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1. RESUMEN

Se evaluo el efecto de la inclusion de inulinagltdffresca y pulpa de citrus fresca
en dietas para lechones sobre parametros prodsictivotricionales, fecales,
recuentos bacterianos y actividad fermentativa éncaon, y morfometria
gastrointestinal. Se utilizaron 24 lechones de halzeda (PV inicial: 9,75 + 1,63 kg;
PV final: 18,77 = 2,68) en un disefio de bloquesazhr, alojados en jaulas
metabdlicas y asignados a uno de 4 tratamient@%lde una dieta control basada
en harina de soja y maiz (CON), 97% CON+3% de maul{(INU), 95,5%
CON+4,5% de alfalfa fresca y 95,5% CON+4,5% de pule citrus fresca (CIT). El
experimento consistio en un periodo de adaptaadi?ddias seguido por 11 dias de
toma de muestras. Durante los ultimos dos diagxj@rimento todos los animales
fueron sacrificados, el tracto digestivo de cadanahfue removido y se tomaron
muestras individuales de la digesta del ileon ymroSe evalu6é el consumo de
alimento, parametros productivos, digestibilidadatenutrientes, utilizacién del N,
caracteristicas fecales, recuentos bacterianoslen,da actividad fermentativa de la
microbiota del colon mediante la produccion de igasitro, el tamafio en peso y
longitud de los érganos del tracto gastrointestindh histologia cuantitativa del
ileon. Los datos fueron analizados por un procehini mixto (PROC MIXED)
considerando el efecto del tratamiento y las mefliasan separadas por contrastes
ortogonales. Los datos de microbiologia fueron iaadbs por un método no
paramétrico. La inclusiébn de aditivos no modifiods |pardmetros productivos
(consumo, ganancia o conversion), las poblacioaetehbhanas medidas en colon, el
desarrollo de los érganos digestivos, ni la higfi@ocuantitativa del ileon. Con la
inclusion de los aditivos se observo una menordtiigigidad de la proteina bruta,
menor retencién de N y heces mas blandas y hiumetpbl del colon fue menor en
los animales que recibieron CIT (P=0,02). Los indsLcoldnicos provenientes de
los lechones alimentados con dietas que contuviadiivos tendieron a producir
mas gas que los que provinieron de los que reoii®@ON (P=0,07), mientras que
los que recibieron INU fermentaron el sustrato mmapido que los demas
tratamientos (mayor tasa maxima de produccion de yganenor tiempo para
alcanzarla). La inclusion de los aditivos (inulirsdfalfa o pulpa de citrus) a los
niveles utilizados no afecto los parametros pradast ni tuvo efectos benéficos
sobre la excrecion de N. A pesar de que no se \abeer modificaciones en la
microbiota del colon, la inclusiébn de los aditivppovoc6 modificaciones en la
actividad fermentativa del intestino grueso dediognales.

Palabras clave: fibra, balance de nitrégeno, tragastointestinal, microbiota,
fermentacion, suinos.



2. SUMMARY

The inclusion of inulin, fresh alfalfa and freshtras pulp in diets for piglets on
growth performance, nutritional and faecal paramsetebacterial counts and
fermentative activity in the colon and gastrointesttract (GIT) morphometry was
evaluated. Twenty-four cross-breed piglets (inig&/: 9.75 + 1.63 kg; final BW:
18,77 £ 2,68) in a randomized complete block desigame housed in metabolic
cages and assigned to one of 4 treatments: 1008 ok soybean meal control diet
(CON), 97% CON+3% inulin (INU), 95.5% CON+4.5% freslfalfa (ALF) and
95.5% CON+4.5% fresh citrus pulp (CIT). The expenin consisted of a 12 d
adaptation period followed by 11 d for samplesemlbn. During the last 2 days of
the experiment all animals were euthanized, thedlige tract of each animal was
removed and individual samples of ileal and colodigesta were collected.
Measurements included feed intake, growth perfooeadigestibility of nutrients, N
utilization, faecal characteristics, colonic baietkecounts, the fermentative activity
of colonic microbiota using thia vitro gas production technique, the size in weight
and length of GIT organs and quantitative histolofjjleum. Data was analyzed by
a mixed procedure (PROC MIXED) considering treatimefifiect and means were
separated by orthogonal contrasts. Microbiologyada&as analyzed by a non-
parametric procedure. Inclusion of additives hadeatf neither on growth
performance (intake, daily gain of feed conversioodlonic bacterial counts,
development of GIT organs, nor quantitative higggloAdditive inclusion led to
lower crude protein digestibility, lower N retemi@and softer and moister feces.
Colonic pH was lower in animals fed CIT (P=0.02pl@ic inocula from animals
fed diets supplemented with additives tended talygpece more gas than animals fed
CON (P=0.07), and those from INU group fermenteel shibstrate faster than the
other treatments (higher maximal rate of gas prbdan@nd lower time to reach this
rate). The inclusion of additives (inulin, alfalda citrus pulp) in the levels utilized
did not affect growth performance parameters. Neeheial effects were detected on
N excretion. Despite differences were not deteabed colonic microbiota, the
inclusion of additives modified the fermentativeiaty in the hindgut of animals.

Key-words: fiber, nitrogen balance, gastrointedtinact, microbiota, fermentation,
swine.



3. INTRODUCCION

En los dltimos afios ha habido un desarrollo y uer@s creciente por parte de la
industria alimentaria humana y animal en la indosde alimentos, componentes
alimenticios o aditivos que promuevan la fermertacintestinal saludable. La
busqueda de alternativas a la utilizacion de aditdms como promotores del
crecimiento para prevenir la aparicion de cepasahianas resistentes, junto con la
prohibicion en paises europeos del uso de ested#paditivos en alimentacion
animal ha llevado a que actualmente exista intémgsstigacion en la materia. La
utilizacion de componentes dietéticos especifiaosdp modificar positivamente la
actividad de la microbiota intestinal. Dentro deoesomponentes, los carbohidratos
fermentables parecen ser los mas promisorios enin@s de promocion de la
proliferacion de especies bacterianas benéficasa geoduccion de acidos grasos
volatiles (AGV), asi como en la reduccion de suste perjudiciales - ej. NH
aminas - (Bauer et al., 2006). Ademas, la producd® acidos organicos modula la
composicion de la microbiota, el crecimiento daulad epiteliales intestinales, y el
crecimiento de la masa microbiana apoyado por lgomBermentacion induce un
cambio en la excrecion de N de la orina a las hiieselle et al., 2008).

En contraposicion, las propiedades fisicas de dmbobidratos fibrosos (capacidad
de replecion, capacidad de retencion de agua, sidad o solubilidad) pueden
generar efectos indeseables en relacion a dismoimesi en el consumo y
digestibilidad de los alimentos o mayor excreciérhdces (Bindelle et al., 2008). A
pesar de que existen datos que ratifican el efeet@fico de prebioticos y fibras
fermentables sobre la salud del consumidor, enildiografia consultada en
ocasiones los resultados son inconsistentes, pifaiose que la investigacion debe
ser profundizada. Por otra parte, existen pocaBgagibnes que hagan referencia a
la utilizacion de pasturas de alta calidad y depsaductos fibrosos como
moduladores de la fermentacion intestinal en leebale post-destete.

Uruguay posee condiciones Optimas para la prodnatgdpasturas de alta calidad y
ademas es productor de un interesante volumen lg@agluctos fibrosos (por €j.
subproductos de la industria citricola) que pueden utilizados en la dieta de
animales de produccion. Por lo anteriormente expuess de interés conocer el
potencial efecto benéfico sobre la actividad fertaira y el ambiente intestinal de
una pastura templada como la alfalfa, y un submtoduico en carbohidratos
fermentables como la pulpa de citrus, y comparadosa un prebidtico de
propiedades conocidas como la inulina.



4. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

El alto rendimiento que se logra en los modernsiesias intensivos de produccion
porcina, lleva implicito la obtencion de altas garias de peso, altas eficiencias de
transformacion alimenticia y un consumo estableostenido de alimentos. Para
alcanzar este objetivo es necesario minimizardal@ncia de patologias infecciosas.
Es por esta razon, que la utilizacion de antibdgticomo aditivos en la alimentacién
animal ha sido hasta hace poco tiempo una prabadégtual en los sistemas de
produccion intensiva de casi todo el mundo. Mediaal uso sistematico de

antibioticos como promotores de crecimiento en datas se logra impedir la

proliferacion de los agentes infecciosos méas haleg) ademas de mejorar los
indices de conversion e incrementar las gananeigsedo (Weber et al., 2001). No
obstante, el uso prolongado de antibidticos pu@teer un efecto de seleccion para
la supervivencia de especies y cepas bacteriagsederges (Bach Knudsen, 2001;
Bywater et al., 2005), genes que codifiquen pata essistencia (Montagne et al.,

2003), asi como favorecer la aparicion de residpdgmicos en los productos de

origen animal para consumo humano (Barton, 200€tp Ba llevado a que algunos
paises hayan emprendido acciones para regulari@riel uso de antibidticos en

alimentos para animales. En este sentido, la UBidropea ya ha establecido la
prohibicion total para la utilizacion de antibi@scomo promotores del crecimiento
en la alimentacién de rumiantes, cerdos y aves {dfme et al., 2003; Hedemann et
al., 2006).

Ante esta situacion, la utilizacion de aditivosaiftivos para evitar la aparicion de
cepas microbianas resistentes y para lograr marieemecuidad alimentaria ha sido
objeto de intensa investigacion en los ultimos aftéls uso deprobioticos y
prebidticos como aditivos alimentarios alternativos en digp@sa animales de
produccion constituye una opcion al uso de aniitméf y puede ser una estrategia
para disminuir la incidencia de enfermedades traiblas por alimentos (Krehbiel
et al., 2003; Callaway et al., 2003; Liu et al.08pD Ademas de los aditivos antes
mencionados, otros grupos de aditivos han sidodiestos como potenciales
alternativas al uso de antibioticos entre los geeeacuentrancarbohidratos
fermentables enzimas, moduladores de la respuesta inmune Gioghobulinas),
acidos organicos o extractos herbales (Awati, 2005)

En los sistemas de produccion de cerdos es comiapdacion de patologias
digestivas y respiratorias y las categorias masnés son las méas susceptibles
(Pérez y Nofrarias, 2008), mas aun cuando se paadgstete precoz. Factores de
manejo como destete, cambios abruptos en la alaniént alojamiento con lechones
provenientes de diferentes camadas y agentes iodesc Escherichia coli
Salmonellaspp., Rotavirusilaemophilus parasuis, Pasteurella multogidarovocan
condiciones de estrés que afectan negativamenfaneionamiento del sistema
inmune (Melin y Wallgren, 2002). La etapa posteraédrdestete, se caracteriza
ademas por la interrupcion de la transferenciag@eprotectora secretada en la leche
materna (Butler et al., 1981) y por modificaciorss las poblaciones bacterianas
intestinales (Katouli et al. 1999) debido a los bars en la dieta y el medioambiente
(Conway, 1994; Jensen, 1998). Todas estas condgildevan a que el control de
inflamaciones intestinales tempranas sea de surpariamcia en el manejo de
afecciones digestivas post-destete en lechones.



4.1. Probiodticos

Los probidticos han sido definidos como una preparao producto que contiene
microorganismos especificos viables en numero isafie para modificar la
microbiota en un compartimiento del hospedero, pe@hdo efectos benéficos en la
salud (Schrezenmeir y de Vrese, 2001). En el caslosl animales monogéstricos,
los probioticos deben sobrevivir a las enzimasrgast e intestinales para alcanzar
intactos el intestino grueso, lugar donde ejercstaaccion. El uso de probiéticos ha
sido estudiado durante los ultimos afios tanto parmales como para humanos
(Cross, 2002). Los mecanismos de accién propugstaslos probidticos son varios,
e incluyen la modulacién de la poblacion microbiattarada, el mejoramiento de la
barrera inmunoldgica intestinal, particularmentdravés de la respuesta de IgA
secretoria, y la disminucion de las respuestaanmdtorias intestinales (Isolauri et al.
2001; Corthési et al. 2007). Se atribuyen propiedgatobidticas a muchas especies
microbianas, siendo comunmente utilizadas cepas Ldetobacillus spp
Bifidobacteriumspp, Streptococcuspp.,Bacteroidesspp., Propionibacteriumspp.

y Enterocuccusspp. Es asi que la suplementacion de la dieta despeon
Enterococcus faeciunproduce un incremento en la funcién inmune y en la
concentraciones plasmaticas y fecales de IgA (Baouya et al. 2003). Casey et al.
(2007) reportaron que el suministro de una mezdateniendo cepas de
Lactobacillus murinus Lactobacillus salivarius Lactobacillus pentosusy
Pediococcus pentosaceous lechones destetados produjo menor incidencia,
severidad y duracion de diarreas cuando fuerorfiddea oralmente a una cepa de
Salmonella typhimuriumPor su parte, Taras et al. (2006) observaron lgue
administracion de una cepa de. faecium a cerdas gestantes produjo una
disminucién en la mortalidad pre-destete, en ldigdérde lechones en los primeros 3
dias de vida y en la incidencia de diarreas insas en lechones. Ademas, existen
datos que indican que la administracioneEddaeciuma cerdos puede producir una
disminucién en las infecciones por clamidias (Palhmet al., 2005).

4.2. Prebiodticos

Los prebioticos pueden definirse como compuestgaindicos no digeribles pero
fermentables, que pueden ser utilizados por detados grupos de la biota
bacteriana provocando un efecto benéfico sobreospddero. Los prebidticos
estimulan la actividad de bacterias benéficas pteseen el intestino grueso del
animal, principalmente lactobacilos y bifidobaaseri Se intenta de esta forma,
incrementar tanto la cantidad como el ritmo de gemén de los productos finales de
fermentacion de estos microorganismos y promovesfabilidad y diversidad de la
microbiota benéfica comensal en el tracto gasestirtal (Gibson et al., 2004). Los
prebidticos incluyen carbohidratos de cadena oguia no son digestibles por las
enzimas digestivas del hospedero pero que puedenmstabolizadas por
microorganismos del colon produciendo acidos omgémi(Pié et al., 2007). Los
prebioticos son fermentados por microorganismosfioms, comolactobacillus
spp. yBifidobacteriumspp., estimulando su crecimiento y de esta fornspldeando
la poblacion microbiana hacia este tipo de micranigmos por competicion con
otras especies patdogenas (McDonald et al., 200unas prebibdticos como los
fructanos, han mostrado otras capacidades come dischinuir los componentes de
la materia fecal que producen olor, de reduciraf¢sterol sanguineo, promover la
sintesis de algunas vitaminas, incrementar la aldsoide minerales, estimular el



sistema inmunitario e incluso de prevenir algunpest de cancer (Jenkins et al.,
1999).

De acuerdo con Roberfroid, (2007), algunos critedeberian ser cumplidos para
gue un compuesto sea considerado un verdaderapcebEn primer lugar debe ser
resistente a la acidez gastrica, a la hidrélisisla®enzimas digestivas y no debe ser
absorbido a nivel intestinal. Ademas debe ser faetaie por la microbiota intestinal
y deben estimular en forma selectiva el crecimigida actividad de la microbiota
que contribuye a la salud del hospedero. Segunaesgte, considerando en forma
estricta estos criterios, s6lo dos compuestos posge el momento actividad
prebidtica demostrada: la inulina y la oligofru@oka inulina estd compuesta por un
mezcla de oligdbmeros y polimeros, con un gradoadienprizacion que varia desde 2
hasta 60 unidades, unidos por enlgés-2). Es un oligosacarido indigestible que
como caracterizacion nutricional, forma parte dditbea dietética (Gibson et al.,
2004). Ademas de la inulina, existen otros oligagdos que poseen actividad
promisoria como prebidtico como los galacto-olig@salos, la lactulosa, los
isomalto-oligosacaridos y los xilo-oligosacaridos.

4.3. Carbohidratos fermentables

Existen también carbohidratos indigestibles, com® &lmidones resistentes, las
hemicelulosas, las pectinas y las gomas, que siferenentan a nivel del intestino
grueso no ingresan en la categoria de prebiotigiinséos criterios anteriores,
principalmente por no poseer selectividad en delmedd de grupos definidos de
microorganismos benéficos (Gibson y Roberfroid,5)98in embargo, éstos pueden
ser considerados componentes alimenticios saluslgidea el colon, dado que
estimulan la fermentacion a este nivel, con efelstrgficos sobre el animal.

Estos carbohidratos forman parte de la fibra degtgfraccion que estd compuesta
por la suma de polisacéaridos y lignina que escapda digestion enziméatica del
animal (Metzler y Mosenthin, 2008). La fibra diétéat puede ser clasificada de
acuerdo a su solubilidad en agua, a pesar de qutasificacion de acuerdo a su
viscosidad, su capacidad de gelificar o su tasdedwentacion por parte de la
microbiota intestinal puedan ser criterios fisiat@gnente mas relevantes (Weickert
y Pfeiffer, 2008). La fraccion soluble de la fibdgetética incluye a las pectinas,
gomas, mucilagos, inulina, fructo y manano-oligasdos (FOS y MOS), almidon
resistente y hemicelulosas hidrosolubles, miergteesla fraccién de fibra insoluble
incluye hemicelulosas no hidrosolubles, celuloséigpina (Escudero-Alvarez y
Gonzalez-Sanchez, 2006). A pesar de que la mayleida fibra dietética es
fermentada en algun grado, las tasas de fermentaeidan ampliamente. De esta
forma, las fibras solubles, los almidones resisteny oligosacaridos son mas
rapidamente fermentables que la fibra dietéticaoluide, como celulosa y
hemicelulosas (Vos et al., 2007).

4.4. Laimportancia de estimular la fermentacion en elntestino grueso

Los productos finales de la fermentacion, como cGdédtico y los acidos grasos
volatiles (AGV) - principalmente los acidos acétipoopidnico y butirico - provocan
una disminucion del pH intestinal, inhibiendo psteemecanismo el crecimiento de
bacterias patdgenas (McDonald et al., 2006; Seyjféftatzl, 2007). Por otra parte,



con el aumento de los AGV, se produce un aumertbudigato, el acido graso que
constituye la principal fuente energética para dotonocitos. Hay autores que
proponen que este aumento es la base de los efgpasisivos sobre el
funcionamiento y la salud intestinal (Roberfroi®02). En este sentido, Loh et al.
(2006) observaron un mayor recuento de bifidobeser una mayor proporcion de
acido butirico en lechones que recibieron dietatesoentadas con inulina.

Segun algunos autores, la adicién de prebioticds fibra fermentable puede tener
efectos directos sobre la morfologia intestinalmGdue previamente mencionado,
existe un efecto trofico del butirato sobre la nazcdel colon, y la hipertrofia de la
mucosa se produce si la tasa de proliferacion lgpiess mayor que la de pérdida
celular (Pluske et al., 1998). Ademas, la adiciérchito-oligosacaridos a la dieta de
lechones produce un aumento en la altura de véddes y en la relacion

vellosidades/criptas en ileon y yeyuno (Liu et 2008). Similares resultados fueron
reportados por Spencer et al. (1997) al suplemedietas para lechones con
fructanos. La relacion vellosidades/criptas es mdicador util para estimar la

digestion de nutrientes y la capacidad de absomébintestino delgado (Montagne
et al.,, 2007) y la mayor capacidad de digestionbgoecion ocurre cuando esta
relacion aumenta (Pluske et al., 1996).

Se ha reportado que dietas ricas en carbohidradamehtescibles producen
hipertrofia del intestino grueso de cerdos (Porvhxel, 1989; Topping et al., 1997,
Len et al., 2009). Se ha sugerido que cuando figuesaumenten la viscosidad, el
aumento en el trabajo necesario para propulsagéstad a través del intestino grueso
puede llevar a la hipertrofia de la musculatura lgel intestino, aumentando
entonces el peso del 6rgano (Wyatt et al., 1988&més, estos autores han sugerido
que las fibras viscosas pueden causar hipertrefiagicélulas de la mucosa a traves
de la supresién de absorcion intestinal de agualdeth secuestro de agua por parte
de los polisacaridos viscosos.

Adicionalmente a los cambios en la produccion delo&cgrasos, otros autores
reportan efectos benéficos de determinado tipoedmentacién a nivel de colon
sobre el estatus inmunitario a nivel local. En estetido, Swanson et al. (2002),
trabajando con dietas para perros que incluian moaokgosacaridos y fructo-
oligosacaridos, observaron un aumento en el recuitactobacillus sppy en los
niveles de IgA, conjuntamente con una mayor praporde linfocitos dentro del
total de células sanguineas de la linea blancani&ho equipo de trabajo también
comunicé un aumento en la concentracion de bifidighias, lactobacilos y bacterias
aerobias totales en materia fecal, y una tendaal@amento en el nimero total de
células sanguineas de la linea blanca al suplemelsas para perros con
arabinogalactano (Grieshop et al., 2002). Adenm&gjtilizacién de probidticos y
prebioticos puede resultar una herramienta utih paodular la produccion local de
citoquinas inflamatorias que se producen durante diapas productivas mas
susceptibles a las infecciones, como es el destetd caso de los lechones (Pié et
al., 2004). La suplementacion de la dieta de leebatestetados con carbohidratos
fermentescibles (inulina, lactulosa, pulpa de rexciod y almidon de trigo) produce
una modulacion en las respuestas de citoquinagffaoatorias (Pié et al., 2007),
indicando que la utilizacion de estos sustratosi@ser eficaz para el tratamiento de
inflamacion intestinal durante el post-destete.



Como beneficio adicional, algunos prebidticos pamedener efectos directos
inhibiendo la proliferacion de microorganismos peidos. Los galacto-
oligosacaridos, la inulina y la lactulosa, han dstramlo ser efectivos para disminuir
la capacidad de adherencia de microorganismos grad8gcomde. coli (Shoaf et al.,
2006). Con el agregado de prebidticos en la dietareduce una alteracion de la
funcién fermentadora del ecosistema gastrointdstinadiante interacciones entre
los microorganismos, el hospedero y metabolitodelb@anos (Propst et al., 2003;
Van Loo, 2004). Se considera que los metabolitasahianos serian los principales
responsables (o efectores) de las acciones beséfeedos prebiodticos (Van Loo,
2004).

Por otra parte, la inclusion de ingredientes fibeofermentables en la dieta de cerdos
estimula la sintesis de proteina microbiana en miesiino grueso, vy
consecuentemente se reduce la emision de amonieemiz (Outor-Monteiro et al.,
2010). Los carbohidratos fermentables producenamb@ en la eliminaciéon de N
desde la orina a la heces (Schulze et al., 199 €tal., 1997), dado que aumenta
la captacion de Nfpor las bacterias del intestino grueso (Moserghial., 1992), el

N es retenido por el aumento en la sintesis deeimat microbiana y como
consecuencia la transferencia de N a la sangrenajniente excretada en orina
disminuye (Bindelle et al., 2008).

4.5. Efectos indeseables de la inclusion de prebidticog carbohidratos
fermentables en la dieta

La inclusion de prebioticos o de carbohidratos &srtables en la dieta también
puede ocasionar efectos indeseados. En primer, l[dgle considerarse que, con este
tipo de compuesto se esta incluyendo un compormgeen general es fibroso y no
digestible. Por esta razon, y siempre dependieraldaddosis, el consumo y la
digestibilidad de los nutrientes pueden verse atkxd. En este sentido, es conocido
gue el aumento en los niveles de fibra de la dietasocia con una reduccion en el
contenidos de energia del alimento (Noblet e28l01). Ademas, el consumo puede
disminuir debido a la sensacion de saciedad qugesera por la capacidad de
replecion de la fibra dietética (Kyriazakis & Emmani995). Bindelle et al. (2009)
observaron una disminucion lineal en el consumdvi& en dietas de cerdos en
crecimiento con la inclusion de la dieta de nivaedescientes (0, 10, 20, 30%) de
pulpa de remolacha. Como consecuencia a la depresi@l consumo de alimentos
durante el post-destete de lechones, Hedemann .et(28D6) observaron,
contrariamente a lo que cabria esperar, una mehora ade vellosidades y
profundidad de las criptas en intestino de lechogase consumieron dietas
conteniendo pectinas, lo que estaria explicad@&pmenor consumo de alimento que
presentaron los animales. No obstante, otros auastean que esta reduccion en
la concentracion energética también puede sertimude para aumentar el consumo
de alimento del animal de forma de mantener cotestnconsumo de energia (Lee
et al., 2002).

De todas formas, diferentes fuentes de fibra puedgnirse en bajos niveles a la
dieta de lechones sin alterar el consumo de alwseytia ganancia de peso. Es asi
gue estas variables no fueron afectadas con lasidd de 7,5% de pulpa de citrus
(Weber et al., 2008), 4% de pulpa de remolachak@ikt al., 2006) o 3% de inulina
(Loh et al., 2006) en la dieta. Estos resultaddgan que la inclusion de alimentos



ricos en fibra en niveles de hasta un 10% en ka die lechones pueden no afectar el
consumo Yy el rendimiento productivo de los anim@fésber et al., 2008).

Debido a sus caracteristicas quimicas, la fibrdaddieta puede tener diferentes
efectos sobre la absorcion de nutrientes. Lasdibmubles se relacionan con un
aumento en la viscosidad luminal (Rodriguez-Palelazet al., 1998) y en la
capacidad de retencion de agua de la digesta (€aniBach Knudsen, 2001).
Owusu-Asiedu et al. (2006) reportaron una menoedipilidad aparente de la
energia y de la proteina bruta junto con un aumeetta viscosidad de la digesta y
una disminucién en la tasa de pasaje gastroingstirsuplementar cerdos con goma
guar y celulosa. Este aumento en la viscosidadaddigesta se ha relacionado
también con disminuciones en la absorcién de leogia a nivel intestinal (Serena et
al., 2009). Adicionalmente, el aumento de la vigtas del contenido digestivo
puede tener como efecto el enlentecimiento desit@rlevando a disminuciones en
el consumo de alimentos (Rodriguez-Palenzuela.etl888). Otros autores han
reportado disminuciones en la digestibilidad ap@rele la PB con la inclusion de
harinas de forrajes (alfalfa, trébol blanco y rgjoyegrass) en la dieta de cachorros,
lo que es atribuido a un aumento en la tasa dggpasevés del TGI, un aumento en
la excrecion de nutrientes a la fraccion fibrosdadéigesta y a mayores pérdidas de
N asociado al aumento de la masa microbiana ge&astada por heces (Anderson
y Lindberg, 1997 a,b)

4.6. Los subproductos y las pasturas de buena calidad mo potenciales
prebidticos

Los prebidticos son productos que tienen un valamercial creciente como aditivos
alimenticios. Es asi que algunos de ellos, prodiscigor extraccion o sintesis, se
encuentran disponibles en el mercado para seroaddos a alimentos humanos o
animales. Sin embargo, es de hacer notar que aglimentos naturales como las
pasturas, o subproductos de la industrializacionakiteentos como las pulpas,
pueden ser efectivos como promotores de la ferroi@ntaen intestino grueso. En
este sentido, las dietas para cerdos podrian berseficiadas con la incorporacion
de cantidades moderadas de este tipo de insumao.

La pulpa de citrus resulta del procesado de logka$t para la obtencion de jugos y
sus concentrados. Esta compuesta por cascara, patpdla y descarte de frutas, y
posee un elevado contenido en pectinas (entre ynd33%0) y azucares (Bampidis y
Robinson, 2006; Weber et al., 2008). Las pectioasdn parte de la fraccion soluble
de la fibra dietética y son rapidamente fermentapas la microbiota de los
monogastricos. Sunvold et al. (1995) observaronmagor produccion de AGV y
una mayor desaparicion de materia organica alzegadistudios de fermentaciém
vitro utilizando como inoculo materia fecal de perrosistoniendo una dieta
suplementada con pulpa de citrus, en comparacién ww@ dieta conteniendo
celulosa. Recientemente, Cerisuelo et al. (201@prtaron que el recuento de
enterobacterias en heces de cerdos que recibieetas conteniendo 5 o 10% de
pulpa de citrus ensilada fue menor que en una dietdrol, indicando que un
aumento en los productos de fermentacién (ej. tlactaGV) en intestino grueso
puede inhibir patdégenos intestinales. Resultadelnuinares de nuestro equipo de
trabajo, indican que la inclusion de fuentes déaaidratos fermentescibles a través
del uso de pulpa de citrus en dietas para persssiduyo el pH fecal (Brambillasca



et al., 2007) - lo que se relacionaria con un awonde la produccion de acidos
organicos en el intestino grueso -, aunque comot@feo deseado, aumentaron
simultdneamente la frecuencia de defecacion yntdzsd de materia fecal excretada
(Britos et al., 2007). Resultados similares se nfagen en estos trabajos utilizando
pomaza de manzana, subproducto derivado de lacede jugo y sidra, alta en
pectinas y otros polisacaridos fermentables. Esresainte sefialar, que estos
subproductos presentaron perfiles de fermentacidgrilases a la inulina al ser
evaluados mediante la técnica de produccion déngéso utilizando como inéculo
heces de perros (Brambillasca et al., 2011).

Estos datos sugieren que las fuentes de carbabsdfatmentescibles en intestino
como la pulpa de citrus, promueven una mayor a@adifermentativa, ya sea por
incremento en el nimero de bacterias, por incremmentla actividad enziméatica
bacteriana, por alteracion de las poblaciones bantes o a la combinacién de todos
estos factores. No esta suficientemente estudiad@ @ué dosis se manifestarian los
efectos positivos sin provocar efectos indeseablatanabe et al (2010)
adicionando niveles crecientes de pulpa de citrosdetas para cerdos en
terminacién, observaron una respuesta cuadraticer@mento de pulpa en la dieta
en la ganancia diaria y en los dias necesarios lpggar a 130 kg. Para esta
categoria, niveles de 10 a 11 % de inclusion fudmsngue resultaron en mejores
desempenios.

Se ha reportado que las paredes celulares de saggmutilizadas en Uruguay son
muy degradables (Cajarville et al., 2006) y quedacentracion de carbohidratos
solubles aumenta en el transcurso del dia (Repetb, 2006; Antunez et al., 2007)
como producto de la actividad fotosintética delenta. Los forrajes son utilizados
como complemento de la dieta en cerdos y existademoias que indican
condiciones favorables para su utilizacion en tddascategorias (Barlocco et al.,
1999; Bauza et al., 2006), aunque la inclusion ateajes de alta calidad como
aditivos de raciones para cerdos no ha sido sofeeente estudiada adn.

Las pasturas templadas poseen una variedad dehwhdios que pueden ser
considerados prebioticos, como fructanos - carlvatod solubles de reserva en
gramineas - hemicelulosas y pectinas - carboh&lrdt® las paredes celulares -
(Rodriguez-Palenzuela et al., 1998). Con respecta alfalfa (pastura que fue

utilizada en esta tesis), es un alimento rico lerafinsoluble (celulosa) pero ademas,
tiene en su composicion fructanos y hasta un 13%edt@nas (Jung y Lamb, 2004).
Este forraje es ampliamente fermentado en el integirueso de los cerdos y los
AGV producto de su fermentacion pueden proveer ahast 14% de los

requerimientos energéticos diarios para mantenimi@gass et al., 1980).

Cabe considerar el hecho de que con el avance deathurez de la planta se
incrementan los polisacaridos que forman parteagmted celular y que son de baja
fermentacion, como la celulosa, a la vez que lceihdas uniones de ésta con la
lignina, formando compuestos no digestibles y mméntables (Van Soest, 1994).
Sin duda esta serd la limitante mas importante g@angao de este tipo de insumos en
dietas para cerdos. Andersson y Lindberg (1997 hab)reportado que la inclusion
de harinas de alfalfa, trébol blanco, trébol ropyggrass perenne en niveles del 10 y
20% de una dieta control produce en cerdos enngigtio una disminucién de la
digestibilidad de la materia organica, la protdinagta y de la energia de las dietas.
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No obstante, los mismos autores concluyen que @mndepresion en la utilizacion
de los nutrientes se produce en los segmentosastedel intestino, manteniendo el
intestino grueso una interesante capacidad feritemta

A modo de conclusion, algunos productos naturalssbyproductos agroindustriales

pueden ser potencialmente utilizados como fuenéefibda fermentable en dietas

para cerdos, especialmente en los lechones. Siargmhes necesario considerar que
niveles excesivos de fibra en la dieta pueden tefectos negativos sobre el

consumo de alimentos y sobre la digestion de ldsiemies, aunque esta sea
fermentable. Por esta razén, la utilizaciéon de d¢igte de ingrediente en dietas

practicas dependera de la generacion de mas ind@maundamentalmente en lo

que respecta a los niveles de inclusibn minimos aximos para las diferentes

categorias.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cantidad de cerdos en Uruguay se estima en2fitamil cabezas en el afio 2009
(DIEA, 2010), registrandose una caida en las enxd&ds si se compara con los 255
mil en el afio 2002. Ademas, se ha registrado usraiducion en las explotaciones
(en términos porcentuales bastante mayor que d& chel stock) que ha resultado en
una mayor concentracién de la produccion porcinaiéh la produccion de este
sector en el pais es actualmente baja, la mayomamdammundial de alimentos
conjuntamente con el aumento de precio de expoértate las carnes que Uruguay
mas produce (bovina y ovina), indican que la producporcina debe crecer.

La dieta de los cerdos en Uruguay esta integradalipersos alimentos, entre los
gue se incluyen alimentos balanceados, granosjdésry subproductos de industrias
molineras, lacteas, frigorificas y de alimentacliumana. Si bien los alimentos
balanceados son los mas utilizados en las expbotasi porcinas, los forrajes son
parte importante de la dieta, destinandose en igl g@as 11 mil hectareas para
alimentacion de cerdos (DIEA Encuesta Porcina 22067).

En el pais existe informacion sobre la utilizacitenpasturas como base alimenticia
en diversas categorias como cerdas (Barlocco, &04l5), cachorros en terminacion
(Battegazzore y Barlocco, 2003; Bauza et al., 200%¢chones (Barlocco et al.,
2005), los trabajos estan orientados a sistempsodieiccion extensivos a campo.

Pese a que la bibliografia en relacion a la utilima de alimentos fibrosos y
prebidticos en la alimentacion de cerdos es extidosdrabajos en los que se utiliza
la pulpa de citrus como un aditivo que estimuleetenentacion y mejore el ambiente
intestinal son escasos. Tampoco hemos encontratf@jdés en este sentido que
utilicen la alfalfa como aditivo. En esta tesispsetende dar otra utilizacion a este
tipo de alimentos y estudiar la inclusién de unstyra (alfalfa), de un subproducto
agroindustrial fibroso (pulpa de citrus) y de uelpético (inulina) al ser incluidos
como aditivos alimentarios en dietas basadas preatbs balanceados.
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6. HIPOTESIS

La inclusion de niveles bajos de alfalfa y pulpaditeus frescas en dietas para
lechones estimulara el crecimiento de especiefi@cas benéficas, disminuyendo
las potencialmente patdégenas, aumentara la ferniéntatestinal y disminuira el
pH intestinal.

La inclusion de niveles bajos de alfalfa frescailpp de citrus frescas en dietas para
lechones provocara una disminucion en la elimimaaiinaria de N.

La inclusion de niveles bajos de alfalfa y pulpaadieus frescas en dietas para
lechones estimulara el crecimiento de los érgamassrgintestinales y se relacionara
con un mayor espesor del epitelio del intestingadob.

La inclusion en niveles bajos de alfalfa y pulpaciirus frescas en dieta de lechones
no deprimira el consumo de las dietas, el aprova@rao digestivo de las mismas, y
por tanto no afectara los parametros productivos.

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general:

Evaluar el efecto de la inclusién de dos alimefitn®sos (alfalfa y pulpa de citrus
frescas) en dietas de lechones sobre parametrodugbinas, nutricionales,
microbiolégicos y fermentativos del colon, y soldee morfometria del tracto
gastrointestinal.

7.2. Objetivos especificos:

Estudiar el efecto de la inclusion de alfalfa ygautle citrus frescas en dietas para
lechones sobre:

a) el aprovechamiento digestivo de los nutrientpargmetros productivos.
b) la retencién y vias de eliminacion del N deital
c) las poblaciones bacterianas y la actividad fetatera del colon.

d) parametros morfométricos e histoldgicos delttrgastrointestinal.
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8. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé en el Campo Experimen®2l #& Libertad (San José) y en
los laboratorios de los Departamentos de Nutrickdnmal y de Morfologia y
Desarrollo (FVet-Udelar) y en el Departamento derbbiologia del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBC&Jlos los procedimientos de
experimentacion fueron aprobados por la Comisiéndraria de Experimentacion
Animal (CHEA).

Se utilizaron 24 lechones machos, castrados, de méxida (Landrace x Large
White) de 45 dias de edad (PV inicial: 12,08 + 1k§9 PV final: 18,77 + 2,68) y
alojados individualmente en jaulas metabdlicas((91,20 m). El experimento
consistié en un disefio de bloques completos al hearanimales fueron bloqueados
por PV y asignados de manera aleatoria a uno Ggeafrtientos:

1) CON: dieta control libre de antibiéticos basada en rgdiarina de soja;

2) INU: CON (97% da la MS total de la dieta) + inulina (8&la MS total);

3) ALF: CON (95,5% de la MS total de la dieta) + alfalfastta (4,5% de la MS
total);

4) CIT: CON (95,5% de la MS total de la dieta) + pulpa idieis fresca (4,5% de la
MS total).

En el Cuadro | se presentan los ingredientes ymaposicion quimica de las dietas
experimentales. La dieta CON fue formulada siguends recomendaciones
nutricionales propuestas por FEDNA (2006). La &fa} la pulpa de citrus se
utilizaron picadas (<5 mm) y frescas. Los aditigesnezclaban con el alimento base
y se mantenian refrigerados a 4°C hasta ser stragos a los animales. En la figura
| se presenta un esquema del periodo experimeutalconsistié en un periodo de
adaptacion de 12 dias de los animales a las distagjido de un periodo de
recolecciéon de muestras de 11 dias. Los animakeyam libre acceso a las dietas y
a agua fresca durante todo el experimento. El aguasuministré a través de
bebederos automaticos instalados en cada jauldétieta

El peso vivo de los animales se registré el primailtimo dia del periodo de

adaptacion (dias 1 y 12) y los dos ultimos diaspeelodo de mediciones (dia 22 y
23). El consumo de alimento se cuantificd los prose7 dias del periodo de
muestreo, mientras que las heces y la orina evasudesde el dia 13 al 16 fueron
recolectadas. Las heces fueron pesadas, sub-nagkestrg almacenadas a -20°C
hasta ser analizadas. El volumen de orina diarioremmlectd en recipientes

conteniendo 25 mL de HCI 6N para evitar la voladition del N urinario. En los

dias 14 y 15 del periodo experimental se mididolasistencia y el pH fecal de las
heces de cada individuo. Los ultimos dos dias ddbgo experimental (dias 22 y
23) luego de un 3 h de ayuno todos los animale®ifiugesensibilizados por trauma
craneal y sacrificados por sangrado. El orden des#arificios se realizé respetando
el esquema de bloques y tratamientos, y cada udosdauestreos individuales se
hizo inmediatamente al sacrificio de cada animhtrd€to gastrointestinal (TGI) de

cada animal fue removido y los diferentes segmea¢bd Gl (estomago, duodeno,

yeyuno, ileon, ciego y colon) fueron identificadbss distintos segmentos se ligaron
para evitar la mezcla de contenidos y se tomaroestras de la digesta del ileon y
colon. El contenido del colon se utilizé para eaalla actividad fermentativa de la
microbiota y para recuento bacteriano en placateHoemente todos los segmentos
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gastrointestinales fueron vaciados de su contenitedidos en peso y longitud. Se
realizaron cortes perpendiculares de 5 cm de lodgiel ileon para la microscopia

cuantitativa del érgano.

Adaptacion (d) Mediciones (d)
Actividad 112|3/4|5(6|7[8]|9(1011/12/13/14/15/16/17/1819[20/21/22|23
Pesaje
Consumo

Heces y orina

Consistencia y pH fecal

Eutanasia*

*Se realizaron mediciones y toma de muestras paréometria del TG, y digesta para medicién de peba y

colon), prueba de fermentacion in vitro (colon) ignmbiologia (colon).

Figura 1. Esquema del periodo experimental

Cuadrol. Ingredientes y composicion quimica de ladlietas experimentales y del

sustrato utilizado para la produccion de gasn vitro.

CON
CON INU ALF CIT hidrolizada
Ingrediente (%)
Maiz 52,1 50,6 49,8 49,8
Harina de soja 40,1 38,9 38,3 38,3
Oleina 2,5 2,4 2,4 2,4
Fosfato dicalcico 1,5 1,5 1,4 1,4
Carbonato de calcio 1,2 1,17 1,2 1,2
Sal 2 1,94 1,92 1,92
Nucleo vitaminico—minerap 0,3 0,29 0,29 0,29
L-Lisina 0,25 0,24 0,24 0,24
DL-Metionina 0,1 0,1 0,1 0,1
Inulina - 3 - -
Alfalfa - - 45 -
Pulpa de citrus - - - 45
Composicién quimica (% en base seca)

Materia seca, MS 89,17 89,17 77,50 74,17 92,60
Cenizas 8,41 7,14 7,62 7,17 2,55
Materia organica, MO 91,59 92,86 92,38 92,83 97,45
Proteina bruta, PB 22,23 19,23 19,11 18,35 7,80
Fibra detergente neutra, FDN 12,53 13,59 15,66 1145 20,26
Fibra detergente acida, FAD 3,77 4,13 5,44 491 8,78
Hemicelulosas, Hemic 8,77 9,46 10,22 9,6 11,48
Extracto etéreo, EE 6,34 7,27 6,98 7,18 3,60

Energia metabolizable, kcal/y 3623,4 3636,8 3558,1 3624,9
CRA®, g agua/g alimento seco 0,99 1,29 1,15 1,54

@ Composicion por kg de producto: Vit. A, 3.000.000Wi. D3, 400.000 IU; Vit. E, 4 1U; Vit. B1, 400gnVit.
B2, 700 mg; acido pantoténico, 3g; Vit. B6, 600 Mij; B12, 6 mg; acido nicotinico, 3 g; Vit. K32@y; biotina,

20 mg; colina, 36,8 g; antioxidante, 24 g; Mg, 503y, 3,7 g; Co, 0,15 g; Zn, 36,8 g; Mn, 3,7 g; FB,dt Se, 20
mg; |, 200 mg® Calculado de acuerdo a Rostagno et al. (2065CRA: capacidad de retencion de agua, por

método de filtracion segln Kyriazakis y Emmans (1995
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8.1. MEDICIONES Y CALCULOS
8.1.1. Consumo, parametros productivos y digestiliad

Los animales fueron alimentadad libitum Las dietas fueron suministradas diaria e
individualmente a partir de la hora 08:00. El conseude las dietas fue medido
diariamente en cada animal durante los primeroga3 del periodo de colecta de
muestras. El consumo de alimento fue calculadoodandiferencia entre el peso de
alimento ofrecido y rechazado. Los animales fugresados el dia 1, 12 y 22-23 del
experimento para determinar la ganancia diariaede.pLa eficiencia de conversion
alimenticia se determiné como la relacion entraughento diario de peso vivo (g) y
el alimento consumido diariamente (g). Las hecesresmlectaron y pesaron
individualmente durante 4 dias (del dia 12 al 16k yalmacenaron alicuotas diarias
del 10% a -20°C hasta su analisis quimico. Se premaa muestra compuesta de
heces por individuo mezclando las heces excretadakrma proporcional a la
cantidad total excretada diariamente. En muestalsedes y dietas experimentales
se determiné el contenido de materia seca (MS)emaabrganica (MO), proteina
bruta (PB), fibra detergente neutro (FDN), fibrdedgente acido (FDA) y extracto
etéreo (EE). En contenido en hemicelulosas (Hes@cgalculo como la diferencia
entre la FDN y la FAD. El coeficiente de digestiitald para cada fraccion fue
calculado como:

[nutriente ingerido (g) — nutriente eliminado (g)Jfriente ingerido (Q).
8.1.2. Balance de nitr6geno

La orina se recolectd y midi6 individualmente duea#h dias (del dia 12 al 16) en
recipientes de vidrio conteniendo 25 mL de unaa6éitude HCI 6N para evitar
fermentacion y pérdidas de compuestos nitrogenddoa. alicuota de 25 mL de
orina de cada animal fue almacenada a -20°C. Rwostente se preparé una muestra
de orina individual que fue utilizada para medicehtenido de N por el método de
Kjeldahl. La cantidad de N retenido por cada aniseatleterminé como:

[N ingerido (g) — (N eliminado en orina (g) + Nralnado en heces (g)].
La utilizacion del N se calculé como:
[N retenido (g) / N ingerido (g)] x 100.

8.1.3. Parametros fecales

Los dias 14 y 16 se tomaron muestras de heceslperaninar la consistencia y el
pH fecal. La consistencia fecal se evalué en heaessentemente defecadas
utilizando una escala descrita por Freitas e280§) de 1 (heces firmes) a 4 (heces
liquidas). El pH fecal me midié inmediatamente elg la defecacion con un pH
metro digital (eChem Instruments Pte. Ltd., OakiSmgapur) diluyendo 1 g de
heces en 10 mL de agua destilada. Los dias ddicacate los animales se midieron
ademas el pH de la digesta del ileon y del colémmikeno modo que se realizo para
las heces.

15



8.1.4. Actividad fermentativa de la microbiota del colon

Inmediatamente luego del sacrificio, se utilizOtpate la digesta del colon de los
lechones para estimar la actividad fermentativiadeicrobiota colonica mediante la
medicion de la produccion de gas vitro, segun el procedimiento descrito por
Mauricio et al. (1999). Se utilizé digesta colondm cada animal como indculo y el
alimento control (CON) pre-digerido como sustrafwddro ). La pre-digestion de
CON se realizé para simular la digestion en elreaip e intestino delgado mediante
el procedimiento descrito por Cone et al. (2008yaReste procedimiento, muestras
de 60 g de MS fueron incubadas durante 1,5 h e® IB0 de una solucién
conteniendo HCI 0,1M con 5 g/L de pepsina (Mercrrbstadt, Alemania). Luego
el pH se neutralizé con 300 mL de NaH{L6 M, y fue seguido por una incubaciéon
con 1500 mL de buffer fosfato 0,165 M conteniendg/|2 de pancreatina (P-7545,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU) y 2 mL ala-amilasa termoestable.
Luego de la incubacion, el residuo se filtrd confiltro de nylon con poros de 40
KUm, y se seco en estufa a 60°C previo a la inc@baci

Se evalu6 la actividad fermentativa de la micrabiatel colon mediante el
procedimiento de produccion de gavitro. Para ello, 0,5 g del sustrato pre-digerido
fue pesado en frascos de 125 mL y a cada frasagesgaron 0,5 mL de una
solucion de vitaminas y buffer fosfato, 0,5 mL da&solucion reductora y 38 mL de
una solucién basal. La composicion de las solusidae la descrita por Williams et
al. (2005). Luego del agregado de las solucionelsiz® circular una corriente de
CO, dentro de los frascos, se cerraron con tapongeme butilo y se almacenaron
a 4°C por 8 h antes de la inoculacion para hidmetaustrato. Posteriormente los
frascos fueron atemperados en bafio maria a 39°@ntdu2 h antes de ser
inoculados. Para la inoculacion se utilizd digestéonica fresca de cada lechén
obtenida inmediatamente después del sacrificiadigasta fue pesada y diluida con
una solucion salina estéril (9 g de NaCl/L) pregtda a 39° C en una relacion
peso:volumen de 1:5. El material diluido fue hommeado en un mezclador y
fitrado a través de 4 capas de pafio de queseliaflullo obtenido fue
continuamente gaseado con £Pagitado, y 10 mL del in6culo fue dispensado
dentro de cada frasco. Un total de 6 frascos pionarfueron inoculados (3 replicas
conteniendo CON pre-digerido + 3 blancos conter@eddicamente indculo y
medio; en total se incubaron 144 frascos en una&autanda de incubacion).
Posteriormente, los tapones de goma butilo fuessgwados con precintos de
aluminio y los frascos fueron depositados en baédarpor 92 h. La produccién de
gas se midiod con un transductor conectado a un metnd (840065, Sper Cientific,
Scottsdale, AZ, USA) a las 2, 4, 6, 8, 10, 12,248,48, 72 y 92 h posteriores a la
inoculacion.

Luego de la incubacion la desaparicion de la natganica (DMO) de cada frasco
se determind depositando los residuos de fermémaen crisoles que fueron
secados a 105°C, y posteriormente se incineraranugia a 550°C durante 4 h. La
DMO in vitro se calcul6 como:

1 - [(MO residual — MO blancos) / MO iniciaR]100,

donde la MO residual es la MO recuperada luegodla f@le fermentacion, la MO
blancos es la MO recuperada en los blancos comdggues y la MO inicial son los
g de MO del sustrato original incubado en cadac&rgSunvold et al., 1995).
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El volumen de gas fue calculado a partir de laipnesiedida (psi, libras por pulgada
cuadrada) utilizando una ecuacion obtenida en pererento previo como:

volumen de gas (mL) = 3,9484 x Psi + 0,2084 % f&i = 0,978).

Los volumenes de gas obtenidos durante la ferméntdgeron referidos a la MO
incubada. El perfil de gas fue ajustado al modekxdto por Groot et al. (1996):

G = A/[1 + (C/)B]

donde G: gas total producido (mL/g), A: produccim gas asintética (mL/g), B:
caracteristica de conmutacion de la curva, C: teempel que se alcanza la mitad de
la asintota (7,) y t: tiempo (h). La tasa maxima de fermentaci®n.f y el tiempo

en el que se producedy se calcularon de acuerdo a Bauer et al. (2001):

{R max— [(A X CB) x B x (Tmax(_B - 1))/(1 + (CB X Tmax(_B))] 2}
{Tmax= Cx[(B - 1)/(B + 1§**]}

8.1.5. Microbiologia intestinal

Una muestra de la digesta del colon de cada aniomal procesada en un
homogeneizador (Stomacher Seward, UK) inmediatanieretgyo de ser colectada.
Se mezclo 1 g de digesta con 10 mL de solucion dangalina fosfatada (PBS)
conteniendo 0,5 g/L de cisteina. Se realizarorcitihes seriadas (f0a 10°) para
enumeracion de unidades formadoras de colonias \eR@lacas de dos medios de
cultivos selectivos y uno no selectivo. Los mediekectivos utilizados fueron agar
MacConkey (Merck, Darmstadt, Alemania) para la eetanion de bacterias Gram
negativas fermentadoras de lactosa (coliformes)yay de Mann, Rogosa y Sharpe
(MRS; Merck, Darmstadt, Alemania) para cultivo decterias acido lacticas. Se
utilizé el medio no selectivo agar soja tripticd$&A; Difco, Inc., Detroit, EEUU)
para el aislamiento de bacterias aerobias mesofils placas fueron incubadas a
37°C durante 48 h. Cada dilucion se realiz6 pplitcado y los recuentos de colonias
se expresaron como log10 de UFC por gramo de hEtesedio MRS se cultivo en
condiciones de microaerofilia, mientras que logivots en MacConkey y TSA se
cultivaron en forma aerobia.

8.1.6. Morfometria del TGI

Inmediatamente después del sacrificio, el trac&irgentestinal de cada animal se
ligb en el eséfago y el recto y fue removido. Sentdicaron los diferentes
segmentos del TGI (estdmago, duodeno, yeyuno, ,ilemgo y colon), fueron
ligados para evitar la mezcla de contenidos y s&ton muestras de la digesta del
ileon (para medicién de pH) y colon (para mediaérpH e inodculo para produccién
de gasgn vitro). Posteriormente todos los segmentos del TGI fugeziados de su
contenido y medidos en peso y longitud. Se realizaortes perpendiculares de 5
cm de longitud del ileon para microscopia cuamntdgatLas muestras del tejido
fueron fijadas por inmersién en paraformaldehiddfebado al 4% (pH 7,4) y
posteriormente procesadas segun procedimientogitdespor Hedemann et al.
(2006). Se capturaron imagenes de los preparadaisofatorio de Analisis de
Imagenes, Depto. de Morfologia y Desarrollo, F\Mgilizando microscopio Gptico
Olympus BX50 (Olympus, Tokio, Japon), video camdigital (SSCC158P; Sony,
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Tokio, Japon), y se utilizo el programa Image PhasKMedia Cybernetics, MA,
EEUU) para la captura y analisis de imagenes. bagénes obtenidas fueron
utilizadas para medir la altura de vellosidadepesar del epitelio, profundidad de
criptas y la relacion vellosidades/criptas. Se t@m&0 mediciones por individuo y
region en lugares donde se identificaron cortepemeliculares de las estructuras
antedichas.

8.1.7. Analisis quimicos

Las muestras de dietas y heces fueron secada€ al6finte 48 h para determinar el
contenido en MS y molidas a tamafio de 1 mm. Hosteente las muestras fueron
analizadas para cenizas, PB, FDN, FDA, Hemic yHEontenido de cenizas y de
PB se determinaron de acuerdo a métodos indicadoA@AC (1990) (942.05,
984.13 respectivamente). La MO se calculd por éifeia (MO = 100 — cenizas).
Los contenidos de FDN y FDA se determinaron sedaknente mediante la técnica
descrita por Goering y Van Soest (1970), modificada Robertson y Van Soest
(1981), utilizando un analizador de fibora ANKQ@M (Ankom Technology Corp.,
Fairport, NY, EEUU). La fraccion de FDN fue anatizacon amilasa termoestable;
las fracciones FDN y FDA son reportadas incluyerdaizas. El contenido de
hemicelulosas se calculé por diferencia (Hemic NFDFDA). El contenido de EE
se determind extrayendo la grasa de las muestraéteo petroleo durante 4 h en un
extractor de grasa Goldfisch (Labconco Corp., Kar@Gigy, MO, EEUU). Todas las
muestras fueron analizadas por triplicado, aceptaogficientes de variacion entre
andlisis del 3 al 5% segun el parametro.

8.1.8. Andlisis estadistico

Los datos de rendimiento productivo, caracteristicke heces, digestibilidad
aparente, balance de N, produccion de igagtro y morfometria del TGI fueron
comparados entre tratamientos utilizando el procisito PROCMIXED de SA%
(SAS Institute, Cary, EEUU, 2000) a traves del niode

Yik =W + T+ B+ e,

donde Yjx es el efecto fijo de i tratamiento (CON, INU, ALEIT), en cada k réplica
animal (k=6 lechones), p es la media general deinpetro, T es el efecto fijo del
tratamiento (n=4), Bes el efecto aleatorio del bloque (n=6);y & error residual.
Las comparaciones entre tratamientos se realizasghante contrastes ortogonales.
De esta forma se realizaron los siguientes coesastl = CONvs las dietas
conteniendo los aditivos; C2 = INUWs las dietas conteniendo alfalfa o pulpa de
citrus; C3 = ALFvsCP.

Las poblaciones microbianas fecales cuantificadagsentaron varianzas
heterogéneas, incluso luego de la transformacigarionica de la variable. Se
reportan por tanto las medianas de los recuentos yalores minimos y maximos
observados para cada variable. El efecto del tiataonfue analizado utilizando el
anélisié no parameétrico de Kruskal — Wallis mediaitprocedimiento NPAR1IWAY
de SAS.

Las diferencias entre las medias de los parametnsvalores de 9,05 fueron
aceptadas como significativamente distintas, masntjue valores de P mayores a
0,05 y menores a 0,1 se aceptaron como tendencias.
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9. RESULTADOS
9.1. Rendimiento productivo y digestibilidad aparete

En el Cuadro Il se presenta el rendimiento prodactila digestibilidad aparente de
los nutrientes para los distintos tratamientos.sB@bservaron diferencias entre los
tratamientos para el consumo diario de MS, las my@aa diarias de peso o la
conversion alimenticia.

Cuadro Il. Efecto de la inclusion de los aditivos ® la dieta sobre el rendimiento
productivo en lechones.

Tratamientd” Contrasté® (P)
CON INU ALF CIT EEM® c1 c2 cC3
Consumo, g MS/d 7259 660,0 630,1 7154 57,65 0,086 0,31
Consumo, g MS/kg PV 429 408 386 46,7 4,29 0,857200,18
Ganancia diaria, g 438,7 337,3 401,7 3850 79,5045 0,0,55 0,87

Conversioén alimenticia, g/é) 0,540 0,434 0,506 0,447 0,095 0,41 0,66 0,62

@ Tratamiento: CON = dieta control basada en maiz sirfeade soja; INU = CON + 3% inulina; ALF = CON
+ 4.5% alfalfa fresca; CIT = CON + 4.5% pulpa de cisrifresca.® Error estandar de las medias (n =
6/tratamiento) ® Contrastes: C1 = CON vs. inclusién de fibra; C2 = INU (&LF + CIT); C3 = ALF vs. CIT.
® Conversion alimenticia calculada como g de aumeet®4 /g de alimento ingerido.

La digestibilidad aparente de los nutrientes sesgma en el Cuadro lll. La
digestibilidad de la PB fue la unica fraccion ddimanto afectada por los
tratamientos. La inclusiéon los aditivos en las aleprodujo una disminuciéon en la
digestibilidad de la PB del 6,4%, sin que se oleanv diferencias entre las distintas
fuentes de fibra.

Cuadro Ill. Efecto de la inclusion de los aditivosen la dieta sobre la
digestibilidad aparente de los nutrientes en lechas.

Tratamientd” Contrasté? (P)
CON INU ALF CIT EEM® c1 c2 C3
Digestibilidad aparent&’

MS, % 85,07 83,61 83,15 83,77 156 0,38 093 0,77
MO, % 86,03 84,60 84,19 84,68 152 0,37 092 0,82
PB, % 85,51 80,74 79,36 80,01 204 0,02 066 0,81

FDN, % 69,75 66,57 71,32 6955 363 089 040 0,73
FDA, % 62,59 57,98 65,77 64,8 469 09 0,22 0,89
Hemic.,,% 72,83 70,32 74,27 7198 3,34 0,87 0,50630,

EE, % 61,47 6692 58,02 6592 361 057 023 0,10

@ Tratamiento: CON = dieta control basada en maiz sifteade soja; INU = CON + 3% inulina; ALF
= CON + 4.5% alfalfa fresca; CIT = CON + 4.5% pulpa déras fresca.? Error estandar de las
medias (n = 6/tratamientdy) Contrastes: C1 = CON vs. inclusién de fibra; C2 = IN&l YALF + CIT);

C3 = ALF vs. CIT.“ Digestibilidad aparente: MS = material seca; MO =atmria organica; PB =
proteina bruta; FDN = fibra detergente neutra; FD#bra detergente acida; Hemic. = hemicelulosas.
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9.2. Parametros fecales

Las caracteristicas de las heces (g excretadogrmido de MS y consistencia), asi
como el pH de la digesta del ileon y colon de &hbnes son presentados en el
Cuadro IV. La excrecion diaria de heces frescaglibera ser mayor en los
tratamientos que incluyeron aditivos (P=0,09) sie ge observaran diferencias entre
los distintos tipos de aditivos utilizados. El amitdo de MS de las heces se redujo
con la inclusion de aditivos en la dieta (P=0,@®ntro de los tipos de aditivos, los
animales suplementados con inulina excretaron hemesin contenido de MS que
tendié a ser mayor que para los animales que ezoibidietas conteniendo alfalfa o
pulpa de citrus (P=0,06). Ademas, las heces deett®mnes alimentados con la dieta
control tuvieron una consistencia mas firme queédalos alimentados con dietas
suplementadas con aditivos (P=0,04). Los valorgstten las heces y en la digesta
del ileon no fueron afectados por los tratamientaspbstante, el pH de la digesta
del colon fue el mas bajo en los lechones que iexoib la dieta que contenia pulpa
de citrus (P=0,02).

Cuadro IV. Efecto de la inclusién de los aditivos re la dieta sobre las caracteristicas
fecales y de la digesta en lechones.

Tratamientd” Contrasté? (P)
CON INU ALF CIT EEM® c1 cC2 C3
Excrecion fecal, g/d 3316 364,6 442,7 464,1 57,40,09 0,12 0,73

MS en heces, % 31,3 293 245 244 256 0,03 0,0698 0
Consistenci&’ 157 197 221 211 033 004 046 0,73
pH fecal 6,03 6,03 6,38 617 013 031 013 0,28
pH ileal 6,38 6,27 635 657 024 094 053 0,53
pH colénico 6,19 6,28 607 593 010 033 0,02 0,28

@ Tratamiento: CON = dieta control basada en maiz sirfeade soja; INU = CON + 3% inulina; ALF = CON
+ 4.5% alfalfa fresca; CIT = CON + 4.5% pulpa de citrifresca.®’ Error estandar de las medias (n =
6/tratamiento)® Contrastes: C1 = CON vs. inclusion de fibra; C2 = INU (&LF + CIT); C3 = ALF vs. CIT .
® Consistencia fecal: 1 (heces firmes) a 4 (hecesdés).

9.3. Balance de nitrogeno

Los efectos de la inclusién de aditivos sobre éhrx@ del N se presentan en el
Cuadro V. Los animales alimentados con dietas guéenian aditivos presentaron
un consumo de N menor que los que consumieronel@a diontrol (P=0,03). Sin

embargo, la inclusion de aditivos no modificéd lacrexion fecal diaria de N. La

eliminacién urinaria diaria de N fue mayor en eumy que recibié la dieta

suplementada con alfalfa (P=0,02), mientras que&rapo que recibio la dieta

conteniendo inulina fue el que tendié a eliminaaridimente menos N por orina
(P=0,09). EI N retenido por dia fue mayor en elpgraontrol que en los grupos de
lechones que recibieron dietas suplementadas dtwoadP=0,01). La inclusién de

aditivos deprimid la utilizacion de N (P=0,02). [este parametro las diferentes
fuentes de aditivos provocaron efectos difereni@gjue la alfalfa fue el tratamiento
que presentd menor utilizacion de N (P=0,03) e thidlio a utilizar mejor el N que

los restantes tratamientos que contenian aditRe8,09).
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Cuadro V. Efecto de la inclusion de los aditivos $oe la ingestion excrecion y retencion
de N en lechones.

Tratamientd” Contrasté? (P)
CON INU ALF CIT EEM® cC1 Cc2 C3
N ingerido, g/d 241 19,8 186 195 1,85 0,03 0,76,74

Excrecion fecal de N, g/d 351 3,74 3,76 3,73 0,353 0,99 0,96
Excrecion urinariade N, g/d1,95 1,79 3,96 1,98 055 0,33 0,09 0,02
N retenido, g/d 18,6714,23 10,9 13,78 1,70 0,01 0,37 0,24
N utilizado, %" 77,13 71,55 56,99 69,83 4,00 0,02 0,09 0,03

@ Tratamiento: CON = dieta control basada en maiz yilade soja; INU = CON + 3% inulina; ALF = CON
+ 4.5% alfalfa fresca; CIT = CON + 4.5% pulpa de cisrifresca.?) Error estandar de las medias% =
6/tratamiento) ® Contrastes: C1 = CON vs. inclusién de fibra; C2 = IN&l ¢ALF + CIT); C3 = ALF vs. CI¥

g de N retenido/ g de N ingerido.

9.4. Microbiologia intestinal

En el Cuadro VI se presentan los recuentos endlalagiones microbianas del colon

de acuerdo a los diferentes tratamientos. No seredr®n diferencias entre los

distintos tratamientos en el numero de UFC,gogde digesta fresca) de ninguno de
los grupos bacterianos cuantificados.

Cuadro VI. Efecto de la inclusion de los aditivos re la dieta sobre las poblaciones
bacterianas colonicas en lechones.

Tratamientd”

CON INU ALF CIT p®
Bacterias colonicas, lag UFC/g digesta fresc&
Coliformes 7,65 7,49 8,03 7,33 0,344
(7,26-9,81) (6,87-8,63) (6,69-9,21) (6,55-8,06)
Bacteria acido lacticas 8,73 8,60 8,94 8,45 0,411
(7,31-9,45) (7,16-9,32) (7,40-9,41) (7,83-8,75)
Aerobias totales 8,98 8,90 9,23 8,08 0,312

(7,39-9,89) (7,18-9,95) (8,01-9,51) (7,41-9,00)

@ Tratamiento: CON = dieta control basada en maiz yilade soja; INU = CON + 3% inulina; ALF = CON
+ 4.5% alfalfa fresca; CIT = CON + 4.5% pulpa de cisrfresca® Medianas de cada tratamiento. Los valores
minimos y méaximos se presenten entre parént8$is probabilidad del efecto de la dieta determinadediante
test de Kruskal-Wallis.

9.5. Actividad fermentativa de la microbiota del céon

Los parametros de fermentaciom vitro ajustados a los modelos matematicos se
presentan en el Cuadro VII, mientras que las dastide fermentaciém vitro
durante las 92 h de incubacion se presentan elglaaF2. La produccion de gas de
los in6culos provenientes de los animales alimergawbn el tratamiento control
tendié a ser menor que la de los alimentados cetasisuplementadas con aditivos
(P=0,07). Los lechones alimentados con INU presentan menor tiempo medio
para alcanzar la produccion asintética de gas (R¥(si como una mayor tasa
maxima de produccion de gas (P<0,01) que los aeanglie recibieron los demas
tratamientos. Por otra parte, el tiempo en que reelyp la tasa maxima de
fermentacion tendié a ser mayor cuando la digediaada para la fermentacidn
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Gas (mL/g MO)

Gas (mL/g MO)

vitro provino de los animales que recibieron ALF (P=R,080 se detectaron
diferencias entre tratamientos para la desaparasddO.

Cuadro VII. Cinéticas de fermentacion n vitro de alimento control (CON) pre-digerido
utilizando como indculo digesta coldnica de lechogme alimentados con dietas
suplementadas o no con aditivos.

Tratamientd” Contrasté® (P)

CON INU ALF CIT EEM® c1 c2 c3
Gas, mL/gMO 1442 151,1 1469 1515 7,49 0,07 050,24
Ty h 395 385 431 427 022 024 <001 0,85
Rmax ML/h 23,00 24,79 2223 2245 124 0,84 <0,01 0,81
Trmax h 1,71 162 206 160 023 079 0,32 0,06
DOM , % 40,26 41,11 42,29 39,27 217 0,78 089 0,28

@ Tratamiento: CON = dieta control basada en maiz sirteade soja; INU = CON + 3% inulina; ALF = CON
+ 4.5% alfalfa fresca; CIT = CON + 4.5% pulpa de citrifresca.®?) Error estandar de las medias (n =
6/tratamiento) @ Contrastes: C1 = CON vs. inclusién de fibra; C2 = INU (&LF + CIT); C3 = ALF vs. CIT.
® Gas: mL de gas acumulado/g MO incubadg; Titad de tiempo para alcanzar la produccién desga
asintotica; Ry.x tasa maxima de produccion de gag;d tiempo en el que se produce Ig,R DMO: porcentaje
de desaparicion de la MO incubada.

30

N
(¢

(yow Byseb Jw) ese|

N
o

[En
a1

[EnY
o

o

200 1 CON INU [
0 —& A—4 % H
o W‘ i
—&— Gas —&—Gas
80 - - -& - Tasa - - Tasa
AN
40 Ba . . 5
B--____ Aemeeo A T---__ O----p
0 L] L] L] L) L) L) L) L) L] L] L) L)
0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90

200 -

160

120

(o]
o

40 1

45 60
Tiempo (h)

30 60 30
Tiempo (h)
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lechones alimentados con dietas suplementadas ocun aditivos. Las barras indican el

error estdndar en cada punto de medicion.
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9.6. Morfometria del TGI

En el Cuadro VIII se presentan el peso vacio yolagitud de los diferentes
segmentos del TGI para los diferentes tratamiemiésytras que en el Cuadro IX se
presentan estos mismos parametros relativos al pesp No se detectaron
diferencias significativas en el peso de los segosegastrointestinales. Se observo
que el peso vacio del duodeno tendi6 a ser mensd,JP) en los lechones
suplementados con inulina con respecto a los egibieron las otras dos fuentes de
fibra. Ademas el peso del intestino delgado teds@r menor (P=0,09) en el grupo
control que en los suplementados. Con respectdandatud de los 6rganos, no se
observaron diferencias entre los tratamientos dégogpe los animales alimentados
con INU presentaron longitudes de estbmagos quietem a ser menores (P=0,09),
mientras que los que recibieron CIT tuvieron unanondongitud del segmento

yeyuno-ileon (P=0,05).
Cuadro VIII. Efecto de la inclusién de los aditivosen la dieta sobre el peso vacio y la

longitud de los segmentos digestivos de lechones.

Tratamientd” Contrasté® (P)
CON INU ALF CIT EEM® cC1 C2 C3

Peso vacio del érgano

Estomago, g 1819 1676 1747 172,8 1191 0,45 0,60@,91
Duodeno, g 18,5 16,7 20,9 20,0 1,80 0,81 0,07 0,69
Yeyuno-ileon, g 751,3 6853 7478 7039 36,86 0,30,38 0,41
Ciego, g 62,8 51,4 60,8 52,1 5,51 0,22 0,47 0,28
Colon, g 3179 3338 2928 299,8 18,81 0,68 0,12 80 0O,

Intestino delgado, g 683,4 773,0 7555 7494 37,13 0,09 066 091
Intestino grueso, g 380,8 3853 3536 351,8 21,65500 0,23 0,96

TGI, g 1329,4 1254,8 1296,9 12486 60,11 0,36 0,80 0,57
Longitud del 6rgano

Estémago, cm 16,74 15,67 17,17 16,50 0,74 0,66 0,00,38

Duodeno, cm 19,42 18,50 21,17 20,33 1,88 0,77 0,30,73

Yeyuno-ileon, m 11,24 10,44 11,08 9,71 0,48 0,16 940, 0,05

Ciego, cm 15,127 12,93 15,50 13,83 1,09 0,26 0,12 16 0,

Colon, m 2,88 285 2,78 2,62 0,16 050 046 0,51

@ Tratamiento: CON = dieta control basada en maiz sirfeade soja; INU = CON + 3% inulina; ALF = CON
+ 4.5% alfalfa fresca; CIT = CON + 4.5% pulpa de cisrifresca.® Error estandar de las medias (n =
6/tratamiento) @ Contrastes: C1 = CON vs. inclusién de fibra; C2 = INU (&LF + CIT); C3 = ALF vs. CIT.

® Tracto gastrointestinal total.

Cuando el peso y longitud de los distintos segnserdel tubo digestivo se
expresaron en relacion al PV de los animales (@udd) no se detectaron
diferencias ni en el peso de los 6rganos ni eorlgitud de los mismos.
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Cuadro IX. Efecto de la inclusion de los aditivosrela dieta sobre el peso y la longitud
relativa (g o cm/kg PV) de los segmentos digestivde lechones.

Tratamientd” Contrasté® (P)
CON INU ALF CIT EEM® cC1 C2 C3

Peso vacio del 6rgano (g)/PV (kg)

Estobmago, g 9,27 8,93 9,53 9,58 0,45 0,89 0,28 0,91
Duodeno, g 0,96 0,91 1,13 1,12 0,11 0,50 0,12 0,91
Yeyuno-ileon, g 38,66 36,95 40,79 39,056 2,16 0,91,240 0,55
Ciego, g 3,19 2,82 328 ¢ 0,30 0,59 0,45 0,39
Colon, g 16,20 18,01 15,82 16,87 0,95 0,47 0,12 380,

Intestino delgado, g 40,46 37,87 93, 4016 2,38 0,86 0,23 0,56
Intestino grueso, g 19,39 20,83 09, 19,78 1,09 0,64 0,24 0,61

TGI, g@¥ 69,57 67,62 762 69,53 3,27 0,92 0,50 0,81
Longitud del érgano (cm)/PV (kg)

Estomago, cm 0,88 0,84 0,93 093 0,05 0,67 0,12 0,97

Duodeno, cm ® 101 1,14 1,15 0,11 0,36 0,34 0,96

Yeyuno-ileon, cm 57,3 56,1 60,4 54,5 3,72 0,94 0,73,21

Ciego, cm 0,78 0,72 0,85 0,78 0,07 0,92 0,27 0,42

Colon, cm 14,7 15,5 14,9 14,8 0,91 0,71 0,56 0,92

@ Tratamiento: CON = dieta control basada en maiz sirfeade soja; INU = CON + 3% inulina; ALF = CON
+ 4.5% alfalfa fresca; CIT = CON + 4.5% pulpa de citrifresca.®’ Error estandar de las medias (n =
6/tratamiento) @ Contrastes: C1 = CON vs. inclusién de fibra; C2 = INU (&LF + CIT); C3 = ALF vs. CIT.

® Tracto gastrointestinal total.

Respecto a la histologia cuantitativa el ileon,seoobservaron diferencias entre
tratamientos para ninguna de las variables cueatifis (Cuadro X).

Cuadro X. Efecto de la inclusién de los aditivos efa dieta sobre la morfometria
histolégica del ileon.

Tratamientd” Contrasté? (P)
CON INU ALF CIT EEM® cCc1 €2 cC3
Altura vellosidades (um) 384,3 399,2 389,2 429,6 ,167 0,77 0,90 0,66
Espesor mucosa (um) 915,9 993,0 998,7 1093,3 13946 0,76 0,61
Profundidad criptas (um)531,6 593,9 609,6 6614 86,3 0,36 0,70 0,66
Vellosidad/Cripta 0,72 0,70 0,65 0,70 0,11 0,77 60,8,70

@ Tratamiento: CON = dieta control basada en maiz sirteade soja; INU = CON + 3% inulina; ALF = CON
+ 4.5% alfalfa fresca; CIT = CON + 4.5% pulpa de citrifresca.®’ Error estandar de las medias (n =
6/tratamiento) ® Contrastes: C1 = CON vs. inclusién de fibra; C2 = INU ¢ALF + CIT); C3 = ALF vs. CIT.
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10. DISCUSION

El consumo diario de MS por animal para todos lagmientos se encontré dentro
de los niveles esperados para la categoria segaditado por NRC (1998). A pesar
de que la inclusion de fibra en las dietas de cepl®de llevar a modificaciones en
el consumo de alimentos, no se registraron modifio@s en ninguna de las
variables relacionadas con el rendimiento prodacfeonsumo de MS, ganancia
diaria de PV o conversion alimenticia). Se ha reguwr que un aumento en los
niveles de fibra de las dietas esta asociado aatheccion en el contenido de EM del
alimento (Noblet et al., 2001) y esta reducciondauser un estimulo para aumentar
el consumo de la dieta manteniendo de esta forrmanslumo de energia (Lee et al.,
2002). Por otra parte, el efecto de replecion déibiea dietética puede llevar a
saciedad (Kyriazakis & Emmans, 1995) o a dismitaipalatabilidad de la dieta
(Braude, 1967). No obstante, segun los datos rgasten algunas publicaciones la
inclusion en la dieta de cerdos de 7,5% de pulpztdes (Weber et al., 2008), 4% de
pulpa de remolacha (Bikker et al., 2006) o 3% ddina (Loh et al., 2006) no
afectan el consumo o la eficiencia de crecimieBtguramente los niveles de fibra
utilizados en el presente experimento (3% de iaulh5% de alfalfa y pulpa de
citrus; FND: desde 12,5 a 15,7%) no fueron sufielerente altos como para
modificar de manera sustancial el contenido deafipenergia de las dietas, y por
tanto influir sobre el consumo de alimentos y laieficia de crecimiento.

A pesar de que las fracciones de menor digesti@F(NADF y hemicelulosas)
fueron mayores en las dietas suplementadas en caoijpacon la dieta control (por
ej., un nivel de FDN 8,5%, 25% y 15% mayor en IMUF y CIT, respectivamente)
la digestibilidad aparente de la MS, MO, fracciomesfibra y EE de las dietas
experimentales no fueron afectadas por la inclusiénaditivos (Cuadro 2). No
obstante, segun otros autores la digestibilidadeapa de los nutrientes en las dietas
de cerdos disminuye cuando aumentan los niveleffodke (Le Goff et al., 2003),
debido a la adicion de ingredientes de baja digidigad, o que diluye la cantidad de
nutrientes disponibles para la digestion hidrdi(imiricky-Tjardes et al., 2003). Es
interesante destacar que la digestibilidad de lBsedtes fracciones fibrosas en
nuestro trabajo (en promedio 69%, 63% y 72% pafDi, FDA y hemicelulosas,
respectivamente) fue mas elevada que valores destiigidad reportados por
Noblet et al. (2001) que sefialan que la digedtidi de la fibra de la dieta varia
entre 40 y 60%. Seguramente, la alta digestibildiadias fracciones fibrosas de las
dietas, sumado a que los niveles de fibra utilizado fueron demasiado elevados
[FEDNA (2006) indica un maximo de 13% de FND paehbnes de entre 12 y 22
kg de PV], pueden explicar que la digestibilidadatenutrientes no fue afectada con
la inclusion de fibra. Ademas, el hecho de queidasdibilidad de la mayoria de los
nutrientes no fuera modificada por los aditivos liegpy se relaciona con los
resultados obtenidos en consumo y eficiencia d@rorento.

En nuestro trabajo Unicamente se observaron carebida digestibilidad de la PB,
que fue menor en los tratamientos suplementados aclitivos (P=0,02). Esta
depresion en la digestibilidad de la proteina pdeloerse a una disminucién en el
tiempo de transito de la digesta a través del T&blyservada por otros en dietas
suplementadas con fibra (Bindelle et al., 2008)jue limita el tiempo de contacto
entre nutrientes y enzimas, y productos de digestd superficies de absorciéon (De
Haer y De Vries, 1993). Ademas, la disminucionadigestibilidad de las proteinas
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pudo deberse a un aumento en la excrecion de mgsienidos a la fraccion fibrosa

de la digesta, a una mayor pérdida de nutrientdégamos asociados a un aumento
en la masa microbiana excretada en las heces (g#sutery Lindberg, 1997a), asi

como a un aumento en las secreciones digestivasegpeducen cuando los niveles
de fibra en la dieta aumentan (Wenk, 2007).

Con respecto al balance de N, dado que el contededd fue mayor en la dieta
control y que no hubieron diferencias entre traggmtas para el consumo de
alimentos, el consumo de N fue mayor en los anisngle recibieron el tratamiento
CON. No obstante, la excrecion de N fue similareetriatamientos debido a que el
menor consumo de N en los grupos suplementadoflmanfue compensado por la
reduccion en la digestibilidad de la PB (N x 6,2B)ultando en una excrecion fecal
similar, como fue reportado por Zervas y Siljs28(2). Los animales que recibieron
las dietas suplementadas con fibra retuvieron mevog lo utilizaron menos
eficientemente. Dentro de los tratamientos supléad@s con aditivos, el
tratamiento que incluy6 alfalfa fue el que presentnores valores de utilizacion de
N y mayor excrecion urinaria de N. Se ha repor@amla inclusion de carbohidratos
fermentables en las dietas produce una modificaeidta excrecion de N desde la
orina hacia las heces (Schulze et al., 1995; Calah,e1997) debido a que el N es
retenido en el intestino grueso, lo que estarigiado a los procesos de sintesis de
proteina bacteriana. Como consecuencia de lo antatisminuye el N que se
absorbe a través de la pared del intestino, gue @da sangre y que finalmente es
excretado por orina (Bindelle et al., 2008). E$eete®, al comparar los aditivos entre
si, fue parcialmente notado con la inclusion ddinay que tendié a producir una
leve reduccion en el N emitido a través de la oainger comparado con los otros dos
aditivos.

En este experimento la excrecién fecal en los grigoplementados con los aditivos
tendié a ser mayor que los que recibieron la dietarol. Ademas, la inclusién de

los aditivos en las dietas produjo heces con magmtenido en humedad y de
consistencia mas blanda. El consumo de fibra ieflen diversos procesos
metabdlicos, disminuyendo la absorcion de nutriegtéa aumentando produccion

de heces (Bauer et al., 2006). Cummings et al9Jl®bservaron que alimentos
ricos en celulosa, como la alfalfa, provocan urctefele replecion en el colon, una
disminucién en el tiempo de transito fecal y un anta en el volumen de las heces.
Sin embargo, en nuestro trabajo la inclusion dafalb pulpa de citrus en las dietas
no modific6 de manera significativa la cantidad ltkces excretadas como era
esperable, seguramente debido a que ni el consantas dlietas, ni la digestibilidad

de la MS o MO de las dietas fueron diferentes e@natamientos.

De acuerdo a las caracteristicas de las hecescliasion de fibra en las dietas
produjo heces con mayor contenido en humedad yodsistencia mas blanda. De
acuerdo con la composicién de las dietas experatentqui utilizadas, las fuentes
de fibras, sobre todo las rapidamente fermentaide®o inulina o pulpa de citrus,

contribuyen a aumentar la capacidad de retenciéagie de la digesta y de la
materia fecal, lo que disminuye el contenido dedéSas heces (Fahey et al., 1992),
llevando a que se excreten heces mas blandas (Tywenaé, 2003). La consistencia
de las heces ademas pudo haber estado influiddapacumulacion de éacidos

organicos en el intestino grueso, que tienen efestodtico en el intestino grueso y
se relacionan con heces mas blandas (Twomey eR@03), lo que estaria de
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acuerdo, al menos con los datos de pH observadoagsotros, para el grupo de
cerdos que recibio CIT.

Por otra parte, el pH de las heces y de la diggsitdleon no fue diferente entre
tratamientos, aunque si se encontré que el pH dgésta del colon fue el mas bajo
para los animales suplementados con pulpa de .cittasinclusion de fibra
fermentable en la dieta lleva a la acumulacion déo& organicos (acido lactico y
AGV) como productos finales de la fermentacion piidana, lo que provoca la
disminucién en el pH luminal y fecal (Twomey et @D03), aunque este efecto pudo
ser notado Unicamente en la digesta de los animéfeentados con CIT. El pH en
ileon no se modificé a pesar de que la fermentaoncrobiana comienza en
intestino delgado y que las fuentes de fibra dméatacion rapida (como inulina)
comienzan a ser fermentadas en los segmentosrmédmaples del TGl como ileon
y colon proximal (Bosch et al., 2008). ElI pH encé® no fue diferente entre
tratamientos seguramente porque los acidos orgagjee se producen en el colon
fueron completamente absorbidos en este tramo ndestino, o que condujo a
valores de pH incambiados en las heces, del misodonmue fue observado por
Houdijk et al. (1998).

Los resultados obtenidos mediante el recuento Béagones bacterianas sugieren
gue no existio un efecto prebidtico en términosedémulacion de las bacterias
lacticas o de la deplecidn en el nimero de bast&ram negativas fermentadoras de
lactosa. Con el fin de estimar la influencia dettasamientos sobre grandes grupos
bacterianos, es posible asumir que este Ultimoogcopresponde en su gran mayoria
a coliformes (Orban et al.,, 1997). Disminuciones etrrecuento de potenciales
patdgenos intestinales (por ej. coliformes o ddsts) han sido descritos con la
inclusion de oligosacaridos en la dieta de cerdasdt al., 2008), pectinas de citrus
en la dieta de perros (Biagi et al., 2010) o pudlpaitrus ensilada en dietas de cerdos
en crecimiento (Cerisuelo et al., 2010). Por oaggy Loh et al. (2006) observaron
gue no existid6 un estimulo en la poblacién de bbaktterias y lactobacilos en el
colon de cerdos en post-destete suplementados%aite3dnulina en la dieta. Parece
ser que las fuentes de fibra a los niveles utibzadn nuestro experimento no
modificaron de manera selectiva las poblacionesaiianas del colon. Ademas, es
posible que cada animal hospede su propia compaosibacteriana Unica y
especifica, incluso al recibir la misma dieta queo® animales (Metzler &
Mosenthin, 2008). De todas formas, si consideraguaslas modificaciones que se
produjeron en los pardmetros de fermentacion (dHaen o fermentaciom vitro)
son atribuibles a modificaciones en la microbiotistinal, es posible que con una
aproximacion a la cuantificacion de los grupos é@@bhos mediante una técnica
tradicional como el recuento en placa no siempdapms detectar diferencias entre
los grupos bacterianos medidos. La cuantificaci@n las grupos microbianos
mediante técnicas moleculares (por ej. PCR cuémt)a podria permitirnos
esclarecer el impacto de la adicion de alfalfa tpgwe citrus en las dietas para
modular las poblaciones microbianas en los cerdos.

La composicion del sustrato fermentado indica querke-digestion del alimento
control indujo un aumento en las fracciones fibso@&@N, FDA y hemicelulosas) y
una disminucion en el contenido de PB. Estas nuadiibnes en el contenido de
nutrientes luego de una hidrolisis enzimatica es@nel mismo sentido que los
reportados por Bindelle et al., (2007) y Bauer let @003). Con respecto a la
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fermentacionin vitro, el indculo de los animales alimentados con lastadi
suplementadas con aditivos tendié a producir masgjga los que recibieron la dieta
control. Asimismo, el in6culo de los animales altaelos con INU produjo una
velocidad de fermentacion mayor, en términos depyasentd un menory 3 y una
mayor tasa de fermentacion,(). Estas diferencias sugieren que la composicion de
las dietas influye en los perfiles de fermentaci@gque la fibra de la dieta modifica
la microbiota del intestino grueso, tanto en egsecomo en cantidades que la
componen (Williams et al., 2001).

Los estudios que evallan la actividad fermentatid in6culo mediante la
produccion de gas vitro en cerdos alimentados con dietas con diferentetesi y
tipos de fibra son escasos. Bindelle et al. (2@f8Hajando con indculos fecales de
cerdos alimentadas con dietas bajas y altas em, fjbaltas y bajas en fibra soluble
observaron que la mayor influencia de los donaa¢eisidculo sobre las cinéticas de
fermentacionin vitro esta dada por la fraccion de fibra soluble dei¢dad Esto
concuerda con los datos obtenidos en nuestro exgetd, donde la microbiota del
colon mas activa en fermentar el sustrato fue la grovino de los animales
suplementados con inulina. Este mayor estimulo @uiberse a que las fibras
solubles son generalmente fermentadas en mayoritmagMcBurney et al., 1985)
y velocidad (Shim, 2005) que las fibras de menbrisldad.

Con respecto a la morfometria de los érganos dugsstinicamente se observaron
diferencias significativas en la longitud del yegtiteon de los animales que
recibieron la dieta suplementada con pulpa descitdo se detectaron diferencias en
el tamafio, tanto en peso como en longitud, de nimgle los segmentos del TGl,
excepto para el peso del duodeno y del intestitgade que tendieron a ser menores
en los lechones que recibieron INU y CON respegtiamte, y la longitud del
yeyuno-ileon (menor en el tratamiento CIT) y deébemgo que tendié a ser menor
para los animales que recibieron INU. Los tratatoemo influyeron sobre ninguna
de las variables cuando se expresaron en relatiBW @e los animales. Len et al.
(2009) reportaron que cerdos alimentados con dligtee contenian niveles altos
(nivel de inclusion=25%; FDN=17%) de diferentesrfigs fibrosas (afrechillo de
arroz, harina de batata o residuo de mandiocagrmvimayores pesos del TGI que
los alimentados con dietas bajas en fibra (FDN=%)el mismo sentido, Pluske et
al. (1998) observaron que el aumento en el consdendibra soluble y almidén
resistente se asocia con el aumento en los pekoslde y del intestino total. Si bien
el aumento en el tamafio de los Organos digestivadrig relacionarse con
condiciones intestinales mas saludables, esteogpectde ser desfavorable desde un
punto de vista productivo, ya que el aumento epesb de los 6rganos digestivos
incide de manera negativa en los pesos de faelws @mimales (Rijnen et al., 2001;
Pluske et al., 1998).

Es posible que los niveles de fibra utilizados emstro trabajo no hayan sido
suficientemente altos, o bien el nimero de animategue suficiente como para
observar cambios en los tamafios de la mucosaiiralestdel tejido subyacente (ej.
capas musculares). Esto estd en el mismo sentidolagiistologia cuantitativa,
donde no se observaron diferencias entre los trataos. La relacion altura de
vellosidades/profundidad de criptas es un indicatiofa capacidad de digestion y
absorcion del intestino delgado (Montagne et &l03). La altura de las vellosidades
en nuestro trabajo fueron similares a las repostataotros trabajos en los que se
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incluyeron pectinas y cascara de cebada (Hedemanal.,e 2006) o chito-
oligosacaridos (Liu et al.,, 2008) en la dieta dehtmes, aunque la relacion
vellosidades/criptas fue menor en nuestro expetionefiebido a que las
profundidades de criptas medidas por nosotros fagom El mantenimiento de esta
relacion y la altura de las vellosidades sugienas ip fue perjudicada la capacidad
de hidrdlisis y absorcion de nutrientes del intestilelgado, lo que esta de acuerdo
con los resultados de consumo, ganancia de pesigegtitilidad de nutrientes
obtenidos.
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11. CONCLUSIONES

La inclusion de inulina al 3%, y de alfalfa y pulga citrus al 4,5% de la dieta no
produjo modificaciones en el consumo de alimen&sxcrecion fecal o la eficiencia
productiva,lo que indica que estos aditivos a estoesles no afectan negativamente
estos parametros.

Los efectos benéficos de la utilizacion de fibriareda eliminacion de N no pudieron
ser observados, ya que la inclusién de inulinaglfalfy pulpa de citrus afectaron
negativamente el metabolismo del N, deprimienddidgstibilidad y la utilizacion
global del N.

La inclusién de los inulina, alfalfa y pulpa derg# provoc6é un aumento en la
actividad fermentativa del intestino grueso. Lalimuaumenté las velocidades de
fermentacionin vitro, mientas que el pH colénico fue menor con la isién de
pulpa de citrus en las dietas. A pesar de estgermbservaron modificaciones en el
recuento de los grupos bacterianos realizado.

Con los niveles utilizados y el nimero de obseoraes analizadas no pudieron
demostrarse cambios en los parametros morfologiebsacto gastrointestinal ni en
la histologia cuantitativa del ileon, asociadoa entlusion de inulina, alfalfa o pulpa
de citrus.

En base a los resultados obtenidos, no se congjderk inclusion de alfalfa o pulpa
de citrus genere efectos claramente benéficoscoies en etapa de post-destete.
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ABSTRACT

The effect of the inclusion of inulin, alfalfa, amdrus pulp in diets for piglets on
growth performance, nutritional and faecal paramnseteligestive tract size and
colonic microbial populations was evaluated. Twefiotyr cross-breed piglets (initial
BW: 9.75 + 1.63 kg) in a randomized complete blatdsign were housed in
metabolic cages and assigned to one of 4 treatm&d@6 corn and soybean meal
control diet (CON), 97% CON+3% inulin (INU), 95.5%0N+4.5% fresh alfalfa
(ALF) and 95.5% CON+4.5% fresh citrus pulp (CIThelTexperiment consisted of a
12 d adaptation period followed by 11 d for sammeBection. During the last 2
days of the experiment all animals were euthanizkd, digestive tract of each
animal was removed and an individual sample of miolaligesta was collected.
Intake, growth performance, digestibility of nutie, N balance, faecal
characteristics, weight of digestive organs andmal bacteria populations were
measured. Data were analyzed by PROC MIXED consigldreatment effect and
means were separated by orthogonal contrasts. s@urees did not modify animal
performance, development of digestive tract orgams colonic microbial
populations. However, fibre inclusion led to loweotein digestibility, N retention
and softens faecal consistency. It is concludetttiese fibre sources at these levels

of inclusion are not recommended in piglets.

Key words: dietary fibre, nitrogen balance, gast®stinal tract, microbiota, swine.
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Adicao de inulina, alfafa e polpa citrica em dietapara leitdes: Efeitos sobre os
parametros nutricionais e fecais, peso do trato degptivo e populacdes
microbianas do coélon.

RESUMO
O efeito da inclusdo de inulina, alfafa e polpaicatem dietas para leitdes sobre o
desempenho de crescimento, parametros nutricierfaisais, o tamanho do aparelho
digestivo e as populacdes microbianas do célomfaamaliados. 24 leitdes (peso
inicial: 9.75 = 1.63 kg) foram alocados em gaiolds digestibilidade, em
delineamento de blocos ao acaso e atribuidos aasmuatro tratamentos: 100%
dieta controle a base de farinhas de milho e $&aN); 97% CON+3% de inulina
(INU), 95,5% CON+4,5% alfafa fresca (ALF) e 95,5%0M+4,5% polpa citrica
fresca (CIT). O experimento consistiu de um peridgoadaptacdo de 12 dias,
seguido de 11 dias de coleta de amostras. Durastélltonos dois dias do
experimento todos os animais foram abatidos, enddos, e uma amostra individual
de digesta do colon foi coletado. O desempenhaekeimento, digestibilidade dos
nutrientes, balanco de N, caracteristicas fecasp plos 6rgdos digestivos, e a
microbiota do colon foram mensurados. Os dadosnfoamalisados pelo PROC
MIXED considerando o efeito do tratamento e as asdbram separadas por
contrastes ortogonais. Fontes de fibra ndo afetamamiesempenho animal, o
crescimento dos orgaos do aparelho digestivo opogsilacbes microbianas do
colon. No entanto, a inclusdo de fibra levou & matigestibilidade da proteina,
retencdo de nitrogénio e amacia a consisténcih f€oaclui-se que essas fontes de
fibra nestes niveis de incluséo ndo sdo recomendaddeitdes
Palavras-chave: fibra dietética, balanco de nimagé trato gastrointestinal,

microbiota, suino
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Introduction

Dietary fibre is composed by the sum of polysaddesrand lignin that escape the
enzymatic digestion of the host animal and includsistant starch, soluble and
insoluble fibre and lignin (Metzler & Mosenthin, @8). The inclusion of small
quantities of fermentable dietary fibre in the dadt monogastrics enhance the
production of lactate and short chain fatty aci@CKEA) in the gut, and these
microbial by-products are capable of inhibiting tip@wth of intestinal pathogens
such asEscherichia coli Salmonellaspp. andClostridium spp. (Montagne et al.,
2003; Bindelle et al., 2008). Fibre sources inctugtethe diet of growing pigs can be
related to the growth in weight and length of th& ¢_en et al., 2009), alter the
passage rate of digesta and may have further uabtgsiimplications diminishing
feed consumption, daily gain and digestibility aftments (Owusu-Asiedu et al.,
2006). Moreover, the inclusion of fibrous ingredsem the diet of pigs may produce
a shift in N excretion from urine to faeces as aseguence of microbial protein
synthesis in the hindgut and thus, a reductiormmania emissions (Outor-Monteiro
et al., 2010).

Citrus pulp and alfalfa are fibrous sources witfielent fibre characteristics. Citrus
pulp is rich in pectins (Bampidis & Robinson, 200Baction that compose soluble
fibre that is rapidly fermented by hindgut micraisioof monogastrics. This by-
product can be included in levels up to 10% in diegs of finishing pigs without
affecting daily gain (Watanabe et al., 2010). AHais rich in insoluble fibre
(cellulose) but also has in its composition frustand up to 13% of pectins (Jung &
Lamb, 2004). This forage is widely fermented in thadgut of pigs, and SCFA
produced by its fermentation can provide up to Bf%e daily energy requirements

for maintenance (Kass et al., 1980). Despite threynat prebiotics (non-digestible
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but fermentable food ingredients that have berdfieifects through their selective
metabolism in the intestinal tract) they can seage substrates for endogenous
colonic bacteria and provide metabolic substraidké host.

So,our hypothesis was that fresh citrus pulp afafalmay have similar biological
activity than inulin, a commercial and known prdlmoThe aims of this study were
to evaluate the inclusion in the diet of pigletdwb fibre feedstuffs of different fibre
characteristics (alfalfa and citrus pulp) and abpogc (inulin) on 1) growth
performance and faecal characteristics; 2) digéisfilof nutrients and N balance;

and 3) GIT size and colonic microbial populatiompiglets.

Materials and Methods
All procedures were approved by the Bioethics Cottemiof the Veterinary Faculty
(UdelaR). Twenty-four castrated crossbreed piglessmdrace x Large White) of 45
days of age (initial BW 9.75 = 1.63 kg; final BW.I8 + 2.68) were individually
allocated in metabolism crates (0.9 x 1.20 m). Aalsrwere blocked by weight and
assigned to one of four treatments (Table 1): atrobmliet based in corn and
soybean-meal (CON), 97% CON plus 3% inulin (INUR.8 CON plus 4.5%
alfalfa (ALF) and 95.5% CON plus 4.5% citrus pulplT). The CON feed was
formulated following the nutritional recommendasoproposed by FEDNA (2006).
All additives were added to the feed prior feedamgl on dry matter basis. Alfalfa
and citrus pulp were used chopped and fresh. Therarent consisted in a 12-day
adaptation phase period followed by an 11-day siagpgeriod. Animals had free

access to diets and fresh water throughout theriexget.
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Table 1. Ingredient and chemical composition ofezipental diets.
CON INU ALF CIT

Ingredient (%)

Corn 52.1 50.6 49.8 49.8
Soybean meal 40.1 38.9 38.3 38.3
Olein 2.5 2.43 2.4 2.4
Dicalcium phosphate 15 15 14 14
Calcium carbonate 1.2 1.2 1.2 1.2
Salt 2 1.9 1.9 1.9
Vitamin-Mineral mix® 0.3 0.3 0.3 0.33
L-Lysine 0.3 0.2 0.2 0.2
DL-Methionine 0.1 0.1 0.1 0.1
Inulin - 3 - -
Alfalfa - - 4.5 -
Citrus pulp - - - 4.5
Chemical composition (% in dry matter basis)
Dry matter (DM) 89.17 89.17 77.5 74.17
Ash 8.41 7.14 7.62 7.17
Organic matter (OM) 91.59 9286 92.38 92.83
Crude protein (CP) 2223 19.23 19.11 18.35
Neutral detergent fibre (NDF) 1253 1359 15.66 514.
Acid detergent fibre (ADF) 3.77 4.13 5.44 491
Hemicelluloses (Hemic) 8.77 9.46 10.22 9.6
Ether extract (EE) 6.34 7.27 6.98 7.18
Metabolizable energy, kcal/kj 3623.4 3636.8 3558.1 3624.9
WHC ®, g water/g dry feed 0.99 129 115 154

@ Composition by kg of product: Vit. A, 3,000,000 IVit. D3, 400,000 1U; Vit. E, 4 IU; Vit.
B1, 400 mg; Vit. B2, 700 mg; pantothenic acid, 3gt.\B6, 600 mg; Vit. B12, 6 mg;
nicotinic acid, 3 g; Vit. K3, 0.2 g; biotin, 20 mgholine, 36.8 g; antioxidant, 24 g; Mg, 50 g;
Cu, 3.7 g; Co, 0.15 g; Zn, 36.8 g; Mn, 3.7 g; Fay;1%e, 20 mg; I, 200 mg.

@ Calculated according to Rostagno et al. (2005).

® water-holding capacity by filtration accordingKgriazakis & Emmans (1995).

Body weight of animals was measured the first dathe adaptation phase and the
first and last day of the sampling period (day td day23 respectively). Feed intake
was quantified the first 7 days of the samplingiqguerwhereas all faeces and urine
voided from dayl2 until dayl6 were collected. Faeaere weighed, sub-sampled
and frozen (-20°C) until analysis for total tradgestibility of nutrients. Urine
volume was measured and 25 mL of 6N HCl was adddtle container to prevent

volatilization of urinary N. On dayl4 faecal pH waseasured individually and
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immediately after defecation with a digital pH nreeChem Instruments Pte. Ltd.,
Oakton, Singapore) diluting 1 g of faeces in 10 ofildistilled water. On day 14 and
15 faecal consistency was scored in fresh faedag asscale from 1 (firm stools) to
4 (watery stools) as described by Freitas et &062 The last two days of the
experiment (day22 and 23) after a fasting period bf all animals were desensitised
by cranial trauma and bleeding euthanized. Thergaststinal tract (GIT) of each
animal was removed and its segments (stomach, duadgejunum-ileum, caecum
and colon) were weighed empty of contents. An iidlial sample of colonic digesta
was also collected and processed immediately fotebal culture.

Diets and faecal samples were dried at 60°C fdn &8determine dry matter (DM),
individual faecal samples were pooled, and diets faecal pools were then ground
using a 1 mm screen. Diets and faecal pooled sanwpdze analysed for organic
matter (OM, AOAC (1990) ID 942.05), crude prote@®@R, AOAC (1990), 984.13).
Neutral detergent fibore (NDF) and acid detergebtefi (ADF) were determined
according to Robertson & Van Soest (1981) in anANKL) fibre analyser (Ankom
Technology Corp., Fairport, NY, USA) with NDF andDR assayed sequentially
with a heat stable amylase and expressed includivesidual ash.Hemicelluloses
(Hemic) were calculated as the difference betweB# ldnd ADF.The ether extract
(EE) fraction was determined extracting the fathwetroleum ether for 4 h using a
Goldfish fat extractor (Labconco Corp., Kansas QMyD, USA). The water-holding
capacity (WHC) of feeds was determined using thieafion method described by
Kyriazakis & Emmans (1995). Coefficient of totahdt apparent digestibility was

calculated as: [nutrient intake (g/d) — faecal iemtr output (g/d)] / nutrient intake

(g/d)].
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For bacterial counts, 1 g of colonic digestafroraheanimal was homogenized in 10
mL of sterile PBScontaining 0.5 g/L of cysteinengsa Stomacher blender (Seward,
UK). Serial dilutions were performed ($Go 10° for enumeration of colony-
forming units (CFU)on plates of the different cuumedia.MacConkey agar
(Merck, Darmstadt, Germany) was used for coliformuraeration, lactic acid
bacteria were cultivated on de Mann, Rogosa andp8h&MRS) agar (Merck,
Darmstadt, Germany) and total aerobic mesophilictdsea were grown on
Trypticase Soy Agar (Difco, Inc., Detroit, USA). ébadilution was determined in
triplicate and the numbers of bacteria were exgss logy CFU per gram of fresh
faeces. Cultures were incubated at 37°C for 48ultuf@s on MRS agar were grown
under microaerophilic conditions while MacConkeyl arSA plates were incubated
aerobically.

Data for growth performance, faecal characterisapparent digestibility, N balance
and weights of digestive segments were analysetyuse PROCMIXED procedure
of SAS® (2002) by the model: j¥ = u + T + B, + gk, were Yj is the effect of
treatment i(= CON, INU, ALF, CIT), ink animal replicatel{ = 6 pigs), U is the
overall mean, iTthe fixed effect of the treatment (n=4), tBe random effect of BW
block (n=6),and gthe residual error.Comparisons between means wene 8y
orthogonal contrasts. Contrasts used were: C1 = @©ubiets with fibre sources
added; C2 = INWss diets containing alfalfa or citrus pulp; C3 = AMBS CP.Faecal
microbial populations had heterogeneous varianaegen after logarithmic
transformation. Therefore, median, minimum and mmaxn values are reported, and
data was analysed for diet effect using Kruskalli&alonparametric analysis of

variance by the NPARIWAY procedure of SADifferences among means with
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P<0.05 were accepted as representing statisticayigifsiant differences whereas

differences among means with 0.05<P<0.10 were &edes tendencies.

Results and Discussion
Intake, growth performance, digestibility of nutrie and faecal characteristics are
presented in Table 2. Fibre inclusion in the didid affect neither daily DM
consumption nor growth performance parameters. eFibmay have diverse
implications on intake and growth of pigs. Lee let @002) reported that fibre may
reduce the energy content of feed creating an thaeto raise feed consumption in
order to maintain the intake of energy. Otherwibe, bulking capacity of dietary
fibre can lead to a state of satiety reducing tit@kie of food (Kyriazakis & Emmans,
1995). In the present study it seems that fibrelkewsed were not high enough to
influence the intake and growth performance parammeaind these effects of fibre on
intake and performance variables are not obseffdate sources are included in the
diet in levels below 10% (Weber et al., 2008).
Despite poorly digestible fractions (NDF, ADF andniicelluloses) in this work
were higher in the fibre supplemented diets in cangpn with control (Table 1)
apparent digestibilities of DM, OM, fibrous fraat® and EE of the experimental
diets were not affected by the fibre inclusion ([€aB). The effect of fibre on the
decrease in digestibility was only observed for B fraction (P=0.02). This
reduction could be due either to a shorter tratisie in the GIT and time of
exposure of the bolus to host’s digestive enzyniiedélle et al., 2008), an
enhanced excretion of nutrients bound in the bilthe bolus of the fibrous digesta,
or a higher endogenous loss of nutrients assocwitédthe microbial mass excreted

in faces (Andersson & Lindberg, 1997).
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Table 2. Effect of fibre inclusion in the diet orogith performance, apparent digestibility

and faecal characteristics in piglets.

Treatment? Contrast® (P-value)
CON INU ALF CIT SEM® cCc1 cC2 C3

Growth performancé&’

Intake, g DM/d 7259 660.0 630.1 7154 57.65 0.40860 0.31
ADG, g 438.7 337.3 401.7 3850 7950 0.45 0.55 0.87
G:F, g/g 0.540 0434 0.506 0447 0.095 041 0.66620.
Apparent total tract digestibilit{?’

DM, % 85.07 83.61 83.15 83.77 1.56 0.38 0.93 0.77
OM, % 86.03 84.6 84.19 84.68 1.52 0.37 0.92 0.82
CP, % 8551 80.74 79.36 80.01 2.04 0.02 0.66 0.81
NDF, % 69.75 66.57 71.32 69.55 3.63 089 040 0.73
ADF, % 6259 5798 6577 64.8 469 096 0.22 0.89
Hemic., % 7283 7032 7427 7198 3.34 087 0.50630.
EE, % 61.47 66.92 58.02 65.92 3.61 057 023 0.10

Faecal characteristics
Wet faecal output, g/d  331.6 364.6 4427 464.1 57.40.09 0.12 0.73

Faecal DM, % 313 293 245 244 256 0.03 0.06 80.9
Consistency’ 157 197 221 211 033 0.04 046 0.73
Faecal pH 6.03 6.03 638 617 013 031 013 0.28

@ Treatment: CON = corn—soybean meal based cong! iU = CON plus 3% inulin; ALF = CON plus 4.5%
fresh alfalfa; CIT = CON plus 4.5% fresh citrus pulp.

@ standard error of means (n = 6/treatment).

® Contrast: C1 = CONs.fibre inclusion; C2 = INUs/s(ALF + CIT); C3 = ALFvs.CIT.

@ Intake and G:F are on as feed basis.

® Apparent digestibility: DM = dry matter; OM = orgarmatter; CP= crude protein; NDF = neutral detetgen
fibre; ADF: acid detergent fibre; Hemic. = hemicédises

® Faecal consistency score: 1 (firm faeces) to 4gpydaeces).

Wet faecal output in the fibre supplemented grotgmeled to be higher (P=0.09),
with lower dry matter content (P=0.03) and softensistency (P=0.04). Despite the
DM content of faeces tended to be higher in thénmupplemented group (P=0.06)
no differences were observed among fibre sourdeis. i$ consistent with that fibre
sources contribute to the WHC of faecal matter lagace diminish the DM content
of faeces (Fahey et al., 1992) and lead to softais consistency (Twomey et al.,
2003). Faecal pH values were not affected by treats(Table 2). The inclusion of

fermentable fibre in the diet results in accumuolatiof acidic fermentation end-
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products (lactate, SCFA) in the gut and hence thmirdal and faecal pH falls
(Twomey et al., 2003). Maybe in our study the isa of fibre sources was not
high enough to affect faecal pH, or organic acidslpced were completely absorbed
in the hindgut leading in an unchanged pH in trecés as observed by Houdijk et
al., (1998).

Treatments did not affect the empty weight of thE @rgans (Table 3). Only a
tendency of a lower duodenum weight (P=0.07) ingtégfed INU and a lower small
intestine weight (P=0.09) in the CON group wereedtsd. It has been previously
reported by Len et al., (2009) that pigs feed daetstaining high levels (inclusion
levels=25%; NDF=17%) of different fibre sourcexérbran, sweet potato vine meal
or cassava residue) had heavier GIT than thosen gaview fibre diet (NDF=9%).
Our results suggest that in this animal categoryrNDntents from 12.5% to 15.7%

can be included in the diets without affecting wedght of the GIT organs.

Table 3. Effect of fibre inclusion in the diet oremght of the empty digestive segments of

piglets

Treatment? Contrast® (P-value)
CON INU ALF  CIT SEM? c1 C2 C3
Stomach, g 181.9 167.6 1747 172.8 11.91 0.43 0.69.91
Duodenum, g 18.7 16.7 20.9 20.0 1.82 0.81 0.07 0.69
Jejunum-ileum, g 751.3 6853 747.8 7039 36.86 0.34 0.35 0.38
Caecum, g 62.8 51.4 60.8 52.1 5.51 0.22 0.47 0.28
Colon, g 3179 3338 2928 299.8 18.81 0.68 0.12 800.

Small intestine, g 683.4 773.0 7555 7494  37.13 0.09 0.66 0.91
Large intestine, g 380.8 385.3 353.6 351.8 21.65 0.50 0.23 0.96
GIT, g 1329.4 1254.8 1296.9 1248.6 60.11 0.36 0.800.56

@ Treatment: CON = corn—soybean meal based conttl I8HU = CON plus 3% inulin; ALF = CON plus 4.5%

fresh alfalfa; CIT = CON plus 4.5% fresh citrus pulp.

@ standard error of means (n = 6/treatment).

® Contrast: C1 = CONs.fibre inclusion; C2 = INWs(ALF + CIT); C3 = ALFvs.CIT.
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Concerning the N balance parameters (Table 4),asifed CON presented a higher
N intake (P=0.03) but faecal N output was similawoag treatments. The reduced N
intake in the fibre supplemented diets was compedsay a reduction in the
digestibility of CP (N x 6.25) for these treatmentssulting in similar faecal N
excretion (Zervas & Siljstra, 2002). Animals fede thontrol diet retained more N
(P=0.01) and utilized it more efficiently (P=0.0Alfalfa supplemented animals
showed the highest N urinary output (P=0.02), &eddwest N utilization (P=0.03).
Fermentable carbohydrates have been reported tlugeoa shift in N output from
urine to faeces (Cahn et al., 1997) due to N iaimet in the large intestine for
bacterial proteins synthesis and as a consequentanisfer to blood and finally
excreted in urine is decreased (Bindelle et al0820However, this effect could not
be detected in our work, and conversely, the inctusf fibre produced a negative

effect on N metabolism.

Table 4. Effect of fibre inclusion in the diet onddlance in piglets.

Treatment? Contrast® (P-value)
CON INU ALF cCIT SEM® c1 C2 C3
N intake, g/d 24.1 19.8 18.6 19.5 1.85 0.03 0.76 740.

Faecal N output, g/d 3.51 3.74 3.76 3.73 0.38 0.530.99 0.96
Urinary N output, g/d 1.95 1.79 3.96 1.98 0.55 0.33 0.09 0.02
N retention, g/d 18.67 14.23 10.9 13.78 1.70 0.01 .370 0.24
N utilization, % 77.13 7155 56.99 69.83 4.00 0.02 0.09 0.03

@ Treatment: CON = corn—soybean meal based cong! iU = CON plus 3% inulin; ALF = CON plus 4.5%
fresh alfalfa; CIT = CON plus 4.5% fresh citrus pulp.

@ Standard error of means (n = 6/treatment).

® Contrast: C1 = CONs.fibre inclusion; C2 = INUss(ALF + CIT); C3 = ALFvs.CIT.
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Differences in the assessed colonic microbial papans were not detected with the
inclusion of fibre sources in the experimental sliesed here (Table 5). Depletion in
the number of intestinal potential pathogens @adiforms, C. perfringeny has been
described with the inclusion of oligosaccharidesi (&t al., 2008) and pectins from
citrus (Biagi et al., 2010).Recently, Cerisuel@ket(2010) reported that the inclusion
of ensiled citrus pulp in the diet of growing piigslevels of 5 or 10% in the diet
reduced the enterobacteria count in faeces in cosgpawith the control diet, effect
that could be due to an enhance in the hindgutdetation with the consequent
increase of lactate and SCFA.It seems that fibteces at the levels used here did
not change selectively the hindgut microbial popaig and that each individual pig
harbours its own specific and unique bacterial cogiton even when receiving the
same diet (Metzler & Mosenthin, 2008). Further stigation using molecular
techniques can help to clarify the impact of citpudp and alfalfa addition in the diet

to modulate the swine microbial populations.

Table 5. Effect of fibre inclusion in the diet oolanic microbial population$’ of piglets

Treatment?
CON INU ALF CIT p®
Colonic bacteria, logy CFU/g wet digesta
Coliforms 7.65 7.49 8.03 7.33 0.344
(7.26-9.81) (6.87-8.63) (6.69-9.21) (6.55-8.06)
Lactic acid bacteria 8.73 8.60 8.94 8.45 0.411
(7.31-9.45) (7.16-9.32) (7.40-9.41) (7.83-8.75)
Total aerobes 8.98 8.90 9.23 8.08 0.312

(7.39-9.89) (7.18-9.95) (8.01-9.51) (7.41-9.00)

@ Median values for each treatment are reported.riihenum and maximum values are shown in parenthesis
@ Treatment: CON = corn—soybean meal based contrplitiel = CON plus 3% inulin; ALF = CON plus 4.5%
fresh alfalfa; CIT = CON plus 4.5% fresh citrus pulp.

®p: probability of diet effect as determined by KeaisWalllis test.
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Conclusions
In this work the inclusion of inulin, alfalfa andgtreis pulp were not associated with
beneficial effects on neither GIT development nolonic microbial populations.
The depression of CP digestibility and N retentiaswell as the increase of faecal
output and softness are indicators that these fibugces at these levels of inclusion
are not recommended in piglets.
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