mas, la importancia que tiene la inclusion de enzimas microbianas para simular |a
digestion de !a fibra en el intestino grueso del cerdo.

Trabajos més recientes sustituyen el fluido ruminal por enzimas o complejos
enzimaticos comerciales, pues diversos trabajos en rumiantes han demostrado que la
fermentacién microbiana se puede simular con enzimas microbianas (Aufrére y
Michalet-Doreau, 1988).

Metz v Van der Meer (1985) describen un método in vitro para predecir la
digestibilidad fecal de la MO utilizando celulasa en el tercer paso, tras dos
incubaciones sucesivas con pepsina y pancreatina suplementada con lipasa, sales
biliares y amiloglucosidasa. Las ecuaciones de prediccién que obtienen con 16
piensos y con un conjunto de 34 materias primas y piensos, de los que no se describen
sus ingredientes ni su composicion guimica, figuran en la Tabla 8. En un trabajo
posterior, Van der Meer y Pérez (1992), valoran las mismas 16 dietas sin afiadir nada
a la pancreatina, Las razones que les inducen a afiadir o no otros reactivos no estan
explicadas en estos trabajos, quedando esta cuestién aun por dilucidér. En cualquier
caso, obtienen una mejor estimacién de la dMO cuando no afiaden nada (R?*=0,85,
drs=2,01 vs. R?=0,72, drs=2,7).

El método descrito por Van der Meer y Pérez (1992), a base de pepsina,
pancreatina (sin afladir nada) y celulasa, se plantea, igual que el anterior, el objetivo
de predecir Ja digestibilidad fecal de la MO. Es un trabajo gque valora in vitro 89 piensos
para cerdos valorados in vivo en 4 paises europeos (Francia, n=43; Holanda, n=16;
Alemania, n=18 y Suiza, n=12). Las muestras, junto con sus valores de digestibilidad in
vivo de la MO y su composicién quimica, proceden de los distintos laboratorios y los
andlisis de digestion in vitro se llevan a cabo siempre en el laboratorio holandés. Son
piensos elaborados a partir de una base de cereales a la que se anaden cantidades
diferentes de subproductos fibrosas y presentan un contenido de extracto etéreoc entre
un 1y un 10%, con un 5% de media. Es un método de prediccion pues obtiene buena
correlacion entre las digestibilidades in vivo e in vitro de la MO (R2=O,85; drs=2), como

puede apreciarse en la Tabla 8. La inclusion del InNFB como variable en un analisis de
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regresion multiple mejora la prediccion (R?=0,90; drs=1,7). Los autores indican que,
teniendo en cuenta la baja reproducibilidad del andlisis de FB (obtenida en el Ring
Test de Van der Meer, 1984), cabe pensar que si la FB de las 89 dietas se hubiera
analizado en el mismo laboratorio, la prediccion de la ecuacién hubiera mejorado mas.
Por otra parte, se comprueba que si se elimina la incubacion con celulasa, la precision
de la ecuacién empeora aumentando la desviacion residual estandar (de 2,5a35), en
26 materias primas estudiadas (Van der Meer, citado por Van der Meer y Pérez, 1992),
sugiriendo |la importancia del tercer paso de la técnica, aunque la simulacion lograda

no sea perfecta.

Tabla 6. Ecuaciones de regresién entre digestibilidad in vivo fecal de MS, MO y
energia (en cerdos) y digestibilidad in vitro con técnicas multi-enzimaticas de

digestion total.

n alimento” Ecuacién' R® drst Referencia

34 MP+P dMO=-18+099vMO 0,83 3,8 Metzy Van der Meer (1985)
16 P dMO =-1,0+ 0,98 VMO 0,72 2,7 Metzy Van der Meer (1985)
33 MP dMO = 1,05 vMO 0,83 - XiayHall(1987)

7 MP dMS =-46+1,02vMS 0,94 1,9 Boiseny Fernandez (1991a)
7 MP dE =-8,1 + 1,07 vMS 0,92 2,5 Boiseny Fernandez (1991a)
51 MP dE=-19,1+1,16vMO 0,96 3,2 Boiseny Fernandez {1991b)
52 P dE=-249+123vMO 0,85 22 Boiseny Fernandez (1991b)

_89 P dMO =12,5+0,80vMO 0,85 2,0 Vander Meery Pérez (1992)
* P, piensos ; MP, materias primas.

1 dMs, digestibliidad in vivo fecal de la materia seca ; dMO, digestibilidad in vivo fecal de la materia
orgénica ; dE, digestibilidad in vivo fecal de ia energia bruta; vMS, digestibilidad in vitro de ia materia
seca ; VMO, digestibilidad in vitro de la materia organica.

¥ desviacién residual estandar.
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Boisen y Ferndndez (1991a y b) desarrollan un método para predecir la
digestibilidad fecal de la materia seca y de la energia incorporando a las dos
incubaciones descritas (pepsina y pancreatina) una tercera con un preparado
enzimatico fungico: Viscozyme. Este preparado se produce a partir de una cepa
seleccionada de Aspergillus y es un complejo multi-enzimatico que contiene un amplio
conjunto de hidrocarbonasas (celulasa, hemicelulasa, arabinasa, xylanasa, (-
glucanasa y pectinasa). En la Tabta 6 se recopilan las ecuaciones de regresion
obtenidas. En el trabajo de Boisen y Fernandez (1991b), si se compara la ecuacion
obtenida con piensos (52 piensos de composicion muy variable) con la obtenida con
materias primas de origen vegetal (51 muestras de las materias primas mas
cominmente utilizadas en Dinamarca: cebada, maiz, trigo, avena, centeno, salvado de
trigo, mandioca, torta de maiz, de soja, de girasol, de coco y de colza, guisantes,
concentrado de hierba, harina de pescado, de carne y de huesos, leche desnatada en
polvo y suero en polvo), en ambos casos se obtienen correlaciones aitas, aunque en el
caso de las materias primas se obtiene mejor coeficiente de determinacion (R*=0,96)
que en los piensos (R*=0,85). Esto se debe, segun los autores, al menor rango de
digestibilidad que presentan los piensos, en comparacion con un rango mas amplio,
tanto de digestibilidad como de compaosicion quimica, de las materias primas. En todo
caso, la conclusion que se puede sacar de este trabsjo es que el método de
digestibilidad in vitro que proponen estos autores se puede utilizar para estimar el
valor energético tanto de piensos como de materias primas. Ademas, el método resultd
ser muy reproducible en un Ring Test en el que participaron 9 laboratorios daneses,
por lo que desde 1993 se considera un método oficial de valoracion energética de los
piensos comerciales elaborados en este pais (Boisen y Fernandez 1993). Por otra
parte, utilizando sélo 7 materias primas (Boisen y Fernandez, 1991a), también se
.obtienen altas correlaciones (R?*=0,94 y R*=0,92), aunque en este caso el escaso
numero de datos puede haber favorecido las correlaciones obtenidas.

En general, considerando la Tabla 6 globaimente, se puede apreciar que l0s
valores de digestibilidad in vitro de la MO estéan muy correlacionados con la
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digestibilidad in vivo fecal de la MO y de la energia (presentando coeficientes de
determinacion, R? entre 0,72 y 0,96, y drs siempre inferiores a 3,8), para una gran

variedad de piensos y materias primas.

[L2.4.6. Métodos in vitro de digestibilidad de la proteina, nitrogeno Yy
amino4acidos, con enzimas endégenas de estébmago e intestino
delgado.

Ecuaciones de prediccién de la digestibilidad ileal y fecal de la PB,
PD, N y aminoacidos, para cerdos.

Como ya se ha dicho en apartados anteriores, la investigacién en ganado
porcino se ha encaminado fundamentalmente hacia el desarrollo de técnicas in vitro
que tratan de imitar la digestién pre-cecal del nitrégeno (N) y aminoécidos, sobre todo
de materias primas. Para ello se han utilizado técnicas multi-enzimaticas de una Unica
incubacion o de dos incubaciones sucesivas bien con preparados enzimaticos
comerciales o con fluidos intestinales. Algunas de ellas se han planteado, ademas, el
objetivo de predecir |a digestibilidad ileal o fecal de estos nutrientes,

En conjunto, con todas las técnicas de digestién in vitro desarroliadas para
cerdos, se obtienen valc_::res de digestibilidad de los componentes nitrogenados
mayores que sus equivalentes valores in vivo, obtenidos tanto a nivel ileal como fecal.
Esto, ademas, es asi ya se utilicen fluidos intestinales o enzimas comerciales, en la
técnica. La magnitud de esta diferencia varia segun el trabajo consuitado. Cuando se
comparan los valores de digestibilidad in vitro con los de digestibilidad in vivo ileal, se
encuentran diferencias medias de 13 (Dierick ef al. 1985) o de unos 20 puntos
porcentuales (Graham et al.,1989; Boisen y Fernandez, 1991a y 1995; Cone y Van der
Poel,1993). Si se compara con la digestibilidad in vivo fecal, las diferencias que se
obtienen son de alrededor de 4 puntos (Furuya et a/,1979; Dierick ef al. 1985), o de
unos 14 puntos (Graham et al.,1989; Boisen y Fernandez,1991a). Los valores de
protema digestible (PD) in vitro obtenidos por Babinszky et al. (1990) son siempre

mayores que los de PD fecal in vivo, si bien esta diferencia es sélo de 1,35 puntos
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porcentuales, en media. Una posible explicacion a ésto es la presencia de material
endégeno y microbiano en la digesta ileal y en las heces del animal, que supone un
aumento de la cantidad de proteina presente en ellas, y se traduce en una menor
digestibilidad aparente in vivo de la proteina. El residuo in vitro estd, sin embargo, libre
de contaminacion enddgena o microbiana, por lo que todo el N presente en el mismo
procede del alimento, /n vitro, ademas, todo el N que se solubiliza se contabiliza como
N digerido, mientras que in vivo hay N que se solubiliza pero que no se absorbe,
contabilizandose como N no digerido. La digestibilidad in vitro es, por tanto, una
medida de la digestibilidad potencial o real.

Muchos de los trabajos que ya se han comentado en el apartado IL.2.4.4 se
realizaron, en principio, para valorar in vitro la digestibilidad ileal de la proteina o del N
y de determinados aminoacidos. De todos ellos se puede concluir que, en general se
obtienen correlaciones peores para los componentes nitrogenados que para la MS.
Ademés, en general, muchos de ellos estan basados en un ndmero de datos muy
escaso, ya que son de metodologia, por lo que las ecuaciones que dan no son validas
para la prediccién.

Entre los que utilizan fluidos intestinales, los de Lowgren et al. (1989) y de
Graham ef al. (1989), ya han sido citados en apartados anteriores. Estos autores
obtienen valores de desaparicion in vitro de la PB mayores con fluido duodenal que
con fluido ileal o heces, y mayores también con fluido ileal que con extracto de heces.
Esto puede deberse, en parte, a que una cantidad de la PB presente en el residuo de
la digestion con fluido ileal o heces es de origen microbiano y se esta contabilizando,
sin embargo, como protefna alimentaria no digerida. Esta circunstancia no se da al
inocular con fluido duodenal, ya que éste no contiene microorganismos. Al
correlacionar |a digestibilidad in vivo ileal de la PB con la desaparicion in vifro de la PB
con fluido duodenal obtienen un coeficiente de determinacion, R?*=0,77 (p<0,05), con 5
muestras. Sin embargo, si el indculo es fluido ileal o extracto de heces no hay
correlacion con la digestibilidad in vivo fecal de la PB. Una explicacién puede ser,
segln los autores, la mayor variabilidad de los valores de digestibilidad in vivo ileal
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comparados con los de digestibitidad total; y otra, la mayor cantidad de N endégenc en
la digesta ileal con respecto & las heces, que daria valores mas variables de
digestibilidad ileal.

Furuya ef al. (1979), con su método de dos pasos (pepsina y fluido de yeyuno
porcino), correlacionan la digestibilidad in vitro de la PB con la digestibilidad in vivo
fecal de la PB, y obtienen una alta correlacion (R*=0,96; drs=1,2; p<0,01), con 7
piensos comerciales.

En aves, Clunies y Leeson (1984), con 4 piensos y basandose en la técnica de
Furuya ef al. (1979), estiman la digestibilidad /in vivo fecal de la PB con peor
correlaciéon y precision (R*=0,77, drs=1,65), mientras que Sakamoto et al. (1980),
también con 4 piensos, obtienen una correlacion muy alta (R?=0,98).

Los métodos desarrollados para el cerdo, utilizando pancreatina, estan
recopilados en la Tabla 7. Babinszky et a/. (1990), investigan 7 materias primas y 16
piensos para cerdos. Los piensos se componen en més de un 50% por subproductos
de cereales y mandioca y el resto por subproductos oleaginosos. Presentan un
contenido en EE entre un 1,4 y un 9,5% (media de 7,1 £ 7,1%) y el de las materias
primas se encuentra también dentro de este rango (salvo en el caso de |a semilla de
colza, que tiene un 38%). La correlacién de PD in vitro con la PD in vivo fecal mejora
ostensiblemente si se hace una extraccién previa de los lfpidos con un solvente en
lugar de afadir lipasa y sales biliares a la pancreatina (R*=0,90, drs=6,2 g/KgMS vs.
R?*-0.64, drs=10) para los 16 piensos estudiados. La pancreatina es, pues,
insuficiente, cuando las muestras tienen un contenido en EE elevado, siendo
necesario facilitar la hidrélisis de la grasa mediante tratamientos complementarios. Los
mismos autores también consideran necesario afadir amilasa, por el alto contenido de
almidén que tienen los piensos, aportado por los subproductos de cereales y mandioca
(el contenido en FB de los piensos es de 3 a 11% (media 7 + 2%), y el de las materias
primas de 5 a 16% (media 9 + 4%)). En la Tabla 7 se muestran las ecuaciones de
regresion obtenidas para piensos y materias primas sometidas a una pre-extraccién de

la grasa. En ambos casos la correlacion encontrada es alta, y lo es mas en el caso de
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las materias primas debido al amplio rango de PB que presentan (de 4 a 47%}), siendo
menor el de {os piensos (de 17 a 22%). Sin embargo, la desviacion residual estandar
de la ecuacién obtenida con las materias primas es muy elevada (17,4), lo que indica

una gran imprecision de la prediccién.

Tabla 7, Ecuaciones de regresion entre PD y digestibilidad in vivo ileal/ fecal de PB y
N (en cerdos) y digestibilidad in vifro con teécnicas multi-enzimaticas de

digestién pre-cecal.

n alimento” Ecuacion’ R®* drsf Referencia

30 P+MP dNf=726+0,85vN 0,76 6,7 Dierick et al. (1985)
30 P+MP  dN;=24,75+0,57vN 031 6,7 Dierick etal (1985)

7 MP PDf=-12,2+0,97 vPD 0,98 17,4 Babinszky et al. (1990)
16 P PDs=-29,1 +1,11vPD 0,90 62 Babinszky et a/. (1990)
52 P dN;=29,9+060vNc 0,46 32 Boiseny Fernandez (1991b)
52 P dNf=-7,4+1,09vNc 0,72 27 Boiseny Fernandez (1991b)

61 MP dNf= 0,7 + 0,97 VNC 0,86 6,3 Boiseny Fernandez (1991b)
48 P dN;=238+067vNc 056 29 BoisenyFernandez (1995)

15 MP dNij=-3,1+1,04vNc__ 092 35 Boiseny Fernandez (1995)
* P, piensos ; MP, materias primas.
t dPBy, digestibilidad in vivo fecal de la PB (%); dNy, digestibilidad in vivo fecal del nitrégeno (%), dN;,
digestibilidad in vivo ileal del nitrégeno (%); PDs proteina digestible in vivo fecal (g/Kg MS); vPB,
digestibilidad de la PB in vitro (%); vN, digestibitidad deil nitrégeno in vitro (%).; vPD, proteina digestible
in vitro (g/Kg MS); vNc, digestibilidad del nitrégeno in vitro corregido segun pérdidas endégenas (%).

¥ desviacidn residual estandar.

Segun el método de Boisen y Fernandez (1991b) los valores de digestibilidad in
viro del N (vN) y de los aminodcidos son mucho menos variables que sus
correspondientes valores de digestibilidad aparente in vivo (dN), en los 52 piensos y

las 61 materias primas estudiadas (51 de origen vegetal y 10 de origen animal} y
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siempre mayores, como ya habiamos comentado. Los mismos autores, en otros
trabajos (Boisen y Fernandez,1991a y 1995), observan lo mismo con 7 y con 15
materias primas (cereales y concentrados proteicos), respectivamente. Ademas, en
ninguno de estos estudios se encuentra correlacion entre vN y dN iteal (ni tampoco
con la dN fecal), lo que se atribuye al N enddgeno. Similares resultados obtienen Cone
y Van der Poel (1993), basandose en el método de Babinszky ef al. (1990), pues
obtienen una correlacién muy pobre (R?*=0,23) entre los valores de digestibilidad del N
in vivo e in vitro, de 48 piensos concentrados. Ademas, estos autores tambien lo
atribuyen al N endégeno. Se considera, por tanto, que sdlo se puede comparar {a
digestibilidad in vitro del N con la digestibilidad aparente tanto a nivel ileal como fecal,
después de hacer una correccion de ios valores de vN segun las pérdidas de N
enddgeno.

La mencionada correccidon se hace de la siguiente manera: se calculan las
pérdidas de N endégeno por diferencia entre los valores de digestibilidad in vitro e in
vivo del N a nivel ileal. Estas pérdidas a veces estan correlacionadas con la MS del
residuo (MS indigestible), en cuyo caso los valores de vN se corrigen en funcion de
ésta; cuando no se da esta correlacién, se utiliza un valor medio de N enddgeno para
corregir los valores de vN. Posteriormente se obtienen las ecuaciones de prediccion de
la dN aparente ileal mediante correlacion con los valores de vN corregidos (vVNC).
Estas ecuaciones figuran en la Tabla 7. Por otro lado, también se obtienen las
ecuaciones de prediccion de la dN fecal segun valores de digestibilidad in vitro ileal del
N corregidas por las pérdidas de N enddgeno (Tabla 7). Del trabajo de Boisen y
Fernandez (1991b) se puede concluir que la técnica in vifro propuesta, corregida
segun las pérdidas de N enddgeno, es capaz de predecir mejor la dN fecal que la dN
ileal en las 52 dietas estudiadas, (R?=0,72, drs=2,7 y R?=046, drs=32,
‘respectivamente). Esto se debe, segun los autores, a que sus valores de dN ileal son
mucho menos- variables que los de dN fecal. Estos resultados coinciden con los que
obtienen Dierick et al. (1985), al valorar mediante su método in vitro de
pepsina/pancreatina un conjunto de 30 alimentos (6 piensos, no descritos en el trabajo,
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y 24 materias primas, entre las que abundan los cereales y los concentrados
proteicos), ya que obtienen una mejor estimacién de la dN fecal que ileal (R2=0,76 VS,
R?=0,31); si bien, las ecuaciones que obtienen estos uitimos incluyen como variable
independiente la digestibilidad in vitro del N sin hacer ninguna correccién por las
pérdidas de N endégeno (Tabla 7).

En trabajos posteriores de los mismos autores se obtienen también
estimaciones de la dN aparente ileal segin los valores in vitro corregidos por el N
endégeno. Asi, Boisen y Fernandez (1993) obtienen una correlacion de R?=0,55 vy
drs=2,9 para 33 dietas (no descritas en ei trabajo), y de R?=0,96 y drs=3,6, para 10
materias primas (cereales, tortas de soja, de girasol, de colza y concentrado de
hierba); y Boisen y Fernéandez (1995) obtienen una correlacion muy aita (R?=0,92,
drs=3,5), en 15 materias primas y peor en 48 piensos (R?=0,56, drs=2,9), seglin se
puede apreciar en la Tabla 7. De estos resultados se puede concluir que, en piensos,
las estimaciones de la dN ileal resultan, una vez mas, peores que la estimacion de la
dN fecal obtenida en el trabajo anterior (R*=0,55 6 0,56 vs. R*=0,72).

Cuando se valoran materias primas, la prediccion de la dN fecal con 61 datos es
buena y mejor que cuando se utilizan 52 piensos (R?=0,86 vs. 0,72}, lo cual puede
deberse, segin los autores (Boisen y Fernandez, 1991b), al mayor rango de
digestibilidad y de composicién quimica existente en el conjunto de materias primas
frente al que tienen los piensos. Si se utiliza un menor numero de datos (Boisen y
Fernandez, 1993 y 1995) aumentan enormemente las correlaciones obtenidas entre d
Nileal y vNc (R*=0,96 y R?=0,92, para 10 y 15 materias primas , respectivamente).

En cuanto a la digestibilidad in vitro de aminoéacidos, estos mismos autores han
prestado especial atencién a los mas limitantes en alimentacion porcina (Lys, Met,
Thr). En general, los aminoécidos se digieren in vitro practicamente igual que el N y las
pérdidas endégenés de cada amino&cido individuaimente se calculan igual que para el
N. Ademds estas pérdidas coinciden con el perfil de amino4cidos medido en la
proteina enddgena por Wunche et al. (1987). Por consiguiente, la digestibilidad
apa'rente ileal de los aminoacidos individuales se puede predecir satisfactoriamente
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con su digestibilidad in vitro, una vez hechas las correcciones por aminoacidos
endégenos, Asi, con 52 piensos (Boisen y Fernandez 1991b), se obtienen
correlaciones mayores que para el N, en el caso de la Lys (R?*=0,61, drs=2,8) y la Met
(R*=0,55, drs=2,3) y peor para la Thr (R*=0,37, drs=3,7); con 33 piensos (Boisen y
Fernandez,1993), las correlaciones son R*=0,72, 0,45 y 0,52, para Lys, Met y Thr,
respectivamente; y con 48 piensos (Boisen y Ferndndez, 1995), se obtienen valores de
R*=0,66, 0,55 y 0,53, para los mismos aminoé&cidos, respectivamente. En cuanto a los
aminodcidos no esenciales, se obtienen siempre correlaciones peores que para la

proteina.

11.2.4.7. Métodos de digestibilidad in vitro para determinar el valor nutritivo
de los alimentos para conejos.

Hasta el momento actual no se dispone de técnicas in vitro capaces de
reproducir con cierta fiabilidad el proceso digestivo det conejo ni de estimar de forma
correcta el valor nutritivo de las dietas y de las materias primas destinadas a la
alimentacion de esta especie, encontrandose pocos trabajos en la bibliografia sobre
digestibilidad in vitro en conejos.

Teniendo en cuenta la importancia que tiene la fermentacién en el ciego del
conejo, algunos trabajos intentan reproducir ésta utilizando métodos in vifro de una
s6la incubacién con distintos fluidos intestinales. En general comparan el fluido cecal
del conejo con el fluido ruminal bovino y aprecian siempre una mayor actividad
fermentativa de tos microorganismos ruminales que de los cecales. En efecto, segun
Aderibigbe y Cheeke (1993), los valores de digestibilidad /n vitro de la MS obtenidos
con fluido ruminal (vMSruminal) son mayores (p<0,05) que los obtenidos con fluido
cecal (vMScecal). Las 6 dietas utilizadas en este trabajo se incuban en un sistema
cerrado anaerobio (mediante gasificacién con CO,) durante 48 h, tiempo considerado
suficiente por los autores para obtener una adecuada digestién microbiana cecal y una
éptima fermentacién ruminal. Varian de un aito contenido en fibra y bajo en hidratos de
carbono fermentables o contenidos celulares, CC (30% FAD y 55% CC), al caso
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contrario {(13% FAD y 71% CC), y su contenido en proteina oscila entre el 15,7 y el
29% Los valores de vMSruminal son, ademas, muy semejantes a los valores de
digestibilidad in vivo (dMS), constituyendo el 99% en media de los valores de dMS,
mientras que los de vMScecal representan solo el 70%. Por otra parte, los valores de
vMScecal de los piensos fibrosos representan el 60% de los valores de vMSruminal,
mientras que en los piensos con mayor contenido en hidratos de carbono
fermentescibles representan el 80%. Estos resultados sugieren que la fermentacion en
el ciego del conejo es menos eficiente que en el rumen, particularmente para dietas
ricas en fibra, enfatizando la escasa capacidad que tiene el conejo para digerir |a fibra.
Por otro lado, tanto la vMScecal como ia vMSruminal muestran fuerte correlacion
negativa con la FAD (R?=0,90) y positiva con los CC (R*=0,86).

Scholtyssek y Seim (1988) obtienen resultados similares. Incubando durante 24
h, con liquido cecal de conejo o con liquido ruminal, 8 piensos comerciales para
conejos (FB=9,6-18,7; PB=12,8-22,4), cuantifican la cantidad de gas producido (GP,
ml) por tas bacterias cecales o ruminales en su actividad fermentativa, Los valores (ml
de GP) obtenidos in vitro con liquido ruminal resultan siempre mayores que los
obtenidos con liquido cecal.

Los resultados de estos dos trabajos est4n de acuerdo con lo apuntado por
Makkar y Singh (1987), que observan una mayor actividad celulolitica en el contenido
ruminal que en el cecal,

La utilidad del lfquido ruminal para simular la fermentacion cecal def conejo ha
sido también demostrada en trabajos de degradabilidad ruminal in situ. En este
sentido, Escalona et a/. (1995), utilizando el métado de las boisas de nylon, obtienen
valores de degradabilidad ruminal de la FND de 6 tipos de fibra, para distintos tiempos
de incubacién en el rumen de corderos. Los valores de desaparicion obtenidos tras 8 h
de incubacién se correlacionan bien con la digestibilidad total de la FND en conejos
obtenida por Garcia et al. (1995).

Al relacionar los valores in vitro con los de digestibilidad in vivo de MS, MO y
energia, los resultados obtenidos in vitro con fluido ruminal se correlacionan mejor que
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los obtenidos con contenido cecal, segin Aderibigbe y Cheeke (1993), déndose el
caso contrario en el trabajo de Scholtyssek y Seim (1988). En todo caso, estas
correlaciones se basan en un numero muy escaso de datos y seria necesario
validarias con un numero de datos mayor. Estos dltimos autores, utilizando liquido
cecal, estiman la EM (Mj/Kg MS) de las dietas en funcion del GP con un coeficiente de
determinacion, R2=0,69 y una desviacion residual estandar, drs=6,65. Esta estimacion,
es, sin embargo, peor que la obtenida con ja FB (R*=0,85; drs=4,75). La ecuacion
propuesta por |os autores es, no obstante, la que incluye los pardmetros GP y PB

ademas de la FB, ya que la precisién mejora significativamente:

EM (Mi/Kg MS) = 17,6 - 0,17 FB(%) - 216 (1/GP) (ml) + 0,13 PB(%)
R?=0,92 drs=3,50 n=8
De la misma manera, proponen las siguientes ecuaciones para gstimar la ED y

la dMO:

ED(Mj/Kg MS) = -5,55 - 0,20 FB + 0,84 GP - 0,01 GP2 + 0,16 PB
R?=0,92 drs=3,36 n=8

dMO(%) = 85,41 + 0,07 FB + 0,04 GP2 - 0,55 PB + 2,39 EE - 1,23 ELN
R?=088 drs=4,61 n=8

La ecuacion propuesta para la estimacion de la dMO es la que predice con
menor precisién a pesar de ser la que mas parametros incluye. No justifica, por tanto,
ol uso de tantas variables explicativas. Ademés, la variable ELN es linealmente
dependiente de todos los deméas parametros quimicos de la dieta, por lo que no es
estadisticamente correcta su inclusién en la ecuacion.

En todos los casos, la inclusidn del gas producido junto con la PB mejora el
coeficiente de correlacion y reduce el drs ademas de disminuir las diferencias entre los
valores predichos para cada pienso y sus valores obtenidos in vivo. La cuantia de esta
mejora, sin embargo, no es lo suficientemente importante como para justificar el uso de

un paradmetro como el GP, cuyos valores son dificiles de obtener, al necesitar animales
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donantes de liquido cecal. Ademas, el ndmero de datos en que se basa este trabajo es
muy escaso, por lo que sus conclusiones se deben tomar con precaucion.

Otro método de digestién in vitro desarrollado para valorar alimentos de conejos
es el de Llopis y Fernandez Carmona (1992). Estos autores prueban un método de una
séla incubacidn con contenido cecal, y un método multi-enzimatico de tres
incubaciones sucesivas con pepsina/HCI, pancreatina y contenido cecal de conejo
para valorar 3 materias primas (paja, alfalfa y cebada) y 10 piensos experimentales.
También prueban a eliminar |a tercera de estas incubaciones con el fin de simular
Unicamente la digestidn pre-cecal. Obtienen diferencias significativas (p<0,001) entre
los valores de digestibilidad in vitro de MS y de MO obtenidos con el método de tres
pasos y con el de dos pasos, siendo siempre mayores en el primer caso. También son
significativamente mayores los valores de digestibilidad in vitro con contenido cecal
Unicamente. Sin embargo los valores obtenidos con contenido cecal no difieren
significativamente de los obtenidos mediante las tres incubaciones, lo que confirma la
existencia de amilasas y proteasas en el fluido cecal, tal y como apuntan Blas (1986),
Makkar y Singh (1987) y Marounek ef al. (1995).

Por otra parte, no hay correlacién entre los valores de digestibilidad in vivo y los
obtenidos con la técnica de dos pasos, pero si con los obtenidos segun la técnica de
un sélo paso con contenido cecal (vMS+4) y con la técnica de tres pasos (vMS3). Estos
resultados indican la necesidad de simular de alguna manera in vitro la fermentacién
cecal del conejo.

En un andlisis de regresién simple, se obtienen las siguientes ecuaciones,

respectivamente:
dMS=14,43 - 0,86 vMS R?=0,99  drs=2 n=6
dMS=22,65 - 0,66 VMS3 R*=0,71 drs=6,6 n=13

El ataque con contenido cecal (vMS4) resulta, pues, mas representativo de la

digestibilidad in vivo.
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En un andlisis de regresién multiple, incluyendo también la variable FB, no se
consigue mejorar la estimacién segun el método de contenido cecal, pero si segun el
de tres incubaciones (R?=0,99, drs=2,66 y R’=0,92, drs=3,66, respectivamente).
Similares resultados se obtienen al incluir la FAD (R2=O,99, drs=2,26 v
R%=0,91,drs=3,44, respectivaments). Por consiguiente y teniendo en cuenta que la
técnica basada en un sdlo ataque con contenido cecal es mas rapida y sencilla, los
autores la consideran mas recomendable, si bien antes es preciso corroborar estos
resultados valorando un ndmero de muestras mayor, ya que este trabajo esta basado

en s6lo 6 muestras.

Finalmente, Xiccato et al. (1994), basandose en la tecnica de referencia
desarrollada por Ramos et al. (1992) prueban la eficacia de diferentes complejos
enzimaticos comerciales (Viscozyme, Bio-Feed Plus o Energex) frente a la ausencia de
enzima, en el tercer paso de un método de digestibilidad in vitro cuyos primeros dos
pasos son un ataque con pepsina y otro con pancreatina. Las 19 dietas utilizadas para
la calibracién son piensos comerciales cuya composicién guimica se corresponde con
los estdndares de alimentacion de las diferentes categorfas de conejos, Y
experimentales, para aumentar los rangos de composicion quimica y de digestibilidad.
En general los valores de vMO estén bastante proximos a los de dMO para todos los
complejos enziméticos estudiados y, légicamente, los valores de vMO obtenidos ai no
afadir ninguna enzima en el tercer paso son muy inferiores a los de dMO, lo que

indica la necesidad de incluir un paso que simule la fermentacion cecal.

Con el Viscozyme se obtienen las mejores predicciones de dMO y de ED segun
la digestibilidad in vitro de la MO (R*=0,74; R*=0,79, respectivamente), seguido por el
Energex (R?*=0,71; R*=0,72, respectivamente) mientras que con el Bio-Feed Plus o sin
enzima, se obtienen predicciones peores e iguales (R%*=0,55 y 0,59), comparables a las

obtenidas segun parametros quimicos como FB o FND.

Se puede pensar, por tanto, en la posible ventaja de un métedo multi-enzimatico

de digestion in vitro frente a un método quimico para estimar el valor nutritivo de
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piensos compuestos de conejos. No obstante, antes de poder afirmar que dicho
método sea mejor predictor que los parametros quimicos, es necesario demostrar que

sea mas repetible y reproducible que ol analisis de estos parametros.

En este sentido, otro de los objetivos de este trabajo fue comparar los
resultados obtenidos sobre los mismos piensos en dos laboratorios (Madrid y Padua),
utilizando ia misma técnica in vifro, para obtener una medida de la reproducibilidad del
método. Los valores que se obtuvieron en ambos laboratorios fueron diferentes y
también las pendientes de las dos ecuaciones de regresion (p<0,05), por lo que no fue
posible proponer una ecuacion de prediccion comun. La reproducibilidad del método
fue, pues, baja en este trabajo. Estos resultados, sin embargo, no son concluyentes, ya
que dos laboratorios no son suficientes para obtener un indice de ia variabilidad de un
andlisis. Es necesario, pues, realizar un Ring Test en el que participen un ndmero
adecuado de laboratorios (como minimo tres) antes de poder sacar conclusiones sobre
la reproducibilidad de este nuevo método de valoracion de alimentos in vitro, ¥
establecer la medida en que los valores obtenidos se pueden usar como variables

predictoras del valor energético de los alimentos para conejos.

En cuanto a la reproducibilidad de distintos andlisis quimicos, ya se ha

comentado en el apartado I1.2.2.2. de esta revision.
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IIL.1. DIETAS UTILIZADAS.

Para el desarrollo de los dos primeros objetivos de este trabajo experimental se
ha utilizado un total de 27 piensos para conejos. De ellos, 10 piensos comerciales han
sido suministrados por diversas empresas espafolas (Nanta, S.A.; Pascual, S.A;
Coren, S.C.L. y Rosell, S.A); 12 piensos experimentales han sido ya utilizados para
otras investigaciones en el Departamento de Alimentacién Animal de la E.T.S.I.
Agrénomos de Madrid, donde se ha flevado a cabo esta Tesis Doctoral, y 5 piensos
experimentales mas, proceden del Departamento de Ciencia Animal de la E.T.S.l
Agrénomos de Valencia. Los valores de digestibilidad in vivo de todos los piensos se
han obtenido mediante las correspondientes prusbas de digestibilidad realizadas en el
citado Departamento de Madrid, salvo de los 5 piensos procedentes de Valencia,
cuyos datos fueron obtenidos en su lugar de origen.

La Tabla 8 presenta los valores medios y el rango de variacion de la
composicidn quimica y de los valores de digestibilidad de estos 27 piensos.

E| contenido medio de PB de los piensos comerciales es de 17,6%, con un
estrecho rango de 3 unidades; el de FB es de 17,4% y el de FAD de 20,8%, con
intervalos de variacion también estrechos (de unas 5 unidades); el contenido de FND
es de 38% con un intervalo de 9 unidades y el de LAD de 5%. Los piensos
experimentales se seleccionaron de tal forma que no se desviaran mucho de los
rangos de proteina y de fibra normaimente presentes en piensos comerciales para
conejos. Asi, el contenido en proteina es similar en los piensos experimentales y en los
comerciales. Los experimentales, no obstante, contribuyen a aumentar los rangos de
fibra del conjunto total de piensos. Asi, ios rangos de FB, de FAD y de FND del total de
27 piensos son de 7,5, de 8,4y de 14,3 unidades, respectivamente,

| Los valores de dMS y de dEB de los piensos comerciales presentan un rango de
variacion estrecho (59 y 5 unidades, respectivamente). El de los piensos
experimentales es, sin embargo, muy amplio (de 17 y 14 unidades, respectivamente) y

abarca al anterior. La ED del conjunto varia entre aproximadamente 2.300 y 3.000
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Kcal/Kg; la dPB entre 68 y 79% y la dFB entre 0 y 28%. La dPB presenta una

desviacién estandar relativamente baja (2,56), mientras que la de la dFB es aita (6,47).

Tabla 8. Composicién quimica (% sM8) y digestibilidad (%) de los piensos espafioles.

Piensos comerciales (n=10)

Piensos experimentales (17)

min m max d.e. | min m max__ d.e.
Cenizas 726 B85 062 1,00 |628 8584 1184 172
EB{Kcal/Kg) 41444 42749 44791 9085 [41523 42098 4456 7840
PB 1621 1763 1835 1,00 |i58 1828 20 1,18
FB 1433 17,41 1872 1,42 |121 1588 196 231
FND 3315 37,98 4249 320 |2025 37,12 4351 415
FAD 1785 20,82 2206 163 (1475 1897 2317 237
LAD 432 518 615 051 |309 483 653 090
dms 57,35 60,44 633 189 |552 6303 72 393
dEB 5752 60,26 625 1,78 |556 6249 85 367
ED(KcallKg) 24865 25752 26884 71,79 | 2308,7 2688,1 20843 180,05
dPB 68,47 7284 7613 259 |6008 7368 788 257
dFB 833 1799 2564 627 013 17440 278 990
tn=7

min: valor minimo; m: valor medio; max: vator méximo; d.e.: desviacién estandar; EB:
energia bruta; PB: proteina bruta; FB: fibra bruta; FND: fibra neutro detergente;FAD: fibra
acido detergents; LAD: lignina acido detergente; dMS, dEB, dPB y dFB: digestibilidad de la

MS, EB, PB y FB; ED: energia digestible.

El contenido en materias primas es similar en todos los piensos (tanto en los

comerciales como en los experimentales), como se puede apreciar en la Tabla 9. Los

piensos experimentales presentan varios ingredientes mas en su composicion

(mandioca, germen de maiz, granilla de uva, soja integral, cascarilla de avena,

subproducto de pimentén, raicilla de cebada, pulpa de citricos, suero), pero en
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general, a niveles de inclusidon muy bajos. Las principales fuentes de energia son la
cebada y el trigo; de fibra, la alfaifa y la paja, aunque el salvado de trigo o el gluten
feed tambien forman parte de la mayoria de los piensos; y de proteina, la soja y el
girasol. L.os piensos comerciales presentan grasa anadida, pero su contenido es

siempre inferior al 3%.

No se incluyen en este conjunto los piensos experimentales con niveles de
grasa o de pulpas de remolacha superiores a los habitualmente presentes en piensos

comerciales.

Tabla 9. Composicién en las principales materias primas (%) de los piensos espafioles.

Piensos comerciales (n=10) Piensos experimentales {n=17)
Materia prima__min__ m max moda de [min_m méax moda d.e.
Alfalfa 15 30,15 48 335 995 |10 27,43 582 3 12,23
Saivado 15 23,86 32 24,4 737 |0 21,39 70 0 21,13
Soja 0 1,57 725 O 286 |0 7,48 179 8 5,38
Girasol 0 10,49 148 11 450 |0 7,29 32 0 8,7
Cebada 4] 5,83 1086 63 334 |0O 22,75 &0 10 17,64
Trigo 0 3,72 19 0 588 |0 2,30 23 0 6,60
Paja 0 4,45 738 5 247 |0 5,72 20 6 5,72
Grasa 0,5 152 3 05 097 |O 0,50 29 0 0,85
Meilaza 15 3,38 4 4 094 |0 0,42 22 0 0,65
Pulpa R. 0 381 15 o 502 | 2.21 13 0 406

min: valor minimo; m: valor medio; méax: valor maximo; d.e.: desviaclon estandar

Por otra parte, se ha comprobado el comportamiento del método de digestién in
vifro propuesto al aplicarlo a piensos con unas caracteristicas particulares, debido a su

"composicién en determinadas materias primas (fibras altamente digestibles o grasas) y
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que, por tanto, difieren bastante de los piensos “normales” para conejos. Para ello,
disponemos de 14 piensos experimentales utilizados en otros trabajos llevados a cabo
en el Departamento. Ocho de ellos llevan pulpa de remolacha, 5 de ellos en
sustitucion de cebada (con un 15, 30, 35 & 50%) y los 3 restantes en sustitucion de
heno de alfalfa (con un 10, 20 & 30%). Su composicion se describe en los trabajos de
Garcia ef al. (1993) y Motta (1990), respectivamente. Seis piensos llevan grasa
afadida (un 3% 6 un 6%) y se describen en Fernandez et a/. (1994).

Todos estos piensos presentan un rango de dMS comprendido entre 56,7 y
70,3, es decir incluido en el rango de dMS de los 27 piensos gque sirven de base para

este trabajo.

Para llevar a cabo el tercer objetivo de esta tesis, se ha utilizado un total de 119
piensos procedentes de 5 pafses europeos. De ellos, 34 han sido suministrados por el
Dr. Maertens (Government Research Station for Small Stock Husbandry, Merelbeke,
Bélgica); 19 por el INRA (Station de Recherches Cunicoles, Castanet Tolosan,
Francia); 17 por el Dipartimento de Scienze Zootechniche de la Universidad de Padua
(Italia} y 22 por el Instituto Superior de Agronomia de la Universidad de Lisboa
(Portugal). Los 27 piensos restantes son los ya utilizados para el primero de los
objetivos de esta tesis doctoral, es decir los valorados en Espaia.

Los coeficientes de digestibilidad in vivo hablan sido obtenidos en sus
respectivos lugares de origen mediante la metodologia normaimente empleada por
cada uno de estos equipos de trabajo para sus ensayos de digestibilidad’. Los andlisis
de composicidn quimica han sido realizados en el laboratorio de nuestro Departamento
de Madrid.

En la Tabla 10 figuran los valores medios de composicién gquimica y de

digestibilidad de la MS de los piensos por paises, asi como sus valores extremos y

| Hasta ahora la metodologia para llevar a cabo ias pruebas de digestibilidad de piensos para conejos,
no habia sido estandarizada. Sin embargo, existe ya un método de referencia (Pérez et al,1995)
elaborado por el European Group of Rabbit Nutrition -EGRAN-, tras realizar un Ring Test sobre ensayos
de digestibilidad entre ios 8 |aboratorios que componen dicho grupo de trabajo.
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desviacién estandar. No se incluyen los 27 piensos espafioles pues ya figuran en la
Tabla 8.

Todos son piensos experimentales (excepto 3 de ltalia, y los ya mencionados 10
de Espafia), de los cuales muches habian sido disefiados para valorar distintas
materias primas.

A la vista de la Tabla 10, y teniendo presente la Tabla 8, se puede decir que, en
general, todos los piensos tienen un contenido medio en FB del 15%. El contenido en
FAD es de un 20%, salvo en los piensos franceses que es més bajo (17%). Los
valores medios de FND presentan, sin embargo, una mayor variacion entre paises,
destacando particularmente el rango amplio que presentan Ios piensos de Francia.

En general la variabilidad de estos tres parametros de fibra es menor en los
piensos de ltalia, Portugal y Espafia que en los de Bélgica y Francia.

La PB es en media de un 18%, siendo su valor ligeramente menor en los
piensos de Portugal (17%) y mayor en los de Bélgica (18,5%). En cuanto a la LAD, los
piensos de Bélgica son los mas lignificados (6%) y los de Portugal, los menos (3,7%).

El mayor rango de variacion en los valores de dMS lo presentan los piensos de
Bélgica (22 unidades), pues hay piensos con digestibilidades bajas (valor minimo:
49%), siendo su valor medio el més bajo (61%). Los piensos de Francia son, por el
contrario, los que tienen valores mas altos (valor maximo: 7"9%), siendo su valor medio
también el mas alto (67,5%) y su rango de 19 unidades. Los piensos de Portugal
presentan, sin embargo, un rango de variacion muy estrecho (9,5 unidades), con
valores comprendidos entre 60,4 y 70% (valor medio: 64%). Finalmente, los piensos
de [talia y de Espafia son bastante similares en cuanto a sus valores medios y rangos

de dMS.
Las materias primas que entran a formar parte de los piensos procedentes de
Bélgica, Francia, Italia y Portugal (n=92) son muchas y muy variadas, recogiéndose las

principales en la Tabla 11. No se incluyen los 27 piensos de Espafia pues sus
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ingredientes ya figuran en la Tabla 9. En general todas ellas presentan amplios rangos

de variacién, excepto la grasa, pues estos piensos no llevan grasa afadida,

Tabla 10. Composicién quimica (% sMS) y digestibilidad in vivo de la MS (%) de piensos

de conejos procedentes de cuatro paises europeos

Bélgica (n=34) Francia (n=19) Italia (n=17) Portugal (n=22}

min__ m max d.e |[min_m max de |min_m max d.e. |min_ m méax d.e
cen 617 773 958 087 |584 775 967 140 |67 814 88 081 |58 787 11,51 201
FB 1156 1588 2304 330 |983 1578 2286 322 [138 1554 195 125 |i385 1586 1860 1.X
FND 2688 3538 41,75 434 [217 308 432 630 [3015 3471 41,23 321 |255 0B 3831 X
FAD 1462 2001 271 366 [1024 1758 2538 380 [1756 2003 244 1,71 |[1735 1933 2225 157
LAD 435 594 872 133 [237 433 88 150 |386 518 832 127 |223 368 627 O&
PB 1348 1852 2436 282 [1561 1796 2215 186 |1462 178 2078 1,77 |1489 1686 1918 117
dMS 49 ¢ 4l 530 |e04 6746 786 470 [5446 6303 692 3612 604 8401 699 28
dMO 4902 6202 724 564 - - |s523 63,67 896 362 |609 6496 707 25
dEB 474 6038 706 546 - - - - |535 6233 e81 358 -

m: valor medio; min; valor minimo; max: valor maximo; d.e.:
cen: cenizas: FB: fibra bruta; FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra acido detergente;

desviacion estandar;

LAD: lignina 4cido detergente;PB: proteina bruta; dMS: digestibilidad in vivo de la MS.

Los piensos de Bélgica son piensos disefiados para valorar un conjunto muy

amplio y variado de materias primas. Para ello, el 30% de una dieta basal de alfalfa,

trigo, torta de soja o de girasol y paja, se sustituye por cada ingrediente a valorar

(diversos concentrados proteicos, cereales y salvados).

Los piensos de Francia estan disefiados en funcién de la finalidad de cada

trabajo, ya se pretenda valorar distintas fuentes de almiddn, de fibra o el efecto de la

sustitucion de trigo por salvado de trigo.

De los 19 piensos de ltalia, 3 son comerciales y el resto experimentales. Estos

Gltimos estan disefiados para estudiar distintos efectos (del nivel de almiddn, del nivel
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de proteina, del nivel de paja, etc), sobre la digestibilidad, bien de conejos en
crecimiento o de hembras reproductoras.

Finalmente los piensos de Portugal estan diseflados para valorar leguminosas.
Para ello, en dietas basales a base de alfalfa, avena, paja y torta de soja, sustituyen

esta Ultima por distintas leguminosas, a niveles de sustitucién de 10, 20, 30 6 40%.

Tabla 11. Composicidon en las principales materias primas (%) de piensos procedentes de 4

paises europeos (n=92).

Materia prima _minimo__ valor medio méximo _d.e.

Alfaifa 0 2253 74,8 12,78
Salvado 0 15,88 &0 15,32
Soja o 5,92 22 567
Girasol 0 4,54 36,6 5,84
Cebada 0 431 26 9,41
Avena 0 817 a7 14,39
Trigo 0 7,43 60 12,10
Mandioca 0 2,40 0 453
Paja 0 439 15 535
Grasa 0 0,22 1,1 037
Melaza 0 2,32 8 1,73
Pulpa R. 0 117 30 397

d.e.: desviacion estandar

IIL2. ENSAYOS DE DIGESTIBILIDAD IN VIVO
Las instalaciones donde se ha llevado a cabo esta tesis doctoral son las
pertenecientes al Departamento de Produccién Animal de la E.T.S.I. Agrénomos de la

Universidad Politécnica de Madrid.
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En los ensayos que se realizaron para la valoracién de 13 piensos, del conjunto
de 27 piensos utilizados para este trabajo, se utiliz6 un total de 156 conejos del tipo
genético hibrido (Neozelandés x Californiano) procedentes de la nave de maternidad
del propio Departamento. Se partié, para cada pienso, de 12 animales alojados en
jaulas de metabolismo individuales de acero inoxidable de 41 x 24 x 31 cm que
permiten la separacion de heces y orina. Los animales, procedentes de camadas
diferentes, se eligieron al azar. No se tuvo en cuenta ni el sexo ni la edad pero si el
peso inicial que fue, en media, de 1329,12 + 96,26 g. Los animales se alojaron en una
nave sin ventanas provista de aislamiento térmico de poliuretano expandido, con un
sistema de ventilacion dindmica, La temperatura se controlé con un equipo calefactor
aerotermo, siendo la temperatura media diaria de 18,6 + 28 °C. En cuanto a ia
iluminacion, se siguid un esquema de 12 h luz/12 h oscuridad.

Durante un periodo de adaptacién al pienso de 7 d, los animales recibieron el
alimento experimental ad /ibitum, controlando su consumo y el peso de los animaies al
inicio y al final de dicho periddo. No se impidié la coprofagia. Un sistema de bebederos
automaticos de tetilla permitia a los animales disponer de agua de bebida ad fibitum.
La finalidad de este periodo de adaptacién es que los animales se acostumbren a la
dieta y a la jaula, y se elimine de su tracto digestivo todo resto de afimento consumido
anteriormente.

Al final del periodo de adaptacion sélo se conservaron, para cada dieta, entre 8
y 10 conejos (de los 12); en cualquier caso siempre se conservd el mayor numero
posible para continuar el ensayo. El peso medio de los animales al final del periodo de
adaptacion fue de 1633,27 + 148 g.

Los criterios de eliminacion fueron, par orden de importancia, los siguientes:

» deficiente estado sanitario: diarreas u otras enfermedades.
. despilfarro de alimento.

« excrecion anormal de copréfagas.
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Transcurrida la adaptacion comenzé el periodo de colecta cuya duracidn fue de
2 periodos de 4 d consecutives. Durante este tiempo se procedié a un control diario e
individual del consumo de pienso y de |a produccion de heces duras.

Durante el periodo de colecta los animales recibieron también el alimento ad
libitum y no se les impidid practicar la coprofagia.

Las heces frescas de cada conejo {heces duras y las blandas que hubiera) se
recogieron y pesaron diariamente a la misma hora de la mafana. De ellas se tomd una
muestra representativa (aproximadamente el 30%) que se introdujo en una bolsa de
plastico identificada para cada animal y conservada a -18 °C. Las heces de los dias
siguientes se adjuntaron a la misma bolsa que contenia las de los dias precedentes.
Cuando se encontrd una cantidad importante de pellets de pienso en |a bandeja de las
heces, éstos se agruparon y pesaron por separado para determinar la cantidad de
alimento rechazado y corregir, en consecuencia, la cantidad de alimento ingerido. Se
evitd la inclusién de pelo durante la colecta de heces.

Se anotd también el peso vivo de cada animal al final del periodo de colecta
para controlar el crecimiento, Este peso fue, en media, de 1986,41 + 174,58 g.

Conciuido el periodo experimental (adaptacién + colecta) se calculd, en primer
lugar, el coeficiente de digestibilidad de la materia seca (dMS, %) para cada animal, en
funcion de (a MS ingerida y de la MS excretada durante los 4 d de colecta. Para ello
fue necesario determinar la MS del alimento y de las heces. La MS del alimento se
determind a partir de una muestra de pellets obtenida progresivamente de los
comederos el dia que éstos se llenaron al principio del periodo de colecta. Dicha
muestra se distribuy6 en 3 bandejas conteniendo cada una de ellas aproximadamente
5 g y se introdujo en la estufa a 103 °C durante 24 h, ese mismo dia. Para |os calculos
de digestibilidad de MS de cada animal se usé la media de MS de {as 3 bandejas. La
MS de las hece's de cada conejo se obtuvo distribuyendo las heces de cada animal en
3 bandejas de aproximadamente 40 g vy, tras descongelarlas a temperatura ambiente,

secandolas a 80 °C durante 48 h en estufa de ventilaciéon forzada. El valor medio de
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MS de las 3 bandejas se utilizé para los calculos de digestibilidad de MS de cada
animal.

La media de los coeficientes de digestibilidad de todos los animales utilizados
para valorar un mismo pienso experimental es el valor de dMS para dicho pienso.

Ademas, se determind el contenido en materia organica (MQ), proteina bruta
(PB), y fibra bruta (FB) del pienso y de las heces de cada animal para obtener los
coeficientes de digestibilidad de MO (dMO), PB (dPB} y FB (dFB) de cada pienso. Para
ello fue necesario preparar tanto el alimento como las heces para los analisis
quimicos.

La muestra de pienso obtenida previamente se molié en un moliino con criba de
1 mm y scbre ella se realizaron todos los analisis quimicos (MO, PB, FB, FND). En
primer lugar se determind el contenido en MS sobre una muestra de 1 g a 103 °C/24 h,
por duplicado. Esta segunda determinaciéon de MS del pienso es necesaria para
evaluar el efecto del almacenamiento y de la molienda sobre el contenido en MS y se
debe realizar simultaneamente a la determinacion de los demas constituyentes
quimicos de la dieta.

Las heces secas de cada conejo se molieron segun el mismo procedimiento que
el pienso y también se llevo a cabo una segunda determinacion de MS a 103_ °C, 24 h,
sobre las heces molidas, por duplicado, y simultdneamente a la realizacion de los otros

analisis quimicos,

De los demas piensos utilizados en esta tesis, 9 habian sido valorados con (a
misma metodologia y en las mismas instalaciones que los anteriores, ya que son
piensos que han servido para ofras investigaciones. Finalmente, los 5 piensos
restantes habian sido valorados in vivo en el Departamento de Ciencia Animal de
Valencia, utilizando una metodologia cuyas principales diferencias respecto a la
utilizada en Madrid son: se utilizaron animales adultos (de 91 d de edad), el control del

consumo de pienso fue semanal; el periodo de colecta de heces fue de 7 d; la recogida
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de heces fue diaria, individual y total, y se procedid al secado (80 °C, 24 h) de todas

las heces excretadas por cada conejo durante los 7 d.

Los coeficientes de digestibilidad asi obtenidos se utilizaron como valores de
referencia para comparar los resultados de digestibilidad in vitro obtenidos a lo largo

de esta tesis doctoral.

I1L3. TECNICAS DE DIGESTION IN VITRO.
I11.3.1. Técnicas de tres pasos.

Se ha utilizado como base la técnica descrita por Boisen y Fernandez (1991 b)
en el Instituto de Ciencia Animal, Foulum, Dinamarca, a ila que se han incorporado
algunas modificaciones en las concentraciones enzimaticas y tiempos de incubacidn,
con objeto de acomodarla al horario de una jornada laboral normal. Dicha técnica, que
ha sido desarrollada para su aplicacién en cerdos, esta diseflada para utilizar un
equipo basico de laboratorio y para permitir el analisis simultaneo de un gran ndmero
de muestras. Se han investigado también alternativas a esta técnica base.

La técnica base es una técnica multi-enzimética de tres pasos para simular la
digestion a nivel del estdmago e intestino delgado (pasos 1y 2) y a nivel del ciego
(paso 3), y se encuentra esquematizada en el Esquema 1.

Todas las muestras se analizan por duplicado, obteniéndose para cada una el
valor medio de analisis. Los andlisis se realizan en series de 35 matraces erlenmeyer.
En cada serie, 32 de ellos contienen las muestras a valorar, 2 una muestra control y 1
es un blanco de reactivos (sin muestra), con el que se corrigen los valores de
digestibitidad de cada serie de analisis.

Todas las muestras se muelen en un molino de laboratorio utilizando una malla

de 1 mm de criba,

Primer paso.
Se pesa 1 g de muestra con una precisién de + 0,1 mg y se introduce en un

matraz erlenmeyer de 100 ml con una barilla magnética en su interior. Se afaden 25
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ml de una solucién tampén fosfato (0,1 M; pH=6), Buffer A, y 10 ml de HC| 0,2 My se
mezcla en un agitador magnético. Se ajusta el pH a 2 con soluciones 1 M de HCl y de
NéOH. A continuacion se afiade 1 ml de una solucién de pepsina en HCI 0,2 M,
conteniendo 25 mg/ml (porcine, 2000 FiP-Units/g de proteina, Merck n. 7180). Esta
solucion es inestable, por lo que debe prepararse inmediatamente antes de su
utilizacién. Para prevenir la contaminacién microbiana se afiaden 0,5 ml de una
solucion de cloranfenicol (0,5 g/100 ml etanol). El contenido de cada matraz
erlenmeyer se mezcla bien en un agitador magnético y se tapan los matraces con un
tapon de goma antes de introducirlos en en una estufa a 40 °C durante 1,5 h (primer

periodo de incubacion).

Sequndo paso.
Al concluir el primer periodo de incubacién se llevan a cabo los siguientes

pasos: a cada mezcla se afladen 10 mi de una solucion fosfato tamponada (0,2 M;
pH=6,8), Buffer B, para mantener estable el pH, y 5 mi de una solucién de NaOH 0,6
M, para neutralizar la solucion. El pH se ajusta a 6,8 con HCl y NaOH 1 M. A
continuacion se afiade 1 ml de una solucién de pancreatina en buffer B, conteniendo
100 mg/ml (porcine, grade VI, Sigma n. P-1750). Esta solucién debe prepararse
inmediatamente antes de su utilizacion, pues es inestable, y debe' estar perfectamente
homogeneizada. Tras la correcta mezcla del contenido de cada matraz erlenmeyer,
éstos se tapan y se introducen de nuevo en la estufa a 40 °C durante 3,5 h (segundo

periodo de incubacion).

[ercer paso.

Utilizacién de Viscozyme: transcurrido el segundo periodo de incubacion, se
ajusta el pH a 4,8 con &cido acético, se afiaden 0,5 ml de Viscozyme y se mezcla bien.
Los matraces erlenmeyer se tapan de nuevo y se infroducen una vez mas en la estufa
a 40 °C durante 16 h (hasta la mafana siguiente), lo que constituye el tercer periodo
de incubagion.
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Utilizacidn de Celulasa: tras la segunda incubacién, se ajusta el pH a 5 con
acido acético y se afade 1 ml de Celulasa a cada matraz erlenmeyer. Tras una
correcta agitacion, se tapan y se llevan a la estufa a 40 °C durante 18 h (hasta la
mafiana siguiente), lo que constituye el tercer periodo de incubacion.

Tras esta tercera incubacion, los residuos no digeridos se recogen por filtracion
por vacio en un sistema Fibertec de Tecator, transfiriéndolos a crisoles de placa
porosa (porosidad 2; 40-90 um) previamente tarados a los que se ha afadido 0,3 g de
celita 545 (Merck 2693). La celita s un polvo constituido en un 90% por SiO; que se
utiliza como ayudante de la filtracion. Esta operacidn se realiza mediante repetidos
lavados de los matraces erlenmeyer y de los tubos del aparato con agua destilada a
temperatura ambiente. Asi se arrastran todas las particulas de muestra hacia los
crisoles. A continuacion se hacen dos lavados (de unos 50 ml) con etanol y otros dos
con acetona.

Los crisoles con el residuo se introducen en la estufa a 103 °C, donde se secan
hasta peso constante (hasta la mafiana siguiente). Tras enfriarlos en un desecador, se
pesan para obtener la MS indigestible in vitro. Si tras esta operacion se introducen los
crisoles en un horno a 550 °C durante 3 h, se dejan enfriar en un desecador y se
pesan, se obtiene la cantidad de cenizas. La diferencia entre el peso tras el secado a
103 °C y el peso tras la inbineracién es la MO no digerida in vitro.

Para obtener la cantidad de PB no digerida, se despega de la base del crisol la
MS indigestible rascando con ayuda de una espétula y se transfiere a tubos Kjeldhal
para proceder al andlisis de la PB.

{a cantidad de FB y FND no digeridas se obtiene realizando los respectivos
andlisis sobre el residuo de MS indigestible.

Llamamos digestibilidad de la MS al porcentaje de MS solubilizado o

desaparecido por el tratamiento in vitro descrito y definimos de la misma manera la

digestibilidad de los demas nutrientes.
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En los andlisis de digestibilidad in vitro de la FB y de la FND se obtuvieron con
frecuencia diferencias importantes entre las dos repeticiones de cada muestra. Debido
a ello, y con el fin de no repetir el analisis de un ndmero demasiado elevado de
muestras, se aceptaron diferencias de hasta 4 unidades porcentuales, y sblo se repitié
el analisis de las muestras cuyos dos valores diferian entre s en una cantidad mayor.
Estos resultados se pueden explicar por las pequefias dificultades metodoldgicas que
entrafia el analisis de los componentes de la pared celular (FB, FND), ya que las
diferencias que se obtuvieron para las dos repeticiones de la digestibilidad in vitro de
la MS, MO y PB eran siempre mucho menores (méaxima diferencia encontrada de 2

unidades).

En cada serie de andlisis de digestibilidad in vitro de la MS segun la técnica
descrita (con Viscozyme), se incluyé una muestra control que se analizé por duplicado,
sirviendo para calcular los indices de repetibilidad y de fiabilidad del método. Se
eligié un pienso comercial cuya composicién quimica presentaba vaiores intermedios
dentro del rango de composicién quimica del total de los piensos utilizados para
evaluar dicha técnica in vitro (FB=17,86%; PB=18,5%).

El mismo piensc se sometié, ademas, a sucesivos anélisis de FB y FAD,
también por duplicado. Estos andlisis se realizaron paralelamente a los analisis in vitro,
a lo largo del tiempo, con el fin de obtener sus indices de repetibilidad y de fiabilidad.
De esta forma se han podido comparar ambos Indices entre esta técnica de digestion
in vitro y los analisis de FB y FAD que se realizan de forma rutinaria en todo

laboratorio de alimentacién animal.

I11.3.2. Técnicas de dos pasos.
I11.3.2.1. Técnica sin pepsina/HCI,
Se afiade a cada matraz erlenmeyer 25 mi de buffer A, 20 ml de buffer By 5 ml
de NaOH 0,6 M. Se ajusta el pH a 68 y se afiaden 0,5 ml de cloranfenicol. A
continuacion se afiade 1 mi de la solucién de pancreatina en buffer B, conteniendo 100

96



MATERIAL Y METODOS

mg/ml; se agitan, se tapan y se introducen de nuevo en la astufa a 40 °C durante 3,5 h,

lo que constituye el primer periodo de incubacién. El resto de la técnica es similar a la

técnica base.

[11.3.2.2. Técnica sin tercer paso.

Es la técnica base en la que se ha suprimido la tercera incubacion.

I11,3.3. Calculos de digestibilidad in vitro de los distintos nutrientes.
II1.3.3.1. Calculo de la digestibilidad in vitro de la materia secay de la

materia organica.
La digestibilidad in vitro de la materia seca (vMS) se calcula, para todos los
métodos descritos, a partir de la MS de la muestra y del residuo previamente corregido

por el blanco de la serie, mediante la siguiente expresion:
% vMS = [(MS pienso - MS no digerida) / MS pienso] x 100 siendo;

MS pienso = peso muestra (g) x % MS/100

MS no digerida = peso (g) del residuo seco de la muestra - peso del residuo seco

del blanco
De la misma manera se calcula la digestibilidad in vitro de la MO (vMO).
% vMO = [(MO pienso - MO no digerida) / MO pienso] x 100 siendo:

MO pienso = peso muestra (g) x (% MS - % cenizas)/100
MO no digerida = peso del residuo de la muestra desecada - peso de! residuo de

la muestra incinerada.

Se comprueba que la celita es de naturaleza 100% mineral, por lo que no es
necesario hacer una correccidén de la MO no digerida de la muestra con la MO del

blahco de celita (ya que es 0).
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I11.3.3.2. Calculo de la digestibilidad in vitro de la proteina bruta.

La digestibilidad in vitro de la PB (vPB) se calcula segun |a siguiente expresion:
% vPB = [(PB pienso - PB no digerida) / PB pienso] x 100 siendo:

PB pienso = peso muestra seca (g) x % PB sMS/100
PB no digerida = PB del residuo de MS no digerida in vitro (g), calculada segun la

siguiente expresion:
1,4 x Nxfx6,25xmi HCi/ 100 donde:

N = Normalidad del HCI.
f = factor de correccién de la Normalidad.
6,25 = factor de conversion del N en PB.
m! HCI = volumen empleado en la valoracién del N de la muestra, corregido
por el blanco de celita.
Se hizo un experimento preliminar para cuantificar el contenido en N de la celita.
Para elio, se aplico la técnica in vitro a blancos que contenian cantidades crecientes
de celita: de 0,1 a 0,4 g, y se analizé el N de los residuos. Se comprobd que el
volumen (ml) de HC| gastado para la valoracién era muy pequefio e independiente de

la cantidad de celita, por lo que se utilizé un valor medio para corregir: 0,0773 ml.

I11.3.3.3. Calculo de la digestibilidad in vitro de las fracciones fibrosas de la
pared celular: fibra bruta y fibra neutro-detergente.

La digestibilidad in vitro de la FB (vFB) se calcula segun la siguiente expresion:
% vFB = [(FB pienso - FB na digerida) / FB pienso] x 100 siendo:

FB pienso = peso muestra seca (g) x % FB sMS/100
FB no digerida = residuo, libre de cenizas, que queda tras someter & la MS no

digerida in vitro al analisis de FB.
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La digestibilidad in vitro de la FND (vFND) se calcula de la misma manera, con
la FND del pienso y el residuo, libre de cenizas, que queda tras someter a la MS no

digerida in vitro al analisis de FND.

11L.3.4. Preparacion de reactivos
Soluciones ajustadoras de pH
_Solucion de NaOH 1 M: 40 g de NaOH en 1 | de agua destilada.
_Solucién de HCl 1 M: 83,5 mi de HCI fumante 37% (Merck 317) en 1 | de agua

destilada.

Buffer A (0,1 M, pH=6):
1,98 g Na, HPO, 2H,0 (Merck 6580)

+
29,44 g Na H, PO, 2H,0 (Merck 6345)

en 2 | de agua destilada.

Buffer B (0,2 M, pH=6,8):
19,3 g Na, HPO, 2H,0 (Merck 6580)

+
45,48 g Na H, PO, 2H,0 (Merck 6345)

en 2 | de agua destilada.

Solucién de HCI 0,2 M: 16,7 ml HCI fumante 37% (Merck 317) en 1 | de agua

destilada.
Solucién de Na OH 0,6 M: 24 g Na OH en 1 | de agua destilada.

Solucién de cloranfenicol: 0,5 g de cloranfenicol (Merck 2366) en 100 m etanol 96%.

Conservar en refrigeracion.
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I11.3.5. Complejos enziméticos utilizados
La pepsina es un preparado enzimatico purificado de mucosa gastrica porcina,
con actividad proteolitica. Presenta una composicién definida y estandarizada y es de
facil adquisicién comercial. Se ha utilizado la de Merck, n. 7190. actividad 2000 FIP-
Unidades/g de proteina, de uso muy comun. Sus condiciones optimas de actividad

son:pH 1,6; temperatura 25 °C.

La pancreatina es un preparado enzimatico de extracto de péncreas porcino
que contiene todas las enzimas necesarias para degradar los nutrientes
potencialmente digestibles: amilasa, lipasa, proteasa, tripsina y ribonucleasa. Tiene
una composicion definida y constante, ya que esta purificada, y es de fécil adquisicion
comercial. Se ha utilizado la de Sigma, grade VI, n. P-1750. Sus condiciones Sptimas

de actividad son:pH 7,5-9; temperatura 40 °C.

El Viscozyme L es un complejo multi-enzimatico comercializado por los
laboratorios Novo Nordisk. Estéd compuesto por una amplia gama de carbohidrasas
que incluye celulasa, hemicelulasa, arabinasa, xilanasa, B-glucanasa y pectinasa; sin
embargo, no contiene niveles significativos de actividad amilasica ni lipasica. Tiene
una actividad declarada de 100 FBG/g. Este preparado enzimatico, que se produce a
partir de una cepa seleccionada del grupo de mohos Aspergillus, es capaz de degradar
la fibra potenciaimente fermentabie, incluidos los polisacéridos no amilaceos. Ademas,
al liberar materiales ligados (a la fibra), favorece la disponibilidad del almidén.
También reduce la viscosidad. Sus condiciones éptimas de actuacion son un pH de

3 3-5,5 y una temperatura de 40-50 °C,

La Celulasa es un preparado enzimatico comercial producido a partir de
Aspergillus niger. Se ha utilizado la de Sigma C-1184. Sus condiciones ptimas de
actividad son:pH 5; temperatura 37 °C. De entre los diversos seres vivbs con actividad
celulolitica destacan los mohos. Hay relativamente pocas bacterias identificadas como
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tales, Asi, mohos pertenecientes a los géneros Trichoderma, Sporotrichum y
Aspergillus (entre otros) secretan un conjunto de enzimas hidroliticas, conocidas

generalmente como complejo celulasico o Celulasa.

Todos estos preparados enzimaticos estan relativamente bien definidos vy
estandarizados y son faciles de conseguir, por lo que son adecuados para analisis

rutinarios.

Esquema 1. Esquema general de los métodos in vitro utilizados.

Pesado de muestra 1 g

U
Incubacién con pepsina/HClI
(pH 2; 1,5 h; 40 °C)

U

Incubacion con pancreatina
(pH 6,8 ; 3,5 h; 40 °C)

U U
Incubacion con Viscozyme Incubacion con Celulasa
(pH 4,8 ; toda la noche; 40°C) (pH 5; toda la noche; 40 °C)

U J
Filtracion

U

Desecacion
(toda la noche; 40 °C)

U
Pesada

U

Incineracion
(3 h; 550 °C)

U

Pesada
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[IL4. TECNICAS DE ANALISIS UTILIZADAS

Tanto en los piensos como en 1as heces y en los residuos de las digestiones in
vitro se determind el contenido en materia seca (MS), materia organica (MQ), proteina
bruta (PB), fibra bruta (FB), fibra neutro-detergente (FND) y fibra acido-detergente
(FAD). En los piensos se determiné también la lignina acido-detergente (LAD) y la
energia bruta (EB). Previamente a su analisis, las muestras se molieron en un molino
de laboratorio con una malla de 1 mm de criba. Todos los analisis se realizaron por

duplicado, expresando los resultados sobre materia seca (sMS).

Los métodos de andlisis utilizados fueron los siguientes:

. MS: se determiné por diferencia de pesada tras desecacion de 1 g de muestra en
estufa a 103 °C durante 24 h.

. MO: el contenido en cenizas se determind por incineracién de la muestra a 550 °C
durante 3 h; y la MO como la diferencia entre la MS vy las cenizas.

. PB: se determiné como N Kjeldaht x 6,25 (factor recomendado por la Federacion
Europea de Zootecnia). Se empled 1 ¢ de muestra y un equipo Kjeldahl de Tecator
para las sucesivas operaciones de digestion de las materias nitrogenadas,
destilacién de NHs y valoracion del mismo. El catalizador utilizado fue KzSOs.

. FB: se determind segun el método de Weende, como el residuo tras dos hidrélisis
sucesivas de 1/2 h de duracién cada una de 1 g de muestra en H.S0, y KOH
diluidos, en caliente.

. FEND: se determin6 por el método de Van Soest et al. (1991), como el residuo
obtenido tras la solubilizacién del contenido celular en una solucién de sulfato de
lauril-sodio tamponada a pH 7 (solucién neutro-detergente), en ebullicion suave
durante 1 h y lavado final con acetona.

. FAD: se determiné de manera no secuencial por el método de Robertson y Van
Soest (1981), como la proporcién de la muestra insoluble en una solucién de
bromuro de trimetil-cetil-amonio en &cido sulflrico 1 N, (solucion acido-detergente),
en ebullicion suave durante 1 h y lavado final con acetona.
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. LAD: se determiné sobre el residuo de FAD por el método de Robertson y Van
Soest (1981): tratamiento del residuo de la FAD con H,SO4. al 72%, durante 3 h a
20 °C, para disolver la celulosa dejando como residuo la lignina con productos de

Maillard y cenizas.

Para todos los tipos de fibra se utilizé un equipo de seis unidades Fibertec de

Tecator.

. Hemicelulosa: calculada como la diferencia entre la FND vy la FAD.
. Celulosa: calculada como la diferencia entre la FAD y la LAD.
. EB se determind mediante la combustion de las muestras en una bomba

calorimétrica adiabatica tipo IKA.

11,5 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se han introducido en la hoja de calculo LOTUS 123 y posteriormente
analizado con |los programas:
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 1991).
. Statgraphics Plus 7.1.

La distribucién de las diferentes variables, tanto de composicién quimica
como de digestibilidad in vivo e in vitro se ha estudiado mediante el procedimiento

UNIVARIATE del SAS.

El test t de Student se ha utilizado para comparar entre si, dos a dos, los
valores medios de digestibilidad obtenidos segun los distintos métodos in vitro y
también los valores medios de digestibilidad obtenidos in ‘vivo con los obtenidos in
vitro. Se han considerado significativos los valores de p<0,05. Se ha utilizado el
procedimiento MEANS del SAS.
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E| analisis de correlacién se ha realizado con el procedimiento CORR del
SAS. Se han obtenido las correlaciones existentes entre valores de digestibilidad in

vivo, in vitro y parametros quimicos.

II1.5.1. Regresion entre digestibilidad in vivo e in vitro.

De todos los piensos utilizados para analizar la digestibilidad in vitro segun los
métodos descritos, se habfan determinado previamente los coeficientes de
digestibilidad in vivo de la MS, MO, EB, PB, y FB, asl como la ED. Con los resultados
obtenidos in vitro en cada método, se han calculado ecuaciones de regresién lineal

simple, mediante el procedimiento REG del SAS, del tipo:

y=a-+b*x en donde:

y = digestibilidad in vivo.
a = punto de corte con el eje de ordenadas.
b = coeficiente de regresién de la variable independiente x.

x = digestibilidad in vitro seguin el método utilizado.

Una vez fijado el modelo de regresion simple, se ha procedido al diagnostico de
la regresion, es decir a la contrastacion de las hipétesis previamente fijadas en todo
modelo. De esta manera se ha comprobado la bondad del ajuste de los datos al
modelo. Las hipétesis son las siguientes:

1) linealidad.

2) media de los residuos = 0.

3) normalidad de los residuos.

4) variabilidad constante de los residuos (homoscedasticidad).
5) Independencia o incorrelacion de los residuos.

La hipbtesis 4 se contrasta mediante un andlisis de los residuos de la

ecuacion (diferencia entre valores verdaderos y valores predichos) frente a los valores
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predichos o frente a la variable independiente, y la hipotesis 5, frente a variables no

incluidas en el modelo.

Mediante el andlisis de los residuos se detectan, ademas, valores extremos y
posibles datos aberrantes, indicadores de un mal ajuste.

La precision de las regresiones se ha medido en términos de coeficiente de
determinacion (R?) o varianza explicada (%), 0 coeficiente de correlacion (r) y variacion
residual o desviacion residual estandar (drs).

Ademas, se ha tenido en cuenta, también, la incidencia de los errores
analiticos en la precision de las ecuaciones. Para ello, se ha estimado el "error total
de prediccion" como la resultante del error del ajuste de los datos experimentales
(variacion residual del modelo © drs) y el error ligado a los errores anatiticos de cada
variable explicativa. El error total asociado a una ecuacion de prediccién se ha

calculado segun la expresion matematica propuesta por Alderman (1985):

var y=CME (1+11)+2*b’* el donde:
!

var y: vartanza de la variable dependiente,
CME : cuadrado medio det error de la ecuacion de regresion ajustada.

#: nimero de datos.
b coeficiente del parametro regresor (pendiente).

o varianza del analisis de |a variable regresora.

La o utilizada por Alderman (1985) es la varianza de reproducibilidad. Sin
embargo, en esta tesis se ha utilizado la varianza de fiabilidad (variabilidad del analisis

en nuestro laboratorio a lo largo del tiempo, entre series), por no disponer de los

valores de reproducipilidad.
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E| analisis de regresiéon multiple, paso a paso, se ha utilizado para detectar la
relacion mas precisa entre la digestibilidad in vivo y la digestibilidad in vitro y

parametros quimicos de |a dieta.

I115.2. Calculo del indice de repetibilidad,

El indice de repetibilidad (r), (variabilidad del analisis en un mismo laboratorio,
intra-serie) se ha calculado de dos maneras diferentes:

En primer lugar, utilizando el test de Student de comparacion de medias de dos
variables normales, caso de muestras pareadas (Snedecor y Cochran,1971), para
testar el siguiente contraste de hipotesis:

Ho=la media de las diferencias es Q.

H4=la media de las diferencias es = 0.

En vez de dar el intervalo de confianza para la media de las diferencias, se ha elegido
el p-valor asociado al estadistico t de este test como criterio para decidir dicho
contraste de hipétesis, ya que este valor evalla el grado de confianza con el que se
acepta o rechaza la hipétesis nula del test. Asi, en general, cuanto mas proximo sea p
a 1, mayor evidencia habr4 para aceptar H,, mientras que cuanto mas cercano sea a 0,

con mas confianza se rechazara H,. A titulo orientativo:

- $i p<0,05 : se rechaza H,,

- si p>0,15 : se considera que no hay evidencia suficiente para rechazar H,, es
decir que se acepta H..
- 8i 0,05<p<0,15 : habra que considerar |las consecuencias practicas de aceptar o
rechazar la hipotesis.

Se ha considerado que este p-valor es el indice de repetibilidad.

En esta tesis se han utilizado 10 datos por duplicado de digestibilidad in vitro de

la MS con tres pasos y Viscozyme en el tercero (vMS123vi), 12 de FB y 12 de FAD
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para determinar el indice de repetibilidad de los respectivos analisis, mediante la

obtencién del p-valor utilizando el procedimiento UNIVARIATE del SAS.

En segundo lugar, el indice de repetibilidad para cada una de las tres variables
(VMS123vi, FB y FAD) se ha calculado como una medida de la dispersién (el CV) de
las varianzas entre cada pareja de valores, con respecto al valor medio de [a variable

cuya repetibilidad se desea conocer.

I11.5.3. Calculo del indice de fiabilidad.
La Fiabilidad (F) (variabilidad del analisis en un mismo laboratorio a lo largo del

tiempo, entre series) se ha estimado, en nuestro laboratorio, mediante varios analisis

del pienso testigo sin repeticion (no por duplicado) a lo largo de 14 meses (a razon de
1 6 2 andlisis mensuales).

Se ha cuantificado el indice de fiabilidad mediante una medida de la dispersién
de los n analisis del pienso testigo a lo largo del tismpo respectoc a la media,
independiente del nimero de datos: el coeficiente de variacién (CV).

En esta tesis se han utilizado 30 datos de vMS8123vi, 17 de FB y 13 de FAD

para determinar el indice de fiabilidad de los respectivos analisis.

I11.5.4. Comparacion de lineas de regresidn.
Se ha utilizado el método recomendado por Snedecor y Cochran {(1971) para
comparar, dos a dos, rectas de regresion. Dicho método consta de tres pasos;
1. Comparacién de las varianzas residuales,
2. Comparacion de los coeficientes de regresién (pendientes).

3. Comparacién de los puntos de corte con el eje de ordenadas (intercept).

1. La homogeneidad de las varianzas residuales o cuadrados medios residuales o del

error (CME) de cada ecuacién se testa mediante una F de dos colas. Asf, una
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evidencia suficiente de heterogeneidad de varianzas residuales puede constituir por
si sdla informacién suficiente de que las rectas no son iguales.

2 En el caso de homogeneidad de varianzas residuales, se comparan las dos
pendientes mediante un test F para testar la hipétesis de que las pendientes son

iguales, con una significacion del 5%:

F Mﬂmﬂ,_:;g& donde:

= CME,

SCE, = suma de cuadrados del error de un modelo de regresion global obtenido a
partir de todo el conjunto de datos (ny + ny), los que sirvieron para ajustar la
primera recta (n,) junto con ios que sirvieron para ajustar la segunda recta (n2)
(Modelo 2).

SCE, = suma de cuadrados del error obtenida como el sumatorio de las SCE de las
dos lineas que se desea comparar (Modelo 1).

CME, = cuadrado medio del error del Modelo 1.

Cuando el resultado indica diferencia de pendientes, se puede considerar
finalizada la investigacién. Si, por el contrario las pendientes son iguales y las lineas

paralelas, se podria continuar con el siguiente paso de comparacion de intercepts.

II1.5.5. Validacién de modelos de regresion.

La validacién consiste en investigar la capacidad predictora de modelos
desarrollados para ser utilizados como ecuaciones de prediccion; en este caso del
valor nutritivo de piensos para conejos.

Se han validado por una parte, las principales ecuaciones obtenidas en esta
tesis (prediccion de dMS y de dEB a partir de la digestibilidad in vitro de la MS:
vMS123vi); y por otra, una seleccion de las principales ecuaciones de prediccién de
dEB segun pardmetros quimicos (FAD o FB), existentes en la bibliografia. Para ello se
han utilizado datos independientes, es decir parejas de valores de las variables

dependiente e independiente que no han servido para elaborar los modelos. Estos
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datos proceden de piensos de cuatro palses europeos: un conjunto de 34 datos de
piensos de Bélgica, de 19 de Francia, de 17 de ltalia y de 22 de Portugal. Los valores
de la variable dependiente (dMS & dEB) se adjuntaron junto con los piensos desde sus
respectivos lugares de origen, mientras que los valores de las variables
independientes (vMS123vi, FAD y FB) se han obtenido en nuestro laboratorio.

Para comparar la capacidad predictora de los distintos modelos se ha utilizado

el Error Cuadratico Medio (ECM), definido como:

2
20=F (=2) donde:

n

ECM =

O = valores observados de la variable dependiente.
P = valores predichos de la variable dependiente.

n = numero de parejas de Oy P que se comparan.

Los valores de ECM son, pues, una medida de la precision de un modelo de
prediccién. Se ha utilizado el criterio de Fuentes-Pila et a/.{1995) para determinar
cudndo la precision de un modelo de prediccion se puede considerar aceptable o no.

Estos autores definen el Error de prediccién como:

~NECM

% Error = ————x 100 donde:
y = media de la variable dependiente observada del conjunto de datos
independientes.

Se considera que cuando el error de prediccién es menor del 10%, la prediccion
se puede considerar satisfactoria; si su valor est4 comprendido entre el 10 y el 20%,
se considera relativamente buena o aceptable; y si es mayor del 20%, es
insatisfactoria. De esta manera se obtiene un indice de la Robustez de un modelo de
prediccién: un modelo se puede considerar robusto si sus predicciones son al menos

aceptables cuando se aplica a circunstancias distintas de las del conjuntc de datos
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que sirvieron para desarroflario. Se consideran mas robustas las ecuaciones gue
tienen errores de prediccion al menos aceptables con la mayoria de los conjuntos de
datos independientes que aguellas que son muy satisfactorias con unos conjuntos de
datos pero que presentan errores altos con otros. Este indice sirve para comparar

modelos entre si y permite seleccionar los mas adecuados para la prediccion.
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IV.1. ESTANDARIZACION LABORATORIAL DE UN METODO DE DIGESTION
ENZIMATICA IN VITRO.

Recordemos que el objetivo principal de esta tesis era desarrollar las bases de
una técnica de digestion enzimética in vitro adecuada para predecir el valor nutritivo de
piensos para conejos. Para ello, se han estudiado los resultados de las 4 técnicas
probadas y se han obtenido Jas ecuaciones de prediccién de la dMS, dEB, ED, dFB y
dPB en funcién de los valores correspondientes de digestibilidad in vitro obtenidos
segun cada una de ellas, En los cinco subapartados siguientes se exponen estos
resultados, lo que permite contrastar las hipétesis previamente planteadas sobre este

primer objetivo.

IV.1.1. Técnica de digestion in vitro de 3 pasos con Viscozyme en el tercer

paso.

En primer lugar, se han contrastado los valores de digestibilidad in vitro de MS,
MO, PB, FB y FND obtenidos mediante la técnica de tres pasos, con Viscozyme en el
tercer paso, frente a los correspondientes valores de digestibilidad in vivo. Esto ha
permitido comprobar en qué medida esta técnica in vitro reproduce la digestion del
animal. Los valores medio, minimo y méaximo y la desviacién estandar se presentan en
la Tabla 12 a. Se observa que los valores de vMS123vi y de vMO123vi presentan
rangos de variacion amplios (17 y 20 puntos, respectivamente) y estan
homogéneamente distribuidos (d.e.=376 y 4,28, respectivaments); el rango de
vPB123vi es mucho mas estrecho (11 puntos), presentando también una distribucién
uniforme (d.e.=2,45). Los valores de digestibilidad in vitro de los parametros de fibra
son los que presentan rangos mas amplios (30 y 23 puntos, para la vFB123vi ¥
vFND123vi, respectivamente), si bien hay que destacar unas d. e. muy elevadas (7,28
y 6,44, respectivamente),
En la Tabla 12 b se presentan, ademas, los valores medios de las diferencias

antre valores de digestibilidad in vivo e in vitro., asi como las d.e. de estas diferencias.
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A la vista de la Tabla 12 se puede decir que los valores de digestibilidad in
vitro, en general, sobreestiman los valores de digestibilidad in vivo. En efecto, los
valores de digestibilidad in vitro de la MS (vMS§123vi) son en media 4,09 puntos
porcentuales mayores que los de digestibilidad in vivo de la MS (dMS), siendo esta
diferencia significativa (p<0,001). Igualmente, los valores de vMS123vi son
significativamente mayores (p<0,001) que los de digestibilidad de la energia bruta -

dEB- (4,49 puntos}.

Tabla 12

a. Valores de digestibilidad in vivo e in vitro obtenidos mediante la técnica de digestién de 3 pasos con

Viscozyme en el tercer paso (n=27).

valor medio | minimo | maximo | d.e.
dMS 62,07 55,20 72,00 [3,52
dEB 61,66 5580 |69,50 3,26
ED 2648,27 2308,70 |2984,33 |[157,54
dFBT 18,41 8,33 27,80 6,47
dPB 73,37 68,47 78,80 |2,58
vMS123vi |66,16 58,25 7512 3,76
vMO123vi |64,78 54,29 74,00 - |4,28
vFB123vi |13,83 0,74 31,30 |7,28
vPB123vi | 85,30 78,07 189,28 |2.45
vFND123vi |23,14 13,84 37,39 |6,44

b. Diferenclas entre valores de digestibilidad in vivo e in vitro (3 pasos, Viscozyme) {n=27)

a b a-b* | d.e.qr p
dMS |vMS123vi |-4,09 (1,52 |p=0,0001
dEB [vMS123vi |-4,49 2,26 |p=0,0001
dFBT |vFB123vi 1,55 (4,82 (NS
dPB {vPB123vi [-12,05 |[2,68 |p=0,0001

dMS, dEB, dFB, dPB: digestibilidad in vivo de la materia seca, energia bruta, fibra bruta y proteina
bruta (%); ED: energia digestible (Kcal/Kg); vMS123vi, vMO123vi, vFB123vi, vFND123vi, vPB123vi:
digestibilidad /n vitro de la materia seca, materia organica, fibra bruta, fibra neuiro detergente y proteina
bruta (%).

T n=17

* valor medio de las diferencias; p=significacién estadistica; NS: no significativo {p>0,05); d.e.
desviacion estandar; d.e.qs desviacién estandar de la diferencia.
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Estas diferencias suponen, pues, un 6,6% mas de digestibilidad de la MS in
vitro que in vivo. Los resultados obtenidos se pueden explicar, en parte, por la pérdida
de particulas de pequefio tamafo y de material soluble (minerales) que se produce
siempre al filtrar dando lugar a residuos de la digestién in vifro menores y, por
consiguiente, a valores de digestibilidad in vitro mayores. Esto constituye uno de |os
principales inconvenientes de los métodos in vitro de filtracién y coincide con los
resultados de Graham ef al. (1989), que obtienen valores de digestibilidad de las
cenizas in vitro mucho mayores (57+9,1 puntos porcentuales) que sus
correspondientes valores de digestibilidad in vivo. Como, por otra parte, los valores de
vMS123vi y los de digestibilidad in vifro de MO (vMO123vi) obtenidos en esta tesis son
significativamente distintos (p<0,001), cabe pensar que durante la filtracion no se
solubiliza y pierde el total de los minerales, sino solo una parte.

Otra causa que puede contribuir a la sobreestimacion de la digestibilidad es la
contaminacién enddgena y microbiana que no existe en jos residuos de la digestion in
vitro, pero si in vivo. Finalmente, el pequefio tamafo de particula utilizado en los
analisis in vitro podria tambien causar una mayor digestién.

Estos resultados indican, por tanto, que esta técnica de digestién in vitro es
capaz de digerir en mayor proporcion que el propio conejo. Resultados equivalentes
observan Boisen y Fernandez (1991a y b) con una tecnica similar, tanto en piensos
como en materias primas destinadas a la alimentacion porcina. Segun estos autores
las digestibilidades in vitro de MS y de MO en general sobreestiman ligeramente las
digestibilidades fecales de MS y de energia. Asimismo, en aves, Valdés y Leeson
(1992) obtienen siempre valores de digestibilidad in vifro mayores que los valores de
EMA, con una técnica a base de pepsina y pancreatina.

Por otra parte, no se encuentran diferencias significativas (p>0,05) entre la
'digestibilidad de la FB in vitro (VFB123vi) y los correspondientes valores de
digestibilidad in vivo (dFB), (Tabla 12 b) lo que parece indicar que la FB sufre igual

digestién in vivo que in vitro. En este caso, los resultados obtenidos no estéan de
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acuerdo con los de Boisen y Fernandez (1991a), que observan una mayor
degradacion de la fibra in vitro.

Si hay una gran diferencia significativa (p<0,001), sin embargo, entre [os
valores de digestibilidad de la PB in vitro (vPB123vi) y los de digestibilidad de la PB in
vivo (dPB), siendo los primeros una media de 12,01 puntos porcentuales mayores,
como puede apreciarse en la Tabla 12 b. Se digiere, por tanto, mas proteina in vitro
que in vivo. Estas diferencias en la digestibilidad de la proteina se pueden atribuir a
que los valores obtenidos in vitro son valores de digestibilidad real mientras que los
obtenidos in vivo lo son de digestibilidad aparente. En efecto, en el proceso digestivo
del animal siempre se producen pérdidas de N enddgeno y microbiano en las heces, lo
que se traduce en una menor digestibilidad in vivo aparente de la proteina. E| residuo
in vitro estd, sin embargo, libre de contaminacidn enddgena o microbiana, por lo que
todo el N presente en el mismo procede del .alimento, tratandose, por tanto, de una
medida de la digestibilidad potencial o real de la proteina.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos, en cerdos, en la mayoria de
los trabajos revisados. Asi, Boisen y Fernandez (1991a) obtienen valores de
digestibilidad del N in vitro con 2 pasos (pepsina y pancreatina) mayores (14 puntos
porcentuales) que los de_ digestibilidad in vivo medidos a nivel fecal. Una diferencia
parecida obtienen Cone y Van der Poel (1993) con una técnica similar y Graham et
al.(1989) utilizando una técnica de una Unica incubacién con fluido ileal. La diferencias
gue obtienen otros autores no son tan grandes: en torna a 4 puntos (Furuya ef
al. 1979; Dierick ef al.,1985) y 1,35 puntos (Babinszky et al.,1990), éstos ultimos
comparando valores de PD in vitro e in vivo a nivel fecal.

Algunos trabajos (Boisen y Fernandez, 1991b, 1993 y 1995) consideran la
diferencia entre los valores de digestibilidad in vitro (real) e in vivo (aparente) como
pérdidas de N endégeno; ademas, encuentran que estas pérdidas se correlacionan
con la MS indigestible a nivel ileal (R?=0,76, drs=3,8, n=10 6 R’=0,61, drs=4,5, n=15,
en los dos ultimos trabajos citados, respectivamente). Esta circunstancia permite

corregir los valores de digestibilidad in vitro del N en funcién de ésta, y asi poder
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compararlos con los de digestibilidad in vivo. Esta correlacién, sin embargo, no se da
en nuestro trabajo, por lo que no es posible hacer una correccion de este tipo.

Por otra parte, en la bibliografia consultada no se han encontrado apenas
estudios que cuantifiquen el N endbégeno y microbiano en conejos, lo que no permite
conocer la digestibilidad verdadera de la proteina en esta especie. Unicamente,
estudios recientes llevados a cabo en el Departamento donde se ha realizado esta
tesis (Garcia ef al.,1994), han valorado la cantidad de N bacteriano en heces duras de
conejo en torno al 30% del N total presente en las mismas. Esta es, mas o menos, la
diferencia que se cbserva entre los coeficientes de digestibilidad in vitro e in vivo

obtenidos en esta tesis.

Para terminar este apartado, y a la vista de todos estos resultados en global,
se puede concluir que el hecho de que la MS se digiera mas in vitro que en el animal
vivo se puede explicar s6lamente porque también se digiere méas PB in vitro, ya que la
fibra sufre igual digestién in vitro que in vivo.

En definitiva, estos primeros resultados indican que la simulacién de la
digestion no es perfecta mediante esta técnica in vitro. No obstante, como se ha
comentado en el apartado I1.2.4.1. de la revision bibliogréfica, ésto no debe invalidar la
técnica, ya que aun es necesario estudiar como se comporta en la prediccion del valor
nutritivo de los piensos para conejos. Esto, que constituye uno de los objetivos de todo
método de digestion in vitro, sera estudiado a continuacion.

La Tabla 13 muestra la matriz de correlacién entre valores de digestibilidad in
vivo e in vitro. Como se puede apreciar, las mejores correlaciones para los valores de
dMS, dEB y de ED se obtienen con los valores de vMS123vi, estando los valores de
vMO123vi ligeramente peor correlacionados. Esto nos ha llevado a tomar la vMS123vi
como referencia para obtener las ecuaciones de prediccion tanto de dMS como de dEB
y ED.

Las ecuaciones de regresion simple obtenidas se presentan en el Cuadro 2. La

ecuacién de prediccién de dMS segln la técnica de tres pasos con Viscozyme
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(vMS123vi) es significativa (p<0,001), presentando una aita correlacién y buena
precision (R*=0,84; drs=1,45). También son significativas (p<0,001) las ecuaciones de
prediccion de dEB y de ED, si bien presentan coeficientes de correlacién mas bajos

(R*=0,64 y R*=0,55, respectivamente) y mayores desviaciones estandar residuales.

Tabla 13. Matriz de correlacién entre valores de digestibilidad in vivo e in vitro (n=27)

dMS dEB ED vMS123vi vMO123vi

dMSs 1,00000* 0,94426 0,87973 0,91 425 0,89343

(0,0) (0,0001) (0,0001) (0,0001)  (0,0001)

dEB 1,00000 0,94575 0,80138 0,78827

(0,0) (0,0001) (0,0001)  (0,0001)

ED 1,00000 0,74098 0,73308

(0,0 (0,0001)  (0,0001)

vMS123vi 1,00000 0,97695

(0,0) (0,0001)

vMO123vi 1,00000
| (0,0)

Leyenda: ver Tabla 12; * valores de coeficlente de correlacién (r); los valores entre paréntesis
representan el nivel de significacion: p<

Una posible causa del empeoramiento de |a prediccion de la dEB y de la ED es
la baja correlacion encontrada en este trabajo entre dMS y ED (R*=0,77) y entre dMS y
dEB (R*=0,89), como se puede apreciar en la Tabla 13. Otros autores (Battaglini y
Grandi,1984; De Blas ef a/.,1984, Ortiz y De Blas,1989; Lekule,1990), obtienen valores
de R? superiores a 0,94, al correlacionar dMS y dEB.

Del Cuadro 2 se deduce que la variable que mejor se predice es la
digestibilidad de la MS (ecuacién 1). Se comprueba que esta ecuacion constituye un
buen modelo de regresién simple tras validar las hipétesis hechas inicialmente al
formular el modelo: linealidad del modelo; media 0, distribucion normal y variabilidad
constante (homoscedasticidad) de los errores; y tras comprobar ta no existencia de

datos aberrantes. El ajuste, asi como los limites de prediccién para los valores
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individuales y los limites de confianza (p<0,05) para la media, estén representados en

la Figura 1. La Figura 2 representa la homoscedasticidad de los errores.

Cuadro 2. Ecuaciones de regresion simple in vivo/in vitro con Viscozyme (n=27).

Ec. | y X a ' b R® drs p

1 dMS | vMS123vi 5,49 (£5,02) 0,86 (+0,08) | 0,84 1,45 0,0001
=(,2846

2 dEB | vMS123vi 15,74 (186,87) 0,69 (x0,10) | 0,64 1,99 | 0,0001
p=0,0306

3 | TED | VMS123vi | 591,58 (£372,99) | 31,06 (¢5,63) | 0,55 | 107,89 | 0,0001
p=0,1253

4 | dFB' | vFB123vi 5,73 (£3,48) 0,75 (x0,20) | 0,50 | 4,73 0,0016
p=0,1210

5 dPB | vPB123vi 35,20 (+15,93) 0,45 (+0,19) | 0,19 2,35 | 0,0244
p=0,0366

Leyenda: ver Tabla 12
Modefo: y=a+ b * x
tn=17

A la vista de la Figura 1, la disposicién de los puntos uniformemente
distribuidos a ambos lados de la recta de regresién explica el alto coeficiente de
determinacién cbtenido (R*=0,84). En cuanto a la segunda parte de la Figura 1, el IC
para los valores predichos, se pueden interpretar de la siguiente manera: si un
laboratorio, utilizando estas 27 muestras, obtuviera repetidamente rectas de
calibracién para predecir un nuevo valor de dMS con cada una de estas rectas, el
verdadero valor de dMS se encontraria, el 95% de las veces, dentro de los limites de
confianza para los valores predichos (linea de puntos externa). Se puede apreciar que
la amplitud de este IC es constante a lo largo de toda la recta, lo que significa que la
prediccion es igual de buena para todo el rango de valores que se utilizaron para

elaborar el modelo.
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dMS(%)

Figura 1.

a. Regresion entre digestibilidad in vivo (dMS) e in vitro (vMS123vi) de la MS.

%

71 -

69
67
65
63
61
59
57
55
53

eleyibnleedy

R PR R

dMS (%)

'1||irllir||.l|li|||

62 64 66 68
VMS123vi (%)

- dMS

b. Limites de confianza al 95% para la prediccién y para la media.

vMS123vi(%)

118



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 2. Gréfico de residuos de la regresion dMS vs. vMS123vi frente a

los valores predichos.
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Valores predichos

En la bibliografia consultada no se han encontrado ecuaciones de prediccion
de la dMS en funcién de la digestibilidad in vitro de la MS para piensos de
monogastricos. Unicamente Boisen y Fernandez (1891a), en cerdos, obtienen, con su
método de tres pasos, una ecuacién para materias primas con una alta correlacion y
precision (R?=0,92, drs=2,5), si bien esté& basada en un nimero de datos escaso (n=7).
Normalmente lo que se obtiene es ecuaciones de prediccién de dE en funcién de la
digestibilidad in vitro de la MO. Asi, Boisen y Fernéndez (1991b) consiguen una buena
estimacién de la dE de 51 materias primas y de 52 piensos (R*=0,96, drs=3,2 y
R%=0,86, drs=2,2, respectivamente). Ei mayor R® obtenido con las materias primas lo
atribuyen los autores al mayor range de digestibilidad de los piensps con respecto a
las materias primas. La estimacién de la dMS obtenida en esta tesis, con 27 piensos,
es, pues, similar a la estimacion de la dE obtenida por los citados autores, utilizando

en ambos casos una técnica de digestion in vitro parecida.
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En el analisis de residuos de la ecuacién (1) frente a variables independientes

no incluidas en el modelo, se obtiene correiacidon negativa con la FB (r=-0,56;

p=0,002), y positiva con la ED (r=0,49; p=0,009), como puede apreciarse en |as

Figuras 3y 4.

Figura 3. Gréafico de residuos de ia regresién dMS vs. yMS123vi frente a la
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Esto implica que la técnica enzimética utilizada tiende a sobreestimar la dMS
de piensos bajos en ED (altos en fibra) y a subestimar aquellos altos en ED (bajos en
fibra). Una posible explicacion a estos resultados podria ser que en las técnicas in vitro
no se tienen en cuenta las variaciones en el tiempo de trénsito digestivo producidas
por distintos niveles de fibra (Fraga et al.,1984; Gidenne, 1992 y1994), y por tanto su
influencia sobre la utilizacion digestiva del alimento. Efectivamente, al aumentar el
nivel de fibra se provoca un aumento de |a velocidad de trénsito y por consiguiente un
TMR menor en el tracto digestivo, acortando el tiempo de degradacion enzimatica.
Esto da lugar a valores de digestibitidad in vivo de la MS, MO y EB menores a los
esperados, segun apuntan diversos autores (Fraga et al.,1984; Gidenne, 1992 y 1994).
En la técnica in vitro, sin embargo, el tiempo de retencién es siempre el mismo e
independiente de la composicion del pienso que se analice. Teniendo en cuenta el
rango de fibra que tienen nuestros piensos (12,1-19,6% de FB; 29,3-43,5% de FND),
se puede esperar un efecto sobre el transito y, por tanto, sobre |a digestibilidad in vivo
de la MS.

En principio, los resultados de este andlisis de residuos indican Ia‘
conveniencia de incluir las variables FB y ED en el modelo de regresion ya que
mejoran la precision. No obstante, la cuantia de esta mejora se comprueba haciendo
un anélisis de regresion paso a paso de la ecuacion (1), incluyendo como posibles
variables independientes la vMS123vi, la ED y diversos parametros quimicos (PB, FB,
FND, FAD y LAD). Obviamente, la primera variable que alcanza la significacion
suficiente (p< 0,15) para entrar en el modelo es la vMS123vi. En el segundo paso
ontra la ED aumentando el R* hasta 0,93 y en tercer y Ultimo lugar entra la FAD
consiguiendo aumentar el R? a 0,96. Cuando entre las posibles variables no se incluye
la ED, la variable mejor correlacionada sigue siendo la vMS123vi y Unicamente la FB
alcanza el grado de significacion suficiente para entrar en el modelo en segundo lugar,

aumentado el R? a 0,90 y explicando, por tanto, un 7% més de fa variacion total.
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En el Cuadro 2 se muestra también la ecuacién de prediccion de la
digestibilidad de la FB segun los valores de digestibilidad in vitro de la FB con
Viscozyme. Dicha ecuacién (ec. 4) es significativa (p<0,05) y presenta una correlacion
(R?=0,50) y una precision (drs=4,73). Haciendo el analisis de residuos de esta
ecuacion frente a variables no incluidas en el modelo, se observa una tendencia
positiva con la ED (r=0,70; p=0,0019) y negativa con la celulosa (r= -0,58; p=0,01),
sugiriendo la necesidad de incluir alguno de estos parametros en el modeio. En efecto,
se comprueba mediante un andlisis de regresién paso a paso, que unicamente la
variable ED mejora significativamente el ajuste. Dicha variable entra en el segundo
paso y el modelo pasa a explicar ahora el 76% de la variabilidad de la dFB.

Vemos, pues, que los residuos de la ecuacion de prediccién de dFB siguen las
mismas tendencias que los de la ecuacion de prediccion de dMS; es decir que cuanto
mayor es el nivel de fibra del pienso, mayor digestion sufre la FB in vitro © menos se
digiere in vivo. En efecto, se podria pensar que el complejo multi-enzimatico empleado
en esta técnica de digestién in vitro (Viscozyme) tiene enzimas degradadoras de la
fibra méas activas que el propio conejo y que acttian mejor en presencia de niveles
altos de fibra. Por otra parte, es posible que haya interacciones entre la fisiologia
digestiva del conejo y los piensos con alto contenido en fibra, que den lugar a valores
de digestibilidad in vivo de la fibra mas bajos. La segunda de |as posibilidades no es,
sin embargo, probable; hay que tener en cuenta que un aumento del nivel de FB
provoca un aumento de ia FB cecal (Fraga et al.,1984; Carabano et a/,1988) y un
aumento de la actividad celulolitica (Boulahrouf et al.,1987, citado por Fonty y
Gouet,1989), y por consiguiente, un aumento (y no una disminucion) de la

digestibilidad de a FB.
Finalmente, la ecuacién de prediccién de la digestibilidad de la PB (dPB)
segun la digestibilidad de la PB in vitro con Viscozyme (vPB123vi) es también

significativa (p<0,05) pero presenta un coeficiente de corre!aci_én muy bajo (R?=0,19),
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(Cuadro 2). Ademas, en el andlisis de residuos de esta ecuacion frente a parametros

guimicos de la dieta no se aprecia ninguna tendencia.

IV.1.2. Técnica de digestién in vitro de 3 pasos con Celulasa en el tercer paso.
Efecto de la sustituciéon de Viscozyme por Celulasa.

La capacidad de simulacién de la técnica de digestion in vitro de tres pasos
con Celulasa en el tercer paso se ha comprobado estudiando los valores medios y
extremos de digestibilidad in vitro de MS, FB y FND obtenidos. Estos valores se
presentan en ia Tabla 14a. Los valores de vMS123ce se distribuyen homogéneamente
(d.e.= 3,7) y su rango es amplio {16 puntos), mientras que los rangos de los valores de
vFB123ce y de vFND123ce que son mas amplios (26 y 31 puntos, respectivamente},
presentan unas d. e. muy grandes (>6%).

En la Tabla 14 b se presentan también los valores medios de las diferencias
entre valores de digestibilidad in vivo e in vitro, asi como las desviaciones estandar de
estas diferencias. Seglin se puede apreciar, la MS se digiere peor in vitro al utilizar
Celulasa en lugar de Viscozyme, siendo esta diferencia de digestibilidad significativa
(p<0,001) y de 2,22 puntos en valor absoluto. Estos resuitados estén de acuerdo con
los obtenidos por Givens et a/. (1989). Estos autores, al comparar un método in vitro a
base de pepsina/celulasa con otro a base de fluido ruminat/pepsina, utilizando pajas
para alimentacién de rumiantes, obtienen valores muy superiores con |la segunda de
estas técnicas. Es logico pensar que con un conjunto enzimético mas completo a
efectos de digerir fibra, como el fluido ruminal, se obtengan valores de digestibilidad in
vitro de la MO significativamente mayores qus con la Celulasa por si séla. Lo mismo
sucede, en nuestro caso, con el Viscozyme, que es un preparado mas completo que la
Celulasa. También concuerdan con los resultados de Aufrére (1982). Esta autora
| prueba tres tipos de Celulasas en su técnica in vitro para rumiantes y observa que con
la de |a casa Sigma, de Aspergillus niger, el porcentaje de MS solubilizada es menos

impdrtante que con los otros dos preparados celulasicos (Celluciast y Onozuka, ambos
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de Trichoderma viridae). La Celulasa Sigma es precisamente la que se ha utilizado en
esta tesis.

L a END sufre menor digestion con Celulasa que con Viscozyme, apreciandose
diferencias (p<0,05) de 1,27 puntos, mientras que la digestién de la FB no es
significativamente distinta (p>0,05) segun se emplee Celulasa o Viscozyme. Esto
puede ser debido a Ia diferente composicidn de estos dos parametros de la pared
celular y de ambos preparados enzimaticos. Asi, el hecho de que la FND esté
constituida por los principales componentes insoiubles de la pared celular vegetal
(celulosa, hemicelulosa y lignina) puede explicar la mayor digestibilidad de la FND al
utilizar Viscozyme ya que dicho complejo enzimatico se compone de diversas
hidrocarbonasas ademés de la celulasa propiamente dicha. Estos resultados también
concuerdan, como velamos anteriormente, con los de Givens et al. (1989). Por ofra
parte, la FB que se compone fundamentaimente de celulosa sufre igual digestion al
utilizar el coctel Viscozyme o la Celulasa séla, ya que la celulasa del Viscozyme por si
séla es suficiente para digerir ia FB.

Por ofra parte, los valores de digestibilidad in vitro de MS con Celulasa
(vMS123ce) son también siempre significativamente mayores que los de dMS (una
media de 1,87 unidades porcentuales) y que los de dEB (2,28 unidades porcentuales),
indicando que es una télcnica que, al igual que la anterior, también sobreestima |a
digestibilidad en el conejo. Estos resultados no concuerdan con los de diversos
autores consultados (Aufrére,1982; Metz y Van der Meer,1985, Van der Meer y
Pérez,1992), que obtienen valores de digestibilidad in vitro de la MO (con Celulasa)
menores que los de dMO.

Los valores de vFB123ce no son significativamente distintos de los de dFB, lo

que parece indicar que la FB sufre igual digestion in vivo que in vitro.

Por consiguiente, se puede conciuir que el hecho de que la MS se digiera
menos con Celulasa que con Viscozyme se explica en parte porque también la FND se

digiere menos. Sin embargo, asi s6lo se explican 0,51 puntos de la diferencia total
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(2,22 puntos), quedando el resto sin explicar. Por otro lado, la digestion de la FB no
contribuye a explicar la diferencia observada en |a digestion de la MS segun los dos

preparados enzimaticos empleados en el tercer paso.

Tabla 14

a. Valores de digestibilidad in vitro obtenidos mediante la técnica de digestion de 3 pasos con Celulasa

en el tercer paso (n=27).

valor medio | minime |méaximo |d.e.
vMS123ce |63,94 57,56 | 73,56 3,74
vFB123ce |13,51 0,00 26,02 8,75
‘VFND123ce | 21,87 9,54 40,89 6,28

b. Diferenclas entre valores medios de digestibilidad in vivo e in vitro (3 pasos, Celulasa) y entre ambas

técnicas de digestion in vifro de tres pasos (n=27).

r

a b a-b* | d.e.ar P
dMs vMS123ce |-1,87 |1,85 |p=0,0001
dEB vMS123ce [-2,28 |2,37 |p=0,0001
dFB’ vFB123ce [1,75 |5,82 |NS
vMS123vi |vMS123ce (2,22 1,56 |p=0,0001
vFB123vi |vFB123ce (0,32 [3,07 |NS
vEND123vi | vFND123ce | 1,27 |3,08 |p=0,042

dMs, dEB, dFB,: digestibilidad in vivo de la materla seca, energia bruta y fibra bruta (%); ED: energia
digestible (Kcal/Kg); vMS8123vi, vFB123vi, vFND123vi: digestibilidad in vifro de la materia seca, fibra
bruta y fibra neutro detergente con Viscozyme (%); vMS123ce, vFB123ce, vFND123ce: digestibilidad in
vitro de la materia seca, fibra bruta y fibra neutro detergente con Celulasa (%).
T n=17

* valor medio de las diferenclas
p=significacion estadistica; NS: no significativo (p>0,05); d.e.:desviacién estandar; d.€.qy: desvlacién

estandar de la diferencia.

Para estudiar la capacidad predictora de esta técnica de digestién in vitro con
Celulasa, se obtuvieron las ecuaciones de regresion simple entre los valores in vivo e

in vitro, que presenta el Cuadro 3.
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En este cuadro se puede apreciar que la ecuacion de prediccion de dMS
segun la técnica de tres pasos con Celulasa (vMS123ce) es significativa (p<0,001) y
presenta buena correlacién y precision (R%*=0,74; drs=1,84), También son significativas
(p<0,001) las ecuaciones de prediccion de dEB y de ED, si bien sus coeficientes de
determinacion son mas bajos (R?=0,61y R*=0,53, respectivamente) y sus desviaciones
residuales esténdar son mayores. Ei parémetro que mejor se predice es, por tanto, {a

dMS (ec. 6).

Cuadro 3. Ecuaciones de regresion simple in vivo/in vitro con Celulasa (n=27).

Ec. | y X a b R? drs p

<] dMS | vMS123ce 10,51 (16,19) 0,81 (x0,10) | 0,74 1,84 0,0001
p=0,1019

T I3EB | VMS1230e | 1831 (16,99) | 0,68 (20,11) | 0.61 | 2,08 | 0,0001
p=0,0148

8| ED | VMS123ce | 682,25 (369,17) | 30,72 (+5,63) | 0,53 | 108,83 | 0,0001
p=0,0765

9 | dFB' | vFB123ce 7,98 (+4,37) 0,63 (+0,25) | 0,30 5,61 0,0241
p=0,0881

Leyenda: ver Tabla 14
Modelo: y=a+ b * X
ton=17

En algunos trabajos en cerdos se encuentran ecuaciones de prediccion de la
dMO en funcién de la digestibilidad in vitro de la MO mediante una técnica de tres
pasos con celulasa en el tercer paso. Asi, Metz y Van der Meer (1985) obtienen un
coeficiente de determinacion de 0,72 (drs=2,7) con 16 piensos, y de 0,83 (drs=3,8} con
34 muestras (piensos y materias primas). Posteriormente, Van der Meer y Pérez
(1992), con un ndmero de datos alto (n=89 piensos), obtienen una buena estimacién
de la dMO (R*=0,85, drs=2).

A la vista de las ecuaciones obtenidas con las dos tecnicas de tres pasos
descritas, se puede concluir que se consiguen mejores estimaciones de la dMS, dEB y

E£D cuando se utiliza el céctel enzimético Viscozyme en el tercer paso de la técnica.
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En un intento de explicar la peor prediccién obtenida en nuestro trabajo ai
utilizar Celulasa en vez de Viscozyme en el tercer paso, se hizo el analisis de residuos
de la ecuacidn (6) frente a variables no incluidas en el modelo. Se observé que el
pardmetro quimico mas correlacionado con los residuos fue la ED (r=0,55; p=0,003)
seguido por la celulosa (r=-0,42; p=0,03). Los residuos de esta ecuacion siguen, por
tanto, fas mismas tendencias que los de la ecuacidn (1), y por consiguiente, con este
andlisis de residuos no es posible explicar por qué la prediccion con Celulasa es peor.

Por otro lado, la ecuacién de prediccion de ia digestibitidad de la FB segun los
valores de digestibilidad de la FB con Celulasa es significativa (p<0,05) y presenta una
correlacién baja (R*=0,30) y poca precisién (drs=561). (Cuadro 3). Mediante la
técnica con Celulasa se consigue, pues, una peor estimaciéon de la dFB que con la
técnica de Viscozyme. En efecto, cuando se comparan las ecuaciones de prediccion
de la digestibilidad de la FB (ecs. 4 y 9), se observa que la prediccién es peor segun
los valores de digestibilidad de |la FB con Celulasa que con Viscozyme (R*=0,30,
drs=5,61 vs. R*=0,50, drs= 4,73), a pesar de que los valores de vFB123vi y vFB123ce
no son significativamente distintos en valor absoluto (segin se vié en |la Tabla 14 b).

También en este caso se hizo el analisis de residuos de la ecuacion (9) frente
a variables no incluidas en el modelo, y se observd correlacion positiva con la ED

(r=0,63; p=0,0062) y negativa con la celulosa (r= -0,57; p=0,02).

En definitiva, una posible explicacion a la peor prediccion de la dMS segun

vMS123ce ss, por tanto, que también se predice peor la dFB segtn vFB123ce.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos hasta ahora, se puede concluir
que la mejor ecuacion de estimacién del valor nutritivo de piensos para conejos es la
que correlaciona la digestibilidad de la MS con la digestibilidad in vitro de la MS
mediante una técnica de tres pasos con Viscozyme en el tercerc. Por consiguiente, en

lo sucesivo tomaremos esta ecuacion como base para futuras comparaciones.
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IV.1.3. Efecto de la supresién del tercer paso en la técnica de digestion in vitro,

Partiendo de la técnica de digestion in vitro con 3 pasos y Viscozyme en el

tercero de ellos, se ha estudiado la influencia de la incorporacion de enzimas
degradadoras de la fibra en los resultados obtenidos.

Los valores medios, minimo, maximo y desviacién estandar de digestibilidad in
vitro obtenidos mediante la técnica de digestion in vitro sin el tercer paso, figuran en la
Tabla 15 a. También se presentan los valores medios y las desviaciones estandar de
las diferencias entre los valores de digestibilidad in vitro obtenidos con y sin el tercer
paso, asi como entre estos Ultimos y los valores de digestibilidad in vivo (Tabla 15 b).

Como se puede observar, las diferencias entre los valores de digestibilidad in
vitro de la MS sin el tercer paso (vMSno3) y de vMS123vi son significativas (p<0,001)
siendo los primeros 12 puntos porcentuales inferiores a los segundos. De la misma
manera, la FB se digiere in vifro sin tercer paso 10,60 unidades porcentuales menos
que con la técnica completa de tres pasos y la FND 12,37 puntos menos. Sin embargo,
no se han encontrado diferencias significativas entre la digestibilidad /n vitro de la PB
sin el tercer paso o con los tres pasos.

Estos resultados indican que la MS se digiere un 18,26% menos si no se
incluye el tercer paso en la técnica in vitro, lo cual se podria explicar porque también la
fibra sufre una digestion menor (un 76,64% menos en el caso de la FB y un 53,46%
menos en el caso de la FND). La PB, sin embargo, se digiere en la misma medida se
incluya o no el tercer paso, por lo que no explica las diferencias encontradas para la
MS.

Por otro lado, la eliminacién del tercer paso en la técnica in vitro conlleva la
obtencion de valores de digestibilidad menores significativamente que sus
correspondientes valores in vivo para la MS, EB y FB. Estos resultados estan de
acuerdo con los de Xiccato et al. (1994), que obtienen valores de digestibilidad in vitro
de la MO sin el tercer paso muy inferiores a los de dMO, en 19 piensos comerciales
para conejos. Sin embargo, la PB sigue digiriéndose mas in vitro que in vivo aunque no

se incluya el tercer paso (Tabla 15 b), resultados que coinciden con los de Cone y Van
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der Poel (1993), en cerdos, cuando comparan un método de digestibilidad in vifro de
dos pasos (pepsina-HCl/pancreatina) con la digestibilidad aparente de la proteina a

nivel ileal, en un conjunto de 48 materias primas.

Tabla 15

a, Valores de digestibilidad in vifro de la MS, FB, FND y PB (%) obtenidos mediante la técnica sin tercer

paso (n=27).
valor medio | minimo [maximo [d.e.
vMSnod |54,08 48,50 61,60 3,14
vFBno3 |3,19 -7,78 14,02 6,45
vFNDno3 | 10,76 -0,92 25,49 6,77
vPBnod 84,30 78,10 96,17 4,47

b. Diferencias entre valores medios de digestibilidad in vivo e in vitro sin tercer paso y entre in vitro 3

pasos Viscozyme e in vitro sin tercer paso (n=27).

a [ b a-b* | d.e.qr p J
dMS vMSno3 |7.99 {1,868 |p=0,0001
dEB vMSno3 |7,59 |2,30 |p=0,0001
dFBT vFBno3d | 11,57 |6,49 [p=0,0001
dPB vPBno3 |-10,93 |5,40 |p=0,0001

vMS123vi |vMSno3 [12,08 |[1,74 |p=0,0001
vFB123vi |vFBno3 10,8 5,3 [ p=0,0001
vPB123vi |vPBno3 |1,08 577 |NS

vFND123vi |vFNDno3 |12,37 13,16 |p=0,0001

dMs, dEB, dFB, dPB: digestibilidad in vivo de la MS, EB, FB y PB (%); vMSno3, vFBno3, vFNDno3,
vPBno3: digestibilidad in vitro de la MS, FB, FND y PB sin tercer paso.

T n=17

* valor medio de las diferencias

p=significacion estadistica; NS: no significativo (p>0,08); d.e.. desviacion estandar; d.e.q: desviacion
estandar de la diferencia.

Estos resultados confirman la necesidad de incluir el tercer paso en la técnica
in vitro ya que, si se suprime, hay digestion incompleta de la MS en parte debida a que

no se produce apenas digestion de la fibra, (ef porcentaje de desaparicion de la FB en
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los dos primeros pasos es de un 6,6% y de la FND de un 10,76%). Esto indica que las
enzimas degradadoras de fibra que se afiaden en el tercer paso tienen un papel
fundamental sobre la digestibilidad de la fibra. Dichas enzimas, sin embargo, no
parecen tener ningun efecto sobre la digestibilidad de la proteina, ya que los
resultados muestran que el 98% de la PB se digiere en los dos primeros pasos.

La necesidad de incluir, en las técnicas de digestion in vifro, un paso para
simular la fermentacion microbiana, ha sido ya constatada por diversos autores, en
cerdos. Asi, Furuya et al. (1979) observan que el fluido de yeyuno es insuficiente para
digerir dietas con un contenido de FB mayor del 4%, ya que dicho fluido carece de las
carbohidrasas microbianas indispensables para llevar a cabo la digestion de la fibra.
De la misma manera, Léwgren ef al. (1989) y Graham et al. (1989) comprueban que
con fluido ileal o con extracto de heces, que contienen microorganismos, se consigue
una mayor desaparicién in vitro de la fibra que con fluido duodenal. Vervaeke et al.
(1989), utilizando fluido ruminal para simular la fermentacion que tiene lugar en el
intestino grueso del cerdo, obtienen una buena estimacion de la digestibilidad de la
MO en este tramo del tracto digestivo. Boisen y Fernandez (1991b) obtienen mejores
correlaciones entre los valores de dE fecal y los de digestibilidad in vitro de la MO con
una técnica de tres pasos (pepsina/pancreatina/enzimas degradadoras de la fibra) que
entre la dE ileal y la digestibilidad in vitro de la MO con una técnica de dos pasos
(pepsina/pancreatina). Finalmente, Van der Meer y Pérez (1992), citan un trabajo
previo en el que comprobaron que la supresién de la incubacién con Celutasa en su
método in vitro de tres pasos, empeoraba la precisién de la prediccion de la dMO
(drs=3,5 vs. drs=2,5).

Por otra parte, la necesidad de simular la fermentacién cecal del conejo ha
sido también constatada en algunos trabajos. Asl, Llopis y Ferndndez Carmona (1992)
obtienen diferencias significativas entre los valores de digestibilidad in vifro de la MS
obtenidos con un método 2 pasos (pepsina/pancreatina) y los obtenidos al incorporar
en la técnica un tercer paso con contenido cecal, siendo mayores en este ultimo caso.

Igualmente, Xiccato ef al. (1994) observan que los valores de digestibilidad in vitro de
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la MO obtenidos al no afiadir ninguna enzima en el tercer paso scn muy inferiores a
los que se obtienen al afadir algun complejo enzimatico para degradar la fibra y
también a los de dMO.

La capacidad predictora de la técnica de digestion in vitro sin el tercer paso se
ha estudiado, como en los casos anteriores, mediante la obtencion de las ecuaciones
de regresién que se presentan en el Cuadro 4.

La ecuacion de regresion simple de la dMS segtn los valores de vMSno3 es
significativa (p<0,0001), sin embargo, su coeficiente de correlacion (R?=0,72) y su

desviacion estandar residual (drs=1,89) son peores que en la ecuacioén (1).

Cuadro 4. Ecuaciones de regresion simple in vivo/in vitro sin tercer paso (n=27)

Ec.| ¥ X a b R* drs p

10 | dMS | vMSno3 10,70 (£6,39) 0,95 (£0,12) | 0,72 1,89 0,0001
p=0,1065

11 | dEB | vMSno3 | 20,07 (+7,51) 0.77 (x0,14) | 0,55 | 2,22 | 0,0001 |
p=0,0131

12 ED | vMSno3 | 735,60 (+384,85) | 35,33 (+7,11) { 0.50 113,91 | 0,0001
p=0,0875

13 | dFB' | vFBno3 ' NS

14 | dPB | vPBnod | NS

Leyenda: ver Tabla 15
Modelo: y=a + b * X

T n=17

NS: no significative (p>0,05)

La inclusién del tercer paso aumenta, pues, la correlacion entre los valores in
vivo e in vitro de la MS y lo mismo sucede con la prediccion de la dEB y de la ED (ecs.
11y 12 vs. 2 y 3). Sin embargo, con la técnica sin tercer paso la prediccion de ia dMS
es mejor que la prediccion de la dEB y de la ED con la técnica de tres pasos. Segun
estos resultados se podria pensar en la posibilidad de elegir la ecuaciéon (10) en vez
de la ecuacion (1) para la prediccion de la dMS, ya que la supresion de la tercera

incubacion simplifica mucho el trabajo (acortando la duracion de la técnica). Estd

131



RESULTADOS Y DISCUSION

puede interesar ,a pesar de obtener peor correlacién para |a dMS (R?=0,72 vs.
R?=0,84)
Las ecuaciones de prediccion de dFB y de dPB no son significativas con la

técnica de dos pasos y si lo son con la de tres pasos (ecs. 13y 14 vs. ecs. 4y 5).

Con el propdsito de intentar explicar la peor prediccion de la dMS obtenida
ségun los valores de vMSno3, se hizo un anélisis de residuos frente a variables no
incluidas en el modelo, y se encontré correlacion positiva con la ED (r=0,58;

p=0,0016).

IV.1.4. Efecto de la eliminacién de la incubacion con pepsina/HC! en la técnica

de digestién in vitro.

Para estudiar el efecto de la incubacion con pepsina/HC| sobre los valores de
digestibilidad in vitro obtenidos, se ha comparado |a técnica de tres pasos con
Viscozyme frente a esta misma técnica a la que se ha suprimido el primer paso.

Los valores medios y extremos, junto con su variacion, de digestibilidad in vitro
obtenidos mediante la técnica de digestion in vitro sin pepsina/HCI, figuran en la Tabla
16 a. Ademas, en la segunda parte de la tabla se puede observar que los valores de
vMSnope son significativamente menores (p<0,001) que los valores de vMS123vi (2,40
puntos); los valores de vFBnope son 3,87 puntos menores significativamente (p<0,001)
que los de vFB123vi; y los de vPBnope son 4,32 puntos menores que los de vPB123vi.
Sin embargo, los valores de vFNDnope no son significativamente distintos de los de
vFND123vi.

Estos resultados indican que el primer paso de la técnica in vitro afecta a la
digestibilidad de la MS, FB y PB de tal forma que, si se suprime, disminuyen sus

digestibilidades. Sin embargo, esto no sucede en el caso de la FND.
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Tabla 16

a. Valores de digestibilidad in vifro de la MS, FB, FND y PB (%) obtenidos mediante la técnica sin

pepsina/HCI {n=27).

valor medio | minimo | maximo |d.e.
vMSnope |[63,76 54,33 72,56 3,69
vFBnope (9,83 -3,03 21,83 7,10
vFNDnope | 22,68 11,72 42,68 7,34
vPBnope |81,05 75,13 |84,94 |2,25

RESULTADOS Y DISCUSION

b. Diferencias entre valores medios de digestibilidad in vivo e in vitro sin pepsina/HC| y entre in vifro 3

pasos Viscozyme e in vitro sin pepsina/HCI (n=27).

a b a-b* | d.e.r p
dMS vMSnope |-1.69 [1,85 p=0,0001
JdEB vMSnope |-2,10 |2,37 p=0,0001
dFB' vFBnope |568 (565 |p=0,0008
dPB vPBnope |-7,69 |3,24 p=0,0001
vMS123vi |[vMSnope (240 {1,07 p=0,0001
vFB{23vi |vFBnope 387 398 p=0,0001
vPB123vi |vPBnope 432 11,88 p=0,0001
vFND123vi {vFNDnope (0,46 13,15 NS

dMs, dEB, dFB, dPB: digestibilidad in vivo de la MS, EB, FB y PB (%); vMSnope, vFBnope,
vENDnope, vPBnope: digestibilidad in vitro de la MS, FB, FND y PB (%) sin pepsina/HCI.

=17

* valor medio de las diferencias

p=significacién estadistica; NS: no significativo {p>0,05); d.e. :desviacion estandar; d.e.qs: desviacion

estandar de la diferencia.

En cuanto a la MS, nuestros resultados estan de acuerdo con |os obtenidos por
Aufrére (1982). Estos autores utilizando un método a base de pepsina/celulasa
obtienen valores de digestibilidad in vitro de la MO 7 puntos menores cuando no
incluyen la predigestién con pepsina/HCI. La magnitud de la diferencia encontrada en

| nuestro trabajo no es, sin embargo, tan grande (2,4 puntos). Una disminucién de 2,4
puntos porcentuales sobre una digestibilidad media de la MS de 66%, supone una
disminucidn de digestibilidad de sélo un 6,3%. En el caso de la PB una reduccion de

4,32 puntos sobre una digestibilidad media de la PB de aproximadamente 85% supone
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sélamente una disminucién de digestibilidad del 5%. Sin embargo, una disminucion de
3,87 puntos porcentuales en la digestibilidad de la FB es mas importante ya que,
teniendo en cuenta que la digestibilidad de la FB es, en media, de un 14%, implica una
disminucién de digestibilidad del 28%. Por consiguiente, se puede afirmar que el
primer paso o predigestidn con pepsina/HCl tiene mas importancia para |a digestion de
|la fibra que para la de la proteina. Estos resultados estan de acuerdo con los trabajos
de Dowman y Collins (1983). Segun estos autores, la pepsina/HC|, ademas de
provocar una primera ruptura del material proteico, lleva a cabo una predigestion de
las paredes celulares haciéndolas mas accesibles a las enzimas degradadoras de la
fibra, facilitando asl la digestion posterior de ésta. A su vez, Camus y Laporte (1980)
constatan también la importancia de la pepsina, tras comprobar que ésta aumenta la
solubilidad de la proteina y abre su estructura molecular, haciendo disponibles sus
enlaces peptidicos a otras enzimas.

Por otra parte, los valores de vMSnope son mayores que sus equivalentes
valores de digestibilidad in vivo -dMS y dEB- (169 y 2,1 puntos porcentuales,
respectivamente); igualmente, la vPBnope es mayor que la dPB (7,69 unidades
porcentuales); sin embargo, la FB sufre menor digestién que in vivo (5,68 unidades
porcentuales). En efecto, alun cuando no se utiliza pepsina/HCI, los valores de
digestibilidad in vitro de lé proteina son mayores que los de digestibilidad /in vivo, tal y
como ocurria al utilizar el método de tres pasos {valores de vPB123vi). Por tanto, estos
resultados se pueden explicar como en el caso anterior, es decir, por las pérdidas
endégenas de N que tienen lugar in vivo pero no in vitro. En cuanto a la FB, el hecho
de que sufra menor digestién que in vivo cuando no se utiliza pepsina/HCI, corrobora
la importancia de esta preincubacién para facilitar ia posterior degradacion de |a fibra

por las enzimas correspondientes.

En cuanto a la prediccion segln la técnica de digestion in vifro sin la
preincubacion con pepsina/HCl, las ecuaciones obtenidas se presentan en ef Cuadro
5. La ecuacién de regresién simple de la dMS segln los valores de vMSnope es
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significativa {(p<0,0001); sin embargo, su coeficiente de correlacién (R*=0,76) y su
desviacién estandar residual (drs=1,78) son peores que en la ecuacion (1). Estos
resultados estan de acuerdo con los de Aufrére (1982), que también obtienen una
precision ligeramente menor cuando relacionan la dMO con la digestibilidad in vitro de
la MO sin pepsina (drs=4,1) que cuando lo hacen con los valores de |a técnica a base
de pepsina/celulasa (drs=3,6), en 7 forrajes para rumiantes.

Algo similar sucede para la estimacién de !a dEB. La estimacién de la ED es,
sin embargo, mejor al suprimir la incubacién con pepsina/HCI (R*=0,59 vs. 0,55).

Por otra parte, la prediccién de la dMS con la técnica sin pepsina es mejor que
la prediccion de la dEB y de la ED con la técnica de tres pasos. Esto sugiere la
posibilidad de elegir la técnica méas corta (por sus ventajas préacticas) para estimar la
dMS a pesar de obtener un coeficiente de determinacion menor que con |a ecuacion
(1) (R* = 0,76 vs. 0,84).

La dFB se estima peor si no se incluye el primer paso (R*=0,37 vs. 0,50), y la

regresion entre dPB y vPBnope no es significativa.

Cuadro 5. Ecuaciones de regresién simple in vivo/in vitro sinpepsina/HC| (n=27)

Ec. | ¥ X a b R® drs p

15 | dMS | vMSnope | 9,32 (+8,02) 0,83 (+0,09) | 0,76 | 1,78 | 0,0001
p=0,1343

16 | dEB | vMSnope | 18,16 (+7,14) | 0,68 (z0,11) | 0,59 | 2,1 | 0,000
p=0,0175

17 | ED [ VvMSnope | 563,15 (£350,57) | 32,67 (+5,49) | 0,58 | 103,34 | 0,0001
p=0,1208

18 | dFB' | vFBnope | 10,41 (3,00) 0,63(0,21) | 0,37 | 632 | 0,0101
p=0,0035

19 | dPB | vPBnope ' : NS

Leyenda: ver Tabla 16
Modelo: y=a + b * X
. n=17; NS: no significativo (p>0,05)
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IV.1.5. Comparacién global entre los métodos in vitro estudiados.
El! Cuadro 6 es un cuadro resumen de las correlaciones obtenidas entre la
digestibilidad in vivo de la MS y las digestibilidades in vitro seguin los distintos métodos

estudiados en esta tesis.

Cuadro 6. Correlacion entre digestibilidad in vivo y digestibilidad in vitro de la MS (%)

segun las diferentes técnicas ensayadas (n=27),

Técnica in vitro | 197 paso 20 paso 38T paso R’ drs

vMS123vi Pepsina/HCl | Pancreatina | Viscozyme |0,84™ |1,45

viM§123ce Pepsina/HCl | Pancreatina | Celulasa 0,74 11,84

vMSno3 Pepsina/HCl | Pancreatina 0,72 | 1,89

vMSnope Pancreatina | Viscozyme |0,76™* |1,78
*. n<0,001

vMS123vi; digestibilidad in vitro de la MS con Viscozyme; vMS123ce: digestibilidad in vitro
de la MS con Celulasa; vMSno3: digestibilidad in vifro de la MS sin tercer paso; vMSnope:
digestibilidad in vitro de la MS sin pepsina/HCI.

En todos los métodos estudiados se lograron ecuaciones de prediccion del
coeficiente de digestibilidad de la MS altamente significativas (p<0,001), siendo el
método de digestidn con 3 'pasos y Viscozyme en el tercer paso (vMS123vi) el que
presenté el mayor coeficiente de determinacion (R*=0,84) y la menor desviacién
residual estandar (drs=1,45), es decir lmayor precision, sobre todo el conjunto de
piensos (n=27). Debido a ello, las comparaciones de los deméas métodos ensayados
en esta Tesis se han efectuado con referencia al mismo.

La utilizacién de Celutasa en lugar de Viscozyme en el tercer paso empeoro la
prediccién (R?=0,74 vs. R2=0,84) y también lo hicieron las técnicas parciales ,sin tercer
paso y sin pepsina (R?=0,72 vs. R*=0,84 y R*=0,76 vs. R?=0,84, respectivamente).

Por otra parte, la estimacién de la dMS es mejor con la técnica sin pepsina
(R2#0,76) gue con la técnica de tres pasos coﬁ Celulasa (R?=0,74) y que con la técnica

sin tercer paso (R*=0,72). Estos resultados indican que, acortando la técnica, se
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obtienen también buenas estimaciones de la dMS, y que la estimacion es mejor al
eliminar la predigestion con pepsina/HCl que al suprimir la tercera incubacion con
enzimas degradadoras de la fibra. Por consiguiente, se puede sugerir acortar la

técnica suprimiendo el primero, pero no el tercer paso,

IV.2. ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DE LA ECUACION PROPUESTA EN LA
PREDICCION DEL VALOR NUTRITIVO DE DIETAS CON NIVELES ALTOS DE
PULPA DE REMOLACHA O DE GRASA.

En la revisidn bibliogréfica de esta tesis ya se ha comentado que las
ecuaciones de prediccion existentes, basadas en parametros quimicos, se ven
limitadas a la hora de estimar la dEB o la ED de materias primas altamente digestibles,
como las pulpas de remolacha o de citricos y las grasas. Presentan, ademas, el mismo
inconveniente ante (os piensos que incluyen estos ingredientes en su composicién a
niveles aitos. Teniendo esto en cuenta, en este trabajo se ha estudiado la capacidad
del método de digestibilidad in vifro propuesto para subsanar este inconveniente. Para
ello se han analizado in vitro 14 plensos experimentales cuya composicién incluye
niveles importantes de las citadas materias primas. Los valores de digestibilidad in

vitro de la MS figuran en la Tabla 17.

Tabla 17. Digestibilidad in vitro de la MS (vMS123vi, %) y digestibilidad /n vivo de la MS (dMS)
de piensos experimentales de conejos con contenidos importantes de pulpa de

remolacha o grasa.

Pulpa Remolacha (n=8) Grasa (n=6)
min m e de,  min m max de
vMB123vi 65,63 71,47 78,48 4,36 | 62,21 62,86 63,89 085
daMms 588 66,44 70,3 4,071 56,76 58,33 59,33 0,93

min. valor minimo; m: valor medjo; méx; valor maximo; d.e,: desviaclén estandar
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El rango de dMS de estos piensos esta incluido dentro del rango de los 27
piensos utilizados como base para todo el desarrollo de esta tesis; el rango de
vMS123vi alcanza, sin embargo, valores mas altos.

Los valores de digestibilidad in vitro de la MS son siempre mayores que los de
digestibilidad in vivo de la MS tanto en los piensos con pulpas como en los que llevan
grasa: 5,03 unidades porcentuales en los de pulpas y 4,52 en los de grasas.

La ecuacidn de regresidn obtenida entre dMS y vMS123vi, para estos 14

piensos experimentales es |a siguiente:

(20) dMS=2,41 (£5,82) + 0,89 (+0,09) vMS123vi R?=0,90  drs=1,69 p=0,0001  n=14
p=0,6864

Esta ecuacién se ha comparado con la ecuacion general propuesta (ec. 1),
mediante el método recomendado por Snedecor y Cochran (1971) para comparar
lineas de regresién. No se han obtenido diferencias significativas (al 5%) en las
varianzas residuales ni tampoco en las pendientes (1-p=0,58), lo que indica que
ambas ecuaciones no difieren significativamente.

A la vista de estos resultados queda confirmada la capacidad de la ecuacion
propuesta para obtener estimaciones del valor nutritivo de piensos que se pueden
calificar de “raros”, ya que presentan niveles altos de pulpa de remolacha o de grasa
en su composicion. Se puede, por tanto, proponer |a ecuacion resultante de considerar
un conjunto de 41 datos: los 27 que formaban la ecuacién propuesta unidos a los 14

nuevos (pulpas y grasas). Dicha ecuacién es la siguiente:

(21) dMS=4,67 (43,63) + 0,86 (0,05 vMS123vi R?=0,87  drs=1,52 p=0,0001  n=41
p=0,2055

Como se puede observar, los coeficientes de esta nueva ecuacion son
_practicamente iguales que los de la ecuacion propuesta con 27 datos. La similitud de
la pendiente (0,86) indica, ademas, una gran estabilidad del parametro regresor

(VMS123vi).
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La representacion grafica del ajuste de los 14 piensos con pulpas o grasas a la

ecuacion general se muestra en la Figura &,

Figura 5. Ajuste de piensos con pulpa de remolacha o grasa a la ecuacién general

dMS

53: ..... i...‘ik.;t O ‘ij.“-i;..;[.d_._
57 60 63 66 69 72 75 78

yMS123vl
- Ec. ganeral {n=27) & PULPAS (n=8) * GRASAS (n=8)

Por otra parte, cuando se comparan las ecuaciones de regresion aobtenidas
con la FAD como variable independiente, los resultados indican diferencias
significativas entre la ecuacion basada en 23 piensos y la ecuacién basada en los 14
piensos ‘raros”. En efecto, las varianzas residuales son distintas y también lo son las
pendientes (1-p=0,0013). -1,40, en el primer caso y -1,07, en el segundo caso.
Resultados similares se obtienen al comparar las ecuaciones de regresion obtenidas
con FB. Estos resultados indican que ninguno de estas dos componentes de la pared
celular se puede utilizar para obtener una buena estimacién de la dMS de piensos con

pulpa o con grasa.

IV.3. PREDICCION SEGUN PARAMETROS QUIMICOS DE LA PARED CELULAR.
El segundb objetivo de esta tesis se plantea comparar el coeficiente de
digestibilidad in vitro de la MS frente a parametros quimicos de la pared celular, como

variables independientes en una ecuacion de regresion simple, para predecir el valor
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nutritivo de los piensos para conejos. Para llevar a cabo este objetivo, se hizo un
andlisis de regresion paso a paso incluyendo Unicamente variables quimicas como
posibles variables independientes (EB, PB, FB, FND, FAD y LAD). Tras comprobar que
la variable mejor correlacionada era la FAD, y en su defecto, la FB, se obtuvieron ias
ecuaciones de regresion correspondientes, para los 27 piensos estudiados (Cuadro
7).

A la vista del Cuadro 7 a. se aprecia que, aunque las ecuaciones son
altamente significativas, presentan valores muy bajos de R? siendo siempre la FAD la
que mejor se correlaciona. La representacion gréfica de esta regresion se muestra en
la Figura 6. Estas ecuaciones son, pues, siempre peores que las ecuaciones basadas
en la digestibilidad in vitro de la MS (compérense con |as del Cuadro 2),

Nuestros resultados, sin embargo, no concuerdan con los obtenidos por otros
autores. En efecto, en la mayoria de los trabajos de la bibliografia consultada se
proponen ecuaciones de prediccion del valor energético de los piensos con FAD o con
FB como variables regresoras. La FAD explica entre un 62 y un 89% de la variabilidad
y la FB entre un 42 y un 76% (véase Tabla 4). La baja correlacidon encontrada en
nuestro trabajo podria deberse, en primer lugar, ai menor rango de FAD de nuestros
piensos (14,75 - 23,17%), con respecto al que tienen ta mayoria de los trabajos

citados.

Por ofra parte, es posible que alguno de los ingredientes que forman parte de
alguna de las 27 dietas de este trabajo, afecten a la digestibilidad de un modo que no
pueda ser explicado por un componente de la pared celular como la fibra. En este
sentido, y teniendo en cuenta las observaciones de otros autores, se estudié cuales
eran los piensos que se desviaban de las ecuaciones de prediccién. De Blas ef al.
(1992) observaron que las dietas con un contenido en paja mayor del 20%, se
separaban de la recta de prediccion. Por otro lado, Villamide (1988), en un intento de
valorar materias primas con la ecuacién de prediccion propuesta por Ortiz y De Blas

(1989) para piensos completos, observa que la digestibilidad de la energia del salvado
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y de la paja es sobreestimada mientras que la digestibilidad de la energia de ios
concentrados proteicos se subestima por la ecuacion. Parece l&gico, pues, pensar que

las dietas que presentan este tipo de materias primas se comporten de forma parecida.

Cuadro 7. Fcuaciones de regresion simple para la prediccion de dMS, dEB y ED
segun parametros quimicos de la pared celular.

a. n=27
EBc, | ¥ X a b R* | _drs p
22 | dMS | FAD | 83.21 (+4,38) | -1,08 (£0,22) | 0,49 | 2,57 | 0,0001
p=0,0001
23 1"dMS | FB | 77.35 (+4,51) | -0,93(20,27) | 0,32 | 2,96 | 0,0022
p=0,0001
24 | dEB | FAD | 80,48 (+4,33) | -0,95 (+0,22) | 0,43 | 2,54 | 0,0002
p=0,0001
55 | dEB | FB | 76,73 (x4,15) | -0,90 (£0,25) | 0,34 | 2,73 | 0,0014
p=0,0001
26 | ED | FAD 0,24 0,000
27 | ED | FB 0,22 0,013 |
b. n=23
28 ['dMS | FAD | 80,99 (+3,39 | -1,40 (0,17) | 0,76 | 1,72 | 0,0001
p=0,0001
20 | dMS | FB | 84,23 (x4,27) | -1,32 (20,26) | 0,56 | 2,34 | 0,0001
p=0,0001
30 | dEB | FAD | 86,18 (+3,33) { -1,21 (+0,17) | 0,71 | 1,68 | 0,0001
p=0,0001
31 | dEB | FB | 82,33 (£3,69) | -1,21 (£0,22) | 0,58 | 2,02 | 0,0001
=0,0001
32 | ED | FAD 0,47 0,0003
33 | ED | FB 0,48 0,0002
c. n=41
34 | 'dMS [ FAD | 76,26 (:3,74) | -0,66 (£0,18) | 0,27 | 3,57 | 0,0006
p=0,0001
35 | dWS | FB | 76,12 (x:4,02) | -0,80 (£0,23} | 0,23 | 3,64 | 0,0014
p=0,0001

Modelo: y=a + b * X

Por eso, en este trabajo se suprimieron 4 dietas: dos de ellas por presentar un
alto contenido en salvado (68 y 70%), otra por presentar un alto contenido en torta de
girasol (32%) y una mas por su alto nivel de paja (20%). Las ecuaciones de prediccién
para los 23 piensos restantes figuran en el Cuadro 7 b. Como se puede apreciar, 1a

variabilidad explicada aumenta notablemente (i.e. el R? pasa de 0,49 a 0,76, al
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predecir dMS con FAD, y de 0,32 a 0,56 cuando se utiliza la variable FB). Estos
coeficientes de determinacion, mas préximos a los obtenidos en otros trabajos,
significan una clara mejoria con respecto a nuestras predicciones anteriores y
concuerdan con las hipétesis sugeridas por los citados autores respecto a la baja

sensibilidad de los predictores quimicos para dichas materias primas.

Figura 6, Regresion entre dMS 6 dEBy FAD

[[dMS=83,21-1,08 FAD R2=0,49 n=27 | [<EB=80,48 - 0,95 FAD R2=0,43 n=27

dMs dEB

- 73

D
FA -+ dMS *dEB

Ademaés se aprecia un cambio importante en los valores de la pendients, segun
se considere la ecuacion con 27 & con 23 datos, indicando la falta de estabilidad de
los parametros regresores FAD y FB.

Por el contrario, cuando se excluyen estos 4 piensos de la regresion entre la
dMS y la digestibilidad in vitro de la MS con Viscozyme, ja ecuacion que resulta con 23
datos presenta unos coeficientes similares a la ecuacion con 27 datos (a=4,89;
b=0,88), indicando, en este caso una gran estabilidad del regresor (vMS123vi). Esta
nueva ecuacién explica, ademds, un poco menos de la variabilidad de la variable
dependiente -dMS- (un 83 en vez de un 84%). Por consiguiente, parece logico
considerar la ecuacién original basada en 27 datos como la mejor y seguir
proponiéndola. Esta ecuacion resulta pues adecuada para predecir dietas con

contenidos elevados de salvados, concentrados proteicos o paja.
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En el Cuadro 7 ¢ aparecen las ecuaciones obtenidas con 41 datos, es decir,
cuando se incluyen los piensos de pulpas y de grasas (n=14). En este caso, se puede
apreciar que las correlaciones obtenidas son aln peores que las que se obtienen con
los 27 datos originales. Esto hace pensar en la incapacidad de los parametros de fibra
(FB y FAD) para estimar la dMS de los piensos con un contenido en pulpas o en grasa
superior al normalmente presente en los piensos comerciales, tal y como han
comprobado ya otros autores (De Blas et al,, 1984y 1992; Maertens et a/.,1988, Ortiz y
De Blas,1989).

IV.4. INDICES DE REPETIBILIDAD Y DE FIABILIDAD.

El indice de repetibilidad (r) se ha calculado, para los tres analisis
laboratoriales (vMS123vi, FB y FAD) de dos maneras, segun se explica en el material
y métodos de esta tesis:

Cuando se utiliza el criterio del p-valor asociado al estadistico t def test de
Student de comparacién de medias de dos variables normales, case de muestras
pareadas, el indice de repetibilidad de la técnica de digestién in vitro propuesta en esta
tesis (vMS123vi), calculado con 10 datos, es p=0,7492. L.os valores de r de los analisis
de FB y de FAD obtenidos con 12 datos, son p=0,588 y p=0,30, respectivamente. De
estos resultados se deduce que, en nuestro laboratorio, la técnica in vitro propuesta es
més repetible que ambos analisis quimicos, y el analisis de FB lo es mas que el de
FAD.

Cuando el indice de repetibilidad se obtiene en forma de coeficiente de
variacion de repetibilidad (CV;) o de desviacion estandar de repetibilidad (S;), los
valores obtenidos son; 0,69% (S,=0,44) para la técnica in vitro propuesta (vMS123vi),
obtenido a partir de 10 datos; 1,78% (5~0,32) para el analisis de FB (n=12); y 1,72%
(8,=0,38) para el de FAD (n=12). De estc_)s resultados se deduce que los tres analisis
son muy repetibles en nuestro laboratorio siendo la técnica in vitro propuesta mas
repetible que ambos analisis quimicos, y los andlisis de FB y de FAD igual de
repétibles.
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En consecuencia, se puede determinar tanto la digestibilidad de la MS in vitro,
como la FB y la FAD mediante analisis simples de cada muestra, no siendo necesarios
los andlisis por duplicado.

En la bibliografia consultada se han encontrado pocos datos sobre
repetibilidad de andlisis quimicos en el laboratorio (Tabla 3). Alderman (1885) da
valores para distintos pardmetros quimicos, y obtiene una alta repetibilidad para las
cenizas y la PB (CV, de 1,14 y de 1,02%, respectivamente), algo menor para la FB
(CV; de 1,72%) y baja para el EE (CV, de 2.65%). Los valores obtenidos por Mufioz ef
al. (1994) son mucho mayores para todos los parametros quimicos analizados (CV, de
4,49 y 524% para las cenizas y la PB, respectivamente; y 2,49% para la FND),
indicando una baja repetibilidad, El valor obtenido en esta tesis para el andlisis de FB
(CV, de 1,78%) se asemeja, por tanto, mucho al obtenido en el Ring Test de Alderman
(1985), e indica una alta repetibilidad de este andlisis. En cuanto a la repetibilidad del
andlisis de FAD, en la bibliografia consuitada no se han encontrado valores para
comparar, si bien el CV, de 1,72% obtenido indica también una alta repetibilidad de
este analisis.

También son escasos los datos bibliograficos sobre repetibilidad de técnicas
de digestién in vifro (Tabla 3). Van der Meer (1984) obtiene valores de CV, para los
métodos PepsinalCeIulasé y FND/Celulasa comprendidos entre 0,62 y 3,43%; y segun
Alderman (1985) el CV, para la segunda de estas técnicas es de 0,70%. El bajo CV,
obtenido en esta tesis (CV,=0,69%) para el anélisis de digestion in vitro de la MS
segun la técnica propuesta (vMS123vi) coincide, pues, con el del segundo de los
autores citados y se encuentra en el limite inferior del rango encontrado por Van der

Meer (1984). Esta técnica in vitro presenta, pues, una repetibilidad muy alta.

El_indice de fiabilidad (F), expresado como coeficiente de variacién de
fiabilidad (CVg) o como desviacidn estandar de fiabilidad (Sg), es 1,77% (S¢=1,14) para
la técnica in vitro propuesta (vMS123vi), obtenido a partir de 30 datos, 4,26% (S¢=0,75)
para el andlisis de FB (n=17) y 7,87% (S¢=1,73) para el de FAD (n=13). Estos
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resultados prusban que, en nuestro laboratorio, es mas fiable el analisis de digestion
in vitro que fos analisis rutinarios de FB y de FAD, y el anélisis de FB lo es mas que el
de FAD,

Como la técnica in vitro propuesta en esta tesis es un nuevo tipo de andlisis,
no ha sido aun probada en otros laboratorios. Por consiguiente no se dispone todavia
de datos de digestibilidad in vitro que nos permitan obtener un Indice de
reproducibilidad (R) entre-laboratorios. Hasta que no se haga un Ring Test de esta
técnica in vitro no sabremos su reproducibilidad.

La bibliografia no presenta valores de fiabilidad, pero si de reproducibilidad de
distintos analisis quimicos y técnicas de digestion in vitro (Tabla 3). Asi, el CVr para la
FB presenta valores comprendidos entre 45 y 887% (Alderman, 1985 Bailey vy
Henderson, 1990; Mufioz, 1991; Pérez et al, 1995); para fa FAD los valores rondan el
7% (Mufioz, 1991; Pérez ef al., 1995); y para la FND, oscilan entre un 2,3 y un 11,7%
(Bailey y Henderson, 1990; Mufioz, 1991; Mufioz et al.,1994). Los valores obtenidos en
esta tesis para el indice de fiabilidad de la FB y de la FAD (4,26 y 7,87%,
respectivamente) estan, pues, en consonancia con los datos bibliogréficos de
reproducibilidad.

Por otra parte, el CVg para el método Pepsina/Celulasa es de 9,15% (Van der
Meer, 1984) 6 de 15,77% (Mufioz, 1991); y para el de FND/Celulasa es menor de 2%
(Alderman, 1985; Bailey y Henderson, 1990); de 6,47% (Van der Meer, 1984), 0 de
13,81% (Mutoz et al.,1994). Son pues, en general, valores elevados que indican una |
baja reproducibilidad de estas técnicas, normalmente menos reproducibles que los
andlisis de FB 6 de FAD. Una posible explicacién a este hecho es que las técnicas
enzimaticas in vitro son todavia muy nuevas y requieren ain una mejor
estandarizacion. Los andlisis de FB y de FAD, sin embargo, estan.ya perfectamente
estandarizados y se vienen utilizando desde hace mucho tiempo (Van Soest,1963 y
modificaciones). |

Al comparar los valores de R existentes en la bibliografia con el bajo valor

obtenido en esta tesis para el indice de fiabilidad de la técnica de digestién in vitro
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propuesta (CVe=1,77), vemos que sélamente se asemeja a los valores de R de la
técnica de FND/Celulasa obtenidos por Alderman, (1985) o por Bailey y Henderson
(1990). Dicho valor es, ademas, mucho menor que los valores de R obtenidos en los
demas Ring Tests citados, tanto para la técnica de FND/Celulasa como para ia de
Pepsina/Celulasa. Se trata, por tanto, de un analisis muy fiable, es decir que se repite
muy bien a lo largo del tiempo en el mismo laboratorio. Es, ademas mas fiable que los

andlisis de FB y de FAD, en nusstro laboratorio (2,4 y 4,4 veces, respectivamente).

A modo de conclusion, se puede decir que los resultados de ry F obtenidos en
esta tesis indican una gran repetibilidad y fiabilidad para la técnica in vitro; mayor que
para los andlisis quimicos de fibra. Ademas los analisis de FB y de FAD son igual de
repetibles siendo el primero mas fiable que el segundo.

En cuanto a la relacidn entre los valores de repetibilidad y de fiabilidad
obtenidos en esta tesis, los CVe son siempre mayores que los CVr, indicando que los
analisis de los tres pardmetros son siempre menos fiables que repetibles. Asi el CVr
es 2.6 veces mayor que el CVr, para la técnica in vitro; 2,4 veces mayor para el
analisis de FB y 4,6 veces mayor para el analisis de FAD. La relacién existente entre
los indices de repetibilidad y de reproducibilidad es, segun Bailey y Henderson (1990),

de aproximadamente la mitad o |as dos terceras partes el primero del segundo.

IV.5. INCIDENCIA DE LOS ERRORES ANALITICOS DE LA VARIABLE REGRESORA
EN LA PRECISION DE LAS ECUACIONES DE PREDICCION.

Toda ecuacién de prediccién lleva asociado un error debido al azar, expresado
como la desviaciéon estandar residual (drs), que es una medida aceptable de la
precisién de la estimacion de la variable dependiente. Sin embargo, ademas de este
error debido al azar, se puede considerar también la variabilidad debida al analisis de
la variable regresora en el laboratorio. En ‘esta tesis se ha incorporado el error

analitico al error debido al azar en las principales-ecuaciones obtenidas.
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Recordemos que, segun Alderman (1985), para obtener una medida de la
variabilidad total (error total de prediccion) de una ecuacion, se puede aplicar la
siguiente expresién matematica:

varyzCME(l+3—1)+2*b1* Ved donde:

var y' varianza de la variable dependiente.

CME : cuadrado medio del error de la ecuacion de regresion ajustada.
1 nimero de datos.

b coeficiente del pardmetro regresor (pendiente).

o varianza del anlisis de |a variable regresora.

y .fvar y es el error total de prediccion buscado.

En esta tesis se ha considerado la ¢ como la varianza de fiabilidad (s,
siendo sus valores los siguientes:

Sr° wMstzavy = 1,30%

s¢° (Fa) = 0,56%

8¢ By = 2,99%

Los errores totales de prediccidn junto con las desviaciones residuales
estandar (drs) de las principales ecuaciones obtenidas en esta tesis se recopilan en el
Cuadro 8. A la vista de este cuadro se puede concluir que en este trabajo las
ecuaciones de prediccion de dMS segun los valores de digestibilidad de la MS in vitro,
presentan errares totales menores que ias ecuaciones de prediccidon segun FAD 6 FB,
siendo las ecuaciones basadas en la FB |las que dan lugar a mayores errores totales.
Por ejemplo, en el caso de las ecuaciones obtenidas con 41 datos, el error total de
prediccién aumenta un 77,8% cuando la variable predictora es la FAD y se duplica

cuando se trata de la FB, con respecto al valor obtenido para la variable vMS123vi,
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Cuadro 8. Error del ajuste del modelo y Error total de prediccion de las principales
ecuaciones obtenidas.

Ec. n® yixt n drs Error total Incremento de la variacion (%)
u)] dMS/VMS123vi 27 1.45 2,02 39,31
(21)  dMS/VMS123vi 41 1,32 2,07 36,18
{22y dMS/FAD 27 2,57 2,85 10,89
(28) dMS/FAD 23 1,72 2,29 33,14
(34)  dMS/FAD 41 3,57 3,68 3,08
(23) dMS/FB 27 2,96 3,78 27,70
(29) dMS/FB 23 2,34 4,02 71,79
(35) dMS/FB 4t 3,64 417 14,56

dMms: digestibilidad in vivo de la MS; vMS123vi: digestibilidad in vifro de la MS con la técnica de tres
FAD: Fibra acido-detergente; FB: Fibra bruta,

pasos y Viscozyme en el tercero;
+ : variables dependiente (y) & in

dependiente (x) de las ecuaciones; drs: desviacion residual estandar.

Por otra parte, también se ha calculado el error total asociado a algunas de las

principales ecuaciones de prediccion encontradas en la bibliografia y recopiladas en la

Tabla 4 de la revision bibliografica. Los resultados se muestran en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Error del ajuste del modelo y Error total de prediccién de algunas
ecuaciones de la bibliografia.

Referancia X n drs Errortotal Incremento de la variacion (%)
Battaglini y Grandi (1986) FAD 38 8,1 8,35 3,09
Maertens et al. (1988) FAD 31 47 19,74 320
Maertens et al. (1988) FB 31 511 80,62 10886,30
Oz y De Blas (1988) FAD 175 4,21 4,39 4,28
Ortiz y De Blas (1989) FB 219 8,02 6,86 15,61
De Blas ef al. (1992) FAD 66 2.2 2,55 15,9
De Blas et al. (1992) FAD 93 3,8 4,06 6,84

x: variable independiente; drs: desviacion residual estandar
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Los errores totales de las ecuaciones de prediccién de dMS segin vMS123vi
han resultado siempre menores que los de las principales ecuaciones de prediccion
segun FAD 6 FB existentes, como se aprecia en el Cuadro 9 (2,07 vs. valores

comprendidos entre 2,55 y 6,96%).

IV.6. VALIDACION DE MODELOS DE REGRESION.

El tercer objetivo de esta tesis, es decir la validacién de ecuaciones de
prediccién, se ha llevado a cabo de dos maneras. Por un lado, se ha comprobado si la
ecuacion de prediccion que se propone en este estudio es valida para predecir el valor
nutritivo de dietas valoradas in vitro en nuestro |aboratorio e in vivo en sus laboratorios
de origen. Los resultados de esta comprobacién se exponen en el apartado IV.6.1. Por
otro lado, se ha procedido a |a validacién con datos independientss, tal y como se

expone en el apartado IV.6.2.

IV.6.1. Analisis del comportamiento de la ecuacion propuesta en esta tesis en
la prediccién del valor nutritivo de dietas valoradas in vivo en otros

laboratorios.

Tomando como referencia la ecuacién de prediccién de la dMS con la
vMS123vi obtenida con 27 piensos (ec. 1), se quiso estudiar como se comportaba esta
ecuacién a la hora de estimar la dMS de piensos que no habian servido para
obtenerla. Para eilo se disponia de piensos para conejos procedentes de cuatro palses
europeos, de conocida dMS, obtenida en sus respectivos lugares de origen. Dichos
piensos se analizaron en nuestro |aboratorio mediante el método de digestion in vitro
de tres pasos con Viscozyme en el tercer paso, obteniendo sus valores de
digestibilidad de la MS in vifro. Los valores medios junto con su rango de variacién

figuran en la Tabla 18,
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Tabla 18. Digestibilidad in vitro de la MS (vMS123vi, %) ¥ digestibilidad in vivo de la MS (dMS) de
piensos de conejos procedentes de cuatro paises europeaos.

Beélgica Francia ltalia Portugal
(n=34) (n=19) (n=17) (n=22)
min m max de min_m maxde min m max de. min m maxde.
BT 3636 6632 7543 4,74 ]6344 72.14 8193 523 [61,02 6682 7112 239 16193 65,04 70.68 2,39
dA IS 486 60,99 Tl 539 | 604 6746 786 470 |S446 6303 692 161 | 604 6401 699 2,81

min: valor minime: m:_valor medio; max: valor maximo; d.e.: desviacion estandar

En esta tabla se puede apreciar que los valores de digestibilidad in vitro de la
MS son siempre mayores que los de digestibilidad in vivo de la MS, en los piensos de
todos los paises: 5,33 unidades porcentuales en los de Bélgica; 4,68 en los de
Francia; 3,79 en los de ltalia y s6lo 1,93 en los procedentes de Portugal. Estos valores
no difieren mucho dei obtenido para los 27 piensos espafioles (4,09 puntos).

El ajuste de todos los pares de valores a |a recta obtenida con los 27 datos de
Espafia, se representa en |a Figura 7ay los residucs en la Figura 7b.

A la vista de la Figura 7 b se aprecia que |a ecuacion de Espafia sobreestima,
en general, la dMS de los piensos de Bélgica y subestima la de los piensos de
Portugal, dejando los residuos de los piensos de Francia e ltalia uniformemente
distribuidos a ambos lados del 0.

Las ecuaciones de regresién correspondientes a |os datos de cada pais
figuran en el Cuadro 10 y estan, ademaés, representadas graficamente en la Figura 8.

Como se puede apreciar en el Cuadre 10, todas las ecuaciones son altamente
significativas y presentan buenos coeficientes de determinacién (R? entre 0,77 y 0,87),
salvo la ecuacion de Portugal (R* =0,31).

A continuacion se comparé cada una de estas ecuaciones con la obtenida en
Espafna.

A la vista de la Figura 8, se aprecia que las pendientes de las ecuaciones de
Bélgica, ltalia y Portugal divergen de ia pendiente de |a ecuacidn de Espaiia, mientras
que la pendiente de la ecuacion de Francia se asemeja mas. Para comprobarlo
estadfsticamente se utilizé el método de comparadién de lineas de regresion propuesto

por'Snedecor y Cochran (1971). Los resultados obtenidos son los siguientes:
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Figura 7

a. Ajuste de los pares de valores de todos los paises a la ecuacién obtenida en Esparia.
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Cuadro 10. Ecuaciones de regresion para la prediccion de la digestibilidad de la MS (dMS)
segun la digestibilidad in vitro de la MS con Viscozyme (vMS123vi), por paises.

Pais. n y X L a b R® | drs p
Espana | 27 | dMS | vMS123vi | 5,49 (+5,02) | 0,86 (£0,08) | 0,84 | 1.45 } 0,0001
p=0,2846
Béigica | 34 | dMS | vMS123vi | -9,54 (+4,75) | 1,06 (20,07} 0,87 | 1,94 | 0,000%
p=0,0531
Francia | 19 | dMS | vMS123vi | 8,74 (+6,72) | 0,81(x0,09) | 0,82 | 2,06 | 0,0001
p=0,2108
ltalia 17 | dMS | vMS123vi | -25,73 (+12,24) | 1,33 (£0,18) | 0,78 | 1,75 | 0,0001
p=0,0529
Portugal | 22 | AMS | vMS123vi | 21,2 (+14,4) | 0,85(x0,22) | 0,31 | 24 | 0,0075
p=0,1565
Global | 119 | dMS | vMS123vi | 1,2 (+3,15) | 0,92 (0,05) | 0,77 | 2,27 | 0,0001
p=0,7027

Modelo: y=a + b * X

La recta obtenida con los datos de Bélgica aunque presenta una varianza
residual no significativamente distinta de la de la recta obtenida con los datos de
Espafia, si tiene una pendiente significativamente distinta (1-p=0,0054).

La recta obtenida con los datos de Francia no difiere significativamente ni en
su varianza residual ni en su pendiente de |a recta de Espania. (1-p=0,77).

La recta obtenida con los datos de ltalia no presenta una varianza residual
significativamente distinta de la de la recta de Espaiia, pero sus pendientes si lo son
(1-p=0,042).

Por Gltimo, la recta obtenida con los datos de Portugal presenta una varianza
residual significativamente distinta de la recta de Espaiia, y por, tanto, también difieren
sus pendientes (1-p=0,017).

Estos resultados confirman, ademas, o ya observado en la representacion

gréfica de tas desviaciones de los valores predichos de los observados (Figura 7 b).
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Figura 8. Ajustes de dMS / vMS123vi por paises
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IV.6.2. Validacion con datos independientes.

Los resultados de la validaciéon con datos independientes de las principales
ecuaciones obtenidas en esta tesis figuran en la Tabla 19,

Todas las ecuaciones que se han validado son ecuaciones de prediccion
segUn la digestibilidad in vifro de la MS con tres pasos y Viscozyme en el tercer paso.
Se han validado 5 ecuaciones: las 2 ecuaciones de prediccién de dMS obtenidas bien
con 27 6 con 41 datos, por ser las mejores ecuacicnes obtenidas; la ecuaciéon de
prediccion de dEB obtenida con 27 datos, aunque, recordemos que ésta presenta un
R?y un drs peores que las dos anteriores; y finalmente, |a prediccién de la dEB en dos
pasos sucesivos: obteniendo primero los valores de dMS predichos bien segun la
ecuacién de prediccion con 27 datos o segun la ecuacion con 41 datos, y a
continuacién obteniendo los valores de dEB predichos segun la ecuacién que

relaciona la dEB con la dMS de los 27 datos, que es la siguiente:

dEB = 7,55+0,88 dMS R? = 0,89"" drs = 1,20 n=27

Se han utilizado 4 conjuntos de datos independientes para la validacion:
piensos procedentes de Belgica, de Francia, de ltalia y de Portugal. También se ha

cosiderado el conjunto formado por la suma de todos ellos.

Como se puede apreciar en |a Tabla 19, las 5 ecuaciones presentan errores
de prediccién muy bajos, menores del 10% de la dMS 6 dEB media, en los 4 conjuntos
de datos independientes asi como en el conjunto de todos en global. Esto indica,
segun el criterio de Fuentes-Pila et al. (1995), que la capacidad de prediccion de todas
ellas es satisfactoria, tratandose, por tanto, de ecuaciones muy robustas. No cbstante,
a la vista de estos resultados, se podria adoptar un criterio propio, y considerar
satisfactorios, por sjemplo, los errores menores de +5%; aceptables los que estuvieran
comprendidos entfe +5 y +10% e insatisfactorios los que sobrepasaran el £10%.
Incluso en el caso de hacerlo asl, los resultados obtenidos indican que la capacidad

predictora de las ecuaciones validadas es satisfactoria en todos los conjuntos de datos
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independientes, indicando nuevamente una gran robustez de estas ecuaciones

(sblamente hay un caso en que se sobrepasa el +5% de error, pero muy ligeramente:

+5 12%)

Tabla 19. Validacién de las ecuaciones de prediccion de dMS y dEB obtenidas
utilizando ia técnica de digestibilidad /n vitro propuesta.

Datos independientes Ecuacién n® Precision de la prediceidn
ECM  JECM  Yos Error
(1) 5,98 12 44 60,99 +4,01
(21) 5,51 12,35 60,99 £3,85
dMSAEB/VMS123vi (n=27) | 8,68 +2,95 60,36 14,88
Bélgica (n=34) dMSJEB/VMS123vi (n=41) | 8,08 +2,84 60,386 +4,71
(2 8,15 12,85 60,36 14,73
N 3,92 1,98 67,46 12,03
21) 401 +2,00 67,48 +2,97
dMSAEB/VMS123vi (n=27)* | 6,31 +2 51 66,02 3,80
Francia (n=19) dMSAEB/MS123vi (n=41)* | 8,11 12,47 66,02 +3,74
@ 587 . 12,44 66,02 +3,70
%)) 4,09 12,02 63,05 13,21
(21) 4,21 12,05 63,05 +3,25
Italia (n=17) dMSAIEB/MS123vi (n=27) |[4,12 12,03 62,33 +3,26
dMSJEB/VMS123vi (n=41) | 4,07 +2,03 62,33 13,24
(2) 4,76 12,18 62,33 +3,50
Portugal (n=22)* 1) 9,95 +3,15 64,01 14,93
(21) 10,74 13,28 64,01 +5,12
B+F+[+P (n=92) 1) 6,15 12,48 83,43 +3,91
‘ (21) 6,21 12,49 63,43 +3,93
dMSAEB/VMS123vi (n=27) |6,87 42,64 62,15 14,25
B+F+| (n=66) dMSdEB/vMS123vi (n=41) | 6,60 2,57 62,15 4,13
(2) 6,78 +2,60 621% +4,19

ECM (%): Error cuadrético medio; Y abs (%): variable dependiente ohservada (dMS 6 dEB), media del

conjunto de datos; Error (%): error de prediccion, definido como VECM | ¥ e x 100,
*n=15 ** no se dispone de los datos de dEB de los piensos de Portugal.
B: Bélgica; F: Francia; |: Italia, P: Poriugal.
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Se han validado también algunas de las principales ecuaciones de prediccion

de dEB con parametros quimicos de la pared celular (FAD & FB), de uso comun en la

préctica. Estas ecuaciones estan recopiladas en la Tabla 4 de ia Revision bibliografica.

Los resultados de esta validacidn se recogen en la Tabla 20.

Tabla 20. Validacién de las principales ecuaciones de prediccion de dEB segun
pardmetros quimicos, utilizadas en la practica.

Datos Referencia n X Precision de la prediccidn
independientes
ECM + ECM dEB cbs Error
Battaglini y Grandi (1984) |28 |FAD |7,62 12,76 60,36 +4 57
Battaglini y Grandi (1984) {28 |FB 6,70 2,59 60,36 +4,29
Bélgica (n=34)  Ortiz y De Blas (1989} 175 |FAD |9,98 £3,16 60,36 +5,23
Ortiz y De Blas (1989) 219 [FB 7,20 2,68 60,36 14,45
De Blas ef al. (1992) 66 |FAD |9,54 +3,09 60,36 5,12
De Blas ef al. (1992) 93 |FAD (7,75 +2,78 60,36 14,61
Battaglini y Grandi (1984) [29 |FAD 13,03 13,61 66,02 +5,47
Battaglini y Grandi (1984) {29 |FB 4828 16,95 66,02 +10,52
Francia (n=15)  Ortiz y De Blas (1989) 175 |FAD [11,15  £3,34 66,02 £5,06
Orliz y De Blas (1989) 219 |FB 13562 1597 66,02 19,04
De Blas ef al. (1992) 66 |FAD |10,87 £330 66,02 +4,99
De Blas et al. (1992) 93 FAD (12,67 +356 66,02 +5,39
Battaglini y Grandi (1984) |20 |FAD |10,18 3,119 62,33 15,12
Battaglini y Grandi (1984) (20 |FB 9,14 +3,02 62,33 4,85
Italia (n=19) Ortiz y De Blas (1989) 175 |FAD |9,59 +3,10 62,33 14,97
Ortiz y De Blas (1989) 219 |FB 6,11 +2,47 62,33 +3,97
De Blas et al. {(1992) 86 |FAD |9,67 +3,11 82,33 +4,99
De Blas ef al. (1992) 93 |FAD (10,15 319 82,33 +511
Battaglini y Grandi (1984) |28 |FAD |9,51 +3,08 62,15 14,96
Battaglini y Grandi (1984) |29 |FB 16,78  +4,10 62,15 16,59
B+F+| (n=66) Ortiz y De Blas (1989) 175 |FAD |10,14 43,19 62,15 512
Ortiz y De Blas (1989) 219 (FB 13,38 13,66 62,16 +5,89
De Blas of al. (1992) 66 |FAD |9,88 3,14 62,15 15,06
De Blas of al. (1992) 93 |FAD [9,48 +3,08 62,156 14,95

IECM (%): Error cuadratico medio; dEB os(%): digestibilidad de la EB observada, media del conjunto
de datos: Error (%): error de prediccion, definido como NECM 1dEB o x 100.

En este caso se dispone sdlamente de 3 conjuntos de datos independientes,

ya que de los piensos procedentes de Portugal no se disponia de los datos de dEB.

En general, las ecuaciones presentan errores de prediccion menores del 10%

de la dEB media, en los 3 conjuntos de datos independientes, asl como en el conjunto
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global. Se puede concluir, por tanto, que estas ecuaciones son capaces de predecir |la
dEB de piensos para conejos de un modo satisfactorio. Sélamente en un casa se
sobrepasa muy ligeramente este valor, +10,52% en uno de los conjuntos de datos
independientes (Francia). En este caso la precision de la prediccién no se considera
satisfactoria sino sélamente aceptable. La ecuacién correspondiente, cuya precision es
satisfactoria en 2 de los 3 conjuntos de datos independientes, y aceptable en en
tercero, se puede considerar ligeramente menos robusta que las ecuaciones que
presentan prediccion satisfactoria en los 3 conjuntos de datos independientes. Asi, la
ecuacion de Battaglini y Grandi (1984) con FB ha resultado ser ligeramente menos

robusta que el resto.

Si se adopta el criterio mas restrictivo, ya comentado, los resultados obtenidos
indican una mayor robustez de las ecuaciones de Ortiz y De Blas (1989), con FB y De
Blas et al. (1992), con 66 datos, que [as otras 4 ecuaciones; ya que muestran errores
de prediccién satisfactorios en 2 de los 3 conjuntos de datos independientes vy
aceptables en el tercero. Las ecuaciones de Battaglini y Grandi (1984), con FAD, Ortiz
y De Blas (1989), con FAD, y De Blas et al. {1892), con 93 datos, presentan errores de
prediccion satisfactorios en sélo 1 de los 3 conjuntos de datos independientes, y
aceptables en los otros 2, por lo que tambien son robustas pero no tanto como las
anteriores. Finaimente, la ecuacion de Battagiini y Grandi (1984), con FB, que es
satisfactoria en 2 de los 3 conjuntos, pero insatisfactoria en el tercero, es la menos
robusta de las 6. Ademas, ante el conjunto de los datos de los 3 paises juntos, todas

las ecuaciones presentan un error satisfactorio o aceptabie.

A la luz de estos resultados, se puede considerar que las ecuaciones de
predicciéon de dMS y de dEB segun la digestibilidad de la MS obtenida segtin el
método de digestion in vitro propuesto en esta tesis, han demostrado ser validas para
predecir piensos de conejos. Estas ecuaciones son, ademas, tan robustas o mas que
las ecuaciones de prediccién basadas en parametros quimicbs ya existentes en la

bibliografia. Por consiguiente, se pueden afiadir a éstas y asi constituir una opcion
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mas a la hora de elegir una ecuacién para perdecir el valor nutritivo de un pienso para

conejos.

La robustez de los modelos de prediccién, en general, es un parametro que no
se evalia normalmente; y méas concretamente, la prediccion del valor energético de
alimentos para conejos no ha sido probada con anterioridad. En rumiantes, sin
embargo, algunos trabajos ya lo ponen en practica. Asi Fuentes-Pila et al. (1995),
basandose en algunos trabajos recientes, evallian la capacidad predictora de 7
ecuaciones de prediccion de la ingestién voluntaria diaria de MS, de vacas lecheras en
produccién, desarrolladas en U.S.A. Estas ecuaciones, que son de regresion multiple y
estan basadas en 2 6 mas parametros productivos, las evaluan con 11 conjuntos de
datos independientes. Los resultados que obtienen indican, en general poca robustez
de las ecuaciones evaluadas, ya que la mayoria de los errores de prediccion obtenidos

son mayores de +10%, e incluso de +20%.

Teniendo, pues, en cuenta estos valores obtenidos en ecuaciones para
rumiantes, los resultados de las ecuaciones para conejos validadas en nuestro trabajo
indican que se dispone de ecuacicnes de prediccion muy robustas, basadas tanto en

pardmetros de pared celular como en valores de digestibilidad in vitro.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta por un lado los objetivos y las hipétesis que se plantearon
al inicio de esta tesis, y por otro los resultados obtenidos, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1.-  Se ha puesto en marcha un nuevo método para determinar la digestibilidad en
el conejo, desarroliando las bases de una técnica de digestion enzimatica in vitro para
predecir el valor nutritivo de piensos compuestos destinados a esta especie. Tras
comparar las predicciones obtenidas mediante cuatro técnicas distintas, la técnica
finalmente propuesta se desarrolla en tres fases: las dos primeras tratan de reproducir
la digestion pre-cecal, y consisten en dos incubaciones sucesivas con pepsina/HCl y
con pancreatina; la tercera simula la fermentacion cecal del conejo mediante una
incubacion con el preparado enzimatico microbiano, Viscozyme. Se trata de una

metodologia de laboratorio sencilla que presenta buena repetibilidad y fiabilidad.

2.  Los valores de digestibilidad total in vitro obtenidos son siempre mas elevados
que sus correspondientes valores de digestibilidad total in vivo, para todos los
nutrientes estudiados (MS, MO, FB y PB). En consecuencia, se puede decir que el

método no consigue una simulacién exacta de la digestidn del conejo.

3.- Los valores de digestibilidad in vitro de la MS y de la MO estan altamente
correlacionados con sus correspondientes valores obtenidos mediante pruebas de
digestibilidad in vivo. Por consiguiente, con este metodo in vitro se puede predecir de
una forma precisa la digestibilidad de la MS, de la MO, de laEBy la ED de los piensos
de conejos. Sin embargo, el método in vitro propuesto no sirve para predecir la
digestibilidad de la PB y de la FB de los piensos de conejos, pues las correlaciones

obtenidas son muy bajas y poco precisas.

4- Los valores de digestibilidad in vitro de la MS obtenidos mediante la técnica
propuesta son mejores predictores del valor nutritivo que los parémetros de fibra de la
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pared celular (FAD y FB), siendo ademas, mas repetibles y fiables. No obstante, estos
parametros quimicos contribuyen a explicar un cierto porcentaje mas de la variacion

total ya explicada por la variable digestibilidad in vitro.

5.- Mediante esta técnica es posible predecir el valor nutritivo de algunos tipos de
alimentos -fibras altamente digestibles, grasas- cuya prediccién no consiguen los

parametros quimicos.

6.- Las ecuaciones de prediccion de la dMS y de la dEB segun los valores de
digestibilidad in vitro de la MS, obtenidos seglin el método de digestibilidad in vitro
propuesto en esta tesis, se muestran robustas en la validacién con datos
independientes. En consecuencia se puede recomendar su uso para realizar
predicciones en la practica. Estas ecuaciones son, ademds, tan robustas o mas que
las ecuaciones de prediccion basadas en pardmetros quimicos ya existentes en la
bibliografia. Por consiguiente, se pueden afiadir a estas y asi constituir una opcion
més a la hora de elegir una ecuacion para perdecir el valor nutritivo de un pienso para

conejos.
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