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RESUMEN

Desde la irrupcion de la enteropatia mucoide, las recomendaciones actuales de proteina
bruta (PB) son menores para reducir la incidencia de trastornos digestivos. En este
contexto, los animales seleccionados por velocidad de crecimiento (VC) pueden no estar
expresando todo su potencial genético, posiblemente debido a la presencia de algun
aminoacido (AA) limitante. Los tres principales AA limitantes de los conejos de engorde
son la lisina (Lys), los AA azufrados (sAA) y la treonina (Thr). Fruto de trabajos previos
(de esta misma linea de investigacidn) se proponen tres combinaciones diferentes de
estos AA; el pienso MMM (formulado segun las actuales recomendaciones; con unos
valores de 8.1, 5.7 y 6.8 g/kg de materia seca (MS) de Lys, sAA y Thr, respectivamente);
el pienso AAA (anadiendo un 15% mas de cada uno de ellos; 9.4, 6.6 y 7.8 g/kg MS,
respectivamente) y el pienso MAB (aquel que minimizo los valores de nitrégeno ureico
plasmatico y que previsiblemente mostraba un mejor aprovechamiento proteico; 8.1, 6.6
y 5.7 g/kg MS, respectivamente). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
digestibilidad fecal e ileal de estos tres piensos para mejorar el ajuste de las necesidades
del conejo. Para ello se utilizaron 85 conejos de engorde (40 y 45 animales para la
digestibilidad fecal e ileal, respectivamente) procedentes de la linea R (seleccionada por
VC). En cuanto a la digestibilidad fecal, el pienso AAA presenté mayor digestibilidad de
la MS (P<0.05) que las otras dos dietas. Sin embargo, el pienso AAA obtuvo una
digestibilidad de la PB similar (P>0.05) al pienso MMM, pero ambas fueron mayores a
la del pienso MAB (P<0.05). Estas diferencias pudieron deberse a la adicion de AA
sintéticos ampliamente digestibles. En cuanto a la digestibilidad ileal, el resultado fue
similar, aquellos piensos que partian con mas niveles de AA totales, mostraron mayores
niveles de digestibilidad a nivel ileal. Este trabajo nos ha permitido determinar las
recomendaciones actuales para la Lys, sAA y Thr a nivel ileal aparente (5.2, 3.6 y 4.3
g/kg MS, respectivamente) por primera vez, asi como unas nuevas recomendaciones,
basados en mejores rendimientos productivos, a nivel ileal aparente (5.2, 4.7 y 3.0 g/kg
MS, respectivamente).

Palabras clave: conejo, lisina, aminoacidos azufrados, treonina, digestibilidad fecal e
ileal.



ABSTRACT

Since the onset of mucoid enteropathy, current recommendation for crude protein (CP)
has been decreased to reduce the incidence of digestive disorders. In this context,
animals selected for growth rate (GR) may not be expressing their full genetic potential,
possibly due to the presence of some limiting amino acid (AA). The three main limiting
AAs of fattening rabbits are lysine (Lys), sulfurized AA (sAA) and threonine (Thr). In
previous works (from this same line of research) three different combinations of these
AA were proposed; MMM diet (formulated according to the current recommendations,
with 8.1, 5.7 and 6.8 g/kg dry matter (DM) of Lys, sAA and Thr, respectively); AAA diet
(adding 15% more of each of them, 9.4, 6.6 and 7.8 g/kg DM, respectively) and the MAB
diet (the one that minimized plasma urea nitrogen values and predictably showed better
protein utilization; 8.1, 6.6 and 5.7 g/kg MDM, respectively). The aim of the present work
was to evaluate the faecal and ileal digestibility of these three feeds to improve the
adjustment of the rabbit's needs. To this end, 85 fattening rabbits were used (40 and 45
animals for faecal and ileal digestibility, respectively) from line R (selected by GR).
Regarding faecal digestibility, AAA diet presented greater DM digestibility (P<0.05) than
the other two diets. However, AAA and MM diet had similar digestibility of the CP
(P>0.05), but both were higher than that of the MAB diet (P<0.05). These differences
could be due to the different level on synthetic AAs. Regarding ileal digestibility, the
results were quiet similar, those diets that started with more total AA levels showed
higher levels of ileal digestibility. This work has allowed us to determine the current
recommendations for Lys, sAA and Thr at apparent ileal level for the first time (5.2, 3.6
and 4.3 g/kg DM, respectively), as well as new recommendations, based on better
performance traits, at apparent ileal level (5.2, 4.7 and 3.0 g/kg DM, respectively).

Key words: rabbit, lysine, sulfur amino acids, threonine, fecal and ileal digestibility.



1. INTRODUCCION

Europa es la segunda regién productora de carne de conejo a nivel mundial; Espania,
Italia y Francia forman el grupo lider de paises productores a nivel continental
(FAOSTAT, 2016). En las ultimas décadas, se ha producido importantes avances en la
mejora genética, la reproduccion y la alimentacion que han permitido el desarrollo de
una cunicultura racional en Europa. Dichos avances, nos permite disponer de animales
de una elevada productividad, pero también puede haber afectado a sus necesidades
nutricionales, que deben ser revisadas con frecuencia para asegurar un adecuado
equilibrio entre el potencial genético y productivos y los recursos aportados para su
provecho.

1.1 Seleccion por velocidad de crecimiento

El desarrollo de las lineas maternales y paternales es un punto crucial en los programas
de mejora (Baselga, 2004). La linea R, generada en la Universitat Politécnica de
Valéncia, se utiliza repetidamente como macho terminal en el cruce a tres vias (ver
Figura 1). Asi, esta linea ha sido seleccionada por velocidad de crecimiento (VC) entre
los 28 y 63 dias, con el objetivo de mejorar indirectamente el indice de conversion (IC),
por estar ambos caracteres correlacionados negativamente (Baselga, 2004; Piles et al.,
2004).

[ Linea maternal Ad } [ Linea maternal B9 Linea paternal cd
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Producto comercial

Figura 1: Esquema de cruce a tres vias (adaptacion de Blasco et al., 1984).

El desarrollo de la linea R ha mejorado los parametros productivos y para poder
asegurar el progreso genético, es necesario que los piensos actuales aporte suficiente
cantidad y calidad proteica y aminoacidica. Existe riesgo de que los actuales piensos
puedan no estar cubriendo las demandas de aminoacidos (AA) y proteinas, lo que
estaria dificultando la expresion total del potencial genético.

1.2 Necesidades nutricionales

En las explotaciones cunicolas intensivas, el coste de la alimentacién tiene un gran peso
econdmico, alrededor de 62% (Cartuche et al., 2014). Para reducir estos costes, entre
otras acciones, se ha tratado de mejorar la VC con el objetivo de mejorar el IC (Baselga,
2004 y Minguez, 2012).

En general, los conejos de engorde son alimentados ad libitum con pienso granulado.
Actualmente, se recomienda utilizar tres tipos de piensos en el engorde, para los
periodos de post destete, crecimiento y acabado (Xiccato y Trocino, 2008).

El aporte de proteina debe estar perfectamente ajustado a las necesidades de los
animales en cada una de las fases de crecimiento, ya que, un déficit o exceso de
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proteina conlleva a problemas metabdlicos, y esta proteina debe cubrir las siguientes
necesidades:

o Reposicion de las pérdidas consecuentes del intercambio de proteina tisular.

o Elaboracién de enzimas, reposicion de células epiteliales del intestino y sintesis

de secreciones intestinales.

o Crecimiento del tejido magro en forma de proteina retenida.
Desde el punto de vista de la salud, es fundamental mantener una adecuada salud
digestiva para un adecuado desarrollo durante el engorde, y existen varios factores
nutricionales que pueden contribuir. Asi, el incremento de distintas fracciones fibrosas
reduce los problemas gastrointestinales (Trocino et al, 2013). De hecho, como
consecuencia de la irrupcion de la enteropatia mucoide, las recomendaciones actuales
de proteina bruta (PB) han sido reducidas, ya que existe una clara correlacién entre el
flujo de nitrégeno ileal y la incidencia de trastornos digestivos (Carabafio et al., 2009).
Enla Tabla 1, se muestra un resumen de las necesidades nutricionales para conejos de
cebo, es importante ajustar al maximo las recomendaciones a las necesidades
verdaderas de cada fase de crecimiento para evitar asi el exceso de proteinas y AA en
las dietas.

Tabla 1: Necesidades de energia, proteina y aminoacidos para la crianza intensiva de
conejos de engorde (de Blas y Gonzalez-Mateos, 2010).

Nutriente Unidad Conejos de engorde Piensos mixtos
Energia digestible MJ 10.2 10.2
Proteina cruda’ % 15 (14.2-16.0) 15.9 (15.4-17.0)
Proteina digestible? % 10.4 (10.0-11.0) 11.1 (10.8-11.3)
Lisina3

Total g/kg 7.3 7.8

Digestible g/kg 5.7 6.1
Aminoacidos azufrados*

Total a’kg 5.2 5.9

Digestible g/kg 4.0 4.5
Treonina

Total a’kg 6.2 6.5

Digestible a’kg 4.3 4.5

" Valores en paréntesis indican el rango de valores minimos y maximos recomendados.

2 Digestibilidad de la proteina cruda y los aminoacidos esenciales expresados como la digestibilidad fecal aparente.
3 Requerimiento total de aminoacidos ha sido calculado para la contribucion de aminoéacidos sintéticos de 0,15.

4 Metionina debe proveer un minimo de 35% de los requerimientos totales de aminoacidos sulfurosos.

1.3 Necesidades de proteinas y aminoacidos

Las proteinas son macromoléculas formadas por AA que estan unidos por enlaces
peptidicos, dependiendo las propiedades de cada AA del tamafio y la carga eléctrica de
su cadena. Las necesidades de proteinas y AA de los animales estan en funcién de su
crecimiento. Asimismo, es importante considerar el valor nutricional de la proteina
aportada, que esta determinado no solo por la composicion de AA, sino ademas por la
digestibilidad de proteinas, que es el porcentaje de proteina digerida en el intestino y
absorbida como AA libres. Los principales factores que influyen en la digestibilidad de
las proteinas en los conejos son sus caracteristicas quimicas y estructurales y el acceso
a la actividad enzimatica.

Existen dos tipos de AA, los no esenciales (animales que pueden producirlo a partir de
otros) y los esenciales (que no pueden producirlo por si mismo). Solo los AA esenciales
son susceptibles de volverse limitantes cuando la dieta no proporciona suficiente
cantidad. En el caso de los conejos en crecimiento, se dispone informacién de las



necesidades de los que se suponen son los tres primeros AA limitantes (de Blas y
Gonzalez-Mateos, 2010), son la lisina (Lys), los AA azufrados (sAA; metionina +
cisteina) y la treonina (Thr); ver la Tabla 1. Estos AA pueden obtenerse a partir de
algunas de fuentes vegetales del pienso (semillas y hojas), y pueden ser ajustados
mediante la incorporacion de AA sintéticos, disponibles a nivel comercial.

Para garantizar un suministro correcto de proteinas, se debe garantizar una relacion
correcta de proteina digestible y energia digestible de la dieta. En los conejos en
crecimiento, la proporcion debe mantenerse entre 10.5 y 11 g/MJ, para garantizar una
ingesta diaria de 12-13 g de proteina digestible (Xiccato y Trocino, 2008, 2010).

La ingesta de AA en conejos se deriva del pienso y de la re-ingestion de heces blandas
(cecotrofia). La cecotrofia cubre entre 10 a 29% de los requerimientos de proteina
(Villamide et al., 2010), que varia del tipo de dieta y el origen de PB, los piensos
comerciales pueden aportar en promedio el 18%, pero los animales necesitan un
suministro correcto de AA para garantizar sus funciones vitales, asi como la activacion
de mecanismos de defensa de la barrera intestinal puede implicar necesidades
especificas. La Thr es un componente importante de las proteinas de las mucinas,
mientras que el acido glutamico es el principal AA utilizado por los enterocitos como
fuente de energia, jugando un papel esencial en los mecanismos de reparacién del tejido
de la mucosa (de Blas et al., 2007).

1.4 Digestion de proteinas y aminoacidos

La digestion de proteinas consiste en su degradacion, a través de un proceso de
hidrolisis a péptidos, dipéptidos y tripéptidos, y finalmente a AA libres para poder ser
absorbidos en el intestino delgado. A nivel de la boca, las proteinas no sufren
transformacion importante, es en el estbmago donde comienza la digestion de las
proteinas, continuando en el intestino delgado. Por medio de las enzimas proteoliticas
(pepsina, tripsina, quimotripisina) que ayudan a descomponer las proteinas en sus
componentes AA, esta descomposicion proteica facilita al intestino delgado la absorcién
y asimilacion de los AA libres.
Después de la absorcién activa de la mucosa intestinal se revierten en la sangre y a
través de la vena porta hepatica llegan al higado donde tienen lugar los procesos
metabdlicos y de alli al resto del organismo.
La degradacion de AA puede ocurrir por tres circunstancias:

o Durante la sintesis de proteinas, si algunos AA no se utilizan debido a alguna

deficiencia en AA limitantes.
o Cuando la dieta es demasiado rica en proteinas, y el exceso de AA no se puede
almacenar.

o Durante el ayuno, cuando los carbohidratos y los lipidos no estan disponibles.
La degradacion de los AA es un proceso energético importante del metabolismo animal.
El proceso lleva a la separacién del grupo amino del resto del esqueleto carbonado del
AA y la produccion de amoniaco. Los esqueletos carbonados se transforman en
intermedios metabdlicos para obtener glucosa, cuerpos cetonicos o intermedios del ciclo
del acido citrico, que son utilizados como fuentes de energia.
Asi, los AA excedentes pueden sufrir en el higado una transaminacién, dando lugar a
otro aminoacido, o una desaminacion, que da lugar a urea, que es vertida al torrente
sanguineo aumentando el nitrdgeno ureico plasmatico (PUN), para ser finalmente
excretada en la orina.



1.4.1 Digestibilidad ileal

El ileon es el ultimo segmento del tracto digestivo donde los AA pueden ser absorbidos.
Sin embargo, una parte no despreciable del flujo ileal de proteina y AA es de origen
endogeno. Aun asi, la digestibilidad ileal es considerada como la mejor herramienta para
valorar, con mayor rigor, la disponibilidad de AA para la sintesis proteica en conejos
(Carabario et al., 2000).

Respecto a la digestibilidad ileal se puede realizar por dos métodos. El primero de ellos
es con animales canulados, y el segundo caso es mediante toma de muestras post-
morten. Esta ultima, no precisa medir la cantidad de pienso consumido ni la cantidad de
excrementos producidos, basta con recolectar una muestra representativa. Para ello se
utiliza un marcador (yterbio u éxido de cromo), cuya concentraciéon es conocida en el
alimento. Puesto que el marcador es indigerible por el tracto digestivo del animal, la
cantidad de marcador ingerido sera igual a la cantidad excretada.

1.4.2 Digestibilidad fecal

Los AA dietarios pueden sufrir grandes cambios al llegar al ciego por la accién de la
microbiota, que degrada o sintetiza nuevos AA, o bien fermenta los AA a nitrégeno
amoniacal, los cuales son eliminados en la orina como urea y altera los valores
obtenidos en las heces. El grado de fermentacion en el ciego no es constante para los
diferentes ingredientes ni para los AA.

La digesta ileal y fecal contiene grandes cantidades de proteina de origen enddgeno
procedente de secreciones digestivas, células epiteliales y mucinas o microorganismos.
Algunos trabajos (Garcia et al, 2004; Llorente et al., 2006) dan valores de 3.7 y 2.3 g de
nitrégeno enddgeno por cada 100 g materia seca (MS) ingerida a nivel ileal y fecal,
respectivamente. Esta proteina enddgena varia del tipo de dieta y el origen de PB, y
representa aproximadamente el 64% del flujo total de nitrégeno tanto a nivel ileal como
fecal.

En la digestibilidad aparente no se conoce la proporcién de la proteina que proviene de
la dieta o de la secrecion de nitrdgeno enddgeno o de microrganismos. Conociendo el
valor del nitrdgeno de origen enddgeno, puede aplicarse una correccion en el dato
obtenido de digestibilidad aparente, obteniendo una nueva unidad de medida del
nitrégeno que recibira el nombre de digestibilidad verdadera. La digestibilidad verdadera
ofrece un valor mas exacto de la digestion, este método contempla la proteina de origen
enddgeno en sus célculos y no son afectados el contenido de proteina y AA de la dieta.

1.5 Trabajos previos en esta linea de investigacion

En general, deberia existir una relacién lineal entre la retencion proteica y la VC. Sin
embargo, en los trabajos previos de Marin-Garcia et al. (2016a y 2016b) se demostro
que, los animales con altas VC (+55 g de peso vivo/dia) presentaron una retencion
proteica y de AA en el cuerpo vacio menor de la que se esperaria en funcion de su
crecimiento (ver Figura 2 y 3), por lo que estos conejos podrian no estar expresando
todo su potencial genético. Este efecto estaria relacionado con un déficit de algun AA
limitante y la calidad proteica. El uso de las recomendaciones actuales (de Blas y
Gonzalez-Mateos, 2010) podria no estar cubriendo las necesidades de los animales con
elevadas VC.
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Figura 2: Proteina corporal (PC) retenida en funcion de la ganancia de peso del cuerpo vacio
(APCV) (Marin Garcia et al., 2016b).
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Figura 3: Lisina (4a) y aminoacidos azufrados (4b) retenidos en funcién de la ganancia de peso
del cuerpo vacio (APCV) (Marin Garcia et al., 2016b).

A partir de estas observaciones, surge la necesidad de encontrar una herramienta que
permita detectar desequilibrios de AA. Por primera vez, Marin-Garcia et al. (2016¢)
utilizaron la aplicacién de la metodologia del PUN como un indicador del desequilibrio
de AA en los piensos de conejos. Se observé un incremento del PUN asociado al déficit
de algun AA limitante, aunque también podia deberse a un exceso de proteina en la
dieta. Este mismo estudio se propuso la metodologia mas adecuada para detectar
dichas diferencias; a las 08:00 horas (h) bajo alimentacién ad libitum o a las 21:00 h, 3h
después de haber reestablecido el pienso, tras un ayuno de 10 h.

Posteriormente se realizdé una matriz de 27 piensos diferentes, mediante la combinacion
de 3 niveles (actual y 15% mas o menos del actual) de los 3 primeros AA limitantes en
conejos arriba citados (Marin-Garcia et al., 2017), con el objeto de averiguar que
combinacion de dichos AA limitantes minimizaban el PUN en sangre. De este
experimento se seleccionaron tres combinaciones para la realizacién de una prueba de
cebo (Marin-Garcia et al., 2018a y 2018b): pienso MMM segun las recomendaciones
actuales (de Blas y Gonzalez-Mateos, 2010); MAB el cual minimizé los niveles de PUN
en el trabajo previo (8.1, 6.6 y 5.7 g/lkg MS de Lys, sAA y Thr, respectivamente); y
finalmente, AAA con niveles altos (+15%) de todos los AA (9.4, 6.6 y 7.8 g/kg MS de
Lys, sAAy Thr, respectivamente), presuponiendo mayores necesidades en los animales
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seleccionados por VC (>55 g/dia). Los datos productivos con los tres piensos de dicho
estudio estan recogidos en la Tabla 2.

Tabla 2: Parametros productivos provisionales con piensos experimentales, difiriendo en
el contenido en los tres primeros aminoacidos limitantes, obtenidos en una prueba previa
(28-63 dias de vida). Comunicacion personal por Marin-Garcia et al.

MMM MAB AAA P-valor
N° animales 49 47 46
Ganancia media diaria (g/d) 55.56+ 1.072 57.76+ 0.91® 54,96+ 1.182 0.0245
Ingestion (g/d) 155+ 3.2 155+ 3.1 152+ 3.5 0.8578
indice de conversion 2.81+ 0.05° 2.69+ 0.042 277+ 0.052° 0.0245

ab - Medias en una misma fila que no comparte superindice difieren estadisticamente a nivel P<0.05.

MMM = 8.1; 5.7 y 6.8 g/Kg materia seca (MS) de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.
MAB = 8.1; 6.6 y 5.7 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente

AAA =9.4;6.6y 7.8 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.

2. OBJETIVOS

Evaluar como los niveles de inclusion de los tres primeros aminoacidos limitantes en
dietas de conejos (piensos MMM, MAB y AAA, ver arriba) afectan tanto a la digestibilidad
fecal como ileal en conejos seleccionados por velocidad de crecimiento. Realizar una
revision de las necesidades de aminoacidos, que permitiran mejorar el ajuste de dichas
necesidades a partir de los resultados de este estudio.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Diseino experimental

Los conejos utilizados en el presente estudio son de la linea R alojados en la granja de
la Universitat Politécnica de Valéncia. Fueron necesarios 85 gazapos recién destetados
(28 dias), el mismo dia de destete se realizé el primer control del peso y finalmente
distribuidos en sus respectivas jaulas metabdlicas, asignandose de manera aleatoria a
los tres piensos experimentales (MMM, MAB y AAA).

Para la digestibilidad fecal tenemos 40 conejos (13, 15 y 12 conejos para el pienso
MMM, MAB y AAA respectivamente), tras el destete hasta el dia 42 de vida fueron
alimentados con un pienso comercial. Tras esa semana, se instalaron bajo las jaulas los
conos metalicos para recuperar las heces, se incluyo una rejilla metalica en el interior
del cono, entre el conejo y cubo de recogida, para separar el residuo liquido del sdlido.
El dia 43 se introdujeron los piensos experimentales hasta el dia 53. Durante los 4 dias
de alimentacion; se control6 la ingestion del pienso y se recolecto las heces diariamente,
siguiendo las recomendaciones de Pérez et al., (1995) y fueron congeladas a -20°C en
la propia granja.

Para la digestibilidad ileal, utilizamos 45 conejos (16, 14 y 15 conejos para los piensos
MMM, MAB y AAA respectivamente) durante el periodo de cebo (28 a 63 dias), que
fueron alimentados ad libitum con piensos experimentales. El dia 58 de vida se introdujo
el pienso marcado con yterbio, a través de la inclusién en el pienso de alfalfa marcada
con yterbio (5 %), siguiendo los procedimientos de Garcia et al. (1999). El dia 63 de
vida, los animales fueron sacrificados y se recogié el contenido ileal distal, que se
mantuvo a -20°C hasta su andlisis.

Finalmente, obtenidas las muestras necesarias (pienso y heces), éstas fueron
desecadas y molidas para su posterior analisis. En el caso de las heces, se les redujo
la humedad en una estufa durante 24h a 100°C, una vez secas se trituraron en un molino
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eléctrico y fueron almacenadas en botes de plastico correctamente identificadas. El
contenido ileal, al estar adherido a la base de la placa Petri y para evitar pérdidas, fue
liofilizado y molido, debido a la poca cantidad obtenida, de forma manual con una
espatula metalica.

3.2 Piensos

Se formularon tres piensos experimentales a partir de una misma mezcla basal (ver
Tabla 3). A partir de esta mezcla basal se anadieron los AA sintéticos necesarios (Tabla
4) hasta alcanzar los valores recogidos en la Tabla 5.

Tal y como puede observarse en la Tabla 3, se partié de una misma mezcla basal pobre
en PB (157 g/Kg MS), alcanzandose valores mas ricos (177 g/Kg MS de media de PB)
una vez anadidos los AA sintéticos. A partir de dicha mezcla basal, se afadieron AA
para obtener el pienso MMM, segun las recomendaciones actuales (de Blas y Gonzalez-
Mateos, 2010); el pienso MAB el cual minimizé los niveles de PUN en un trabajo previo
(8.1,6.6 y 5.7 g/kg MS de Lys, sAA y Thr, respectivamente); y finalmente, el pienso AAA
con niveles altos (+15%) de todos los AA (9.4, 6.6 y 7.8 g/kg MS de Lys, sAAy Thr,
respectivamente). La nomenclatura de los piensos corresponde al nivel de inclusién de
los 3 primeros AA, por orden Lys, sAA y Thr. El nivel “M” corresponde al nivel de las
recomendaciones actuales, el nivel “B” a un 15% por debajo de dichas
recomendaciones, y el nivel “A” a un 15% por encima de éstas. Se afiadi6 tanto arginina
como histidina sintética, con el fin de asegurar que estos AA, que posiblemente sean las
siguientes limitantes en conejos, no estuviesen limitando el crecimiento.

Tabla 3: Ingredientes y composicion quimica de la mezcla basal.

Ingredientes (g/kg) Basal Composicion quimica (g/kg materia seca) Basal
Salvado de trigo 300 Materia seca (g/kg) 896
Paja de cereal 175  Cenizas 73,2
Torta de girasol integral 167 Proteina bruta 157
Heno de alfalfa 148  Grasa bruta 26.7
Pulpa de remolacha 120  Fibra neutro detergente 473
Cebada 42 Fibra acido detergente 275
Melaza de remolacha 29 Lignina acido detergente 58,1
Aceite de palma 4.5 Composicion de aminoacidos
Sal 4.8 Aspartico 1217
Carbonato célcico 2.6 Serina 6.40
L-Lisina sulfato (Biolys 70) 2.4 Glucina 27.22
Fosfato monocalcico 0,2 Glicina 7,43
Corrector vitaminas-oligoelementos 5.2 Histidina 2.9
Arginina 7.98
Treonina 4.93
Alanina 6.22
Prolina 7,57
Tirosina 2.86
Valina 7.34
Lisina 6.85
Isoleucina 6.31
Leucina 9.43
Fenilamina 6.01
Cisteina 2.37
Metionina 26
Azufrados 4.97




Tabla 4: Adicién de aminoacidos (g/kg MS) totales a cada una de las dietas
experimentales.

Arginina Histidina Lisina Azufrados (Cis+Met) Treonina Total
MMM +1.94 +1.16 +1.25 +0.73 (0+0.73) +1.87 +6.85
MAB +1.94 +1.16 +1.25 +1.63 (0+1.63) +0.77 +6.65
AAA +1.94 +1.16 +2.55 +1.63 (0+1.63) +2.87 +10.15

MS = materia seca; Cis = Cisteina; Met = Metionina..

MMM = 8.1; 5.7 y 6.8 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.
MAB = 8.1; 6.6 y 5.7 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente
AAA =9.4; 6.6y 7.8 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y reonina, respectivamente.

Tabla 5: Niveles finales (g/kg de MS) totales de los tres primeros aminoacidos limitantes y
proteina bruta (PB).

Pienso Lisina AA azufrados (Cis+ Met) Treonina PB PB (g/kg)
MMM 8.1 5.7 (2.37 + 3.33) 6.8 179 161
MAB 8.1 6.6 (2.37 + 4.23) 5.7 173 156
AAA 9.4 6.6 (2.37 + 4.23) 7.8 180 162

MS = materia seca; Cis = Cisteina; Met = Metionina.

MMM = 8.1; 5.7 y 6.8 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.
MAB = 8.1; 6.6 y 5.7 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente
AAA =9.4;6.6y 7.8 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.

3.3 Animales

Se utilizaron un total de 85 conejos de la linea R seleccionada por VC entre los 28 y 63
dias, pertenecientes a la Universitat Politécnica de Valéncia, 40 para digestibilidad fecal
y 45 para digestibilidad ileal.

3.4 Analisis quimico

El pienso y las heces se analizaron de acuerdo los procedimientos de la Association of
Official Analytical Chemist (AOAC, 2000), siguiendo los métodos: 934.01 para MS y
976.06 para PB. La energia bruta se determiné mediante combustion utilizando una
bomba calorimétrica adiabatica.

El contenido aminoacidico fue determinado después de una hidrdlisis acida con HCL 6N
a 110°C durante 23h, como describe Bosch et al., 2006. Se us6 un HPLC, que consiste
en dos bombas, un inyector, un detector fluorescente y un médulo de control de
temperatura. Tras la hidrélisis se anadid acido aminobutirico. Los AA fueron
derivatizados con AQC (6-aminoquinol-N-hidroxisuccinimidil carbamato) y separados
con una columna de fase inversa C-18 Watter Tag (150 mm x 3.9 mm). La Met y la Cis
fueron determinados de forma separada como metionina sulfona y acido cisteico
respectivamente, después de una oxidacion con acido performico seguido de una
hidrolisis acida.

Para realizar este ultimo analisis de digestibilidad de proteina y AA del contenido ileal
fue necesario determinar la concentracién de marcador, se realiza la preparacion previa
de las muestras, para ello se pesé 0.3 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 20 mL
y se calcind el contenido en una mufla durante 6 horas a 550°C. Tras enfriarse las
muestras a temperatura ambiente, se les anadiéo 15 mL de una solucion acida (HNO3
1.5N + KCI 0.38%) a las cenizas obtenidas, se taparon los matraces con unas canicas,
evitando que haya evaporacion y se calentaron en una placa calefactora 15 minutos
hasta alcanzar la ebullicién. Una vez frias se transfiri6 el contenido a un matraz aforado
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de 20 mL y se enras6 hasta dicho volumen, se agito y se filtré con papel Whattman n°4
recogiéndose el filtrado en unos botes de vidrio con tapén de rosca de plastico duro.
Una vez obtenidas las muestras, se transportaron a la Universidad Politécnica de
Madrid, donde se procedid a su analisis en un equipo de espectrofotometria de
absorcion atomica, segun el método descrito por Garcia et al., (1999). Cada encendido
de la maquina requiere un pase con un patron formado por una recta de calibrado
ajustada a las concentraciones de las muestras. Con las rectas de calibrado pueden
traducirse las absorbancias dadas por el equipo a unidades de concentracion de la
muestra (ppm).

La ecuacion utilizada para determinar la concentracion:

Yb
(Yb (%) * volumen aforado (g))/Pms = ugE de muestra seca

3.4.1 Calculo digestibilidad fecal e ileal

Para el célculo del coeficiente de digestibilidad fecal e ileal se utilizaron las siguientes
ecuaciones:

% ingerido — % heces
D fecal (%) = % ingerido *100

) % marcador alimento % nutrientes heces
Dileal =1 —

X - - X
%marcador heces % nutrientes alimento

4.5 Analisis estadistico

Se realizaron dos andlisis independientes (digestibilidad fecal e ileal). Los datos se
analizaron utilizando el procedimiento GLM de SAS (SAS, 2009) de acuerdo con el
siguiente modelo:

Digestibilidad fecal:
Yi=m + a*Di+ e;
Donde m es el promedio global, Di = efecto de dieta (3 niveles) y e; el error.

Digestibilidad ileal:

Yi = m + a*D; + B*B; + y*Mk + ejj
Donde m es el promedio global, Di = efecto de dieta (3 niveles), Bj = efecto de lote (2
niveles), Mk = efecto de madre (14 niveles) y e €l error.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados relativos a la digestibilidad aparente a nivel fecal estan recogidos en la
Tabla 6. En primer lugar, mencionar que los datos productivos (consumo, ganancia
media diaria e IC) obtenidos durante la prueba de digestibilidad son normales para la
linea R para dicha edad, y concordantes con una prueba de cebo que ha utilizado estas
mismas dietas experimentales (comunicacion personal Marin-Garcia et al.,), lo que da
validez a la prueba de digestibilidad. Aunque este experimento no ha sido dimensionado
para observar diferencias significativas en los parametros productivos entre piensos,
podemos observar una mayor ganancia media diaria y consumo del pienso MAB
(P>0.05), que podria estar relacionado con un mejor ajuste de los AA a sus necesidades.
En cuanto a los coeficientes de digestibilidad aparente a nivel fecal, se observa una
mayor digestibilidad tanto para la MS como para la PB con el pienso AAA (P<0.05).
Dichas diferencias podrian ser debidas a la mayor digestibilidad de los AA sintéticos,
altamente digestibles, y que se encuentran incluidos en una mayor proporcion en el
pienso AAA (Ver Tabla 4). Esta mayor digestibilidad, tanto de PB como de MS tras la
adicion de AA sintéticos, ya ha sido observada por otros autores (Taboada et al., 1994
y 1996; de Blas et al., 1998).

Tabla 6: Efecto de los piensos experimentales sobre los coeficientes de digestibilidad aparente
a nivel fecal (d) y datos productivos durante la prueba de digestibilidad.

MMM MAB AAA P-valor
Digestibilidad:
Materia Seca (%) 55.80+0.60%>  54.26+0.542  56.47+0.66° 0.0289
Proteina Bruta (%) 74.23+0.74>  71.77+0.662  74.65+0.80° 0.0112
Energia Bruta (%) 54.38+0.70 52.72+0.63 53.96+0.76 0.1786
Parametros productivos:
Consumo (g/d) 141.7+7.520 150.316.7° 124.148.02 0.0513
Ganancia media diaria (g/d) 65.10£3.723>  67.58+3.35°  55.45+4.002 0.0688
indice de conversién 2.45+0.11 2.51+0.10 2.60+0.12 0.6807

ab . Medias en una misma fila que no comparte superindice difieren estadisticamente a nivel P<0.05.
MMM = 8.1; 5.7 y 6.8 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.

MAB = 8.1; 6.6 y 5.7 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente

AAA =9.4;6.6y 7.8 g/lKg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.

En cuanto a los coeficientes de digestibilidad aparente a nivel ileal, y como era de
esperar, solamente se observaron diferencias significativas en los coeficientes de
digestibilidad aparente de los AA que fueron afnadidos en diferente proporcion en las
dietas: Lys, sAAy Thr. La digestibilidad aparente a nivel ileal observada fue proporcional
a la adicion de AA sintéticos. Es decir, los AA que se encontraban en niveles altos
mostraron una mayor digestibilidad aparente a nivel ileal que incluidos a valores medios
y bajos (64.6 vs 80.1% para medio y alto de Lys P<0.05, respectivamente; 63.0 vs 70.5%
para medio y alto de sAA, P<0.05, respectivamente; y 53.0 vs 63.7 vs 73.2 para bajo,
medio y alto de Thr P<0.05, respectivamente). Estos datos son concordantes a los
obtenidos en una prueba de digestibilidad aparente a nivel ileal utilizando valores medios
de todos los AA (comunicacion personal, Marin-Garcia et al.) donde se observaron unos
coeficientes de digestibilidad muy similares a los obtenidos en el presente trabajo (36,
66, 78, 56 y 63 % para la digestibilidad aparente a nivel ileal de MS, PB, Lys, Thr, sAA,
respectivamente). Ademas, en cuanto a las variaciones debidas a la adiciéon de AA
sintéticos, las tendencias son iguales a los ensayos de digestibilidad aparente a nivel
fecal (Taboada et al., 1994 y 1996; de Blas et al., 1998).
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Tabla 7: Efecto de los piensos experimentales sobre los coeficientes de digestibilidad aparente
a nivel ileal de la materia seca, proteina bruta y aminoacidos (%).

MMM MAB AAA P-valor
Materia seca 32.8+3.8 36.8+5.0 34.8+4.0 0.8220
Proteina bruta 57.0+£2.9 54.3+3.8 61.1+£3.0 0.3138
Aspartico 60.9+3.6 56.3+4.9 68.7+4.1 0.1075
Serina 50.9+4.1 44 .5+5.4 55.8+4.5° 0.2491
Glucina 77.7+2.4 72.8+3.4 81.7+2.7 0.0988
Glicina 30.4+4.6 34.1+6.3 39.7+5.3 0.4137
Histidina 73.1£3.1 67.7+4.1 75.0+3.4 0.3629
Arginina 79.8+2.3 75.9+3.0 82.4+2.5 0.2310
Treonina 63.7+3.22b 53.0+4 .22 73.2+3.5b 0.0023
Alanina 58.4+3.6 52.1+4.9 63.3+4.2 0.2189
Prolina 66.9+2.4 66.7+3.2 69.2+2.6 0.7300
Tirosina 53.2+4.1 46.1+5.4 55.5+4.5 0.3874
Valina 61.5+3.6 55.2+4.8 66.9+4.0 0.1499
Lisina 70.1+£3.83b 59.1+5.12 80.1+4.3° 0.0085
Isoleucina 65.2+3.8 57.9+5.1 72.0+4.3 0.1099
Leucina 65.2+3.8 57.9+5.1 71.5+4.3 0.1099
Fenilamina 66.0+3.8 58.5+5.1 72.0+4.3 0.1153
Cistina 40.4+4 12 54.1+5.6 20 60.0+4.5° 0.0105
Metionina 73.9+2.7 74.1+3.7 81.6+3.0 0.1040
Azufrados 63.0+3.02 67.0+4.020 74.0+3.0° 0.0492

ab . Medias en una misma fila que no comparte superindice difieren estadisticamente a nivel P<0.05.
MMM = 8.1; 5.7 y 6.8 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.

MAB = 8.1; 6.6 y 5.7 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente

AAA =9.4; 6.6y 7.8 g/lKg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.

A partir de la inclusién total de cada AA y su coeficiente de digestibilidad, podemos
determinar los niveles de AA digestibles (ver Tabla 8) para las recomendaciones
actuales. Hasta el dia de hoy, las recomendaciones actuales (de Blas y Gonzalez
Mateos, 2010) a nivel ileal aparente no se encontraban disponibles, a excepcion de la
Thr que fue propuesta de ser 4.1 g/kg MS (de Blas et al.,, 1998). Estos datos son muy
similares a obtenidos en el presente experimento (4.3 g/kg de MS) lo que aporta solidez
a los datos obtenidos tanto para la Lys como para sAA en el presente trabajo. De manera
analoga, podemos calcular las recomendaciones de AA digestibles aparentes a nivel
ileal de la nueva combinacion que mejoraba los datos productivos (MAB), asi como del
pienso con niveles altos (AAA).

Tabla 8: Contenido en aminoacidos digestibles a nivel ileal aparente para los tres primeros
aminoacidos limitantes en los piensos experimentales (g/kg MS).

Pienso Lisina AA azufrados (cisteina + metionina) Treonina
MMM 5.2 3.60 (0.96+2.46) 4.33
MAB 5.2 4.65 (1.35+3.29) 3.02
AAA 7.53 4.65 (1.35+3.29) 5.71

MMM = 8.1; 5.7 y 6.8 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.
MAB = 8.1; 6.6 y 5.7 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente
AAA =9.4;6.6y7.8 g/Kg MS de lisina, aminoacidos azufrados y treonina, respectivamente.

Finalmente, la Tabla 9 recoge las recomendaciones nutricionales para los tres primeros
AA limitantes en conejos de engorde a partir de los datos disponibles en la bibliografia
(principalmente, de Blas y Mateos, 2010) y los derivados a partir de la presente linea de
investigacion (Marin-Garcia et al., 2018; y el presente estudio). En dicha tabla
proponemos las recomendaciones de AA totales y digestibles aparentes (a nivel fecal e
ileal), tanto para las recomendaciones disponibles actuales (de Blas y Mateos, 2010),
asi como para nuestra nueva propuesta de recomendaciones que maximizan el
crecimiento. Estos valores pretenden servir como referencia y hacer ver como nuevas
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recomendaciones, que ayudara mejorar el ajuste y precisién de la nutricion proteica de
los conejos de engorde.

Tabla 9: Recomendaciones nutricionales para los tres primeros aminoacidos limitantes en
el conejo de engorde (g/Kg materia seca). Escalando, asumiendo que todos los
aminoacidos afadido se digiere.

de Blas y Mateos (2010) Nueva propuesta

Lys sAA Thr Lys sAA Thr
Total 8.1 5.7 6.8" 8.13 6.6% 5.73
Fecal aparente 6.3 4.4 4.8 6.34 5.24 3.74
lleal aparente 5.22 3.6 4.32 5.22 4.72 3.02

1: Obtenidos a partir de de Blas y Gonzalez-Mateos 2010.

.2: Datos obtenidos del presente experimento.

3: Marin-Garcia et al., 2018.

4. Estimados a partir de la digestibilidad fecal aparente observada en otros trabajos y asumiendo que todo el aminoacidos sintetico

afadido se digiere.
De hecho, el presente estudio propone un nuevo nivel en las necesidades de estos AA
limitantes, abordando la necesidad de determinar no solo necesidades de AA totales
sino también aparentemente digestibles (a nivel ileal). Este nivel conduce a un mejor
ajuste del suministro de AA, ya que considera la alta variabilidad de la digestibilidad de
la proteina observada en las materias primas (Villamide et al., 2013). Ademas, este
ajuste en la dieta por AA aparentemente digestibles a nivel ileal puede ayudar a
minimizar la carga de nitrégeno transmitida al ambiente, y ajustarse a las nuevas leyes

ambientales de la legislacion europea.

5. CONCLUSION

Este trabajo aporta una valoracion de los requerimientos actuales a nivel digestible ileal
aparente de las actuales recomendaciones (5.2, 3.6 y 4.3 g/kg MS de Lys, sAAy Thr,
respectivamente). Ademas, fija una nueva recomendacion, basados en unos niveles de
inclusién que reducen el PUN y mejoran los datos productivos, a unos valores de
digestibilidad ileal aparente de 5.2, 4.7 y 3.0 g/kg MS de Lys, sAA y Thr,
respectivamente.
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