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Resumen.

La gama de aplicaciones de las enzimas les permite ser una alternativa para mejorar
la eficiencia de las raciones alimenticias. Existen en el mercado proteasas exégenas
utilizadas en la alimentacién del cerdo sin informacién suficiente sobre su impacto en
el valor nutritivo de un ingrediente. El objetivo del presente trabajo fue medir el efecto
de una proteasa sobre la digestibilidad ileal aparente (DIA) y digestibilidad verdadera
(DIV) y estandarizada (DIE) de aminoacidos en maiz, sorgo, trigo, pasta de soya y
pasta de canola, y determinar el efecto de esta proteasa en presencia de una
carbohidrasa y fitasa en dietas sorgo-canola. En el primer experimento con cada
ingrediente se elaboraron dos dietas con y sin proteasa, el disefio cross-over permitio
asignar tres cerdos canulados a nivel del ileon distal por tratamiento y contar con seis
repeticiones en total. En el segundo experimento se utilizé un total de 20 cerdos en
dos blogques, asignados a cinco tratamientos para medir el efecto aditivo de las
enzimas mediante un balance de nitrégeno. Los resultados indican un efecto positivo
al uso de la proteasa (P<0.05) sobre la DIA y DIE de Gly en maiz, PC, Lys y Phe en
pasta de soya y Ser, Ala 'y Tyr en pasta de canola, pero un efecto negativo en Met en
maiz, PC y Leu en sorgo, Cys en pasta de soya y Val en pasta de canola. La enzima
mejord (P<0.05) la digestibilidad fecal aparente (DFA) de PC en pasta de soya y MS,
PC y Energia en pasta de canola. No hubo resultado que mostrara la aditividad o
sinergia de utilizar enzimas conjuntas en el segundo experimento. La actividad de una
enzima puede ser diferente en cada ingrediente debido al arreglo espacial especifico
que poseen los nutrientes dentro de este. Los datos sugieren que esta proteasa puede
tener un valor de oportunidad al adicionarse a la pasta de soya porque mejora la

digestibilidad de Lys, primer aminoacido limitante en la sintesis de proteina muscular.

Palabras clave: cerdos, proteasa, digestibilidad, aminoacidos, pasta de soya,

enzima.



Abstract.

The range of applications of enzymes allows them to be an alternative to improve the
efficiency of feed rations. There are commercially exogenous proteases used in pig
nutrition without sufficient information on their impact on the nutritional value of an
ingredient. The aim of this study was to measure the effect of a protease on the
apparent, true and standardized ileal digestibility (AID, TID, SID) of amino acids in
corn, sorghum, wheat, soybean meal and canola meal. And determine the effect of this
protease in the presence of a carbohydrase and phytase in sorghum —canola diets. In
the first experiment with each ingredient were prepared two diets with and without
protease, cross-over design allowed us to assign three cannulated pigs in distal ileum
for each treatment and have six repetitions in total. In the second experiment, we used
a total of 20 pigs in two blocks assigned to five treatments to measure the additive
effect of the enzymes using a nitrogen balance. The results indicate a positive effect of
protease (P <0.05) on the AID and SID in Gly corn, CP, Lys and Phe in soybean meal
and Ser, Ala and Tyr in canola meal, but negative effect on Met corn, CP and Leu
sorghum, Cys in soybean meal and Val canola meal. The enzyme improved (P <0.05)
in the Apparent Fecal Digestibility of CP soybean and DM, CP and Energy in canola
meal. Results showed no additivity or synergy of using enzymes together in the second
experiment. The activity of an enzyme could be different because each ingredient has
a specific spatial arrangement of nutrients. The data suggest that this protease can
have an opportunity value to be added to the soybean meal because it improves Lys

digestibility, first limiting amino acid in muscle protein synthesis.

Keywords: swine, protease, digestibility, amino acids, soybean meal, enzyme.
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DESARROLLO TECNOLOGICO PARA EL USO DEL RONOZYME PROACT EN LA
PRODUCCION PORCINA.

|. INTRODUCCION.

Desde los afios noventa se aprecia un aumento consistente en el empleo de productos
resultantes de la biotecnologia, como aditivos en la alimentacién animal. De entre
todos estos aditivos, las enzimas pueden considerarse como uno en los que mas

progresos se han realizado, junto al masivo empleo de aminoacidos cristalinos.

Hay que recordar el amplio nimero de aplicaciones que las enzimas exdgenas pueden
tener: mejoran la digestibilidad de polisacaridos no amilaceos (Campbell y Bedford,
1992), mejoran la digestibilidad de nutrientes del alimento como energia metabolizable
y proteina (Friesen et al., 1991), complementan las enzimas propias del animal como
en el caso de lechones recién destetados donde la produccion de enzimas
pancreaticas resulta limitada (Lindemman et al., 1986), inactivan, destruyen y/o
degradan factores antinutricionales; un ejemplo son los fitatos, que no solo tienen baja
disponibilidad, sino también pueden afectar otros eventos durante la digestion, debido
a la precipitacion de otros nutrientes como calcio (Nelson y Kirby, 1987), zinc (Keith y
Bell, 1987) y proteina (Lathia et al., 1987).

Hoy en dia, los precios internacionales alcanzados por los granos forrajeros y las
pastas de oleaginosas podrian mostrar fluctuaciones con tendencia a la alza; sin
embargo, se estima que en el futuro proximo sus valores seguiran siendo altos. Esta
situacion genera un aumento significativo en los costos de alimentacién de las
especies productivas y obliga a los nutrilogos a buscar diversas alternativas que

permitan mejorar la eficiencia en el uso de las raciones alimenticias.

En este sentido, el uso de algunas enzimas exdgenas puede mejorar la digestibilidad
de las dietas y también reducir los efectos dafiinos de algunos de los factores
antinutricionales presentes en las fuentes de proteinas vegetales. La mayoria de los
esfuerzos de las investigaciones en el campo de las enzimas se han orientado a
mejorar la digestibilidad de los cereales que podrian remplazar al maiz en las raciones
alimenticias de los animales; sin embargo, existe un gran potencial en mejorar la

digestibilidad de las pastas de oleaginosas, en particular de la pasta de soya.



Algunas é&reas especificas de produccién han aportado mejoras en relacion con el
manejo de los animales como la genética, reproduccion, programas de prevencion y
salud, por mencionar algunos. Sin embargo, existen areas donde la introduccién de la
tecnologia resulta un poco mas complicada. Esto obedece principalmente a los costos
gue esto genera. Aun asi, los avances en ingenieria genética han permitido introducir
las cualidades deseadas en las enzimas para la alimentacion animal (Campbell y
Bedford, 1992). Ademas, con adecuadas investigaciones las enzimas podrian

combinarse para examinar las potenciales interacciones que existen entre ellas.

La utilizaciéon de enzimas en la nutricion de cerdos, puede ser una buena alternativa
como aditivo en raciones formuladas con materias primas tradicionales con el fin de
mejorar la digestibilidad de los nutrientes, incrementar la absorcién de los mismos y de
esta manera aumentar la productividad de los animales dentro de las unidades de

produccién porcina.



II. REVISION DE LITERATURA.
2.1 Uso de enzimas.

Los altos precios de los ingredientes para consumo animal afectan la rentabilidad de
las unidades de produccién porcina, por lo que la parte de la rentabilidad dependera
del abaratamiento de los costos de las raciones nutricionales sin afectar el perfil
nutricional de estas, ademas de mejorar los parametros productivos. El empleo de

enzimas en las dietas de monogastricos parece ser una excelente opcién.

Los nutricionistas no pueden influir en los costos de los ingredientes ni en el precio a
mercado del cerdo, pero si en la productividad del animal aplicando adecuadamente la
tecnologia, ya que el cerdo es incapaz de digerir el cien por ciento de la racién, por la
deficiente o nula produccién de algunas enzimas necesarias para la degradacion de
factores antinutricionales (Bedford y Schulze, 1998), por ejemplo, los B-glucanos de la
cebada y los xilanos del trigo, o los compuestos fibrosos; ya que carece de las

enzimas necesarias para digerir esos enlaces.

2.1.1 Historia de la enzimologia industrial.

La industrializacion de enzimas comenz6é hace mas de 2000 afos, con el uso de
enzimas en procesos de fermentacion como la fabricacion de quesos, alcohol, vino y
cerveza. En 1833, Anselme Payen y Jean Francois Persoz informaron sobre un factor
reutilizable al que llamaron diastasa (actualmente amilasa), obtenido a partir de

extractos de malta que convertia el almidén en azlcar (Bennett y Armstrong, 1982).

En los afios siguientes, Theodor Schwann consiguié la extraccién de la pepsina a
partir del jugo gastrico, mas tarde se identifico la tripsina. En 1837, Jons Berzelius
reconocié que en animales y plantas ocurren miles de procesos cataliticos. Aunque fue
hasta 1876 que Wilhelm Kinhe propuso el nombre de enzima para un catalizador

biol6gico (Bennett y Armstrong, 1982).

A partir de este descubrimiento y de diversos substratos se empezaron a extraer
enzimas muy diversas y con destinos diferentes que hicieron que su empleo se
extendiera a diversas ramas de la industria, tales como detergentes, fabricacion del
papel, fabricacion textil, tratamiento de cueros, farmacia, destileria, aceites y grasas,

almidones y azucares, etc. (Mitra et al., 1996).
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En 1882 se introdujo el concepto enzima-sustrato, como intermediario del proceso de
catalisis enzimética. Emil Fisher desarrollé el concepto de especificidad de las enzimas
por sus sustratos en 1894, mediante el modelo analdgico “llave y cerradura” para la

interaccion de una enzima y sustrato.

Mas recientemente, Daniel Koshland propuso una modificacion al modelo llave-
cerradura, sugiriendo el modelo de encaje inducido, donde no considera el sitio de
fijacion de la enzima como una estructura rigida sino como una estructura que cambia
su conformacion como consecuencia de la fijacién del sustrato produciendo un encaje

preciso enzima-sustrato (Bennett y Armstrong, 1982).

En 1913, Leonor Michaelis y Maud Menton desarrollaron esta teoria y propusieron una
ecuacion de velocidad que explica el comportamiento cinético de los enzimas. Ademas
plantearon la expresién matematica que describe cuantitativamente el comportamiento

cinético del complejo enzima sustrato (Gentry et al., 2002.).

No fue hasta 1926, con la cristalizacion de la ureasa por Sumner que se reconocio la

naturaleza proteica de las enzimas (Bennett y Armstrong, 1982).

Uno de los mayores impactos en la nutricibn animal durante las ultimas dos décadas
ha sido el uso de enzimas exdgenas. El propoésito de usar enzimas es reducir el efecto
de compuestos antinutricionales presentes en los ingredientes. Estos compuestos no
son modificados mayormente en el tracto de los monogastricos y por lo tanto afectan
la viscosidad de la digesta y la microflora intestinal. El uso de enzimas induce una
mayor digestibilidad de los nutrientes y por lo tanto eficientiza la conversién alimenticia

y la tasa de crecimiento (Bedford, 1993).

2.1.2 Enzimas.

Las enzimas son compuestos orgénicos, de naturaleza proteica, que actian como
catalizadores biolégicos de los procesos digestivos y metabdlicos. Estos incluyen
todas las reacciones de sintesis y digestion — degradacién que ocurren en el animal,
convirtiendo a las enzimas en el motor que mueve la actividad de todas las células del

organismo; controlando asi, todas las funciones de mantenimiento, crecimiento y
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reproduccion de los animales. Se caracterizan por su marcada especificidad debido a

gue existe una forma de enzima particular para cada tipo de sustrato.

Las enzimas son biocatalizadores que incrementan la reaccién hasta un millén de
veces a la velocidad que ocurriria espontdneamente, producidas por células vivas y
ocasionan reacciones bioquimicas especificas, formando parte del proceso metabdlico
de las células. Poseen un pH y temperatura 6ptimos para su actividad (Bedford, 2000).

Esto ayuda para ejercer efectos especificos sobre la digestibilidad de algun nutriente
en particular (proteinas, péptidos, carbohidratos, lipidos), sin afectar al resto. Al
facilitarle al animal la digestion del alimento mediante el efecto hidrolitico que tienen;
las enzimas, mejoran la biodisponibilidad y la absorcién de los nutrientes en el tracto
digestivo, resultando en un ahorro de energia que se refleja en una mejor conversiéon y

ganancia de peso; con el consiguiente impacto favorable en los costos.

2.1.3 Proteasas y Clasificacion.

Las proteasas efectlan la hidrolisis de proteinas y se dividen en endopeptidasas y
exopeptidasas.

Las endopeptidasas (proteasas naturales: tripsina, quimiotripsina y elastasa) rompen
los enlaces internos de las moléculas de proteinas produciendo fragmentos de
proteina (péptidos). Este grupo de enzimas posee especificidad por residuos de
aminoacidos, rompiendo los enlaces covalentes en los sitios donde se encuentran sus

aminoacidos preferidos (Gardner, 1984).
Las exopeptidasas liberan uno a uno los amino&cidos de los fragmentos de proteinas

resultantes de la accion de las endopeptidasas. Asi, la digestion de las proteinas en el

intestino delgado del animal se efectia en forma secuencial y simultanea.
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2.1.4 Enzimas en la alimentacion del cerdo.

La utilizacion de enzimas en la nutricion de cerdos, puede ser una buena alternativa
como aditivo en raciones formuladas con materias primas tradicionales con el fin de
mejorar la digestibilidad de los alimentos e incrementar la productividad. Los
principales factores que pueden influir en la respuesta potencial de las enzimas en
cerdos son la anatomia gastrointestinal, capacidad digestiva y caracteristicas de la

digesta; asi como el tipo de enzima y dosis aplicada (Ravindran, 2010).

Algunas de las respuestas positivas al uso de enzimas exdgenas sobre el consumo
voluntario de alimento podrian deberse a la influencia sobre la tasa de flujo de la
digesta, asi como a la mejora en digestibilidad y disponibilidad de nutrientes en el
intestino delgado (Bedford y Partridge, 2001). Ademas el tratamiento de la dieta o de
los ingredientes individuales con enzimas puede incrementar la digestibilidad total de
la dieta y reducir la variabilidad de los ingredientes, al permitir un mejor acceso de las
enzimas a los nutrientes encapsulados (Bedford, 1996).

Al principio se emplearon enzimas provenientes de visceras de animales (pepsinas,
tripsinas, amilasas pancreaticas), la ficina del arbol de higo (proteasa) y la papaina
proveniente de la papaya (proteasa) (Ovchinnikov y Kalashnikova, 2001). El desarrollo
de nuevas técnicas analiticas y la disponibilidad comercial de nuevos sustratos, han
conducido a la purificacion y caracterizacion de un gran numero de enzimas. Ademas,
la introduccién de la tecnologia del ADN recombinante ha dado como resultado la
seleccion de enzimas especificas que son mas adecuados para aplicaciones

industriales.

Esta gama de aplicaciones de las enzimas en la alimentacion pueden ampliarse al
mejorar la comprension de los factores necesarios para optimizar la respuesta hacia
sustratos especificos (Campbell y Bedford, 1992). Con el avance de la ingenieria
genética, se han producido enzimas provenientes de bacterias (Bacillus subtilis) y
algunas especies de hongos (Aspergillus oryzae), o levaduras (Sunna y Antranikian,
1997).

La informacién disponible relacionada con este concepto es muy limitada. En un

estudio realizado por Cervantes et al. (2000), la adicion de una proteasa fungal a
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dietas sorgo — pasta de soya, bajas en proteina no tuvo efectos significativos. La falta
de respuesta se atribuy6 al hecho de que todas las dietas fueron formuladas para
contener el 100% de lisina primer aminoacido limitante, con una suplementacioén de

lisina sintética.

Es poco probable que la actividad de una enzima sea igual de eficaz en todos los
ingredientes (Campbell y Bedford, 1992).

Actualmente existen en el mercado proteasas exdgenas que pueden ser utilizadas en
la alimentacién de cerdos; sin embargo, no existe informacion suficiente sobre su
impacto real en el valor nutritivo de una materia prima, por lo que es necesario generar

esa informacion y asi obtener el maximo beneficio de ellas.

Una consideracién importante para seleccionar el tipo de enzima y emplearla en las
dietas de los animales es la naturaleza de los sustratos donde estd efectuara la
hidrdlisis, ya que los principales nutrientes de los ingredientes son almidén, proteinas,

grasas y polisacéridos no amilaceos.

2.1.5 Ronozyme ProAct®.

Ronozyme ProAct® es una serina-proteasa expresada en el Bacillus licheniformis. Se
trata de una proteasa purificada, granulada y recubierta con grasa vegetal para
obtener una forma libre de polvo y un producto termoestable (Brugger et al., 2009)
(Figura 1).
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Figura 1. Representacién tridimensional de una particula de Ronozyme ProAct®.
(Adaptada de Ronozyme ProAct® DSM, 2009). El 95% de las particulas tienen un
didmetro de 250 a 850 micrometros por lo que se considera una forma libre de
polvo, la enzima se encuentra soportada por fibras de celulosa y posee una
multicubierta de grasa vegetal.

Las serina-proteasas estan clasificadas dentro de la familia de las endopeptidasas;
son nombradas asi por la reactividad del residuo de serina (Ser) localizado en el sitio
activo, esencial para la funcion de la enzima. Este sitio activo de las serina-proteasas
contiene tres aminoacidos criticos: serina, histidina y aspartato. De las serina-
proteasas naturales presentes en el tracto gastrointestinal la quimiotripsina hidroliza
los residuos aromaticos como fenilalanina, tirosina o triptéfano; la tripsina en residuos
basicos como lisina o arginina y la elastasa discrimina en menor grado pero tiene

preferencia por los residuos hidrofobicos como alanina.

La estabilidad de esta proteasa, fue originalmente seleccionada para mejorar la
digestibilidad de los amino&cidos; ademas existe compatibilidad de esta proteasa con
otras enzimas para la alimentacion animal como la fitasa, amilasa, xilanasa y
glucanasa. Campbell y Bedford (1992) sefialan que la actividad de un complejo
enzimatico en una matriz compleja de ingredientes es probable que sea més eficaz
gque una sola enzima en un solo ingrediente; debido a que en su estado natural, los
nutrientes no son entidades aisladas dentro de la materia prima sino que, existen
como complejos con numerosos enlaces entre proteinas, grasas, fibra y otros

carbohidratos.
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Caracteristicas de Ronozyme ProAct:

- Es estable en las premezclas y en el alimento, incluso tras los procesos de
peletizacion. Aun cuando en condiciones secas, las enzimas son
suficientemente estables, la estabilidad de las enzimas se pierde con la
hidratacion y pocas son las enzimas que soportan el proceso de peletizacion
(Campbell y Bedford, 1992). Una forma de superar este problema es

desarrollando enzimas estables al calor.

- Ha sido sometido a pruebas de estabilidad a temperatura ambiente, los
resultados mostraron recuperaciones de la proteasa en dos premezclas
después de 1 mes (99%), 3 meses (93%) y 6 meses (87%). En alimento
peletizado a 70-80-90°C, se recuperd el 99%, 99% y 94%, de la enzima original
respectivamente. El almacenamiento posterior a las pruebas de estabilidad
después de los 3 meses a temperatura ambiente mostr6 pérdidas limitadas de

menos de 10% de la actividad de la enzima (Brugger et al., 2009).

- Esta enzima cataliza la hidrdlisis de las proteinas alimenticias en péptidos y
aminoacidos, complementando la accion de las enzimas digestivas; facilitando
asi la absorcion y utilizacion de nutrientes. En un experimento realizado por
Carvalho et al. (2009a), en aves de 14 a 21 dias alimentadas con harina de
carne y hueso como fuente proteinica se encontré que la digestibilidad
aumentd con el uso de la enzima para los aminodcidos Aspartato (Asp),
Glutamato (Glu), Serina (Ser), Histidina (His), Arginina (Arg), Treonina (Thr),
Alanina (Ala), Prolina (Pro), Valina (Val), Metionina (Met), Cisteina (Cys),
Fenilalanina (Phe) y Lisina (Lys) (P<0.05), por lo que se lleg6b a la
recomendacion de usar 200 ppm del producto para incrementar la digestibilidad

de estos aminoacidos.

En otro estudio (Carvalho et al, 2009b) se midio la disponibilidad de la proteasa
para aumentar la digestibilidad de amino&cidos en aves de 14 a 21 dias de
edad alimentadas con maiz, la suplementacion con la proteasa aumento la
digestibilidad de serina (Ser), glicina (Gly), treonina (Thr), prolina (Pro), cisteina

(Cys), isoleucina (lle) y aminoacidos totales.
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- Al ser una proteasa no especifica, aumenta la solubilizacion y degradacion de
una amplia gama de fuentes proteicas de los alimentos aumentando la

flexibilidad en la formulacion del alimento.

- Es estable a nivel intestinal. Las enzimas en la alimentacion animal deben
sobrevivir al pH bajo del tracto gastrointestinal, a las propias enzimas del tracto
digestivo asi como al calor y humedad derivado del procesamiento de los
alimentos (Campbell y Bedford, 1992).

2.2 Las materias primas.

Hoy dia, existe una lista considerablemente extensa de ingredientes que pueden ser
incluidos en la formulacién de raciones para animales, estos ingredientes bien sea los
utilizados en forma tradicional o los que se han posicionado como ingredientes
alternativos, debido a su precio de oportunidad o al aporte nutricional que ofrecen; es
necesario someterlos a un proceso de control de calidad nutricional en la produccion
de alimentos, para que los nutrientes contenidos en ellos se expresen en el potencial

productivo de los animales.

Ademas, las dietas formuladas con estas materias primas deberan ser
econdmicamente competitivas; haciendo que la formulacién de raciones se vuelva
exigente no solo en costos sino aportando los nutrientes de forma tan precisa que la
sintesis de productos pecuarios sea maximizada, de tal forma que el impacto de la

produccién animal sobre el medio ambiente se minimice.

Adicionalmente, es particularmente favorable el hecho de combinar cereales con
leguminosas en las raciones de alimentos, porque de esta forma la composicion
nutricional de la dieta se complementa, principalmente en aminoacidos esenciales, ya
gue los cereales tienden a ser ricos en aminoacidos azufrados y bajos en lisina, y lo

contrario sucede con las semillas de leguminosas.

Sin embargo, de los cereales y pastas de oleaginosas utilizados tradicionalmente en la
fabricacion de alimentos para cerdos, es bien sabido que contienen factores
antinutricionales que afectan de forma considerable la disponibilidad de los diferentes
nutrimentos al paso por el tracto gastrointestinal; de tal manera que la digestibilidad de

las materias primas sera diferente debido a la presencia de tales factores o bien a la
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cantidad y/o arreglo espacial que tengan los nutrientes dentro del ingrediente. Al
respecto Rooney y Pflugfelder (1986) explican por ejemplo que la digestibilidad del
almidon se ve afectada por la interaccion almidon-proteina, la forma fisica de los

granulos, inhibidores como taninos e incluso el tipo de almidon.

La mayoria de los ingredientes usados en la alimentacién de monogastricos contienen
uno o varios factores antinutricionales (FAN) que afectan la biodisponibilidad de
nutrientes. Los cereales y la pasta de soya contienen fitatos (principal almacén de
fésforo en los ingredientes vegetales) que hacen indisponible al fosforo, calcio, zinc y
hierro (Reddy y Sathé, 1992; Bell, 1993; Bedford, 1996). Existe una cantidad enorme
de literatura que avala el uso de fitasas exdégenas para aumentar significativamente la
digestibilidad del fésforo, pero también la digestibilidad de otros minerales y proteinas
(Bedford, 1996).

Ademas los granos contienen polisacaridos no amilaceos (PNA) como la celulosa y
pentosas; el trigo y cebada contienen cantidades importantes de arabinoxilanos y 3-
glucanos (Reddy y Sathé, 1992); los cuales tienen una alta resistencia a la accion de
las enzimas. Por otra parte, algunas variedades de sorgo contienen niveles

considerables de taninos.

En un estudio realizado en el 2001 por Jondreville et al., observaron que el sorgo
provocé una mayor excrecion de proteina endégena respecto al maiz, trigo, centeno,
cebada y triticale; ademas el contenido de FDN también puede incrementar la
excrecion de nitrégeno enddégeno (Mariscal-Landin et al., 1995); lo cual cambia la
digestibilidad de los nutrientes, principalmente aminoacidos. En este sentido, también
se encuentran los taninos que incrementan la excrecién del nitrégeno endbgeno
debido al aumento en la secrecion de saliva, dado que ésta contiene una proteina rica
en prolina (PRP) (Jansman, 1993) que sirve como primer barrera de defensa a la

presencia de taninos en la dieta (Mehansho et al., 1985).

La adicion de enzimas permite eliminar o reducir los factores antinutricionales de los
ingredientes e incrementar su valor nutricional en las dietas. Sin embargo la escala de
respuesta que puede ser esperada al uso de enzimas exdgenas es dependiente de la
calidad inicial del ingrediente (Bedford, 1996).
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2.2.1 Los cereales.

A pesar de que el nUmero de especies de cereales ha crecido, solamente tres (maiz,
trigo y arroz) siguen cubriendo cerca del 70% de la produccion total (Shewry y Halford,
2001).

Los cereales son los frutos en forma de grano que crecen en las plantas de la familia
de las gramineas. Se caracterizan porque la semilla y el fruto son practicamente una
misma cosa: los granos. Son considerados un alimento basico para el hombre y los
animales (Wilson et al., 2004) por sus caracteristicas nutritivas y su costo; de hecho
constituye la base de la subsistencia de gran parte de las poblaciones mundiales y de
los animales domésticos, porque estos comprenden del 55 al 75% de la ingesta diaria
de alimento en ambas poblaciones (Wilson et al., 2004). La semilla esta rodeada por
una cariopside o pericarpio y constituida a su vez; por el embribn o germen y el

endospermo.

(a) Maiz (b) Sorgo
1) Pediculo 1) Embrion 1) Germén
2) Germen 2) Endospermo harinoso 2) Endospermo
3) Endospermo duro 3) Endospermo cémgo 3) Salvado
4) Endospermo blando 4) Endospermo periférico 4) Pared celulosa

5) Aleurona 5) Aleurona 5) Almidén (granulos)
6) Pericarpio 6) Testa (taninos) 6) Gluten
7) Pericarpio 7) Aleurona
8) Hialina
9) Capa externa de salvado
10) Capa interna de salvado

Figura 2. Representacion esquematica de un corte longitudinal de a) maiz, b)
sorgo y c) trigo, donde se aprecian las partes que componen los granos de
cereal. Adaptadas de a) Gibbon y Larkins, 2005; b) Rooney y Miller, 1982; c)
Fardet, A., 2010.
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En los cereales el almidon representa un 70-80% del total del grano. La ganaderia
particularmente, depende fuertemente del maiz, sorgo y cebada como fuente principal
de energia y proteina. Es por esto que la estructura y composicion del almidén y su
interaccion con otros componentes del grano juegan un papel importante en la

digestibilidad de estos (Rooney y Pflugfelder, 1986).

El almidén de los cereales se encuentra almacenado en el endospermo de éstos;
dentro de una matriz proteica que es particularmente fuerte en el sorgo y el maiz
(Rooney y Pflugfelder, 1986), por lo que la digestibilidad de este nutriente se vera
afectada por los factores ya mencionados; ademas las proteinas de los cereales tienen
un valor nutricional pobre en las dietas de monogastricos porque tienen un contenido
reducido de aminoacidos esenciales como lisina, triptéfano y treonina (Prassana et al.,
2001; Shewry y Halford, 2001).

La interaccién almidén-proteina reduce la hidrélisis enzimatica, la dureza de estos
ingredientes, esta relacionada con el contenido proteico y la continuidad de la matriz
proteica (Rooney y Miller, 1982); dicha matriz puede ser continua o incompleta y se
compone de glutelinas en las cuales los granulos de almidén y las proteinas ricas en

prolaminas estan inmersos.

2.2.1.1 Maiz.

El maiz es la planta mas domesticada y evolucionada del reino vegetal. Es
actualmente cultivado en la mayoria de los paises del mundo y se cultivan muchos
tipos de maiz (Zea mays spp.). Es la tercera cosecha en importancia después del trigo
y del arroz (FAO, 2006).

El contenido de proteina del grano de maiz puede variar de 6 a 18%, sin embargo,
desde 1907, el contenido de proteina del grano comercial ha variado solamente entre
el 9.1y 11.9% (Earle, 1977). Clasificadas por el grado de solubilidad, las proteinas de
maiz se distinguen en albuminas, globulinas, prolaminas o zeinas y glutelinas
(Osborne y Mendel, 1914).

El 70% de los carbohidratos contenidos en el grano de maiz es almidén, el cual esta

constituido basicamente por dos polimeros de glucosa: amilosa y amilopectina (Gear
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et al.,, 2006), los granulos de almidon tienen forma poliédrica y se encuentran
embebidos en una matriz proteica (Wolf et al., 1967); localizados exclusivamente
dentro de los cuerpos subcelulares conocidos como cuerpos de proteina (Khoo y Wolf,
1970; Prassana et al., 2001), los cuales son compuestos por un complejo de proteinas
llamadas: a, B, y y 6 zeinas (Duvick, 1961; Burr y Burr, 1975; Prassana et al., 2001)
(Figura 3y 4).

Figura 3. Micrografia (a) y Representacién esquemaética (b) del patron de
desarrollo de los cuerpos proteicos del endospermo del maiz. El desarrollo se
muestra de izquierda a derecha en cada una de las imagenes. Las letras griegas
de la imagen inferior indican la localizacién de las distintas clases de zeinas
(Adaptado de Shewry y Halford, 2002).
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Figura 4. Micrografia electronica de las células del endospermo del maiz (19
dias). La imagen muestra la relacion de un cuerpo proteico con otras
estructuras celulares. Por su abreviacién en inglés (PB) cuerpo proteico, (RER)
reticulo endoplasmico rugoso, (MBP) poliribosomas unidos a membrana, (PM)
membrana plasmatica, (CW) pared celular (Tomado de Larkins y Hurkman,
1978).

2.2.1.2 Sorgo.

El sorgo (Sorghum bicolor) es uno de los principales cultivos de alimentos en las zonas
semiaridas de Africa y Asia y uno de los principales ingredientes en la alimentacion de

animales en América y Europa (Hamaker et al., 1987).

Las proteinas del sorgo, segun lo propuesto por Osborne y Mendel (1914); son

divididas en albuminas, globulinas, kafirinas y glutelinas.

El 80% de la proteina del endospermo del sorgo esta contenida dentro de los cuerpos
proteicos (Figura 5) y la rigidez de estos cuerpos esta dada por los enlaces disulfuro
de las prolaminas de la periferia. Esta composicion proteica del endospermo del sorgo
es diferente de la del maiz porque posee enlaces cruzados intermoleculares (Hamaker
et al., 1987; Hamaker y Bugusu, 2003) de las y y B prolaminas, o kafirinas, las cuales
disminuyen la digestibilidad de las proteinas y los granulos de almidén inmersos en
ellas. Ademas el almidén y la proteina del endospermo del sorgo parecen estar
adheridos con mayor fuerza (Rooney y Pflugfelder, 1986).
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Figura 5. (a) Micrografia electrénica de barrido de la porciéon del endospermo
vitreo del sorgo. Los cuerpos proteicos estan indicados mediante flecha. (b)
Micrografia electrénica de transmisién de los cuerpos proteicos de un genotipo

normal (Tomado de Hamaker y Bugusu, 2003).

2.2.1.3 Trigo.

El trigo (Triticum aestivum, Triticum durum) es fuente primaria de alimentacion
(Mathias, 2004), es el cultivo de cereal mas importante en términos de superficie
cultivada y cantidad de grano producido y es uno de los tres principales cultivos en el
mundo junto con el maiz y el arroz (Shewry et al., 2002). Es utilizado en la

alimentacion humana, animal y con propdsitos industriales.

La calidad del grano de trigo est4 determinada por la composicion y cantidad de
proteinas del gluten que comprende hasta el 75% de las proteinas (Shrewry et al.,
2002), embebidos en el gluten ademas, se encuentran los granos de almidén (Mathias,
2004) vy lipidos (Shewry et al., 2002). Los depositos proteicos del gluten del trigo se
almacenan en cuerpos proteicos dentro de vacuolas con una membrana lipoproteica
distintiva (Buttrose, 1962, Graham et al.,, 1962 y 1963; Rubin et al., 1992). Hay
evidencia de dos tipos diferentes de cuerpos proteicos: de alta y baja densidad (Rubin
et al., 1992). Estos cuerpos proteinicos contienen principalmente proteinas de
almacenaje, ademas de hasta un 4% de acido fitico (Graham et al., 1962) (Figura 6).
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Figura 6. Micrografia electrénica de los componentes aislados del endospermo
de trigo (T. durum, dia 19 después de floracion). Area obtenida a partir del
endospermo desintegrado por vibracion ultras6nica, por su abreviacion en
inglés (PB) cuerpo proteico, (PRM) membrana del cuerpo proteico, (PIM)
membrana exterior de plastidos, (R) particulas electrodensas, (DA) zona esférica
de uniforme densidad dentro del cuerpo proteico, (Gr) granulo (Tomada de
Morton et al., 1964).

Actualmente se consideran los siguientes grupos de proteinas en el endospermo del
trigo: albuminas, globulinas, prolaminas o gliadinas y glutelinas o gluteninas en el trigo,
especificamente (Garcia y Carbonero, 1983; Rubin et al., 1992; Wallace et al., 2003).
Estas proteinas difieren notablemente en su estructura y propiedades, de forma que;
las glutelinas se asocian con la elasticidad del gluten y las gliadinas con su plasticidad
(Shewry et al., 1999).

La fraccién mayoritaria (entre 40 y 50%) esta representada por la familia de gliadinas
cuya funcién es de proteina de reserva, estas se almacenan durante el desarrollo del
endospermo en organulos especializados llamados cuerpos proteicos. Como su
funcion es de reserva tienen mayor contenido del aminoacido glutamina (mayor al
30%) (Garcia y Carbonero, 1983).

Tradicionalmente se distinguen por su movilidad electroforética &cida de mayor a

menor en a, B, v Y o— gliadinas (Garcia y Carbonero, 1983; Rubin et al., 1992; Shewry
et al., 1999; Wallace et al., 2003; Yada, 2004).
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2.2.2 Las pastas de oleaginosas.

Las plantas oleaginosas son muy valiosas para el ser humano y se distinguen del resto
de las plantas comestibles, como los cereales y los tubérculos, porque sus frutos y
semillas contienen un alto porcentaje de &cidos grasos o aceites comestibles,
indispensables para la nutricién del ser humano, asi como proteinas de alta calidad

con la que se fabrican pastas que se utilizan en la alimentacién animal.

De los factores antinutricionales presentes en las pastas de oleaginosas, los de mayor
interés son los factores inhibidores de tripsina y las lectinas prevalentes en la pasta de
soya. Las dietas que contienen cantidades apreciables de estos antinutrientes han
mostrado que afectan el comportamiento productivo y disminuyen la digestibilidad de
nutrientes en aves y cerdos (Jansman et al., 1994).

Particularmente la soya contiene una serie de compuestos antinutricionales y/o
alergénicos, como inhibidores de tripsina, glicinina, [-conglicina, oligosacéridos,
lectinas y saponinas. En comparacion con los cereales, las semillas de leguminosas
contienen en general una mayor proporcién de azlcares de bajo peso molecular
(principalmente a-galactdsidos) estos disminuyen la energia metabolizable y aceleran

el transito del contenido intestinal (Rios, 2009).

2.2.2.1 Pasta de soya.

Las préacticas de formulacion actual de alimentos balanceados para cerdos e incluso
aves, eligen a la pasta de soya como el suplemento proteico ideal para complementar

a los granos de cereales en las raciones.

Entre las fuentes proteicas, la pasta de soya (Glycine max) tiene una excelente
reputacion por la alta calidad de amino&cidos pero todavia existen grandes variaciones

en el valor nutritivo de los productos de la pasta de soya.

La respuesta en crecimiento, resultado de alimentar con pasta de soya es influenciada
por la concentracibn de factores antinutricionales presentes después del
procesamiento, como los oligosacéaridos (Liener, 1981; Anderson y Wolf, 1995). Los

oligosacaridos: rafinosa y estaquiosa no son eliminados por el procesamiento (Leske
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et al.,, 1993) incluso representan el 4-6% aproximadamente de la materia seca e
induce un incremento en la incidencia de diarreas en ratas (Kuriyama y Mendel, 1917).

Los oligosacaridos son comunmente responsables por aumentar la viscosidad de la
digesta lo cual interfiere con la digestién de nutrientes al disminuir su interaccion con
las enzimas digestivas en el intestino (Smits y Annison, 1996). La hidrolisis de
oligosacéridos en el intestino delgado es menor porque los mamiferos no producen o-
galactosidasa necesaria para hidrolizar las uniones o-1,6 presentes en los

oligosacéridos (Slominski, 1994).

El procesamiento térmico de la soya desnaturaliza parcialmente algunos inhibidores de
tripsina. La mayoria de los inhibidores de tripsina son proteinas localizadas como
proteinas de almacenaje dentro de los cuerpos proteicos de los cotiledones (Anderson
y Wolf, 1995) (Figura 8). En una evaluacion realizada a 108 cultivos de soya Kakade et
al. (1972) consideraron que la soya tenia un contenido de proteina de 40% (inferior a
lo que se reporta hoy en dia) y que el contenido de inhibidor de tripsina oscilaba entre
35y 123 mg/g de proteina.
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Figura 7. Micrografias electronicas de secciones de las células de los
cotiledones de una semilla de soya de Nigeria (a) y una semilla estadounidense
(b), respectivamente. La membrana que rodea a los cuerpos proteicos (PB) se
puede ver claramente en a); también son visibles las inclusiones de lipidos
(Tomado de Tombs, 1967).

Cuando la soya es procesada, ninguno de estos inhibidores es removido, al convertirla
en harina o pasta los niveles varian de 28-32 mg/g de harina, lo cual equivale a
58mg/g de proteina. Sin embargo, dado que los inhibidores de tripsina son también
proteinas, estan sujetas a desnaturalizacion e inactivacion por procesamiento térmico.
Por ejemplo un tostado completo de la harina de soya puede reducir los niveles de
inhibidor de 8-9mg/g de harina o 16mg/g de proteina de soya. Si consideramos esto,
cuando la soya es tratada con soluciones de etanol o agua acidificada, los

oligosacaridos y otros constituyentes pueden ser removidos pero las proteinas no.

Otro factor localizado en la soya es el acido fitico, esté puede variar
considerablemente en un rango de 1.0 a 2.3% en cultivos comerciales. El acido fitico
se localiza también dentro de los cuerpos proteicos de los cotiledones y esta
distribuido entre la proteina soluble-sales de fitato e inclusiones globoides insolubles
(Prattley y Stanley, 1982).

Las saponinas son complejos componentes de alcohol tritepenoide no polar unido a

uno o mas oligosacaridos, resultando en moléculas con propiedades anfifilicas

similares a los detergentes. Han sido consideradas toxicas. El contenido de saponinas
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varia de 0.1 a 0.5%. Ademés, las saponinas son estables al procesamiento térmico y
se encuentran aparentemente formando complejos con las proteinas (Anderson vy
Wolf, 1995).

Durante mucho tiempo las isoflavonas han sido consideradas un factor antinutricional
en las dietas de animales por sus propiedades estrogénicas, sin embargo hoy dia, las
isoflavonas de soya han cobrado un nuevo interés en la salud humana debido a sus
recién descubiertas propiedades anticancerigenas (Messina y Barnes, 1991; Coward
et al., 1993). La soya contiene principalmente a las isoflavonas: genisteina, daidzeina

y con menor importancia gliceteina.

En la semilla, las isoflavonas estan presentes como B-glucésidos o agliconas, los
cuales representan el 2% de la semilla. El contenido de estos factores varia en un
rango de 1200 a 4200 ug/g segun lo reportado por Wang y Murphy (1994). Los
aislados proteicos de soya contienen un nivel menor de isoflavonas comparado con el
frijol de soya o las harinas de soya debido a que durante la fabricacion se hace un
procesamiento adicional con alcohol y éstas son solubles en alcohol, dando como
resultado un producto con muy bajo contenido de isoflavonas (73 pg/g)(Anderson y
Wolf, 1995).

2.2.2.2 Pasta de canola.

La canola es descendiente de la colza (Brassica napus y Brassica campestres/napa)
gue se desarroll6 mediante las técnicas estandar de mejoramiento de semillas, con el
fin de obtener niveles menores de &acido elrucico (<2%) en la porcion aceitosa y bajos
niveles de glucosinolatos (<30umol/g) en la porcién de la pasta, esto porque son
téxicos y de mal sabor para la mayoria de los animales (Bell, 1993). Se utiliza
comunmente en los alimentos balanceados para animales en todo el mundo ya que

tiene un buen perfil de aminoacidos aunque un alto contenido de fibra.

Las investigaciones de Newkirk et al. (1999) han mostrado que las temperaturas
durante el procesamiento son la principal razén para una menor bio-disponibilidad de

los aminoacidos.

La matriz de carbohidratos de esta pasta es muy compleja (Figura 9); contiene

almidon, azucares libres y polisacéridos solubles sin almidén; los cuales estan
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protegidos por paredes celulares (Bell, 1993) (Figura 9). Este nivel de fibra cruda
(12%) es mas elevado en la pasta de canola, a diferencia de la pasta de soya; porque
la cascarilla se queda en la pasta y es una proporcion relativamente alta de la semilla'y
estas pueden afectar la digestibilidad de los nutrientes particularmente en los cerdos
(Bell, 1993).

Hay otros componentes menores de la pasta de canola que pueden tener efectos
antinutritivos (Bell, 1993). Los taninos estan presentes en un rango de 1.5-3.0%, sin
tener los mismos efectos negativos en sabor y digestibilidad de proteinas que los que
tienen otras plantas. Ademas contiene &cido fitico que reduce la absorcion de otros
minerales en el animal como lo son Mg, Ca, Mn, Zn y Cu. La pasta de canola contiene
1.22% de fésforo, del cual 0.53 esta unido a fitatos (Bell, 1993).
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R 1 with arabino-
yaleclan side-chains

Figura 8. (a) Representacién esquematica de una pared celular de vegetales
Tipo Il. La imagen muestra la complejidad de las paredes celulares porque las
microfibrillas son enlazadas por glucoronoarabinoxilanos (GAX) en lugar de
xiloglucanos (Xyloglucan). Podemos observar también los enlaces cruzados de
los compuestos fenolicos, las zonas de unidn del acido poligalacturénico (PGA)
y los ramnogalacturonanos | con cadenas laterales de arabinogalactanos (RG).
(b) Micrografia electrénica de las microfibrillas de celulosa de una pared celular
de vegetales Tipo Il (Tomado de Carpita y Gibeaut, 1993).
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2.3 Digestibilidad.

El proceso de formulacion de raciones para cerdos ha sufrido una evolucion
significativa en las Ultimas décadas, pasando de un proceso sencillo que buscaba
cubrir los requerimientos nutritivos de proteina cruda y energia digestible, a un aporte

de proteina (nitrégeno) y de aminoacidos esenciales (Reis de Souza et al., 2000).

Gracias al empleo de técnicas quirdrgicas como la anastomosis ileo rectal y la
canulacién ileal, fue posible un mayor acercamiento al aprovechamiento real de los
nutrimentos por los animales (Reis de Souza y Mariscal, 1997). El uso de estas
técnicas permitié hacer estimaciones sobre la digestibilidad de los nutrientes aportados
por los ingredientes de la dieta, siendo particularmente importante para el caso de la
digestibilidad de los aminoacidos, por lo cual en los afios noventa se transformoé el
concepto de “proteina ideal” a “proteina ideal digestible” (Fuller y Wang, 1990) y por

ende el proceso para formular raciones.

La implantacién de una canula T simple ha sido considerada la técnica de canulacion
de elecciéon para medir digestibilidad ileal ya que, al ser menos invasiva, se mantiene
el complejo mioeléctrico migratorio responsable de la motilidad intestinal. Esta canula
es facil de implantar mediante técnica quirdrgica y es muy tolerada por el animal, el
flujo intestinal es dividido en una porcion que continGia a lo largo del intestino y el resto
se desplaza a través de la canula (Fuller, 1991). Sin embargo, la canula T no permite
la completa coleccion ya que solamente se puede recuperar entre 60 y 95% de la
digesta, si ésta es recolectada continuamente a través de dicha canula, por lo que se

hace necesario el uso de un marcador indigestible en la dieta.

Un inconveniente es la dificultad de obtener muestras que sean siempre
representativas, ya que en algunos casos la composicion de la muestra obtenida
puede variar debido al didmetro interno de la canula, a la frecuencia y duracion del
muestreo, y a la viscosidad o contenido de fibra de la dieta, ya que la canula puede

presentar bloqueos cuando se ofrecen dietas altas en fibra.

De cualquier manera, esta técnica tiene la ventaja de ser una cirugia relativamente

simple, que permite realizar colectas por largos periodos de tiempo. Ademas, también
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permite recuperar las muestras fecales que pueden ser tomadas para analisis y los

animales pueden ser utilizados para varias colectas (Parray Gomez, 2009)

Diversos marcadores externos como el 6xido de cromo, oxido de titanio y elementos
tierras raras; e internos como la fibra &cido detergente indigestible, lignina indigestible
y ceniza &cido insoluble han sido evaluados. En la préactica suelen utilizarse en los
experimentos de digestibilidad con cerdos, el 6xido cromico, como el mas comun
(Fenton y Fenton, 1979; Nieves et al., 2008), sin embargo el 6xido de titanio es

considerado también de uso comun (Mroz et al., 1996).

2.3.1 Pérdidas de Nitrégeno endogeno.

El estudio de la calidad nutricional de los ingredientes utilizados en la alimentacion de
cerdos incluye la digestibilidad ileal de los aminoacidos, para lo cual se mide la
cantidad de aminoacidos que fluye hacia intestino grueso y, por diferencia con
respecto a lo consumido, se calcula la cantidad de aminoacidos absorbidos en el
intestino delgado. Sin embargo, en la mayoria de los estudios de digestibilidad no es
posible separar los aminoacidos no digeridos de la dieta de aquéllos de origen
enddégeno (Nyachoti et al., 1996).

Las heces al igual que la digesta ileal son una mezcla de proporciones variables de
proteina exdgena (proveniente de la dieta), enddgena (producida por el propio animal)
y bacteriana (flora saprofita que vive en el tracto digestivo); entonces para una correcta
evaluacién de la digestibilidad de la dieta, estas fracciones deben ser medidas
(Laplace et al., 1985).

La determinacion de las pérdidas de proteina enddégena son necesarias para obtener
los coeficientes de digestibilidad ileal estandarizada o digestibilidad ileal verdadera de
los ingredientes, ya que la composicion de la proteina es alterada en el intestino
grueso, entonces estas pérdidas deberdn ser determinadas a nivel del ileon distal
(Stein et al., 1999).

Los aminoéacidos de origen enddgeno se definen como aquéllos encontrados en el
quimo intestinal, al final del ileon, o en las heces de cerdos alimentados con dietas
libres de nitrégeno (Mitchell, 1924). Estos aminoacidos provienen principalmente de

enzimas digestivas, albuminas séricas, mucoproteinas, células descamadas, amidas,
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péptidos y aminoacidos secretados en el Ilumen intestinal, ademéas de
microorganismos intestinales y pelo consumido del mismo animal (Moughan et al.,
1992). Aunque estrictamente no es proteina enddgena, la proteina bacteriana también

se incluye en la medicién de proteina enddgena ileal.

La contribucion de los aminoacidos enddgenos es variable y depende de varios
factores, entre los que destacan el consumo de alimento y el peso corporal, la calidad
y cantidad de proteina y fibra en la dieta y la presencia de factores antinutricionales
(Nyachoti et al., 1996). Ademas se ha estimado que cierta proporcion de la proteina
endogena (entre el 70 y 80%) puede ser digerida y reabsorbida por el animal (Low,
1982; Nyachoti et al., 1996)

Es por esto que, las pérdidas de nitrdgeno endbgeno representan solo una fraccion del
nitrégeno enddgeno total secretado; la principal parte de la proteina enddégena que
escapa a la digestion y reabsorcion son sales biliares conjugadas y la glicoproteina de
la mucina, ya que son muy resistentes a la protedlisis (Taverner et al., 1981; Fuller y
Cadenhead, 1991; Moughan y Schuttert, 1991). El aumento de este nitrégeno esta
asociado a elevadas tasas de sintesis de proteina intestinal, aumentando de esta
forma, el requerimiento de energia de mantenimiento y aminoacidos (Nyachoti et al.,
1996).

Las pérdidas de aminoacidos endégenos ileales pueden dividirse en dos componentes
principales, las pérdidas basales y las pérdidas especificas (Séve y Henry, 1996;
Nyachoti et al., 1997; Jansman et al., 2002; Stein et al., 2007).

La pérdida basal, anteriormente referida como pérdida no especifica o pérdidas
independientes de la dieta, representa las cantidades minimas de amino&cidos que
son relacionadas con la ingesta de materia seca por el animal y no por la influencia del
tipo de dieta o ingrediente (Stein et al., 2001). Estas pérdidas de nitrdgeno son
naturales e inevitables ya que, se atribuyen al funcionamiento normal del tracto

gastrointestinal (Stein et al., 2006).
Las pérdidas basales se expresan en proporcion de la materia seca ingerida y son en

promedio 1.69 + 0.49 g de N*Kg ! de materia seca consumida (Jansman et al., 2002)

y disminuyen conforme la ingesta de materia seca aumenta (Stein et al., 2007). Estas
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pérdidas no especificas pueden medirse después de alimentar a los animales con una
dieta libre de proteina, una dieta basada en caseina o una dieta basal de caseina
hidrolizada (Stein et al., 2001).

Las pérdidas enddgenas especificas antes referidas como pérdidas dependientes de
la dieta o “pérdidas extra” (Stein et al., 2007); son una respuesta a los factores
alimenticios que modifican las secreciones digestivas, su reabsorcion o la
descamacion celular del tracto gastrointestinal (Montagne et al., 2001), estan influidas
por la composicion de los ingredientes en la dieta, como proteina del alimento,
contenido y tipo de fibra y factores antinutricionales (Schulze et al.,1995; Stein et al.,
2007).

Cuando se alimenta con proteinas purificadas (caseina o albumina), las cuales son
altamente digestibles, las pérdidas enddgenas especificas son minimas (Stein et al.,
2007); en contraste, si se alimenta con ingredientes con fibra o factores
antinutricionales, las pérdidas especificas pueden contribuir con mas del 50% del total
de las pérdidas de aminoacidos enddgenos a nivel ileal (Souffrant, 1991; Moughan,
2003).

El nivel de inclusién de la proteina de la dieta puede modular la secrecién de enzimas
al ser mas o menos digestible, ya que se ha observado que esta secreciéon responde a
la cantidad y tipo de sustrato (Valette et al., 1992) y por lo tanto, afectar las pérdidas
de nitrégeno endégeno y los coeficientes de digestibilidad (Donkoh y Moughan, 1993).
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" Aminoacidos indigestibles

Aminoéacidos de pérdidas especificas

Flujo ileal de aminoacidos

(g-Kg' de MS)

Aminoéacidos de pérdidas basales

L

Contenido de aminoacidos dietarios (g-Kg-)

Figura 9. Origen de los aminoéacidos presentes en la digesta ileal. Las pérdidas
basales de aminoéacidos enddgenos estadn representadas por la fraccion
constante, las pérdidas especificas se encuentran asociadas al consumo de
alimento y el efecto que este tiene sobre las secreciones digestivas y una
fraccion indigestible de aminoacidos del alimento (Adaptada de Stein et al.,
2007).

Los métodos convencionales para cuantificar las pérdidas de aminoacidos endégenos
basales incluyen: a) alimentacion con una dieta libre de proteina; b) alimentacién con
una proteina purificada altamente digestible; c) la técnica de alimentacion peptidica y
d) la técnica de regresion (Nyachoti et al., 1997). No hay procedimientos de rutina
disponibles para determinar las pérdidas especificas en cerdos; sin embargo, es
posible calcularlas estimando el total de pérdidas endbégenas de aminoacidos
(pérdidas especificas mas basales) y después restar las pérdidas basales. Los
procedimientos usados para estimar el total de pérdidas enddgenas de animales
incluyen la técnica de homoarginina (Hagemeister y Ebersdobler, 1985; Rutherfurd y

Moughan, 1990) y la técnica de dilucion isotdpica (de Lange et al., 1990).

Las estimaciones de pérdidas de nitrégeno enddgeno son importantes para poder
determinar la digestibilidad ileal verdadera y estandarizada de amino&cidos y para
identificar los medios que permitan mejorar la eficiencia en la utilizacion de nitrégeno y

energia de las raciones para los cerdos (Nyachoti et al., 1996).
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2.3.2 Concepto de Digestibilidad.

Cuando se realiza un analisis quimico a un alimento o ingrediente se evalla el valor
nutricional del mismo por la capacidad potencial que este tiene para aportar sus
nutrientes; en particular aminoacidos y los que proporcionan energia (Nyachoti et al.,
1996); sin embargo, cuando es ingerido por un animal, como resultado de las
funciones digestivas relacionadas a su absorcion, se producen pérdidas. Por lo que
existe una porcion de los nutrientes que no estan disponibles en su totalidad para ser
utilizados por los animales (Buraczewska et al., 1999) y una porcién de nutrientes son
ingeridos y absorbidos por el tracto digestivo de tal forma que se encuentran
disponibles para el metabolismo animal (Sauer y Ozimek, 1986).

La digestibilidad es una estimacion indirecta de los nutrientes absorbidos, luego de las
funciones digestivas del tracto gastrointestinal; es decir, es la medicion de la diferencia
existente entre la cantidad del nutriente ingerido en el alimento y la cantidad excretada.
La digestibilidad puede ser medida en heces o en el contenido ileal, obteniendo los
coeficientes de digestibilidad fecal y coeficientes de digestibilidad ileal,

respectivamente.

2.3.2.1 Medicion de la digestibilidad.

Para estimar el valor nutritivo de la fraccion nitrogenada de un alimento, la
digestibilidad ileal es la mas apropiada, ya que el proceso digestivo de las proteinas y
aminoacidos se completa cuando la digesta alcanza la parte distal del ileon (Mariscal
et al.,, 2009), es el método preferido para la determinacién de digestibilidad de
aminoacidos en los ingredientes para alimentar cerdos (de Lange et al., 1990). Se
determina mediante la colecta de la digesta ileal antes de atravesar la valvula ileo-
cecal. La digestibilidad ileal puede ser expresada como digestibilidad ileal aparente
(DIA), digestibilidad ileal estandarizada (DIE) o digestibilidad ileal verdadera (DIV).
Estos términos son usados para especificar como las pérdidas ileales de aminoacidos

enddgenos se reflejan en los valores de digestibilidad (Stein et al., 2007).
La digestibilidad fecal (DF) es una técnica simple de realizar, ya que se obtiene al

estimar la diferencia entre lo ingerido en la racién alimenticia y lo excretado en heces.

Sin embargo, la proporcion digestible de un nutrimento es modificada por las bacterias
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del intestino grueso, por lo que se observa un cambio en el perfil de aminoacidos del
contenido ileal con respecto al perfil en las heces, en los cerdos convencionalmente la
proteina fecal es principalmente de origen bacteriano (Laplace et al., 1985). La
microflora en el intestino grueso de los cerdos, tiene la capacidad de degradar fuentes
de nitrogeno exdégeno y enddgeno, a través de procesos de deaminacion y
descarboxilacion de todos los aminoacidos, hidrélisis de urea y sintesis de proteina
microbial (Low y Zebrowska, 1989).

Todas las mediciones de digestibilidad de aminoacidos son basadas sobre la
desaparicién de aminoacidos del tracto gastrointestinal, sin embargo estas mediciones
no reflejan la sintesis o degradacion neta de aminoacidos del lumen o la forma en que

los aminoacidos son absorbidos (Stein et al., 2007)

Es decir, se considera que los coeficientes de digestibilidad fecal, sobrestiman los
valores de digestibilidad debido a que la flora bacteriana presente en el intestino
grueso utiliza los aminoacidos que no fueron digeridos a nivel del ileon para la sintesis
de proteina bacteriana o como fuente de energia (Furuya y Kaiji., 1989; Stein et al.,
2007).

2.3.3 Métodos para determinar digestibilidad.

Independientemente del lugar y de la técnica empleada para la obtenciéon de la

muestra, se pueden determinar varios tipos de digestibilidad (Low, 1982).

2.3.3.1 Digestibilidad Aparente de Aminoacidos.

La digestibilidad aparente es evaluada a partir de la digesta ileal y/o heces, es definida
simplemente como la desaparicion de los nutrientes a su paso por el tracto digestivo
(Low, 1982; Stein et al., 2007). Con este método no se conoce la proporcion de la
proteina que proviene de la dieta o de la secrecion de nitrégeno enddgeno, es decir,
estan confundidas (de Lange et al., 1990); debido a que no se ha realizado correccion
alguna por las pérdidas de nitrégeno enddgeno y soélo permite asumir que cantidad del
alimento fue asimilado por el animal. Los valores de digestibilidad aparente son

afectados por el nivel de proteina cruda en la dieta.

37



Con una dieta baja en Proteina Cruda, los aminoacidos de fuentes enddgenas
conforman una alta proporcion del total de los amino&cidos que alcanzan el ileon
terminal comparado con dietas con mayor concentracion de proteina cruda (Fan et al.,
1994). A medida que el nivel de proteina cruda en la dieta se incrementa, la proporcion
de amino&cidos de fuentes enddgenas disminuye y la digestibilidad aparente de la
proteina cruda de la dieta aumenta.

La digestibilidad aparente puede ser calculada como se muestra en la ecuacién 1:

DA% = [(aminoacidos consumidos - aminoacidos excretados)/aminoacidos

consumidos] * 100

La digestibilidad ileal aparente (DIA) de aminoacidos se obtiene midiendo el flujo de
aminoacidos totales a nivel ileal en relacién a los aminoacidos ingeridos (Stein et al.,
2007). En teoria la DIA de aminoacidos depende del nivel de contenido de

aminoacidos en la dieta ensayo (Fan et al., 1994).

Los valores para DIA se calculan de acuerdo con la ecuacion 2:

DIA, %=[(amino&cidos consumidos-aminoécidos excretados a nivel ileal)/aminoacidos

consumidos] * 100

Cuando se utilizan marcadores externos para calcular valores de digestibilidad, las
concentraciones del marcador en el alimento y la digesta son usados para calcular la

DIA de acuerdo con la ecuacion 3:

DIA, %= [(amino&cidos digesta/aminoacidos dieta) * (marcador dieta/marcador
digesta)] * 100

Donde; los amino&cidos digesta y aminoacidos dieta representan la concentracion de
amino&cidos en g/kg de materia seca (MS) en la digesta y la dieta, respectivamente, y
marcador dieta y marcador digesta representa las concentraciones del marcador en

g/kg de MS en la dieta y la digesta, respectivamente.
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La DIA carece de aditividad en la formulacién de dietas con mezcla de ingredientes
(Jansman et al., 2002; Stein et al., 2005 y 2007). Esto se atribuye en gran parte, al
efecto del nivel de amino&cidos dietarios en los valores de DIA (Furuya y Kaji, 1991,
Donkoh y Moughan, 1993; Fan et al.,, 1994) y a la relativa contribucion de los

amino&cidos endogenos al total de aminoacidos en la excrecion ileal.

2.3.3.2 Digestibilidad Verdadera de Aminoacidos.

La digestibilidad verdadera es evaluada a nivel ileal y/o fecal, este método contempla
la excrecion de nitrégeno enddégeno en sus calculos, por lo cual ofrece un valor mas
exacto de la digestibn de algun alimento. Como consecuencia, los valores de
digestibilidad verdadera no son afectados por el contenido de proteina cruda de la
dieta. Este método permite elaborar dietas en las cuales los requerimientos del
alimento sean aportados de manera apropiada. Ademas, para el caso de la proteina,
ayudara a suplir a los animales de manera adecuada (Low, 1990). La digestibilidad

verdadera puede ser calculada como se muestra en la ecuacion 4.

DV, %-=[(amino4cidos consumidos — aminoacidos excretados + aminoacidos

enddgenos)/aminoacidos consumidos] * 100

La digestibilidad ileal verdadera de aminoacidos (DIV) refleja la proporcion
aminoacidos dietarios no digeridos (Stein et al.,, 2006), y no las pérdidas de
aminoacidos endogenos ileales (Low, 1982), son relacionados con los aminoacidos
consumidos. La DIV se calcula de la misma forma que la DIA con la excepcién de que
el total de pérdidas de aminoacidos enddgenos ileales se resta de la excrecion ileal

total de aminoacidos, de acuerdo con la ecuacion 5;

DIV, % = {[amino&cidos consumidos — (excrecion ileal de aminoacidos - total de

pérdidas de amino&cidos endogenos ileales)]/amino&cidos consumidos} * 100
Si la DIA de aminoacidos ya se ha calculado, la DIV se puede estimar corrigiendo con
las pérdidas basales y especificas de aminoacidos enddgenos (Stein et al., 2007), mas

facilmente de acuerdo con la ecuacion 6:

DIV, % = DIA + [(total de pérdidas de amino&cidos enddgenos ileales/aminoacidos en
la dieta) * 100]
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Con el método usado para calcular la DIV de los amino&cidos, se asume que la
cantidad de proteina enddgena y la composicién de aminoacidos que esté tiene, no se
ve afectada por la cantidad de proteina u otros componentes de la dieta (Carlson y
Bayley, 1970).

Existen varios métodos para estimar la DIV, entre ellos se encuentran:

El método directo. Es un método en donde la dieta ensayo es formulada de tal manera
que el alimento a ensayar, es la Unica fuente de proteina cruda y aminoacidos. Este
método se utiliza principalmente para determinar el coeficiente de digestibilidad de la
proteina cruda y aminoacidos en aquellos alimentos que contienen altos niveles de

proteina cruda.

El método de la diferencia. Este método consiste en la formulacién de una dieta basal,
como de una dieta a evaluar. La dieta basal contiene la fuente de proteina cruda que
se proporciona a los animales como Unica fuente de nitrégeno y aminoacidos, mientras
que la dieta a evaluar estd constituida de una mezcla de la dieta basal y del
ingrediente a evaluar. Si no hay interaccion entre el valor de la digestibilidad de los
aminoacidos de la dieta basal y del ingrediente a evaluar, la digestibilidad del
ingrediente a evaluar puede ser obtenida por diferencia empleando la formula

propuesta por Fan y Sauer (1995) en la ecuacién 7:

Ddif, % = (Digestibilidad de un nutrimento en la dieta ensayo % - Digestibilidad de un
nutrimento en la dieta basal % * Nivel de contribucién de un nutrimento de la dieta
basal en la dieta ensayo) / Nivel de contribucion de un nutrimento a evaluar en la dieta

ensayo.

2.3.3.3 Digestibilidad Estandarizada de Aminoacidos.

La digestibilidad estandarizada de amino&cidos es calculada mediante la correccion de
la digestibilidad aparente por las pérdidas enddgenas basales o no especificas de
aminodcidos (Stein et al., 2007) usando un flujo promedio de aminoacidos endégenos
(Rademacher et al., 1999).
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Stein et al. (2006) definieron la digestibilidad ileal estandarizada de los aminoacidos
(DIS) como el calculo en el que se eliminan las pérdidas de nitrbgeno endoégeno

empleando un endégeno de referencia o “estandar”.

Como una alternativa a la DIV, puede calcularse la digestibilidad DIS (Jondreville et al.,
1995; Mosenthin et al., 2000; Jansman et al.,, 2002), usando las pérdidas de
amino&cidos enddgenos basales, que se restan a la excrecion ileal de amino&cidos, de

acuerdo con la ecuacion 8:

DIE, % = {[aminoacidos consumidos — (excrecién ileal de aminoacidos — las pérdidas

de aminoacidos endbgenos basales)]/aminoacidos consumidos} * 100

Si los valores de DIA ya se han calculado, entonces la DIS puede estimarse de

acuerdo con la ecuacion 9:

DIE, %=DIA + [(pérdidas de aminoacidos enddgenos basales / aminoacidos en la
dieta) * 100]

Los valores de digestibilidad ileal estandarizada son intermedios a la digestibilidad ileal
aparente y digestibilidad ileal verdadera e independientes del nivel de aminoacidos
dietarios. La DIE refleja la DIV y los efectos de ingrediente sobre las pérdidas
especificas de aminoacidos enddgenos (Stein et al., 2007). Dado que no esta
relacionada con el nivel de proteina cruda o aminoacidos de la dieta, puede tener
aditividad en dietas mixtas (Stein et al., 2001 y 2005).

Las diferencias encontradas entre los diversos métodos para obtener la digestibilidad
se muestran en la figura 3, donde puede apreciarse claramente que los coeficientes de
digestibilidad se comportan de manera diferente ya que la digestibilidad aparente esta
fuertemente influenciada por el nivel de proteina contenido en la dieta, no asi los
coeficientes de digestibilidad estandarizada y verdadera. Ademés la DIE permite la
ventaja sobre DIA y DIV, en proporcionar un efecto de aditividad en dietas mixtas
(Furuya y Kaji, 1991; Stein et al., 2005).

41



X 1007

§ 95 1

GJ —

Z 9t

©

2 !

o 85

- 8t /S Digestibilidad Verdadera
jg = * Digestibilidad Estandarizada
B 757 — Digestibilidad Aparente
D 70 : 4 ' {

© o 1 2 3 4

Contenido de AA dietarios, g/Kg

Figura 10. Influencia del contenido de aminoé&cidos dietarios sobre el valor de la
digestibilidad aparente, estandarizada y verdadera (Adaptado de Stein et al.,
2007). Los cambios en el contenido de amino&cidos de la dieta son el resultado
de una variacién en el contenido de proteina cruda de cada ingrediente, esto
influye de manera directa en la pérdida de aminoacidos enddégenos por lo cual,

los valores de DIA, DIS y DIV no son los mismos.
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[ll. OBJETIVOS.

1. Determinar la digestibilidad fecal aparente e ileal aparente, verdadera y
estandarizada de la proteina, aminoécidos y energia, en los granos de maiz,
sorgo y trigo; y en las pastas de oleaginosas pasta de soya y pasta de canola,

cony sin la inclusion de la proteasa Ronozyme ProAct.

2. Determinar el efecto de la actividad de la proteasa Ronozyme ProAct en
presencia de la enzima fibrolitica Ronozyme VP y de la fitasa Ronozyme P-
(CT), en dietas elaboradas con grano de sorgo y pasta de canola, sobre la

digestibilidad fecal del nitrégeno y energia; asi como el balance de nitrégeno.
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IV. HIPOTESIS.

La enzima Ronozyme ProAct mejora la digestibilidad fecal aparente e ileal aparente,
verdadera y estandarizada de la proteina y los aminoacidos de manera diferencial para

cada ingrediente.

El uso simultaneo de las enzimas, fibrolitica Ronozyme VP, fitasa Ronozyme P-(CT) y
proteasa Ronozyme ProAct tienen efecto sinérgico en dietas mixtas de grano de sorgo

y pasta de canola.
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V. MATERIALES Y METODOS.

Los experimentos se realizaron dentro de la Unidad Metabdlica de la granja
experimental del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Fisiologia y
Mejoramiento Animal (CENIDFyMA) perteneciente al Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP); que se localiza en el
kilbmetro 1 de la carretera Ajuchitlan-Colén, del municipio de Colén, Querétaro,
México. Ubicado a 20° 41’ 44” latitud norte, 100° 00’ 55” longitud oeste y a una altitud
de 1970 msnm (Google Earth, 2013).

El manejo empleado en los animales experimentales respet6 en todo momento los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana de Especificaciones técnicas para la
producciéon, cuidado y uso de los animales de laboratorio (Diario Oficial de la
Federacién, 2001).

5.1. Experimento |: Determinacién de Digestibilidad lleal y Fecal.

5.1.1 Tratamientos.

Los ingredientes propuestos en los que se determiné la digestibilidad ileal aparente y
digestibilidad ileal verdadera y estandarizada fueron los granos de cereales maiz,
sorgo y trigo; y las pastas de oleaginosas, pasta de soya y pasta de canola. Se
plantearon dos tratamientos, con y sin la inclusion de la enzima proteasa Ronozyme
ProAct para cada ingrediente; el disefio experimental consistié en un arreglo de cross-
over 2x2 (Anderson y McLean, 1974), de esta forma cada unidad experimental fue su
propio control negativo dando un total de seis replicas por dieta. La asignacion del
tratamiento a la unidad experimental para el primer periodo de cada ingrediente fue

completamente al azar.

5.1.2 Dietas.

Los ingredientes para elaborar todas las dietas experimentales se adquirieron en el
mercado local y fueron analizados en su composicién quimica proximal (Cuadro 1)
para formular las dietas que se elaboraron en la planta de alimentos del CENID

Fisiologia.
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Cuadro 1. Composicion quimica de los ingredientes utilizados para elaborar las

dietas experimentales.

Pasta de Pasta de

Caseina Maiz Sorgo Trigo Soya Canola
MS, g/Kg MS 903.70 884.63 884.68  895.19 909.03 925.53
PC, g/Kg MS 847.86 70.64 79.45 136.77 430.60 378.40
EB, cal/g MS 4253.37 4078.27 3905.75 4318.32 4359.68
FDN, g/Kg MS 69.50 76.36 100.43 92.10 226.86
FDA, g/Kg MS 17.63 31.68 26.59 76.94 172.63

Se evaluaron dos dietas, con y sin la inclusion de la enzima Ronozyme ProAct para
cada ingrediente. La inclusion de ProAct en el alimento fue de 200 ppm. También se
utilizé una dieta a base de caseina como dieta control, la cual sirvi6 como proteina de
referencia para determinar las pérdidas basales de nitrégeno enddgeno en los
ingredientes maiz, sorgo y trigo. Las dietas se formularon para proporcionar 170 g/kg
de proteina cruda (PC), con el ajuste apropiado de las proporciones de caseina y
almidén de maiz, vitaminas y minerales de acuerdo a las recomendaciones del NRC
(1998), asi como éxido de cromo (0.25%) como marcador externo de digestibilidad. Se
adicionaron 10g-kg™? de grasa animal para disminuir el polvo del alimento; cuando el
contenido de FDN fue inferior a 8% en el ingrediente, éste se ajustd con una fuente de
celulosa indigestible y se les agregé sacarosa a las dietas, a razén de 50 g-kg? para

incrementar la palatabilidad de las mismas (Cuadro 2).
El consumo diario por animal durante el periodo experimental se fij6 a 2.5 veces el

requerimiento minimo de Energia Digestible de Mantenimiento el cual se estimé en
460 KJ de ED/kg de PV’ (INRA, 1984).
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Cuadro 2. Composicién porcentual y andlisis quimico de la dieta control Caseina
y de las dietas experimentales Maiz, Sorgo, Trigo, Pasta de Soya y Pasta de
Canola cony sin lainclusiéon de Ronozyme ProAct.

Caseina Maiz Sorgo Trigo Pasta de Soya Pasta de Canola
Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin

Ingrediente ProAct ProAct ProAct ProAct ProAct ProAct ProAct ProAct ProAct ProAct
Caseina 19.00 12.83 12.83 11.90 11.90 5.85 5.85
Maiz 77.83 77.83
Pasta de Soya 38.64 38.64
Sorgo 79.32 79.32
Pasta de Canola 45.00 45.00
Trigo 85.37 85.37
Almidén de Maiz 63.24 0.02 0.02 0.02 47.59 47.57 46.17 46.15
Sacarosa 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Arbocel ®! 9.00 0.56 0.56 4.94 4.94
Sebo 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Carbonato de Calcio 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90 0.98 0.98 0.70 0.70 0.70 0.70
Fosfato dicélcico 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.80 0.80 1.15 1.15 1.15 1.15
Sal 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Ronozyme ProAct ® 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Premezcla de Vitaminas? 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16
Premezcla de Minerales?® 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07
Oxido de Cromo 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Total 100.00  100.00 100.00  100.00  100.00 100.00  100.00 100.00 100.00  100.00  100.00
MS, g/Kg MS 903.07 891.70 891.70 900.60 901.70 896.01 897.16 911.80 911.60 916.90 916.30
PC, g/Kg MS 164.41 192.35 191.95 191.18 185.77 160.32 168.83 158.54 187.71 185.28 174.96
EB, cal/g MS 4024.11 4568.48 4572.64 4434.38 4525.64 3926.91 3956.11 4504.98 4272.20 4552.97 4301.63
FDN, g/Kg MS 72.00 61.49 63.18 53.82 50.00 77.10 82.30 85.25 85.18 110.21  110.42
FDA, g/Kg MS 46.45 16.45 17.47 32.62 33.73 22.63 26.18 56.40 54.48 85.98 83.05

'Arbocel ® Celulosa de madera utilizada como fuente de fibra.

2Premezcla que aporta por kilogramo de dieta: vitamina A 6400 Ul, vitamina D 1280 UlI,
vitamina E 30 Ul, vitamina K 0.8mg, Colina 375 mg, Niacina 24mg, Acido Pantoténico
11.0 mg, Riboflavina 4.8 mg, vitamina B1> 30 mg.

3Premezcla que aporta por kilogramo de dieta: Cu 8.4 mg, |1 0.56 mg, Fe 70.0 mg, Mn
21.0 mg, Se 0.18 mg, Zn 84.0 mg.
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5.1.3 Animales.

Durante el desarrollo del primer experimento se utilizaron seis cerdos en crecimiento
para la evaluacion de cada ingrediente, provenientes de un cruzamiento de las lineas
genéticas Fertilis 20 (Hembra) x G Performance (Macho) (Genetiporc®), la seleccion

de los cerdos y la asignacién de los tratamientos se realiz6 completamente al azar.

Las unidades experimentales fueron cerdos machos castrados con peso vivo de 35 *
2.8 Kg. provistos con una canula simple en “T” a nivel del ileon distal, la cual se fij6

quirdrgicamente de acuerdo a la metodologia descrita por Reis de Souza et al. (2000).

Los animales tuvieron un periodo de 21 dias para la adaptacibn al manejo
experimental y de recuperacién post-operatoria con dos comidas al dia (0800 y 1600
horas), consistentes en una dieta comercial de crecimiento con 170 g/kg de PC. La
cantidad ofrecida se increment6 diariamente hasta alcanzar el consumo previo al inicio

de experimento.

Cada cerdo se alojé en una jaula metabdlica elevada e individual, provista de un
comedero y un bebedero de chupén, con ventilacion natural y control de la
temperatura a 19+ 2°C. El agua fresca para beber se mantuvo a voluntad durante todo

el experimento.

5.1.4 Periodo experimental y recoleccién de la muestras.

El periodo experimental, estuvo constituido por un periodo de adaptacion a la dieta de
cinco dias, un periodo de cinco dias para colecta de heces y dos dias para la colecta

de contenido ileal, totalizando 12 dias por dieta.
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Periodo 1 Periodo 2
Dia -
0 21 26 31 33 35 40 45 47
Descanso
Cirugia Adaptacion Adaptacion

a la dista ala dieta
5 dias 5 dias

Recuperacion Colecta fecal Colecta fecal
post-quirurgica 5 dias 5 dias
21 dias
Colecta ileal Colecta ileal

2 dias 2 dias
Figura 11. Cronograma del periodo quirtrgico y fase de recuperacion post-
quirargica, asi como periodos experimentales (Experimento: Determinacion de

digestibilidad ileal y fecal).

El periodo de colecta ileal consistié en 12 horas continuas por dia, iniciando a las 0700
horas y terminando a las 1900 horas. La digesta que se emple6 para determinar la
digestibilidad ileal se recibi6é en bolsas de plastico (10x15 cm) conteniendo 10 ml de
HCI 0.2N, con el fin de detener la actividad enziméatica. La bolsa de plastico se fij6 a la
canula ileal por medio de una liga y fue cambiada periédicamente conforme se llenaba
de contenido ileal, en seguida se transfirid a un contenedor de pléstico. La digesta ileal
recolectada por animal se congel6 a -20°C y se mantuvo asi hasta ser liofilizada,
mientras que las heces se recolectaron dos veces al dia para luego formar una
muestra compuesta y homogénea de los cinco dias de colecta que después fue

sometida a un proceso de secado con aire forzado durante 48 horas a 55 °C.

5.2. Experimento II: Balance de Nitrogeno.

5.2.1 Tratamientos.

Los resultados obtenidos en el primer experimento permitieron seleccionar a los
ingredientes sorgo y pasta de canola para elaborar una dieta mixta en el segundo
experimento, en el cual; se plantearon cinco tratamientos (Cuadro 3) con la inclusion
de la enzimas proteasa Ronozyme ProAct, carbohidrasa Ronozyme VP y fitasa
Ronozyme P-(CT) para medir el efecto aditivo que pudieran presentar al ser

adicionadas de forma conjunta.
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Cuadro 3. Nivel de inclusién en partes por millon (ppm) de las enzimas a evaluar
por tratamiento para el experimento Balance de Nitrogeno.

Enzimas Ronozyme VP Ronozyme ProAct | Ronozyme P-CT
Tratamiento (Carbohidrasa) (Proteasa) (Fitasa)
1 200
2 300 200
3 200 200
4 300 200 200
5 300 200

Las enzimas que se utilizaron en el segundo experimento fueron la fitasa proveniente
de Peniophora lycii y producida por fermentacién de un Aspergillus oryzae (Ronozyme
P-(CT), DSM Nutritional Products México), disefiada para actuar en un rango de pH de
3 a 6 y contiene una actividad de 2500 FYT/g Unidades de Fitasa por gramo de
producto. El complejo multienzimatico Ronozyme VP (DSM Nutricional Products
México) que actiia en un rango de pH de 3 a 6 y contiene principalmente una actividad
de endo-1:3(4)- B glucanasa (50 FBG/g) de origen fangico proveniente de Aspergillus

aculeatus y de pentosanasa, hemicelulasa y pectinasa.

5.2.2 Dietas.

Para el segundo experimento se formulé una dieta basal con grano de sorgo y pasta
de canola (Cuadro 4) ajustada a 170 g/Kg. de proteina cruda, adecuada en los
requerimientos de vitaminas y minerales segun las recomendaciones del NRC (1998)
pero naturalmente deficiente en el aminoécido Lisina. A esta dieta basal se le
adicionaron las enzimas, para constituir los 5 tratamientos y se les incluy6 6xido férrico
(Fe203) como marcador de las heces y 6xido de titanio como marcador (Mroz et al.,
1996) de digestibilidad.
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Cuadro 4. Composicion porcentual y andlisis quimico de las dietas mixtas sorgo-
pasta de canola del Experimento Balance de Nitrégeno.

Tratamientos

Ingredientes 1 2 3 4 5
Sorgo, taninos<0.5 68.834 68.834 68.834 68.834 68.834
Canola, pasta 28.430 28.430 28.430 28.430 28.430
Maiz, aceite 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Sal comun 0.313 0.313 0.313 0.313 0.313
Carbonato de Calcio 0.669 0.669 0.669 0.669 0.669
Almidén de Maiz 0.054 0.024 0.034 0.004 0.024
Fosfato Bicalcico 0.100 0.100 0.100 0.100 0.100
Ronozyme VP 0.000 0.030 0.000 0.030 0.030
Ronozyme ProAct 0.000 0.000 0.020 0.020 0.020
Ronozyme P-CT 0.020 0.020 0.020 0.020 0.000
Oxido de Titanio 0.300 0.300 0.300 0.300 0.300
Premezcla de Vitaminas? 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Premezcla de Minerales? 0.080 0.080 0.080 0.080 0.080
Total 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000

Andlisis Quimico

MS, g/Kg 870.91 869.83 866.34 864.40 867.98
Energia, Mcal/Kg 4.09 4.10 4.09 4.10 4.07
Nitrogeno, g/Kg 26.90 26.69 26.46 26.93 27.03

!Premezcla que aporta por kilogramo de dieta: vitamina A 6400 Ul, vitamina D 1280 UlI,
vitamina E 30 Ul, vitamina K 0.8mg, Colina 375 mg, Niacina 24mg, Acido Pantoténico
11.0 mg, Riboflavina 4.8 mg, vitamina B12 30 mg.

2Premezcla que aporta por kilogramo de dieta: Cu 8.4 mg, |1 0.56 mg, Fe 70.0 mg, Mn
21.0 mg, Se 0.18 mg, Zn 84.0 mg.

Durante el periodo de adaptacion el alimento se ofrecié a libertad en dos comidas
diarias (0800 y 1600 horas), registrando el consumo maximo observado por animal
para que durante el periodo de colecta se les ofreciera solamente el 90% de ese

consumo maximo con el fin evitar el rechazo del alimento.

5.2.3 Animales.

Se utilizaron en total 20 cerdos machos castrados con peso vivo entre 40-45 Kg;
donde la unidad experimental fue el cerdo, los cuales se distribuyeron en dos bloques

completos al azar. En este caso, los animales tuvieron un periodo de adaptacion a la
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jaula y al manejo experimental de 15 dias, con dos comidas al dia (0800 y 1600 horas)
consistentes en una dieta de crecimiento formulada con 170 g/Kg. de PC.

Cada cerdo se alojé en una jaula metabdlica elevada e individual, provista de un
comedero y un bebedero de chupdn, con ventilacion natural y control de la
temperatura a 19+ 2°C. El agua fresca para beber se mantuvo a voluntad durante todo

el experimento.

5.2.4 Periodo experimental y recoleccion de la muestras.

Los animales dentro de cada blogue experimental tuvieron un periodo de adaptacién a
la dieta de siete dias. Se recolecté la orina durante un periodo de cinco dias, de igual
forma las heces se recolectaron en su totalidad durante un periodo de cinco dias a
partir de que se observé la coloracién rojiza del marcador (6xido férrico) en ellas,
dando un total de alrededor de 14 dias por bloque. La orina individual se colect6 en
lapsos de 12 hrs en recipientes plasticos de 20L a los que se les agreg6 40mL de HCI
6N cada 12 hrs para detener la actividad enzimatica y evitar la descomposicion. En
seguida se midi6 y tom6 una alicuota del 10% y se congel6 a -20°C; al concluir el
periodo de colecta se homogeneiz6 para su andlisis posterior. Las heces se
recolectaron dos veces al dia, se pesaron y se congelaron a -20°C; al final se formo
una muestra compuesta y homogénea de los cinco dias de colecta para después
secarse en una estufa de aire forzado a 55°C por 48 horas, de la que posteriormente

se tomo6 una alicuota del 5% para su andlisis.

5.3 Preparacion de las muestras y analisis quimicos.

Las digestas liofilizadas y las heces deshidratadas se molieron a través de una malla

de 0.5 mm en un molino de laboratorio (Arthur H. Thomas Co. Philadelphia, PA).

Los analisis realizados en todos los ingredientes y dietas experimentales fueron
Materia Seca (MS), Proteina Cruda (PC) (de acuerdo a los métodos 934.01 y 976.05
del AOAC 2000), Energia Bruta (EB) (siguiendo el método calorimétrico en una Bomba
Parr 1266, lllinois), Fibra Detergente Neutra (FDN) y Fibra Detergente Acida (FDA)
segun Van Soest et al. (1970).
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En las muestras de digesta ileal y en las heces del primer experimento se determiné:
MS y PC de acuerdo a los métodos 934.01 y 976.05 del AOAC (2000), 6xido de cromo
segun Fenton y Fenton, (1979) y EB solamente para las heces por el método
calorimétrico (Bomba Parr 1266, lllinois).

Las muestras de orina y heces recolectadas del segundo experimento se analizaron
para MS, Nitrogeno (N) y EB.

La preparacion de las muestras para la determinacion de aminoacidos en las materias
primas, dietas y digesta ileal se realizaron seguin el método 994.12 del AOAC, (2000),
el cual consiste en hidrolizar las muestras a 110 °C durante 24 h en HCI 6M; en el
caso de los aminoacidos azufrados: metionina y cisteina, se realiz6 una oxidacion
previa con acido perférmico. Los analisis de aminoacidos se realizaron por medio de
cromatografia en fase reversa seguin el método descrito por Henderson et al. (2000)
en un HPLC de marca Hewlett Packard, modelo 1100; no fue determinado el

aminoacido Triptéfano.

5.4. Andlisis estadistico.

5.4.1 Experimento I: Determinacién de Digestibilidad lleal y Fecal.

Las variables de respuesta analizadas fueron los coeficientes de digestibilidad fecal
aparente de MS, PC y EB; la digestibilidad ileal de la PC y aminoacidos de Maiz,
Sorgo y Trigo (por el método de diferencia); y de la Pasta de Soya y Pasta de Canola
(por el método directo), esto de acuerdo al contenido de proteina en la dieta.

5.4.1.1 Coeficientes de digestibilidad.

El coeficiente de digestibilidad ileal y fecal aparente (DIA o DFA) de un nutrimento en
la dieta, es decir; para MS, PC y EB se calculé de acuerdo con la ecuacion propuesta

por Mariscal-Landin y Reis de Souza (2006):
DIA o DFA= 1-[(ID*AF) / (AD/ IF)]
Donde:

DIA, es el coeficiente de digestibilidad ileal aparente de un nutrimento y

DFA, es el coeficiente de digestibilidad fecal aparente de un nutrimento.
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ID es la concentracion del marcador en la dieta en mg/Kg * MS;

AF es la concentracién del nutriente en la dieta en mg/Kg* MS;

AD es la concentracion del nutriente en la digesta ileal o heces en mg/Kg* MS;
IF es la concentraciéon del marcador en la digesta ileal en mg/Kg * MS

Los coeficientes de digestibilidad ileal aparente (DIA) de la proteina y aminoacidos del
maiz, sorgo y trigo se calcularon por el método de diferencia utilizando la caseina

como ingrediente basal, segin el método propuesto por Fan y Sauer, (1995)

CDIANA, = [CDIADA - (CDIADB x LNB)]/LNA

Donde:

CDIANA, es el coeficiente de digestibilidad ileal aparente de un nutrimento en el
ingrediente ensayo.

CDIADA, es el coeficiente de digestibilidad ileal aparente de la dieta ensayo.

CDIADB, es el coeficiente de digestibilidad ileal aparente de la dieta basal.

LNB es el nivel de contribucién de un nutrimento del ingrediente basal a la dieta
ensayo (en proporcién decimal).

LNA es el nivel de contribucién de un nutrimento del ingrediente ensayo a la dieta
ensayo (en proporciéon decimal) (Mariscal-Landin y Reis de Souza, 2006).

La digestibilidad ileal estandarizada de PC y aminoéacidos de la Pasta de Soya y Pasta
de Canola se realizaron empleando la formula propuesta por Mariscal-Landin, (1992);
y utilizando el endégeno reportado por Mariscal- Landin y Reis de Souza (2006) y se

calculé con la ecuacion:

DIS= DIA+ [(pérdida de PC enddgena basal / PC en la dieta)]

Donde:

DIS es el coeficiente de digestibilidad ileal estandarizada;

DIA es el coeficiente de digestibilidad ileal aparente.

El efecto inducido por Ronozyme ProAct se estimé empleando un disefio Cross-over

2x2 (Federer, 1955), es decir 2 tratamientos y 2 periodos; al azar tres de los seis

animales para cada ingrediente recibieron el tratamiento con enzima Ronozyme
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ProAct y tres recibieron el tratamiento sin enzima, al término del primer periodo la
asignacion de los tratamientos se invirtid, dando un total de seis replicas para cada
tratamiento; con dos grupos experimentales completamente diferenciados en la
secuencia de la asignacion de tratamientos, este disefio permiti6 constatar la no
presencia de un efecto residual que se arrastre al segundo periodo para cada
tratamiento (Federer, 1955).

El modelo lineal aditivo es el siguiente:

Yig= M+ Qi + B jo) + Yk + O + €k

Donde:

Yiw= Variable de respuesta de la i-ésima secuencia en el j-ésimo animal, en el k-ésimo
periodo y el I-ésimo tratamiento.

M: Efecto de la media general.

ai: Efecto del i -ésima secuencia.

Bii): Efecto del j-ésimo animal anidado en la i-ésima secuencia.

vk: Efecto del k-ésimo periodo.

oi: Efecto |-ésimo tratamiento.

g Es el efecto del error experimental asociado con la observacion de la i-ésima

secuencia en el j-ésimo animal, en el k-ésimo periodo y el I-ésimo tratamiento.

Los datos se analizaron empleando el Procedimiento “Mixed” del paquete estadistico
SAS (SAS, 2008).

5.4.2 Experimento: Balance de Nitrégeno.

Para el segundo experimento las variables de respuesta analizadas fueron consumo

de MS, Ny E, digestibilidad del nitrégeno y energia, retencion de nitrégeno.

El disefio empleado para este experimento fue un Disefio de Bloques Completos al
azar con un arreglo factorial de 2x2+1, es decir; dos enzimas: Ronozyme ProAct y
Ronozyme VP, cada una con dos niveles de inclusion (no inclusion y dosis comercial)
y un control con las dos enzimas incluidas a nivel comercial mas la adicion de la fitasa

Ronozyme P-(CT) a dosis comercial.
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El modelo aditivo lineal propuesto fue:

Yik= M+ ai + Bj + €

Donde:

Yix = Variable de respuesta de la i-ésimo bloque, en el k-ésimo tratamiento y |-ésima
repeticion

M: Efecto de la media general.

a;: Efecto del i-ésimo bloque; i: 1,2

B j: Efecto del j-ésimo tratamiento; j:1,5

&i. Efecto del error experimental asociado con la observacion de la i-ésimo bloque en

el j-ésimo tratamiento.

El analisis estadistico empleado fue el procedimiento “Modelos Lineales Generales”
(GLM) del paquete estadistico SAS (SAS, 2008).
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VI. RESULTADOS.

Los animales de ambos experimentos permanecieron en éptimas condiciones de salud

durante el desarrollo de los mismos.

6.1 Experimento |: Determinacidon de Digestibilidad lleal y Fecal.

Se analiz6 el perfil de aminoacidos de las materias primas utilizadas tal como lo
muestra el Cuadro 5 para conocer la composicion de aminoacidos totales por
ingrediente y de esta forma determinar los coeficientes de digestibilidad con y sin la

inclusién del Ronozyme ProAct.

Cuadro 5. Perfil de Proteina Cruda y Aminoacidos de las materias primas

utilizadas Caseina, Maiz, Sorgo, Trigo, Pasta de soya y Pasta de canola.

Pasta de Pastade

Caseina Maiz Sorgo Trigo Soya Canola
Materia Seca 90.37 88.40 88.47 89.52 90.90 92.59
Proteina 84.78 7.06 7.95 13.68 43.06 37.84
Lisina 7.76 0.37 0.17 0.40 2.63 1.90
Arginina 5.32 0.35 0.29 0.50 3.62 3.44
Histidina 3.53 0.19 0.16 0.22 1.08 1.32
Leucina 7.65 0.78 1.09 0.64 3.13 2.85
Isoleucina 3.72 0.24 0.33 0.33 1.67 1.31
Valina 4.13 0.35 0.45 0.44 1.63 1.49
Fenilalanina 4.20 0.31 0.37 0.43 2.01 1.43
Metionina 2.74 2.71 0.18 0.23 0.68 0.76
Treonina 2.96 0.23 0.28 0.25 1.48 1.83
Acido Aspartico 3.13 0.40 0.47 0.40 2.72 1.20
Acido Glutamico 15.49 1.29 1.80 2.89 6.54 5.82
Serina 5.33 0.32 0.32 0.40 2.12 1.67
Glicina 2.72 0.27 0.28 0.33 1.90 3.26
Alanina 2.74 0.48 0.72 0.33 1.77 1.64
Tirosina 4.84 0.26 0.23 0.25 1.43 1.11
Cisteina 0.65 0.64 0.16 0.25 0.72 0.90
Prolina 6.15 0.72 1.35 1.32 1.58 6.81
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6.1.1 Maiz.

La digestibilidad ileal aparente (DIA) del maiz muestra una diferencia en el aminoacido

Glicina (P<0.05) y una tendencia (P<0.10) para los aminoécidos Arginina y Treonina,

en las dietas adicionadas con la enzima Ronozyme ProAct® (Cuadro 6). Aun cuando

no hubo diferencia estadistica para el resto de los aminoacidos, (P>0.05) estos fueron

mas digestibles numéricamente en la dieta que recibi6 la proteasa, con excepciéon de

la Fenilalanina que incrementd su digestibilidad numéricamente en la dieta sin la

enzima tal como se aprecia en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Coeficientes de digestibilidad ileal aparente con y sin la inclusion del

Ronozyme ProAct® para el ingrediente Maiz.

Digestibilidad lleal Aparente

Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.
Materia Seca 0.849 0.842 0.014 0.73
Proteina 0.869 0.840 0.019 0.22
Lisina 0.923 0.904 0.016 0.38
Arginina 0.913 0.873 0.017 0.09
Histidina 0.921 0.887 0.017 0.17
Leucina 0.935 0.916 0.012 0.19
Isoleucina 0.910 0.902 0.013 0.39
Valina 0.916 0.901 0.014 0.47
Fenilalanina 0.932 0.937 0.009 0.71
Metionina 0.921 0.914 0.031 0.88
Treonina 0.856 0.792 0.025 0.10
Acido Aspértico 0.868 0.861 0.019 0.78
Acido Glutamico 0.928 0.918 0.010 0.38
Serina 0.895 0.875 0.016 0.31
Glicina 0.745a 0.583b 0.035 0.01
Alanina 0.860 0.827 0.029 0.51
Tirosina 0.930 0.892 0.020 0.20
Cisteina 0.890 0.876 0.031 0.72
Prolina 0.920 0.904 0.011 0.30

EEM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad

a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.
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Al aplicar el método de diferencia propuesto por Fan y Sauer (1995) para estimar la
digestibilidad ileal verdadera de los nutrientes del maiz, se encontré un incremento en
la digestibilidad de Glicina y Metionina (P<0.05), sin embargo para el caso de este
ultimo el efecto fue negativo al uso de la proteasa tal como se observa en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Coeficientes de digestibilidad ileal verdadera con y sin la inclusién

del Ronozyme ProAct® para el ingrediente Maiz.

Digestibilidad lleal Verdadera
(por el método de la diferencia)

Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.

Proteina 0.781 0.757 0.040 0.69
Lisina 0.960 0.880 0.028 0.17
Arginina 0.835 0.792 0.030 0.30
Histidina 0.825 0.795 0.040 0.63
Leucina 0.911 0.897 0.022 0.67
Isoleucina 0.868 0.894 0.038 0.41
Valina 0.919 0.927 0.033 0.87
Fenilalanina 0.851 0.851 0.021 0.96
Metionina 0.879b 0.965a 0.021 0.03
Treonina 0.687 0.545 0.073 0.23
Acido Aspartico 0.841 0.784 0.026 0.09
Acido Glutamico 0.922 0.922 0.026 0.99
Serina 0.902 0.849 0.028 0.25
Glicina 0.695a 0.425b 0.049 0.01
Alanina 0.787 0.771 0.045 0.82
Tirosina 0.856 0.768 0.075 0.44
Cisteina 0.868 0.896 0.030 0.52
Prolina 0.923 0.903 0.033 0.68

EEM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad
a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.
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6.1.2 Sorgo.

La digestibilidad ileal aparente (Cuadro 8) y la digestibilidad ileal verdadera calculada
por el método de diferencia (Cuadro 9) para la Proteina en el sorgo fue mayor en el
tratamiento al cual no se le adiciond la enzima (P<0.05), al igual que para el
aminodacido Leucina; los demas aminoacidos no mostraron diferencia estadisticamente

significativas.

Cuadro 8. Coeficientes de digestibilidad ileal aparente con y sin la inclusion del

Ronozyme ProAct® para el ingrediente Sorgo.

Digestibilidad lleal Aparente
Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.

Materia Seca 0.817 0.844 0.008 0.09
Proteina 0.815b 0.842a 0.006 0.01
Lisina 0.895 0.884 0.028 0.70
Arginina 0.835 0.835 0.017 0.98
Histidina 0.801 0.841 0.033 0.42
Leucina 0.889b 0.918a 0.007 0.03
Isoleucina 0.888 0.911 0.018 0.40
Valina 0.844 0.877 0.017 0.21
Fenilalanina 0.881 0.881 0.010 0.94
Metionina 0.878 0.894 0.015 0.49
Treonina 0.824 0.846 0.038 0.71
Acido Aspartico 0.856 0.908 0.033 0.20
Acido Glutamico 0.902 0.917 0.009 0.22
Serina 0.825 0.845 0.012 0.29
Glicina 0.693 0.671 0.092 0.85
Alanina 0.777 0.811 0.017 0.20
Tirosina 0.767 0.783 0.046 0.73
Cisteina 0.679 0.720 0.031 0.38
Prolina 0.923 0.923 0.012 0.99

EEM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad
a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.
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Cuadro 9. Coeficientes de digestibilidad ileal verdadera con y sin lainclusién del

Ronozyme ProAct® para el ingrediente Sorgo.

Digestibilidad ileal verdadera
(por el método de la diferencia)

Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.

Proteina 0.656b 0.733a 0.015 0.02
Lisina 0.656 0.774 0.153 0.61
Arginina 0.517 0.506 0.050 0.89
Histidina 0.410 0.459 0.186 0.85
Leucina 0.834b 0.888a 0.014 0.04
Isoleucina 0.838 0.901 0.051 0.41
Valina 0.738 0.821 0.042 0.21
Fenilalanina 0.719 0.762 0.028 0.34
Metionina 0.733 0.784 0.050 0.49
Treonina 0.680 0.746 0.108 0.68
Acido Aspartico 0.780 0.895 0.076 0.20
Acido Glutamico 0.867 0.901 0.021 0.23
Serina 0.636 0.701 0.040 0.29
Glicina 0.614 0.576 0.142 0.85
Alanina 0.737 0.785 0.023 0.20
Tirosina 0.569 0.489 0.156 0.70
Cisteina 0.534 0.598 0.048 0.38
Prolina 0.990 0.993 0.023 0.94

EEM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad
a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.

6.1.3 Trigo.

Ronozyme ProAct® mejoro la digestibilidad ileal aparente (P<0.05) del Acido Aspartico
en el Trigo, tal como se presenta en el Cuadro 10; sin embargo, al corregir por las
pérdidas de nitrégeno enddgeno con el método de la diferencia para obtener los
coeficientes de digestibilidad ileal verdadera, esta diferencia estadistica desaparecio
(P<0.10) (Cuadro 11).
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Cuadro 10. Coeficientes de digestibilidad ileal aparente con y sin la inclusion del

Ronozyme ProAct® para el ingrediente Trigo.

Digestibilidad ileal aparente

Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.
Materia Seca 0.839 0.849 0.006 0.10
Proteina 0.853 0.880 0.017 0.21
Lisina 0.904 0.890 0.013 0.45
Arginina 0.891 0.917 0.013 0.22
Histidina 0.908 0.929 0.014 0.37
Leucina 0.903 0.920 0.012 0.29
Isoleucina 0.904 0.899 0.011 0.45
Valina 0.874 0.877 0.012 0.73
Fenilalanina 0.912 0.921 0.008 0.33
Metionina 0.846 0.850 0.003 0.45
Treonina 0.802 0.824 0.014 0.25
Acido Aspartico 0.850a 0.803b 0.028 0.04
Acido Glutamico 0.938 0.944 0.006 0.18
Serina 0.893 0.901 0.011 0.67
Glicina 0.843 0.807 0.024 0.32
Alanina 0.827 0.828 0.008 0.95
Tirosina 0.889 0.921 0.011 0.08
Cisteina 0.834 0.836 0.003 0.62
Prolina 0.931 0.930 0.002 0.16

EEM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad

a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.
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Cuadro 11. Coeficientes de digestibilidad ileal verdadera con y sin la inclusién

del Ronozyme ProAct® para el ingrediente Trigo.

Digestibilidad ileal verdadera
(por el método de la diferencia)

Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.

Proteina 0.852 0.864 0.008 0.22
Lisina 0.896 0.877 0.017 0.47
Arginina 0.782 0.857 0.036 0.22
Histidina 0.864 0.876 0.034 0.82
Leucina 0.886 0.891 0.010 0.66
Isoleucina 0.902 0.887 0.016 0.19
Valina 0.852 0.856 0.018 0.75
Fenilalanina 0.890 0.892 0.011 0.82
Metionina 0.762 0.768 0.006 0.45
Treonina 0.699 0.742 0.028 0.25
Acido Aspartico 0.827 0.774 0.038 0.10
Acido Glutamico 0.940 0.949 0.008 0.16
Serina 0.908 0.891 0.008 0.17
Glicina 0.845 0.743 0.067 0.32
Alanina 0.776 0.778 0.014 0.96
Tirosina 0.892 0.840 0.020 0.14
Cisteina 0.923 0.826 0.004 0.63
Prolina 0.982 0.981 0.002 0.16

EEM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad
a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.

6.1.4 Pasta de Soya.

Para las dietas elaboradas con Pasta de Soya, el calculo de digestibilidad ileal
aparente mostré una mayor digestibilidad para la proteina y los aminoacidos Lisina,
Isoleucina, Valina, Fenilalanina, Acido Aspartico, Acido Glutamico y Serina (P<0.05) y
una tendencia (P<0.10) para Leucina y Alanina en las dietas que recibieron el
Ronozyme ProAct®. Sin embargo; Cisteina fue mas digestible (P<0.05) en la dieta

control sin ProAct® (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Coeficientes de digestibilidad ileal aparente con y sin la inclusion del

Ronozyme ProAct® para el ingrediente Pasta de Soya.

Digestibilidad Illeal Aparente

Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.
Materia Seca 0.797 0.784 0.005 0.11
Proteina 0.848a 0.803b 0.010 0.03
Lisina 0.925a 0.868b 0.005 <0.001
Arginina 0.911a 0.886b 0.024 0.05
Histidina 0.861 0.832 0.011 0.12
Leucina 0.880 0.826 0.014 0.06
Isoleucina 0.889a 0.852b 0.009 0.03
Valina 0.878a 0.824b 0.010 0.03
Fenilalanina 0.900a 0.857b 0.008 0.01
Metionina 0.895 0.919 0.010 0.15
Treonina 0.807 0.778 0.019 0.31
Acido Aspartico 0.900a 0.863b 0.010 0.04
Acido Glutamico 0.902a 0.861b 0.009 0.02
Serina 0.861a 0.817b 0.012 0.04
Glicina 0.735 0.728 0.038 0.91
Alanina 0.818 0.757 0.018 0.08
Tirosina 0.819 0.817 0.024 0.95
Cisteina 0.890b 0.914a 0.006 0.03
Prolina 0.806 0.734 0.046 0.22

EM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad

a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.

La digestibilidad ileal estandarizada de la Pasta de Soya en la Proteina y

los

aminoacidos Lisina, Fenilalanina y Acido Glutamico fue mayor (P<0.05) cuando se

utiliza la enzima Ronozyme ProAct®. Al igual que en la digestibilidad ileal aparente de

la pasta de soya, los aminoacidos azufrados mostraron una mayor digestibilidad

(P<0.05) para la Cisteina y una tendencia para la Metionina (P<0.07) en la dieta que

no recibié la enzima (Cuadro 13). La digestibilidad de la proteina se mejor6 en 5.2%

con el uso de la enzima, mientras que la de los aminoacidos en general en un 1.6%.

64



Cuadro 13. Coeficientes de digestibilidad ileal estandarizada con y sin la

inclusion del Ronozyme ProAct® para el ingrediente Pasta de Soya.

Digestibilidad lleal Estandarizada

Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.
Proteina 0.863a 0.820b 0.010 0.03
Lisina 0.947a 0.903b 0.005 0.001
Arginina 0.959 0.948 0.024 0.74
Histidina 0.895 0.874 0.011 0.24
Leucina 0.933 0.894 0.014 0.11
Isoleucina 0.965 0.949 0.009 0.27
Valina 0.968 0.942 0.010 0.13
Fenilalanina 0.946a 0.914b 0.009 0.04
Metionina 0.954 0.987 0.010 0.07
Treonina 0.930 0.935 0.019 0.85
Acido Aspartico 0.955 0.931 0.010 0.13
Acido Glutamico 0.959a 0.932b 0.009 0.05
Serina 0.970 0.948 0.012 0.18
Glicina 0.849 0.869 0.038 0.73
Alanina 0.921 0.886 0.018 0.22
Tirosina 0.874 0.886 0.024 0.74
Cisteina 0.929b 0.951a 0.006 0.04
Prolina 0.937 0.884 0.046 0.33

EM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad

a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.

6.1.5 Pasta de Canola.

Por su parte, la digestibilidad ileal aparente y estandarizada de la pasta de canola para

el aminoacido Valina tuvo un efecto negativo al uso de la proteasa Ronozyme ProAct®

al mostrar una menor digestibilidad; sin embargo, los aminoacidos Serina, Alanina y

Tirosina mostraron una diferencia (P<0.05) positiva a la inclusion de la enzima

(Cuadros 14 y 15).
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Cuadro 14. Coeficientes de digestibilidad ileal aparente con y sin la inclusion del

Ronozyme ProAct® para el ingrediente Pasta de Canola.

Digestibilidad ileal

Aparente

Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.
Materia Seca 0.714 0.699 0.008 0.20
Proteina 0.693 0.681 0.010 0.34
Lisina 0.707 0.705 0.074 0.99
Arginina 0.776 0.654 0.044 0.10
Histidina 0.739 0.581 0.086 0.24
Leucina 0.815 0.783 0.012 0.12
Isoleucina 0.815 0.805 0.037 0.85
Valina 0.700b 0.728a 0.016 0.002
Fenilalanina 0.781 0.780 0.027 0.99
Metionina 0.758 0.743 0.022 0.64
Treonina 0.744 0.798 0.053 0.53
Acido Aspartico 0.567 0.646 0.090 0.56
Acido Glutamico 0.858 0.838 0.016 0.43
Serina 0.704a 0.627b 0.013 0.02
Glicina 0.570 0.662 0.146 0.71
Alanina 0.700a 0.644b 0.021 0.02
Tirosina 0.648a 0.558b 0.036 0.03
Cisteina 0.725 0.710 0.040 0.79
Prolina 0.776 0.749 0.045 0.64

EEM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad

a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.
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Cuadro 15. Coeficientes de digestibilidad ileal estandarizada con y sin la

inclusién del Ronozyme ProAct® para el ingrediente Pasta de Canola.

Digestibilidad lleal Estandarizada
Con ProAct Sin ProAct EEM Prob.

Proteina 0.709 0.696 0.010 0.31
Lisina 0.745 0.745 0.073 0.99
Arginina 0.835 0.724 0.043 0.13
Histidina 0.775 0.622 0.086 0.26
Leucina 0.873 0.846 0.012 0.17
Isoleucina 0.919 0.909 0.036 0.85
Valina 0.809b 0.824a 0.016 0.01
Fenilalanina 0.838 0.830 0.045 0.91
Metionina 0.767 0.751 0.022 0.63
Treonina 0.842 0.896 0.053 0.53
Acido Aspartico 0.753 0.833 0.091 0.56
Acido Glutamico 0.918 0.902 0.017 0.52
Serina 0.838a 0.782b 0.013 0.05
Glicina 0.656 0.744 0.015 0.71
Alanina 0.812a 0.763b 0.020 0.03
Tirosina 0.700a 0.638b 0.035 0.03
Cisteina 0.750 0.735 0.040 0.79
Prolina 0.815 0.789 0.045 0.64

EM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad
a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.

La mejora porcentual promedio de los aminoacidos al uso de la enzima fue de 3.1%
utilizando los coeficientes de digestibilidad ileal aparente y 2.3% con los de

digestibilidad ileal estandarizada para la pasta de canola.

6.1.6 Digestibilidad Fecal Aparente de los ingredientes.

Los resultados de digestibilidad fecal de la materia seca, proteina y energia se
muestran en el Cuadro 16, donde puede apreciarse un aumento en la digestibilidad
fecal de la proteina de la pasta de soya con el uso de la enzima, asi como una mejora
en la digestibilidad fecal de estos tres nutrientes en la pasta de canola (P<0.05) y una

tendencia en el caso de la digestibilidad fecal de la energia del maiz (P<0.12).
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Cuadro 16. Coeficientes de digestibilidad fecal aparente de la Materia Seca,
Proteina y Energia con y sin la inclusion de Ronozyme ProAct® para los

ingredientes Maiz, Pasta de Soya, Sorgo, Pasta de Canolay Trigo.

Ingrediente Materia Seca Proteina Energia
Con ProAct 0.897 0.927 0.896
Maiz Sin ProAct 0.894 0.922 0.887
E.E.M. 0.006 0.009 0.007
Prob. 0.50 0.38 0.12
Con ProAct 0.915 0.890 0.908
Sorgo Sin ProAct 0.915 0.891 0.905
E.E.M. 0.003 0.004 0.002
Prob. 0.80 0.88 0.39
Con ProAct 0.919 0.950 0.920
Trigo Sin ProAct 0.918 0.950 0.919
E.E.M. 0.001 0.003 0.001
Prob. 0.43 0.95 0.63
Con ProAct 0.916 0.931a 0.903
Pasta de Soya Sin ProAct 0.912 0.912b 0.901
E.E.M. 0.003 0.005 0.004
Prob. 0.45 0.01 0.80
Con ProAct 0.871a 0.860a 0.880a
Pasta de Canola Sin ProAct 0.859b 0.852b 0.868b
E.E.M. 0.002 0.001 0.003
Prob. 0.02 0.01 0.05

EEM: Error Estandar de la Media
Prob.: Nivel de Probabilidad
a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.

6.2. Experimento IlI: Balance de Nitrégeno.

Los resultados obtenidos durante el curso del segundo experimento se muestran en el
Cuadro 17, ninguna de las variables de respuesta medidas mostraron diferencias a la
inclusion de las enzimas; el consumo de materia seca, nitrégeno y energia fue el
mismo para los cinco tratamientos. La excrecion de nitrégeno y energia en heces y
orina tampoco mostré una diferencia por lo que al hacer los célculos de digestibilidad
del nitrégeno, retencion del nitrogeno y digestibilidad de la energia no existieron
diferencias. Con el consumo de materia seca y energia en gramos por dia se pudo

estimar la energia bruta de cada una de las dietas, con este valor y el coeficiente de
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digestibilidad de la energia, se calcul6 la energia digestible de las dietas. La energia
metabolizable de los cinco tratamientos, fue calculada por la diferencia de la energia

digestible menos la energia excretada en orina.

Cuadro 17. Resultados del Balance de Nitrogeno y Digestibilidad de la Energia

para las dietas con diferente inclusion de las enzimas proteasa, fitasa y

glucanasa.
1 2 3 4 5
VP+ PA+ VP+PA

Tratamiento P-CT P-CT P-CT +P-CT VP+PA EEM Prob
Consumo MS, g/d 1599.76 1597.78 1637.38 1510.54 1509.74 182.47 0.80
Consumo N, g/d 49.42 49.04 50.08 47.07 47.03 564 0.91
N Heces, g/d 13.18 13.58 13.61 12.07 13.42 2.87 0.58
N Orina, g/d 14.23 14.04 14.28 14.66 1435 2.17 0.99
Dig N, % 71.97 71.92 67.59 72.01 67.15 437 0.31
Retencién N, g/d 22.01 21.41 20.32 20.34 19.26 2.65 0.63
N retenido, % consumo 44 .56 43.97 40.81 43.81 40.95 449 0.64
N retenido, % digerido 60.72 60.43 59.06 58.36 57.66 4.08 0.79
Consumo E, Mcal/d 7.54 7.54 7.72 7.16 7.09 0.85 0.80
E Heces, Mcal/d 1.48 1.48 1.53 1.53 1.45 0.33 0.65
E Orina, Mcal/d 0.46 0.49 0.44 0.47 0.47 0.06 0.86
Dig E, % 80.48 80.52 7771 80.94 79.31 299 0.59
EB dieta Mcal/Kg 4,71 4,72 4,72 4,74 4.69 . .
ED dieta Mcal/Kg 3.79 3.80 3.67 3.84 3.72 0.17 0.96
EM dieta Mcal/kg 3.33 3.31 3.22 3.37 3.25 0.1587 0.68

EEM: Error Estandar de la Media

Prob.: Nivel de Probabilidad

a, b Promedios con letras distintas difieren estadisticamente.

VP: Ronozyme VP (Carbohidrasa)

PA: Ronozyme ProAct (Proteasa)

P-CT: Ronozyme P-CT (Fitasa)

Consumo MS, g/d= Consumo de materia seca expresado en gramos promedio por dia.
Consumo N, g/d= Consumo de nitrégeno expresado en gramos promedio por dia.

N Heces, g/d= Nitrégeno excretado en heces expresado en gramos promedio por dia.
N Orina, g/d= Nitrdgeno excretado en orina expresado en gramos promedio por dia.
Dig N, %= Digestibilidad fecal del nitrégeno expresado en porcentaje.

Retencién N, g/d= Retencidn del nitrégeno expresado en gramos promedio por dia.

N retenido, % consumo= Nitrogeno retenido expresado como porcentaje del consumo.
N retenido, % digerido= Nitrégeno retenido expresado como porcentaje de lo digerido.
Consumo E, Mcal/d= Consumo de energia, expresado en Mcal promedio por dia.

E heces, Mcal/d= Energia excretada en heces, expresado en Mcal promedio por dia.

E orina, Mcal/d= Energia excretada en orina, expresado en Mcal promedio por dia.

Dig E, %= Digestibilidad fecal de la energia expresado en porcentaje.

EB dieta Mcal/Kg= Energia bruta de la dieta en Mcal por kilogramo de materia seca.
ED dieta Mcal/Kg= Energia digestible de la dieta en Mcal por kilogramo de energia bruta consumida.
EM dieta Mcal/Kg= Energia metabolizable de la dieta en Mcal por kilogramo de energia bruta
consumida.
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VII. DISCUSION.

El contenido de PC, MS, Energia y aminoéacidos de los cinco ingredientes que fueron
utilizados para estos experimentos coinciden con los valores encontrados por Fan et
al., 1996; NRC, 1998; Kim et al., 1999; Rojo et al., 2001; Morales-Maldonado et al.,
2002; Pedersen et al., 2007).

7.1. Experimento I: Determinacién de Digestibilidad lleal y Fecal.

El conocimiento de la composicion de la materia prima resulta elemental para la
formulacién de raciones basadas en el principio de “proteina ideal” o “proteina ideal
digestible”, ademas se puede hacer uso de una enzima exdgena y/o de los complejos

enzimaticos, si se presta atencién a la susceptibilidad del sustrato a ser hidrolizado.

La calidad de una proteina especifica en la dieta es determinada por su contenido de
aminoécidos, pero mas importante su digestibilidad y disponibilidad.

Los valores de DIA de la proteina cruda y aminoacidos que fueron estimados en este
experimento para los cereales maiz, sorgo y trigo; y para las pastas de oleaginosas
pasta de soya y pasta de canola, se acercan a los reportados por Sauer et al., 1977ay
1977b; Taverner et al., 1981; de Lange et al., 1990; Fan et al., 1996; Nyachoti et al.,
1997; Bellaver y Easter, 1998; Grala et al., 1998; Kim et al., 1999; Pedersen et al.,
2007.

Si bien algunos valores de digestibilidad pueden ser mayores o menores para ciertos
aminoacidos, todos se encuentran en el rango reportado por Pedersen y Boisen
(2002). Sin embargo, los valores de digestibilidad reportados para el ingrediente trigo
difieren a los encontrados por Morales-Maldonado et al. (2002) donde se evalu6 al
ingrediente adicionado con una proteasa fungal, siendo superiores los calculados en

este experimento aun sin la adicion de la proteasa.
De igual forma los valores de DIV o DIE de la proteina cruda y aminoacidos que fueron

estimados en este experimento para los cereales maiz, sorgo y trigo; y para las pastas

de oleaginosas pasta de soya y pasta de canola, respectivamente; se acercan a los
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reportados por Taverner et al.,, 1981; de Lange et al., 1900; Nyachoti et al., 1997;
Bellaver y Easter, 1998; Pedersen et al., 2007.

Los coeficientes de digestibilidad ileal aparente reportados por Pedersen y Boisen
(2002) permiten suponer que si se emplean los valores mas altos o mas bajos del
rango, al estimar los coeficientes de digestibilidad ileal estandarizada se podrian

obtener valores similares a los encontrados en el presente trabajo.

La inclusién de la enzima en los ingredientes maiz, sorgo, trigo y pasta de canola no
supone un cambio en la digestibilidad de aminoacidos que sea significativo para el
metabolismo animal, porque aun cuando se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en algunos aminodcidos se tratd de aminoacidos no esenciales, los
cuales es sabido pueden ser sintetizados por el propio organismo (Wang y Fuller,
1989).

No fue asi el caso de la pasta de soya, donde la mejora en digestibilidad de algunos
aminoacidos esenciales; principalmente lisina, podria afectar positivamente el
metabolismo animal, ya que se trata del primer amino&cido limitante en la sintesis de

proteina muscular (Wang y Fuller, 1989; Marotta et al., 2009).

Los resultados sugieren que la actividad de la proteasa se encuentra fuera de los
intervalos de temperatura y pH del lumen intestinal, o bien; otros componentes propios
del grano no permiten la interaccion de la proteasa con las proteinas del ingrediente.
La segunda proposicién parece mas acertada, dado que cada uno de los ingredientes

posee factores antinutricionales especificos.

La explicacion mas frecuente para grandes diferencias en digestibilidad de
amino&cidos dentro del mismo grano, es la desigual distribucion de los mismos dentro
del grano. Ademas, es posible que factores como la presencia de uniones resistentes
a enzimas reduzcan la posibilidad de los aminoacidos para ser digeridos (Taverner et
al., 1981).

La digestibilidad relativa de la proteina del maiz oscila entre 82 y 88%, sin embargo es

inferior a la de las proteinas animales (carne, leche, huevo), que es en promedio de

95%. Ese valor se toma como referencia (100%) para expresar la digestibilidad de
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otras proteinas o de dietas mixtas como digestibilidad relativa. Esto debido a la
presencia de fibra y otros componentes (Gear et al., 2006).

Si bien la digestibilidad de los cereales no fue menor a lo ya reportado por otros
autores; el nulo efecto de la enzima sobre la digestibilidad de los cereales puede ser
explicada porque las proteinas se encuentran secuestradas en el endospermo por
otros componentes, sin permitir la interaccion entre proteasas y proteinas (Cervantes
et al., 2000). Los arabinoxilanos del grano forman coloides en el contenido intestinal
impidiendo la interaccién de las proteinas de la dieta con las proteasas (Bedford,
1996). Es sabido que los cerdos no producen enzimas que degraden los
arabinoxilanos; por lo cual la DIA de aminoacidos del ingrediente se afectara

negativamente cuando los granos tengan elevadas concentraciones (Yin et al., 2000).

Al respecto, Bedford (1996) propuso dos mecanismos que explican la actividad
antinutritiva de los cereales debido al componente arabinoxilano. El primer mecanismo
propuesto es que el arabinoxilano es impermeable al ataque enzimatico en el intestino
delgado. El segundo mecanismo es que una proporciéon de los arabinoxilanos
presentes se disuelven en el intestino y causan el incremento en la viscosidad de la

solucién, lo cual reduce la difusién del nutriente por la formacion del gel.

La concentracion de polisacaridos no amilaceos en el maiz es baja y en su mayoria se
trata de arabinoxilanos insolubles, por lo que no ocasionan problemas de viscosidad,;
sin embargo pueden tener un efecto indirecto si encapsulan nutrientes como proteinas

y almidon.

La digestibilidad de los aminoacidos del trigo fue en promedio mayor que los
amino&cidos del maiz y sorgo. Esto coincide con lo publicado por Taverner et al.
(1981) quienes reportaron que trigo y triticale se mostraron méas digestibles que
cebada, maiz y sorgo. Explicandolo por la baja solubilidad de las proteinas que tienen

estos granos (43, 58 y 68% respectivamente).

La baja digestibilidad ileal de la proteina del sorgo puede afectar la digestibilidad ileal
del almiddn, ya que la proteina funciona como una barrera que evita la gelatinizacion
del almidén (Chandrasekar y Kirleis, 1988), esto se debe a que dentro del endospermo

los granulos de almidon y los cuerpos proteicos se encuentran ampliamente
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relacionados, formando una matriz que rodea los granulos de almidén impidiendo la

gelatinizacion de estos y por consecuencia, su digestion.

Por su parte, los polimeros presentes en el sorgo parecen ser menos susceptibles a la
digestion, comparados con las proteinas de mas bajo peso molecular. Por lo que las
kafirinas, incluso como mondmeros; son mas resistentes a la degradacion enzimatica
debido a su naturaleza hidrofébica. Esta baja digestibilidad puede ser causada por la
inaccesibilidad de las enzimas a los cuerpos proteicos. Mediante microscopia
electrénica se ha demostrado que los cuerpos proteicos del endospermo que
contienen las kafirinas permanecen intactos después de una digestion con pepsina e

incluso después de la coccion (Hamaker et al., 1987).

Rooney y Pflugfelder (1986) también sugieren que la digestibilidad de la proteina del
sorgo es mas baja que la de otros ingredientes (maiz, trigo y cebada) debido al tipo y
distribucion de la proteina alrededor del almidén del endospermo. El sorgo posee una
mayor proporcion de endospermo periférico que el maiz, el cual es extremadamente
duro, denso y resistente, estas células del endospermo tienen alto contenido de

proteina que es resistente a la degradacion fisica y enzimatica.

Las observaciones del presente trabajo concuerdan con lo encontrado por otros
autores en que la digestibilidad de la proteina del sorgo es consistentemente mas baja
gue en el maiz (Hale, 1973; Spicer et al., 1982 y 1983); si bien la digestibilidad de la
proteina en ambos ingredientes fue similar, la digestibilidad de los aminoacidos en

forma individual fueron superiores en el maiz que el sorgo.

La digestibilidad del grano de trigo se ve afectada principalmente por las gliadinas que
forman junto con las prolaminas y las gluteninas, agregados de alto peso molecular
mediante puentes disulfuro intermoleculares. Ademas, las gluteninas forman largas
cadenas de polipéptidos; formando grandes complejos debido a sus uniones disulfuro

y enlaces no covalentes (Rubin et al., 1992).
Existen otras proteinas de menor importancia en el grano de trigo, de las que se

encuentran unidas a lipidos y se han caracterizado a partir de la harina. Se localizan

en la capa de la aleurona del endospermo y son relacionadas con la dureza del grano,
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se encuentran en el trigo blando pero no en el trigo duro. Se les ha llamado
puroindolinas a y b, o friabilinas.

Es importante sefalar también que en los trigos blandos las células se rompen
facilmente en la molienda y se liberan los granulos de almiddn, existe ademas poca
adhesion entre los cuerpos proteicos, granulos de almidon y restos de paredes
celulares. En cambio, en los trigos duros estos elementos se encuentran en una masa

mas compacta (Garcia y Carbonero, 1983) impidiendo la accion enzimética.

Un factor adicional que disminuye la digestibilidad de este ingrediente son los
inhibidores de enzimas digestivas como proteasas y amilasas presentes en el

endospermo (Garcia y Carbonero, 1983).

Se ha reportado que la adicién de fibra dietaria puede ocasionar una disminucion de la
digestibilidad ileal aparente no sélo de la proteina, sino también de almidén, grasa y
minerales (Graham et al., 1986). Entonces se puede explicar que las dietas con alto
contenido de fibra como fue el caso de las elaboradas con pasta de canola,
presentaron una menor digestibilidad porque las enzimas digestivas enddgenas y
exdgenas tuvieron un limitado acceso a los componentes celulares, acelerando el
transito de la digesta y afectando la digestion de todos los nutrientes; esto se debe a
gue grandes cantidades de la cascarilla del grano permanecen después de la

extraccion del aceite sin poder ser removidas de la pasta.

La cascarilla de este ingrediente, esta compuesta por carbohidratos como pectinas,
celulosa, hemicelulosa y betaglucanos y son importantes porque no son digeridos por
las enzimas intestinales de monogastricos (Bell, 1984); por el contrario, estos
componentes interacttan con los aminoacidos liberados durante la protedlisis e
impiden su absorcion, adicionalmente incrementa la excrecion de nitrégeno endégeno
y la viscosidad de la digesta, disminuyendo la DIA y DIV de la proteina y amino&cidos.
Pero también porque disminuye el mezclado del contenido intestinal, bloquea la
interaccion de enzima-sustrato y forma una capa impermeable a manera de barrera

fisica a la absorcion de nutrientes.

Los ingredientes con alto contenido de fitatos, tales como pasta de canola y trigo de

este experimento presentaron una menor digestibilidad puesto que este compuesto,
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posee una habilidad para formar complejos proteina-proteasas digestivas dando un
efecto negativo sobre la digestion proteica. Bell (1984) aclara que de los factores
antinutricionales presentes en la pasta de canola, los fitatos son los mas importantes
porque los taninos y sinapinas tienen una significancia menor. Ademas el pH del
estbmago de los cerdos facilita la formacion de complejos proteina-acido fitico,
afectando la digestion enzimética (Adeola y Sands, 2003).

Ahora bien una respuesta importante de la enzima se presentd sobre la proteina y
algunos aminoacidos esenciales de la pasta de soya a pesar de también existir
factores antinutricionales en este ingrediente. Los resultados parecen revelar que el
procesamiento del ingrediente fue el adecuado, de tal forma que permiti6 a las

enzimas digestivas y a la proteasa exégena ejercer su actividad sobre el sustrato.

La diferencia encontrada pudo deberse a un menor contenido de proteina dietaria en
la dieta sin ProAct, la cual fue 2.5% inferior del nivel objetivo formulado de proteina
cruda (17%), no obstante el nivel alcanzado de 14.5% en la dieta sélo se encuentra en
0.9% por debajo del nivel recomendado por Fan et al. (1994) para alcanzar el umbral a
partir del cual no se modifica la digestibilidad, es por esto que, podemos postular que

las diferencias observadas son debidas a la accion de la enzima.

Ademas el método de célculo empleado en la digestibilidad estandarizada permite
corregir el sesgo que pudiera estar presente en los valores de digestibilidad aparente,
ya que se utiliza en el denominador la cantidad de aminoacido consumido por Kg de
materia seca (Stein et al., 2007), por lo que la correccién para la dieta sin enzima fue
mayor dado que la cantidad consumida fue menor (divisor). Por otra parte, las
practicas actuales de formulacién de raciones balanceadas en cerdos; cada vez mas
estandarizadas, exigen utilizar los coeficientes de digestibilidad real, verdadera o
estandarizada porque los coeficientes de digestibilidad aparente carecen de aditividad

en dietas mixtas.

No existe evidencia documentada por otros investigadores respecto al efecto negativo
de la proteasa sobre algunos aminoacidos; Metionina en maiz, Leucina en sorgo,
Cisteina en pasta de soya, Valina en pasta de canola y Tirosina en el caso de trigo,
aunque este ultimo fue corregido al calcular la digestibilidad verdadera. Una

explicacion posible es que pequefios péptidos (formados por estos aminoacidos) se
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fijen al sitio activo de la enzima, impidiendo la hidrolisis no sélo de éstos sino del resto

de los aminoacidos.

La medicion de la digestibilidad a nivel ileal de los nutrientes es una aproximacion mas
aceptable que el método de digestibilidad fecal, esto porque en el tracto digestivo se
secretan proteinas (aminoacidos) enddgenas hacia el lumen intestinal y se mezclan
con las proteinas dietarias. Ademas factores antinutricionales y compuestos fibrosos

pueden influir en la secrecion y excrecién de proteina enddgena.

El flujo enddégeno de proteina y aminoacidos al ileon distal de los cerdos en
crecimiento y alimentados a libertad es influido por el peso corporal de los animales. Al
respecto, Hans y Stein (1998) explican que cerdos con peso vivo de 36 Kg tienen una
pérdida de proteina y aminoacidos enddgenos mas alta expresada en g/Kg de MS,
gue animales mas pesados (entre 61-95 Kg). Esto puede ser explicado de dos formas:
1) Existe un verdadero mecanismo fisiolégico en los cerdos mas pesados que les
permite secretar menos proteina endégena por Kg de MS respecto a los cerdos mas
jovenes; o 2) Reabsorben cantidades mas grandes de estas secreciones enddgenas

antes de llegar al ileon distal haciendo mas eficiente el sistema digestivo.

En un experimento Grala (1997) demostr6é que al alimentar con pasta de chicharo y
pasta de canola, resulté en una alta pérdida de nitrégeno enddgeno y se asocié a una
alta pérdida de nitrdgeno urinario y menor retencion del nitrégeno dietario comparado
con el gluten de trigo que tuvo una baja pérdida de nitrégeno enddgeno. De cualquier
manera la sintesis de nitrdgeno enddgeno impacta en todos los casos en el
metabolismo de nitrégeno del animal porque aminoacidos que deberian ser utilizados
para la deposicién de proteina corporal se desvian para producir proteina labil (Fan et
al., 2006).

Los valores de digestibilidad fecal generalmente son mas altos a los valores de
digestibilidad ileal. La digestibilidad fecal aparente de la proteina y materia seca de los
ingredientes concuerda con lo reportado por Sauer et al. (1977a y 1977b); Marty y
Chavez (1994); Kim et al. (1999); Li et al. (2006). La digestibilidad fecal de la materia
seca, proteina y energia de la pasta de canola mostré diferencias estadisticas

(P<0.05) debido a la accion fermentativa de las bacterias del intestino grueso. Esto se
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debe a que grandes cantidades de nutrientes no digeridos de la dieta llegan al tracto
digestivo posterior donde las bacterias degradan proteina y liberan amoniaco.

La mejora provocada por la enzima sobre la digestibilidad fecal de la proteina de la
pasta de soya, confirma de forma indirecta la mayor digestibilidad de la proteina a nivel
ileal de la dieta adicionada con ProAct.

7.2 Experimento II: Balance de Nitrégeno.

Se puede considerar que el perfil ideal de aminoacidos dietarios es aquél en cuya
ingesta de Nitrogeno resulta en la mas alta retencién de Nitrogeno (Wang y Fuller,
1989).

Es decir, del total de proteina (nitrégeno) ingerida; una parte se quedara sin digerir y
se excretara en las heces. Al respecto, Grala et al. (1998) explica que a menor pérdida
de nitr6geno en heces, los aminoacidos pueden ser utilizados para retencion,
entonces; se tiene que la otra parte se absorbera a través del epitelio intestinal y
podran ocurrir tres situaciones simultaneas: 1) los aminoacidos se depositardn en
forma de proteina muscular porque se cubren los requerimientos del metabolismo
animal; 2) los aminoacidos se oxidaran debido a un desbalance del perfil de proteina
muscular y 3) los aminoacidos ya depositados podran oxidarse como parte del
recambio natural de las proteinas corporales o debido a una ingesta limitada de
energia. Al ocurrir la oxidacion; principalmente debido a un desbalance, el nitrdgeno
sera excretado en orina, resultando en una pérdida adicional de nitrégeno y energia; o

bien puede ser utilizado para la sintesis de nuevos aminoacidos.

El complejo multienzimatico utilizado en este experimento presume efectos como -
glucanasa, aunque también como pectinasa y hemicelulasa; por lo que su mecanismo
de accion estaba dirigido sobre las unidades de B-glucanos o sobre celulosa, ademas

de galacturonanos y arabiloxilanos.

Ademas con la inclusiéon de la proteasa y/o la fitasa se esperaba que los ingredientes
respondieran positivamente a la adicion de estas enzimas exdgenas; mejorando la
digestibilidad de la energia y la proteina, en la dieta basal sorgo-pasta de canola, sin
embargo no hubo diferencias estadisticas, esto concuerda con los resultados

encontrados en un experimento realizado por Avalos et al. (2011), donde se elaboro
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una dieta basal que contenia sorgo- pasta de soya- pasta de canola- fitasa mas un
complejo enzimatico, no se encontrd efecto por la adicion de tales enzimas sobre la

digestibilidad ileal y fecal de los nutrientes.

De la misma manera experimentos conducidos en aves de engorda en los que se
utilizé una dieta basal de sorgo-pasta de soya, se encontré que la adicion de un
complejo enzimético no tuvo efecto sobre la digestibilidad de la proteina (Méndez et
al., 2009).

Sin embargo, en el experimento realizado por Soria et al. (2009), con una dieta sorgo-
pasta de soya-pasta de canola, se evaluo la respuesta a la adicién del mismo complejo
enzimatico utilizado en este trabajo y una fitasa en cerdos de la misma etapa
productiva; se encontré que la adicion de fitasa, complejo enzimatico o la combinacién
de estos mejoraba significativamente la digestibilidad de la energia; lo cual es diferente

a lo encontrado en este experimento.

Por otra parte, los valores de digestibilidad fecal de la energia aun cuando no se
encontraron diferencias estadisticas, no son muy diferentes a los publicados por estos
investigadores. De la misma manera encontraron un efecto al uso de las enzimas por
separado o combinadas sobre la digestibilidad del nitrégeno, y los valores de
digestibilidad fecal del nitrégeno reportados por ellos, son superiores a lo validado en

este ensayo; sin que la retencion del nitrégeno fuera diferente para ambos casos.

Sobre esto Wang y Fuller (1989) explican que la retencion del nitrégeno es afectada
no soélo por la calidad de la proteina de la dieta sino por el nivel de ingesta de proteina.
En esta investigacion se logré un consumo mas alto de nitrdgeno en promedio
comparado con Soria et al. (2009) (48.53 contra 33.42 g/dia), observandose una
digestibilidad fecal promedio inferior (70.13 contra 85.78 %) y sin embargo el nitrégeno
retenido como porcentaje del nitrogeno digerido no fue muy diferente (59.25 contra
61.28 %).

Es decir, una mayor ingesta de nitrégeno (g/dia) en una dieta que fue naturalmente
disefiada para ser deficiente en lisina (NRC, 1998) primer aminoacido limitante en la
sintesis de proteina muscular, permite demostrar que al no haber un efecto de las

enzimas exdgenas y/o enddgenas, la absorcion y sintesis de proteina es inadecuada
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porque requiere que todos los aminoacidos necesarios estén disponibles al mismo
tiempo, aun cuando se alcanzaron los requerimientos de energia digestible y
metabolizable de acuerdo al NRC (1998). Lo cual se refleja en la excrecion mas alta

de nitrégeno urinario.

Por lo que se hace necesario un completo entendimiento de la interaccion de los
nutrientes dentro del ingrediente, en este caso la pasta de canola es un ingrediente
con un alto contenido de carbohidratos estructurales o paredes celulares (Bell, 1993,
Vries y Visser, 2001) y un nivel considerable de &cido fitico (70% o mas) (Bell, 1993;
Wilhem, 1997), por su parte la proteina del sorgo se encuentra protegida por las
prolaminas periféricas y también posee un contenido importante de fibra (Mariscal et
al., 2005) por lo que la digestibilidad del ingrediente en si se ve disminuida. Es
probable que el principal efecto de estos antinutrientes se refleje en una menor
digestibilidad de la energia y proteina, tal como se observa en los resultados del

presente experimento.

Adeola y Sands (2003) concluyen que los fitatos estan presentes en todos los cereales
y semillas de oleginosas, ademas los resultados de la actividad de fitasa sobre
digestibilidad de la proteina y aminoacidos son controversiales todavia; por lo que la
respuesta a fitasas no es simplemente confiar en la concentraciéon del sustrato sino en
la disponibilidad del fitato y se ha visto que es mas baja en oleaginosas que en
cereales (Bedford, 1996). Es decir, la actividad de la fitasa ser& siempre diferente para
cada ingrediente.

Adicionalmente la digestibilidad de la proteina y los aminoacidos en la pasta de canola
y el sorgo puede verse afectada por la presencia de taninos, los cuales no fueron
determinados para este experimento. Estos compuestos forman puentes de hidrégeno
e interacciones hidrofébicas de sus grupos hidroxilos con los grupos carbonilos de las
proteinas, disminuyen la actividad de pepsina, tripsina y quimiotripsina; cambian la
morfologia de la mucosa intestinal disminuyendo la toma de nutrientes
transmembranal e incrementando la secrecion de proteina endogena (Fan et al.,
1996).
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VIIl. CONCLUSIONES.

El hecho de contar hoy en dia con una amplia gama de enzimas en el mercado no
garantiza que todos los efectos seran benéficos para el metabolismo animal, es
imprescindible conocer la fisiologia digestiva de los cerdos y entender adecuadamente
el comportamiento de los nutrientes dentro de ésta, para elegir acertadamente la o las
enzimas a emplear, porque como se ha demostrado en este estudio su accion puede

estar limitada.

Es de considerable importancia la mejora que provocé la enzima sobre la digestibilidad
de Lisina en la pasta de soya, por lo que el valor de oportunidad de este ingrediente se
incrementa cuando se utiliza ProAct; sin embargo seria inapropiado asignar un valor
nutritivo a la enzima, como se hace rutinariamente en la industria de la nutricion; es

preferible agregar como un nuevo ingrediente en la matriz de formulacion.

Los resultados de este trabajo no muestran un efecto positivo sobre la mejora general
de los coeficientes de digestibilidad de los nutrientes al adicionar la proteasa como
Unica enzima en la racién, ni al adicionar un complejo enzimatico compuesto por

proteasa, fitasa y glucanasas en las dietas evaluadas.

El crecimiento 6ptimo de los animales dependera de la digestibilidad de los nutrientes
contenidos en los alimentos y del grado en que estos nutrientes pueden ser

absorbidos y utilizados posteriormente.

Para un mejor aprovechamiento de la tecnologia en cuestién de enzimas es necesario
entender los efectos que tienen los nutrientes y antinutrientes sobre la fisiologia
digestiva, de esta forma se obtiene ventaja del uso de estas enzimas sobre la

formulacioén de raciones.
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