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TiTULO: Verificacion de la ratio proteina digestible/energia digestible (PD/ED) y efectos
sobre el ambiente cecal de dos piensos para conejos en crecimiento

RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron: i) Verificar la ratio PD/ED de dos piensos para
conejos en crecimiento vy, ii) Comprobar los posibles efectos de esta variacion dietaria sobre el
ambiente cecal.

Para ello, se formularon (con las tablas de composicidon y valor nutritivo de los alimentos
habitualmente utilizadas en Espafia) y fabricaron dos piensos experimentales. El pienso B se
formuld para tener una ratio PD/ED habitualmente recomendada en los piensos para conejos
de engorde (10,5 g/MJ). El pienso A se formuld para tener una ratio PD/ED mas alta (12,0
g/MJ), sustituyendo la harina de soja 44 por concentrado proteico de soja.

Se utilizaron en total 102 gazapos destetados (28 dias de vida) de la linea R de la Universidad
Politécnica de Valencia, que se alojaron en jaulas individuales y tuvieron libre acceso al pienso
correspondiente y al agua durante todo el experimento. Se utilizaron 48 animales (49 a 53 dias
de vida) para ensayos de digestibilidad (26 en el primer ensayo, 13/pienso; 22 en el segundo
ensayo, 11/pienso) y 54 animales (42 dias de vida) para valorar el ambiente cecal (27/pienso),
distribuidos en tres lotes (de 24, 22 y 8 animales cada uno).

Como resultado de la sustitucidon de harina de soja 44 por concentrado proteico de soja, se
aumentd la ratio PD/ED del pienso, aunque los valores obtenidos (10,3 y 11,7 g/MJ, para el
pienso B y el pienso A, respectivamente) estuvieron ligeramente por debajo de los valores
previstos.

Para tratar de ajustarlas aun mas, las formulas iniciales se corrigieron ligeramente,
sustituyendo en ambas 0,6% de heno de alfalfa por 0,6% de concentrado proteico de soja. Sin
embargo, la ratio PD/ED de los piensos corregidos aumentd mas de lo esperado, aunque las
diferencias entre ambos piensos se mantuvieron (11,2 y 12,6 g/MJ, para el pienso By el pienso
A, respectivamente). Estos resultados serian fruto del error asociado a las distintas fases del
experimento (fabricacion de los piensos, toma de muestras de los piensos, ensayos de
digestibilidad, constitucidon y toma de muestras de los pooles de heces, analisis de PB y EB).

Por otro lado, el pienso no afectd a ninguna de las variables que conforman el ambiente cecal
(MS, pH, AGV y NHs), confirmandose la hipdtesis inicial.
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TITLE: Verification of the digestible protein/digestible energy ratio (DP/DE) and effects
on the caecal environment of two feed for growing rabbits

ABSTRACT

The objectives of the present study were: i) Verify the DP/DE ratio of two feed for growing
rabbits and ii) To check the possible effects of this dietary variation on the caecal environment.

To do this, two feeds were formulated (with the tables of composition and nutritional value of
feedstuffs commonly used in Spain) and manufactured. Feed B was formulated to have a DP/
DE ratio usually recommended for growing rabbits (10.5 g/MJ). Feed A was formulated to have
a higher DP/DE ratio (12.0 g/MJ), replacing soybean meal 44 with soy protein concentrate.

A total of 102 weaned rabbits (28 day-old) were used from the R line of the Polytechnic
University of Valencia, which were housed in individual cages and had free access to the
corresponding feed and water throughout the experiment. Of them, 48 animals (49 to 53 day-
old) were used for digestibility trials (26 in the first trial, 13/feed, 22 in the second trial,
11/feed) and 54 animals (42 day-old) to assess the caecal environment (27/feed), distributed
in three batches (24, 22 and 8 animals each).

As a result of replacing soybean meal 44 with soy protein concentrate, the DP/DE ratio
increased, although the values obtained (10.3 and 11.7 g/MJ, for feed B and feed A,
respectively) were slightly below the predicted values.

Trying to adjust them further, the initial formulas were slightly corrected, substituting in both
0.6% alfalfa hay for 0.6% soybean protein concentrate. However, the DP/DE ratio of the
corrected feeds increased more than expected, although the differences between the two
feeds remained (11.2 and 12.6 g/MJ, for feed B and feed A, respectively). These results would
be a consequence of the error associated to the different phases of the experiment (feed
manufacturing, feed sampling, digestibility trials, constitution and sampling of faecal pools, CP
and GE analysis).

On the other hand, the feed did not affect any of the variables determining the caecal
environment (DM, pH, VFA and NHs), confirming the initial hypothesis.
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1 INTRODUCCION

1.1 PROTEINAS Y SU DIGESTION

Las proteinas son compuestos macromoleculares constituidos por cadenas de aminodacidos
unidos covalentemente mediante enlaces peptidicos, que se pliegan en tres dimensiones para
formar una estructura terciaria caracteristica. Algunos de los aminodacidos (lisina, metionina,
treonina, triptéfano, valina, isoleucina, leucina y fenilalanina) se consideran esenciales porque
no pueden ser sintetizados por los animales superiores.

En la practica, las proteinas de los piensos para conejos son exclusivamente de origen vegetal.
En los cereales, la mayor parte de la proteina (70%) esta contenida en el endospermay el resto
se distribuye entre el germen y los tegumentos; albuminas y globulinas son proteinas solubles
presentes en el citoplasma mientras que prolaminas y glutelinas son proteinas insolubles de
reserva, siendo las proporciones de los distintos tipos de proteina variables entre los distintos
cereales. En comparacién con los cereales, las legumbres y semillas oleaginosas tienen mayor
contenido proteico, mayor proporcidn de proteinas citoplasmaticas y mayor proporciéon de
aminoacidos esenciales (particularmente lisina); sin embargo, contienen distintos tipos de
factores antinutritivos (inhibidores de tripsina, lectinas, taninos) que obligan a diferentes tipos
de procesado para evitar los problemas derivados. En las plantas forrajeras, la mayor parte de
la proteina la aportan las hojas, por lo que su composicién aminoacidica es poco variable.

La digestion de proteinas consiste en su degradacién, a través de un proceso de hidrélisis a
péptidos, tridipéptidos y dipéptidos, y finalmente a aminodcidos libres para poder ser
absorbidos en el intestino delgado. Las proteinas sufren su primer ataque en el estébmago por
la pepsina; la pepsina comienza a escindir las largas cadenas de aminoacidos, mds o menos
ramificados y enrollados. A su paso por el intestino delgado, las proteinas son atacadas por los
fermentos proteoliticos del jugo pancreatico y jugo intestinal; la tripsina y la quimotripsina
tienen acciones especificas, mientras que otros enzimas tienen una accién mas polivalente. Los
aminodcidos se absorben por la mucosa intestinal para pasar hacia el flujo sanguineo, por
donde se trasladan a los distintos puntos de utilizacidn: las células del organismo.

Durante el transito por el intestino, la degradacién proteica casi nunca es total, quedando
siempre un resto que pasa al intestino grueso mezclado con enzimas y otras proteinas
endodgenas. Esta fraccidon, cuando se halla en el ciego, es utilizada por los microorganismos del
ciego en su provecho. En el caso del conejo, la proteina microbiana sintetizada en el ciego es
parcialmente reciclada mediante la cecotrofia, un mecanismo fisiolégico que consiste en la
ingestién de parte del contenido cecal en formas de cecotrofos o heces blandas, que pasa
nuevamente al estdmago, abriéndose nuevas posibilidades de digestidon y absorcion. Hay una
ultima fraccidn de proteinas que se eliminan mediante las heces, constituida por proteinas de
origen alimenticio y residuos enddgenos.

1.2 VALORACION DEL CONTENIDO PROTEICO DE LOS ALIMENTOS

Clasicamente, el contenido proteico de los alimentos se valora como PB, calculada
multiplicando el nitrégeno valorado por el método Kjeldah por el factor 6,25, lo que supone
asumir que todas las proteinas contienen un 16% de N y que se incluyan también ciertos
compuestos nitrogenados no proteicos. También es relativamente frecuente valorar la PB
contenida en las fracciones fibrosas (FND y FAD) ya que estda inversamente correlacionada con
la digestibilidad de la PB del alimento.
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La PB nos da una medida del nitrogeno que hay en el alimento, pero no de la utilidad que este
nitrégeno tiene para el animal. Como ya se ha indicado, antes de que el alimento sea utilizable
por el animal ha de ser digerido, degradado a sustancias mas sencillas que puedan ser
absorbidas por el animal, los aminodcidos. La PD de un alimento puede determinarse
mediante ensayos de digestibilidad. En estos ensayos se obtienen cifras de digestibilidad
“aparente” no “real”. Se asume que la diferencia entre la cantidad de PB ingerida y la cantidad
de PB excretada con las heces representa la cantidad absorbida en forma utilizable por el
organismo y que todo el nitrdgeno que aparece en las heces es de origen alimenticio. Conocida
la presencia en las heces de nitrégeno de origen metabdlico (o nitrogeno enddgeno), estas
asunciones suponen no son del todo ciertas. La digestibilidad aparente de la PB es, por tanto,
mas baja que la real, pero como la pérdida de nitrégeno metabdlico por las heces es inevitable
constituye una medida bastante util del valor proteico de un alimento. Por lo general, no se
intenta determinar la digestibilidad real (que supone valorar y descontar el nitrégeno
metabdlico fecal) y los coeficientes que se emplean a diario son los valores aparentes.

Légicamente, el valor proteico de un alimento depende también en gran medida de su
contenido en aminodcidos esenciales, ya que son los que pueden ser limitantes de la sintesis
de proteinas en el animal y, por tanto, afectar a sus funciones productivas (crecimiento,
gestacion, lactacidn, etc...) y en definitiva a su rendimiento. Se puede determinar el contenido
de tales aminoacidos en el alimento, pero es mas util conocer también su digestibilidad
aparente (y mejor aun su digestibilidad real). No obstante, la digestibilidad estimada como
diferencia entre la ingestion y la excrecidn fecal no es la mejor manera de medir la cantidad de
aminodacidos absorbidos por el animal en el intestino delgado, ya que la utilizacion de
proteinas alimentarias o enddgenas para sintetizar proteina microbiana supone transformar
unos aminodcidos en otros, incluyendo los esenciales, ya que los microorganismos si son
capaces de hacerlo. Por ello, la mejor forma de valorar el contenido dietario en aminoacidos
esenciales es determinar también su digestibilidad ileal, es decir, la cantidad que se digiere
entre la boca y el final del intestino delgado ya sea con valores aparentes o, mejor, con valores
reales, dicho de otra forma, descontando el nitrégeno metabdlico ileal.

1.3 RATIO PD/ED EN PIENSOS PARA CONEJOS EN CRECIMIENTO

Es muy importante aportar proteina en cantidad y calidad suficiente (la falta de uno sélo de los
aminodcidos esenciales produce el mismo efecto que si faltara un aporte global de proteina),
ajustandose a las necesidades de los animales en cada una de las situaciones fisiolégico-
productivas. En el caso de los animales en crecimiento, deben cubrirse las siguientes
necesidades:

e Reposicidn de las pérdidas consecuentes al recambio de proteina tisular.

e Elaboracién de enzimas, reposiciéon de células epiteliales del intestino y sintesis de
secreciones intestinales.

e Crecimiento del tejido magro en forma de proteina retenida.

Por otro lado, los conejos regulan la ingestidon de pienso principalmente en funcién de su
contenido en ED, de forma que la ingestion de ED coincida con sus necesidades. Asi, un
aumento en el nivel de ED del pienso determina una disminucién de la ingestion y, por el
contrario, una disminucidn del nivel de ED del pienso se acompafia de un aumento de su
consumo, siempre con el objetivo de mantener constante la ingestion de ED. No obstante, hay
un limite en la posibilidad de ajuste del consumo de ED: si el nivel de ED del pienso es
demasiado bajo (<9.0-9,5 MJ ED/kg) se llega a saturar la capacidad de ingestidn y no se cubren
las necesidades energéticas (Gidenne et al., 2010).
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Si la ingestién de pienso estd determinada por su contenido en ED, resulta ldgico que para
satisfacer las necesidades en el resto de los nutrientes su contenido aumente o disminuya en
la misma proporcién en que lo haga la ED, es decir, que se mantenga constante cuando se
exprese no por kg de pienso sino por unidad energética. En concreto, para satisfacer las
necesidades en PD de los conejos en crecimiento, se ha establecido como recomendaciéon que
la ratio PD/ED sea de 10,5-11,0 g/MJ (Xiccato y Trocino, 2010). Como ya se ha mencionado,
también sera necesario asegurar la calidad de la proteina aportada, con niveles adecuados de
aminoacidos esenciales.

Si las proteinas se encuentran en proporcién insuficiente con respecto a la ED, la sintesis de
proteinas (muscular y otras) se verd reducida puesto que faltaran aminoacidos y en
consecuencia se reducira el crecimiento de animales o serd menos magro (mds proporcion de
grasa). Cuando la cantidad de proteina es excesiva con respecto a la ED, mas de 11,5-12,0 g
PD/MJ ED, el conejo ingiere un exceso de proteina con respecto a sus necesidades, por lo que
aumenta la cantidad de proteina digerida en el tubo digestivo y la absorciéon de aminoacidos.
Los aminodacidos no utilizados en la sintesis proteica son desaminados y catabolizados. A través
del torrente sanguineo, los grupos amino se transportan al higado en forma de glutamina y
alanina (el NH4* es toxico), donde se convierten en urea que se elimina a través de la orina.
Ademas de sobrecargar la funcion hepatica y renal, este exceso en el aporte proteico suele ser
contraproducente en términos econémicos y aumenta la excrecion de nitrégeno al medio
ambiente.

1.4 EFECTOS DE CONTENIDO PROTEICO DEL PIENSO SOBRE LA SALUD DIGESTIVA
DE LOS CONEJOS EN CRECIMIENTO

Las recomendaciones habituales para optimizar el crecimiento de los conejos se sitdan en 156-
177 g PB/kg MS (De Blas y Mateos, 2010). Desde hace tiempo, se sabe que elevar el contenido
en PB puede aumentar el riesgo de problemas digestivos, ya que podria producir un aumento
del flujo de PB hacia el ciego que favorecerian la prevalencia y proliferacién de bacterias
proteoliticas potencialmente patégenas, como Clostridium y Escherichia coli, particularmente
al comienzo del cebo cuando la capacidad para la digestidn intestinal de las proteinas parece
estar menos desarrollada, lo que se asociaria a un aumento de la concentracidn cecal de NHs.
(Villamide et al., 2010). En los ultimos 15 afios, la inclusion de mayores niveles de heno de
alfalfa para elevar el contenido fibroso y reducir el riesgo de Enteropatia Epizoética del Conejo
(ECC) ha supuesto que los niveles de PB tiendan a estar cerca del maximo recomendado
(Carabafio et al., 2009) o que incluso lo superen y se han realizado distintos estudios para
conocer mejor y tratar de ajustar mas las necesidades proteicas de los conejos en crecimiento,
considerando particularmente los efectos sobre la salud digestiva tanto del nivel y como de la
fuente de proteina, asi como del aporte de algunos aminodcidos.

Chamorro et al. (2007) con dietas con 176 y 207 g PB/kg MS observaron que reducir el
contenido proteico disminuyo la mortalidad por EEC, tanto en el postdestete como en el
conjunto del cebo, tanto sin antibidticos (21% vs. 33% y 22% vs. 33%, respectivamente) como
con antibidticos (1.3% vs. 7.7% y 2.6% vs. 9.6%, respectivamente), que se acompaid de menor
flujo ileal de PB (-17%) y menor frecuencia de deteccidon de Clostridium perfringens en la
digesta ileal (28% vs. 83% y 4% vs. 11% sin y con antibidticos, respectivamente). En un estudio
a gran escala en condiciones de campo, Gidenne et al. (2013) compararon dietas con 157 y 202
g PB/kg MS y también observaron que la reduccién del contenido proteico disminuyd la
mortalidad (7% vs. 12%) aunque este cambio no afectd a la concentracién de AGV totales o de
NHs ni al pH del ciego.

10
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Xiccato et al. (2011) también observaron que la reduccidn del contenido proteico (169 vs. 182
g PB/kg MS) redujo la mortalidad durante el cebo (3% vs. 17%), con reduccién de la
concentracién de AGV totales (-14%) pero sin cambios en la de NHs; ni en el pH del ciego.

En un estudio a gran escala con piensos peridestete de 145 y 175 g PB/kg MS ofrecidos desde
los 17 a los 49 dias en alimentacion conjunta de camadas y conejas hasta el destete, Martinez-
Vallespin et al. (2011) también observaron que la reduccidn del contenido proteico disminuyd
la mortalidad por EEC entre los 28 y los 49 dias (41% vs. 61%), asi como el flujo ileal de PB (-
18%) y la concentracién de AGV totales (-24%) y de NHs; (-24%) en el ciego, con aumento de su
pH (Martinez-Vallespin et al., 2013).

Sin embargo, Xiccato et al. (2004) no detectaron diferencias en mortalidad por EEC durante el
cebo al comparar dietas con 177 y 188 g PB/kg MS, con un valor medio de 20%. Trocino et al.
(2013) no observaron diferencias de mortalidad al comparar dietas con 156 y 193 g PB/kg MS
en un estudio donde la mortalidad media fue baja (6%). Garcia-Palomares et al. (2006) no
pudieron comprobar el efecto favorable de reducir el contenido proteico (154 vs. 175 g PB/kg
MS) porque no se registré mortalidad durante el estudio.

Gutiérrez et al. (2003) compararon dietas isoproteicas con fuentes de proteina de diferente
digestibilidad ileal y observaron que la mortalidad fue menor con torta de girasol, concentrado
proteico de soja y torta de soja que con torta de soja+concentrado proteico de patata, tanto
en el postdetete (14% vs. 24%) como en el conjunto del cebo (17% vs. 35%), mientras el flujo
ileal de PB y la concentracidn cecal de NHs3 fueron menores (-21% y -26%, respectivamente) y
sin que hubiera cambios en el pH del ciego. Garcia-Ruiz et al. (2006) compararon dietas de
similar contenido en PB con las dos fuentes de proteina mas habituales, registrando menor
mortalidad con torta de girasol que con torta de soja (4% vs. 11%), que se acompafié de una
reduccidon del flujo ileal de PB (-9%). Trocino et al. (2010) también observaron que la
mortalidad tendid a ser menor con torta de girasol que con torta de soja (1.1% vs. 5.6%), sin
detectar cambios en la concentraciéon de AGV totales o de NHs ni en el pH del ciego.

Por otro lado, con la reduccién de los niveles de PB para disminuir el riesgo de problemas
digestivos puede llegarse a no satisfacer las necesidades para mantener un adecuado
crecimiento corporal y del tracto gastrointestinal, asi como para mantener la funcion de
barrera de la mucosa intestinal, que podrian ser mas altas en conejos de 3-5 semanas de vida
que en el resto del cebo (Carabafo et al., 2009). Conseguir reducir el nivel de PB sin
detrimento del desarrollo de los animales permitiria ademas reducir la excrecién de nitrogeno
y su impacto medioambiental. En la practica, todo ello requiere mejor conocimiento de las
necesidades en aminodacidos de los gazapos en crecimiento. En esa linea, Chamorro et al.
(2010) han observado que la suplementacién con glutamina reduce la mortalidad por EEC
tanto en los 2 semanas siguientes al destete (8% vs. 19%) como en el conjunto del cebo (20%
vs. 32%), disminuyendo la frecuencia de deteccion de Clostridium spp en el ileon (33% vs. 87) y
de Helicobacter spp en el ileon (33% vs. 87%) y en el ciego (47% vs. 87%); la suplementacion
adicional con arginina no modificé los resultados. Asimismo, Castillo (2013) ha observado que
la suplementacién con treonina, particularmente abundante en la fraccion proteica de las
mucinas, tendid a reducir la mortalidad (7% vs. 11%).

1.5 APORTE PROTEICO EN CONEJOS SELECCIONADOS POR VELOCIDAD DE
CRECIMIENTO

Los programas de mejora genética tienen como objetivo desarrollar lineas mas productivas a
través de la seleccion. La decisidn de elegir un caracter como objetivo de seleccidn se toma en
base a su importancia econdmica, su determinacidon genética y las consecuencias de la
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seleccidn sobre el proceso productivo en conjunto. Los principales ingresos de las granjas
comerciales son las ventas de animales para matadero. Asi pues, el objetivo principal de la
granja comercial serd producir el mayor nimero de conejos con el menor coste posible.

La mejora genética llevada a cabo en los nucleos de seleccidn sigue lo que se conoce como un
esquema de cruzamiento a tres vias. Este exige la utilizacidn de dos lineas maternales y una
linea paternal (Figura 1).

[ Linea Maternal A ‘ ‘ Linea Maternal B ‘ ‘ Linea Paternal C

S

‘ Producto Comerdal |

Figura 1. Esquema de la produccion cunicola intensiva. Fuente: Elaboracion propia.

El cruzamiento no es un método de seleccidon en si, pero permite aprovechar la variabilidad
existente entre razas o lineas, para aumentar la capacidad productiva de los animales en un
ambiente dado. Los dos fendmenos que se presentan en los animales cruzados son la heterosis
(vigor hibrido) y la complementariedad (combinar las mejores caracteristicas de cada linea). Se
realizan dos cruzamientos para producir el gazapo de engorde, el primero entre dos lineas
maternales para la produccién de la hembra cruzada y, en el segundo, estas hembras cruzadas
se montan o inseminan con machos de una linea paternal para obtener el gazapo de engorde.

En la Universidad Politécnica de Valencia se ha generado una linea paternal, la linea R,
seleccionada desde su fundacion (en 1984) por seleccion individual con el criterio de la
ganancia diaria entre el destete (28 dias) y la fecha de sacrificio (63 dias) (Estany et al., 1992)
con el objetivo de mejorar indirectamente el indice de conversidn, que es el cardcter mas
importante desde el punto de vista econdmico (Baselga y Blasco, 1989). Estos animales
presentan como principales caracteristicas un crecimiento mayor que el promedio de la
especie cunicola (50-55 g/d durante el periodo de cebo) y un mayor peso adulto, pero también
presentan una serie de peculiaridades reproductivas (inicio reproductivo tardio, menor deseo
sexual, produccion espermatica baja, etc.) probablemente como consecuencia de la seleccién.

En el contexto de reduccién del contenido en PB de los piensos para reducir el riesgo de EEC ya
mencionado, existian indicios de que el aporte de proteina y aminodcidos podia ser
insuficiente y estar limitando el crecimiento magro de los animales de la linea R, impidiendo
que lleguen a expresar todo su potencial genético (Marin-Garcia et al., 2016a y 2016b). Asi, por
ejemplo, Marin-Garcia et al. (2018) han observado que el contenido de aminoacidos azufrados
(metionina+cistina) en los piensos destinados a estos animales deberia ser superior a la
recomendacion actual (De Blas y Mateos, 2010).
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2 OBIETIVOS

Una vez conocido el hecho de que el perfil de aminodacidos esenciales en la proteina dietaria
para los animales seleccionados por velocidad de crecimiento deberia ser distinto del
habitualmente recomendado, con mdas aminodacidos azufrados (y menos treonina), es decir,
una vez mejorada la calidad de la proteina dietaria, se planted la hipétesis de que estos
animales pudieran aumentar su crecimiento como respuesta a una mayor ingestion de tal
proteina. En principio, para conseguir aumentar la ingestion de proteina es suficiente utilizar
piensos con una ratio PD/ED mayor de la habitualmente recomendada. Asi, uno de los
objetivos del proyecto “Mejora genética del conejo de carne: nuevas estrategias para mejorar
la respuesta genética, la eficiencia alimentaria, reproduccién y salud de lineas paternales”
(AGL2017-85162-C2-1-R-AR) es comprobar si el empleo de piensos con proteina equilibrada en
cuanto a su contenido en aminoacidos esenciales, pero con una ratio PD/ED mayor de la
habitualmente recomendada mejora el crecimiento y la retencidon proteica en animales de
lineas paternales, sin alterar el ambiente cecal, relacionado con el mantenimiento de la salud
digestiva.

El presente trabajo se enmarca en el mencionado proyecto y sus objetivos especificos fueron:

e Verificar la ratio PD/ED de dos piensos para conejos en crecimiento.
e Comprobar los posibles efectos de esta variacion dietaria sobre el ambiente cecal.
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3 MATERIAL Y METODOS

A continuacidn, se va a describir todos los elementos utilizados durante el experimento, que
son:

Instalaciones

Piensos experimentales

Animales

Preparacion de muestras y analisis quimicos
Calculos y andlisis estadistico

3.1 INSTALACIONES

El presente trabajo ha sido realizado principalmente en dos areas: en la granja de conejos y en
el laboratorio de Alimentacién Animal del Departamento de Ciencia Animal de la Universidad
Politécnica de Valencia (UPV).

La granja esta localizada en el ala norte de la UPV (Figura 2). La direccion del eje longitudinal
de la granja es norte-sur, aprovechando de esta manera la energia solar en los meses mas
frios.

ca deljPoetar
Vicente)Gaos &
B

Figura 2. Localizacion de la granja. Fuente: Google Maps.

La instalacion dispone de una nave de engorde (Figura 3) con iluminacidn artificial durante 12
horas al dia, activindose y desactivdandose automaticamente entre las 6.00h y las 18.00h.
Incluye ventilacion forzada lateral, estando situados los ventiladores a un metro de altura y
con una separacion entre ellos de 2 metros. La refrigeracion es llevada a cabo por un sistema
cooling. Los animales se alojan en dos baterias de jaulas individuales para digestibilidad (50
plazas en total) segin el sistema flat-deck (sobre patas, en un sélo piso y con apertura
superior), siendo las dimensiones de las jaulas de 29 x 50 x 32 cm con planchas laterales de
acero inoxidable y techo y suelo de malla metalica galvanizada. Estas jaulas llevan acopladas
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un comedero tipo tolva con una capacidad aproximada de 800 g y un bebedero automatico de
tipo cazoleta.

Figura 3. Detalle de la nave de engorde por dentro. Fuente: Elaboracion propia.

Para recoger las heces durante el ensayo de digestibilidad, se acopla a la base de cada jaula un
dispositivo de acero inoxidable con forma de pirdmide cuadrangular invertida, en cuyo interior
se sitla una rejilla metalica que retiene las heces y deja pasar la orina, que se recoge en una
cubeta de plastico (Figuras 4, 5 y 6).

Figura 4. Jaula de digestibilidad. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 6. Detalle de la rejilla para retener las heces. Fuente: Elaboracion propia.

3.2 PIENSOS EXPERIMENTALES

Para abordar los objetivos del presente trabajo se formularon y fabricaron dos piensos
experimentales. El pienso B se formuld para tener la ratio PD/ED habitualmente recomendada
en los piensos para conejos de engorde (Xiccatto y Tocino, 2010), que es de 10,5-11,0 g/MJ). El
pienso A se formuld para tener una ratio PD/ED mas alta, de 12,0 g/MJ, sustituyendo la harina
de soja 44 por concentrado proteico de soja (Soycomil P), con lo que se consigue aumentar
tanto el contenido en PB como su digestibilidad. Para que dicho cambio no tuviera efecto
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sobre el perfil fibroso se ajusté con un concentrado fibroso (Arbocel) hasta obtener piensos
isofibrosos. En la Tabla 1 se muestra su composicién en ingredientes y en la Tabla 2 su
composicion nutricional tedrica segun las tablas FEDNA (2010).

Tabla 1. Ingredientes de los piensos experimentales

INGREDIENTES (%) Pienso B Pienso A

CEBADA 18,0 18,0
TRIGO 10,8 9,0

SALVADO TRIGO 28,0 28,0
HARINA SOJA 44 4,6 0,0

CONCENTRADO PROTEICO SOJA (Soycomil P) 1,6 7,7

L-LISINA HCL 0,130 0,141
DL METIONINA 0,152 0,197
L-TREONINA 0,019 0,047
HENO ALFALFA 26,0 24,1
CONCENTRADO FIBRAS (Arbocel) 7,5 9,6

ACEITE SOJA 1,0 1,0

CARBONATO CALCICO 0,373 0,479
FOSFATO BICALCICO 0,694 0,652
CLORURO SODICO 0,273 0,283
BICARBONATO SODICO 0,281 0,267
CORRECTOR VITAMINAS-OLIGOELEMENTOS 0,500 0,500

Tabla 2. Composicidn tedrica de los piensos experimentales segun tablas FEDNA (2010)

g/kg MS Pienso B Pienso A
ED (MJ/kg MS) 11,10 11,10
PB 163 178
PD 117 133
PD/ED (g/MJ) 10,5 12,0
Lisina 8,1 9,3
Metionina 3,9 4,6
Aminodacidos azufrados 6,6 7,5
Treonina 6,0 6,9
Triptofano 2,2 2,4
Isoleucina 6,0 6,8
Valina 7,6 8,5
Arginina 9,2 10,7
FND 384 390
FAD 220 228
LAD 61 63
Hemicelulosas 164 162
Celulosa 159 165
Almidon 242 230
EE 34 33
Ca 8,5 8,5
P 6,5 6,5
Na 2,5 2,5
Cl 3,5 3,5
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3.3 ANIMALES

Todos los procedimientos de experimentacién fueron aprobados por el Comité de Etica en
Investigacion de la Universidad Politécnica de Valencia, dentro de las actividades planeadas
para la ejecuciéon del proyecto “Mejora genética del conejo de carne: nuevas estrategias para
mejorar la respuesta genética, la eficiencia alimentaria, reproduccién y salud de lineas
paternales”, financiado por del Ministerio de Ciencia e Innovacion (AGL2017-85162-C2-1-R-
AR).

Se utilizaron en total 102 gazapos destetados (28 dias de vida) de la linea R de la Universidad
Politécnica de Valencia, seleccionada por ganancia media diaria entre destete y sacrificio. Los
gazapos procedian de conejas alojadas en la nave de maternidad y cada camada se distribuyd
equilibradamente entre los dos tratamientos dietarios. Los gazapos se alojaron en jaulas
individuales alternando los tratamientos (pienso B en jaulas pares, pienso A en jaulas impares)
y tuvieron libre acceso al pienso correspondiente y al agua durante todo el experimento. Se
utilizaron 48 animales para ensayos de digestibilidad (26 en el primer ensayo, 13/pienso; 22 en
el segundo ensayo, 11/pienso) y 54 animales para valorar el ambiente cecal (27/pienso),
distribuidos en tres lotes (de 24, 22 y 8 animales cada uno).

3.3.1 Ensayos de digestibilidad

Para valorar el contenido en ED y PD se realizaron ensayos de digestibilidad seglin el método
de referencia europeo (Perez et al., 1995). Como los animales ya consumian el pienso
correspondiente desde los 28 dias de vida (destete) no fue necesario un periodo de adaptacion
y se utilizaron animales que no hubieran presentado signos de enfermedad hasta el comienzo
del ensayo de digestibilidad, que transcurrié entre los 49 y los 53 dias de vida. Durante el
ensayo de digestibilidad se controlé:

- Laingestiéon de pienso.

- La excrecidn de heces, que se recogieron diariamente (por la mafiana), acumulandose
en bolsas de plastico identificadas que se conservaron a -40 2C.

- El peso de cada animal al comienzo y fin del ensayo.

- El estado sanitario, observando a los animales diariamente y anotando las incidencias
que podrian afectar a los resultados.

3.3.2 Ambiente cecal

Se utilizaron animales de 42 dias de vida que no hubieran presentado signos de enfermedad
desde el destete, que se sacrificaron entre las 20:00h y las 22:00 horas mediante inyeccion
intracardiaca de una sobredosis de tiopental sédico (75 mg/kg de peso). A continuacion, se
extrajo el ciego, se recogid el contenido cecal en un bote de pldstico y se midié su pH
(pHmetro GLP21, Crison, Barcelona, Espafia). Por ultimo, se tomaron muestras de contenido
cecal para analisis de AGV (1 g en 2 mL de HsPO, 0.35 M) y de NHs (1 g en 3 mL de H,S04 0,35
M), que se conservaron a -20 2C. El bote con el resto del contenido no utilizado para la
determinacidon de AGV y NH3 también se conservd a -20 9C, para analisis de MS.

3.4 PREPARACION DE MUESTRAS Y ANALISIS QUIMICOS

3.4.1 Preparacién de muestras de piensos y heces

Las heces que se habian almacenado a -40 2C en la propia granja en bolsas de plastico
identificadas (Figura 7) se secaron en estufa a 100 2C durante 24 horas y se pesaron después
de retirar los granulos de pienso que pudieran contener (que se pesaron para corregir la
ingestiéon de MS). Una vez secas, las heces se molieron en un molino C&N (Figuras 8, 9 y 10),
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con una criba de 2 mm, tras lo cual se homogeneizaron. A continuacién, se constituyé un pool
de heces por cada uno de los piensos utilizados, formado con 50 g de heces de cada uno de los
animales que lo habian consumido, que se homogeneizd y del que se extrajo una muestra que
se molié con un molino CYCLOTEC 1093 Sample (Figuras 11, 12 y 13), que posteriormente se
analizé en el laboratorio.

Las muestras de piensos se molieron directamente con el molino CYCLOTEC 1093 Sample y ya
qguedaron listas para su andlisis en el laboratorio.

Figura 9. Detalle de los martillos del molino C&N. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 11. Molino CYCLOTEC 1093 Sample. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 12. Detalle de los martillos del molino CYCLOTEC 1093 Sample. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 13. Detalle de criba del molino CYCLOTEC 1093 Sample. Fuente: Elaboracion propia.

3.4.2 Analisis quimico

Las muestras de piensos y de heces se analizaron siguiendo los procedimientos de AOAC
(2002) para determinar MS (934.01) y PB (990.03, método Dumas, CN628 Elemental Analyzer,
LECO, St. Joseph, EEUU). En estas muestras, la EB se determind con una bomba calorimétrica
adiabatica (Gallenkamp Autobomb, Loughborough, RU). En las muestras de piensos también se
determinaron FND, FAD y LAD de forma secuencial segin Van Soest et al. (1991), con un
pretratamiento con a-amilasa termostable y utilizando un sistema de bolsitas de nylon
(Ankom, Macedon, EEUU).

En las muestras de contenido cecal, descongeladas a temperatura ambiente, se determiné MS
tal como se ha descrito para piensos y heces en el parrafo anterior.

La determinacion de AGV se realizd por cromatografia de gases de columna capilar segun el
procedimiento de Jouany (1982), por lo que las muestras descongeladas a temperatura
ambiente se filtraron previamente con una jeringa de celulosa con tamafio de poro de 0,45
um, afiadiendo 0,1 mL de una solucion interna estandar (0,4 g de acido 4-metil valérico
diluidos en 100 ml de agua desionizada) a 0,9 mL de la solucion filtrada. De esa nueva solucidn
se tomé 1 plL y se inyectd en un cromatégrafo de gases (Fisons 8000 series, Milan, ltalia),
equipado con un inyector divisor de flujo (split/splitless) y un detector FID. La separacion de los
AGV se realizd con una columna capilar DB-FFAP (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm de grosor de
pelicula; J&W Scientific, Folsom, EEUU). El gas portador (carrier) era N, a una presion
constante de 120 kPa. Las temperaturas del detector y el inyector se ajustaron a 245 °Cy 150
°C respectivamente. La temperatura inicial del horno era de 110 °C, la cual se mantuvo durante
5 minutos para incrementarla seguidamente hasta 230 °C a un ritmo de 8,5 2C/minuto,
manteniendo esta Ultima temperatura durante 10 minutos. Los AGV se identificaron
comparando sus tiempos de retencién con un patrén 46975-U (Supelco’, Bellafonte, EEUU).
Los factores de respuesta de los AGV obtenidos a partir del patron se utilizaron, finalmente,
para calcular la concentracidon de AGV de las muestras.

La determinacion de la concentracién de NH; se realizd segln el procedimiento 984.13 de
AOAC (2002). Una vez descongelada la muestra a temperatura ambiente, se pasaba a un tubo
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de destilaciéon de vidrio de 250 mL, lavando repetidamente el tubo que la contenia con agua
destilada (50 mL, aproximadamente) que también se recogia en un tubo de destilacién, hasta
que estuviera limpio el tubo donde se encontraba la muestra. A continuacién, el tubo de
destilacién con la muestra diluida se colocaba en el destilador Kjeltec 2300 (Foss, Suecia), se
bajaba la compuerta de proteccidn, se producia la descarga de tetraborato sédico para liberar
el NH; y comenzaba su destilacién por vapor. El NH; destilado era recogido sobre una solucién
de acido bdrico y neutralizado con HCI 0,01 N, cuyo gasto permite calcular la cantidad de NH3
gue contenia la muestra.

Las concentraciones de AGV y NH3 se expresaron en mmol/L de la fase liquida del contenido
cecal.

3.5 CALCULOS Y ANALISIS ESTADISTICO
Se calculé la digestibilidad de la MS en cada animal, mediante la expresion:
dMS = [(iMS - eMS) / iMS] x 100
donde: dMS (%) = digestibilidad de la MS
iMS = Ingestion de MS
eMS = Excrecién fecal de MS

A partir de la dMS media obtenida para cada pienso, se calculé la digestibilidad de la EB y de la
PB para cada pienso, mediante las expresiones:

dEB = [100 x EBp - (100 - dMS) x EBh] / EBp
dPB = [100 x PBp - (100 - dMS) x PBh] / PBp
donde: dEB (%) = digestibilidad de la EB
EBp = EB del pienso
EBh = EB del pool de heces correspondiente
dPB (%) = digestibilidad de la PB
PBp = PB del pienso
PBh = PB del pool de heces correspondiente

Las variables medidas para valorar el ambiente cecal se analizaron con el procedimiento GLM
de SAS (2009), con un modelo que incluyé el pienso, el lote y la interaccién pienso*lote como
factores fijos.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 VERIFICACION DE LA RATIO PD/ED
4.1.1 Composicion de los piensos iniciales

En la Tabla 3 se puede observar la composicidon analiticamente determinada de los piensos
inicialmente formulados y fabricados, descritos en el apartado 3.2.

Tabla 3. Composicidn de los piensos iniciales

g/kg MS Pienso B Pienso A

MS (g/kg) 901 906
PB 164 180
FND 367 369
FAD 191 197
LAD 37 40

Hemicelulosas 176 172
Celulosa 154 157
EB (MJ/kg MS) 18,4 18,4

Si se compara con la Tabla 2, se puede observar que el contenido en PB fue muy similar al
previsto, mayor en el pienso A que en pienso B. En el caso de las distintas fracciones fibrosas,
las diferencias con los valores tedricos fueron poco relevantes, confirmandose ademas que los
piensos eran esencialmente isofibrosos.

Debe tenerse en cuenta que la composicidn recogida en las tablas FEDNA (2010) es la media
de un gran numero de partidas del ingrediente en cuestiéon (elaborada con la informacion
proporcionada por proveedores, fabricantes de pienso y centros de investigacién) y que
I6gicamente hay variabilidad entre ellas. Esta variabilidad es mayor en el caso de las fracciones
fibrosas, principalmente por la gran influencia de algunos factores sobre el contenido fibroso
de los forrajes como el heno de alfalfa (momento de corte, condiciones durante la
henificacion) o de los subproductos como el salvado de trigo (procesado del trigo), aunque
también por la dificultad de estandarizacidon de los métodos analiticos y las diferencias tanto
intra como entre laboratorios (Gidenne et al., 2001).

4.1.2 Digestibilidad de los piensos iniciales

En la Tabla 4 se muestra la digestibilidad de los piensos iniciales. La dMS fue muy similar en
ambos piensos. Como, ademas, el contenido en PB era mayor en el pienso A que en pienso B,
pero el de las heces fue muy similar con ambos piensos, se observd una mayor dPB y un mayor
contenido en PD en el pienso A que en pienso B, tal como se queria conseguir, aunque los
valores de PD obtenidos estan 3 g/kg de MS por debajo de los tedricos en ambos piensos (ver
Tabla 2). Por otra parte, los piensos resultaron isoenergéticos, con un contenido en ED muy
similar y cercano al previsto (ver Tabla 2). Como resultado de todo ello, el pienso A presentd
mayor ratio PD/ED que el pienso B, como se esperaba, aunque con valores ligeramente por
debajo en ambos piensos (Tabla 5).
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Tabla 4. Digestibilidad de los piensos iniciales

Pienso B Pienso A
dMms!? (%) 60,4 +0,5 60,2+0,4
PB heces (g/kg MS) 125 124
EB heces (MJ/kg MS) 18,5 18,2
dPB (%) 69,8 72,6
dEB (%) 60,3 60,6
PD (g/kg MS) 114 131
ED (MJ/kg MS) 11,1 11,2
PD/ED (g/MJ) 10,3 11,7

1 Media * error estandar

Tabla 5. Comparacion de las ratios PD/ED tedricas y observadas de los piensos iniciales

g/MJ Pienso B Pienso A
Teorica 10,5 12,0
Observada 10,3 11,7

Aunque los valores obtenidos se acercaron mucho a los previstos, se decidié tratar de
ajustarlos ain mas, tratando de aumentar el contenido en PD de ambos piensos en 3 g/kg de
MS. En las tablas FEDNA (2010), el contenido en PD para el heno de alfalfa y el concentrado
proteico de soja es, respectivamente, de 100 y 640 g/kg MS, asi que el cambio perseguido se
puede conseguir corrigiendo las fdrmulas iniciales ligeramente, sustituyendo en ambas 0,6%
de heno de alfalfa (que paso6 de 26,0% a 25,4% en el pienso By de 24,1% a 23,5% en el pienso
A) por 0,6% de concentrado proteico de soja (que paso de 1,6% a 2,2% en el pienso B y de
7,7% a 8,3% en el pienso A), sin alterar la proporcion del resto de los ingredientes.

4.1.3 Composicién de los piensos corregidos

En la Tabla 6 se muestra la composicién de los piensos corregidos. En comparacién con los
piensos iniciales (Tabla 3), el contenido en PB aumentd en la medida de lo esperado por la
correccion realizada, ya que segun las tablas FEDNA (2010) el contenido en PB para el heno de
alfalfa y el concentrado proteico de soja es, respectivamente, de 166 y 703 g/kg MS. Sin
embargo, el contenido fibroso disminuyd ligeramente algo mas de lo previsible, aunque se
emplearon las mismas partidas de ingredientes, probablemente por los errores asociados a la
fabricaciéon del pienso, al muestreo y a la mencionada variabilidad intralaboratorio en el
analisis de las fracciones fibrosas; no obstante, siguieron siendo esencialmente isofibrosos. Un
razonamiento similar cabria para los ligeros cambios observados en el contenido de EB.

Tabla 6. Composicion de los piensos corregidos

g/kg MS Pienso B Pienso A

MS (g/kg) 906 907
PB 168 186
FND 345 352
FAD 181 189
LAD 36 38

Hemicelulosas 164 163
Celulosa 145 151
EB (MJ/kg MS) 18,3 18,5
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4.1.4 Digestibilidad de los piensos corregidos

En la Tabla 7 se puede observar la digestibilidad de los piensos corregidos. En comparacidn con
los piensos iniciales (Tabla 4), la dMS fue muy similar. El contenido en PB de las heces fue
menor y dio lugar a un aumento de la dPB y a un contenido en PD algo mayores de lo previsto
(2,4 en lugar de 0,4 puntos porcentuales y 8 en lugar de 3 g/kg MS, respectivamente). Por otro
lado, la dEB y el contenido en ED fueron ligeramente menores que en los piensos iniciales. Con
todo ello, la ratio PD/ED de los piensos corregidos aumentd mas de lo esperado, aunque las
diferencias entre ambos piensos se mantuvieron (Tabla 8). Estos resultados serian fruto del
error asociado a las distintas fases del experimento (fabricacion de los piensos, toma de
muestras de los piensos, ensayos de digestibilidad, constitucién y toma de muestras de los
pooles de heces, andlisis de PB y EB).

Tabla 7. Digestibilidad de los piensos corregidos

Pienso B Pienso A
dMS!? (%) 60,9+0,4 60,1+0,4
PB heces (g/kg MS) 118 118
EB heces (MJ/kg MS) 18,9 19,0
dPB (%) 72,6 74,6
dEB (%) 59,7 59,1
PD (g/kg MS) 122 139
ED (MJ/kg MS) 10,9 10,9
PD/ED (g/MJ) 11,2 12,6

I Media * error estandar

Tabla 8. Comparacion de las ratios PD/ED tedricas y observadas de los piensos corregidos

g/MJ Pienso B Pienso A
Tedrica 10,5 12,0
Observada 11,2 12,6

4.2 AMBIENTE CECAL

La Tabla 9 muestra los resultados obtenidos en las distintas variables que conforman el
ambiente cecal. No se observaron diferencias relevantes en ninguna de ellas, lo que confirma
la hipdtesis inicial. Se sabe que la cantidad y la digestibilidad de la PB del pienso determina el
flujo ileal de PB vy, por tanto, pueden afectar al ambiente cecal (Gutiérrez et al., 2003; Xiccato
et al., 2011; Martinez-Vallespin et al., 2013). En el presente estudio, el aumento del contenido
en PB se produjo sustituyendo la harina de soja 44 por concentrado proteico de soja, que
segun las tablas FEDNA (2010) es mas digestible a nivel fecal (dPB de 84% y 91%
respectivamente), como demuestra la mayor dPB del pienso A con respecto al pienso B. No se
dispone de datos sobre la digestibilidad ileal de la PB de la harina de soja 44 y el concentrado
proteico de soja en conejos, pero es muy probable que también sea mayor en el concentrado
proteico de soja. Gutiérrez et al. (2003) observaron un aumento de la digestibilidad ileal de la
PB y un descenso del flujo ileal de PB al sustituir harina de soja 48 por el mismo concentrado
proteico de soja utilizado en el presente estudio (Soycomil P). En consecuencia, puede
suponerse que no hubo diferencias relevantes en el flujo ileal de PB entre los piensos By A, lo
que explicaria la falta de efecto sobre el ambiente cecal.
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Tabla 9. Efecto del pienso sobre el ambiente cecal

(medias ajustadas por minimos cuadrados + error estdndar)

P

Peso animal (g)
pH

MS (g/ks)
AGV (mmol/L)
Acético (%)

Propidnico (%)

Butirico (%)

Isobutirico (%)

Valérico (%)

Isovalérico (%)

Caproico (%)

Heptanoico (%)

NH; (mmol/L)

Pienso B
1248 + 45
5,81 +0,05
2233
87,2+3,5
85,1+0,5
4,91 +0,69
8,58+0,76
0,04 +0,01
0,31+0,02
0,04 +0,01
0,92 +0,10
0,05+0,01
11,9+2,2

Pienso A
1361+41
5,81 +0,05

2203
94,6 +3,5
85,5+0,5
5,61+0,68
7,74 £0,75
0,04 +0,01
0,29+0,03
0,03+0,01
0,67 £0,10
0,05+0,01
144+1,4
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Pienso
0,070
0,955
0,482
0,137
0,553
0,473
0,435
0,984
0,508
0,556
0,072
0,765
0,358

Lote
0,022
0,086
0,537
0,483
0,169
0,348
0,784
0,153
0,783
0,069
0,990
0,588
0,046

Pienso*Lote
0,731
0,707
0,399
0,266
0,603
0,923
0,732
0,521
0,092
0,190
0,605
0,577
0,056
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5 CONCLUSIONES

Como resultado de la sustitucidon de harina de soja 44 por concentrado proteico de soja, se
aumenté la ratio PD/ED del pienso, aunque los valores obtenidos (10,3 y 11,7 g/MJ, para el
pienso B y el pienso A, respectivamente) estuvieron ligeramente por debajo de los valores
previstos cuando se formularon los piensos con las tablas de composicién y valor nutritivo de
los alimentos habitualmente utilizadas en Espafia (10,5 y 12,0 g/MJ, para el pienso B y el
pienso A, respectivamente).

Para tratar de ajustarlas aun mads, las férmulas iniciales se corrigieron ligeramente,
sustituyendo en ambas 0,6% de heno de alfalfa por 0,6% de concentrado proteico de soja, sin
alterar la proporcién del resto de los ingredientes. Sin embargo, la ratio PD/ED de los piensos
corregidos aumentd mas de lo esperado, aunque las diferencias entre ambos piensos se
mantuvieron (11,2 y 12,6 g/MJ, para el pienso B y el pienso A, respectivamente). Estos
resultados serian fruto del error asociado a las distintas fases del experimento (fabricacidn de
los piensos, toma de muestras de los piensos, ensayos de digestibilidad, constitucion y toma
de muestras de los pooles de heces, analisis de PB y EB).

Por otro lado, el pienso no afectd a ninguna de las variables que conforman el ambiente cecal
(MS, pH, AGV y NH;s), confirmandose la hipdtesis inicial.
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