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Sumario

Digestibilidad y contenido energético de alimentos con niveles crecientes de

fibra para perros

Resumen general

Capitulo 1
Este articulo revisa la estimacion del contenido energético de los alimentos para
perros, las metodologias para su estimacion y los procedimientos experimentales

disponibles para su cuantificacion.

Capitulo 2

La colecta total de heces (CT) es el método de referencia para calcular la
digestibilidad, siendo mas laboriosa que el método del indicador (MI). En caninos no
existe informacion sobre el nimero de dias de muestreo requerido por el Ml para
obtener resultados comparables a la CT. El objetivo de éste capitulo fue comparar
los resultados de DA obtenidos por CT y el MI variando el nimero de dias de
colecta. Fueron utilizados 11 perros Labrador Retriever que se alojaron en jaula
metabdlica. Se suministré 6xido de cromo (Cr203) como indicador en el alimento. Se
midio la digestibilidad de la MS, EB, PC y FC obtenida por CT (7 d) y se comparé
con la DA obtenida por el MI obtenido a partir de combinaciones de los 3 (MI3), 4
(M14), 5 (MI5) y 6 (MI6) primeros d de muestreo, o del periodo completo (MI7). La
prueba t de Student no encontré diferencia en la DA de los nutrientes por CT y el Ml
para las combinaciones MI5, MI6 y MI7. Los criterios de bondad de ajuste indicaron
gue los mejores valores se obtuvieron para MI7. EI Ml para la DFC no fue un buen
predictor. El analisis integral de los hallazgos del presente estudio (igualdad de
medias, EPR, EPAM y CCC) conducen a recomendar el Ml en reemplazo del
método tradicional de CT, siempre y cuando las muestras fecales correspondan a 7

d de muestreo.
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Capitulo 3

Conocer la EM evita cometer errores en el racionamiento del alimento, pero debido a
la laboriosa determinacion del contenido real de EM de los alimentos se utilizan
ecuaciones de prediccion que pueden no ser precisas. La fibra es uno de los
factores que méas influencia tiene en la densidad energética. Comercialmente, los
alimentos para perros tienen entre 1 y 8% de FC, por lo cual dificilmente se podrian
estimar correctamente sus valores de EM utilizando una misma ecuacion. El objetivo
fue determinar el efecto de la inclusion de niveles crecientes de fibra sobre la DA de
los nutrientes y el contenido energético de alimentos para perros. Adicionalmente,
determinar la precision y exactitud de las ecuaciones de prediccion de ED y EM
disponibles en la literatura, en relacién con su valoracién directa. Fueron utilizados 8
machos Labrador Retriever. Cada periodo experimental tuvo 5 d de adaptacién y 5 d
de CT. Los tratamientos consistieron en cuatro alimentos con niveles crecientes de
FC; 2,4,6y 8% de la MS. La DA de la MS, EB, PC, EE, FC, FDN, FDT, ELN y MI
junto con ED y EM fueron determinadas. Se observé que el incremento en los
niveles de fibra no afect6 en igual medida la digestibilidad de todos los nutrientes. Se
concluye que las ecuaciones propuestas por el NRC (2006) realizaron una

prediccidn satisfactoria del contenido de ED y EM.

Abstract

Chapter 1. This paper reviews the energy assessment of dog food, including

common methodologies and experimental procedures.

Chapter 2. Total faecal collection (TC) is the standard method for calculating the
digestibility, being more laborious than the indicator method (IM). There is no
information in dogs about the number of days for sampling required for the Ml to
obtain comparable results with the TC. The aim of this chapter was to compare the
results of DA obtained by TC and IM varying the number of days of collection. Eleven
Labrador Retriever dogs were housed in metabolic cages. Chromium Oxide (Cr203)
was provided as an indicator in the food. The digestibility of the MS, EB, PC and FC
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obtained by CT (7d) was measured and compared with the DA obtained by Mi
combining the first 3 (MI3), 4 (MI4), 5 (MI5) and 6 (MI6) days of sampling or the full
period (MI7). Student T test showed non difference in the DA of the nutrients by CT
and Ml for the MI5, MI6 y MI7 combinations. The goodness of fit criteria showed that
the best values were found on MI7. The MI for DFC was not a good predictor. The
comprehensive analysis of the findings for the present study (equal means, EPR,
EPAM and CCC) lead to suggest the Ml instead of the traditional method of CT, as

long as faecal samples are taken for 7d.

Chapter 3. Knowing the EM may prevent mistakes in food rationing, but due to the
laborious determination of the real EM content in the food, there are prediction
equations used that may not be accurate. The dietary fibre is one of the factors that
most influence on energy density. Commercially, dog foods have between 1 and 8%
of CF, so it hardly could correctly estimate their EM values using the same equation.
The aim was to determine the effect of the inclusion of the increasing levels of fibre
on the DA of the nutrients and energy content of dog food. Additionally, determine
the precision and accuracy of the prediction equations of DE and ME available in the
literature regarding its direct assessment. There were used 8 male Labrador retriever
dogs. Each experimental period was 5 adaptation d and 5 CT d. The treatments
consisted in four foods with increasing levels of FC: 2, 4, 6 and 8% of DM. The
digestibility of DM, GE, CP, EE, CF, FDN, FDT, NFE and MI as well as ED and EM
were determined. It was observed that the increasing levels of fibre did not affect in
the same way the digestibility in all the nutrients. It was conclude that the equations
proposed by NRC (2006) conducted a satisfactory prediction of the ED and EM

content.
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Introduccion general

El mercado de alimentos para perros esta en aumento. Entre 2003 y 2013 tuvo un
crecimiento del 22%, y se espera que para el 2017 se produzcan 23 millones de
toneladas de alimento a nivel mundial entre todas las categorias de alimento seco
balanceado (estandar, premium Yy superpremium) (Euromonitor, 2014). Este
crecimiento se ve reflejado en un amplio portafolio de productos, que a su vez
conlleva a que la digestibilidad y el contenido energético de los productos
disponibles sea muy variable, fluctuando entre 70 y 90% y entre 2800 y 4050
Kcallkg, respectivamente (NRC, 2006). El conocimiento de estos valores es
importante para formular programas de alimentacibn mejor ajustados a los
requerimientos nutricionales de las mascotas, dado que en contraste con los
nutrientes, el contenido de energia en el alimento tiene un bajo rango de tolerancia
para errores en su determinacién debido a que una sub o sobrestimacion puede
llevar a una excesiva pérdida o ganancia de peso (Yamka et al., 2007; German,
2006; Case et al., 2011).

En Colombia no se han desarrollado trabajos de investigacidon conducentes a la
determinaciéon de la digestibilidad y el contenido energético de los alimentos para
mascotas, razén por la cual las empresas productoras de alimentos balanceados
acuden a la utilizaciébn de ecuaciones para la formulacién de raciones, con la
imprecision implicita en estas aproximaciones matematicas. El método basado en el
analisis proximal de los alimentos usando los factores propuesto por Atwater
(Atwater, 1902) desconoce que la digestibilidad cambia en razén de los ingredientes
empleados y la adicion de enzimas exdgenas. Atwater (1902) partié del supuesto
qgue la digestibilidad de los carbohidratos, las grasas y las proteinas era 98, 96 y
90%, respectivamente (NRC, 2006). Los alimentos comerciales para mascotas
usualmente presentan una digestibilidad para los principios energéticos menor al
90% (Kendall et al, 1982a, c; Kendall et al, 1985; NRC, 1986). Los factores de
Atwater modificados (Atwater, 1910), que asumen una digestibilidad del 90% para
las grasas, 85% para el extracto libre de nitrégeno (ELN) y 80% para las proteinas,

son mas coherentes con las dietas actuales y si bien son aceptados por AAFCO
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(2014) y FEDIAF (2014), asumen valores de digestibilidad constantes para cada
fraccion analitica, lo que sistematicamente subestima el contenido de EM de los

alimentos bajos en fibra y viceversa (Kienzle, 2002).

Case et al., (2011) se refirio a la fibra dietaria como los polisacaridos no amilaceos.
La fibra, a diferencia del almidon, resiste la digestion enziméatica, por lo que no
puede ser absorbida en el intestino delgado (NRC, 2006). El término fibra se refiere
a un conjunto de compuestos clasificados como carbohidratos complejos, entre los
que se incluyen celulosa, hemicelulosa, pectinas y gomas. Entre las cadenas de
celulosa se forman puentes de hidrogeno, por lo cual esta fraccion no es muy
hidrosoluble (NRC, 2006). La mayor parte de la hemicelulosa también es
hidrosoluble debido a la diversidad de su estructura y composicion (Gross et al,
2000; Félix et al., 2012). Los alimentos que contienen fibra insoluble, de lenta
fermentacion, tienen menor digestibilidad de la MS (Gross et al., 2000) y promueven
la sensacién de saciedad con un menor consumo de calorias (Jewell y Toll, 1996).
Es por esto que la fibra insoluble es comun en las dietas formuladas para el control
de peso en perros, para el tratamiento y la prevencién del sindrome de colon irritable
y la constipacion (German, 2006). Por otro lado, las pectinas son hidrosolubles,
forman geles viscosos y sufren fermentacion rapida (Gross et al, 2000; NRC, 2006;
Case et al., 2011). Las gomas tienen diferente viscosidad y solubilidad en agua v,
por tanto, variables velocidades de fermentacion, siendo la mayoria de fermentacion
moderada a rapida (Gross et al, 2000; NRC, 2006). Polisacaridos como los fructanos
(inulina), galactanos, mananos, mucilagos y B-glucanos también se consideran fibra
y se encuentran en pequefas cantidades en los vegetales (Gross et al, 2000; Faber
et al.,, 2011). Las fibras solubles tienden a ser convertidas rapidamente en &cidos
grasos de cadena corta (AGCC) (Muir et al., 1996; Silvio et al., 2000), promueven la
salud del colon (Twedt, 1993; Alabaster et al.,, 1996) vy la funcién inmune. Sin
embargo, los AGCC no constituyen una fuente de energia importante para los perros
(menor del 5% del requerimiento de energia digestible) debido a que su tracto
intestinal es corto y el tiempo de transito es breve (Brody, 1994).

La capacidad de retencién de agua y la velocidad y grado de fermentacion de la fibra

determinan la fisiologia digestiva y en esa medida la digestibilidad. Todas las fibras
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retienen agua, pero las solubles tienen mayor capacidad de retencién y pueden
formar geles y soluciones viscosas dentro del tracto digestivo. Un aumento de la
viscosidad puede retrasar la absorcibn de nutrientes, reducir la glucemia
posprandial, retrasar el vaciado gastrico y reducir la interaccion de las enzimas
digestivas con el alimento. A medida que aumenta la velocidad de fermentacién se
disminuye el tiempo de transito intestinal y la excrecion de acidos biliares (Burrows et
al., 1982; Fahey et al., 1990a). En tal sentido, la suplementacion con fibra soluble y
rapidamente fermentable debe hacerse de manera progresiva, ya que gracias a su
capacidad para absorber agua puede tener un efecto laxante (Fahey, et al., 1992).
Fahey et al. (1990a) evaluaron la digestibilidad de la materia seca (DMS) y de la
materia organica (DMO) con diferentes fuentes de fibra, a saber, pulpa de remolacha
y de tomate (moderada fermentacion), cascaras de cacahuete y salvado de trigo
(lenta fermentacion). La DMS y la DMO en todos los tratamientos incluyendo fibra
fue menor que en el tratamiento testigo (DMS: 87.6 vs. 81.8%; DMO: 90.2 vs. 85.4%)
gue no contenia una fuente exdgena de fibra, no obstante, los valores de

digestibilidad fueron similares entre las fuentes de fibra

La lignina es un compuesto heterogéneo compuesto de derivados de fenilpropano
que, sin bien no es un carbohidrato, integra la estructura de paredes celulares
vegetales y es resistente a la accién enzimética de los mamiferos, por lo que se
incluye dentro del término fibra (Case et al., 2011). Los fuertes enlaces quimicos que

posee hace que también sea muy resistente a la digestion bacteriana (NRC, 2006).

Debido a los efectos anteriormente descritos, recientemente se han propuesto
ecuaciones que estiman la digestibilidad aparente de la energia con base en el
contenido de FC del alimento; no obstante, factores relacionados con la
digestibilidad de la fibra y el procesamiento no son considerados (Castrillo et al.,
2009). A nivel comercial, el contenido de fibra de los alimentos es muy variable,
fluctuando entre 1 y 8%, siendo éste el nutriente que mas disminuye la digestibilidad
y el contenido energético de los alimentos. Ademas, el valor de FC no es un buen
predictor del contenido de fibra real de un alimento; por tanto, esta aproximaciéon

puede generar sobreestimacion del contenido energético en alimentos altos en fibra.
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Van Soest (1973) indico que la FC sdlo cuantifica el 50- 80% de la celulosa, 10- 50%
de la lignina y 20% de la hemicelulosa. En esa misma direccion Bartges y Anderson
(1997) sefialan que con la determinacion de FC solo se cuantifica entre el 5y el 20%
de la fibra total. Métodos mas precisos para determinar la fibra como FDN (Van
Soest; 1973) y FDT (Prosky et al. 1985) podrian hacer una mejor estimacion del

efecto de la fibra sobre la digestibilidad y la densidad energética.

El método de referencia para determinar la digestibilidad y el contenido de EM del
alimento en cualquier especie animal se basa en el empleo de jaulas metabdlicas
para efectuar la colecta total (CT) de heces y de orina, lo cual constituye un
procedimiento laborioso. Para superar esta limitante se propone la utilizacion de
indicadores, como el 6xido cromico, que permiten estimar de forma fiable la
digestibilidad del alimento tomando sélo una muestra representativa de las heces
(Agudelo et al., 2010). Otra limitante asociada con el empleo de jaulas metabdlicas
se refiere a la restriccion del movimiento animal, lo cual afecta adversamente el
bienestar (Broom and Molento, 2004). De acuerdo con Sabchuk, et al. (2012), los
perros alimentados en el canil tienen mayor libertad para expresar su
comportamiento natural. Reconociendo que el método de referencia (jaula
metabdlica) permite realizar un mejor control de las condiciones ambientales que
pueden alterar los resultados experimentales (Sabchuk, et al., 2012), es necesario
evaluar en que medida la digestibilidad determinada en canil y empleando marcador
externo constituye una alternativa viable y estadisticamente equivalente con el

método de referencia, informacion hasta la fecha no disponible.

La determinacién de la digestibilidad y del contenido energético de los alimentos es
de gran importancia en la nutricién animal, toda vez que define el aprovechamiento
de la dieta por el animal. La digestibilidad permite valorar la calidad de la dieta y la
disponibilidad de los nutrientes que la constituyen. Conocer la digestibilidad evita sub
o0 sobrevalorar el valor nutritivo y asi cometer errores en el racionamiento del
alimento que puedan afectar adversamente la salud de los animales (Osorio-
Carmona et al., 2012). De otra parte, todos los procesos metabdlicos involucran

transferencia y gasto de energia. Debido a que el alimento es la Unica fuente de
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energia para el animal, su valor nutritivo esta en funcion de la densidad energética.
Esta caracteristica determina la cantidad de alimento que se le debe suministrar
diariamente al animal y la concentracion en que otros nutrientes (minerales,

vitaminas) deben estar presentes para cubrir sus requerimientos.

Valorar adecuadamente el contenido energético y la digestibilidad de los alimentos le
permitira a las empresas fabricantes de alimentos determinar con mayor precision
las proporciones de ingredientes dentro de la formulacién y el porcentaje de
nutrientes que es compatible con el estilo de vida y la salud del animal.
Adicionalmente, los propietarios de mascotas podran ser mejor informados de la
oferta diaria de alimento para los perros, segun el tipo de producto adquirido.
Realizar una valoracién cuantitativa de la digestibilidad y el contenido energético le
dara un mayor valor agregado a los productos finales y le brindard mayores
herramientas a los propietarios al momento de seleccionar el alimento a garantizar,
maxime en un mercado donde la oferta de productos de origen nacional e
internacional es creciente y donde los costos asociados con la alimentacion son

elevados.
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Objetivos

Objetivo General

Determinar la digestibilidad fecal aparente y el contenido energético de alimentos

con niveles crecientes de fibra para perros.

Objetivos Especificos

1. Comparar los resultados de DA obtenidos por CT y el Ml variando el niumero

de dias de colecta fecal.

2. Determinar el efecto de la inclusion de niveles crecientes de fibra sobre la DA
de los nutrientes y el contenido energético de alimentos para perros.

3. Determinar la exactitud de las ecuaciones de prediccidon de la energia

digestible y metabolizable, en relacibn con su valoracion directa en jaula
metabolica.
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CAPITULO 1.

Este manuscrito corresponde a una Revision de literatura sometida a la Revista
Archivos de Zootecnia el 05/oct/2015, la cual fue aceptada con correcciones
menores el 14 de abril del 2016 (Anexo 1).
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Summary

Animals can regulate food intake to meet their energy demands, so the nutritional
composition of the diet should be balanced with its energy density to avoid over- or

under-nutrition situations. The dog food market is registering significant growth, which

25


mailto:slposada@gmail.com
mailto:jorgehat@gmail.com
mailto:juancd2015@gmail.com

26

is reflected in a broad portfolio of products with varied energy levels; however, true
quantification of their energy value is unknown. Energy needs for dogs are commonly
expressed as metabolizable energy, which is estimated with mathematical
approaches (indirect estimation) or determined through digestibility and metabolism
trials (direct estimation). This paper reviews the energy assessment of dog food,

including common methodologies and experimental procedures.

Keywords: Canines, digestibility, energy density, metabolicity.

Resumen

Los animales son capaces de regular la ingesta de alimento para satisfacer sus
demandas energéticas, por lo tanto la composicion nutricional de la dieta debe estar
equilibrada con su densidad energética, para evitar situaciones de sobre o
subnutricion. El mercado de alimentos para perros viene registrando un crecimiento
significativo, el cual se refleja en un amplio portafolio de productos con diferentes
valores energéticos; sin embargo, no se conoce la cantidad real de su contenido
energético. Las necesidades de energia de los perros se expresan en unidades de
energia metabolizable, la cual se estima a partir de aproximaciones matematicas
(estimacion indirecta) o se determina mediante pruebas de digestiblidad vy
metabolismo (estimacion directa). Este articulo revisa la estimacion del contenido
energético de los alimentos para perros, las metodologias para su estimacion y los

procedimientos experimentales disponibles para su cuantificacion.

Palabras claves: Densidad energética, digestibilidad, metabolicidad, caninos.

Introduction

Los procedimientos de laboratorio permiten fraccionar los alimentos en sus
componentes, a saber, proteinas, lipidos, carbohidratos, minerales y vitaminas, los

cuales pueden ser aislados y pesados. Sin embargo la energia requiere una
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diferente aproximacion (Pond et al., 2005). La energia no tiene una masa ni una
dimensiébn mensurable, pero la energia quimica contenida en los alimentos es
finalmente convertida en calor, el cual puede ser cuantificado (Case et al., 2011). El
animal obtiene la energia por la oxidacion parcial o completa de las moléculas
organicas absorbidas de la dieta o desde el metabolismo de la energia almacenada
en forma de grasa, proteina y carbohidratos. La transferencia de energia desde una
reaccion quimica a otra ocurre principalmente por medio de enlaces de alta energia,

adenosina trifosfato - ATP y otros compuestos relacionados (Pond et al., 2005).

La determinacion del contenido energético de los alimentos es de gran importancia
en la nutricion animal, pues todos los procesos metabdlicos involucran transferencia
y gasto de energia. La energia es necesaria para que tenga lugar el mantenimiento y
la sintesis de los tejidos organicos, la actividad fisica y la regulacion de la
temperatura corporal. Teniendo en cuenta su importancia, no es sorprendente que la
energia sea siempre la primera demanda satisfecha por la dieta de un animal. Con
independencia de las necesidades que los perros tengan de amino&cidos esenciales
procedentes de las proteinas dietéticas, o de &cidos grasos esenciales procedentes
de los lipidos dietéticos, los nutrientes energéticos de la dieta se utilizaran, en primer
lugar, para satisfacer las demandas de energia. Una vez satisfechas estas
demandas, los nutrientes restantes se emplean para otras funciones (Case et al.,
2011).

La tendencia creciente y generalizada para adquirir perros se refleja en el notable
crecimiento de su mercado de alimentos. De 1998 a 2010 el nimero de perros en 50
paises aumento6 un 25% (Serisier et al., 2013).

Este crecimiento se ha visto reflejado en un amplio portafolio de productos, cuya
segmentacion en el mercado obedece a su densidad nutricional y digestibilidad. De
acuerdo con el NRC (2006), la densidad energética de los alimentos secos para los
perros puede variar entre 2800 y 4050 kcal de energia metabolizable (EM)/kg en
funcidbn de los ingredientes utilizados, los métodos de procesamiento y la

introduccién de aditivos que mejoren su aprovechamiento nutricional. Este trabajo
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pretende revisar aspectos relacionados con la valoracion energética de los alimentos
para los perros, su importancia, fraccionamiento, las aproximaciones matematicas
disponibles para su cuantificacion y las metodologias disponibles para su

determinacion.

Densidad energética

El valor nutritivo esta en funcién de la densidad energética, definida como el nimero
de calorias proporcionadas por unidad de peso. Esta caracteristica determina la
cantidad de alimento consumido por el animal, toda vez que éste es capaz de
regular la ingestién para satisfacer sus demandas energéticas, que dependen de la
raza, peso, edad, sexo, condicién sexual (castrado, entero) y nivel de actividad
(Sallander et al., 2010; Bermingham et al., 2014).

En este sentido, la densidad energética del alimento debe ser adecuada para que el
animal lo consuma en suficiente cantidad. Si la densidad energética es demasiado
baja, el consumo estard restringido por las limitaciones fisicas del tracto
gastrointestinal, ocasionando una deficiencia de energia. No obstante, la situacion
contraria se origina por la actual competencia del mercado de alimentos para
animales de compafiia, existiendo un gran niumero de productos muy palatables y
con alta densidad energética, que contrarresta la capacidad que tienen los perros de
regular su ingesta energética, circunstancia que sumada al sedentarismo viene
originando problemas de sobrepeso y obesidad, de gran incidencia y prevalencia a
nivel mundial (German, 2006; Sallander et al., 2010), entre 24 y 59% (Hodgkinson et
al., 2008; Larsson et al., 2014). A ello se le suma que los propietarios tienden a
seleccionar los alimentos comerciales que se consumen rapidamente, sin considerar
gue tan adecuado resulta nutricionalmente para la mascota, y este tipo de alimentos
generalmente son de elevado contenido energético. En definitiva, alimentos con muy
alta o baja densidad energética pueden originar un desequilibrio energético que
resulta en alteracion de la tasa de crecimiento, el peso y la composicion corporal
(Case et al., 2011).
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Debido a que el consumo de alimento de un animal es regulado por la ingestion
energética total, es preciso que la composicion del resto de nutrientes de la dieta
esté equilibrada con respecto a la densidad energética. Esto es, la densidad
energética determina las proporciones en que otros nutrientes como aminoacidos,
carbohidratos, &cidos grasos, minerales y vitaminas deben estar presentes para
cubrir sus requerimientos. Por esta razén, es mas apropiado expresar los niveles de
los nutrientes energéticos en términos de concentracion de energia, en vez de
hacerlo en términos de porcentaje de peso del alimento. Utilizando esta unidad,
pueden compararse los valores de cualquier tipo de alimento, con independencia del

contenido de agua, nutrientes o energia (Case et al., 2011).

Valorar adecuadamente el contenido energético de los alimentos le permite a las
empresas fabricantes de alimentos determinar con mayor precision las proporciones
de ingredientes dentro de la formulacién y el porcentaje de nutrientes que es
compatible con el estilo de vida y la salud del animal. Adicionalmente, los
propietarios pueden ser mejor informados de la oferta diaria de alimento que deben
recibir los perros, segun el tipo de producto adquirido. Desconocer la densidad
energética de los alimentos conduce a una subestimacion o sobreestimacion de la
cantidad de alimento que deben recibir los animales respecto a su requerimiento, lo
cual fue evidenciado en el 80% de los casos en el trabajo conducido por Hodgkinson
et al. (2008). Realizar una valoracion del contenido energético le otorga mayor valor
agregado a los productos finales y le brinda mayores herramientas a los propietarios
al momento de seleccionar el alimento a garantizar, maxime en un mercado donde la
oferta de productos de origen nacional e internacional es creciente y donde los

costos asociados con la alimentacion son elevados.

Fibra y energia.

La definicion de la fibra ha sido sujeto de debate, desde los inicios en Trowell (1972)
la defini6 como el grupo de componentes de la pared celular vegetal que son

resistentes a la digestion por enzimas gastrointestinales humanas. El término fibra se
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refiere a un conjunto de compuestos clasificados como carbohidratos complejos, en
donde se incluyen hemicelulosa, celulosa, cutinas, ceras, gomas, mucilagos y
pectinas. Recientemente Case et al., (2011) se refirié a la fibra dietaria como los
polisacaridos no amilaceos. La fibra a diferencia de otros carbohidratos complejos,
como los almidones, resiste la digestion enzimatica, por lo que no puede ser
absorbida en el intestino delgado pero si puede ser parcialmente fermentada por los

microorganismos del colon (NRC, 2006).

Clasificacion de la fibra. La fibra dietaria puede clasificarse de acuerdo a su
estructura quimica. La celulosa es un polisacarido de unidades de glucosa con
enlaces B 1,4 que solo pueden romper las enzimas microbianas. Los vegetales
forman puentes de hidrégeno entre las cadenas de celulosa generando unos
agregados ordenados y compactos llamados fibrillas, que a su vez tienen una region
cristalina y una amorfa. La celulosa no es muy hidrosoluble, pero puede tener una
elevada capacidad de retener agua y sufre fermentacion lenta por la microbiota del
colon (NRC, 2006).

La hemicelulosa es polimero heterogéneo que esta compuesto por glucosa,
galactosa, manosa, xilosa, arabinosa y acido urénico en diferentes combinaciones y
diversos enlaces. La mayor parte de la hemicelulosa no es hidrosoluble debido a la
diversidad de su estructura y composicion (Gross et al, 2000; Félix et al., 2012).

Las pectinas son una cadena lineal de acido galacturénico con enlaces glucosidicos
a 1,4 presentes en las paredes celulares y zonas intracelulares de los vegetales. La
cadena de acido galacturdnico de la mayoria de las pectinas esta interrumpida por
otros carbohidratos como galactosa, arabinosa y ramnosa que permiten la formacion
de la cadena ramificada. Las pectinas son hidrosolubles, forman geles viscosos y
sufren fermentacion rapida por las bacterias intestinales (Gross et al, 2000; NRC,
2006; Case et al., 2011).

Las gomas son un grupo variado de polisacaridos viscosos y pegajosos presentes
en semillas y exudados de los vegetales. Tienen diferente viscosidad, solubilidad en
agua y, por tanto, variable velocidad de fermentacion, siendo la mayoria de
fermentacién moderada a rapida (Gross et al, 2000; NRC, 2006).
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La lignina es un compuesto heterogéneo compuesto de derivados de fenilpropano
que, sin bien no es un carbohidrato, integra la estructura de paredes celulares
vegetales y es resistente a la accion de enzimas de los mamiferos, por lo que se
incluye dentro del término fibra (Case et al., 2011). Los fuertes enlaces quimicos que
posee, hace que la lignina sea también muy resistente a la digestiébn bacteriana
(NRC, 2006).

Otros polisacéaridos, entre ellos, los fructanos (inulina), galactanos, mananos,
mucilagos y B-glucanos con enlaces (1.3 y (1.2, aunque se encuentran en
pequefias cantidades en los vegetales, también se consideran fibra (Gross et al,
2000; Faber et al., 2011).

La fibra también se puede clasificar de acuerdo con su velocidad de fermentacion,
digestibilidad, solubilidad en agua, capacidad de retenciébn de agua y viscosidad
(Gross et al, 2000) como se describe en la Tabla 1. Aunque muchas fibras solubles
son también altamente fermentables, la solubilidad se refiere a la capacidad de una
fibra de dispersarse en el agua, mientras que la fermentabilidad corresponde a la
magnitud en la cual las fibras y otros carbohidratos por accién microbiana en el colon
son degradadas y pueden producir metabolitos como acidos grasos de cadena corta
(Middelbos et al., 2007).
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Tabla 1. Clasificacion de la fibra en funcién de su velocidad de fermentacion y

solubilidad*.

Fraccion fibrosa Velocidad de fermentacién | Solubilidad en agua
Fructanos
Galactanos
Mananos Réapidamente
Gomas fermentables Soluble
Mucilagos
Pectina
Moderadamente

fermentables
Hemicelulosa

Lentamente fermentables

Celulosa Insoluble

o No digerible ni
Lignina
fermentable

*Adaptada de Gross et al., (2000).

Efectos bioldgicos de la fibra. La clasificacion de la fibra permite comprender el
efecto de su inclusibn en las dietas para caninos. Las fibras insolubles, de
fermentacién lenta, aumentan el volumen de heces (Middelbos et al., 2007), dado
que mantienen su estructura practicamente intacta ante la digestion enzimatica
(Kienzle et al., 2006) y son capaces de retener cierta cantidad de agua (menos
comparado con las solubles), lo que le agrega peso a las heces. La fibra insoluble
propiamente dicha tiene una baja digestibilidad y también pueden alterar la
digestibilidad de otros nutrientes (Earle et al., 1998). En este sentido, los alimentos
gue contienen fibra de lenta fermentacion, tienen menor digestibilidad de la MS que
aguellos sin fibra o que incluyen fibra de rapida fermentacion (Gross et al., 2000). Es
por esto que la fibra insoluble es comun en las dietas formuladas para el control de

peso en perros, para el tratamiento y la prevencion del sindrome de colon irritable y

32



33

la constipacion (German, 2006). Las fibras de fermentacién lenta como la celulosa,
lignina o cascara de mani, aumentan el volumen del contenido gastrico e intestinal y
asi promueven la sensacion de saciedad con un menor consumo de calorias (Jewell
y Toll, 1996). Borne et al. (1996) evaluaron una dieta baja en fibra (2,9%) frente a
otra con alto contenido (27%), encontrando que los animales alimentados con la
dieta alta en fibra redujeron en mayor medida el peso (2.86 +/- 0.3 kg vs. 2.14 +/- 0.3
kg; p <0.09) y la grasa corporal (1.472 +/- 166 g vs. 853 +/- 176 g; p <0.05).

De otra parte, las fibras solubles (ej: pectinas, gomas) tienen mayor capacidad para
absorber agua y tienden a ser altamente fermentables. Fibras muy fermentables son
convertidas rapidamente por las bacterias en acidos grasos de cadena corta
(AGCCQC), la fuente de energia preferida para colonocitos (Muir et al., 1996; Silvio et
al., 2000). Estas fibras promueven la salud de la mucosa col6nica y la funcion
inmune. La fibra reduce el pH luminal mediante la produccion de AGCC e incrementa
la poblacion de la microbiota anaerdbica (Gross et al., 2000). Las propiedades
antibacteriales de los AGCC pueden reducir las bacterias intestinales patdgenas y
ser importantes en la prevencion y recuperacion del cancer intestinal (Twedt, 1993).
Alabaster et al. (1996) encontraron que el consumo de un alimento con salvado de
trigo, contribuyd a prevenir y reducir los tumores de colon, y que su combinacién

sinérgica con el psyllium (fibra soluble) aumento la proteccion.

Los colonocitos utilizan como fuente de energia el butirato en lugar de glucosa o
aminoacidos (Roediger, 1982). Los AGCC constituyen una fuente de energia
importante para los rumiantes (75% del requerimiento de energia digestible), sin
embargo, en los perros el aporte es menor al 5% debido a que su tracto intestinal es
corto y el tiempo de transito es breve (Brody, 1994). Consecuencia de la
fermentacion intestinal, la microbiota también genera biotina, vitamina K, CO2 y
metano. En ausencia de AGCC, la mucosa coldnica se atrofia, se inflama y tiene
menor resistencia a la translocacion bacteriana. Es necesario incluir cierta cantidad
de fibra en el alimento para mantener la salud y la funcién 6ptima de todo el tracto

gastrointestinal, pero en especial de los colonocitos (Fahey et al. 1990b).
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Para el caso de la fibra soluble y rdpidamente fermentable, la suplementacion debe
hacerse lentamente y de manera progresiva, ya que gracias a su capacidad para
absorber agua puede tener un efecto laxante y causar heces liquidas si se
suministra en grandes cantidades (Fahey, et al., 1992). La velocidad y el grado de
fermentacién determinan las funciones fisiolégicas de la fibra. A medida que
aumenta la velocidad de fermentacion se disminuye el tiempo de transito intestinal y
la excrecion de acidos biliares (Burrows et al., 1982; Fahey et al., 1990a). Todas las
fibras retienen agua en alguna medida, pero las solubles tienen mayor capacidad y
pueden formar geles y soluciones viscosas dentro del tracto digestivo. Un aumento
de la viscosidad puede retrasar la absorcion de nutrientes, reducir la glucemia
posprandial, retrasar el vaciado gastrico y reducir la interaccién de las enzimas

digestivas con el alimento.

Asi como la fuente de fibra es importante, el nivel de inclusién de fibra también
juega un papel importante. Dosis muy altas como las evaluadas por Zentek (1996)
no son recomendadas. El autor encontré heces acuosas en perros cuando
suministré en los alimentos 10% de pectina 'y 10% de goma guar (humedad fecal del
70.5y 74.1%, respectivamente), mientras que con 10% de celulosa la humedad fue
del 61%. Fahey et al. (1990a) evaluaron la digestibilidad de la materia seca (DMS) y
de la materia organica (DMO) con diferentes fuentes de fibra, dentro de las que se
encontraban pulpa de remolacha (moderada fermentacion), pulpa de tomate
(moderada fermentacién), cascaras de cacahuetes (lenta fermentacion) y salvado de
trigo (lenta fermentacién). La DMS y la DMO para todos los tratamientos que
incluyeron fibra fue menor que el tratamiento testigo que carecia de fuente de fibra
exogena (DMS: 87,6 vs. 81,8%; DMO: 90,2 vs. 85,4%), pero los valores fueron
similares entre las fuentes de fibra.

Fahey et al. (1990b) evaluando niveles crecientes de pulpa de remolacha (PR) O,
2.5,5.0,7.5,10.0y 12.5% de la MS, equivalentes a 1.1, 1.65, 1.85, 2.60, 3.05, 3.5%
de FC, encontraron un incremento lineal (p<0,05) en el consumo de MS, MO, fibra
cruda (FC) y energia bruta (EB), pero una disminucion, también lineal, en la DMS y
DMO, de 90,4% a 84,3% y de 93.4 a 87.6, respectivamente. La digestibilidad de la

FC (DFC) tuvo un efecto cuadratico con el incremento de la PR (p<0.05). La
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excrecion de energia bruta en las heces también aumentd linealmente. La energia
digestible (ED), expresada en kcal/d, no mostré diferencias entre tratamientos, pero
cuando se expresd en kcal/lg de MS consumida o como porcentaje de la EB
consumida, disminuyo 3.3 y 4.8%, respectivamente, y la EM disminuy6 3.8 y 6.2%,

respectivamente.

Se concluye que las caracteristicas de la fibra (solubilidad, fermentabilidad) y su
nivel de inclusién impactan la digestibilidad de los macronutrientes y de la energia.
En este sentido, mas adelante se describen unas propuestas matematicas que

incluyen el contenido de fibra de los alimentos para predecir su densidad energética.

Fraccionamiento de la energia

La densidad energética pueden ser expresadas en términos de energia bruta,

digestible, metabolizable o neta.

Energia bruta (EB). La cantidad maxima de energia de un alimento que es
potencialmente disponible para el animal se define como EB y su concentracion
dentro de un alimento dependerd de la proporcion de carbohidratos, grasas y
proteinas. La EB puede determinarse directamente, sometiendo una muestra a
combustion en una bomba calorimétrica, o indirectamente, conociendo la
composiciéon del alimento y la densidad energética de los nutrientes, ultimos valores
gue pueden variar dependiendo de la cantidad de carbono, hidrégeno, y oxigeno
presente en la molécula (NRC, 2006). Los polisacaridos no almidonosos (pectinas,
celulosa, gomas, inulina y galacto-oligosacéaridos) y el almidén tienen un calor de
combustién cercano a 4.0 kcal/g. Los valores de EB de las proteinas del huevo
(albumina), leche (caseina, lacto-albumina), tejido conectivo, gluten y soya son
cercanos a 5.73 kcal/g. El calor de combustion del sebo, el aceite de pescado y el
aceite de girasol oscila entre 9.39 y 9.46 kcal/g. El calor de la combustion del aceite
de palma refinado es menor, 9,08 kcal/g, debido a la menor longitud de su cadena

de acidos grasos (Kienzle, et al. 2002).
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Energia digestible (ED). Los animales son incapaces de utilizar toda la EB. Cuando
a la EB se le descuentan las pérdidas de energia fecales se obtiene la energia
digestible aparente (ED), correspondiente a la energia que se absorbe a través del
intestino (Case et al., 2011). De acuerdo con Malca et al. (2006), los alimentos con
una digestibilidad igual o superior al 80% son los apropiados para mascotas, no
siendo recomendable alimentos que presenten valores inferiores al 75%. Castrillo et
al. (2005) reportaron un contenido medio de EB de 5.2 Mcallkg en alimentos
extruidos para perros, con valores minimos y maximos de 4.7 y 5.7 Mcal/kg,
respectivamente. El coeficiente de digestibilidad de la EB fue 84.9% (promedio),
fluctuando entre 68.76 y 91.05%, correspondientemente. Con base en esta
informacion, el contenido de ED fue de 4.4 Mcallkg, con valores extremos
correspondientea a 3.3 y 5.2 Mcal/lkg. Se han propuesto metodologias directas e
indirectas para estimar la ED de los alimentos para los perros.

Estimacidn directa. Implica cuantificar los nutrientes consumidos y excretados a
través de las heces. La produccién de heces se cuantifica a través de un método
directo, como la colecta total (CT) de las heces. La CT de heces es el método
estdndar o de referencia. Este método implica tener los animales confinados
individualmente en jaula metabdlica (Dobenecker et al.,, 2010), lo que permite
colectar las heces separadas de la orina, prevenir la coprofagia y tener un mayor
control de factores ambientales (Sabchuk et al., 2012). De acuerdo con Adeola
(2001), el método involucra un periodo de adaptacibn a la dieta, que es
generalmente de 3 a 7 dias, seguido por un periodo de coleccion de excretas de 4 a
6 dias. Nott et al. (1994) sugirieron que los plazos cortos, 3 de adaptacién y 4 de
coleccion, no reducen la precision, en tanto que Hervera et al. (2008) proponen 10
dias de adaptacion seguidos de 7 dias de coleccién. Sin embargo, los protocolos de
la AAFCO (2014) y FEDIAF (2014) recomiendan 5 dias de adaptacion seguidos de 5
dias de coleccion.

La identificacién de las heces correspondientes a los alimentos consumidos en el
periodo de evaluacién es un problema técnico en los ensayos de CT. Esto se

soluciona mediante la adicién de un marcador a la dieta para determinar visualmente
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cuando iniciar y detener la recogida de heces. Un marcador es una sustancia no
absorbible que tifie las heces y se afiade en la comida al principio y al final del
periodo de recogida. La coleccidbn comienza con la aparicion de las primeras heces
fecales de color; las heces marcadas son las primeras heces recogidas, que se
guardan para su posterior procesamiento y analisis de laboratorio, junto con los
siguientes heces no coloreadas producidas en los préximos dias (en la ausencia del
marcador, las heces vuelven a su color habitual). El periodo de recogida termina
afadiendo el marcador de nuevo a la comida. La coleccion se detiene cuando las
heces de color comienzan a aparecer; pero en esta ocasion no se recogen las heces
marcadas. Algunos colorantes, tales como el indigo carmin y rojo carmin, se utilizan
comunmente como marcadores, en niveles que van desde 0,25 hasta 0,5% de la
dieta (Lindemann et al, 2010; Stein et al, 2011; Sands et al, 2001). La digestibilidad
aparente por CT se calcula con la siguiente ecuacion: Digestibilidad = [(cantidad de
nutriente consumido - cantidad de nutriente en las heces)/cantidad de nutriente
consumido] x 100 (Lima et al., 2014).

Deacuerdo con Kawauchi et al., (2011), La estimacién directa de la digestibilidad y
del contenido energético también puede ser obtenida para ingredientes (ing)
especificos y no para el alimento en su totalidad, caso en el cual se pueden usar los
métodos de diferencia y de regresion, de gran acogida en estudios con cerdos y
aves. En el primer caso se utiliza una dieta de referencia (dr), sin participacion del
ingrediente que se pretende evaluar, y una dieta test (dt), que si lo incluye en la
formulacion. Con ambos alimentos se realizan pruebas de digestibilidad y
posteriormente se aplica la férmula: CDAing = CDArd + [CDAdi- CDAgf] / [Nivel de
inclusién del ingrediente en la dt (g/kg)/100], donde CDA corresponde al coeficiente
de digestibilidad aparente. En el método de regresién se tiene una dieta basal, sin
participacion del ingrediente que se pretende evaluar, y otras dietas que si lo
incluyen en niveles crecientes. Los valores de CDA del alimento son ajustados a un
modelo de regresion lineal, y el CDAing Se estima a través del intercepto, cuando la

participacion del ingrediente en el alimento se extrapola a un 100%.
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Método del indicador. EI método del indicador es un método alternativo que no
requiere hacer colecta total, ni alojar los animales en jaula metabdlica (Schneider y
Flatt, 1975). Algunos investigadores se refieren al indicador como un método
indirecto cuando quieren compararlo con el CT (Ly et al., 2002; Schneider and Flatt,
1975, Osorio et al, 2012). Para recoger las muestras de heces de los perros basta
con disponer de caniles o perreras. Se trata de la administracion de una sustancia
inerte denominada “indicador externo” en la dieta y luego recoger una muestra
representativa de heces. Un indicador adecuado debe cumplir con las siguientes
caracteristicas: ser inerte, no téxico, no digerible, totalmente recuperable en las
heces, que se mezcle facilmente en la comida, y quimicamente sea facil de analizar
(Adeola, 2001). Una vez se conozca la concentracion del indicador y del nutriente en
el alimento y en las heces, la digestibilidad aparente puede ser calculada utilizando
la ecuacion: Digestibilidad = 100- (100 x (% indicador en el alimento/% indicador en

las heces) x (% nutriente en las heces/% nutriente en el alimento)).

El sesquidxido de cromo (Cr203) es el indicador externo que se utiliza con mayor
frecuencia (Jang, 2014), en niveles que fluctian entre 0.2 y 0.3% de la dieta (Faber
et al., 2011; Gajda et al, 2005). Otros indicadores, como la ceniza insoluble en acido,
la materia seca indigestible, fibra detergente neutro indigestible, fibra detergente
acido indigestible y lignina en detergente acido son componentes naturales de los
alimentos, por lo que son considerados como indicadores internos (Sales et al.,
2004; Pinto et al., 2013).

Como se ha mencionado, la CT de las heces no se requiere para el Ml. Este método
se basa en una técnica conocida como "toma de muestras puntuales" o "grab
sample" en el que las muestras de heces se toman directamente del recto o de
heces recientes. Sin embargo, no existe un procedimiento Unico para la toma de
muestras de heces, ni un acuerdo sobre el nimero minimo de muestras o de dias de
recoleccion que se requieren para hacer un muestreo representativo. Agudelo et al.
(2010) reportaron que se requiere una muestra compuesta de material fecal de
varios dias para alcanzar una representatividad de nutrientes menos digeribles,

mientras que una Unica muestra tomada cuando la excrecidbn de cromo se ha
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estabilizado podria ser suficiente para los componentes mas digeribles tales como la
materia seca (MS) y la energia. Jang et al. (2014) reportaron que la digestibilidad
aparente y la concentracion de cromo fecal en cerdos se estabilizaron cinco dias
después de un suministro constante de las dietas que contenian el indicador.
También se encontré que se requiere una muestra compuesta de al menos dos dias
para lograr una mayor precision y una menor variacion en comparacion con una sola
muestra tomada al azar. Mroz et al. (1996) encontraron que la digestibilidad por el MI
fue inferior a la calculada con la CT, lo cual se explica por la incompleta recuperacion

del indicador en las heces.

Dentro de las ventajas del método del indicador esta el tipo de alojamiento requerido
(canil), que proporciona a los animales mayor espacio, sensacion de bienestar y les
permite expresar su comportamiento natural (Spangenberg, 2007). Sin embargo,
mayor cuidado se requiere para asegurar que el indicador no sea reciclado por
coprofagia, ni que las heces se contaminen con factores ambientales como lluvia y
polvo (Sabchuk et al., 2012).

Estimacidn indirecta. Metodolégicamente se basan en la composicion quimica de
la dieta, especialmente en su contenido de fibra. Aunque los perros pertenecen al
orden Carnivora, ellos son omnivoros en sus habitos alimenticios y capacidad
digestiva, razén por la cual deben recibir fibra dietética como un componente de la
dieta. Las fibras dietéticas han renovado su interés en la industria de alimentos para
mascotas a causa de los efectos beneficiosos de las fibras fermentables y solubles
en la salud. Estos efectos incluyen aumento de la viscosidad de la digesta, vaciado
gastrico retardado, sensacion de saciedad, reduccion de la tasa de captacion de
glucosa, reduccion del colesterol en la sangre, y el aumento de crecimiento de las
bacterias comensales en el intestino. Por el contrario, las fibras no fermentables
aumentan el flujo de la digesta, diluyen la densidad energética de la dieta, y
aumentan la masa fecal. La pulpa de remolacha y la celulosa se utilizan
comunmente como una fuente de fibra dietética en los alimentos para mascotas. La

pulpa de remolacha contiene fibra soluble y los componentes insolubles en una

39



40

proporcién deseable, mientras que la celulosa se considera principalmente como

insoluble y poco fermentable. (Godoy et al., 2013).

Kienzle et al. (1998a) utilizando una base de datos que incluyé 128 estudios de
digestibilidad, propuso un modelo de regresion que considerd los contenidos de
proteina cruda (PC), grasa, extracto libre de nitrégeno (ELN) y fibra cruda (FC) como
variables independientes para estimar la ED: ED (kcal/kg) = 5.11 x PC + 8.94 x grasa
+ 3.49 x ELN - 2.87 x FC (Composicibn quimica expresada en g/kg). Esos
investigadores encontraron una relacion lineal negativa entre FC y ED. De la misma
manera, Castrillo et al. (2001), utilizando los contenidos de grasa y FC de 38
alimentos para perros, desarrolld6 una ecuaciéon (ED, Mcal’lkg MS = 3.58 + 7.21 X
grasa — 15.45 x CF. Composicion quimica expresada en kg/kg MS) que explico el
93,1% de la variacion de los datos evaluados. En su estudio se concluy6 que el

contenido de FC puede ser un buen predictor de la ED.

Kienzle (1998b) y Castrillo et al. (2001) propusieron ecuaciones que estiman la
digestibilidad aparente de la energia con base en el contenido de FC del alimento; a
saber: Digestibilidad EB (DEB, %)= 91,2-1,43 x FC (% MS) (Kienzle (1998b) y DEB
(%) = 94.0-4.04 x FC (% MS) (Castrillo et al., 2001); no obstante, factores
relacionados con la digestibilidad de la fibra y el procesamiento del alimento no son
considerados (Castrillo et al., 2009). Ademas, el valor de FC no es un buen predictor
del contenido real de fibra de un alimento (Hervera et al., 2007); por tanto, esta
aproximacion matematica puede generar sobreestimacion de la densidad energética
en los alimentos altos en fibra. Van Soest (1973) indic6 que la FC sélo cuantifica el
50- 80% de la celulosa, 10- 50% de la lignina y 20% de la hemicelulosa. En esa
misma direccién Bartges y Anderson (1997) sefialan que con la determinacion de FC
s6lo se cuantifica entre el 5y el 20% de la fibra total. Kienzle et al. (2006) encontré
mayor precision utilizando una ecuacion basada en el contenido de fibra dietaria total
(FDT), respecto la ecuacion basada en el contenido de FC (r = 0.94 y 0.87,
respectivamente). El método utilizado para determinar FC es antiguo, facil y
econdémico, pero subestima el contenido de fibra fermentable de los alimentos

(Bartges y Anderson, 1997). EI método que cuantifica FDT (Prosky et al. 1985) es
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mas complejo y costoso, pero estima mejor el contenido real de la fibra fermentable
y no fermentable de la dieta. Finalmente se tiene la aproximacién del NRC (1985)
usando los factores Atwater modificados, de tal forma que ED (Kcal/kg) = PC x 3.3 +
EE x 8.5 + ELN x 3.5, en donde la composicion quimica se expresa en g/kg. Cabe
resaltar que el uso de cualquiera de las anteriores ecuaciones no permite identificar
los efectos que sobre la digestibilidad energética pueden darse como consecuencia
de la inclusion de aditivos enzimaticos en los alimentos para perros (Case et al.,
2011). A nivel comercial, el contenido de fibra de los alimentos es muy variable,
fluctuando entre 0.61 y 9.40% (Hervera et al., 2007), siendo éste el nutriente que
mas disminuye la digestibilidad y el contenido energético de los alimentos. No
obstante, el efecto de la fibra sobre la digestibilidad depende de la fuente utilizada,
como indicado por Godoy et al. (2013), quienes informaron que la fibra de maiz es
una fuente de fibra eficaz para los animales domeésticos, que no muestran efectos

perjudiciales sobre la digestibilidad de los nutrientes y la palatabilidad.

El contenido de ED de los alimentos también puede predecirse por espectroscopia
de infrarrojo cercano (NIRS) (Castrillo et al., 2005) y técnicas de digestion in vitro
(Hervera et al., 2007). EI NIRS permite una rapida valoracién nutricional de los
alimentos, siempre y cuando se disponga de suficientes datos in vivo que permitan
realizar un proceso de calibracion robusto (Castrillo et al., 2005). Los autores usaron
el NIRS para predecir el contenido de ED de alimentos extruidos comerciales para
perros, obteniendo un coeficiente de determinacion y un error estandar (ambos de

validacion cruzada) de 0.93 y 0.11 Mcal/kg MS, respectivamente.

El método in vitro pretende simular el proceso digestivo en el estbmago y el intestino
delgado a través de dos etapas de incubacion multienzimatica. La primera etapa
tiene una duracion de 2 horas con pepsina (10 mg/g de alimento) en pH &acido, la
segunda se realiza con pancreatina (100 mg/g de alimento) por 4 horas. El residuo
indigestible se obtiene por filtracion y posteriormente se incinera para obtener la
digestibilidad de la materia organica (Hervera et al.,, 2007). Siguiendo este
procedimiento, los autores predijeron la digestibilidad aparente in vivo de la materia

organica (dMO) y de la energia (dE), asi como el contenido de ED en 54 alimentos
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comerciales extruidos para perros (valores in vivo previamente obtenidos mediante
pruebas de digestibilidad) observando una relacion lineal entre la dMO in vitro e in
vivo (R? = 0,92) y entre dMO in vitro y la ED in vivo (R? = 0,92). La exactitud de la
prediccién del contenido de ED por el método in vitro (R2 = 0,97) fue mayor que la
de la ecuaciéon de NRC (1985) (R? = 0,87) y un poco mas alta que la propuesta por
NRC (2006) (R? = 0,95). De acuerdo con estos resultados, el método in vitro
proporciona una prediccion precisa de ED y se puede utilizar como una alternativa
simple y reproducible para evitar el uso de animales experimentales en los ensayos

de digestion.

Energia metabolizable (EM). La siguiente etapa del fraccionamiento de la energia
es la metabolicidad. Perdidas energéticas ocurren como resultado de la produccion
de gases y la excrecion de urea. Como la produccion de gases en los perros, al igual
gue en los gatos, es minima (Wichert et al., 2014; Castrillo et al., 2009), solo las
perdidas urinarias son consideradas para determinar la energia metabolizable (EM),
expresibn mas comunmente usada para expresar la densidad energética de los
alimentos para perros. Hodgkinson et al. (2008) determinaron el contenido de EM de
15 marcas comerciales de alimentos secos para perros en crecimiento y adultos en
mantenimiento. La EM en cada caso fluctu6 entre 3507-4584 kcal/kg (media: 4022
kcallkg) y 3178-4405 kcal/kg (media: 3871 kcal/kg), respectivamente. Estos valores
correspondieron a una metabolicidad (EM/EB) de 79.3% en ambos casos. La
determinacion de EM, al igual que la de ED, puede realizarse directa o

indirectamente.

Estimacion directa. Requiere la colecta de total de orina y la determinacion de las
perdidas energéticas como consecuencia de la excrecion de nitrégeno urinario
(Adeola, 2001). La recoleccion de orina por lo general comienza algunas horas
después de iniciado el periodo de recogida de heces y se completa después del final
de ese periodo (Agudelo et al., 2007). La orina se recoge en un recipiente situado
debajo de la jaula metabdlica. Para detener el crecimiento microbiano y la pérdida de
nitrdgeno (volatilizacién de amoniaco) al recipiente se le afiade generalmente con un

acido inorganico (ej: acido sulfarico) (Kawauchi et al.,2011). El volumen de orina
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producida se mide diariamente y luego una alicuota se almacena congelada para su
posterior analisis. Finalmente, el consumo de EM se determina por la diferencia
entre el consumo de ED y las pérdidas energéticas a través de la orina. En caniles,

la imposibilidad de colectar la orina impide realizar estudios de metabolicidad.

Estimacidn indirecta. La evaluacion de EM puede ser costosa y requiere tiempo.
Por lo tanto, propuestas matematicas para estimar la EM a partir del analisis
proximal de los alimentos surgieron con los factores Atwater (1902, 1910). Los
factores Atwater (1902) de 4, 9 y 4 kcal/g estiman los valores de EM de la PC, la
grasa y el ELN, respectivamente, sin considerar la fibra dentro de la ecuacion.
Atwater (1902) partié del supuesto que la digestibilidad de las proteinas, las grasas y
los carbohidratos era 90, 96 y 98%, respectivamente (NRC, 2006), y que las
pérdidas metabodlicas de la proteina eran constantes (1,04 kcal/g PC). Para
desarrollar estos factores se emplearon ingredientes de alta digestibilidad como la
carne, menudencias (sin hueso o harina de hueso), pollo, pescado, productos
almidonosos altamente purificados y productos lacteos. Los alimentos secos para
mascotas usualmente presentan una digestibilidad para los principios energéticos
menor al 90% (Castrillo et al.,, 2005), con algunas excepciones para la grasa
(Dobenecker et al.,, 2010), consecuentemente, los factores Atwater (1902)
sobrestiman los valores de EM. Kienzle (2002), utilizando una base de datos de
alimentos para perros (n = 124), relacion6 la EM (kcal/g) predicha utilizando la
ecuacion de Atwater (1902) con la determinada experimentalmente, demostrando
que la EM predicha sobrestim6é los alimentos con menos de 4 Kcal/g, que
representan la mayor cantidad de los alimentos disponibles en el mercado (NRC,
2006).

Posteriormente, Atwater (1910) propuso los factores Atwater modificados (3.5, 8.5y
3.5 kcal/lg para la PC, la grasa y el ELN, respectivamente), que proveen una mejor
estimacion de la EM que los factores Atwater (1902). Los factores Atwater
modificados asumen digestibilidades mas bajas; 80% para las proteinas, 90% para
las grasas y 85% para el ELN. El método supone que la FC no genera energia. Si

bien los factores Atwater modificados son aceptados por la AAFCO (2014) and
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FEDIAF (2014), es sabido que subestiman el contenido de EM de los alimentos
bajos en fibra y muy digestibles, en tanto que sobreestiman el contenido de EM de
alimentos altos en FC o con muy baja digestibilidad de proteinas, grasas y
carbohidratos (Castrillo et al., 2009; Hand et al., 2000). Kienzle (2002) utilizando una
base de datos de alimentos para gatos (n = 83), relacion6 la EM (kcal/g) predicha
utiizando los factores Atwater modificados (1910) con la determinada
experimentalmente, demostrando que, como ocurre con los alimentos para perros, la
EM predicha subestima los alimentos con mas de 3.7 Kcal/g y sobrestima los que
tienen menos de 3.7 kcal/lg. Es innegable que una ecuacion que asume una
digestibilidad fija para los nutrientes no puede cubrir con precision toda la gama de
productos existentes en el mercado, ya que ignora posibles diferencias entre
ingredientes de la dieta y métodos de procesamiento (Hervera et al., 2007). No es
sorprendente que en los productos que tienen baja o alta digestibilidad, tales como
dietas para reduccion peso o para animales convalecientes, respectivamente, la

prediccidn sea inexacta (Kienzle et al., 1998b).

En relacion con los factores Atwater, varios autores, especialmente en nutricion
humana, han cuestionado el potencial aporte energético que puede realizar la fibra
dietética, elemento no considerado en la ecuacion. La fibra dietaria es un término
genérico que incluye sustratos de estructura quimica Unica, propiedades fisicas
caracteristicas y efectos fisioldgicos individuales (Kritchevsky, 1988). Este complejo
grupo comprende: a) polisacaridos no almidonosos: celulosa, hemicelulosa, pectina,
gomas Yy mucilagos, b) fibra funcional: almidon resistente, fructanos,
fructooligosacéridos y lactulosa (Hand et al.,, 2000). Muchas de las fibras son
fermentadas en alguna extensién por la poblacién microbiana residente en el tracto
gastrointestinal, generando &cidos grasos de cadena corta que pueden ser
absorbidos (Godoy et al., 2013; Hand et al., 2000). Cummings (1983) y Miles (1992)
han sugerido que los polisacaridos no almidonosos presentes en la dieta del hombre
pueden aportar aproximadamente 3 kcal/g, lo que puede representar una

significativa fuente de energia en las personas con dietas altas en fibra.
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Toda vez que las necesidades de energia de los perros son comunmente
expresadas en unidades de EM, las metodologias que solo estiman la ED quedan
incompletas. En este sentido, el NRC (2006) plantea que conociendo la ED y
utilizando un factor de correccidon por las pérdidas energéticas urinarias puede
predecirse la EM. El factor de correccion asume que las pérdidas urinarias son 1.04
kcal/g de PC o 1.25 kcal/g de proteina digestible (PD), asumiendo una digestibilidad
del 83,5% (NRC, 1985). Todas las aproximaciones matematicas propuestas por el

NRC (2006) para estimar la EB, la ED y la EM se muestran en la Table 2.

Tabla 2. Ecuaciones del NRC (2006) para predecir energia bruta (EB), energia

digestible (ED) y energia metabolizable (EM) en alimentos para perros.

Paso 1. Determinacion de la EB por bomba calorimétrica o utilizando la ecuacion:
EBpred (kcal/kg) = (5.7 x PC) + (9.4 x grasa) + (4.1 x (ELN + FC))
Paso 2. Estimacion del porcentaje de digestibilidad de la EB:
% dig EBpred (kcal/kg) = 91.2 - (1.43 X %FC en MS)

Paso 3. Contenido de ED:

EDpred (kcal/kg) = EBpred X % dig EBpred/100

Paso 4. Prediccion de pérdidas de energia por la orina (Eo):
Eo=1.04xgPC

Eo=1.25xgPD

Paso 5. Prediccién de la EM:

EMpred (kcal/kg) = EDpred— EO

ELN: extracto libre de nitrégeno, FC: fibra cruda, PC: proteina cruda, PD: proteina digestible

Energia neta (EN). La EM puede subdividirse en energia neta (EN) y termogénesis
dietaria (energia necesaria para digestion y absorcion de nutrientes). Parte de la EN
se destina para soportar el desarrollo de las funciones asociadas con el
mantenimiento del organismo (energia neta de mantenimiento, ENm), resultando en
una produccion adicional de calor. Cuando la produccion total de calor se substre de
la EM, se obtiene la energia neta retenida (ENr), correspondiente a la energia que
finalmente es utilizada para realizar trabajo fisico, crecimiento, gestacién o lactancia.

(Case et al., 2011). Para calcular la EN de un alimento es necesario medir el calor
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perdido. La produccion de calor puede medirse directamente mediante un
calorimetro animal o en forma indirecta a partir del intercambio de oxigeno y dioxido
de carbono (Hand et al., 2000; Larsson et al.,, 2014). No obstante, este forma de
expresar el contenido energético de los alimentos no es cominmente empleada en

la alimentacion de animales de companiia (Castrillo et al., 2009).

Las ecuaciones de prediccion descritas en la presente revision de literatura fueron
aplicadas a una base de datos de 120 alimentos para perros (Table 3). Los
alimentos fueron clasificados de acuerdo al segmento de mercado al que pertenecen
(super premium, premium, econdmico y popular) y al tipo de animal al que estan
dirigidos (cachorros y adultos). La ED y la EM predichas con el NRC (2006) fueron
tomadas como valores de referencia, con base en los hallazgos de Hervera et al.
(2008), y contrastadas con las restantes ecuaciones a través de una prueba t
pareada (o = 5%). Hervera et al. (2008) compar6 el potencial de NRC (2006),
método de digestion in vitro, la tecnologia NIRS, y el NRC (1985) para predecir la ED
de alimentos comerciales para perros obtenidos in vivo (4,62 Mcal / kg MS). Los
autores demostraron que los tres primeros métodos presentan una mayor precision
(R2 =en 0,93 a 0,99) que el propuesto por el NRC (1985) (R? = 0.90).
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Tabla 3. Prediccion de la energia digestible y metabolizable (DE y ME, respectivamente) para perros mediante la ecuacién del

NRC (2006) comparado con otras aproximaciones matematicas.

Tipo de alimento Etapa n (120) ED EM

(Segmento de fisiolégica Ec. 1 Ec. 2 Ec. 3 Ec. 4 Ec.5 Ec. 6 Ec. 7 Ec. 8
mercado)

Super Premium Cachorros 17 46212  4594b  4501b  4380b  3999b 4278a  4512b  4065b
Super Premium Adulos 34 44332 4382b  4237b  4115b  3895b 4135a 4399b  3952b
Premium Cachorros 12 42422  4152b  4011b  4016b  3652b 3936a  4155b  3711b
Premium Adultos 17 40832 3979b 3803b 3747b  3582b 3818a  4072b  3633b
Econdémico Cachorros 8 41062  4024b  3813b  3726b  3558b 3799a  4048b 3617b
Econdmico Adultos 18 39282 3811b 3618b 3517b  3418b 3686a 3958b  3527b
Popular Adultos 14 37102 3573b 3267b  3161b  3298b 3474a  3764b  3344b

ab, letras mindsculas en la misma fila indican diferencias significativas entre las medias obtenidas por el NRC (2006) (Ec. 1 y la Ec. 6 para ED y EM,

respectivamente) y las otras ecuaciones (p<0.05).

Ec.
Ec.
Ec.
Ec.
Ec.
Ec.
Ec.
Ec.

1:

ED (kcallkg MS) = EB * ((91.2 - 1.43 x FC) /100) (NRC, 2006) y EB (kcallkg MS) = (5.7 x PC) + (9.4 x grasa) + (4.1 x (ELN+ FC))

2: ED (kcallkg MS) =5.11 x PC + 8.94 x grasa + 3.49 x ELN - 2.87 x FC) (Kienzle et al., 1998a)
3: ED (kcal’lkg MS) = (3.58 + 7.21 x grasa - 15.45 x FC) x 1000 (Castrillo et al., 2001)

4: ED (kcal/lkg MS) = EB * ((94.0 - 4.04 x FC) /100) (Castrillo et al., 2001)

5:
6
6
7

ED (kcal’kg MS) = (3.3 x PC) + (8.5 x grasa) + (3.5 x ELN) (NRC, 1985)

: EM (kcal/kg MS) = EB x ((91.2 - 1.43 x FC) /100) - (1.04 x PC) (NRC, 2006)
: EM (kcallkg MS) = (4 x PC) + (9 x grasa) + (4 x ELN) (Atwater, 1902)
: EM (kcal’kg MS) = (3.5 x PC) + (8.5 x grasa) + (3.5 x ELN) (Atwater, 1910)
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La ED predicha por el NRC (2006) fue mayor a la obtenida con las restantes
aproximaciones. De otra parte, la EM estimada por este sistema presenta un valor
intermedio al obtenido con los factores Atwater (1902 y 1910). Los resultados
obtenidos demuestran que la composicion quimica de las dietas no es suficiente
para predecir su contenido de ED, aun partiendo de las mismas variables
independientes, como sucede con las eq. 1 y 4, que utilizan exclusivamente el
contenido de CF para estimar la dE. En el caso de los factores Atwater se asumen
valores constantes de digestibilidad para los nutrientes sin tener en cuenta la
composicién de ingredientes empleados para la formulacion y los tratamientos
térmicos a los que son sometidos los alimentos, factores que a su vez determinan el
segmento de mercado al cual corresponden. No todas las ecuaciones incluyen el
contenido de fibra para estimar la densidad energética del alimento (factores
Atwater) y cuando lo hacen, su magnitud es variable. En el entendido de que la fibra
es el nutriente que mas impacta negativamente la ED y, por ende, la EM de la
energia, es necesario conducir estudios que evallen el efecto de diferentes fuentes
y niveles de fibra, realizando pruebas de digestiblidad y metabolicidad in vivo que

permitan validar el valor predictivo de las ecuaciones ya existentes.

Conclusiones

En los perros, la EM representa la forma mas comun de expresar la densidad
energética de los alimentos y, hasta la fecha, en su célculo no ha considerado el
aporte que la fibra dietética hace al metabolismo energético. Surgen las preguntas:
¢,Cual es el efecto del nivel de fibra sobre el contenido de EM de la dieta? ¢ Este
efecto es el mismo para todas las fuentes de fibra? En un mercado donde la oferta
de alimentos de origen nacional e internacional es creciente, los esfuerzos de
investigacion deben encaminarse a evaluar el efecto que diferentes fuentes de fibra
tienen sobre el contenido de EM, toda vez que éste es el nutriente que mas impacta
la digestiblidad y la metabolicidad. Se puede esperar que diferentes tipos de fibra
(solubles, insolubles) contribuyan de forma diferente a la EM de la dieta, desde que
la digestibilidad de las diferentes fibras puede variar. Esta propuesta a su vez, debe
ir acompafiada de mayor rigurosidad en el analisis quimico del alimento, superando

el tradicional andlisis de fibra cruda, y del desarrollo de pruebas de digestion y
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metabolismo que permitan proponer nuevas aproximaciones matematicas y validar

las ya existentes.
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CAPITULO 2.

El siguiente capitulo busca dar cumplimiento al objetivo especifico 1 del trabajo de
tesis.

Total Collection vs Indicator Method to determine apparent digestibility in dogs

Comparacion de los métodos de Colecta Total e Indicador para determinar la

digestibilidad aparente en perros

Juan C. Duque-Saldarriaga'?, Zoot, MSc(c); Sandra L. Posada-Ochoa?, Zoot, Dr.Sc.;
Jorge H. Agudelo-Truijillo?, Zoot, PhD; Luis M. Gémez-Osorio'?, MVZ, MSc, Dr.Sc(c).

1Grupo de Investigacion y Desarrollo Nutri-Solla, SOLLA S.A (Codigo Postal 1272),
Itagiii, Colombia.
2Grupo de Investigacion en Ciencias Agrarias (GRICA), Facultad de Ciencias

Agrarias, Universidad de Antioquia (Cédigo Postal 1226), Medellin, Colombia.

Resumen

Introduccion: La digestibilidad aparente (DA) permite valorar la absorcion de los
nutrientes. La colecta total de heces (CT) es el método de referencia para calcular la
digestibilidad, siendo mas laboriosa que el método del indicador (Ml), consistente en
suministrar via oral un indicador indigestible que luego se cuantifica en las heces. En
caninos no existe informacion sobre el nUmero de dias de muestreo requerido por el
MI para obtener resultados comparables a la CT. Objetivo: Comparar los resultados
de DA obtenidos por CT y el Ml variando el nimero de dias de colecta. Metodologia:
El estudio se realizo en el Centro de Investigaciones Caninas de la empresa Solla
S.A. (Antiogquia, Colombia), utilizando 11 machos Labrador Retriever cuya edad y

peso promedio fue 2+0.6 afios y 32.1+4.8 kg. Se suministré 6xido de cromo (Cr203)
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en el alimento (0,1%) dos veces/d durante 14 d (7 d de adaptacion 'y 7 d de CT) e
indigo carmin (0.1% del alimento) como marcador visual de las heces a colectar. Los
perros se alojaron en jaula metabdlica y tuvieron acceso a grama natural dos veces
por dia para facilitar la defecacion. Del total de heces colectadas, diariamente se
tomo una muestra destinada al analisis del indicador. Estas muestras se mezclaron,
obteniendo una combinacién de los 3 (MI3), 4 (MI4), 5 (MI5) y 6 (MI6) primeros d de
muestreo, o del periodo completo (MI7). La digestibilidad de la materia seca (DMS),
energia bruta (DEB), proteina cruda (DPC) y fibra cruda (DFC) obtenida por CT (7 d)
se compar6 de manera pareada con la DA obtenida por el MI. Resultados: La prueba
t de Student no encontrd diferencia estadistica (p>0.05) en la DMS (82.4%), DEB
(87.2%), DPC (81.3%) y DFC (8.9%) obtenida por CT y el MI para las combinaciones
MI5, MI6 y MI7, que promediaron 82.7 (DMS), 87.3 (DEB), 81.6 (DPC) y 9.3% (DFC).
Los menores valores del cuadrado medio del error de prediccion (CMEP), error de
prediccion relativo (EPR) y error porcentual absoluto medio (EPAM) se obtuvieron
para MI7, periodo de colecta que resulté en el mayor coeficiente de correlacion de
concordancia (CCC). La DFC present6 gran variabilidad y de acuerdo con CMEP,
EPR y EPAM, el Ml no es un buen predictor de la misma. Conclusién: El andlisis
integral de los hallazgos del presente estudio (igualdad de medias, EPR, EPAM y
CCC) conducen a recomendar el Ml en reemplazo del método tradicional de CT,
siempre y cuando las muestras fecales correspondan a 7 d de muestreo.
Igualmente, deberan evaluarse otros métodos de andlisis de la fraccion fibrosa que
generen menor dispersion en los valores de DA y mayor bondad de ajuste respecto

la metodologia tradicional de CT.

Palabras clave: Canino, marcador, jaula metabdlica, muestra compuesta, 6xido de

cromo.

Introduccién

La colecta total (CT) de heces es el método de referencia para determinar la
digestibilidad aparente (DA) de la dieta en perros y otras especies animales. Es un
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método que implica confinar individualmente los animales en jaulas metabdlicas (JM)
para hacer posible la colecta fecal y evitar una posible contaminacién de las heces
con la orina. Sin embargo, la restriccion de movimientos y el limitado espacio
disponible dentro de la jaula compromete el bienestar animal (Broom and Molento,
2004). Otra metodologia ampliamente utilizada es el método del indicador externo
(MI) (Adeola, 2001), que consiste en suministrar via oral un indicador indigestible,
inerte y recuperable en la materia fecal (MF). El 6xido crémico (Cr203) es un
compuesto comunmente utilizado como indicador. Con el Ml se pueden alojar los
perros en caniles, en lugar de jaulas metabdlicas, brindandoles mayor bienestar. La
digestibilidad se calcula relacionando la concentracion del nutriente y del indicador
en el alimento y las heces, siendo necesario obtener una muestra representativa de
las mismas. Una sola muestra de heces, tomada aleatoriamente en uno de los dias
de muestreo, puede no ser representativa y, para obtener resultados mas precisos
se requieren varios dias de colecta hasta que la concentracion del marcador se
estabilice (Agudelo et al., 2010). Establecer el niumero minimo de dias a colectar,
que permita obtener un valor de DA que sea comparable al de CT es un aspecto
metodoldgico aun no evaluado en caninos. La literatura mas reciente (Kavanagh et
al., 2001; Agudelo et al., 2010; Jang et al., 2014) ha centrado sus estudios en la
especie porcina. Diferencias en fisiologia digestiva entre cerdos y perros pueden
impedir la extrapolacién de resultados de una especie a otra. Perros con una
longitud corporal de 0.75 m tienen una longitud intestinal promedio de 4.5 m, donde
la mayoria de la digestion enzimatica ocurre en el intestino delgado (3.9 m) (NRC,
2006). En los cerdos, la longitud promedio del intestino delgado es 15-22 m
(Dicksved et al., 2010). La longitud intestinal determina la cantidad de alimento que
reside en el intestino y por tanto, la duracién de la digestion (NRC, 2006).
Igualmente, el movimiento de la digesta a través del intestino delgado es
influenciado por las caracteristicas fisicas y nutricionales de la dieta (NRC, 2006), las
cuales difieren entre ambas especies animales. El objetivo de este estudio fue
comparar los resultados de DA obtenidos por CT y el Ml variando el nimero de dias

de colecta fecal
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Materiales y Métodos

Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica para la
Experimentaciéon con Animales de la Universidad de Antioquia (Medellin-Colombia).
Durante el periodo experimental, los perros estuvieron bajo la supervision de un
médico veterinario, quien diariamente valor6 temperatura corporal, frecuencia

cardiaca, frecuencia respiratoria, coloracion de mucosas Y llenado capilar en encias.

Animales y condiciones de alojamiento

Se utilizaron once caninos, machos enteros, de raza Labrador Retriever, con peso
corporal inicial promedio de 32.1 + 4.8 kg y edad media de 2 + 0.6 afios. Los
animales de un tratamiento (CT) respecto al tratamiento de contraste (Ml) fueron los
mismos. El trabajo se realiz6 en el Centro de Investigaciones Caninas de la Empresa
Solla S.A., ubicado en el municipio de Rionegro (Antioquia, Colombia). Esta zona
presenta temperatura promedio de 17°C, humedad relativa del 75%, precipitacién
anual de 2280 mm y altura sobre el nivel del mar de 2125 m, correspondiente a un

bosque muy himedo montano bajo (bmh—-MB) (Holdridge, 2000).

La adaptacion de los perros a las JM (0.7 de largo x 0.6 de alto x 0.5 m de ancho) se
realizé durante los seis meses que antecedieron la fase experimental. Para tal efecto
los animales se alojaron repetidamente por periodos no superiores a cinco dias
consecutivos. Durante esa etapa se observaron cambios en el comportamiento,
pisoteo de la MF, irregularidad en la defecacién y disminucion en el consumo. Esta
situacién obligd a ajustar la metodologia tradicional de CT de heces, asi: los perros
se alojaron en JM durante las noches, y dos veces por dia (06:20 y 16:20 h) fueron
sacados de las jaulas durante 40 minutos (cada animal en cada horario) y llevados a
un lugar contiguo con piso en grama para estimular la defecacién. Al momento de la
defecacion se realizé la CT de heces utilizando bandeja plastica (50 cm largo x 30

cm de ancho) que se ubicaba bajo el ano del animal.
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Las JM se dispusieron en un cuarto con iluminacién natural (12 h de luz y 12 h de
oscuridad), donde se instalaron calentadores de aire automaticos y cortinas
laterales de plastico. La temperatura media del lugar fue 18.1+4.3 °C y la humedad

relativa media fue de 70.5+17.3%.

Nutricién y alimentacion

Los perros se alimentaron dos veces al dia (06:00 y 16:00 h) con alimento extruido.
La cantidad suministrada fue 20% mayor a la requerida para satisfacer los
requerimientos diarios de energia metabolizable para el mantenimiento (EMm)
(kcal*dial), calculados a partir de la ecuacion: EMm (kcal*diat)= 130*PC%’> (NRC,
2006), donde PC es el peso corporal del perro (kg) determinado el dia previo al inicio
del trabajo experimental. El aporte de EM del alimento (kcal*kg?) se estimé a partir
de la concentracién de energia bruta (EB) determinada en bomba calorimétrica
(Model C5000, IKA®, Germany) y de las ecuaciones propuestas por el NRC (2006),
en las cuales la energia digestible (ED) y las pérdidas de energia en orina (Eu)
corresponden a [ED=EB*DEB/100; DEB=91.2-(1.43*%FC)] y [Eu=1.04*PC],
respectivamente (DEB, digestibilidad de la EB; FC, fibra cruda; PC, proteina cruda).
La cantidad de alimento suministrado correspondi6 a la relacion entre el
requerimiento de EM (kcal*dia') y la densidad energética de la dieta (kcal*kg?). Se

suministré agua de bebida ad libitum.

Descripcién quimica del alimento

El alimento se moli6 a 1 mm (molino Thomas-Wiley; Arthur H. Thomas Co.,
Philadelphia, PA, USA) para el analisis de materia seca (MS) (ICONTEC, 2000; NTC
4888), PC (ICONTEC, 1999; NTC 4657), extracto etéreo (EE) (ICONTEC, 2001,
NTC 4969), material inorganico (Ml) (ICONTEC, 2007; NTC 4648), FC (AOAC, 1996;
método 978.10), calcio (Ca) (ICONTEC, 1998; NTC 302), fésforo (P) (ICONTEC,
2001; NTC 4981) y EB (ISO, 1998; método 9831). El extracto libre de nitrégeno
(ELN) se obtuvo mediante la ecuacion ELN=100-(PC+EE+MI+FC). La composicion
analizada del alimento se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1. Ingredientes y composicion quimica analizada de la dieta.

Ingredientes (%)

Maiz 40.3
Proteina animal® 18.5
Arroz 18.0
Aceite animal? 7.8
Gluten de maiz 5.7
Palatabilizante 2.5
Yuca 2.0
Cascarilla de soya 15
Pulpa de remolacha 1.0
Premezcla vitaminica-mineral® 2.8

Composicion quimica (%)*

MS 91.6
PC 22.7
EE 13.7
MI 7.4

FC 1.9

ELN 54.3
Ca 1.12
P 1.00
EB (kcallkg MS) 4904

1Proteina animal: Mezcla de visceras de pollo, harina de carne bovina y harina de pescado.

2 Aceite animal: Mezcla de aceite de pollo y aceite de pescado.

8 Premezcla vitaminica-mineral. Contenido por kg de premezcla: vitamina A, 738.93 g; vitamina Ds,
6.36 g; vitamina E, 80.74 Ul; vitamina K, 0.71 mg; tiamina, 7.14 mg; riboflavina, 3.57 mg; acido
pantoténico, 10.71 mg; niacina, 17.86 mg; piridoxina, 2.14 mg; biotina, 0.21 mg; cianocobalamina,
0.01 mg; &cido félico, 0.94 mg; manganeso, 26.8 mg; hierro, 97 mg; cobre, 12.5 mg; cobalto, 3.12 mg;
zinc, 138 mg; yodo, 2.05 mg; selenio, 0.25 mg.

4 MS, materia seca; PC, proteina cruda; EE, extracto etéreo; MI, material inorganico (cenizas); FC,
fibra cruda; ELN, extracto libre de nitrogeno; Ca, calcio; P, fésforo; EB, energia bruta. Valores

expresados en el 100% de la MS.
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Suministro de indicador y marcador

Se utiliz6 oxido de cromo (Crz20s3; Fisher Scientific, FairLawn, NJ, USA) e indigo
carmin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) como indicador y marcador,
respectivamente, en dosis de 1 g*kg* del alimento ofrecido (0.1%). La concentracion
de cromo (Cr) del indicador fue 70.55%. El Cr.O3 se suministré continuamente
durante 14 dias: los primeros siete (7) dias correspondientes al periodo de
adaptacion y los ultimos siete (7) dias al periodo de colecta fecal. EI Cr203 se
suministro en capsulas de gelatina al momento de la alimentacion. El indigo carmin
se adiciono6 al alimento en la primera y Gltima racion del periodo de coleccion con el

fin de determinar visualmente el inicio y final de la colecta fecal.

Procedimiento de colecta y analisis quimico de las heces

Diariamente, durante los siete (7) dias de colecta, se registro el peso del total de las
heces producidas por cada perro. Las muestras se almacenaron en bolsas plasticas
debidamente identificadas a —20°C para su posterior analisis de humedad y
determinacion del total de MS excretada. Diariamente, también se tomo6 una muestra
fecal de cada animal para la obtencion de muestras compuestas destinadas al
analisis por el método del indicador. Las muestras compuestas correspondieron a la
mezcla de alicuotas de los primeros tres (MI3), cuatro (Ml4), cinco (MI5), seis (MI6) y
siete (MI7) dias de colecta. Todas las muestras se secaron en estufa de ventilacion
forzada (55°C por 72 h; Vilab, Medellin, Colombia) para determinar MS parcial y
posteriormente se molieron a 1 mm (molino Thomas-Wiley; Arthur H. Thomas Co.,
Philadelphia, PA, USA) para su analisis quimico. Se determiné MS total (secado a
105°C por 4 h; Vilab, Medellin, Colombia), PC (ICONTEC, 1999; NTC 4657), FC
(AOAC, 1996; método 978.10), EB (1ISO, 1998; método 9831) y Cromo (Cr) (Williams

et al., 1962). También se determiné la concentracion de cromo en el Cr20s.

Determinacion de la digestibilidad aparente

La digestibilidad aparente de la materia seca (DMS), energia bruta (DEB), proteina
cruda (DPC) y fibra cruda (DFC) se determiné por el método de CT (7 d) y por el MI

para los diferentes periodos de colecta evaluados (MI3, Mi4, MI5, MI6 y MI7). La DA
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por CT se determind6 a partr de la ecuacion: DA (%) =

(Nutriente consumido (g) - Nutriente en las heces (g)) «100 (L@bO et aI., 2001). La DA por el Mi

Nutriente consumido (g)

se calculd con la ecuacion descrita por Schneider y Flatt (1975), a saber: DA (%) =

100 — ((Recuperaci(’)n del) (Indicador consumido (%)) (Nutriente en las heces (%))>. La

indicador (%) Indicador en las heces (%) Nutriente consumido (%)
recuperacion del indicador (RI) se obtuvo a partir de la ecuacion: RI (%) =

(Indicador en las heces (g/d)
Indicador consumido (g/d)

) * 100 (Carciofi et al., 2007). La cantidad de indicador en las

heces se obtuvo del producto: (MS fecal excretada (g) * concentracion cromo en las

muestras fecales (g/g MS fecal).

Analisis estadistico

Se comparé la exactitud de la DA de los diferentes componentes (DMS, DEB, DPC,
DFC) obtenida por el Ml en cada uno de los periodos de colecta evaluados (MI3 a
MI7) vs. la obtenida por el método de CT de heces. La CT representd el método de
referencia. El andlisis incluy6 la prueba T de Student para datos pareados y la
determinacion del coeficiente de correlacion de concordancia (CCC), cuadrado
medio del error de prediccion (CMEP), error de prediccion relativo (EPR), y error

porcentual absoluto medio (EPAM).

Prueba T de Student pareada. En este estadistico de contraste, Y, es la media de
las diferencias entre los valores pareados. Syc es la desviacion estandar de esas
diferencias e / es el tamafio de la muestra. Se asumen diferencias significativas con

un a < 0.05. Previamente se evalud el supuesto de normalidad bivariada para los

datos. Matematicamente corresponde a: t = % (Cerd6n-Mufioz et al., 2013).
T

Coeficiente de correlacién de Pearson (CCP). Midi6 la relacion lineal entre la DA

obtenida por CT y la DA obtenida por el MI. Correspondio a la relacién: CCP =

o%/+/(c?+02)(c2+02); donde cZes la covarianza, o7 es la varianza de la DA
obtenida por CT, ¢Z es la varianza de la DA obtenida por MI (Altman and Bland,

1983).
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Cuadrado medio del error de prediccién (CMEP). Con este estimador se midio la

varianza del error de prediccion, obtenido a partir de la diferencia entre A 'y P
(Gonzalez, 1992). Matematicamente corresponde a: CMEP = %Z?=1(Ai — P;)?, donde

A es DA determinada por el método de CT, P es la DA determinada por el Ml (MI3,
Mi4, MI5, MI6, MI7) y, n es el nimero de pares de valores de Ay P que se comparan
(Baudracco et al. 2013). El valor obtenido corresponde a la suma del sesgo medio
(SM), la diferencia en la magnitud de fluctuacion (DMF) y la falta de correlacién
positiva entre los valores de DA obtenidos por CT y MI ponderados por sus
desviaciones estandar (FCDE). Las ecuaciones que permiten estimar estos datos
son: SM = (XA; — XP,)?; DMF = (S4; — SP,)?, FCDE = 2(S4; = SP;)(1 — (CCP));
donde CCP corresponde al coeficiente de correlacion de Pearson (Magalhdes et al.,
2010).

Error de prediccion relativo (EPR). Correspondido a la relacion entre la raiz
cuadrada del CMEP y la media de los valores de DA obtenida por el método de CT
(A). Un EPR inferior al 10% indica una prediccion satisfactoria; entre 10-20%,
prediccidbn aceptable y, mayor a 20%, prediccion baja (Fuentes et al.,, 1996;
Baudracco et al. 2013).

Error porcentual absoluto medio (EPAM). Permiti6 medir el tamafio del error

(absoluto) de la estimacién de la DA en términos porcentuales. Matematicamente

corresponde a: EPAM = 2 . |ﬂ| (Ren y Glasure, 2009). Valores de EPAM
n t Ai

inferiores al 10% indican una prediccion satisfactoria (Gisele, 2007; Mayer yButler,
1993).

Coeficiente de correlacion de concordancia (CCC). Permiti6 evaluar la
intercambiabilidad entre los dos métodos de determinacion de DA (CT y MI) (Lin,
1989) a partir de la ecuacion CCC = p x Cb, donde p es el coeficiente de correlacion
de Pearson, que refleja la precision, y Cb es el factor de correccion de sesgo, que

refleja exactitud; es decir, hasta qué punto la linea de regresion empezando desde el
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origen se ajusta a 45°. Un CCC menor a 0.20 se considera bajo, entre 0.21-0.40,
justo; entre 0.41-0.60, moderado; entre 0.61-0.80, sustancial y, entre 0.81-1.00, casi
perfecto (Baudracco et al., 2013).

Resultados

Peso corporal y estado de salud de los animales.

El peso corporal y las variables fisiologicas de los perros, a saber, temperatura
corporal, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, coloraciéon de la mucosa y
llenado capilar se presentan en la Tabla 2. Los datos de las variables fisioloégicas
corresponden al promedio de los 14 dias del periodo experimental.

Tabla 2. Peso corporal y variables fisiolégicas de las unidades experimentales.

Variable Media+DE! Valor de referencia
Peso inicial (kg) 32.1+4.8

Peso final (kg) 32.814.4 29.5-36.4"
Temperatura corporal (°C) 38.1+0.2 38.0 — 39.0"
Frecuencia cardiaca 99.2+4.6 70-120"

(latidos/minuto)
Frecuencia respiratoria 22.4+1.3 15-30™

(respiraciones/minuto)

Coloracién de la mucosa? 1 Rosada™
Llenado capilar 1 1-3"
(segundos)

*AKC (1994); "Buritica et al., 2009
1DE = Desviacién estandar

2Valorados en escala de 1 a 5, donde 1, rosada; 2, palida; 3, congestiva; 4, ictérica; 5, ciandtica.
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Consumo de materia seca y de nutrientes.

El consumo de MS, PC, FC y EB se presenta en la Tabla 3. El coeficiente de
variacion fluctué entre 6.8 y 10.9%, ultimo valor correspondiente a los siete dias de
medicion. La tendencia registrada en el consumo de MS se observé en el consumo
de los demas componentes de la dieta. El consumo promedio a partir de los seis

dias de medicidon se mostro inferior a los consumos de los primeros cinco dias.

Tabla 3. Consumo de materia seca y de nutrientes en los diferentes periodos de

colecta evaluados (MI3 a MI7)

Consumo* MI3 Ml4 MI5 MI6 MI7

CMS, g/d 534.3+38.1 531.7+38.2 533.0+36.2 527.0+47.0 522.2+56.8
CPC, g/d 121.3+8.7 120.7+8.7 121.0+8.2 119.6+10.7 118.5+12.9
CFC, g/d 10.2+0.7 10.1+0.7 10.1+0.7 10.0+0.9 9.9+1.1

CEB, kcal/d  2620.3+186.9 2607.4+187.9 2613.6+x177.5 2584.6+230.5 2560.9+278.5
CEM, kcal/d®> 2190.6+156.3 2179.8+157.1 2185.0+148.4 2160.7+192.7 2140.9+232.8

1ICMS, consumo de materia seca; CPC, consumo de proteina cruda; CFC, consumo de fibra cruda;
CEB, consumo de energia bruta; CEM, consumo de energia metabolizable (los valores corresponden
a la mediaz la desviacién estandar).

2 Estimado desde las ecuaciones propuestas por el NRC (2006), en funcion del contenido de FC y PC

del alimento.

Recuperacion fecal del indicador

En la Tabla 4 se muestra la recuperacion del cromo en las muestras fecales
obtenidas en los diferentes periodos de colecta evaluados (MI3, Mi4, MI5, MI6 y
MI7). Con excepcién de la muestra fecal correspondiente a los primeros cuatro dias
de colecta (Ml4), el porcentaje de recuperacion incrementd conforme se aumento el
namero de dias de muestreo. El porcentaje de recuperacion para MI3 y MI4 presentd
diferencias estadisticas respecto MI7 (P<0.05). El coeficiente de variaciéon (CV)
fluctué entre 4.0 y 6.6%, mostrando un comportamiento decreciente a medida que
aumentaron los dias de colecta. ElI CV para el consumo de cromo varié entre 2.5y
4.3% y para la excrecion del elemento entre 5.1 y 8.0%. En las demas variables

evaluadas no se registraron diferencias estadisticas (P>0.05).

68



69

Determinacion de la digestibilidad aparente.

Los valores de DMS, DEB, DPC y DFC obtenidos por el método de CT y el Ml (MI3 a
MI7) se muestran en la Tabla 5. Para todos los componentes evaluados se presento
diferencia significativa (p<0.05) en la DA determinada por CT (método de referencia)
y la obtenida por el Ml para los primeros tres y cuatro dias de muestreo (MI3 y Mi4).
Los CV de los valores promedios de DA no superaron el 2%, con excepcion de la
DFC, cuyos CV oscilaron entre 41.0 y 57.5%.

Tabla 4. Recuperacion del indicador en las muestras fecales correspondientes a los

diferentes periodos de colecta evaluados (MI3 a MI7)

Variable! MI3 MIi4 MI5 MI6 MI7
Consumo de cromo, g
Por dia 0.40+0.01 0.40+0.01 0.40+0.01 0.40+0.01 0.40+0.02
Excrecion de MS, g
Por dia 88.0£10.9 87.949.2 91.0+£7.3 90.6+8.6 92.1+11.0
Concentracion fecal de
cromo, % 0.394+0.04  0.388+0.04  0.393+0.03  0.397+0.04  0.398+0.04
Excrecién de cromo, g
Por dia 0.34+0.11 0.34+0.09 0.36+0.07 0.36+0.06 0.36+0.05
Recuperacién (%) 84.1+5.6b 83.0+5.1b 87.2+5.2ab 87.7+4.3ab 89.6+3.6a

! Los valores corresponden a la mediaz+ la desviacion estandar.

Tabla 5. Digestibilidad aparente de la materia seca (DMS), energia bruta (DEB),
proteina cruda (DPC) y fibra cruda (DFC) determinadas por los métodos colecta total
(CT) de heces y del indicador (M)

Media+DE!

Respuesta
CT MI3 Mi4 MIS MI6 MI7

DMS (%) 82.4+05b 83.5+1.1a 834+l.1a 829+1.0b 82.8+0.8b 82.3+0.8b
DEB (%) 87.2+05b 88.0+t0.8a 87.9+09a 87.5+0.7b 87.4+0.6b 87.1+0.8Db
DPC (%) 81.3x1.1b 82.6+1l.1a 826+1.2a 819+1.1b 81.6+x14b 81.2+1.3Db
DFC (%) 8.9+5.0b 15.846.5a 15.5+7.5a 9.3¥3.8b 9.9+57b 8.8+490D

1 DE= Desviacién estandar
a, b Letras diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativa entre la digestibilidad

obtenida por CT vs. el Ml en los diferentes periodos de colecta evaluados (p<0.05).
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Validacion del método del indicador.

En la Tabla 6 se presentan los criterios de bondad de ajuste de la DMS, DEB, DPC y
DFC determinada por el Ml (MI3 a MI7) en relacion con los valores obtenidos por el
meétodo de CT. Se observa que el CCC mas bajo se obtuvo para MI5 y el mayor para
MI7, con excepcion de la DFC, donde el menor CCC se registré para MI6. Para el
MI7 se obtuvieron los menores valores del CMEP, EPR y EPAM. Contrariamente, los
mayores valores se obtuvieron para MI3 y MI4, con excepcion de la DFC, donde el
mayor EPAM se obtuvo para MIG6.

En general, todos los estimadores registraron valores de EPR y EPAM inferiores al
10% para la DMS, DEB y DPC, excepto para la DFC, donde los valores obtenidos

superaron en gran medida el valor objetivo (<10%).
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Tabla 6. Bondad de ajuste de la digestibilidad aparente determinada por el método

del indicador (MI) vs. colecta total de heces

Criterio? MI3 MI4 MI5 MI6 MI7
DMS
CCP 0.65 0.59 0.14 0.30 0.53
CMEP 2.03 1.92 1.36 0.71 0.43
SM 1.39 (68.6) 1.16 (60.2) 0.27 (19.9) 0.17 (23.3) 0.00 (0.1)
DMF 0.30 (14.8) 0.35 (18.4) 0.28 (20.8) 0.07 (9.5) 0.09 (21.3)
FCDE 0.34 (16.6) 0.41 (21.4) 0.81 (59.3) 0.48 (67.3) 0.33 (78.5)
EPR (%) 1.73 1.68 1.42 1.02 0.79
EPAM (%)  1.53 1.54 1.24 0.92 0.59
ccc 0.23 0.23 0.08 0.22 0.47
DEB
CcCcP 0.72 0.63 0.31 0.52 0.74
CMEP 1.06 1.04 0.61 0.32 0.23
SM 0.76 (71.6) 0.62 (59.0) 0.12 (19.8) 0.07 (23) 0.00 (0.2)
DMF 0.12 (11.1) 0.16 (15.5) 0.07 (12.1) 0.02 (5.3) 0.07 (30.0)
FCDE 0.18 (17.4) 0.27 (25.5) 0.42 (68.1) 0.23 (71.7) 0.16 (69.7)
EPR (%)  1.18 1.17 0.90 0.65 0.55
EPAM (%) 1.04 1.06 0.81 0.56 0.41
ccc 0.31 0.30 0.24 0.44 0.66
DPC
CcCcP 0.48 0.60 0.19 0.85 0.83
CMEP 2.81 2.60 2.14 0.66 0.49
SM 1.78 (63.3>  1.68 (64.7) 0.46 (21.6) 0.13 (19.9) 0.00 (0.2)
DMF 0.00 (0.1) 0.03 (1.1) 0.01 (0.4) 0.14 (20.9) 0.08 (15.6)
FCDE 1.03 (36.6) 0.89 (34.2) 1.67 (77.9) 0.39 (59.2) 0.42 (84.2)
EPR (%)  2.06 1.98 1.80 1.00 0.86
EPAM (%) 1.66 1.72 1.44 0.88 0.65
ccc 0.26 0.34 0.15 0.77 0.80
DFC
CcCcP 0.34 0.45 0.47 0.11 0.73
CMEP 89.19 86.28 19.89 47.21 11.82
SM 48.12 (54.0)  43.72(50.7)  0.23(1.2) 1.03 (2.2) 0.00 (0.0)
DMF 2.15 (2.4) 5.62 (6.5) 1.19 (6.0) 0.45 (1.0) 0.01 (0.1)
FCDE 38.92 (43.6) 36.94 (42.8) 18.47(92.9) 4572(96.9)  11.80 (99.9)
EPR (%)  106.56 104.81 50.32 77.52 38.79
EPAM (%) 162.88 184.96 99.29 204.54 36.62
ccc 0.18 0.26 0.45 0.11 0.73

1CCP: Coeficiente de correlacion de Pearson; CMEP: Cuadrado medio del error de prediccién; SM:

Sesgo medio; DMF: Diferencia en la magnitud de fluctuaciéon; FCDE: Falta de correlacién positiva

entre los valores de DA obtenidos por CT y Ml ponderados por sus desviaciones estandar; EPR: Error

de prediccion relativo; EPAM: Error porcentual absoluto medio; CCC: Coeficiente de correlacion de

concordancia.

2Valores entre paréntesis corresponden a la participacion porcentual del SM, la DMF y la FCDE en el

valor de CMEP.
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Discusién

Consumo, peso corporal y estado de salud de los animales.

El peso corporal de los animales estuvo dentro del rango propuesto por el AKC
(1994) para la raza, indicando ausencia de desnutricion u obesidad durante el
desarrollo del trabajo experimental. Igualmente se observa que el peso final fue
ligeramente superior al inicial (Tabla 2), dando como resultado una ganancia
promedio de 50 g/animal/dia, lo cual indica un balance positivo de energia durante la
realizacion del estudio. EI consumo promedio de MS y EM (Tabla 3) fue 16.3 g/d y
66.8 kcal EM/d (valores expresados por kg de peso vivo, con base en un peso medio
de 32.5 kg durante el periodo experimental). Los consumos de MS y de EM del
presente estudio fueron 22% mayores a los estimados desde el NRC (2006) para
cubrir los requerimientos de EMm. De acuerdo con la densidad energética estimada
(4104 kcal EM/kg MS) (NRC, 2006), el consumo diario de MS y EM debio6 ser 431 gy
1769 kcal/animal, correspondiente a 13.3 g y 54.4 kcal/kg de peso vivo. La mayor
oferta de MS y EM tuvo por objetivo prevenir la pérdida de peso asociada con
deficiencias nutricionales durante el desarrollo de las pruebas de digestibilidad. El
consumo promedio de PC fue 3.7 g/kg peso vivo/d (Tabla 3), estando dentro del
rango reportado por Sallander (2001), entre 1.2 y 4.3 g/kg en animales Labrador

retriever.

Durante los dos ultimos dias de medicion, el consumo de MS de dos unidades
experimentales fue menor al consumo registrado los primeros cinco dias de
evaluacion. Esto explica la tendencia decreciente en el consumo de MS, PC, FC y
EB (Tabla 3) a partir de los seis dias de medicién. La reduccién en el consumo de
alimento exhibida por estos animales posiblemente explique la reduccién de peso
gue experimentaron durante la fase experimental, 2.6 y 21.4 g/dia, no obstante este
hallazgo no obedecié a problemas de salud, toda vez que las variables fisiolégicas
de todos los animales estuvieron dentro de los valores de referencia (Tabla 2).
Desde el punto de vista estadistico, el menor consumo de MS de estos animales se
vio reflejado en un mayor CV para esta variable los ultimos dos dias de evaluacion,

el cual no supero el 11% (Tabla 3).
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Recuperacion del indicador

El cromo en forma de oOxido de cromo (Cr203), ha sido el indicador fecal mas
frecuentemente utilizado en monogéastricos, reportando buena recuperacion.
Kavanagh et al., (2001) obtuvo una recuperacion del 96%, L6bo et al. (2001) del
93.7% y Moughan et al. (1991) del 96 y 85.3 %, Sin embargo, también en otros
estudios se ha encontrado bajos valores de recuperacion. Moore (1957) encontré
una recuperacion del cromo de 77.9%, Jagger et al, (1992) reportaron
recuperaciones del 74.6 y 79%, Yin et al. (2000) de 81% y Hill et al, 1996 de 82.5%
siendo en éstos casos valores inferiores a los registrados en el presente estudio
(Tabla 4). Moughan et al. (1991) obtuvieron recuperacién del 85.3 * 6.19 con
muestra compuesta de 6 d, semejante a los valores encontrados en el presente
trabajo. Las diferencias entre la recuperacion reportada por otros autores y las
registrada en este trabajo puede obedecer a la metodologia de suministro del Cr20s.
Se sabe que parte del Cr203 puede perderse en el mezclado del alimento. En el
presente estudio, el Cr203 (0.1% del alimento; concentracion de Cr 70.55%) se
suministré directamente en capsula, garantizando su consumo total. Lébo et al.
(2001) también suministraron Cr203 en cépsulas a caninos y lograron una
recuperacion del indicador ligeramente superior a la del presente trabajo (93,7%),
aunque con mayor variabilidad (x13,3).

Otros factores que afectan la recuperacion de cromo son la regularidad en la
defecacion, la representatividad de las muestras de heces y la concentracion fecal
del indicador. La regularidad en la defecacién depende de la regularidad en el
consumo de MS. Durante el periodo de acostumbramiento de los animales a las JM,
con permanencia continua por 24 horas, se observo que el espacio reducido afectd
negativamente su comportamiento, generando inapetencia, irregularidad en el
consumo, en la defecacion (los perros evitan defecar en el lugar de alimentacion y
descanso) y coprofagia. De acuerdo con Broom y Molento (2004), las condiciones de
alojamiento, particularmente la dificultad en el movimiento, afectan el bienestar

animal. El ajuste realizado en la metodologia de alojamiento, mediante combinacion
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de la estadia en JM con paseos en grama dos veces por dia corrigié los problemas
anteriormente mencionados y permitié obtener una excrecion diaria de cromo que
fluctué entre 0.34 y 0.36 g/d en los diferentes periodos de colecta evaluados (CV
entre 5.1 y 8.0%) (Tabla 4). La menor variabilidad en la excrecion del elemento es
positiva, partiendo del hecho que el consumo de cromo también fue constante. La
concentracion del cromo, como porcentaje de la MS consumida, fue la misma
durante los 7 d de colecta, 0.08% de la MS consumida (CV entre 5.4 y 9.3%, datos
no mostrados). La estabilidad en la excreciéon de MS fecal (CV entre 8.0y 12.4) e
indicador se vio reflejada en la constante concentracion fecal de cromo (Tabla 4). La
concentracion del elemento en las heces durante todo el periodo de colecta fue
0.39% y presentdé bajos CV, entre 7.6 y 10.2%. Jang et al. (2014) también
encontraron que la concentracion de cromo fecal se estabilizé luego de 5 d de
iniciado el consumo de Cr203. Con el ajuste en la metodologia de alojamiento se
logro llegar a 1.97 comidas/d y 1.86 defecaciones/d.

La variabilidad (CV) en la concentracién (%) de cromo en el alimento y las heces
aumento con el incremento en el periodo de colecta, en tanto que la variabilidad en
la excrecion fecal (g/d) del elemento y en su recuperacion (%) disminuyé conforme
se aumentaron los dias de muestreo. De acuerdo con los valores obtenidos en este
trabajo, nosotros recomendamos un periodo de muestreo de 6 dias minimo para

obtener una recuperacion superior al 85% y con una variabilidad inferior al 5%.

Digestibilidad aparente

En la ecuacion propuesta para calcular la digestibilidad por el Ml, la recuperacién del
indicador es un parametro determinante. Para igual concentracion de indicador y de
nutriente en el alimento y en las heces, la sobrevaloracion de la recuperaciéon
conduce a la subestimacién de la digestibilidad, toda vez que la concentracion real
del indicador en las heces (si éste se recuperara al 100%) también se subestima. En

Indicador consumido (%)

la medida en que el resultado de la relacion ( ) disminuya, mayor

Indicador en las heces (%)
es la digestibilidad del nutriente analizado. Este resultado disminuye en la medida en

qgue la recuperacion del indicador también disminuye, por lo cual asumir una
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recuperacion del 100% no estara informando adecuadamente el valor de
digestibilidad de las diferentes fracciones nutricionales. En el presente trabajo, el
valor de recuperacion especifico del periodo de colecta evaluado (MI3 a MI7) fue
utilizado para calcular la DA en los mismos intervalos de tiempo. Con base en este
criterio se observé que la DA de las diferentes fracciones (MS, PC, FC, EB) fue
mayor para MI3 y MI4 y menor desde MI5 (Tabla 5). Este comportamiento es
contrario al reportado por otros autores (Moughan et al., 1991; Mroz et al., 1996),

quienes observaron mayor DA con aumento en el nimero de dias de muestreo.

La utilizacion de Cr203 en la determinacién de DA fue reportada por primera vez por
Lloyd y McCay (1954), quienes encontraron que los coeficientes de digestibilidad
estimados por el Ml son similares a los obtenidos por la CT. En el Ml es fundamental
obtener una muestra representativa de heces y en este sentido se han evaluado
periodos de colecta entre 1 y 5 d consecutivos (Agudelo et al. 2010), e inclusive
hasta por 7 d (Clawson et al., 1955) en cerdos, con resultados satisfactorios a partir
de la combinacion de los 5 primeros d de muestreo y del periodo completo 7 d,
respectivamente, similar a lo observado en el presente estudio. Con base en los
resultados de la prueba t (Tabla 5), periodos de colecta menores a 5 d (MI3, MI4)
resultan en valores de DA que difieren estadisticamente (p<0.05) de los obtenidos
por CT. El presente estudio demostré que la DA obtenida por CT de heces puede
ser simplificada mediante la utilizacion del Cr.03 como indicador, con valores de
digestibilidad estadisticamente equivalentes (p>0.05) para los periodos MI5 a MI7,
similar a lo observado en otros estudios (Kavanagh et al., 2001; Carciofi et al., 2007).
Vasconcellos et al. (2007) trabajando con gatos, y Lébo et al. (2001) con perros,
encontraron valores de DMS semejantes entre CT y MI con colecta fecal de 7 d.
Carciofi et al., (2006) evaluaron la digestibilidad de diferente fuentes proteicas
utilizando el Ml a partir de una muestra de 4 d de colecta; si bien su objetivo no fue
hacer comparaciones con la CT, encontraron diferencias en digestibilidad acordes
con lo esperado. Con base en los resultados obtenidos, nosotros recomendamos el
MI siempre y cuando el periodo de muestreo tenga una duracion minima de 5 d,

previa adaptacién al marcador por 7 d, coincidiendo con la duracién de las pruebas
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de digestibilidad sugeridas por FEDIAF (2014), s6lo que en este caso se reduce la

labor asociada con la CT.

Llama la atencién los CV asociados con la DFC (Tabla 5). La variabilidad no puede
ser atribuida al método, toda vez que fue alta con CT y MI. Partiendo de la
regularidad en el consumo de MS y la excrecion fecal, que fue exactamente la
misma para calcular la DA de todos los nutrientes, la Unica explicacion a la
dispersion en la DFC recae sobre la variable concentracion de este componente en
las heces (CV entre 5.6 y 9.7%). Contrariamente, los CV para el calor de combustién
y la concentracion de PC en las heces solo variaron entre 1.3-1.7% y 3.9-6.3%,
respectivamente (datos no mostrados. En la Tabla 5 se observa que la variacion en
el valor medio es menor para la DEB, consistente con la menor variacién en el
andlisis de EB de las heces. El analisis de FC presenta limitantes asociadas con la
remocion de cantidades variables de hemicelulosa y lignina (Jung 1997), lo que
puede explicar la variacion en el analisis quimico de esta fraccién en las heces. Los
resultados del presente estudio llevan a proponer la utilizacion de otros métodos de
andlisis de fibra (fibra detergente neutra o fibra dietaria total) y evaluar su efecto
sobre la variacion en los valores de digestibilidad.

De acuerdo con Butts et al. (2006), la excrecién de nutrientes en heces puede variar
durante el dia e incluso entre dias tal como se encontré en este estudio. La
excrecion de MS, PC, EB y FC vari6 entre 8.0-12.4%, 9.0-13.3%, 8.6-12.5% y 8.0-
10.4%, respectivamente, entre los diferentes periodos de colecta evaluados datos no

mostrados.

Validacién del método del indicador

Algunos procedimientos estadisticos no son los mas adecuados para comparar
meétodos o evaluar si un método alternativo puede reproducir los resultados del
método estandar. La prueba t test pareada es un caso tipico que compara medias,
pero no permite evaluar la reproducibilidad o concordancia de los resultados (Lin,

1989). Por tal motivo, en el presente estudio se utilizaron otras metodologias que
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permitieron validar la utilizacion del Ml frente a la CT (CMEP, EPR, EPAM y CCC). El
CMEP esta constituido por tres componentes, SM, DMF y FCDE. Para todas las
fracciones nutricionales, el menor SM se asocié con menor CMEP para MI7 (Tabla
6). El SM es un indicador de la robustez de la prediccion, resultando en la minima
diferencia entre los valores medios de DA determinados por CT y MI, lo que se
puede observar en la Tabla 5. La DMF también es una caracteristica positiva para
reducir el CMEP, toda vez que hace referencia a la magnitud de la diferencia entre
las desviaciones estandar de las dos metodologias que se comparan, sin embargo,
en el presente estudio no fue tan determinante como el SM. En la Tabla 6 se puede
observar que la participacion porcentual del SM dentro de los tres componentes que
constituyen el CMEP es maximo 0.2% para MI7, en tanto que la DMF no representd
el menor porcentaje en este intervalo de evaluacion. Resulta de interés comprender
la magnitud del CMEP, y en este sentido, el EPR permite estimar el desvio
porcentual de los datos frente a la DA determinada por CT. De acuerdo con este
criterio de validacién, todos los periodos de muestreo evaluados (MI3 a MI7) realizan
una prediccién satisfactoria de la DA (EPR<10%), excepto para el caso de la DFC.
El EPAM, tomando como referente la DA obtenida por CT en cada una de las
unidades experimentales, también permitié valorar la dimensién del sesgo de la DA
determinada por el MI. De acuerdo con los valores obtenidos, la prediccion de la DA
realizada por el MI también fue satisfactoria en todos los periodos de colecta
evaluados. Nuevamente la pobre prediccién realizada por el Ml es patente para el
caso de la DFC (EPAM>10%). Con nutrientes de baja digestibilidad como la FC, los
criterios de bondad de ajuste indicaron que el Ml no realiza una prediccion
satisfactoria de la digestibilidad ni siquiera con una muestra fecal de 7 d.
Similarmente, Agudelo et al. (2010) observaron que las diferencias entre métodos
son mayores cuando se aplican para nutrientes de menor digestibilidad y

concentracion.

Si bien la prueba t de student no encontro diferencias estadisticas entre los valores
de DA obtenidos por CT y aquellos determinados por el Ml a partir de los 5 d de
colecta (Tabla 5), se destacan los menores CCC para MI5 (DMS, DEB, DPC) y MI6
(DFC) (Tabla 6). Bajos CCC estan indicando que la DA determinada con el pool de 5
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y 6 d de colecta no es intercambiable con los datos de DA obtenidos por CT. De
acuerdo con los resultados obtenidos, solamente el pool de 7 d de colecta presenta
una concordancia sustancial (entre 0.61 y 0.80) en la DA de todos los nutrientes,
excepto la MS, cuya concordancia fue moderada. En todos los casos, menores CCC
se correspondieron con menores CCP, Ultimos que se explican por baja relacion
lineal entre los valores de DA obtenidos por CT y MI (menor covarianza) o por
incremento en el producto de las desviaciones estandar de las metodologias
comparadas. Al comparar MI5 vs. MI7, el producto de las desviaciones estandar CT*
MI (SA; * SP;) fueron 0.47 vs. 0.36, 0.30 vs. 0.30 y 1.03 vs. 1.20 para DMS, DEB,
DPC, respectivamente. Las covarianzas fueron 0.06 vs. 0.19, 0.10 vs. 0.22 y 0.20 vs.
1.0, respectivamente. El aumento en la covarianza estd indicando que a grandes
valores de DA obtenida por CT corresponden grandes valores de DA obtenida por el
MI, lo que fue observado en mayor medida para MI7. En el caso de la DFC,
comparando MI6 vs. MI7, se tiene 25.72 vs. 22.01 (SA; *SP;) y 2.86 vs. 16.11

(covarianza) (datos no mostrados).

Conclusiones

El andlisis integral de los hallazgos del presente estudio (porcentaje de recuperacion
del indicador, igualdad de medias, EPR, EPAM y CCC) conducen a recomendar el
Ml en reemplazo del método tradicional de CT, siempre y cuando las muestras
fecales correspondan a 7 d de muestreo, superando los 5 d que sugiere la literatura
para pruebas de DA por CT. En futuros trabajos pueden evaluarse mayores
intervalos de colecta para observar en que medida los criterios de bondad de ajuste
(validacion del MI) se mejoran de forma sustancial, conservando el equilibrio entre
validez de los datos obtenidos y facilidad en los procedimientos conducentes a la
determinacién de la DA. De igual forma, deberan evaluarse otros métodos de
analisis de la fraccion fibrosa que generen menor dispersion en los valores de DA
obtenidos y con ello mayor bondad de ajuste respecto la metodologia tradicional de
CT.
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CAPITULO 3.

Este capitulo busca dar cumplimiento a los objetivos especificos 2 y 3 del trabajo de
tesis.

Digestibility and energy content of dog food with increasing fiber levels

Digestibilidad y contenido energético de alimentos con niveles crecientes de
fibra para perros

Juan C. Dugque-Saldarriaga’?, Zoot, MSc(c); Sandra L. Posada-Ochoa?, Zoot, Dr.Sc;
Jorge H. Agudelo-Truijillo?, Zoot, Dr.Sc; Luis M. Gbmez-Osorio'?, MVZ, MSc,
Dr.Sc(c).

1Grupo de Investigacion y Desarrollo Nutri-Solla, SOLLA S.A (Cédigo Postal 1272),
Itagti, Colombia.

2Grupo de Investigacion en Ciencias Agrarias (GRICA), Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad de Antioquia (Cédigo Postal 1226), Medellin, Colombia.

Resumen

El mercado de alimentos para perros viene registrando un crecimiento significativo,
el cual se refleja en un amplio portafolio de productos con diferentes valores
energéticos. Debido a que el alimento es la Unica fuente de energia para el animal,
su valor nutritivo esta en funcién de la densidad energética. Conocer la EM evita
cometer errores en el racionamiento del alimento que puedan afectar adversamente
la salud de los animales. Debido a la laboriosa determinacion del contenido real de
EM de los alimentos, se utilizan ecuaciones de prediccion que pueden no ser

precisas. Ecuaciones que asumen valores de energia y digestibilidad fijos para los
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nutrientes y otras que involucran la digestibilidad aparente de la energia,
estimandola desde el contenido de fibra cruda (FC). La fibra dietaria es uno de los
factores que mas influencia tiene en la densidad energética. Comercialmente, los
alimentos para perros tienen entre 1 y 8% de FC, por lo cual dificilmente se podrian
estimar correctamente sus valores de EM utilizando una misma ecuacion. El objetivo
fue determinar el efecto de la inclusion de niveles crecientes de fibra sobre la
digestibilidad aparente (DA) de los nutrientes y el contenido energético de alimentos
para perros. Adicionalmente, determinar la precision y exactitud de las ecuaciones
de prediccion de ED y EM disponibles en la literatura, en relacién con su valoracion
directa en jaula metabdlica en los tratamientos evaluados. El estudio se realiz6 en el
Centro de Investigaciones Caninas de la empresa Solla S.A. (Colombia), utilizando 8
machos Labrador Retriever cuya edad y peso promedio fue 1.6+0.1 afios y
31.8+5.2kg. Cada periodo experimental tuvo 5 d de adaptacién y 5 d de CT. Los
perros se alojaron en jaula metabdlica y tuvieron acceso a grama natural dos veces
por dia para facilitar la colecta fecal y de orina. indigo carmin (0.1% del alimento) fue
utilizado como marcador visual en heces. Los tratamientos consistieron en cuatro
alimentos con niveles crecientes de FC; 2, 4, 6 y 8% de la MS. La DA de la MS, EB,
PC, EE, FC, FDN, FDT, ELN y MI junto con ED y EM fueron determinadas. Se
observé que el incremento en los niveles de fibra no afecté en igual medida la
digestibilidad de todos los nutrientes. La DPC y la DEE registraron reducciones de
menor magnitud vs. los restantes nutrientes. Los resultados indican que la ED puede
predecirse con bastante precision desde el contenido de FC, FDN y FDT (R%=
>0.96). La prediccion de ED (kcal/kg) realizada por las ecuaciones propuestas por
Groner y Pfeffer (1997) y el NRC (2006) presentd un ajuste sustancial con los datos
observados. En relaciéon con la prediccion del contenido de EM del alimento, los
estimadores de sesgo evaluados le confieren un ajuste casi perfecto a la EM
estimada por el NRC (2006) respecto los valores observados, lo cual no sucedié con
las ecuaciones propuestas por Atwater (1902) y Atwater (1910). Se concluye que las
ecuaciones propuestas por el NRC (2006) realizaron un prediccion satisfactoria del
contenido de ED y EM.
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Palabras clave: Canino, energia metabolizable, fibra dietaria total, marcador,

celulosa.

Introduccién

Entre 2003 y 2013, el mercado de alimentos para perros tuvo un crecimiento del
22%, y se espera que para el 2017 se produzcan 23 millones de toneladas de
alimento a nivel mundial (Euromonitor, 2014). Es tal la diversidad de productos
(estandar, premium y superpremium) que, de acuerdo con el NRC (2006), la energia
metabolizable (EM) puede variar entre 2800 y 4050 kcal/kg.

Todos los procesos metabdlicos involucran transferencia y gasto de energia. Debido
a que el alimento es la Unica fuente de energia para el animal, su valor nutritivo esta
en funcion de la densidad energética. Esta caracteristica determina la cantidad de
alimento que se le debe suministrar diariamente al animal y la concentracion en que
otros nutrientes (minerales, vitaminas) deben estar presentes para cubrir sus
requerimientos. Conocer la EM evita cometer errores en el racionamiento del
alimento que puedan afectar adversamente la salud de los animales (Osorio-
Carmona et al., 2012), debido a que una sub o sobrestimacion puede conllevar a

una excesiva pérdida o ganancia de peso (Yamka et al., 2007).

Debido a la laboriosa determinacion del contenido real de EM de los alimentos, se
utilizan ecuaciones de prediccion que pueden no ser precisas. La mayoria de las
ecuaciones involucran el calor de combustién, la digestibilidad de los nutrientes y, en
algunos casos, una correccion por pérdidas de energia urinaria relacionadas con el
contenido de proteina. Métodos clasicos como Atwater (1902) y Atwater modificado
(1910) aun son utilizados a pesar de su posible imprecision, ya que asumen valores
de energia y digestibilidad fijos para los nutrientes, desconociendo que éstos pueden
variar de acuerdo con el tipo de ingredientes y las proporciones en las que se
encuentren en el alimento. No obstante, los factores de Atwater modificados

(Atwater, 1910) son mas coherentes con las dietas actuales y si bien son aceptados
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por AAFCO (2014) y FEDIAF (2014), sistematicamente pueden subestimar el
contenido de EM de los alimentos bajos en fibra y viceversa (Kienzle, 2002). Otras
ecuaciones de prediccion de la EM involucran la digestibilidad aparente de la
energia, estimandola desde el contenido de fibra cruda (FC) del alimento (NRC,
2006). Si bien existe una correlacion negativa entre la FC y la digestibilidad de la
materia organica (NRC, 2006; Kienzle et al. 1991), su impacto no es el mismo para
todos los alimentos y, dependera del tipo ingredientes fibrosos y las proporciones en
las que éstos se encuentren en el alimento (Castrillo et al., 2009). Adicionalmente, la
FC no es un buen predictor del contenido real de fibra de un alimento (Bartges y
Anderson, 1997). Van Soest (1973) indicé que la FC sélo cuantifica entre el 50 y el
80% de la celulosa, del 10 al 50% de la lignina y el 20% de la hemicelulosa. A pesar
de ello el método de andlisis de FC se continia empleando debido a su costo menor
y rapidez. Métodos mas precisos para determinar el contenido de fibra del alimento,
como fibra detergente neutra (FDN) (Van Soest; 1973) y fibra dietaria total (FDT)
(Prosky et al. 1985), podrian hacer una mejor estimacion del efecto de este nutriente

sobre la digestibilidad y la densidad energética.

Comercialmente, los alimentos para perros tienen entre 1 y 8% de FC, por lo cual
dificilmente se podrian estimar correctamente sus valores de EM utilizando una
misma ecuacion. El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la
inclusién de niveles crecientes de fibra sobre la digestibilidad aparente (DA) de los
nutrientes y el contenido energético de alimentos para perros. Adicionalmente,
determinar la precision y exactitud de las ecuaciones de prediccion de ED y EM
disponibles en la literatura, en relacion con su valoracién directa en jaula metabdlica

en los tratamientos evaluados.

Materiales y Métodos

Cuidado y salud animal.

Los procedimientos experimentales aplicados en el estudio fueron aprobados por el

Comité de Etica para la Experimentacion con Animales de la Universidad de
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Antioquia (Medellin, Colombia). Durante la ejecucion del trabajo, diariamente se
valoro temperatura corporal, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, coloracion

de la mucosa y llenado capilar en las encias.

Animales y condiciones de alojamiento.

El trabajo se realiz6 en el Centro de Investigaciones Caninas de la Empresa Solla
S.A., ubicado en el municipio de Rionegro (Antioquia, Colombia). La zona presenta
una temperatura promedio de 19.1+5.0°C, humedad relativa del 70.2+15.8% vy se
encuentra a 2125 m de altura sobre el nivel del mar, lo que permite clasificarla como
un bosque muy humedo montano bajo (bmh—MB) (Holdridge, 2000). Se utilizaron
ocho caninos, machos enteros, de raza Labrador Retriever, con peso corporal
promedio de 31.8 + 5.2 kg y edad media de 1.6 = 0.1 afos.

Dietas experimentales y tratamientos.

Los tratamientos consistieron de cuatro (4) alimentos extruidos con niveles
crecientes de FC, a saber, 2, 4, 6 y 8% de la materia seca. La Tabla 1 presenta la
composicién analizada del alimento basada en los siguientes protocolos de analisis:
materia seca (MS) (ICONTEC, 2000; NTC 4888), proteina cruda (PC) (ICONTEC,
1999; NTC 4657), extracto etéreo (EE) (ICONTEC, 2001; NTC 4969), material
inorganico (MI) (ICONTEC, 2007; NTC 4648), FC (AOAC, 1996; método 978.10),
FDN (AOAC, 2005; método 2002.04), fibra dietaria total (FDT) (AOAC, 2016; método
985.29) y energia bruta (EB) (ISO, 1998; método 9831). El extracto libre de
nitrogeno (ELN) se obtuvo mediante la ecuacion ELN=100-(PC+EE+MI+FC).

Consumo de materia seca y de nutrientes.

Los perros se alimentaron dos veces al dia (06:00 y 16:00 horas). La cantidad
suministrada fue 36.4% mayor a la requerida para satisfacer los requerimientos
diarios de energia metabolizable para el mantenimiento (EMm) (kcal*dia™?),
calculados a partir de la ecuacion: EMm (kcal*dia)= 130*PC%7® (NRC, 2006), donde

PC es el peso corporal del perro (kg; determinado el dia previo al inicio del periodo
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de coleccién). El aporte adicional de alimento tuvo por objetivo evitar la pérdida de
peso. El contenido de EM del alimento (kcal*kg?l) se estimdé a partir de la
concentracion de EB determinada en bomba calorimétrica (Model C5000, IKA®,
Germany) y de las ecuaciones propuestas por el NRC (2006), a saber,
[ED=EB*DEB/100; DEB=91.2-(1.43*%FC)] y [Eo=1.04*PC], donde ED, energia
digestible; DEB, digestibilidad de la EB; Eo, pérdida energética en orina; FC, fibra
cruda; PC, proteina cruda. La racion se ofreci6 por un periodo maximo de 20
minutos, pesando posteriormente las sobras. El consumo de MS y de nutrientes se
expresaron en gramos por dia (g/d) y en gramos por kilogramo de peso metabdlico
(g/kg PV 7). El agua de bebida se ofrecié ad libitum.

Tabla 1. Ingredientes y composicion analizada de las dietas experimentales.

Tratamientos

Ingredientes (%)

T1 T2 T3 T4
Maiz 53 47 41 36
Arroz 11 11 11 11
Proteina animalt 23 24 24 25
Aceite animal? 7 7 7 7
Aditivo fibroso?® 0.0 5.5 10.1 14.6
Palatabilizante 3 3 3 3
Pulpa de remolacha molida 2 2 2 2
Premezcla vitaminica-mineral® 1.2 1.2 1.3 1.3
Sal 0.5 0.3 0.3 0.3
Composicion quimica (%)°
MS 91.1 92.3 92.2 92.6
PC 22.9 22.2 22.3 22.0
EE 12.9 13.2 13.9 12.7
Mi 7.3 6.9 6.5 7.8
FC 2.2 3.9 6.2 7.7
FDN 11.9 17.1 19.4 24.0
FDT 12.3 17.5 19.8 24.2
ELN 54.7 53.8 51.1 49.8
EB (kcallkg) 4404 4407 4432 4445

1 Proteina animal: Mezcla de visceras de pollo, harina de carne bovina y harina de
pescado.

2 Aceite animal: Mezcla de aceite de pollo y aceite de pescado.

3 MS, 98%; PC, 3%; EE, 1%; cenizas, 2%; FC, 43%; FDN, 87.5%; FDT, 87%;

celulosa, 50.5%; hemicelulosa, 30.5%; lignina, 6.5%.
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4 Premezcla vitaminica-mineral. Contenido por kg de premezcla: vitamina A, 738.93
g; vitamina D3, 6.36 g; vitamina E, 80.74 Ul; vitamina K, 0.71 mg; tiamina, 7.14 mg;
riboflavina, 3.57 mg; acido pantoténico, 10.71 mg; niacina, 17.86 mg; piridoxina, 2.14
mg; biotina, 0.21 mg; cianocobalamina, 0.01 mg; acido félico, 0.94 mg; manganeso,
26.8 mg; hierro, 97 mg; cobre, 12.5 mg; cobalto, 3.12 mg; zinc, 138 mg; yodo, 2.05
mg; selenio, 0.25 mg.

5 MS, materia seca; PC, proteina cruda; EE, extracto etéreo; MI, cenizas; FC, fibra
cruda; FDN, fibra detergente neutra; FDT, fibra dietaria total; ELN, extracto libre de

nitrégeno; EB, energia bruta.

Colecta de heces y orina.

El experimento se condujo bajo un disefio experimental en cuadrado latino. Cada
periodo experimental tuvo diez (10) dias de duracion, cinco (5) dias de adaptacion y
cinco (5) dias de coleccion.

La adaptacion de los perros a las jaulas metabdlicas (JM) (0.7 de largo x 0.6 de alto
X 0.5 m de ancho) se realizé durante los seis meses que antecedieron la fase
experimental. Para tal efecto los animales se alojaron repetidamente por periodos no
superiores a cinco dias consecutivos. Durante esa etapa se observaron cambios de
comportamiento, pisoteo de la materia fecal, irregularidad en la defecacion,
disminucién del consumo y abstinencia urinaria. Esta situacion obligé a ajustar la
metodologia tradicional de colecta total (CT) de heces y orina en JM asi: dos veces
por dia (06:20 y 16:20 h), los perros se sacaron de las JM durante 30 minutos y se
llevaron a un lugar contiguo con piso en grama para estimular la defecacion. La CT
de heces se realizé con ayuda de bandeja plastica (50 cm largo x 30 cm de ancho)
ubicaba bajo el ano del animal.Con el fin de marcar el inicio y el final de la colecta
fecal se utiliz6 indigo carmin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) en la primera y
dltima racién (1 g*kg™? de alimento). Para la CT de orina se condujeron los animales
a sitios previamente orinados por otros perros machos para estimular la miccién. y
se utiliz6 bandeja plastica (50 cm largo x 30 cm de ancho x 15 cm profundidad) que

se ubico bajo el pene del animal. La cantidad resultante se vertié en un recipiente
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que contenia 50 ml H2SOa4 (1N), el cual estaba permanentemente ubicado debajo de
la JM en caso de registrarse miccion espontanea por fuera del horario definido para
la colecta. Diariamente, durante los cinco (5) dias de colecta, se registro el peso del
total de las heces y el peso y volumen de la orina producidas por cada perro. Para
tal efecto se empled bascula de 6 kg £ 0.1g y probeta graduada de 250 ml. Las
muestras se almacenaron debidamente identificadas a —20°C.

Analisis quimico de heces y orina.

Las muestras fecales se secaron en estufa de ventilacion forzada (55°C por 72 h;
Vilab, Medellin, Colombia) para determinar MS y luego se molieron a 1 mm (molino
Thomas-Wiley; Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, PA, USA) para su analisis
quimico. Alicuotas proporcionales a la excrecién diaria se mezclaron para obtener
muestras compuesta por animal, en las cuales se determin6 MS, PC, EE, MI, FC,
FDN, FDT y EB. EI ELN se obtuvo por diferencia. En la muestra compuesta de orina,
obtenida de la mezcla de alicuotas proporcionales a la excrecion diariamente
registrada, se determindé MS, PC y EB. Los protocolos de andlisis fueron
previamente descritos (ver dietas experimentales y tratamientos). Para la
determinacién de EB en la orina se emplearon bolsas plasticas (IKA® Werke C12)
previamente pesadas, sobre las cuales se pipetedé 30 ml de orina, registrando el
peso de la bolsa mas la orina. Las muestras se secaron (55°C por 72 h) en horno de
ventilacion forzada y posteriormente se pesaron y quemaron en la bomba
calorimétrica. La EB de la bolsa vacia (cal/g), establecida mediante la combustion
individual de cinco bolsas, se desconté del valor de EB de las muestras

experimentales.

Determinacién de la digestibilidad aparente, balance energético y densidad

energética del alimento.

La digestibilidad aparente (DA) de la MS (DMS), EB (DEB), PC (DPC), EE (DEE),
FC (DFC), FDN (DFDN), FDT (DFDT), ELN (ELN) y MI (DMI) se determiné a partir
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Nutriente consumido (g) - Nutriente en las heces (g)

de la ecuacion: DA (%) = ( )* 100 (L6bo et

Nutriente consumido (g)

al., 2001).

El consumo de ED (CED) de cada animal se obtuvo por la diferencia entre el
consumo de EB (CEB) y las pérdidas de energia a través de las heces (Er). El
consumo de EM (CEM) se determiné por la diferencia entre el CED y las pérdidas
energéticas a través de la orina (Eo).

La densidad energética del alimento, en términos de ED y EM, expresada en kcal/kg
de MS, se obtuvo de dividir el CED y el CEM entre el consumo de MS,
respectivamente. La digestibilidad (DE) y la metabolicidad (q) de la energia se

obtuvieron de la relacion ED/EB y EM/EB (expresadas en kcal/kg), respectivamente.

Densidad energética predicha.

Los valores de densidad energética de los cuatro alimentos (tratamientos) fueron
predichos a partir de las ecuaciones que se describen a continuacién. Los valores

obtenidos fueron contrastados con los valores observados.

EDpredicha (kcal/kg) = EB * DEByeqicha DEBpredicha (%) =
(((91.2) — (1.43 x %FC en materia seca))/100) (NRC, 2006)

EDpreqicna(kcal/kg) = ((4.92 PC) + (9.25 EE) + (3.73 ELN) — (10.73 FC))  (Groner vy
Pfeffer, 1997)

EDpredicha (kcal/kg) = ((5.11 PC) + (8.94 EE) + (3.49 ELN) — (2.87 CF)) (Kienzle,
1998b)

EMpredicha(kcal/kg) = ((4 x gPC) + (9 = gEE) + (4 x gELN)) (Atwater, 1902)
EMpredicha(kcal/kg) = ((3.5 * gPC) + (8.5 = gEE) + (3.5 » gELN) ) (Atwater, 1910)

EMpredicha(kcal/kg) = ((EDpredicha) - (1-04 * gPC)) (NRC; 2006)

Analisis de la informacion.

Efecto del tratamiento sobre el consumo, la digestibilidad y el balance energético.

Las variables de consumo, digestibilidad y balance energético se analizaron bajo un
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disefio en cuadrado latino de acuerdo con el siguiente modelo: Y, = u + 7, + a; +

B + B(x) + Zf:f‘*"” Cy, + &xj), donde: Yik, variable respuesta; y, efecto promedio
del experimento; 1k, efecto promedio del k-ésimo tratamiento (k=t1, t2, t3 y t4); ai,
efecto de la i-ésima unidad experimental (i=perro 1, 2, 3,...8); Bj, efecto del j-ésimo

periodo (j=1, 2, 3 y 4); B(x), efecto del peso inicial de los animales utilizado como

covariable; Zf:l(""l) Cy,, efecto de arrastre y, €k, error experimental. Se cumplieron
los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los residuales (Ceron-Muiioz et
al., 2013).

La comparacion de medias se realizO mediante la prueba de Tukey a un nivel de
significancia del 5%. Se consider6 que los tratamientos tendieron a ser

estadisticamente diferentes cuando los valores-p fluctuaron entre 0.05y 0.1.

Ecuaciones de regresion. Finalmente, se realizaron andlisis de regresion que
relacionaron la densidad energética de los alimentos (y) (ED) con su contenido de
fibora (x) (FC, FDN, FDT), de acuerdo con el modelo: Y; = B, + B:X;; donde Yi,
variable dependiente representada por los valores de densidad energética
observada, Bo y i, intercepto y pendiente, respectivamente (GOomez, 2007).
Igualmente, se realizaron ecuaciones de regresién que relacionaron el contenido de
fibora de los alimentos a partir de diferentes protocolos de andlisis de este

componente nutricional.

Comparacion de los valores observados con los predichos. Los valores de densidad
energética observados se compararon con los predichos mediante la determinacion
del error de prediccion relativo (EPR) y del coeficiente de correlacion de
concordancia (CCC). El EPR correspondi6 a la relacion entre la raiz cuadrada del
cuadrado medio del error de prediccion (CMEP) y la media de los valores de
densidad energética observados. Un EPR inferior al 10% indica una prediccion
satisfactoria; entre 10-20%, prediccion aceptable y, mayor a 20%, prediccion baja
(Fuentes et al., 1996; Baudracco et al. 2013). El CCC evalud la intercambiabilidad
entre los valozres de densidad energética observados y predichos (Lin, 1989) a
partir de la ecuacion CCC = CCP x Cb, donde CCP es el coeficiente de correlacion de

Pearson (relacion lineal entre los valores observados y predichos) y Cb es el factor
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de correccion de sesgo, el cual refleja exactitud (hasta qué punto la linea de
regresion empezando desde el origen se ajusta a 45°). Un CCC menor a 0.20 se
considera bajo, entre 0.21-0.40, justo; entre 0.41-0.60, moderado; entre 0.61-0.80,

sustancial y, entre 0.81-1.00, casi perfecto (Baudracco et al., 2013).

Resultados

Peso corporal y estado de salud de los animales.

El peso corporal y las variables fisiolégicas valoradas en los perros se presentan en
la Tabla 2. Los valores estuvieron dentro del rango de referencia.

Tabla 2. Peso corporal y variables fisiologicas de las unidades experimentales.

Variable MediatDE! Valor de referencia
Peso inicial (kg) 31.8+5.2 29.5-36.4*
Peso final (kg) 32.0+4.8
Temperatura corporal (°C) 38.3+0.5 38.0-39.0*
Frecuencia cardiaca (latidos/minuto) 94.7+10.5 70-120*
Frecuencia respiratoria 22.2+3.2 15-30*

(respiraciones/minuto)
Coloracion de la mucosa? 1 Rosada*

Llenado capilar (segundos) 1.2+0.4 1-3*

*AKC (1994); *Buritica et al., 2009
!DE = Desviacién estandar
2Valorados en escala de 1 a 5, donde 1, rosada; 2, palida; 3, congestiva, 4, ictérica;

5, ciandtica.

Consumo de materia seca y de nutrientes.

El consumo de MS y de nutrientes se presenta en la Tabla 3. El coeficiente de
variacion (CV) fluctuo entre 4.1 y 11.8%. Respecto T1, la cantidad de MS ofertada
(g/d) en T2, T3y T4 fue 1.7, 4.5 y 8.8% superior, respectivamente. En esos tres
tratamientos, el CMS (g/d) fue inferior a la cantidad suministrada, razén por la cual

no se presentaron diferencias entre tratamientos (p>0.05), si bien T4 tendié a ser
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diferente de T2 y T3 (p<0.1). El consumo de fibra (FC, FDN, FDT) en sus diferentes

expresiones (g/d, g/kg PV°7") presentd diferencia estadistica entre tratamientos

(p<0.05). Los consumos aumentaron conforme se incremento el contenido de fibra

en los alimentos.

Tabla 3. Consumo de materia seca y de nutrientes en los diferentes tratamientos

experimentales

Variable! Media+DE"
T1 T2 T3 T4

MS ofrecida, g/d 701.9£30.1 ¢ 713.6£159bc 733.3x315b 763.6+34.6 a
CMS, g/d 701.9+30.1a 689.4+52.1 a* 689.5t75.6a" 744.0+35.6 a**
CMS, g/kg PVO7> 55.2+2.3 a 49.4+3.7 a 53.8+6.3 a 55.2+2.8 a
CPC, g/d 161.0+6.9 a 153.0+11.6 a 154.0+16.9 a 163.8+7.8 a
CPC, g/ kg PV%7 12.6£0.5a 11.0+0.8 a 12.0t14 a 12.2+0.6 a
CEE, g/d 90.6£3.9 b 90.746.9 b 96.0+10.5 a 94.1+4.5 ab
CEE, g/ kg PV07 7.1+0.3 a 6.5£0.5 a 7.5£0.9 a 7.0£0.4 a
CFC, g/d 15.5£0.7d 27.0£2.0c 42.914.7 b 57.2+2.7 a
CFC, g/ kg PVO-75 1.2+0.0d 1.9+0.1c 3.3x0.4 b 4.2+0.2 a
CFDN, g/d 83.5+3.6 d 117.948.9 c 133.8t14.7 b 178.61£8.6 a
CFDN, g/ kg PV9-75 6.6£0.3 d 8.4+0.6 c 10.4£1.2 b 13.3+%0.7 a
CFDT, g/d 86.5+3.7 d 120.319.1 ¢ 136.5£15.0 b 179.9+8.6 a
CFDT, g/ kg PVO-75 6.8+0.3 d 8.6£0.6 c 10.6£1.3 b 13.4+0.7 a
CwMI, g/d 51.2+2.2 b 47.6+3.6 bc 44849 c 58.0+2.8 a
CMI, g/ kg PVO7® 4.0+0.2 a 3.410.3 a 3.5+0.4 a 4.3+0.2 a
CELN, g/d 383.9t16.5a 370.9+28.0a 352.3+38.7 a 370.5£17.7 a
CELN, g/ kg PVO0-75 30.2+1.2 a 26.6x2.0 a 27.513.2 a 27.5x1.4 a

1 CMS, consumo de materia seca; CPC, consumo de proteina cruda; CEE, consumo

de extracto etéreo; CFC, consumo de fibra cruda; CFDN, consumo de fibra

detergente neutro; CFDT, consumo de fibra dietaria total; CMI, consumo de material

inorganico; CELN, consumo de extracto libre de nitrégeno.

2DE= Desviacion estandar
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a, b cyd | etras diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativas
(p<0.05).

“* Igual signo en la misma fila indica tendencia a presentar diferencia estadistica
(p<0.1).

Digestibilidad aparente de los nutrientes.

Los valores de DA de la MS y los nutrientes se muestran en la Tabla 4, mostrando
un comportamiento decreciente conforme aumenta el nivel de fibra en el alimento.
En todas las fracciones analizadas se registré diferencia entre tratamientos (p<0.05).
La prueba de comparacion de medias mostré las mismas diferencias cuando se
analiz6 DFC y DFDN, no obstante, la magnitud de las diferencias fue mayor para la
DFC. La DFDT no tuvo diferencias entre T1 y T2, ni entre T3 y T4. Los CV de los
valores promedios de DA estuvieron entre 0.3 y 13.4%, con excepcion de la DFC,

cuyos CV oscilaron entre 15.2 y 60.1%.

Tabla 4. Digestibilidad aparente de la materia seca y los nutrientes en los diferentes

tratamientos experimentales.

Media+DE?
Variable (%)*
T1 T2 T3 T4

DMS 86.6+0.3 a 82.310.6 b 79.9+0.9 c 75.2£0.3 d
DPC 86.0+0.6 a 85.1+0.7 ab 85.1+1.0 ab 84.9+t0.9b
DEE 97.5+0.3 a* 96.9+0.4 ab* 96.8+0.4 bc* 96.1+1.0 c*
DFC 29.4+7.9 a 19.8+3.0b 11.2+6.7 c* 5.7+2.2 c*
DFDN 63.9+1.7 a 50.7£3.0b 4341441 c 41.3+2.8 ¢
DFDT 55.8+3.8 a 52.9+3.2 a 38.4t4.1 b 36.8t4.5b
DMI 35.9+3.6 a 30.5¢4.1 b 31.3+3.8b 24.8+¥29c
DELN 91.1+0.4 a 85.4+0.9 b 83.8+0.9c 79.5+£0.8 d

IDMS, digestibilidad de la materia seca; DPC, digestibilidad de la proteina cruda;
DEE, digestibilidad del extracto etéreo; DFC, digestibilidad de la fibra cruda; DFDN,
digestibilidad de la fibra detergente neutra; DFDT, digestibilidad de la fibra dietaria
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total; DMI, digestibilidad del material inorganico; DELN, digestibilidad del extracto
libre de nitrégeno.

2 DE= Desviacién estandar

a b cyd | etras diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativas
(p<0.05).

“* Igual signo en la misma fila indica tendencia a presentar diferencia estadistica
(p<0.1).

Balance energético.

El balance energético asociada con cada uno de los tratamientos se muestra en la
Tabla 5. El consumo de EB solo presento diferencias entre T2 y T4, a favor de este
altimo tratamiento. El consumo de ED y EM fue superior para T1 vs. T3 y T4. La
digestibilidad (ED/EB), metabolicidad (EM/EB) y densidad energética de los
alimentos difiri6 entre todos los tratamientos (p<0.05), disminuyendo conforme
aumento el contenido de fibra Los CV de las variables en estudio fluctué entre 0.3 y

11.3%, con excepcién de la EBo, cuyos CV oscilaron entre 20.9 y 48.6%.

Tabla 5. Balance de energia en los diferentes tratamientos experimentales.

Variable! Media+DE?

T1 T2 T3 T4

Energia bruta (EB)

Consumo, kcal/d 3091.0+132.5 ab 3038.4+229.7 b 3055.9+335.2 ab* 3307.3+158.4 a*

Energia digestible (ED)

EBf, kcal/d 352.5+21.3a 503.9+38.7b 616.2+69.5c 782.9+29.0d

Consumo, kcal/d 2738.4+113.3 a* 2534.5+198.7 ab* 2439.7£274.3 b 2524.3£132.0b

ED/EB (%) 88.6+0.2 a 83.4+0.5b 79.8+0.6 c 76.3+0.5d
ED, kcal/kg 3902.0+10.1 a 3675.7+20.6 b 3536.9+27.4 ¢ 3392.2+20.4d

Energia metabolizable (EM)

EBo, kcal/d 83.4+29.9 a 81.2+31.7 a 99.4+20.8 a 76.2+37.0 a
Consumo, kcal/d 2655.1+106.5 a* 2453.3+£189.7 ab* 2340.3+264.0 b 2448.1+151.9b

EM/EB (q, %) 85.9+0.8 a 80.7+1.0 b 76.6+0.7 C 74.0£1.4 d
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EM/ED (%) 97.0t1.1a 96.8+1.2 a 95.9+0.6 a 97.0+1.5a
EM, kcal/kg 3783.2+36.0 a 3557.7+46.2 b 3392.8+30.1 ¢ 3289.0+£60.3 d

1 EBo, energia bruta de la orina; g, metabolicidad.

2 DE= Desviacion estandar

a b cyd | etras diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativas
(p<0.05).

“* Igual signo en la misma fila indica tendencia a presentar diferencia estadistica
(p<0.1).

Las ecuaciones de regresion que relacionan el contenido de fibra de los alimentos
(x) con su contenido de ED (y) se presentan en la Figura 1. Las ecuaciones

obtenidas presentan un elevado coeficiente de determinacion (R?), superior al 96%.

La relacion lineal entre las diferentes formas de analizar el contenido de fibra de los
alimentos (FC, FDN y FDT, valores expresados en porcentaje) se muestra en la
Figura 2. Las ecuaciones obtenidas presentan coeficientes de determinacion (R?)

superiores al 95%.

Valores de densidad energética observados y predichos

En la Tabla 6 se presentan los estimadores de sesgo entre los valores de densidad
energética observados y los predichos a partir de las ecuaciones empiricas
propuestas por la literatura. De acuerdo con el CCC, las mejores ecuaciones para
predecir la ED fueron las propuestas por Groner y Pfeffer (1997) y el NRC (2006).
Con excepcion de la ecuacién de Atwater (1902) para determinar EM, todas las
ecuaciones obtuvieron valores de EPR (%) menores al 10%. Los mayores valores
para el CCC y el Cb se observaron para la ecuacién del NRC (2006), valores
intermedios para la ecuacion de Atwater (1910) y los menores para la ecuacién de
Atwater (1902).
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Figura 1. Relacion lineal entre el contenido de fibra del alimento (FC, FDN y FDT,

expresado en porcentaje) y su densidad energética (ED, kcal/kg).
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Figura 2. Relacion lineal entre las diferentes formas de analizar el contenido de fibra

de los alimentos (FC, FDN y FDT, valores expresados en porcentaje).
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Tabla 6. Estimadores de sesgo entre la densidad energética observada y la predicha

Ecuaciones de prediccion

L . Energia metabolizable
Energia digestible (kcal/kg)

kcal/k
Est?! ( 9
Gronery .
Kienzle Atwater Atwater NRC
Pfeffer NRC (2006)
1998b) (1902) (1910) (2006)
(1997)
EPR (%) 4.18 5.68 3.19 15.01 453 2.56
CCcC 0.83 0.54 0.77 0.09 0.48 0.88
CCP 0.97 0.92 0.96 0.80 0.80 0.97
Cb 0.86 0.59 0.80 0.11 0.61 0.91

lEstimador: EPR, Error de prediccién relativo; CCC, Coeficiente de correlacion de
concordancia; CCP, Coeficiente de correlaciéon de Pearson; factor de correccion de

sesgo.

Discusioén

Composicion de los tratamientos experimentales

En la Tabla 1 se observa que el contenido de FC de los tratamientos se aproxima a
los valores objeto de estudio, a saber, 2, 4, 6 y 8% para T1, T2, T3 y T4,
respectivamente. Igualmente se aprecia que el método de FC subestima el
contenido de fibra del alimentos entre 68 y 82%, en comparacion con la FDT.
Hervera et al. (2007) y Bartges y Anderson (1997) demostraron que la FC cuantifica
solo un 20% de la fibra total. La FDN de los alimentos fue en promedio 2.1 % inferior
a los valores de FDT, lo cual se explica por la capacidad del método de FDT para
determinar componentes fibrosos solubles tales como gomas y mucilagos, lo que no
es posible con la determinacién de FDN (Prosky et al., 1985). El aditivo utilizado
para aumentar la concentracion de fibra en el alimento fundamentalmente consiste
de fibra insoluble (celulosa, hemicelulosa) (Tabla 1), por lo cual se confirma que
siempre que el contenido de fibra soluble en el alimento sea bajo, la FDN puede ser

un buen predictor de las fibra dietaria.
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Peso corporal y estado de salud de los animales.

El peso corporal de los animales estuvo dentro del rango propuesto para la raza
(AKC, 1994). Igualmente, el peso al finalizar el experimento fue ligeramente superior
al peso inicial (Tabla 2), indicando que la oferta de MS durante la realizacién del
estudio fue adecuada y no origin6 movilizacion de reservas corporales (balance
positivo de energia). La oferta de alimento fue 36.4% superior a la recomendada por
el NRC (2006) para suplir los requerimientos de EMm y auln asi sélo se obtuvo una
ganancia de 5 g/animal/diaria. Este margen de seguridad en la oferta de alimento
resulta importante teniendo presente que los animales durante la realizacion de
experimentos pueden registrar un mayor nivel de alerta y actividad, producto de su
manipulacion, y en esa medida sus requerimientos de energia pueden aumentar
(Sabchuk, et al., 2012). Adicionalmente, los niveles crecientes de fibra, pueden
comprometer el CMS, la DMS vy, en ultima instancia, el contenido de EM del
alimento, como se evidencié en este experimento (Tablas 3, 4 y 5), por lo que
ajustarse completamente a la recomendacion del NRC (2006) hubiese
comprometido la conservacién del peso corporal. Cuando el peso corporal se
empledé como covariable en el modelo estadistico, su efecto no fue significativo, lo
gue confirmd la homogeneidad de esta caracteristica en las que las unidades

experimentales.

Consumo de materia seca y de nutrientes.

El mayor contenido de fibra en el alimento disminuyd la concentraciéon de EM
(kcal/lkg) (Tabla 5), por lo cual la oferta de MS necesaria para cubrir las demandas
energéticas de mantenimiento de los perros se hace mayor (Tabla 2). No obstante,
el mayor contenido de fibra igualmente impone unas limitantes fisicas al consumo,
relacionadas con mayor distension del tracto gastrointestinal y sensacion de
saciedad (Bosch et al., 2009). Esto se puede observar en la Tabla 2, donde se
registraron diferencias estadisticas en la MS ofrecida (p<0.05), pero no en la MS
consumida (p>0.05), indicando que el CMS no aumenté en proporcion directa con la
cantidad suministrada. Los CMS en T2, T3 y T4 representaron el 94-97% de lo

ofertado, mientras que en T1 no se registraron rechazos. Otra plausible explicacion a
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la reduccion en el CMS conforme aumenta el contenido de fibra del alimento se basa
en la fermentacion de este nutriente en el colon. De acuerdo con Pappas et al.
(1986), la fermentacion incrementa la produccion de acidos grasos de cadena corta,
los cuales a su vez son estimuladores del péptido YY, una hormona que disminuye
el vaciamiento gastrico, generando sensacién de saciedad. Jewell et al. (1995) y
Dobenecker et al. (1998) observaron disminucion en la ingesta de MS en perros
alimentados con dietas alta en fibra, diferencias que atribuyeron a la menor
palatabilidad. Los resultados de CMS de este estudio pueden ser consistentes con

esta hipotesis.

Al efecto de distension originado por la fibra, debe sumarse la necesidad de los
perros por consumir la cantidad de alimento necesaria para suplir sus demandas de
energia. En la Tabla 3 se observa que el consumo de FC, FDN, FDT (expresada en
g/d y en g/ kg PV%7) aumenté hasta el punto en que los factores fisicos lo
permitieron, sin que se lograra un similar consumo de EM en todos los tratamientos
(Tabla 5). EI CMS para T1, T2, T3y T4 fue 36.5, 36.4, 36.4 y 36.4% mayor que el
estimado desde el NRC (2006) para cubrir los requerimientos de EMnm,
respectivamente.

Las diferencias estadisticas registradas en el CEE y CMI obedecen a diferencias en

la concentracion de estos nutrientes en los alimentos (Tabla 1).

Digestibilidad aparente de los nutrientes.

En todos los casos se verifica el efecto deletéreo de la fibra sobre la digestibilidad de
la MS y de los nutrientes, especialmente en T3y T4 (Tabla 4). Esto concuerda con la
descripcion de varios autores, quienes afirman que la fibra dietética puede reducir la
digestibilidad de la dieta en muchas especies (Drochner, 1984; Schulze, 1987),
incluyendo perros (Riklin y Meyer, 1975) y gatos (Kienzle et al., 1991). Fahey et al.
(1990) comparando dietas basadas en carne, con y sin inclusion de 12.8% de
salvado de trigo, observaron disminucion en la DMS (87.6 vs 83.1%). Earle et al.
(1998) encontraron que la DMS y de la DEB se correlacioné negativamente con el

incremento en el nivel de celulosa en la dieta (CCP=-0.88).

104



105

En el presente estudio se observa que el incremento en los niveles de fibra no afecto
en igual medida la digestibilidad de todos los nutrientes. La DPC y la DEE
registraron reducciones de menor magnitud vs. los restantes nutrientes (Tabla 4).
Kienzle et al. (2001) encontraron que la DEE en dietas altas en EE (>30%) no se
afecté con niveles de 20% de FC, producto de la inclusion de celulosa, lo que si
observaron para dietas con menor nivel de EE (entre 12 y 16.5%), donde la DEE
disminuy6 1.3% (95.1 vs. 93.8%), diferencia similar a la registrada en el presente
estudio (1.4%). Sunvold et al. (1995) encontraron que la DEE se afectdé méas por la
presencia de fibra fermentable que por otros tipos de fibra. Esto también puede
soportar el menor efecto del nivel creciente de fibra sobre la DEE en este trabajo,
por tratarse de aumentos basados en la adicion de un aditivo fundamentalmente
compuesto por fibra insoluble. Con respecto a la PC, diferentes autores (Meyer et
al., 1989; Kienzle, 1993; Kienzle, 1994) han reportado disminucibn en su
digestibilidad cuando las dietas son altas en fibra. Posiblemente, como lo explica
Howard et al. (2000), una parte de la fibra puede fermentarse en el colon
aumentando la poblacién microbiana y con ello la excrecion enddégena de nitrégeno,
con lo cual la DPC sera menor. Similar a lo observado en el presente estudio,
Kienzle et al. (1991) encontraron que la DPC no se afectdé en gran medida con la

inclusion de celulosa como fuente de fibra.

La digestibilidad de la fibra disminuy6 conforme se aumento el nivel de inclusion de
la misma. La magnitud de la reduccion vari6 en funciébn del método de
determinacidén. La reduccion porcentual en T4 vs. T1 fue del 95.2, 25.4 y 34.1% para
la DFC, DFDN y DFDT, respectivamente (Tabla 4). Fahey et al. (1990) reportaron
una disminucién porcentual en la DFDN similar a la registrada en el presente trabajo
(27.3%), si bien sélo aumentaron el nivel de FC de 0.7 a 2.4% FC a partir de la
inclusion de salvado de trigo (la DFDN fue 57.2 y 41.6%, respectivamente).
Kawauchi et al. (2011) encontraron que la DFDT disminuy0 desde 35.2% hasta
19.0% en dietas con 7.6 y 12.7% de fibra dietaria, variando la inclusion de gluten de
maiz. La reduccion en la DFDT fue mayor (46.0%) aun con niveles de FDT inferiores

a los del presente trabajo. Como lo demuestran los resultados del presente estudio y
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la literatura previamente referenciada, la fibra es un nutriente de baja digestibilidad
(Kienzle et al., 2006), no obstante, la magnitud en la reduccion de la digestibilidad
cuando se aumenta su participacion en la dieta parece depender del nivel y de la
fuente de fibra utilizada. La reduccion en la digestibilidad de la fibra se muestra
inferior a la observada en los trabajos de Fahey et al. (1990) y Kawauchi et al.
(2011), lo cual puede obedecer a que el aditivo empleado tiene una elevada
participacion de celulosa y hemicelulosa (81%), con una minima participacion de
lignina (6.5%). Los valores de DMI, si bien también disminuyeron con la participacion
de fibra en la dieta (Tabla 4), deben examinarse cuidadosamente, toda vez que las
heces representan la principal via para la excrecién de algunos minerales (ej. calcio)
(McDowell, 2003).

Balance energético.

La reduccién en la DEB (relacion ED/EB) (Tabla 5), resultante de niveles crecientes
de fibra, concuerda con las observaciones de Kawauchi et al. (2011), quienes
encontraron que la DEB disminuyé de 90.8 a 81.3% en dietas con 7.6 y 16.5% fibra
dietaria. Los valores de ED dependen de la DEB vy, por lo tanto, las diferencias
estadisticas entre tratamientos son las mismas para las dos variables. La pérdida de
EB en la orina no fue afectada por el nivel de fibra de la dieta (Tabla 5), lo cual indica
que el efecto de este nutriente es a nivel digestivo. Esto se confirma desde la
relacion EM/ED, que igualmente no registré diferencia estadistica entre tratamientos.
Las pérdidas en la orina fluctuaron entre 2.1y 2.8% de la ED consumida. Sin efecto
del tratamiento sobre la pérdida de energia en la orina, las diferencias en la
metabolicidad obedecen a diferencias en la DEB vy, las diferencias en EM se
corresponden con las diferencias en ED. Cuando se compara T1l y T4, la
concentracion de EM disminuy6 494 kcal/kg. Fortes et al. (2010) encontraron una

reduccion de 524 kcal/kg evaluando dietas con 11.9 vs 19.1% de fibra dietaria.

El efecto de la fibra sobre el contenido de ED del alimento y por tanto, sobre su
aporte de EM, puede verificarse en las ecuaciones de regresion que se presentan en

la figura 1. Similar a lo reportado por Kienzle et al. (1998a) y Kienzle et al. (2006), los
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resultados del presente estudio indican que la ED puede predecirse con bastante
precisiéon desde el contenido de FC (R?= 0.97), FDN y FDT (R?= >0.98). Las
pendientes de regresion, no obstante, dependen del método de determinacién de
fibra, dado que en comparacién con la FDT, los contenidos de FC en los alimento
fueron sistematicamente inferiores. Mientras que las ecuaciones de regresion
involucrando FDN y FDT presentan pendientes similares, este parametro resulté de
mayor magnitud cuando la ecuacion se construyé con base en el reporte de FC.
Esto coincide con los resultados de la Tabla 4, donde la DFC fue mas afectada por

los tratamientos que la DFDN y la DFDT.

Earle et al. (1998) y Kienzle et al. (1998a) encontraron superioridad al utilizar la FDT,
la fibra insoluble (FI), la fibra detergente acido (FDA) o la celulosa, en lugar de FC,
como variables independientes para estimar la densidad energética. Kienzle et al.
(1998b) encontraron un mejor ajuste entre los valores observados y calculados de
ED cuando éstos se estimaron a partir FDT respecto la FC (r = -0,98 vs. -0,94). Los
autores sefialaron que el mejor ajuste con FDT puede haber sido explicado en parte
a una mayor uniformidad de la base de datos utilizada para establecer la ecuacion.
Estudios méas recientes (Kienzle et al., 2006) también sugieren resultados mas
precisos utilizando FDT en lugar de FC (r = -0.94 vs. -0.87, respectivamente). A
diferencia de estos resultados, otros trabajos no han encontrado ventajas en utilizar
la FDT. Fahey et al. (1990) evaluando niveles crecientes de pulpa de remolacha
(fibra soluble), a saber, 0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 y 12.5% de la MS, equivalentes a 1.1,
1.65, 1.85, 2.60, 3.05 y 3.5% de FC, no encontraron diferencias de EM (kcal/d) entre
los tratamientos, y cuando los resultados se expresaron en kcal/g de MS consumida
0 como porcentaje de la EB consumida los cambios fueron sutiles, la ED disminuyé
3.3 y 4.8%, respectivamente, y la EM disminuy6 3.8 y 6.2%, respectivamente. La
explicacion puede estar asociada a que la fermentacion en el colon no contribuye
sustancialmente con el suministro de energia a los perros. Igualmente, Kienzle
(2002) no encontro diferencias entre la precision de la prediccion de EM cuando se
utilizé FDT en comparacién con la FC. Los resultados del presente trabajo son
consistentes con los anteriores hallazgos. La figura 1 muestra elevados R? cuando

se predice la ED desde el contenido de fibra de los alimentos, con independencia del
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tipo de andlisis de fibra utilizado. La figura 2 muestra que el contenido de FC de los
alimentos presenté una estrecha relacion lineal (R>> 95%) con su contenido de fibra
expresado en términos de FDN y FDT. Esto posiblemente obedezca a la fuente de
fibra empleada, que fue fundamentalmente de naturaleza insoluble. Si la fuente de
fibra empleada hubiese tenido un mayor componente soluble y fermentable, los
resultados podrian ser diferentes. En primer lugar, porque la FDT, a diferencia de la
FC y la FDN, retiene todos los componentes de la pared celular, esto es, la fibra
soluble e insoluble (Jung, 1997); en segundo lugar, por la posibilidad de
fermentacién de la fibra en el tracto posterior. En el trabajo de Muir et al. (1996), la
inclusién de pectina (fibra soluble) en dietas para perros disminuy6 la digestibilidad
de nutrientes en el ileon distal, pero tuvo poco efecto sobre digestibilidad en el tracto
total, mientras que la incorporacion de celulosa resulté en inferiores valores de

digestibilidad en el tracto total debido a su resistencia a la fermentacién microbiana.

Valores de densidad energética observados y predichos

La prediccion de ED (kcal/kg) realizada por las ecuaciones propuestas por Gréner y
Pfeffer (1997) y el NRC (2006) presentd un ajuste sustancial con los datos
observados, no obstante, la aplicacién de la primera, en nuestro concepto, es de
menor utilidad practica al solicitar un mayor nimero de pardmetros. La ecuacion
propuesta por Kienzle (1998b) sobrestimé el valor de ED en todos los tratamientos
(3965, 3899, 3805, 3605 kcallkg para T1, T2, T3 y T4, respectivamente), por lo cual
presenté un CCC de 0.54, que hace referencia a un ajuste moderado.

En relacion con la prediccion del contenido de EM del alimento (kcal/kg), el EPR
indic6 que todas las ecuaciones propuestas realizaron una prediccion satisfactoria, a
excepcion de la ecuacion de Atwater (1902). Esta misma ecuacion presentd el
menor CCC como resultado de su menor exactitud en la prediccion (Cb), lo cual
puede obedecer al tipo de alimentos al que esta dirigido su empleo (carne, pollo,
pescado, productos almidonosos altamente purificados y productos lacteos). Estos
alimentos presentan una digestibilidad superior a la registrada en los alimentos para

mascotas, por lo que la ecuacion de Atwater (1902) aplicada a dietas comerciales
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para perros tiende a sobrevalorar las cifras de EM (Case et al., 2011).
Especificamente con la ecuacion de Atwater (1902), los valores la EM predichos
para T1, T2, T3 y T4 fueron 4082, 4065, 4022, 3861 kcal/kg, respectivamente,
mientras que los valores observados en el presente estudio fueron 3783, 3558,
3393, 3289 kcal/kg, indicando que con independencia del nivel de fibra en el
alimento, el valor predicho fue superior. La ecuacion de Atwater (1910), si bien
presentd un ajuste moderado, tampoco se considera intercambiable con los valores
observados. Los valores predichos con esta ecuacion fueron 3645, 3633, 3600 y
3452 kcallkg para T1, T2, T3y T4, respectivamente. Se observa subestimacién de la
densidad energética para el tratamiento con el menor nivel de fibra (T1) y
sobreestimaciéon para los tratamientos con mayor nivel de fibra (T2, T3 y T4). Los
estimadores de sesgo evaluados le confieren un ajuste casi perfecto a la EM
estimada por el NRC (2006) (3646, 3539, 3400, 3314 kcal/lkg para T1, T2, T3y T4,
respectivamente) respecto los valores observados. Se concluye que las ecuaciones
propuestas por el NRC (2006) realizaron un prediccion satisfactoria del contenido de

ED y EM, producto de su mayor precisiéon (CCP) y exactitud (Cb).

Conclusiones

Un andlisis completo de los resultados permite determina que la fibra es un nutriente
de baja digestibilidad que cuando se incluye en niveles altos disminuye el consumo,
la digestibilidad aparente de los nutrientes y el contenido energético de los alimentos
para perros. La afectacion en la digestibilidad varia entre nutrientes, siendo menor
para la PC y el EE. Adicionalmente, el andlisis de los estimadores de sesgo entre la
densidad energética observada y los predicha (EPR, CCC, CCP, Cb) indicaron que
las ecuaciones propuestas por el NRC (2006) realizaron una prediccion satisfactoria
del contenido de ED y EM, en relacién con su valoracion directa, por lo tanto se
recomienda su utilizacion. Contrariamente los valores obtenidos por las ecuaciones
descritas por Atwater (1902) y Atwater (1910) no fueron intercambiables, por lo tanto

Nno se recomienda Su uso.
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Conclusiones generales.

Para investigaciones que involucren comparaciones entre métodos, como es el caso
de la CT vs. el M, o para validar si una ecuacién (como aquellas reportadas en la
literatura para predecir ED y EM) realiza una prediccion confiable de los datos
observados, los métodos estadisticos correspondientes a comparacion de medias o
analisis de correlacion, no son adecuados para valorar la intercambiabilidad, dado
que no miden la concordancia entre variables. Por tanto, otras técnicas como el
CMEP, EPR y el CCC deben ser tenidas en cuenta.

Un analisis completo de los resultados permite determina que la fibra es un nutriente
de baja digestibilidad que cuando se incluye en niveles altos disminuye el consumo,
la digestibilidad aparente de los nutrientes y el contenido energético de los
alimentos. La afectacion en la digestibilidad es ademds variable entre nutrientes.
Asimismo, se logro esclarecer que el efecto de la fibra se focaliza a nivel digestivo,
dado que la pérdida de EB en la orina no fue afectada por el nivel de fibra de la
dieta. Conjuntamente, los resultados indican que la ED puede predecirse con
bastante precisién desde el contenido de FC, FDN y FDT, no obstante, la magnitud
en la reduccion de la digestibilidad cuando se aumenta su participacion de fibra en la
dieta dependen del método de determinacién de fibra y la fuente de fibra utilizada.
En este caso, el aditivo empleado tuvo elevada participacion de celulosa y
hemicelulosa (fibra insoluble), por ende la magnitud en la reduccién de la

digestibilidad fue mayor cuando se emple6 el método de FC.

Adicionalmente, dado que el MI no es confiable para estudiar la digestibilidad de la
fibra por la gran variabilidad en los datos obtenidos, y entendiendo que la fibra es el
nutriente que efectivamente determina la densidad energética de las raciones, con
una muy buena aproximacion de la ED se recomienda Unica y exclusivamente el uso
el método de CT en jaulas metabdlicas en estudios que pretendan estudiar la
digestibilidad de la fibra y con ello estimar la densidad energética del alimento.
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La determinacion directa de la ED y la EM es laboriosa, requiere de tiempo y dinero.
Basados en los resultados aqui presentados, se considera factible utilizar la
ecuacion descrita por el NRC (2006) para predecir estos valores con la suficiente
precision y exactitud. No obstante, para el resto de fracciones nutricionales las

metodologias directas son la mejor opcién.
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