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Introduccion

Para una completa evaluacion del valor nutritivo
de los alimentos, ademas de su composicion quimica,
los efectos de los procesos de digestion, absorcion
y metabolismo animal deben ser considerados. Los
ensayos de digestibilidad permiten examinar la
proporcion de nutrientes absorbibles presentes en
una racion. La digestibilidad y el consumo son dos
de los principales parametros que definen la calidad
de un alimento. La digestion incompleta representa
la mayor pérdida en el proceso de utilizacion de
la energia consumida.

En la determinacion de la digestibilidad de
alimentos forrajeros y concentrados, varias técnicas
pueden ser utilizadas. La técnica que usa indicadores
(externos o internos) fue desarrollada debido a
las dificultades de realizar la recoleccion total de
las heces excretadas, especialmente en animales
en pastoreo. El objetivo de esta presentacion
es discurrir sobre la utilizacion de indicadores
en nutricion animal, dando énfasis a la lignina
purificada y enriquecida (LIPE).

Definicion y caracterizacion

Los indicadores son compuestos de referencia
usados para monitorear aspectos  quimicos

y fisicos de la digestion, estimar el flujo de
la digesta, digestibilidad parcial o total y Ila
produccion fecal en diversas especies animales.
Los indicadores minimizan la interferencia con los
patrones de comportamiento animal y simplifican los
procedimientos.

Un indicador debe ser inerte y no tdxico, no tener
funcion fisiologica, no ser absorbido ni metabolizado,
mezclarse bien con el alimento y permanecer
uniformemente distribuido en la digesta, no influenciar
secreciones intestinales, absorcion o motilidad, no
influenciar la microflora del tracto digestivo, poseer
método especifico de determinacion analitica y ser
barato. Ningun indicador conocido atiende todos
estos criterios, mas el grado tolerable de errores
difiere de acuerdo con la variable a ser medida (23).

Para que un indicador pueda ser validado,
debe ser comparado con un patron, en el caso de la
digestibilidad aparente, este patron es la recoleccion
total de heces. Recuperacion incompleta en las
heces, variacion en la tasa de pasaje por el rumen,
muestreos poco representativos y delineamiento
estadistico son los problemas principales asociados
a experimentos que utilizan indicadores (35).

Los indicadores son clasificados en: internos,
gue son constituyentes naturales de los alimentos,
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como silice, lignina, nitrégeno fecal, cromogenos,
FDN y FDA indigestibles, cenizas insolubles en
acido, N-alcanos; y externos, que son compuestos
inertes como el Oxido cromico, las tierras raras
(Lantano, Samario, Cério, Ytérbio, Disprésium), la
rutenio fenantrolina, el cromo mordante, utilizados
para fase sélida y cobalto-EDTA, cromo-EDTA y
polietilenoglicol (PEG), utilizados para fase liquida
(22).

Principios de utilizacion

El uso de indicadores exige su cuantificacion
en las heces. A medida que el alimento avanza
por el tracto gastrointestinal, su concentracion
aumenta progresivamente debido a la remocion
de otros constituyentes del alimento por digestion
y absorcién. El aumento en la concentracion es
proporcional a la digestibilidad y, esta Gltima puede
ser calculada conociéndose la concentracion del
indicador en la dieta (ID) y en las heces (IF) a partir
de la ecuacion:

Digestibilidad (%) = 100 — [100 x (ID/1F)]

La mayor limitacion de los indicadores externos
es que no se comporten como las particulas del
alimento, y cuando adheridos a su porcion fibrosa,
pueden alterar algunas caracteristicas quimicas
y fisicas. En cuanto a los indicadores internos, la
mayor limitacién es su recuperacion variable en
las heces (11). Independiente del tipo de indicador
la meta es que se distribuya uniformemente, que
mantenga constante la cantidad ingerida y alcance
el estado de equilibrio lo mas rapidamente posible.

Oxido crémico

El oxido cromico (Cr,0,) fue propuesto como
indicador en 1918 en estudios con vacas lecheras
y desde entonces, es extensamente utilizado como
indicador externo en ensayos de digestibilidad.
Tiene coloracién verde oscura, insoluble en agua,
alcohol y acetona, mas ligeramente soluble en
acidos y alcalis). Su concentracion en los alimentos
es baja, en torno de 0,1ug/g (17). En estudios
con rumiantes, el 6xido crémico puede ser dado
a través de capsulas de gelatina, impregnado en
papel de filtro o en forma de pellets (10), una o
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dos veces al dia, 1 a 10 gramos. La concentracién
del oxido crémico en las heces alcanza el estado
de equilibrio alrededor de 6 a 7 dias después de
iniciada su administracion. El cromo también puede
ser empleado ligado a la pared celular, complejo
denominado cromo-mordante (36). Esta técnica,
conocida como dosis pulso es empleada en estudios
de cinética de transito y consiste en la aplicacion de
una Unica dosis y subsiguiente muestreo de heces en
tiempos definidos, generalmente durante seis dias,
caracterizando la curva de excrecion del indicador
en las heces (5), posteriormente ajustada por medio
de modelos matemaéticos no-lineares.

En extensa revision de estudios publicados en
el Journal of Animal Science entre los afios 1986
a 1995 Titgemeyer (1997), comput6 124 relevantes
experimentos que usaron indicadores, siendo que
en 90, el 6xido créomico fue escogido (35). De
acuerdo con el autor, esta sustancia presenta como
ventajas no ser tan cara, se incorpora facilmente
a las dietas y es analizada con relativa facilidad.
Pero tiene algunas limitaciones, como baja
recuperacion fecal, principalmente en funcion de la
variabilidad de los resultados obtenidos debido a la
metodologia de analisis (7) y variacion diurna de
su excrecion en las heces, lo que puede ser evitado
dando el indicador dos veces al dia (23). Algunos
trabajos muestran que el 6xido cromico posee una
tasa de pasaje mas rapida por el rumen que el
material fibroso y la posibilidad de su acumulacion
en alguna parte del tubo digestivo (37). Efectos
carcinogénicos también son citados (24). Debido a
estos inconvenientes, nuevos indicadores han sido
estudiados y frecuentemente substituyen el éxido
cromico en estudios de digestibilidad.

N-Alcanos

Los n-alcanos son componentes naturales de
la cera cuticular de vegetales, predominantemente
formados por cadenas impares de 25 a 35 atomos
de carbono. El uso de n-alcanos de cadena larga, fue
propuesto por Mayes et al (1986) como método de
estimativa de consumo. Su aplicacion en estudios
con rumiantes a pasto ha alcanzado resultados
bastante alentadores (26). En substitucion al éxido
cromico, la técnica prevé la administracion a los
animales de n-alcanos sintéticos de cadena larga
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con numero par de carbonos, con el fin de obtener
estimativas individuales de produccion fecal,
considerando que su concentracién en las plantas
es baja (< 40 mg/kg MS) o muchas veces no
detectables. Concomitantemente, la digestibilidad
del forraje consumido es estimada con el uso de
indicadores internos, como n-alcanos con cadenas
largas de numero impar de carbonos, substituyendo
los valores de digestibilidad in vitro (19). Sin
embargo, para una estimativa precisa del consumo
de forraje es recomendado que la concentracion
de alcanos naturales en la planta sea superior a 50
mg/kg MS (6). Segin Burns et al (1994), el andlisis
de n-alcanos con equipamiento de cromatografia
gaseosa es relativamente simple y preciso (5).

Segun Dove y Mayes (1991), el uso de la
técnica de indicador interno ofrece una estimativa
individual de digestibilidad, con la ventaja de
considerar para cada animal, su nivel de consumo,
bien como otros aspectos inherentes a el propio
(9). El célculo de la digestibilidad con uso de
indicador interno es hecho a través de la relacion
entre tenores de un indicador, natural del forraje y
su concentracién en las heces. La ecuacion para el
célculo del consumo diario de MS por el método
de doble n-alcanos es el siguiente:

Consumo (kg MS/dia) = [(F/F)xD ]/[H-(F/
prHp)]

Donde: F e F = respectivamente, tenores de n-
alcanos de cadena impar y par en las heces (mg/
kg MS); H. e H, = respectivamente, tenores de n-
alcanos de cadena impar y par en el forraje (mg/kg
MS); D, = dosis diaria de n-alcanos de cadena par
(mg/dia).

N-alcanos con ndmero proximo de carbonos
en la cadena poseen tasas de recuperacion
fecal muy semejantes, probablemente por tener
comportamiento similar en el tracto digestivo (20).
Esa caracteristica es requisito fundamental para
aplicacion y precision de la técnica, y también
aquella que posibilita, como su principal ventaja
en la estimativa del consumo, considerar la
digestibilidad del forraje especifica para aquel animal
en estudio (26). El problema de este método es que
los forrajes contienen concentraciones variables
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de alcanos, pudiendo ser muy bajas en algunas
gramineas tropicales (18). En funcion de que el
alcano C_,no esta presente en cantidades suficientes
en todas las forrajeras tropicales evaluadas, estos
autores destacan que las estimativas de consumo
de materia seca utilizando el par C,,C,, en estos
forrajes puede no ser adecuado. Ya en experimentos
realizados por Reeves et al, (1996) (26) y Smit et
al, (2005) (33), el par C,,C33 permiti¢ estimativas
adecuadas de ingestion de materia seca para vacas
en lactacién en pastoreo cuando comparadas con
el método de medida de produccién de forraje y
el célculo del consumo a partir de las exigencias
nutricionales para manutencion y produccion.
En estos experimentos la técnica de alcanos
proporciond una estimativa directa y precisa de la
ingestion individual de pasto.

Las principales limitaciones  de la
metodologia estan relacionadas con las diferentes
concentraciones de n-alcanos entre las especies
forrajeras, entre fracciones constituyentes de
las plantas y también, para el mismo forraje in
natura o conservado bajo forma de ensilado
(19). Variaciones dentro de la misma especie en
funcion del periodo del afio o ciclo vegetativo
de la planta también son verificadas. Smit et al,
(2005) destacan la importancia del dosaje preciso
de los alcanos sintéticos, teniendo en cuenta que
una modificacion en la concentracion de C,,
en el forraje puede causar una gran influencia
en el calculo de ingestién de materia seca (para
cada mg de mudanza en su concentracion, una
alteracion media de 0,5 kg de materia seca es
esperada en el consumo) (33). Siendo asi, la
cantidad ofrecida de alcano sintético C,, debe ser
superior a 800 mg/dia.

Fibra indigestible y cenizas insolubles

Entre los indicadores internos, la fibra
indigestible, determinada con detergente neutro
(FDNi) o con detergente acido (FDAI), después de
144 horas de incubacién in vitro 0 in situ (3) son
empleadas en estudios con animales en pastoreo
(25). Detmann et al, (2001) evaluaron diversos
indicadores internos en la determinacion del
consumo de novillos mestizos (8). La FDNi
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juntamente con la materia seca indigestible (MSi)
no diferiron entre si en los resultados de consumo
de materia seca, siendo recomendados para estudios
con animales en pastoreo. En este experimento,
la FDAIi mostr6 resultados variables entre
tratamientos, siendo en media superior a la MSi y
FDNi e inferior a la digestibilidade in vitro de la
materia seca (DIVMS). Los autores justificaron
este hecho en funcion de la metodologia de
analisis de la FDAI, por el método secuencial, que
posibilitaria la suma de errores por ser el Gltimo
paso del procedimiento y destacan que resultados
mas satisfactorios podrian ser obtenidos por el
analisis directo del residuo incubado por 144
horas. En la evaluacion de la digestibilidad
aparente de gramineas del genero Cynodon, Itavo
(2001) empleo la FDNi y FDAIi como indicadores
internos para medir la produccion fecal y verifico
diferencias significativas en los resultados entre
estos indicadores, siendo que la FDAI presento
mayor estabilidad (15). Ya Lippke et al, (1986)
afirman que la FDNi puede ser determinada con
buena precision y tiene potencial como indicador
para alimentos fibrosos. Para estos autores, buena
parte de la variabilidad de los resultados obtenidos
con indicadores internos indigestibles puede ser
atribuida a la falta de padronizacion del método
de determinacion. De acuerdo con Albertini et al,
(2005) mas estudios son necesarios con relacion al
tiempo de incubacion, tipo de bolsas, porosidad
e incubacion in vitro e in situ (1), factores estos
que interfieren directamente en los resultados
de experimentos que utilizan esta modalidad de
indicadores.

La ceniza residual de la determinacion de
fibra detergente acido, conocida como CIDA y la
ceniza insoluble en acido (HCI 2N) (CIA), han
sido empleadas como indicadores internos para
estimar la digestibilidad de nutrientes en caprinos,
bovinos y equinos con resultados satisfactorios.
Sin embargo, para que la recuperacion fecal no
sea subestimada, el alimento debe contener cerca
de 0,75% de CIA 'y concentracion superior a 3% de
CIDA en la materia seca (2). Sunvold y Cochran
(1991) encontraron estimativas precisas para
digestibilidad de la materia organica utilizando
CIA en dietas basadas en heno y forraje para
novillos de carne. En este trabajo, los diferentes
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indicadores internos evaluados variaron en su
habilidad de predecir la digestibilidad de la materia
organica entre diferentes forrajes, implicando en la
necesidad de validar la recuperacién fecal de cada
indicador para cada tipo especifico de forraje, antes
de su utilizacion en trabajos de pesquisa (34). Lo
mismo fue observado por Berchielli et al, (2005)
que debido a la gran variabilidad de resultados,
sugieren la existencia de un indicador adecuado
para cada forrajera utilizada (4).

No obstante la utilizacién de CIA sea menos
laboriosa que la FDAI y otros indicadores internos,
se recomienda cuidado al utilizar este indicador en
experimentos con animales en pastoreo, debido al
riesgo de ingestion casual de suelo, lo que puede
superestimar los valores de cenizas en las heces. Esta
suele ser una fuente importante de error cuando se
usan las CIA como indicadores de digestibilidad.

Lignina y lignina purificada y enriquecida
(LIPE)

La palabra lignina viene del latin “lignum”,
que significa madera. Es uno de los principales
componentes de los tejidos de gimnospermas y
angiospermas, presente en tejidos vasculares de
vegetales. La lignina es responsable por la resistencia
mecénica, y protege los tejidos contra ataque
de microorganismos. Los compuestos fendlicos
qgue componen la lignina son oriundos de dos
vias metabdlicas presentes en todas las plantas
vascularizadas: la via del &cido chiquimico y la via
del acetato-malonato. Quimicamente, la lignina es
definida como un polimero derivado de unidades
fenilpropandides denominadas C.C,, o simplemente
unidades C,, repetidas de forma irregular, que tienen
su origen en la polimerizacion deshidrogenativa
del alcohol coniferilico (12). La lignina ocurre
naturalmente en la pared celular vegetal y es
formada por tres polimeros condensados, alcoholes
p-cumaril, coniferil y sinapil, que se entrecruzan en
una malla compleja, resistente a la hidrolisis &cida y
alcalina y a varios complejos enzimaticos, inclusive
a enzimas microbianas y del tracto gastrointestinal
de animales superiores (13).

La lignina ha sido utilizada como indicador
interno, considerando que parece no ser digerida por
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animales y presentar recuperacion cuantificable en
las heces. Sin embargo, trabajos demuestran que
ese polimero fendlico puede ser degradado y/o
tener su estructura primaria modificada después
de pasar por el tracto gastrointestinal. De acuerdo
con Fahey y Jung (1983) la digestibilidad de la
lignina, observada en varias dietas varié de 27,9
a 53,3%, demostrando que su utilizacion como
indicador es cuestionable (11). Van Soest (1994)
cita que en gramineas jovenes y especies vegetales
con bajas concentraciones de lignina, su menor
grado de polimerizacion puede ocasionar una
digestibilidad del orden de 20 a 40%. Recomienda
el uso de la lignina como indicador en raciones
con concentracion superior a 5% en la materia
seca (37). Otro punto importante a ser considerado
es el método analitico utilizado. Giger (1985)
observé variaciones en los resultados de hasta
50% dependiendo de las técnicas analiticas usadas,
destacando que el desconocimiento detallado de la
estructura de la lignina torna dificil la especificidad
de los métodos de determinacion (14). De
acuerdo con Fahey y Jung (1983) la eleccién del
método analitico puede dréasticamente alterar la
interpretacion de las medidas de flujo de digesta
y produccion fecal (11). En funcion de las
limitaciones citadas, el uso de la lignina como
indicador interno debe ser visto con cautela,
pues su recuperacion fecal incompleta lleva a
subestimar la digestibilidad de los nutrientes.

Las primeras investigaciones relacionadas con
la Lignina Purificada y Enriquecida se iniciaron
en el Departamento de Zootecnia de la Escola de
Veterinaria da UFMG en estudio envolviendo el
aislamiento de ligninas de pajas molidas de residuos
de cultivos de maiz y de soya, sus efectos sobre la
digestibilidad de la fibra y comportamiento como
indicador en rumiantes (27, 29).

Saliba et al, (1999b) utilizaron los residuos de
cultivos de maiz y de soya para aislar la lignina por
medio de solventes organicos (29). Las ligninas
aisladas incubadas en el rumen durante 24 horas no
sufrieron alteraciones y cuando fueron observadas
al microscopio electronico de barrido no fueron
identificadas bacterias o colonias de bacterias. A
través de este estudio se concluyd que las ligninas
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aisladas de los residuos de maiz y de soya son
indigestibles. Con base en esta informacion y
en los estudios estructurales y ultraestruturales
de la lignina (27, 29) se iniciaron los estudios de
evaluacion de la lignina aislada como indicador
externo de digestibilidad. La lignina aislada de
la paja de maiz (LPM) fue usada como indicador
externo en ovinos, siendo comparada con el
método de recoleccion total de heces y otros
indicadores. Con excepcion de la metoxila, todos los
indicadores fueron semejantes (p>0.05) en cuanto
a la recuperacion fecal. Los autores concluyeron
que, a pesar que la lignina aislada del residuo de
maiz es indigestible, su uso como indicador no
se justifica, pues no se destacé con relacion a los
indicadores comunmente utilizados.

Nuevas fuentes fueron estudiadas para aislar
lignina como indicador. En 2002 se comenzé
a trabajar la molécula de la lignina purificada,
con el objetivo de optimizar su determinacion
en las heces. Saliba et al, (2003a) aislaron
lignina purificada de madera de FEucaliptus y la
enriquecieron con grupos fendlicos no encontrados
en la lignina de la dieta animal, dando origen a
un hidroxifenilpropano modificado y enriquecido
denominado LIPE®, un indicador de consumo
e digestibilidad (32). ElI LIPE® fue inicialmente
utilizado en estudio de consumo y digestibilidad
comparada a la recoleccion total de heces
en conejos. Las estimaciones de produccion
fecal y digestibilidad fueron realizadas con
dos tratamientos, una dieta control y otra con
substitucion de 8% de la dieta control por pulpa
citrica. Los resultados revelaron la eficiencia del
LIPE® como indicador externo, no presentando
diferencias (p>0.05) con relacién a la recoleccion
total y mostrando la ventaja de un corto periodo
de adaptacion. ElI LIPE®, fue validado con la
produccion total de heces en un experimento de
evaluacion de heno de Tifion 85 para ovinos (30).
Los resultados fueron semejantes (p>0.05), siendo
los valores de coeficiente medio de digestibilidad
de 63.23 y 64.78% y produccion fecal de 365.39
y 383.07 g/dia, respectivamente. Una serie de
experimentos fueron conducidos para investigar
el uso del LIPE® como indicador externo en tres
especies animales: conejos, ovinos y porcinos.
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Se comparé la digestibilidad de la materia seca,
consumo voluntario y produccion fecal usando el
indicador y la recoleccion total de heces. No se
observaron diferencias en pardmetros estudiados.
La recuperacion fecal del LIPE®fue de 97.9 y 99.3%
para los conejos, 95.9% en los ovinos y 102.6 y
94.6% en los porcinos, mostrando ser un indicador
externo confiable para estudios de digestibilidad en
estas especies (30).

LIPE® también fue probado como indicador
de digestibilidad en pollos parrilleros. Saliba
et al, (2005b) lo usaron como indicador de
digestibilidad de nutrientes de algunos alimentos
para pollos, comparandolo con Oxido crémico y
con la recoleccion fecal total (31). LIPE® mostro
ser un buen indicador para esta categoria animal,
pues las estimaciones de energia metabolizable
fueron semejantes (p>0.05) a las obtenidas con la
recoleccion total de excretas. Oliveira et al. (2005)
compararon LIPE® y &xido cromico (OC) para
estimar excrecién fecal y consumo de bovinos
Nelore en pasturas de Brachiaria brizantha CV.
Marandu, comparando diferentes periodos de
adaptacion para los dos indicadores, tres (OCC
e LIPEC) y siete dias (OCL y LIPEL) (22). El
consumo estimado de materia seca fue de 2.12, 2.09,
2.16, y 2.10% del peso vivo, para los tratamientos
OCC, LIPEC, OCL y LIPEL, respectivamente, sin
diferencias estadisticas significativas (p>0.05).
Comeron (2005) (INTA Rafaela — comunicacion
personal), en un experimento realizado con vacas
lecheras alimentadas a base de heno de alfalfa no
observé diferencias entre la produccion total de
heces recogidas y la prevista por el LIPE.

A pesar de estos estudios, no habia
informaciones en cuanto a la caracterizacion y
comportamiento estructural del polimero del
LIPE® después de pasar por el tracto digestivo
de los animales. Saliba et al, (2004) utilizando
resonancia nuclear magnética y productos de
oxidacion con nitrobenceno, caracterizaron la
composicion estructural del LIPE® antes y después
de su pasaje por el tracto-gastrointestinal de ovinos
y verificaron que en las heces habia espectros
idénticos a los del LIPE®. Por lo tanto, el indicador
pasd por el tracto gastrointestinal sin ser digerido
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ni absorbido, siendo totalmente recuperado en las
heces (28). A través de microscopia electronica
de barrido pudo ser observada la integridad ultra
estructural del polimero recuperado y que el LIPE®
se asemeja a las ligninas de maderas duras. Estos
estudios revelaron que la lignina purificada y
enriquecida presenta propiedades fisico-quimicas
bastante estables y una gran consistencia quimico-
estructural, mostrando-se inalterada en el trayecto
gastrointestinal, siendo totalmente recuperada en
las heces. Estudios recientes en numero todavia
limitado, muestran que la lignina-Klason como
indicador interno en resultados optimistas de
consumo y digestibilidad.

Recomendaciones préacticas sobre el uso del
LIPE®

EI  LIPE® es un hidroxifenilpropano
modificado y enriquecido. Se trata de un indicador
de digestibilidad y consumo, desarrollado
especialmente para investigacion. Su presentacion
comercial es en cépsulas de 100, 250 6 500 mg,
en cajas de 100 capsulas o en forma de jarabe con
concentracion de 10000 mg/100 ml, en recipientes
de 100 ml. El periodo de adaptacion para que su
excrecion sea uniforme es de 48 horas. El periodo
experimental para recoleccion de heces es
satisfactorio con tres (aves) a cinco (otras especies)
dias. Una capsula por dia y una muestra fecal
diaria. La técnica analitica para cuantificacion del
indicador en las heces es por espectroscopia de
infrarrojo, técnica rapida, sensible, barata con muy
simple y rapida preparacion de la muestra.

Consideraciones finales

El uso de indicadores en nutricién animal
representa un avance en la comprension del proceso
digestivo, siendo cada vez mas utilizados en
substitucion al tradicional método de recoleccion
total de heces. La eleccion de un indicador debe ser
primariamente basada en su tasa de recuperacion fecal.
El LIPE® es un indicador externo de digestibilidad que
estad demostrando excelentes resultados en estudios con
diferentes especies animales, siendo sugerido como
una opcidn de indicador para uso en nutricién animal.
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