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RESUMEN

La presente tesis doctoral tiene como objetivo general evaluar las principales
consecuencias digestivas y metabdlicas del consumo de almiddn resistente en cerdos

en crecimiento.

Para la consecucion de este objetivo se disefiaron tres experimentos. En el primero de
ellos se utilizaron un total de 12 cerdos divididos en 2 grupos, que fueron alimentados
con dos dietas que diferian el tipo de almidén afadido (25%), siendo de maiz en una
(dieta AM) y crudo de patata (dieta ACP) en la otra, como ejemplos de almidén
digestible y almidon resistente tipo Il. Las raciones experimentales se administraron de
forma restringida (al 90% de la ingestion voluntaria estimada) durante un periodo de 38

dias, que llevd a los animales hasta un peso aproximado de 54 kg.

El segundo experimento se realiz6 simultaneo al primero. Se utilizaron 6 cerdos
divididos en 2 grupos y alimentados con las mismas dietas que se utilizaron en la
primera prueba experimental. Después de recibir las dietas experimentales durante un
periodo de 28 dias, los animales fueron canulados en vena safena y arteria femoral, y
recibieron una infusion constante de 1-'*C acetato y de 6,6-D; glucosa, con el fin de
estudiar posibles variaciones en el ritmo de aparicion en sangre periférica de glucosa y

acetato, asi como en la concentracion plasmatica de glucosa e insulina posprandial.

En la tercera prueba se utilizaron 16 cerdos también divididos en 2 grupos y
alimentados con 2 dietas: una contenia almidén de maiz (AM) y la otra almidén crudo
de patata (ACP). En esta prueba los animales fueron alimentados ad libitum durante
14 semanas con el fin de estudiar el impacto de la ingestion de almidon resistente
durante un periodo de tiempo prolongado. Durante las primeras 8 semanas las dietas
contenian un 25% de almidén afadido y durante las 6 siguientes el porcentaje

aumento hasta el 35%.

Respuestas del tracto digestivo

En todas las pruebas la administracion de almiddn resistente provocé una disminucion
inicial en la digestibilidad total de la materia organica (MO), que no se compenso hasta
después de 38 y 45 dias de adaptacién, en la primera y tercera prueba

respectivamente. El descenso en la digestibilidad de la MO no fue consecuencia de



una mayor excrecion fecal de almidon, ya que en los primeros controles
experimentales (a 9 y 11 dias) la excreciéon fecal del almidén era igual entre
tratamientos. La digestibilidad de la MO estuvo parcialmente explicada por un
incremento en la excreciéon fecal de proteina microbiana. En la primera prueba, se
observé que la mayor excrecion de N por via fecal (14.6 vs. 9.8 g/d; P<0.05) quedo
compensada por una menor excrecién de N por via urinaria (15.2 vs. 20.5 g/d;
P>0.05). Ademas, en la tercera prueba se determind que el descenso en la
digestibilidad de la MO también se explicaba parcialmente por una mayor excrecion
fecal de fibra neutro detergente (101.3 vs. 76.7 g/d; P<0.05).

Tanto en la primera como en la tercera prueba la digestibilidad ileal del almidon fue
inferior (P<0.05) en la dieta que contenia ACP respecto a la dieta que contenia AM
(75% vs. 95% de media). El mayor flujo de almidén al tracto digestivo posterior en la
dieta ACP provoco una hipertrofia del intestino grueso, determinada por un mayor

peso y longitud del colon (P<0.05).

En la primera prueba, la fermentacién de almidén en colon proximal estuvo asociada a
un incremento en la concentracién de bases puricas (BP) y acidos grasos volatiles
(AGV). En cambio, en la tercera prueba, con los animales sacrificados con un mayor
peso (93kg), aunque la fermentacioén de almidén también se localizé en colon proximal,
no estuvo asociada a incrementos en la concentracion local de BP ni AGV. No
obstante, si que se observaron cambios en el patron de fermentaciéon respecto a la
dieta AM, determinados por un incremento en la produccion de butirato. En la tercera
prueba la proporcién de butirato en la digesta de colon proximal, fue un 80% superior
en el tratamiento ACP respecto al AM (P<0.05), mientras que en la primera prueba
solamente se habia registrado una diferencia del 40% entre tratamientos (P>0.05).
Estos resultados indican que entre las 5 y 14 semanas se produjo una adaptacién de
la flora intestinal al substrato, que resulté en una disminucién en la proliferacion y
actividad bacteriana debido a la seleccidon de una flora amilolitica mas eficiente, que se
caracterizé por la produccion de butirato. Asi pues, después de 14 semanas, los
animales alimentados con la dieta ACP presentaban un perfil filogenético de la flora
intestinal diferente de los alimentados con la dieta AM, y tendian a presentar una
mayor biodiversidad (P=0.07).

Entre las consecuencias del incremento en la produccion de butirato, observado en los
animales de acabado (prueba 3), cabe destacar la reduccion del numero de apoptosis

por cripta (0.68 vs. 0.38; P<0.05) observado en la mucosa del colon proximal. Esta



reduccion no estuvo asociada a un incremento en la profundidad de las criptas de la
mucosa, sino al contrario: la profundidad de las criptas fue inferior en el tratamiento
ACP respecto al AM (416 vs. 430 um; P<0.05), lo que sugiere que la proliferacién

celular estuvo reducida en el tratamiento de ACP respecto al AM.

Respuestas metabdlicas

En la primera prueba, después de 38 dias de administracion de las dietas
experimentales, se sacrificaron los animales y se tomaron muestras de tejidos
adiposos y musculares con el fin de estudiar el impacto de la administracién de
almidon resistente sobre la actividad enzimatica de los enzimas relacionados con la
lipogénesis (ACX, ME, G6PDH) y el contenido de grasa intramuscular. La
administracion de almidéon resistente provocd una disminucion en la actividad
enizmatica de todos los enzimas estudiados (P<0.05) en los tejidos adiposos
subcutaneo y abdominal, pero no modificaron la actividad de los enzimas lipogénicos

de los tejidos musculares ni el contenido de grasa intramuscular.

En la tercera prueba, tras 97 dias de administracién de la dietas experimentales con
un régimen de alimentacion ad libitum, se observé que a diferencia del primer
experimento, la administracion de almidéon resistente inducia un descenso en el
contenido de grasa intramuscular (62.7 vs. 44.0 g/kg MS en longissimus dorsi;
P<0.05).

Los resultados obtenidos en el segundo experimento, aportaron una posible
explicacion para justificar las diferencias en la actividad de los enzimas lipogénicos
observados tras la administracion de almidon resistente. Los cerdos alimentados con
almidén crudo de patata presentaron menores concentraciones plasmaticas de
glucosa e insulina, asi como un menor ritmo de entrada de glucosa en sangre
periférica. Sin embargo no se detectaron diferencias en el ritmo de entrada de acetato.
Estos resultados sugieren que el mecanismo por el cual la administracion de almidén
resistente condiciona la actividad de los enzimas lipogénicos, puede ser a través de su

impacto en la glicemia e insulinemia posprandiales.

En su conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la administracion de almidén
resistente afecta el sistema gastrointestinal, promoviendo la aparicion de mecanismos
de adaptacion digestiva en respuesta al aporte de almidén a intestino grueso, pero

también afecta al metabolismo general del animal, ya que produce variaciones en el



ritmo de aparicion y concentracion de glucosa e insulina plasmatica y en consecuencia

modifica la lipogénesis.
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La principal fuente de energia de las dietas de porcino son los carbohidratos, que
representan entre el 70 y 80% de los componentes de la raciéon. El almidon es el
componente mayoritario de los carbohidratos, representa entre el 60 y 80% del
contenido de los cereales (Wiseman et al, 2001), y constituye el principal aporte

energético de la dieta.

En los diferentes sistemas de valoracion energética del ganado porcino, NRC (1998),
INRA (Noblet et al, 2004), CVB (Doorenbos et al, 2004), sistema danés (Tybirk, 2004),
se asume que la digestibilidad ileal del almidén es del 100%, con la Unica excepcion
del almidén crudo de patata, que en el sistema holandés (CVB) se considera
totalmente indigestible en el ileon, y por lo tanto se incluye en el grupo de

carbohidratos fermentables.

Sin embargo, la digestibilidad del almidon a nivel ileal no siempre alcanza el 100%,
sino que depende de su procedencia botanica y procesado, asi como de la madurez
del sistema digestivo del animal. Por este motivo en 1992 Asp et al. introdujeron en
humanos el concepto de almidén resistente, que se define como la fraccion de almidon
y productos de su degradacion que escapan a la digestién enzimatica y entran en

intestino grueso donde seran fermentados.

En el caso de las dietas de porcino se ha demostrado que algunos tipos de almidén,
como por ejemplo los procedentes del sorgo (Pascual-Reas et al, 1997), guisante o
patata cruda (Martine et al, 1998), son parcialmente indigestibles a nivel ileal. Ademas,
algunos tipos de procesado del pienso, también pueden generar almidones
resistentes, como por ejemplo la formacién de almidén retrogradado a partir de ciertas
condiciones de extrusion (Joupplila et al, 1998). Las diferencias pueden ser todavia
mas pronunciadas si se trata de animales jovenes, con limitaciones digestivas, como

pueden ser los lechones recién destetados.

Por lo tanto, parece evidente que considerar que todo el almidon es digerido a nivel
ileal es una simplificacién. Sin embargo, en condiciones normales, el aporte de
almiddn resistente al tracto digestivo posterior del cerdo, constituye solamente una

fraccion menor del sustrato potencialmente fermentable.
En cuanto a sus consecuencias digestivas o metabdlicas, la presencia de almidén

resistente, en tanto que determina la cantidad de almidén digerido a nivel ileal,

condiciona la glicemia posprandial (van der Meulen et al, 1997a) y el equilibrio
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hormonal entre insulina y glucagén (Lilieberg and Bjorck, 1994), lo cual podria tener
consecuencias sobre el metabolismo lipidico, ya que la actividad de las enzimas
lipogénicas esta regulada precisamente por la glicemia (Shillabeer et al, 1992; Towle
et al, 1997) e insulinemia (Girard et al, 1997; Kabir et al, 1998). De esta forma, el
almidon resistente puede influir también sobre algunas caracteristicas de la calidad de

la canal, como son el grado de engrasamiento o el nivel de grasa intramuscular.

El almidén no digerido entra en intestino grueso como sustrato fermentable y por lo
tanto es un elemento que va a condicionar el equilibrio del ecosistema intestinal.
Diversos estudios han demostrado que la introduccibn de materia organica
fermentable en intestino grueso, incrementa la poblacidn bacteriana y promueve la
hipertrofia intestinal (revisado por Mathers, 1991). La proliferacion bacteriana,
consume energia y a su vez, fija nitrégeno del medio que es susceptible de ser
excretado en forma de masa bacteriana por via fecal. En este sentido, el nivel de
almidon resistente de la dieta podria tener implicaciones en la via de excrecion del
nitrégeno, y en el perfil de composicién de este N, entre el mas lixiviable de la orina y

el mas estructural de las heces.

Ademas, los compuestos que se generan a partir de la fermentacion bacteriana,
basicamente acidos grasos volatiles (AGV; acético, propidnico y butirico), son
aprovechados por el animal como sustrato energético. En el caso del almidén, se ha
estimado en humanos que la eficiencia energética de la fermentacion es
aproximadamente el 45% respecto a la hidrdlisis enzimatica (Livesey, 1990). Sin
embargo, la liberacion de acidos grasos volatiles representa un aporte de nutrientes

energéticos cuya utilizacién por los tejidos debe ser estudiada.

Asi por ejemplo, el acetato es absorbido y mayoritariamente utilizado por los tejidos
periféricos, y puede ser utilizado para la biosintesis de acidos grasos de cadena larga
(Yen et al, 1991). Podria plantearse estudiar su impacto sobre la lipogénesis en
diferentes tejidos grasos, y en especial sobre tejidos musculares ya que se ha
demostrado que es oxidado mayoritariamente por el tejido muscular (Bergman, 1990).
Por su parte, el propionato es utilizado como recurso gluconeogénico, mientras que el
butirato se considera el principal sustrato energético de los colonocitos (Roediger,
1980) y en consecuencia un nutriente esencial para el mantenimiento de la integridad
estructural de la mucosa intestinal. Las implicaciones que el butirato puede tener sobre
la integridad de la mucosa intestinal en el hombre son enormes. Las implicaciones en

el animal, y en particular en el ganado porcino, no han sido descritas. Sin embargo, es
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posible que su papel sea similar y pueda contribuir a preservar los mecanismos de

proteccion frente a las patologias digestivas.

En su conjunto, los argumentos anteriormente descritos, sugieren que el aporte al
tracto digestivo posterior de diferentes niveles de sustrato fermentable puede
condicionar el valor energético de la dieta, y modificar los parametros digestivos y
metabdlicos. En el presente estudio utilizaremos el almidon resistente como modelo

del aporte de diferentes niveles de sustrato fermentable.
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2.1. EL ALMIDON EN LA ALIMENTACION DE LOS ANIMALES MONOGASTRICOS

Las principales materias primas utilizadas en la alimentacién de monogastricos son los
cereales y sus subproductos, asi como las leguminosas y sus tortas de extraccion.
Mientras las leguminosas se introducen en los piensos como aporte proteico, los
cereales aportan la mayor parte de la energia de la dieta. EI componente principal de
los cereales es el almiddn, que se encuentra habitualmente en una proporcion del 40-
70% en materia seca (tabla 2.1.; Bach Knudsen, 1997). Después del almidén, los
carbohidratos cuantitativamente mas importantes en los cereales, son los
polisacaridos no amilaceos (PNA), cuya proporcién puede oscilar desde un 9.7% de la
materia seca en el maiz a un 23.2% en la avena (Bach Knudsen, 1997). El resto de
carbohidratos lo constituyen una fraccion reducida de monosacaridos libres (0.2-0.6%
de la MS) y oligosacaridos (<0.2% de la MS).

En comparacion con los cereales, las semillas de leguminosas contienen una mayor
proporcion de azucares de bajo peso molecular, sobretodo a-galactésidos y de PNA
(120-440 g/kg), mientras que la proporcion de almidén es menor. No obstante, existen
importantes diferencias en la cantidad total de almidén segun la especie vegetal. Los
guisantes y las habas contienen niveles altos (400-500 g/kg de MS), mientras que la
torta de soja y los altramuces presentan contenidos relativamente bajos de almidén
(18-27 g/kg de MS) y elevados de PNA (217 y 404 g/kg de MS respectivamente) (Bach
Knudsen, 1997).

En concreto, en el ganado porcino se puede afirmar que los carbohidratos son los
componentes mayoritarios de las principales materias primas utilizadas en la
alimentacion, constituyendo generalmente mas del 70% de la materia seca (Patridge,
1993). Entre estos carbohidratos, que tienen como destino metabdlico el aporte de
energia, el almidon es el que cuantitativamente tiene un peso mas importante, lo que
justifica su papel central en la fisiologia digestiva y el metabolismo energético del

animal.
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Tabla 2.1. — Composicion (g kg™”') de carbohidratos (CHO) y lignina de los principales

ingredientes utilizados en la alimentacién porcina. (Bach Knudsen, 1997)

Ingrediente CHO total" Aslicares Almidén PNA Lignina
Celulos PNC
Mon.? Sac.® o-gal.* 5
a
Cereales
Maiz 823 4 13 3 690 22 75 11
Trigo 823 3 11 6 651 20 99 19
Cebada 834 4 12 6 587 43 144 35
Centeno 850 6 19 7 613 16 136 21
Avena 787 2 11 5 468 82 150 66
Leguminosas
Soja 400 7 70 60 27 62 155 16
Guisante 735 9 30 50 454 53 127 12
Altramuz 534 5 24 77 14 131 271 12
Haba 705 5 27 54 407 81 109 20

'Total CHO: incluye el total de carbohidratos y la lignina

2Mon.: monosacaridos libres

3Sac.: sacarosa

4oc-gal: oligosacaridos de galactosa a-galactosidos (rafinosa, estaquiosa y verbascosa)

°*PNC: polisacaridos no celulésicos
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2.2. ESTRUCTURA DEL ALMIDON

El almidon es el polisacarido de reserva de las plantas mas importante vy
probablemente el segundo carbohidrato mas abundante en la naturaleza después de
la celulosa (Hizukuri, 1996). Basicamente, se trata de un homopolisacarido de glucosa
presente en las plantas en forma de granulos compactados parcialmente cristalinos,
cuyo tamafo, forma y temperatura de gelatinizacion depende de su procedencia
botanica (Tabla 2.2.). Después de la disgregacién y disolucién de estos granulos, la

mayoria de almidones pueden fraccionarse en 2 componentes: amilosa y amilopectina.

La amilosa (figura 2.1.) es una molécula esencialmente lineal, con un peso molecular
entre 1x10° — 1x10° (Tester et al, 2004), en que las unidades de D-glucosa (entorno a
1000) estan unidas mayoritariamente (~99%) por enlaces glucosidicos o(1—4) con

una pequena fraccion (~1%) de enlaces a(1—6).

Figura 2.1. — Estructura basica de la amilosa y amilopectina

Amilosa: cadena de glucano a-(1, 4); promedio de n=1000 unidades de glucosa. La cadena

lineal puede contener ocasionalmente ramificaciones o-(1, 6).

H OH

Amilopectina: Puntos de ramificacion a-(1, 6). Para las cadenas exteriores a=12-23 unidades
de glucosa. Para las cadenas interiores b=20-120 unidades de glucosa. Tanto a

como b pueden variar de acuerdo con el origen botanico.
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La amilopectina (figura 2.1.) es una molécula de mayor tamafo que la amilosa (peso
molecular entre 1x10” — 1x10°), formada también por monémeros de D-glucosa (entre
12 y 120) unidos en un ~95% por enlaces o(1—4) y con aproximadamente un 5% de

enlaces a(1—6) que le confieren una estructura mas ramificada.

La amilopectina es el componente mayoritario de la mayoria de almidones. Segun su
contenido en amilosa y amilopectina, los almidones se definen como waxy (cereos)
cuando la relacion amilosa : amilopectina es baja (entorno al 15%). Los valores
normales de amilosa representan entre el 16 y 35% (Tabla 2.2.). Cuando la amilosa
excede el 36% se considera que el almidén contiene un nivel elevado de amilosa. Las
variedades waxy de cebada, maiz y arroz son comunmente disponibles, mientras que
mas recientemente han aparecido también para el trigo y la patata. También se ha
incrementado recientemente la disponibilidad de variedades ricas en amilosa,

sobretodo procedentes del maiz.

Tabla 2.2. — Propiedades de los granulos de almidén de materias primeras utilizadas

en la alimentacion de animales monogastricos.

Fuente Forma de granulo Tamafo de granulo  Contenido en amilosa

(um) (%)

Maiz waxy Redondo 5-25 1

Maiz Redondo o lenticular 5-25 28

Avena Polihédrico 5-10 23-24

Arroz Poligonal 3-8 17-19

Haba Oval 30 24

Trigo Redondo o lenticular 2-35 23-27

Sorgo Redondo 15-35 23-28

Patata Oval 15-100 23

Fuente: FAO 1998

En los almidones purificados, la humedad varia entre el 10 y 18% dependiendo de la
fuente, situandose los procedentes de cereales en el limite inferior y los procedentes
de tubérculos en el superior. Solamente los almidones de cereales contienen lipidos
(~1.5% del granulo; Morrison, 1993), y su contenido esta correlacionado positivamente
con el contenido en amilosa. Los lipidos estan totalmente ligados a parte de la
amilosa, lo cual afecta la estructura y funcionalidad de los granulos de almidén
(discutido mas adelante). Los lipidos del almidon comprenden acidos grasos libres y

fosfolipidos en diferentes proporciones dependiendo de la fuente de almidon.
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Los almidones purificados contienen niveles bajos de proteina (<0.5%) que proceden
mayoritariamente de residuos de enzimas biosintéticos involucrados en la sintesis de

almidoén.

2.2.1. Estructura de los granulos de almidén

Las plantas sintetizan el almidon en forma de granulos compactados para minimizar el
espacio de almacenamiento y maximizar la concentracion de energia almacenada. Los
granulos de almidon tienen una superficie lisa, constituida por tramos finales de
cadenas de almidén y una matriz proteica. No son solubles en agua pero se hidratan

facilmente en una solucién acuosa.

El tamano y forma del granulo de almidon varia entre especies e incluso entre
variedades. En general, los granulos de tubérculos (ej. patata) son grandes y esféricos
(figura 2.2.) mientras que los de los cereales son pequefios y poliédricos, y los de las

leguminosas con forma de rifdn (Gallant, 1992).

Figura 2.2. — Fotografias de los granulos de almidon obtenidas por microscopia de
Scanning. 1: Maiz, 2: Patata, 3: Guisante (Robyt, 1997).

El granulo de almidén estd compuesto por un elevado numero de regiones cristalinas
en una matriz amorfa (French, 1984). El porcentaje de cristalinidad de los almidones
crudos se encuentra entre 15-45% (Zobel, 1988). El analisis de difraccion de rayos X

produce 2 tipos de patrones espectrales A y B, que provienen de 2 tipos de estructuras
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cristalinas. Los almidones de cereales presentan un patréon tipo A, mientras que los
almidones de tubérculos presentan un patrén del tipo B, y los de las leguminosas un
patrén intermedio tipo C, que es producto de una mezcla de patrones tipo A y B
(Gernat, 1990). Los almidones con patrén tipo B o tipo C son mas resistentes a la
digestién que los almidones con patrén tipo A (Topping y Clifton, 2001). El factor que
mas influye en el tipo de patrén es la longitud de las cadenas de amilopectina, siendo
mas cortas en los almidones tipo A (23-29 unidades de glucosa) que en los tipo B (30-
44 unidades de glucosa). La amilopectina esta asociada a las estructuras cristalinas
debido a que las ramificaciones a(1—6) favorecen la formacion de hélices, mientras

que la amilosa ocupa la regiéon amorfa del granulo de almidén.
Tanto las estructuras tipo A como B presentan un modelo de disposicion similar, con
dobles hélices paralelas que giran hacia la izquierda. Sin embargo las estructuras tipo

B contienen mas agua asociada.

Oostergetel y van Bruggen (1993) construyeron un modelo de la disposicion de la

amilopectina en el granulo de almidén de patata (figura 2.3.).

Figura 2.3. — Modelo de la disposicion de la amilopectina en el almidon de patata.

O 200

Lo

2.2.2. Modificacién de la estructura de los granulos de almiddn

Cuando los granulos de almidén son tratados por calor, se desorganiza
irreversiblemente su estructura cristalina, incrementando la susceptibilidad al ataque

enzimatico por a-amilasas y en consecuencia mejorando la digestibilidad y valor
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nutritivo (Pérez y Oliva-Teles, 2002). La temperatura a que se alcanza esta fusion
depende de la humedad. En ausencia de agua la temperatura de fusion suele ser
superior a 150°C, pero se reduce a 100-120°C con un 20% de humedad (Annison y
Topping, 1994). Cuando el almidén es calentado con un exceso de humedad se
produce la gelatinizacién, que consta de dos etapas. En la primera, que tiene lugar a
60-70°C, se produce la disgregacion de los granulos de almidén (Colonna y Mercier,
1985). En la segunda, alrededor de 90°C, el almidén pierde su estructura granular
permaneciendo Unicamente fragmentos de amilopectina en una solucién de amilosa
(Jing-ming y Sen-lin, 1990). Sin embargo, la respuesta de los almidones a diferentes
condiciones de temperatura y humedad varia segun el tipo de granulo. En general, los
granulos de tamafio reducido requieren temperaturas de gelatinizacion mas elevadas
que los de mayor tamano (Chiotelli y Le Mestle, 2002). En el caso de los cereales, los
granulos ricos en amilosa pierden su estructura mas lentamente que los ricos en
amilopectina (Vasanthan y Bhatty, 1996), debido a que su mayor contenido en

complejos amilosa-lipidos dificulta la hidratacién del granulo.

2.2.3. Gelificacion, Retrogradacion y formacion de AImidén Resistente

Después de cualquier tratamiento térmico existe un proceso de enfriamiento que tiene
lugar durante el almacenado del alimento hasta su administracién. Una vez el almidon
ha sido gelatinizado, si se enfria en presencia de humedad se produce el proceso de
gelificacion, en el cual las moléculas de amilosa y amilopectina se asocian para formar
un gel (Miles et al, 1985). Las caracteristicas del gel dependen de variables como la
relacion amilosa / amilopectina, la cantidad de agua presente y el tiempo y
temperatura de almacenaje. Almidones ricos en amilosa (ej. maiz waxy) requieren
mayor temperatura y presion que los ricos en amilopectina para gelificar. El proceso de
gelificacibn empieza cuando las cadenas de glucanos recuperan su estructura
helicoidal. Estas estructuras se asocian entre ellas para formar redes extensas de
glucanos que daran lugar a geles inestables, ya que con el tiempo el gel del almidén
recupera su cristalinidad. Esta cristalinidad puede ser detectada por rayos X
mostrando un patrén de difraccion tipo B (Colonna et al, 1982). La formacién de este
patrén tipo B se conoce como retrogradacion y puede tardar en aparecer desde varias
horas, en el caso de almidones ricos en amilosa, a varios dias o incluso semanas, en
el caso de almidones ricos en amilopectina (Lii et al, 2004). Asi pues, el proceso de
recristalizacion es mas rapido en almidones con mayor cantidad de amilosa (Zhang y
Jackson, 1992), aunque estos almidones son mas resistentes a la retrogradacion
porque requieren de condiciones de gelatinizacion mas extremas (Colonna y Mercier,

1985). El tratamiento con o-amilasa del almidén sometido al proceso de

-27 -



retrogradacion, libera el almidén no retrogradado, dejando la fraccién que resiste la

amilolisis y que fue denominada por Berry (1986) como almiddn resistente.

El proceso de retrogradacion puede estar inhibido por la presencia de azucares libres
(ej. almidon de patata; Kohyama y Nishinari, 1991), arabinoxilanos solubles
(constituyentes del endospermo de la pared celular de algunos cereales;

Gudmundsson et al, 1991) y complejos amilosa-lipidos (Szczodrak y Pomeranz, 1992).
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2.3. DIGESTION DEL ALMIDON EN INTESTINO DELGADO

El almidén debe ser completamente despolimerizado a glucosa para que pueda ser
absorbido en intestino delgado. La despolimerizaciéon es llevada a cabo por diferentes
enzimas que rompen los enlaces glucosidicos a(1—4) y a(1—6). En las especies
monogastricas los enzimas principales son a—amilasas (tabla 2.3.; Tester et al, 2004).
La hidrdlisis del almiddn se inicia en la cavidad oral, con la accidon de la a-amilasa de la
saliva. La masticacion a su vez contribuye a aumentar la superficie de contacto,
facilitando el acceso del enzima. Este enzima rompe enlaces a(1—4), liberando
maltosa, maltotriosa y dextrinas a partir de las moléculas de almidén. La digestion
salivar continua en el es6fago y en la parte esofagica del estébmago. Tiene poca
afinidad por los enlaces terminales, y tampoco puede actuar ni sobre los enlace
a(1—6) ni sobre los situados cerca de ellos. La relacion entre la secrecion de a-
amilasa salivar y pancreatica es de 1:250.000 (Low y Longland, 1990). No obstante,
su actuacion es significativa, ya que se considera que este enzima contribuye en un
15% al total de la digestion del almidon (Bjorck, 1996).

Tabla 2.3. — Enzimas que participan el la hidrdlisis del almidén".

Enzima Numero Especificidad de Modo de  Producto final

(EC) enlace accioén

Fosforilasa (1,4-a-D-
glucan: ortofosfato 2411 a (1-4) glucosil exo Glucosa 1-fosfato

o—D-glucosil transferasa

a—amilasa (1,4-a-D- Oligosacaridos
glucan maltohidrolasa) 3.2.1.1 a (1-4) glucosil endo lineales y ramificados
B-amilasa (1,4-a-D- Maltosa y dextrinas
glucan maltohidrolasa)  3.2.1.2 a (1-4) glucosil exo limite

Amiloglucosidasa

(glucoamilasa; exo-1,4-  3.2.1.3 a (1-4) glucosil and  exo/endo Glucosa
a-glucosidasa) a (1-6) glucosil

Isoamilasa (glucogeno 6- Cadenas lineales de
glucanohidrolasa) 3.2.1.68 ¢ (1-6) glucosil endo o(1-4) glucano
Pululanasa (dextrinasa Cadenas lineales de
limite; amilopectin 6- 3.2.1.41 o (1-6) glucosil endo a(1-4) glucano

glucanohidrolasa)

"Segun Tester et al (2004)
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En estomago, el reducido pH inactiva la a-amilasa, y no es hasta duodeno en donde el
pH del contenido digestivo se neutraliza, que los enzimas pancreaticos y de la mucosa
pueden actuar. La a-amilasa pancreatica es muy similar a la salivar, aunque no rompe
enlaces al azar, sino que presenta una tendencia a actuar sobre los extremos,
produciendo residuos de maltosa. Los productos resultantes de la degradacion del
almidon (maltosa, maltotriosa y dextrinas limite), difunden a la superficie luminal de la
mucosa intestinal donde se encuentran una serie de carbohidrasas. Entre ellas se
encuentran las maltasas (convierten la maltosa generada por las a-amilasa en
glucosa) e isomaltasas (también denominadas a-dextrinasas) las cuales hidrolizan los
enlaces a(1—6) de isomaltosas y a-dextrinas (Tabla 2.3.). En la Figura 2.4., se

representa esquematicamente la hidrélisis del almidén por los enzimas hidroliticos.

Figura 2.4. — Patrén de actuacion de los enzimas hidroliticos sobre la amilosa y

amilopectina (adaptado de Tester et al, 2004)".

Eamilasa (exo

(=2 o. L=

b i

aramilasa (enda) Amilosa

Enzimas desramificadoras

&5 5, 858985
Amilopectina maaﬂﬁwﬁm

'La B-amilasa es una exoenzima que se une a moléculas de p-maltosa desde el extremo

no reducido de amilosa o desde las cadenas externas de las ramificaciones de
amilopectina. La a-amilasa es una endoenzima que hidroliza al azar enlaces o(1-4) dando
lugar a maltooligosacaridos. Los enzimas desramificadores (ej. isoamilasa o pululanasa)

hidrolizan especificamente enlaces o(1-6) de amilopectina.

La glucosa resultante de estos procesos de hidrolisis enzimatica es absorbida
directamente a través de transportadores activos de la mucosa intestinal (GLUTSs)

(Zierler et al, 1999). Sin embargo, a pesar de la elevada actividad amilasa en intestino
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delgado (Low y Longland, 1990; Glitsg et al, 1998), la hidrélisis del almidéon y la
absorcion de la glucosa resultante no siempre es completa, como demuestran estudios
en humanos intubados en que se encuentra glucosa libre en ileon terminal (Stephen et
al, 1983). La fraccidon de almidén y productos de su degradacion que escapan a la
digestién enzimatica se ha denominado "almidén resistente" (Asp, 1992), lo cual ha
llevado a confusion con el almidén obtenido de la retrogradacion. Obviamente, el
almidén retrogradado es resistente al ataque de las amilasas en intestino delgado,
pero el almidon resistente definido por Asp (1992) puede ser resultado de otros
factores. De esta forma debe distinguirse el almidén quimicamente resistente (almidén
resistente a la hidrdlisis in vitro) del almidon fisiolégicamente resistente (almidon que

pasa a través del intestino delgado sin degradarse y alcanza el intestino grueso).
Englyst et al (1992) clasificé a los almidones resistentes segun sus factores intrinsecos
de composicion o procesado en 3 tipos, pero posteriormente se anadié un cuarto

grupo (Brown et al, 1995; tabla 2.4.)

Tabla 2.4. — Clasificacion de almidones resistentes’.

Tipo de Almidén Resistente Ejemplo
AR1: Fisicamente inaccesible Granos y semillas parcialmente triturados
AR2: Granulos resistentes Patata cruda, banana verde, algunas legumbres y

almidones ricos en amilosa

AR3: Retrogradado Pan, cornflakes, patatas cocidas y enfriadas

AR4: Modificado quimicamente Almidones eterizados, esterificados o con enlaces
cruzados (utilizados en alimentos procesados)
'Segun Englyst et al (1992) y Brown et al (1995)

2.3.1. Factores intrinsecos condicionantes de la digestion del almidon

2.3.1.1. Barreras fisicas:

2.3.1.1.1. Tamafio de particula

El tamano de particula afecta la digestion del almidon debido a que las particulas mas
pequenas (con mayor superficie respecto al volumen) facilitan la accién de las
amilasas y se digieren mas rapidamente que las particulas de mayor volumen. De esta
forma un mayor grado de molido (0 una mayor masticacién) pueden facilitar la
digestiéon de los almidones. Liljeberg et al (1992) estudiaron in vivo la digestibilidad del
almidén de cereales molidos o enteros a partir de la evaluacion de la glicemia

postprandial (indice glicémico). Los resultados obtenidos demostraron que los granos
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enteros disminuyen el ritmo de digestién del almidén y por lo tanto reducen la
digestibilidad de la dieta. En consecuencia, también reducen o retrasan la glicemia e

insulinemia postprandial.

El descenso en la digestiéon enzimatica del almidon debido a la molienda grosera del
pienso se ha observado tanto en ensayos in vitro (Snow and O’Dea, 1981; Anguita et
al, 2006a) como in vivo (Owsley et al, 1981; Bach Knudsen and Jorgensen, 2001;
Anguita et al, 2006b). Guillou y Landeau (2000) describieron en raciones a base de
maiz para cerdos en crecimiento, que una disminucion en el tamafio de particula de
100 um mejora la digestibilidad de la energia y el N en un 0,69 y 0,5%,
respectivamente. Las diferencias se deben fundamentalmente a que un mayor tamano
de particula aumenta la excrecion en las heces de fracciones organicas como la
proteina y los polisacaridos no amilaceos; si bien también es frecuente encontrar

restos de almiddn en las heces (Anguita et al, 2006b).

2.3.1.1.2. Matriz proteica

Los granulos de almiddén estdn acompafiados por otras materias vegetales (ej.
componentes de pared celular) que pueden inhibir el acceso de las amilasas al
granulo. En algunos casos, los granulos de almidén pueden estar encapsulados en
una matriz proteica. En estos casos, la proteina debe ser degradada por proteasas
para que la actividad de la amilasa pueda ser efectiva. En el caso de la judia roja
(Phaseolus vulgaris), el estudio de la digestibilidad del almidén in vitro reveld que la
amilolisis estaba favorecida por el pretratamiento con pepsina (Tovar et al, 1990). En
el caso del sorgo, el granulo de almiddn, presenta una estructura y un tamafo similar
al del maiz, con una proporcion similar de amilosa, pero se le atribuye un 90-95% del
valor nutricional del almidén de maiz (Hahn et al, 1984; NRC, 1998). De hecho, en
estudios de digestibilidad comparada en cerdos en crecimiento entre ambos cereales,
el maiz fue siempre mas digerido, tanto en intestino delgado como en grueso
(Pascual-Reas, 1997; Morales et al, 2002a). Esta diferencia se ha asociado a un
endospermo periférico proteico denso propio del granulo del sorgo, que le hace mas
resistente a la penetracion del agua y los enzimas (Rooney y Pflugfelder, 1986).
Ademas, algunas variedades de sorgo presentan también taninos como factores
antinutricionales (Rooney y Pflugfelder, 1986; Lizardo et al, 1995) que podrian limitar

en parte la actividad enziméatica sobre el substrato.
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2.3.1.1.3. Complejos amilosa-lipidos

La presencia de complejos de amilosa con lipidos en los cereales, restringe la
capacidad de hidrolisis por a-amilasas (Lauro et al, 1999), ya que evita la hidratacion
del granulo, dificulta la penetracion de la enzima y restringe su actividad hidrolitica.
Estudios in vitro demuestran que la liberacion de glucosa por la a-amilasa porcina, es
mas reducida en los complejos amilosa-lipidos, que en la amilosa libre (Holm et al,
1983). En estos estudios, la digestion de la amilosa de los complejos puede ser
completa si se incrementan los niveles de a-amilasa. Sin embargo, estudios in vivo
demuestran que en los complejos amilosa-lipidos, la hidrdlisis del almidén es mas

lenta que en la amilosa libre, y en ningun caso es completa (Holm et al, 1983).

El almidén que no se digiere en intestino delgado debido a que es fisicamente

inaccesible por los enzimas digestivos se clasifica como almiddn resistente tipo 1.

2.3.1.2. Estructura del granulo de almiddén

2.3.1.2.1. Estructura cristalina

Clasicamente se ha considerado que la estructura cristalina (tipo A, B o C) de los
granulos de almidon es el factor que determina en mayor medida la susceptibilidad a
los enzimas hidroliticos (Williamson et al, 1992). Los granulos con un patrén de
difraccién tipo B y C (ej. en la patata, banana verde y legumbres) y tamafos
moleculares mas grandes, son mas resistentes a las a-amilasas que los que tienen un
patrén tipo A (cereales). Sin embargo, existen otros factores que condicionan la
hidrdlisis del almidén, como son el tamafo del granulo, su composicion y la pérdida de

estructura del granulo (que es equivalente al grado de gelatinizacion).

2.3.1.2.2. Tamano del granulo

Los granulos de mayor tamano tienen menos superficie en relacion al volumen, por lo
tanto, la capacidad de enlace por parte de las amilasas y en consecuencia su actividad
hidrolitica es menor que en los granulos mas pequefios. En el caso concreto de la
patata, la digestibilidad del almidén es reducida debido a que los granulos tienen una
estructura predominante tipo B y ademas la relacién superficie / volumen es reducida
debido al gran tamano de los granulos. En cambio, las espirulitas, que al igual que la
patata presentan una estructura tipo B, son rapidamente hidrolizadas por amilasas
debido a que la relacion superficie / volumen es mayor, incrementando el area

expuesta al ataque enzimatico.
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2.3.1.2.3. Composicién del granulo

Los almidones tipo waxy presentan mayor cristalinidad que los normales, y en
consecuencia son mas susceptibles de ser fraccionados por molturacion. Por este
motivo, son mas susceptibles al ataque por a-amilasas que otros almidones con menor
grado de cristalinidad (Bettge et al, 2000).

En cuanto a granulos enteros, existe cierta controversia en la bibliografia acerca del
efecto de la proporcion de amilosa y amilopectina sobre la digestibilidad. La amilosa,
debido a su estructura lineal, deberia ser digerida a priori en mayor medida que la
amilopectina, tal y como han contrastado diferentes autores (Keys y DeBarthe, 1974;
Low y Longland, 1990). Keys y DeBarthe (1974) determinaron la digestibilidad ileal en
cerdos en crecimiento del almidéon y de cada una de sus fracciones, amilosa y
amilopectina, de cuatro fuentes de cereales diferentes (trigo, sorgo, maiz y cebada).
En todas ellas, la amilosa siempre fue digerida en mayor grado que la amilopectina
(92.5 vs. 87.8% digestibilidad media, respectivamente). Resultados similares se han
encontrado en ratas (Zhou et al, 1997). En el sentido opuesto, son varios los estudios
que sefalan que un mayor relacibn amilosa:amilopectina determina una peor
digestibilidad del almidoén, tanto en ratas (Granfeldt et al, 1993; Kabir et al, 1998) como
en cerdos (Pettersson y Lindberg, 1997; Grosjean et al, 1998). Estos autores
concluyeron que la relaciéon amilosa-amilopectina por si sola no es un buen indicador
de la digestibilidad de un almidén, sino que también deben tenerse en cuenta otras

caracteristicas fisico-quimicas del granulo.

Los granulos de almidén resistentes por su estructura son clasificados como almidén

resistente tipo 2.

2.3.2. Factores extrinsecos condicionantes de la digestion del almidon

2.3.2.1. Procesado

La incorporacién de procesos tecnoldgicos en la alimentacion del ganado, como la
molienda ya descrita o los tratamientos térmicos, tiene como finalidad fundamental
favorecer los procesos de mezcla, homogenizacion e higiene del pienso; pero también
incrementar su valor nutricional. El procesado del pienso reduce el tamano de las
particulas, con los efectos sobre la digestibilidad del almidon descritos previamente, y

puede determinar una cierta gelatinizacion del almidén.
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2.3.2.1.1. Gelatinizacion

Los almidones gelatinizados son mucho menos resistentes a la hidrolisis enzimatica
que los crudos. El papel de la desorganizacion de los granulos de almidon quedo
demostrada en un experimento (Ring et al, 1988) en el cual el almidon de cebada fue
sometido a diferentes temperaturas (50, 55 y 60°C durante 3h). La gelatinizacion de
los granulos de almidon se produjo a 60°C asociado a un incremento de la

digestibilidad por a-amilasa.

En los procesos tecnoldgicos propios de la fabricacion de piensos, el almidén es
sometido a diferentes condiciones de temperatura y humedad. Durante estos procesos
el almidén puede ser parcialmente gelatinizado, mejorando su valor nutritivo. En el
caso de la peletizacion, solamente entre el 1 y 20% del almidon es gelatinizado (Moritz
et al, 2003; Svihus et al, 2004), de tal forma que el impacto sobre la digestibilidad es
muy reducido (Svihus et al, 2005). Kotara y Fuchs (2001), demostraron que los cerdos
mejoraban la digestibilidad del almidén cuando el pienso era peletizado dos veces a
elevadas temperaturas, debido a que el almidon alcanzaba un mayor grado de
gelatinizacién. El proceso de expansion produce la gelatinizacién de entre el 22 y 35%
del almidén (Cramer et al, 2003). Sin embargo, el grado de gelatinizacién sigue siendo
demasiado reducido para observar efectos significativos en la digestibilidad del
almidén. En cambio, durante el proceso de extrusion se produce una disgregacion y
gelatinizacion mas completa de los granulos (Colonna et al, 1989) incrementando
significativamente la digestibilidad del almidon (Ljekjel et al, 2004; Anguita et al
2006a).

2.3.2.1.2. Retrogradacion

El proceso de retrogradacion conduce a la formacién de almidén resistente tipo 3
(AR3), indigestible a nivel ileal. Schweizer et al (1990) analizé almidones (copos de
patata y judia) por su contenido AR3 segun la determinacién de Englyst et al (1992).
Cuando estos alimentos fueron consumidos por humanos ileostomizados todo el
almidén resistente fue recuperado en el efluente ileal. En 1992 Tovar et al.
examinaron la digestibilidad de leguminosas (judias y lentejas) y encontraron que al
menos el 90% del almidon retrogradado era recuperado en heces. Este almidon,
resistente a la digestion en intestino delgado, presenta también una elevada
resistencia a la degradacién microbiana en intestino grueso. Almidones con este nivel
de resistencia tienen limitado valor nutritivo comparado con otros almidones
fermentables y por lo tanto desde un punto de vista nutritivo podrian ser considerados

analogos de la celulosa.
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En el proceso de fabricacién de piensos, la retrogradacion del almidén puede tener
lugar bajo ciertas circunstancias, como por ejemplo inmediatamente después de la
extrusion, antes de que el pienso se haya enfriado y secado. Jouppila et al (1998)
demostré que el almidén gelatinizado no alcanza la retrogradacion hasta después de
5.2 dias si esta almacenado a 60°C, pero este tiempo se reduce a 34 minutos si la

temperatura es de 80°C.

2.3.2.1.3. Modificaciones quimicas

Brown et al (1995), definié un cuarto tipo de almidon resistente (AR4), que representa
el grupo de almidones que han sido modificados enzimaticamente (enlaces cruzados
con reactivos quimicos, éteres, esteres, etc...) de tal modo que se interfiere la accion
de los enzimas digestivos y en consecuencia disminuye la digestibilidad. Existen
cuatro subcategorias de AR4, basadas en dos de sus propiedades. En primer lugar,
segun la capacidad del AR4 de ser analizado utilizando técnicas in vitro de fibra
dietética (Prosky et al, 1994) y almidén resistente (McClearly y Monaghan, 2002), o
solamente de almidon resistente, y en segundo lugar segun su solubilidad en agua.
Estudios in vitro han demostrado que los almidones modificados resisten la amilolisis
de forma proporcional a su grado de modificacion (Wurzburg, 1986). En humanos se
estudié la glicémia postprandial tras la administracion de 2 tipos de almidones
modificados (por a-ciclodextrinizacion y por acetilacién). Ambos almidones
modificados produjeron menores indices glicémicos que los almidones de referencia,
sugiriendo que la hidrdlisis en intestino delgado fue incompleta. En otro estudio con
almidones acilados (Annison y Topping, 1994) se comprobd que el almidén alcanzaba
intestino grueso, donde era capaz de liberar su acido esterificado y fermentarse
produciendo AGV. Sin embargo, el tipo de modificacién es importante para determinar
su funcionalidad, ya que Ebihara et al (1998) demostraron que el almidon

hidroxipropilado alcanzaba ciego pero no producia AGV.

2.3.2.2. Factores dependientes del animal o del resto de la dieta.

La digestion del almidén también estd condicionada por la madurez del sistema
digestivo del animal. El grado de digestion del almidén se incrementa con la edad
asociado al mayor tamafio del tracto digestivo y a la mayor actividad de los enzimas
amiloliticos. En el caso concreto del lechdn la actividad amilasa pancreatica es baja en
el momento del nacimiento. A partir de este momento y hasta las tres semana de vida,
la actividad enzimatica aumenta ligeramente (x 2.8), y no es hasta la sexta semana en

que se incrementa drasticamente (x 27.5; Corring et al, 1978; Owsley et al, 1986).
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Estos incrementos en la actividad amilasa coinciden con el momento del destete y
significan una respuesta a la necesidad de digerir la elevada cantidad de almidon
presente en el primer pienso solido que recibe el animal (entre 600 y 800 g/kg;
Wiseman et al, 2001). Al igual que la actividad amilasa, también se asocian al cambio
de dieta propio del destete, la actividad maltasa, que incrementa hasta la octava
semana de vida (Aumaitre y Corring, 1978) y las actividades isomaltasa y maltasa 2 y
3, que no alcanzan su maxima actividad hasta que el cerdo alcanza 200 dias de vida
(Kidder y Manners, 1980).

A parte de la capacidad enzimatica del tracto digestivo, la digestion del almidén
también depende de la composicién del resto de la dieta. En este sentido, se ha
demostrado que la inclusion de polisacaridos no amilaceos (PNA) solubles a la dieta
tiene una influencia negativa en la digestion y absorcién de almidén, ya que los PNA
aumentan la viscosidad del contenido intestinal y en consecuencia perjudican la
difusion de los enzimas digestivos (Classen y Bedford, 1991). En estudios in vitro se
ha demostrado que la liberacion de glucosa se reduce cuando incrementa la
viscosidad del medio debido a la adicién de arabinoxilanos procedentes de arroz
(Fengler y Marquardt, 1988). Numerosos estudios han demostrado que es posible
reducir la viscosidad de la digesta, y por lo tanto mejorar la digestion del almidon a
partir de la adicion de enzimas exdgenos a la dieta (Graham et al, 1989; Baidoo et al,
1998; Omogbenigun et al, 2004).

2.3.3. Determinacion del almidén resistente

2.3.3.1. Técnicas in vitro

El alImidén se determina como glucosa liberada tras la hidrélisis enzimatica realizada
en dos pasos: en el primero se gelatiniza la muestra y se utiliza a-amilasa
termoestable, y en el segundo se realiza una hidrdlisis con amiloglucosidasa (Holm et
al, 1986). Durante la ultima década se ha generado un fuerte interés por cuantificar
analiticamente la proporcion de los diferentes ingredientes resistente a la degradacion
enzimatica en intestino delgado. Se han desarrollado dos métodos (Champ, 1992;
Englyst et al, 1992), basados en una simulacién de lo que sucede in vivo en el tracto
digestivo, sometiendo la muestra a wuna hidrdlisis enzimatica controlada vy

determinando posteriormente la glucosa liberada.

En ambas técnicas, el primer paso consiste en la extraccion del almidén digestible del

alimento utilizando a-amilasa pancreatica (en los casos en que puede existir inhibicion
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de la enzima pancreatica por los productos de la digestion se afiade
amiloglucosidasa). En algunos casos la amilolisis es precedida por una proteolisis con
pepsina y tripsina para mimetizar la accion del estobmago e intestino. El almidén
resistente se cuantifica directamente en el residuo (Champ, 1992) o por diferencia
entre el almidoén total y el almidén digestible que se determina separadamente (Englyst
et al, 1992; figura 2.5.). El método propuesto por Englyst et al (1992) obtiene diferentes
porciones del almidén total: rapidamente digestible, lentamente digestible y almidon
resistente. A su vez, obtiene tres fracciones de almidoén resistente (AR1, almidon
fisicamente inaccesible; AR2, granulos resistentes; y AR3, almidén retrégrado). Los
factores extrinsecos dificultan una reproduccion real de lo que sucede in vivo, y en
general la determinacién in vitro subestima la cantidad de almidén no digerido en el
tracto digestivo anterior del animal, aunque son importantes las diferencias
individuales. Aun asi, hay estudios en humana que han encontrado una buena relacion
entre la cantidad de almidon resistente cuantificada por estos métodos analiticos y la
que realmente se obtuvo in vivo (Englyst et al, 1996). En cualquier caso, por el
momento las tablas de composicién de los diferentes ingredientes utilizados en la
alimentacion animal, no suelen aportar informacion sobre la proporcion del almidén

que es resistente.
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Figura 2.5. - Esquema del método de Englyst para la determinacion de almidén

resistente.

Preparacion de muestra
molturacién / homogenizacion
extraccion de lipidos
analisis de glucosa libre

!

Adicion del estandar de glucosa

!

Primera digestion enzimética
tampon sodio acetato
amiloglucosidasa
pancreatina
invertasa
(37°C, 20 min)

RN Almidon rdpidamente digestible
analisis de glucosa

!

Segunda digestion enzimética
tampon sodio acetato
amiloglucosidasa
pancreatina
invertasa
(37°C, 20 min)

mmm)p Almidon lentamente digestible
analisis de glucosa

!

Disolucién del almidén resistente
KOH concentrado
(0°C, 15 min)

!

Digestion del almidon
amiloglucosidasa
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) Almidon resistente (AR)
analisis de glucosa
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2.3.3.2. Técnicas in vivo

La cantidad de almiddn resistente puede ser determinada in vivo en estudios con

humanos o animales.

En experimentacion animal se utilizan métodos invasivos como la canulacion ileal o las
anastomosis ileorectales, que se llevan a cabo principalmente en cerdos, o el sacrificio
de los animales para determinar el almidén que permanece en ileon terminal que se
lleva a cabo tanto en cerdos como en ratas. Tanto las canulas como el sacrificio
requieren la utilizacion de un marcador. En animales canulados, el marcador se utiliza
para verificar la excrecion de residuos del alimento experimental, mientras que en
muestras obtenidas de animales sacrificados el marcador permite realizar un calculo

aproximado de la digestibilidad.

En humanos, tedricamente existen 3 métodos disponibles: el test de excrecion de
hidrogeno (en el aire expirado), la intubacion de individuos sanos y estudios en
individuos ileostomizados. Este ultimo método ha sido el mas comunmente utilizado
debido a que es menos invasivo que la intubacion de individuos sanos y mas
especifico que la excreciéon de hidrogeno (Champ, 2004). Tedricamente la excrecion
de hidrégeno esta relacionada con la cantidad de carbohidratos no digeridos. Si el
alimento experimental no contiene ningun carbohidrato indigestible, excepto el almidon
a evaluar, se puede asumir que la excrecion de hidrogeno esta relacionada con la
cantidad de almidon resistente que ha fermentado. Sin embargo, se ha demostrado
que la cantidad de hidrégeno excretado difiere entre carbohidratos que se fermentan
mas rapida o mas lentamente, de tal modo que este método ha sido considerado poco

apropiado para la cuantificacion de almidén resistente in vivo (Champ, 2004).

Las comparaciones entre las técnicas de intubacion e ileostomia son muy escasas
debido al escaso numero de estudios realizados por intubacion (Langkilde et al, 2002;
Faisant et al, 1995). Con la misma cantidad de almidén de banana verde (30g
equivalente a 23.1g de almidén resistente) los individuos intubados digirieron menos
almidon (16.3%) que los ileostomizados (31.6%) del total ingerido. La digestibilidad
real del almidén probablemente se encuentra entre ambos valores, ya que se puede
esperar que la intubacién subestime la digestién real por la presencia del tubo,
mientras que la ileostomia puede sobreestimarla debido a un posible crecimiento

bacteriano en ileon terminal por adaptacion.
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2.3.4. Consecuencias fisioldgicas del almidon resistente en intestino delgado

2.3.4.1. Trastornos clinicos

La digestion incompleta de los azucares en el intestino delgado puede provocar
sindromes de malabsorcion. En el caso de azucares simples, esta malabsorcién puede
generar problemas clinicos, como puede ser el caso de la intolerancia a la lactosa en
animales jovenes. Generalmente los sintomas clinicos son el resultado de la
acumulacion de azucares en intestino grueso en cantidades que exceden la capacidad
de fermentacion de la microbiota, de tal forma que se produce un desequilibrio en el
ecosistema intestinal y en consecuencia la aparicion de diarrea osmaética (Holtug et al,
1992).

También se ha demostrado que altos niveles de fibra en la dieta, por ejemplo en forma
de goma arabiga (Topping et al, 1988), producen la aparicion de diarreas debido a la
acumulacion de fluidos en intestino grueso. En el caso del almidén resistente los
resultados son contradictorios. Algunos autores (Pluske et al, 1998) han relacionado la
presencia de almiddn resistente en la dieta con una mayor incidencia de disenteria tras
infeccién experimental. Otros autores (Fleming et al, 1985) han demostrado que la
administracion de almidon resistente, por ejemplo en forma de judias rojas, incrementa
la produccion de gas como resultado de la fermentaciéon en intestino grueso, pero no
se asocia a la aparicion de diarreas. Por lo contrario, la administraciéon de almidon
resistente en nifios con diarreas puede acelerar el proceso de su recuperacion
(Topping y Clifton, 2001). Este diferente comportamiento respecto a otros
carbohidratos, se debe a la elevada fermentabilidad y reducida capacidad de retencion
de agua del almidén resistente, de tal forma que su impacto sobre la humedad de las

heces es poco significativo.

2.3.4.2. indice glicémico

En su conjunto, diferentes factores intrinsecos al alimento o también al animal,
pueden condicionar la fraccion de almidén que se digiere en intestino delgado y la
velocidad de su disponibilidad. Las diferencias en la digestién del almidén se reflejan

en variaciones en las concentraciones de glucosa plasmatica en el tiempo.

En general, la digestion del almidén produce una respuesta en la glicemia postprandial
menor que la cantidad equivalente de mondmeros de glucosa liberados. Asi, la
glucosa plasmatica y la concentracion de insulina depende en gran medida del tipo de

almidon, lo que permite una clasificacion de los almidones segun su influencia en la
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glicemia postprandial. En 1981 se propuso el concepto de indice glicémico (IG) que se
define como el area debajo de la curva del incremento de glucosa plasmatica
postprandial de un producto testado respecto al area de un producto de referencia.
Originalmente se utilizé de referencia, la ingestion de 50g de glucosa, pero después se

utilizé pan blanco (Jenkins, 1981).

Resulta evidente que un descenso en la digestién del almidoén limita la cantidad de
glucosa que puede ser absorbida en intestino delgado. En general la presencia de
fracciones de almidoén resistente provoca indices glicémicos mas reducidos que los
almidones mas digestibles. Royall et al (1990) observdé que existe una correlacion
negativa entre el porcentaje de almidon resistente y el indice glicémico de una dieta.
Del mismo modo, van der Meulen (1997b), observé que la concentracién de glucosa
arterial y portal obtenida en cerdos alimentados con almidon de patata era
significativamente inferior a la obtenida con almidon de maiz, debido a la menor
cantidad de almidén digerido y probablemente al ritmo inferior de su digestion.
También se han detectado diferencias en los indices glicémicos obtenidos en animales
alimentados con fuentes de almidon completamente digestibles en intestino delgado
(van der Meulen, 1997a). La incorporacién en la racion de almidén de digestion lenta
como la del guisante, produce concentraciones de glucosa plasmatica menos elevadas
pero mas duraderas que otro almidon mas rapidamente digestible como el del maiz
(Figura 2.6.).
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Figura 2.6. — Concentracion arterial ( [1, B ) y portal (O, @) de la glucosa plasmatica
en cerdos después de la ingestion de una racidon que contenia almidén de maiz ( H,

@) o de guisante ( [, O) (van der Meulen, 1997a).
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Sin embargo, otros autores han obtenido resultados contradictorios. Por ejemplo,
Truswell (1992) encontrd indices glicémicos muy elevados en productos como los
copos de maiz que poseen una mayor cantidad de almidon resistente (retrogradado).
Las leguminosas en cambio, presentaron IG relativamente bajos, en concordancia con
su mayor proporciéon de almidén enzimaticamente resistente. Las causas de esta
variabilidad son atribuidas por los autores a deficiencias analiticas en la determinacién
del almidon resistente propuesta por Englyst et al (1992), sugiriendo que determinada
fraccion del almidén resistente estimada in vitro puede ser digerido completamente en

intestino delgado in vivo si el transito es suficientemente lento.

Las diferencias promovidas por los diferentes tipos de almidén sobre la glicémia,
afectan directamente a la insulinémia posprandial. Diversos estudios han observado
una disminuciéon en el nivel de insulina plasmatica tras la administracion de AR
respecto a un almidén plenamente digestible (Lilieberg and Bjorck, 1994; Skrabanja et
al, 2001; Behall y Hallfrisch, 2002), mientras que otros no han observado ningun efecto
(Noakes et al, 1996; Jenkins et al, 1998; Nestel et al, 2004). De estos estudios se
puede extraer que para observar algun efecto sobre la glicémia e insulinémia, el AR

debe suponer mas del 14% del almidén total de la dieta.
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La disminucion en la glicémia e insulinémia puede afectar la saciedad. Raben et al
(1994) describieron menores indices de saciedad subjetiva tras la administracién de
50g de almidén crudo de patata (RS2; 54% AR) que tras la administracion de 50g de
almidén de patata pregelatinizado (0% AR). En el mismo sentido Anderson et al (2002)
describié una correlacion negativa entre el nivel de almiddn resistente en la dieta y el
indice de saciedad una hora postingestién de alimento. En estos estudios, los menores
indices de saciedad estuvieron asociados a una menor concentracion plasmatica de
glucosa e insulina. Sin embargo, algunos autores no han observado ninguna relacion
(Westrate y van Amelsvoort 1993; Meéance et al, 1999), mientras que otros han
observado un incremento en la saciedad tras la administracion de un pan rico en
almidén resistente respecto un pan normal, entre 70 y 120 minutos postingestion. Las
diferencias entre estudios probablemente sean debidas a dificultades para
estandarizar el contenido en macronutrientes de la dieta, o asociadas a senales de

saciedad procedentes del tracto digestivo.

2.3.4.3. Almidon resistente y metabolismo lipidico

La disminucién en el indice glicémico promovida por la administracion de almidon
resistente tiene también consecuencias sobre el metabolismo lipidico. Tras la
administracion de almidén resistente, se han observado reducciones en la
trigliceridemia, colesterolemia, nivel plasmatico de lipoproteinas de alta densidad
(HDL), de baja densidad (LDL), de muy baja densidad (VLDL), y lipoproteinas ricas en
triglicéridos (de Deckere et al, 1993, 1995; Younes et al, 1995a; Kishida et al, 2001;
Lopez et al, 2001). En estos estudios se observaron reducciones del 22-32% en el

nivel de colesterol plasmatico y del 29-42% del nivel de triglicéridos.

Otra de las posibles consecuencias de la administracion de almidoén resistente, es la
reduccion en la sintesis y deposito de grasa. Estudios in vivo, indican que la
administracion de dosis elevadas de almidon resistente puede disminuir el tamafio de
los adipocitos (Kabir et al, 1998; Kishida et al, 2001), y el peso del tejido adiposo (de
Deckere et al, 1993; Lerer-Metzger et al, 1996). En el tejido adiposo, la orientacion del
metabolismo depende de la disponibilidad de carbonos (principalmente en forma de
glucosa) y del estado hormonal (resultante del equilibrio entre insulina y glucagon).

La actividad de los enzimas lipogénicos del tejido adiposo, se regula a partir del control
de su transcripcion génica por parte de la glicemia (Shillabeer et al, 1992; Towle et al,
1997), y la insulinemia (Girard et al, 1997; Kabir et al, 1998). Morand et al (1994)
demostré que la sustitucion de almidon digestible por AR inhibia significativamente la

actividad de los principales enzimas lipogénicos (desde un 25% en el caso de la acetil-
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CoA carboxilasa, hasta un 40% en el caso de la sintasa de acidos grasos) debido a
una reduccion en la glucosa e insulina plasmatica. Ademas, el nivel de insulina
plasmatica también regula la expresion de uno de los principales enzimas
responsables de la absorcién de glucosa en adipocitos y células musculares (GLUT 4;
Zierler et al, 2001). Kabir et al (1998) demostré que la administracion de almidones con
diferente indice glicémico, promovia diferencias en el nivel de expresién de RNAm de
GLUT4 en tejido adiposo. Estos autores asociaron el incremento en la capacidad de
captacion de glucosa plasmatica con una mayor actividad de los enzimas lipogénicos y
un mayor deposito de grasa. En su conjunto, estos resultados sugieren que la
depresioén de la sintesis grasa observada tras la administracion de almidén resistente
es resultado de la inhibicion coordinada de diversos enzimas de la ruta biosintética y

de la captacion tisular de glucosa en el tejido adiposo.

Aunque existe menos bibliografia al respecto, también se ha descrito el efecto de los
carbohidratos de la dieta sobre el depdsito de grasa intramuscular. Chicco et al (2003)
demostré en ratas que administrar una dieta rica en sacarosa durante 15 o 30
semanas promovia un incremento en la glicemia plasmatica que repercutia en un
mayor deposito de grasa muscular. Del mismo modo, en humanos se ha descrito una
correlacion positiva entre el indice glicémico de la dieta y el nivel de grasa
intramuscular (Sahyoun et al, 2005). Aunque tedricamente la lipogénesis en tejidos
musculares esta sometida al mismo tipo de regulacién que en tejidos adiposos, existe
muy poca informacion relativa a los mecanismos que regulan la lipogénesis y su

interaccion con los carbohidratos de la dieta.

2.4. DIGESTION DEL ALMIDON EN INTESTINO GRUESO

Desde los primeros dias de vida, todo el tracto digestivo de los animales
monogastricos esta colonizado por diferentes especies bacterianas que conforman la
microbiota intestinal y que son cuantitativamente mas importantes en la porcion distal
del intestino delgado y en todo el intestino grueso. A lo largo de estémago y del
intestino delgado se producen simultdneamente los dos tipos de digestidon, la
enzimatica que es predominante, y la microbiana que es minoritaria (Bach Knudsen et
al, 1993). Sin embargo, en el tramo distal del intestino delgado la cantidad de amilasa
endogena presente disminuye drasticamente, mientras que la actividad enzimatica
microbiana se incrementa, incluidas proteasas bacterianas que hidrolizaran la amilasa

pancreatica en ciego y colon.
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En el cerdo, el transito a través del intestino grueso es considerablemente mas lento
(20-40 h) que a través del estdbmago e intestino delgado (2-16 h) (Low, 1993), lo que
determina la fraccion mas prolongada del tiempo medio de permanencia del alimento
en el tracto gastrointestinal. Los principales mecanismos de control del transito en el
intestino grueso son el llenado a partir del ileon, el volumen de la digesta y los
productos de la fermentacion. En concreto, se ha demostrado (Calvert, 1989) que la
adicion de almidon resistente a la dieta incrementa el tiempo medio de permanencia
de la digesta en intestino grueso. La hipertrofia del 6rgano como consecuencia de una
llegada superior de substrato puede estar justificada por la necesidad de retener la
digesta y la flora el tiempo suficiente para aprovechar la energia del almidén que no es
digerido en el intestino delgado. Este aprovechamiento es menor cuanto mayor es la
cantidad de almidodn resistente administrada, debido probablemente, a un compromiso
entre la capacidad de fermentacién y los costes asociados a la hipertrofia del tracto

gastrointestinal posterior (Mathers, 1997; tabla 2.5.).

Tabla 2.5. — Peso de los compartimentos del tracto gastrointestinal posterior y
digestibilidad aparente total de la MO de ratas alimentadas con raciones que contenian

de 0-240 g/kg de almidén resistente de patata /kg de racion.”

Almidon de patata
en ladieta (g/kg) 0 80 160 240 p

Pesos compartimentos
digestivos llenos (Kg)

Colon 2,01 2,50 2,45 3,85 *
Ciego 1,87 4,15 6,06 9,45 *hx
Dig. AparentedelaMO 0,94 0,93 0,91 0,91 **

*Adaptado de Mathers, 1997

2.4.1. Poblacion microbiana

La presencia de microorganismos en el tracto digestivo es un hecho ineludible con
consecuencias tanto favorables como desfavorables en algunos aspectos. Entre estas
ultimas, en el intestino delgado la flora microbiana puede competir con el animal
huésped por los nutrientes facilmente digestibles de la racién y al mismo tiempo
producir compuestos téxicos (experimentalmente se ha demostrado que mas del 6%
de la energia neta de la racion del cerdo puede perderse debido a la fermentacion

microbiana en el intestino delgado; Vervaeke, 1979). Sin embargo, como aspecto
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favorable, la fermentacion en el intestino grueso permite la extraccion de una fraccién

de energia a partir del alimento que no ha sido digerido en el intestino delgado.

La densidad bacteriana en el tracto digestivo posterior es numéricamente elevada, con
valores de entre 10'°-10"" UFC/g digesta tanto en el caso del cerdo (Moore et al.,
1987) como en humanos (Hill, 1995). Las bacterias constituyen entre el 40 y el 55%
del residuo seco de las heces (Cummings y MacFarlane, 1991) y presenta una
elevada diversidad. En humanos se han identificado mas de 40 géneros y sobre 400
especies (Gibson y Roberfroid, 1995) mientras que en el cerdo la cantidad de especies
es superior a 500. Los microorganismos numéricamente mayoritarios son anaerobios
estrictos, incluyendo bacteroides, bifidobacteria, eubacteria, streptococci y lactobacilli,
mientras que en menor densidad pueden ser encontrados otros microorganismos,
como las enterobacterias. Normalmente, el genero bacteroides es el mas numeroso y

puede suponer mas del 30% del total.

El intestino de todos los animales es estéril en utero y se coloniza durante el
nacimiento por microorganismos maternos de origen vaginal o anal (Mevissen-
Verhage et al, 1987). La colonizacion es un proceso dinamico, siendo las
enterobacterias y estreptococos predominantes durante los primeros 3 dias de vida
(~10""cfu/g; Mitsuoka, 1996). Las bifidobacterias aparecen en heces aproximadamente
a los 2 dias de vida y son la especie dominante a partir de los dias 4-5. En el momento
del destete, en respuesta al cambio dietético, las bifidobacterias y lactobacilos

disminuyen dando lugar a un perfil mas similar al del animal adulto (Mitsuoka, 1996).

Los principales mecanismos de control cuantitativo y cualitativo de la microflora son el
tipo y la cantidad de substrato, las condiciones ambientales (principalmente el pH y la
concentraciéon de los productos resultantes de la fermentacion), y también el proceso
de mezcla y tiempo de retencién de la digesta. Sin embargo, poco se conoce acerca
del peso de la genética sobre la consolidacién del perfil de la microbiota. Un estudio de
dos razas diferentes de cerdos (Chino e hibrido comercial americano) demostraron
que era la dieta y no la raza el factor mas determinante en la seleccién de la flora y su
actividad (May et al, 1993).

La informacion disponible sobre la ecologia intestinal es limitada, y hasta el momento
ha estado sujeta a las técnicas microbiolégicas clasicas. Estas técnicas, a parte de su
laboriosidad, presentan limitaciones importantes, como son la seleccidon de cepas en

funcion de su facilidad de cultivo en sistemas convencionales. Actualmente, las nuevas

-47 -



técnicas de biologia molecular van a facilitar los avances en el conocimiento de la
microbiota. Por ejemplo, en un estudio microbiolégico de cultivo en placa de heces
humanas, se demostré que a 21 dias de vida mas del 98% de las bacterias cultivables
eras bifidobacterias y lactobacilos. Sin embargo, el analisis de las mismas muestras
con una PCR especifica de género del rRNA 16s demostré que no habia cantidades
significativas de bifidobacterias, mientras que los lactobacilos representaban
solamente el 25% del total (Sghir et al, 1998).

2.4.2. Substratos fermentables

Los substratos mayoritariamente utilizados por la microflora intestinal provienen de los
componentes de la dieta no absorbidos, principalmente carbohidratos (formados por la
fraccion de almidon resistente, los azucares libres no absorbidos y los polisacaridos no
amilaceos). No obstante, son también susceptibles de fermentacion las proteinas
endogenas y dietéticas, y las sales biliares (Edwards y Parrett, 1996). Algunos
microorganismos crecen a partir de productos intermedios de la fermentacion como H,,
lactato, succinato, formato y etanol, y los convierten a AGV (MacFarlane y Gibson,
1992). Otros microorganismos metabolizan CO,, liberando CH,4 (Miller y Wolin, 1986) o
convirtiendo el CO; en acetato (Durand y Bernalier, 1995). La excrecién de CH,4 en aire
expirado, refleja la actividad metanogénica en el colon (Pitt et al, 1980), pero
solamente se produce en animales colonizados con un microorganismo particular
(Methanobrevibacter smithii) a una concentracién superior a 10° cfu/g de heces secas
(Miller y Wolin, 1986).

Los mayores niveles de fermentacion y proliferacion bacteriana se producen en las
porciones proximales del intestino grueso, donde hay mayor disponibilidad de
substrato. Posteriormente disminuyen a lo largo del intestino grueso conforme
desaparecen los carbohidratos que se convierten en un factor limitante del crecimiento
bacteriano, desviando la fermentacion a la proteina (Annison y Topping, 1994). Entre
los diferentes carbohidratos, los que tiene estructura mas simple y mayor solubilidad
(almiddn, pectinas o B-glucanos) son los primeros en ser degradados por fermentacion
y desaparecen practicamente en su totalidad, mientras que los mas insolubles y de
estructura mas compleja (arabinoxilanos, hemicelulosa y celulosa) no se digieren
totalmente y aparecen en cantidades variables en las heces (Bach Knudsen et al,
2000). Topping et al (1993), administraron un producto rico en polisacaridos no
amilaceos (arroz con cascarilla) a cerdos de engorde, mientras que Marsono et al
(1993) administraron un producto rico en almidon resistente (alubias). En ambos
casos, los resultados obtenidos (tabla 2.6.), reflejaron un descenso de la produccion

de AGV a lo largo del tracto digestivo posterior. No obstante, en los cerdos
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alimentados con alubias, la concentracién de AGV era superior en el colon proximal
pero decaia mas rapidamente que en los animales alimentados con arroz con
cascarilla. Estos resultados parecen reflejar que la fermentacién del almidén resistente

es mas rapida que la de los PNA.

Tabla 2.6. — Pool de AGV en el colon de cerdos alimentados con alubias o arroz con

cascarilla.
Ingrediente Colon proximal Colon medio Colon digtal
Pool (mmol)

Alubias'
Acetato 13,9 3,2 0,8
Propionato 6,1 15 04
Butirato 14 0,5 0,1

Arroz con cascarill &
Acetato 10,2 58 15
Propionato 4,3 2,7 12
Butirato 15 12 0,5

' Adaptado de Marsono (1993)
2 Adaptado de Topping (1993)

De este modo, en animales adultos y tras un periodo de adaptacion adecuado el
almidodn resistente se fermenta casi totalmente en colon proximal (Lu et al, 1995). El
periodo de adaptacién es necesario para permitir la hipertrofia del tracto digestivo
posterior en respuesta a la llegada de substrato fermentable (Mathers et al, 1997;
Pluske et al, 1998) con el fin de incrementar el tiempo de permanencia de la digesta y
también para permitir que la microflora se adapte a la fermentacion del nuevo
substrato. Brunsgaard et al (1995) demostrd en ratas que era necesario mas de un
mes para obtener una fermentacion estable de almidén retrogradado, ya que el
contenido de glucosa fecal seguia disminuyendo tras 8 semanas de ingestion del
almidon resistente. Una observacion similar fue obtenida por Faulks et al (1989)
utilizando almidén de guisante. Estos autores observaron una disminucidon gradual en
el contenido fecal de almidén de guisante durante los 18 dias de su experimento. Por
su parte, Le Blay et al (1999) demostraron en ratas que la producciéon de butirato como
consecuencia de la fermentacion de almidén crudo de patata, se incrementaba incluso
tras 6 meses de experimento. Los largos periodos de adaptacion descritos, sugieren
que el incremento en la capacidad fermentativa es resultado de la seleccion progresiva

de poblaciones bacterianas especificas de substrato y no de la induccién de enzimas

-49 -



amiloliticos por parte de la microflora existente. Aunque se ha demostrado que algunas
bacterias pueden ser inducidas a expresar enzimas en funcion del substrato disponible
(Tulung et al, 1987), en el caso particular de las amilasas la induccion se lleva a cabo
en pocas horas cuando el almidon esta presente (Macfarlane et al, 1990). De esta
forma, se ha demostrado que el almidon resistente produce una seleccion en la
microflora intestinal en que se promueve la proliferacion de bifiobacterias y
lactobacillus en ratas (Kleessen et al, 1997), cerdos (Brown et al, 1997) y humanos
(Sharp y Macfarlane, 2000).

La fermentacién del almidén resistente también depende de posibles interacciones con
otros nutrientes de la dieta, como los PNA. Los PNA tienen elevada capacidad de
retencion de agua, y son capaces de acelerar el transito de la digesta en intestino
grueso (Key y Mathers, 1993), dificultando la fermentacién del almidén, como lo
demuestran estudios de Young et al (1996), en que la adicion de PNA increment6 la
excrecion fecal de almidén. Govers et al (1999) demostraron en cerdos que la adicion
de salvado de trigo, desplazaba la fermentacion del almidén resistente de colon
proximal a colon distal. Los mecanismos por los cuales la fibra inhibe o retrasa la
degradacién del almidon estan relacionados con la viscosidad de la digesta, el tiempo

de transito y probablemente a una inhibicion directa de las a-amilasas.

2.4.3. Productos de la fermentacion

La reaccién de fermentacién basica en colon es similar a la que tiene lugar en los
herbivoros obligados: hidrdlisis de polisacaridos, oligosacaridos y disacaridos a sus
azucares constituyentes, que seran fermentados resultando en un incremento de la
biomasa (Savage, 1986). La hidrolisis de carbohidratos es realizada por hidrolasas
bacterianas que tienen capacidad de digerir carbohidratos indigestibles para los
enzimas endogenos intestinales. La fermentacidon proporciona energia metabolizable
para el crecimiento y mantenimiento de los microorganismos, ademas de los productos
de su metabolismo. El nitrégeno para la sintesis proteica microbiana proviene tanto de
la urea (por la via de la ureasa), como de restos de proteinas no digeridas o
secreciones enddgenas. Los principales productos de la fermentacién son AGV
(mayoritariamente acético, propidénico y butirico), gases (CO,, CH; y H;) y calor. La
reaccion general de la produccién de AGV a partir de una hexosa se presenta en la
figura 2.7. y corresponde a la ecuacion estequiométrica definida por Cummings (1997):
59 CgH4,06 + 38 H,O — 60 CH3COOH + 22 CH;CH,COOH + 18 CH;CH,CH,COOH +

96 CO, + 268 H" + calor + biomasa bacteriana.
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Figura 2.7. — Esquema de los posibles productos obtenidos a partir de la fermentacion

de una unidad de glucosa.
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Los datos obtenidos in vitro de la fermentacién de diferentes polisacaridos, e incluso
de diferentes ingredientes (tabla 2.7.) habituales en la alimentacién de monogastricos
(Casterline et al, 1997; Ferguson y Jones, 2000) indican que el balance entre los AGV
mayoritarios (acetato > propionato > butirato) coincide con el previsto por la ecuacién
de Cummings (1997). A parte de los AGV mayoritarios, se encuentran en menor
cantidad otros acidos organicos como el lactato, succinato o los AGV ramificados
(como isobutirico e isovalérico) generados a partir de aminoacidos (Macfarlane et al,
1986). Otros productos de fermentacion de las proteinas (amoniaco, aminas, fenoles e
indoles), pueden tener efectos negativos sobre la salud de las células epiteliales
(Bingham, 1990), por lo que se ha sugerido disminuir la fermentacion proteica a partir
de la adicion de carbohidratos de reducida digestibilidad en intestino delgado (Jensen,
2001).
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Tabla 2.7. — Producciéon de AGV tras 24 h de fermentaciéon in vitro de

substratos (mmol / g substrato).

diferentes

Propiénic Ramificado

Substrato Acético o Butirico . Total
Sacarosa’ 2,43 2,18 1,25 0,54 6,4
Rafinosa’ 2,29 1,72 0,57 0,11 4,7
Estaquiosa’ 2,36 1,86 0,72 0,36 5,3
Almidon™? 1,67/2,39 1,06/0,96 0,56/1,00 0,11/ - 3,8/4,4
Almidon resistente? 1,16 0,72 0,94 - 2,8
Pectina"? 1,90/5,18 0,90/0,76 0,20/0,57 0,0/- 2,9/6,5
B-glucanos? 2,41 1,69 1,44 - 5,54
Celulosa’ 0,63 0,79 0,08 0,0 1,5
Ingredientes?:

Maiz 0,76 0,21 0,16 - 1,1
Trigo 0,62 0,36 0,11 - 1,1
Avena 1,32 0,96 0,38 - 2,7
Guisante 1,46 0,42 0,11 - 2,0
Soja 1,19 1,14 0,22 - 2,6

'Ferguson y Jones, 2000
2Casterline et al, 1997
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A partir del estudio del patron de fermentacion in vitro de diferentes polisacaridos, se
ha demostrado que el almidon es el substrato que genera una mayor proporcién molar
de butirato (tabla 2.8.). Sin embargo, en la tabla también se observa que no todos los
almidones generan un mismo patron de fermentacién. Martin et al (1998) examinaron
in vitro la fermentacion de varios tipos de almidon resistente con inoculo de cerdo y
comprobaron que el almidon crudo de patata generaba mas butirato (25% del total de
AGV) que el almidon retrogradado (14%) y el almidon de maiz (14%). A su vez,
Lehmann et al (2002) obtuvo una elevada proporcion de butirato (34%) a partir de la
fermentacion de almidén de banana retrogradado. Estos resultados sugieren que la
afirmacion general de que se genera mas butirato en la fermentacion de almidén que
de otros polisacaridos debe ser matizada. La representatividad de los estudios in vitro,
se puede ver comprometida por su incapacidad en reproducir la cinética del flujo de
almidon en los diferentes compartimentos del intestino grueso, la cual puede
condicionar el perfil de AGV resultante de la fermentacién. De hecho, en los animales
rumiantes la fermentacién de almidén esta generalmente asociada con incrementos en
la presencia de propionato, y en menor medida de butirato. En un estudio en ratas
(Mathers et al, 1997) demostraron que la inclusion de 80g/kg de almidon crudo de
patata incrementaba la proporciéon molar de butirato en ciego en un 70% respecto a la
dieta control. Sin embargo, mayores aportes de almidén de patata (160 y 240 g/kg)
disminuyeron la proporcion de butirato, reflejando una respuesta curvilinea a la dosis
de almidén resistente. Estos resultados indican que el tiempo de transito puede ser un
factor determinante en el patrén de AGV. Los autores sugieren en este estudio que
cuando el flujo de almidén superoé la capacidad de adaptacion anatémica del intestino
grueso, el transito fue demasiado rapido para permitir la fermentacién completa del
almidon, seleccionandose una flora acetogénica. En cambio, cuando el transito
permitié la completa fermentacion del almidon pudo seleccionar una flora mas

butirogénica.

-53-



Tabla 2.8. — Patrdon de produccion de AGV a partir de diferentes sustratos.

% del total de AGV

Sustrato Acetato Propionato Butirato Referencia
Almidén de trigo 56 25 17 1
Almidén de maiz 62 21 16 1
Almidon de guisante 62 21 15 1
Almidén de patata 55 19 25 1
Almidén de banana 55 14 31 2
Almidén de banana 49 17 34 3
retrogradado)

Salvado de avena 57 21 23 4
Salvado de trigo 57 15 19 4
Celulosa 61 20 19 4
Guar gum 59 26 11 4
Pectina 75 14 9 4
Ispaghula 56 26 10 4

" Martin et al (1998)
2 Langkilde et al (2002)
® Lehmann et al (2002)
* Kritchevsky (1995)

Elsden et al (1946) demostr6 que tanto en especies rumiantes como omnivoras la
concentraciéon de AGV desciende a lo largo del tracto digestivo posterior. Varios
autores han demostrado este perfil en el cerdo (Back Knudsen et al, 1993; Bird et al,
2000; Cummings et al, 1987; Glitsg et al, 1998; Marsono, 1995; Martin et al, 1998; May
et al, 1993; Olesen et al, 1994; Topping et al,1993). Aunque es variable en funcién de
la dieta, la concentracion maxima de AGV totales se encuentra en colon proximal, con
valores entre 150-250 mM desde donde desciende a lo largo del tracto digestivo hasta

alcanzar valores de 20-70 mM en colon distal (tabla 2.9.).
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Tabla 2.9. — Concentracién de AGV y butirato (en paréntesis) en los diferentes

compartimentos de intestino grueso de cerdos alimentados con diferentes fuentes de

fibra y almidén resistente.

Compartimiento de intestino grueso

Estudio Fuente de Fibra Ciego Colon Colon Colon

Carbohidratos proximal medio distal
(g/dia) (mmol/ kg contenido)

Bach-Knudsen et al Harina de trigo 62 100 90 60 60

(1991)’

Avena laminada + 194 145 125 90 60
salvado de avena

Cummings et al (1987) Dieta de cerdo de ND 83 ND 114 70
engorde

(mM)

Fleming et al (1989) Alubias 63° 110 (9) ND ND ND

Salvado 66 140 (11) ND ND ND
(g/kg alimento) (mmol/ kg contenido)

Glitsg et al (1998) Arroz entero 1562 156 123 70 54
Pericarpo de arroz 177 112 107 77 70
Aleuroma de arroz 180 164 160 122 74
Endospermo de arroz 94 151 104 82 57

Morales et al (2002b) Maiz 754 171 187 (20) 176 137 (18)
Sorgo + bellota 400 164 180 (22) 152 124 (20)

(g/dia) (mM)

Marsono et al (1993) Arroz blanco 20° 82 (8) 78 (6) 36 (3) 25 (2)
Arroz blanco + salvado 43 69 (5) 77 (8) 52 (6) 30 (4)
de arroz
Arroz entero 37 72 (5) 96 (9) 87 (10) 65 (8)

Bird et al (2000) Arroz blanco + salvado 33° 69 (4) 43 (4) 32 (7) 21 (2)
de arroz
Arroz entero 33 63 (4) 81 (6) 72 (8) 63 (9)

Topping et al (1993) Salvado de trigo, bajo 142 70 (8) 66 (9) 50 (7) 19 (2)
en fibra
Salvado de trigo 44 131 (13) 94 (12) 85 (12) 52 (5)
Alubias 45 124 (6) 139(9) 80 (7) 65 (6)
Salvado de avena 42 92 (8) 97 (12) 73(10) 39 (5)

(mmol/ kg materia seca)

Stanogias y Pearce Salvado de trigo 75 ND 181 ND ND

(1985)

150 ND 356 ND ND
300 ND 458 ND ND

ND: no disponible. 'Valores interpolados a partir de grafico. “PNA mas lignina. °Fibra bruta. * Fibra neutro

detergente.
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2.4.4. Consecuencias fisioldgicas del almiddn resistente en intestino grueso

2.4.4.1. Efecto del almiddn resistente sobre la masa fecal

En general, la fibra dietética acelera el transito y revierte la constipacion intestinal a
partir del incremento de la masa fecal (Lewis y Heaton, 1997). En humanos, el
incremento de la masa fecal y la aceleracién del transito asociada, se han relacionado
con una disminucién en el riesgo de carcinoma colorectal (Topping y Clifton, 2001)
debido a que se diluyen las posibles toxinas y carcinégenos, y ademas se reduce el
tiempo de contacto entre estos compuestos y la mucosa colénica. Los ingredientes
menos fermentables, y con un mayor contenido en celulosa o arabinoxilanos
insolubles, como el salvado de trigo que solo se fermenta en un 50% (Nyman et al,
1986), son los que incrementan en mayor medida la masa fecal. El almidén resistente,
debido a su elevada fermentabilidad, produce un incremento de la masa fecal variable
pero muy inferior al del salvado de trigo. En la tabla 2.10. se presentan los resultados
de la masa fecal, pH y AGV obtenidos a partir de la administracion de diferentes
almidones. La resultados reflejan el poco aporte relativo que tiene el almiddn resistente
en la masa fecal, que se ha cuantificado entre 1-1.7g de heces adicionales por gramo
de almidon resistente consumido (Cummings et al, 1996; Noakes et al, 1996; Phillips
et al, 1995; van Munster et al, 1994). La elevada variabilidad entre resultados es
consecuencia de la dosificacion, diferencias entre tipos de almidon resistente, y a la
interaccion entre la fermentacién del almidén y los PNA,. Cummings et al (1996)
describié que el almidén de patata y el de banana verde incrementaban el peso fresco
de las heces en 1.6 y 1.7 g/g, respectivamente. Los efectos del almidén resistente,
parecen estar sujetos a la fuente de almidén, ya que el almidén retrogradado, obtenido
a partir de trigo o de almidén rico en amilosa provoco incrementos de 2.4 y 2.7 g/g
respectivamente. En conjunto, estos efectos son inferiores a los observados con PNA,
que incrementan tanto la materia fresca como la materia seca excretada, mientras que
el almidén resistente afecta solo la materia seca. Por lo tanto, el impacto del almidén
resistente sobre el incremento de la masa fecal, es reducido y comparable a otros
carbohidratos muy fermentables como son los de legumbres y pectinas (Cummings,

1997), fructooligosacaridos o inulina (Frommel et al, 1995).
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Tabla 2.10. — Cambios en variables fecales observadas en humanos alimentados con

almidoén resistente.

Referencia Dietas Masa Fecal pH AGV totales
(9) (mM)
van Munster et al Control 119 6.6 87.8
(1994)
RS, 147 6.7 89.6
Noakes et al (1996) Salvado de avena 100 6.22 101.1
Almidén rico en 108 6.18 119.2
amilosa
Almidon bajo en 109 6.4 100.6
amilosa
Phillips et al (1995) Nivel bajo de AR 138 6.3 79.0
Nivel alto de AR 197 6.9 99.5
Jenkins et al (1998) Nivel bajo en fibra 163 ND 102.8
Almidén resistente 185 107.9
Salvado de trigo 258 108.1
(mmol/kg
MF)
Cummings et al (1996) Almidén de trigo 153 ND 83.4
Almidén de maiz 161 85.7
Almidon de patata 151 99.7
Almidén de banana 161 97.5
Salvado 201 771

ND: no disponible. AR: Almiddn resistente.

2.4.4.2. Efecto del almidén resistente sobre la biodisponibilidad de minerales

Es conocido que el calcio y el magnesio son significativamente absorbidos en intestino

grueso (Hardwick et al, 1990). La contribucién del intestino puede representar hasta el

15-20% del Ca y Mg absorbidos (Mitamura et al, 2004). Diversos estudios en ratas

(Ohta et al, 1995; Delzenne et al, 1995) han demostrado que la administracion de

carbohidratos fermentables incrementa la absorcién de calcio y magnesio a partir de

diferentes mecanismos. En primer lugar los AGV reducen el pH cecal de tal forma que

se incrementa la solubilidad mineral y mejora la absorcion de minerales. Ademas, los

AGV pueden establecer enlaces con los minerales incrementando directamente su

absorcion. La hipertrofia de ciego observada en ratas en respuesta a la administracion
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de almidén resistente puede incrementar la superficie de absorcion y en consecuencia
mejorar también la absorcion de minerales (Younes et al, 1996, 2001; Lépez et al,
1998). El mismo efecto ha sido descrito en cerdos (Bird et al, 2000), en que la
administracion de arroz integral incrementd la produccién de AGV y a su vez
disminuyd la concentracion de calcio a lo largo del colon. Esta disminucion en la
concentracién de calcio puede ser indicativa de una mayor absorcion aunque no se
puede descartar un efecto de dilucién debido al incremento en la masa fecal inducido

por la administracién de carbohidratos fermentables.

2.4.4.3. El almiddn resistente como prebidtico

Gibson y Roberfroid (1995) definieron prebidtico como "sustancia especifica para el
crecimiento de bacterias potencialmente beneficiosas en el colon". En estudios in vitro,
se ha demostrado que el almiddn resistente puede actuar como un prebiético, ya que
sirve como sustrato para el crecimiento de bifidobacterias (Brown et al, 2000).
Ademas, in vivo se ha observado que el almiddn resistente protege las bifidobacterias

en su paso por el tracto gastrointestinal superior (Wang et al, 1999).

En estudios clinicos, se ha demostrado que el almidén resistente reduce la pérdida de
fluidos y disminuye el tiempo de recuperaciéon de cerdos infectados con Brachyspira
hydodysenteriae (Hampson et al, 2000) y de humanos con diarrea por colera
(Ramakrishna et al, 2000). Se considera que parte de los efectos del almidén
resistente estdn mediados por los AGV, ya que incrementan la absorcién de fluidos
(Topping et al, 2003). Por otra parte, la fermentacion del almidon resistente en
intestino grueso puede modificar variables del ecosistema intestinal, generando un
medio inapropiado para la proliferacion de bacterias patdogenas como B.
hydodisenteriae o Vibrio cholerae, y en cambio favorecer el crecimiento de bacterias

potencialmente beneficiosas como bifidobacterias y lactobacillus (Brown et al, 1998).

Sin embargo, otros autores (Pluske et al, 1996) han relacionado la presencia de
carbohidratos fermentables en la racion (almidon resistente incluido) con una mayor
predisposicion de los cerdos en crecimiento a sufrir disenteria o colibacilosis clinica
tras una infeccién experimental. Las contradicciones entre resultados experimentales
generan numerosas incertidumbres sobre la influencia de los carbohidratos, y la dieta
en general, en las patologias digestivas. Si bien, es posible que estos resultados estén
estrechamente condicionados para las caracteristicas propias de la microbiota

intestinal, el estados sanitario y las condiciones experimentales en cada caso.
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2.4.4.4. Metabolismo energético de los acidos grasos volatiles

El aprovechamiento energético de los carbohidratos por fermentaciéon es inferior al
obtenido por hidrélisis enzimatica debido basicamente a las perdidas de energia en
forma de gases (CO;, H,, CH,) y al gasto de energia para el propio mantenimiento y
crecimiento de la flora microbiana. Bergman (1990), cuantificé las perdidas energéticas
de fermentacion de los carbohidratos en un 25%, de tal forma que los AGV
contendrian el 75% del contenido energético de los carbohidratos. Jensen (2001)
estimé un menor porcentaje (inferior a un 60%) para la energia disponible para el
animal a partir de la fermentacion de los carbohidratos. Valoré las pérdidas en un 6%
en forma de calor, un 18% en la produccion de gas (principalmente CH,) y cerca de un
20% incorporado a la biomasa bacteriana. Calculos estequiométricos realizados por
Roberfroid et al (1993) sugieren que la fermentacién anaerobia proporciona
aproximadamente una ineficiencia de utilizacion de la energia contenida en los
carbohidratos del 25-30% respecto a la hidrdlisis enzimatica. En el caso concreto del
almidodn, Livesey (1990) estimé que de la glucosa liberada tras la hidrdlisis del almidon
en intestino delgado se obtienen 3,9 Kcal/g, mientras que a partir de su fermentacion
microbiana se obtienen tan solo 1,8 Kcal/g, lo que supone una eficiencia del 45% de la

fermentacion respecto a la hidrélisis enzimatica.

En los diferentes sistemas de valoracién energética para el cerdo la posible presencia
de almidon resistente en los cereales o leguminosas es ignorada; salvo para el caso
del almidén de patata (Doorenbos et al, 2004). Asi pues, se otorga el mismo valor
energético a todo el almidon de la dieta, independientemente de su grado de
resistencia a la hidrdlisis enzimatica. Sin embargo, en diferentes estudios se han
determinado cantidades elevadas de almidén en la digesta ileal, en funcion de su
origen botanico o procesado (Anguita et al, 2006a ; Svihus et al, 2005; Topping et al,
1997) que pondrian en cuestion esta simplificaciéon. Por lo tanto, seria posible mejorar
la estimacion de la valoracion energética de la dieta introduciendo en las ecuaciones
de calculo un factor que permitiera matizar el porcentaje de almidén que sera
fermentado en lugar de degradado enzimaticamente. En la practica, la cantidad de

almidén resistente dependeria del ingrediente pero también del procesado tecnologico.

A parte de la eficiencia energética de la fermentacién de los carbohidratos, cabe
destacar que los diferentes productos resultantes de la fermentacion, siguen patrones
de absorcion y utilizacion especificos. Asi por ejemplo, el lactato estd presente en

sangre portal de forma muy temprana después de la ingestion de alimento, indicando
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que su produccion y absorcion tiene lugar en los compartimentos mas proximales del

tracto gastrointestinal, estémago e intestino delgado (Bach Knudsen et al, 2000).

Por otro lado, la absorcién de los AGV se produce a lo largo de todo el tracto digestivo
en funcién de su concentracién en la digesta y del pH del medio (Bergman, 1990). Al
menos el 60% de la absorcion se lleva a cabo por difusiéon simple de los AGV
protonados, implicando la hidratacién del CO, luminal, mientras que el resto es
absorbido por captacién celular de los AGV ionizados con cotransporte de Na* y K*
(Fleming et al, 1991). Sin embargo, el nivel de AGV absorbidos es menor al producido
debido a la rapida oxidacién metabdlica por los tejidos (Giusi-Perier et al, 1989;
Jensen, 2001). Ademas, existen diferencias en la absorcion de los diferentes AGV,
como reflejan las claras diferencias en el perfil de AGV absorbidos con relaciéon a los
producidos en el lumen digestivo, debido a que cada uno presenta destinos y
utilizaciones metabdlicas diferenciadas. En el caso del butirato, la mayor parte es
oxidado a CO, o a cuerpos cetonicos en la mucosa del colon por lo que su presencia
en circulacién periférica se reduce. El propionato también es parcialmente
metabolizado por la pared intestinal, pero la mayor parte es absorbido y llega al higado
via sangre portal, donde es utilizado como recurso gluconeogénico. Como
consecuencia, en circulacion periférica el acetato representa entre el 90-98% de los
AGV presentes (Bergman, 1990; Yen et al, 1991; tabla 2.11.) ya que es el que supera

en mayor medida la barreras intestinal y hepéatica.

Tabla 2.11. — Concentraciones de AGV en colon, vena porta y sangre arterial.

Total AGV Perfil (%)

(mM) Acético Propidnico Butirico
Colont" 210 55 34 11
Vena porta® 0,75 63 29 8
Sangre arterial® 0,17 90 6 4

' Argenzio y Southworth, 1975
® Rerat et al, 1987

2.4.4.5. Efectos intrinsecos de los acidos grasos volatiles

2.4.4.5.1. Acetato

La fermentacién microbiana en el tracto gastrointestinal contribuye al balance
energético de todos los mamiferos, estimandose que el aporte energético de los AGV
puede representar hasta el 25% de las necesidades energéticas de mantenimiento de
los cerdos en crecimiento (Yen et al, 1991). En un estudio en nuestro laboratorio

combinando la metodologia in vivo con animales canulados e in vitro, Anguita et al
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(2005a) ha estimado la contribucion de la fermentacion posterior a la energia
disponible en cerdos en crecimiento alimentados con cantidades crecientes de
polisacaridos no amilaceos. El incremento en la cantidad de PNA de valores de 77 a
240 mg/kg de MS determiné un descenso en la energia digerida a nivel ileal de 15 a
11 MJ/kg de MS, y un incremento en la participaciéon de los AGV a la energia
absorbida. El acetato, como principal producto de la fermentacion microbiana y
practicamente el unico presente en el torrente circulatorio, es responsable en gran
medida de la contribucion energética de los AGV al animal. Puede tener dos destinos
metabdlicos: la oxidacion o la biosintesis de acidos grasos de cadena larga, que esta

regulada mediante la acetil-CoA sintetasa (Bergman, 1990; Yen et al, 1991).

Sin embargo, no todos los tejidos tienen la misma afinidad para la utilizacion de
acetato como sustrato energético. A partir de estudios isotdpicos se ha estimado la
que entre el 25 y 35% del acetato arterial es oxidado por el intestino, basicamente por
los tejidos muscular y adiposo, y en menor medida por los tejidos epiteliales (Pethick et
al, 1981). El resto del acetato circulante es utilizado en aproximadamente un 80% en
tejidos periféricos, mayoritariamente musculo esquelético y tejido adiposo (Bergman,
1990).

No obstante, en los ultimos afios, de entre los posibles efectos locales determinados
por los AGV destacan aquellos producidos fundamentalmente por el propionato y el

butirato.

2.4.4.5.2. Propionato

Se ha demostrado que el propionato puede inhibir la sintesis de acidos grasos en el
higado (probablemente por competicion con el lactato), reduciendo la secrecion de
triacilglicerol (Nishina y Freedland, 1990). Ademas, el propionato puede estar
involucrado en el control hepatico de la sintesis de colesterol. Se ha propuesto la
hipétesis de que la reduccién en la concentracion plasmatica de colesterol observada
tras la administracion de carbohidratos no digestibles, es resultado de la inhibicién de
la sintesis de colesterol hepatica via propionato generado durante la fermentacion en
intestino grueso (Chen et al, 1984). En este sentido Cheng y Lai (2000) encontraron
niveles de colesterol mas bajos en suero e higado de animales alimentados con
almidon de arroz que con almidéon de maiz (con menor cantidad de almidon
resistente). Los autores, atribuyeron el efecto al incremento en la produccion de
propionato observado en la dieta de arroz. Sin embargo ambas dietas contenian

niveles diferentes de almidén digestible, de tal forma que no se puede descartar un
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efecto sobre la colesterolemia del nivel de energia absorbido o mediado por la
respuesta en los niveles de insulina. De hecho, en estudios anteriores realizados con
ratas libres de flora (Sacquet et al, 1983), se habia observado un efecto similar sobre
el colesterol tras la administracion de un almidén rico en amilosa (con alto contenido
en almidoén resistente). En este caso, la ausencia de fermentacion indica que el
propionato puede no jugar un papel tan importante como se ha propuesto sobre el
control de la sintesis de colesterol.

El propionato también puede afectar la circulacion en intestino grueso. Mortensen et al
(1991) demostraron in vitro que el propionato produce un efecto de dilatacion de los
vasos sanguineos del intestino grueso; por lo que podria participar en la regulacion del

flujo sanguineo observado en animales alimentados con fibra.

2.4.4.5.3. Butirato

El butirato es el acido graso de cadena corta que mayor atencion ha recibido en los
ultimos afios. Constituye el principal sustrato energético de los colonocitos normales,
proporcionandoles entre el 60 y 70% de sus demandas energéticas (Roediger, 1980;
Luciano et al, 2002). Siendo el principal sustrato energético, resulta evidente que tiene
efectos troficos sobre la mucosa intestinal y por lo tanto ayuda a mantener su

integridad estructural (Kripke et al, 1989).

En estudios in vivo se ha demostrado que el butirato inhibe la apoptosis tanto en
rumen bovino (Mentschel et al, 2001) como en colon porcino (Claus et al, 2003;
Mentschel y Claus, 2003) de enterocitos normales, favoreciendo la proliferacion de las
células integrantes de las mucosas. Sin embargo, el efecto contrario se ha descrito en
células tumorales, en que el butirato induce una ralentizacién de la replicacion celular y

la apoptosis (Hague et al, 1993, 1995).

Por este motivo se considera que el butirato juega un papel fundamental en la
prevencion del cancer de colon (Bingham, 1990). Estudios experimentales sugieren
que los alimentos que promueven la formacién de butirato en colon (ej. salvado de
trigo) reducen la masa tumoral en modelos experimentales de cancer (Mcintyre et al,
1993). El almidén retrogradado rico en amilosa (AR3) y el almidon de patata (AR2) se
han demostrado efectivos en la prevencién de cancer de colon en ratas tratadas con
azoxymethane (Perrin et al, 2001) mientras que no se ha detectado ningun efecto con
almidéon de patata en ratas con carcinogénesis de colon inducida por 1,2-

dimethylhydrazine (Sakamoto et al, 1996). Estas aparentes contradicciones parecen
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poner de manifiesto que el posible papel de la fermentacién del AR solo tiene lugar en

las primeras fases del proceso de carcinogénesis.

En el caso concreto de la produccion porcina, la reduccion de la apoptosis inducida por
el butirato puede tener un efecto indirecto sobre la acumulacion de escatol en tejidos
grasos, y en consecuencia sobre la apariciéon de olor sexual en la canal. El escatol se
produce en intestino grueso, como producto de la fermentacién del triptéfano,
proveniente principalmente de las células descamadas a la luz intestinal. Claus et al
(2003) demostraron que la inhibicion de la apoptosis debido a la presencia de butirato
reduce la liberacion al contenido digestivo de triptéfano disponible para la
fermentacion, y en consecuencia disminuye los niveles de escatol en el contenido

fecal, sangre periférica y depdsitos grasos.

Aparte de su papel en la apoptosis, algunos experimentos han demostrado que la
infusion directa de butirato en colon conduce a la remisién de colitis ulcerativas
(Scheppach et al, 1992). En concreto, se ha demostrado que el almidén retrogradado
tiene un efecto beneficioso en la remision de la colitis en un modelo de inflamacién
inducida por sulfato soédico dextrano en rata (Moreau et al, 2003). Existe la hipétesis de
que algunas colitis pueden ser resultado de un defecto en el metabolismo del butirato.
Lo demuestran trabajos en que la infusion rectal de 2-bromo-octanoato, el cual inhibe
la B-oxidacion de acidos grasos, reproduce los sintomas propios de la colitis (Roediger
y Nance, 1986). A favor de esta hipétesis, también se ha demostrado que en los casos
de colitis ulcerativas los niveles de butirato fecales son particularmente bajos y los de

acido lactico altos (Vernia et al, 1988).

En su conjunto, los diferentes trabajos descritos demuestran que el butirato es un

nutriente esencial para el mantenimiento de una mucosa intestinal sana.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL




Resulta relativamente reciente (de finales de los ochenta, principios de los noventa) la
aceptacién de que no todo el almidon ingerido es hidrolizado y absorbido en intestino
delgado. Asp et al (1992) definieron en humanos el concepto de almidon resistente. En
alimentacion humana, el almidén resistente ha cobrado un elevado interés en las
poblaciones occidentales como estrategia para incrementar el consumo de fibra
dietética y reducir la obesidad y la diabetes, pero también patologias digestivas como

la constipacién, diverticulosis y cancer de colon.

En muchos de los estudios realizados para nutricion humana, se ha utilizado el cerdo
como modelo experimental, porque tanto en términos anatémicos, como fisiolégicos o
de composicién de la microbiota intestinal, es mas parecido al hombre que cualquier
otro modelo animal (Graham y Aman, 1986; Rowan et al, 1984; Miller y Ullrey, 1987).
Sin embargo, la nutricion porcina aun no ha integrado el concepto de almidoén
resistente, justificado por su escasa relevancia cuantitativa. En general, los diferentes
sistemas de valoracion energética porcina, NRC (1998), INRA (Noblet et al, 2004),
CVB (Doorenbos et al, 2004), sistema danés (Tybirk, 2004), asumen que la
digestibilidad del almidén es total independientemente de su origen o procesado. En el
caso concreto de la produccion porcina, la presencia de almidon resistente en las
dietas, no solamente puede tener consecuencias sobre la valoracién energética de la

racion, sino también sobre el metabolismo general del animal.

El presente trabajo tiene como objetivo general evaluar los principales cambios
fisiologicos y metabdlicos asociados a la introduccion de almidén resistente en la dieta
del cerdo en crecimiento. La incorporacion de almidoén resistente proporciona para el
cerdo un modelo del aporte de cantidades crecientes de un sustrato potencialmente

fermentable.

El desarrollo de este objetivo general se llevd a cabo mediante los siguientes objetivos

parciales:

1. Determinar los mecanismos de adaptacion del tracto digestivo al aporte de
almidon resistente durante el medio y largo plazo. Entre estas modificaciones
adaptativas se evaluaron las modificaciones morfolégicas del tracto digestivo, y

los cambios de poblacion y fermentacion microbiana.

2. Evaluar los posibles efectos de la suplementacion de almidén resistente sobre

la absorcion de nutrientes y parametros relacionados con la salud intestinal.
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3. Evaluar el efecto de la suplementacién de almidén resistente sobre la sintesis

de grasa corporal.

Para el desarrollo de estos objetivos se plantearon tres experimentos. En el
primero de ellos se estudiaron los efectos digestivos y metabdlicos de la inclusion
de almidon resistente a la dieta de cerdos en crecimiento durante un periodo de 38
dias. En este experimento las dietas se administraron de forma restringida con el
fin de evitar variaciones en el nivel de consumo entre las dos dietas
experimentales. En concreto se estudiaron los mecanismos de adaptacién del
tracto digestivo y de la microflora intestinal, asi como el impacto del almidén

resistente sobre la actividad enzimatica de los enzimas lipogénicos.

En el segundo experimento, que se realiz6 simultaneo al primero, se utilizaron
animales cateterizados para estudiar el efecto de la administracién de almidén
resistente sobre la glicemia e insulinemia posprandial, asi como sobre el ritmo de

aparicion de glucosa y acetato a la circulacion periférica.

En el tercer experimento también se administraron dos dietas que diferian en el
contenido de almidén digestible, pero en este caso se ofrecieron en un régimen de
alimentacion ad libitum y durante un periodo de tiempo mas prolongado (des de 21
a 93 kg de peso vivo). En este experimento se estudiaron los mecanismos de
adaptacion digestivos, asi como la actividad y composicion de la microbiota
intestinal en respuesta a la administracion de almidén resistente a largo plazo.
También se estudiaron las consecuencias de la administracion cronica de almidén
resistente sobre parametros relacionados con la morfometria intestinal y la

absorcion de nutrientes.

-68 -



CAPITULO 4

Consumption of raw potato starch increases colon length and fecal excretion of

purine bases in growing pigs

Journal of Nutrition (2003) 133: 134-139.




ABSTRACT

Male growing pigs were fed a diet containing 250 g/kg of native corn starch (CS; 26%
amylose, 74% amylopectin) or 250 g/kg of raw potato starch (RPS), as examples of
digestible starch and resistant starch (Type Il), respectively. Whole-tract digestibilities
of organic matter, crude protein and starch were greater in pigs fed CS than in those
fed RPS through at least d 23 of the study. However, the values progressively
increased in the RPS-fed pigs up to d 38, at which time the groups did not differ in
organic matter and starch digestibility. The digestive tract and colonic digesta were
heavier and colon length longer in pigs fed the RPS diet. Digestibility of starch in the
ileum on d 38 was significantly lower in RPS-fed pigs, but rose from ileum to rectum;
most starch was extensively fermented in the cecum and proximal colon. Purine base
(PB) and short-chain fatty acid (SCFA) concentrations in feces initially increased and
then decreased beginning on d 4 for PB and on d 21 for SCFA. PB concentration in
feces was greater in pigs fed RPS than in those fed CS. In the large bowel digesta, PB
and SCFA concentrations increased from the ileum to the cecum and proximal colon
and then fell in the distal colon. Pigs fed the RPS diet had a higher PB concentration in
the middle colonic digesta and a greater SCFA concentration in the proximal colonic
digesta than the CS-fed group. Adaptation of growing pigs to supplementary RPS
required 5 wk, as reflected by whole-tract digestibility and PB and SCFA fecal excretion
data.
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4.1. INTRODUCTION

Microbial fermentation of carbohydrates in the large bowel (LB) of simple-stomached
animals is a focus of considerable interest. In particular, the stable fermentation of
carbohydrates has been shown to prevent pathogens or diarrhoea (Williams et al,
2001), and be of benefit in a variety of digestive and metabolic diseases, such as
carcinogenesis in the colon (Govers et al, 1999), insulin resistance and diabetes
(Higgins et al, 1996), and chronic renal or hepatic disease (Younes et al, 1997).
Carbohydrates available for fermentation in the large bowel consist of non-starch
polysaccharides, although starch and products of small intestine starch digestion (i.e.,
resistant starch, RS) are thought to contribute extensively to LB fermentation. For
example, there is recent evidence that giving such RS orally to human patients with
cholera increases fecal short-chain fatty acid (SCFA) concentration and shortens the

duration of diarrhoea (Ramakrishna et al, 2000).

Methods to evaluate fermentation, especially those involving humans, are based on the
measurement of breath gas (H2 or CH4) or SCFA in peripheral venous plasma or
feces. Fermentation increases the fecal excretion of SCFA (Govers et al, 1999) and
shifts nitrogen excretion from urine to feces (Tetens et al, 1996, Heijnen & Beynen,
1997). However, there have been contradictory results in fermentation studies that
measure the excretion of SCFA and N in feces. For instance, more highly efficient
microbial protein formation has been observed with poorer fermentable substrates,
such as cellulose, compared with other more degradable carbohydrates (Kirchgessner
et al, 1994), such as resistant starch. Similarly, Heijnen & Beynen (1997) provided
evidence that retrograded RS, but not uncooked RS, shifts N excretion from urine to

feces in pigs.

Numerous factors may influence fermentation of starch and production of SCFA in the
large bowel. A number of studies have shown that the extent of RS fermentation can
increase over time (Faulks et al, 1989; Le Blay et al, 1999). Adaptive responses may
reflect long term adaptations of the intestinal flora (Le Blay et al, 1999) or the intestinal
tract, through hypertrophy of the large bowel and increased retention times for digesta
(Mathers et al, 1997). The present experiment was designed to study the adaptive
responses of growing pigs over time to the intake of high amounts of resistant starch,
using raw potato starch as reference material. Factors that are likely to affect the

excretion of SCFA and microbial N in feces were also evaluated.
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4.2. MATERIAL AND METHODS

The experiment was performed at the Experimental Unit of the Universitat Autobnoma
de Barcelona and received prior approval from the Animal Protocol Review Committee
of this institution (CCAC, 1993). Purified starches [native corn starch (CS), 26%
amylose, 74% amylopectin; raw potato starch (RPS), 20% amylose, 80% amylopectin]
were purchased from Cerestar Iberica (Barcelona, Spain). As determined by enzymic
analysis (Champ, 1992), CS contained 187 g/kg of resistant starch and RPS 637 g/kg.

4.2.1. Animals and diets

Twelve Landrace x Large White male growing pigs, 18.4 £ 1.0 kg (mean = SD) live
weight (LW), were purchased from La Balcona (Vic, Spain). On arrival, they were
housed individually on slat bedding (six pigs) and in metabolic cages (six pigs), and
administered a preexperimental ground and solid diet mainly composed of corn,
soybean meal, dried whole whey, dried skim milk and fish meal. With an initial body
weight of 27.4 + 1.3 kg (mean = SD), pigs in each location were randomly divided into
two groups and offered two experimental ground diets, containing either 250 g/kg of CS
or 250 g/kg of RPS. Diets were formulated (Table 4.1.) according to nutrient
requirements of NRC (14+ ), that is, 13,690 kJ metabolizable energy (ME)/kg, 189.4 g
CP/kg, 11 g lysine/kg, assuming a starch energy content of 16,720 kJ ME/kg. Diets
were presented over a 38-d period at a rate of 0.90 of the estimated voluntary intake
(NRC, 1998) in two equal meals at 0800 and 2000 h. Cr,O3; was included (15 g/kg) as

an indigestible marker.

4.2.2. Experimental procedures

One fecal sample per pig was collected for analysis of SCFA concentrationon d 0, 4, 7,
21 and 38, and purine base (PB) concentration on d 0, 2, 4, 7, 14, 21, 28 and 38 after
dietary presentation. Briefly, the pens were thoroughly cleaned early in the morning
and, over the next 3 h, at least two samples of feces were taken and pooled. An
amount of ~1 g was acidified with 1 mL of solution containing 50 g/L H3PO4, 10 g/L of
mercuric chloride and 50 mmol/L of 3-methyl valerate as internal standard, and stored
at -20°C until analysis for SCFA concentration. The rest of the sample was freeze-dried
and milled for analysis of PB. On d 8-10, d 15-17 and d 22-24, individual feces were
sampled from the 12 pigs for digestibility estimations based on the marker ratio, and
total urine was collected from the six pigs in the metabolic cages. Feces were dried at
60°C, ground (1-mm screen) and stored at room temperature for chemical analysis.

Urine was collected in buckets containing 200 mL of 1 mol/L H2S04 to keep pH < 2.
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Urine weight and specific gravity were recorded daily and two subsamples (2%) were
stored immediately at -20°C. On d 38, from 2 to 3 h after feeding, pigs were killed by an
intravenous Na-thiobarbital injection (200 mg/kg LW). The abdomen was opened and
the whole gut excised and weighed. lleal digesta was sampled from a 300-mm length
segment ~100 mm anterior to the ileal-cecal junction. The cecum; proximal, middle and
distal colon; and rectum were ligated, excised and weighed. Digesta from the cecum,
colon and rectum were sampled for analysis of SCFA as described for feces. Samples
of ileum and large bowel digesta were freeze-dried and milled for analysis of PB and
chromium. Portions of ~20 mm in length of cecum (10 cm caudal from the ileocecal
valve) and middle colon (1.5 m from the cecum) tissue were placed in a saline fixative
(100 mL formaldehyde/L saline) for measurement of the mucosa thickness. Finally, the
voided cecum and colon were weighed, and the small intestine and colon length were

measured.

Table 4.1. - Composition and analized nutrient content of the experimental diets”.

Diet CS RPS

Ingredients (g/kg)
Corn starch 250 ---
Raw potato starch - 250
Ground barley 289 289
Soybean meal 325 325
Wheat mills 80 80
Tallow 21.6 21.6
DL-Methionine 1 1
Premix® 24.3 24.3
Cr05° 1.5 1.5

Nutrient analysis (g/kg DM)
Crude protein 212.8 211.7
Crude fat 37.3 37.3
Crude fibre 50.7 49.9
Ash 57.0 59.2
Starch 392 398

Resistant starch 58.7 161.8

PNA' 171.1 173.6

150 mg of Etoxiquin® as antioxidant and 500 mg de Luctamold® as fungicide per kg of feed
were added to both diets.

2 Premix provided the following per kg of diet: CaCO3 12.3g, CaHPO4 9g, NaCl 2g, vitamin
A, 2,100 ng; vitamin D3, 45 png; tocopherol, 10 mg; vitamin K3, 1 mg; thiamin, 1 mg; riboflavin,
4 mg; pyridoxine, 2 mg; cyanocobalamin, 20 pg; biotin, 10 pg; niacin, 18 mg; Ca-d-

pantothenic acid, 10 mg; choline, 175 mg. Minerals: Fe, 80 mg; Zn, 110 mg; Cu, 90 mg; Mn,
50 mg; Co, 0.1 mg; |, 1 mg; Se, 0.2 mg. * Analytical (Carlo Erba®, Milan, ltaly)
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4.2.3. Analytical procedures

Chemical analysis of the diets and digesta were performed following the methods of
the AOAC (1995) for dry matter, ash, crude protein and fat. Total starch of feed and
digesta samples were measured by the method of Theander (1991). Briefly, starch was
determined as glucose liberated after an enzymatic incubation with thermostable -
amylase (A-4551; Sigma, St. Louis, MO) for 1 h at 100°C, and amyloglucosidase (A-
3514; Sigma) for 4 h at 60°C. Resistant starch was measured by the method of Berry
(1986) modified by Champ (1992) as the part of starch not hydrolyzed by incubation
with a-amylase for 16 h at 37°C. Hydrolysis products were extracted in 800 g/L ethanol
and discarded. Resistant starch was then solubilized with 4 mol/L KOH and hydrolyzed
with amyloglucosidase for 90 min at 65°C. The SCFA concentration in deproteinized
feces and digesta was determined by GLC, following the method proposed by Jouany
(1982). Chromium Il oxide concentration in feed and digesta was determined by atomic
absorption spectrophotometry following the method of Williams et al. (1962). Purine
bases in digesta samples (40mg) were determined by HPLC (Makkar & Bekker, 1999)
after their acid hydrolysis with 2 mL of 2 mol/L perchloric acid at 100°C for 1 h. Mucosa
thickness was measured by optical microscopy. Fixed samples were dehydrated,
embedded in paraffin wax, sectioned at 4 ym, stained with hematoxylin and eosin and

mounted on microscope slides.

4.2.4. Calculations and statistical analysis

Whole-tract and fractional digestibilities along the large bowel were calculated by the
marker (Cr,O3;) ratio method. Colonic transit time (TT, h) was estimated as the mass of
Cr presentin the organ divided by the mean daily chromium intake (xSD) and multiplied
by 24 (Goodlad & Mathers, 1987). Data were subjected to analysis of variance
according to the general linear model (GLM) procedure of SAS (1996). Repeated
measurements over time (digestibility, SCFA and PB in feces) and data obtained from
different gut locations (fractional digestibilities, SCFA and PB in digesta) were analyzed
by the repeated-measures model (MIXED-type TOEP) of SAS (1996), and LSMEANS
follow-up test was used for comparison of means. A two-tailed P value of < 0.05 was

considered significant.
4.3. RESULTS
4.3.1. Animal health and production

Pigs in both groups consumed the entire portion of food presented. The average daily
gain of weight was 700 vs. 740 g/d (SEM, 28.0) and the feed:gain ratio was 2.30 vs.
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217 (SEM, 0.091) for pigs fed RPS and CS, respectively. However, the weight of
carcasses after removing the digestive tract was significantly lower in pigs fed RPS than
those fed CS [44.7 kg vs. 48.4 kg (SEM), 6.08, P < 0.03].

4.3.2. Digestibility and urinary N excretion

Whole-tract digestibilities of organic matter, crude protein and starch were significantly
higher in pigs fed CS than in pigs fed RPS (Table 4.2.). However, organic matter and
crude protein digestibilities progressively increased in RPS-fed pigs fromd 9 to d 38,
and in CS-fed pigs from d 9 to d 16 after feeding, after which there were no further
increases. Thus, at the 38-d time point, whole-tract digestibility of organic matter and
starch were similar in CS- and RPS-fed pigs, but whole-tract digestibility of protein
remained higher in CS-fed pigs. Daily excretion of N in the urine of pigs fed Diet CS
(Fig. 4.1.) increased at 23 d after feeding (P < 0.02). The pigs fed Diet CS tended (P <

0.10) to excrete more urinary N than in those fed RPS on d 23.

Table 4.2. - Whole-tract apparent digestibility of organic matter (OM), crude protein
(CP) and starch in growing pigs fed a diet with 250g/kg of corn starch (Diet CS) or
250g/kg of raw potato starch (Diet RPS)"??.

Probability

Time, d 9 16 23 38 SEM Diet Time DxT
Diet

oM
CS 834  86.4° 86.4™ 856 045 0.001 0.05 0.05
RPS 77.8° 79.1°  80.4% 84.1%

CP
CS 791  849° 83.7° 832® 098 0.001 0.01 N.S.
RPS 713 748" 756" 784°

Starch
cS 99.7°  99.8° 99.9° 999 093 0.01  0.001 0.01
RPS 982" 966 955° 99.4°

'Values are means, n=6.
’Means not sharing a common superscript are significantly different (P < 0.05)
® Probability; N.S. (P > 0.05).
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Figure 4.1. - Daily excretion of N in the urine of growing pigs fed a diet containing 250
g/kg of corn starch (Diet CS) or 250 g/kg of raw potato starch (Diet RPS). Values are
means +/- SEM, n=3. Means with different letters differ, P < 0.05.
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4.3.3. Purine base and short chain fatty acid concentrations in feces

Purine base concentration in feces (Fig. 4.2.A) ranged from 12.8 to 33.9 ymol/gDM and
was higher in pigs fed Diet RPS than CS (P < 0.03). Pigs fed CS and RPS similarly
showed the highest PB concentration in feces on d 4, after which it decreased until d
14. As shown in figure 4.2.B, SCFA concentrations in feces were highest on d 7 and d

21, with little difference between dietary treatments.

4.3.4. Digestive tract and fermentation

The digestive tract removed on d 38 from pigs fed Diet RPS was significantly heavier
than that from the CS group (P<0.05, Table 4.3.). ). Differences occurred primarily in
the colon compartment that, in pigs fed Diet RPS was longer (P < 0.05) and heavier,
whether full (P < 0.001) or empty (P < 0.05), than in the CS group. However, the
estimated retention times of digestain the colon were similar (23.0 vs. 16.0 h; P = 0.14)
in pigs fed RPS and CS, respectively. The pigs fed RPS had a wider cecal mucosa (P <
0.05) and lower middle colonic mucosa (P <0.001) than those in pigs fed CS.

Digestibility of starch in the ileum and cecum (Fig. 4.3.) was lower in pigs fed RPS than
in those fed CS (P < 0.0001). However, the fractional digestibility of starch in the pigs
fed RPS increased from ileum to rectum, in which most starch is extensively fermented
in the cecum and proximal colon compartment. Starch digestibility in the colon and

rectum did not differ between groups.
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Figure 4.2. - Purine bases (A) and short-chain fatty acids (SCFA) concentration (B), in
the feces of growing pigs fed diets containing 250 g/kg of corn starch (Diet CS) or 250
g/kg of raw potato starch (Diet RPS). Values are means +/- SEM, n=6. **Different from
CS, P<0.01.
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Figure 4.3. - Fractional digestibility of starch in ileal, caecal, middle colonic and rectal
digesta of growing pigs fed on diets containing 250 g/kg of corn starch (Diet CS) or 250
g/kg of raw potato starch (Diet RPS). Values are means +/- SEM, n=6. Means with
different letters differ, P<0.05.
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Table 4.3. - The full and empty weights and length of the digestive tract, colonic transit time
and the mucosa thickness in cecum and colon of pigs that diets containing 250g/kg of corn
starch (Diet CS) or 250g/kg of raw potato starch (Diet RPS)"2.

CS RPS SEM Probability

Weight, kg

Whole tract 7.03 8.1 0.328 0.05

Colon full 2.27 3.26 0.129 0.001

empty 1.04 1.26 0.059 0.05

Length, m

Small intestine 14.2 13.9 0.47 N.S.

Large bowel 3.4 4.1 0.20 0.05
Transit time, h

Cecum 2.4 20 0.73 N.S.

Colon 16.0 23.0 2.80 N.S.
Mucose thickness, um

Cecum 44.8 50.5 1.25 0.05

Colon 45.0 38.6 0.70 0.001

"Values are means, n=6.
2 Probability; N.S. (P> 0.05).

Large bowel fermentation is indicated by the PB (Fig. 4.4.A) and SCFA (Fig. 4.4.B)
concentrations in digesta. Purine base concentrations increased from ileum to cecum
and proximal colon (P < 0.001) and decreased from proximal colon to rectum (P <
0.001). PB concentration in cecal and proximal colonic digesta did not differ between
groups. However, the PB concentrations in the middle colon were higher in pigs fed
RPS than CS, and tended to be higher (P = 0.1) in the distal colon and rectum. In
contrast, the SCFA concentration was elevated only in the proximal colon of pigs fed
Diet RPS (P < 0.01). The proportion of acetate in the large bowel digesta (mol/mol,
Table 4+ ) was higher in the middle colon (P = 0.06) and rectum (P < 0.05) in the CS
group than in the RPS group; conversely, the proportion of propionate was lower in the
middle colon (P < 0.05) and rectum (P = 0.066) in the CS group than in the RPS group.
Branched-chain SCFA percentages increased through the large bowel in both diet
groups (P < 0.012) and in the middle colon were higher in the CS group than in the
RPS group (0.039 vs. 0.017, P <0.05).
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Table 4.4. - SCFA (acetate, propionate, butyrate) and branched-chain short chain fatty
aids (BCSCFA) profile in the large bowel digesta of pigs fed diets containing 250 g/kg
of corn starch (Diet CS) or 250 g/kg of raw potato starch (Diet RPS)"2.

CS RPS SEM Probability
mol/mol
Acetate
Cecum 0.54 0.52 0.019 N.S.
Middle Colon 0.56 0.48 0.026 N.S.
Rectum 0.59 0.54 0.012 0.05
Propionate
Cecum 0.30 0.26 0.020 N.S.
Middle Colon 0.22 0.29 0.021 0.05
Rectum 0.21 0.25 0.015 N.S.
Butyrate
Cecum 0.13 0.18 0.016 N.S.
Middle Colon 0.15 0.18 0.026 N.S.
Rectum 0.12 0.10 0.010 N.S.
BCSCFA
Cecum 0.001 0.001 0.006 N.S.
Middle Colon 0.04 0.02 0.005 0.05
Rectum 0.06 0.07 0.61 N.S.

"Values are means, n=6.
2 Probability; N.S. (P > 0.05).
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Figure 4.4. - Purine base (A) and short-chain fatty acid (SCFA) concentration (B), in
the large bowel of pigs fed diets containing 250 g/kg of corn starch (Diet CS) or 250
g/kg of raw potato starch (Diet RPS). Values are means +/- SEM, n=6. Different from
CS, *P < 0.05 and **P < 0.01.
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4.4. DISCUSSION

Resistant starch refers to the starch and starch degradation products that resist small
intestine digestion and enter the large bowel in normal humans (Asp, 1992). Among the
different types of RS, raw potato starch is gelatinized poorly and hydrolyzed slowly by
a-amylase. On this basis, we chose RPS and CS to generate a supply of RS to the

large bowel of growing pigs.
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The addition of RPS increased the amount of starch entering the large bowel and
becoming an available source for the colonic microflora. Differences in the ileum
digestibility of starch were similar to the values calculated from in vitro analysis (Table
4.1.). However, in vivo digestibility values were higher than estimated in vitro for CS
(96.9 vs. 85.0%) and RPS (75.6 vs. 59.3%). In vitro data from recent studies correlate
reasonably well with the ileum digestibility of starch when in vitro analysis accounts for
physiological variables, including chewing and individual variations in transit (Champ,
1992; Annison & Topping, 1994). Some procedures of amylolysis (Englyst et al, 1992)
are preceded by a proteolysis step with pepsin and trypsin to liberate encapsulated
starch from the protein matrix. Unfortunately, we did not account for this step in our
analytical procedure for resistant starch measurement (Champ, 1992), which could

explain the differences between in vivo andin vitro measurements.

A certain amount of starch was resistant over the short-term to whole-tract digestion,
which demonstrates a progressive adaptation of growing pigs to the fermentation of
starch in the LB. Other investigators have shown that the extent of fermentation of
resistant carbohydrates can increase over time in growing pigs (Longland et al, 1993)
or rats (Brunsgaard et al, 1995), and justification for a generalized assumption, that
fermentation of starch is complete, is not warranted. In fact, on the basis of the total
amount of SCFA formed in vitro (Salvador et al, 1993; Casterline et al, 1997), RS
fermented more slowly than did whole starch, pectin or BR-glucans. It appears that the
structure of the resistant starch may limit the penetration of bacteria into the starch
granule, which is essential for starch utilization in some bacterial strains (Cotta, 1988).
In particular, potato starch takes the form of relatively large spherical or ellipsoidal
granules composed of more or less spherical blockets (400-500 nm in diameter),
which, by forming a tough layer at the granule surface, are resistant to enzymic
hydrolysis (Gallant et al, 1992).

Theoretically, the increases in LB digestion of carbohydrates may depend on the
metabolic activity of LB microflora as they adapt to the substrate (Le Blay et al, 1999) or
on marked changes in digesta, including transit time. A certain adaptation of the
intestinal flora has been suggested for microorganisms that are efficient in fermenting
new cell wall polysaccharides (Tulung et al, 1987) or resistant starch (Le Blay et al,
1999; Brown et al, 1997) entering the LB. The hypothesis is that adaptation to RS
results from a progressive selection of particular bacteria populations, most likely
starch-fermenting bacteria, such as Clostridium sp., Eubacterium sp., Fusobacterium

sp. or Butyrivibrio sp. (Le Blay et al, 1999; Topping & Clifton, 2001). Little is known
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about the contribution of other microorganisms, such as protozoa or fungi. From studies
with ruminants, it is known that yeast stimulates growth of cellulolitic microorganisms.
Therefore, including fungicide in the diet of the present study appears to limit our study

with regard to evaluating colonic RS fermentation.

For quantitative purposes, purine bases are probably the most widely used, naturally
occurring microbial markers for rumen studies (Smith & McAllan, 1970). ). In the
present experiment, we used PB and SCFA concentration analyses in feces and
digesta as indexes of the microbial proliferation or autolysis. Both diets showed a
pronounced increase in the PB concentration in feces during the initial period of
adaptation and a progressive decrease beginning at d 4. Early changes on PB
concentration are likely associated with the dietary change and the pronounced
differences between the preexperimental and the experimental diets. Later decreasesin
PB concentration occurred simultaneously with increases in dietary digestibility and
could reflect a decreased expansion of the biomass as the amount of substrate
reaching distal compartments during passage of the fecal stream was reduced. The
RPS diet promoted a higher excretion of PB in feces (Fig. 4.2. and 4.4.), concomitantly
with a higher excretion of N in feces and a lower excretion of urinary N. It may be that
RS reduces urea synthesis and excretion (Tetens et al, 1996; van der Meulen et al,
1997), which is its potential role for clinical purposes, such as the management of liver
or renal failure. Bacteria inhabiting the colon of single-stomached animals obtain their
energy mainly from dietary carbohydrates escaping foregut digestion (Bergman, 1990).
As fermentable carbohydrates decrease along the length of the colon, bacteria switch
to the degradation of proteinaceous material and autolysis (Gibson & Roberfroid, 1995;
Reid & Hillman, 1999).

Purine base concentrations in digesta decreased in CS- and RPS-fed pigs from the
proximal segments of the colon to rectum, although more distal decreases occurred in
pigs fed RPS. Moreover, branched-chain SCFA, which are derived from the
deamination of amino acids, progressively increased along the large bowel. The
response was evident in the proximal segments of the colon of CS-fed pigs and in distal
segments of RPS-fed pigs. Given the involvement of proteolytic bacteria in numerous
colonic and rectal pathologies (Topping & Clifton, 2001) ) in humans, the potential role
of RPS in the dissemination of bacteria in the colon and the associated risk of disease

should be evaluated.
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In contrast, SCFA concentration responses were less pronounced than PB
concentration responses in fecal excretion and LB digesta after RPS intake. SCFA are
readily absorbed in the large bowel in a concentration-dependent manner, which could
explain the similarities in digesta of CS-fed and RPS-fed pigs, and the observation that
neither total SCFA nor the individual acids in the distal colon or feces are predictive of
the whole fermentation or the SCFA contents in proximal segments (Bach Knudsen et
al, 1991; Topping et al, 1993; Bird et al, 2000).

Adaptation to increased consumption of RPS resulted in a marked hypertrophy of the
colon (Table 4.3.), as measured by the weight and length, and a similar prolongation of
the transit time of digesta in the colon. Other authors have reported that the transit time
of digesta in the large bowel was prolonged after increased RPS intake in rats (Mathers
et al, 1997; Calvert et al, 1989) and swine (Topping et al 1997). This appears to be an

adaptive response aimed at salvaging energy from fermentation.

We were not able to determine the precise contribution of the adaptation of microflora
or digestive tract to the time-dependent changes in digestibility after supplying
supplementary amounts of RS to growing pigs. The differences in weight of digesta in
the colon suggest a physical adaptation of the digestive tract to the extent of RS
digestion. However, the variations in the microflora mass and SCFA through the large
bowel may suggest a pronounced effect of RS on the proliferation of nonproteolytic
bacteria, which deserves a more detailed study. RPS provides a large amount of RS
available for LB fermentation. However, the full adaptation of growing pigs to
supplementary amounts of RPS requires a period of several weeks to reach complete

degradation.
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CAPITULO 5

Long-term effects of feeding large amounts of resistant starch on the digestive

tract: a study in pigs
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ABSTRACT

The present study aimed to assess the digestive consequences in pigs of the long-term
intake of two starches providing different amounts of resistant starch. Growing pigs
were used as animal model and meal-fed for 14 weeks on a diet containing a high
amount of either raw potato starch (RPS) or corn starch (CS). Digestive adaptation was
chronologically evaluated by measuring OM, CP, NDF and starch digestibility. After 97
days, whole-tract digestibility of OM, CP and NDF was lower for RPS compared to CS
fed pigs, whereas no differences were observed in fecal starch digestibility. In contrast,
starch digestibility was reduced in the proximal compartments (ileum, caecum and
proximal colon) of animals fed the RPS diet. The concentration of short-chain fatty
acids (SCFA; P<0.05), and purine bases (P<0.01) was also higher in distal colon and
rectum of animals fed the RPS diet. Changes in bacterial community structure
(dendogram analyses) were evidenced in the rectum. Biodiversity tends to increase
more in RPS compared to CS fed animals (34.1 vs 28.8; P=0.07). Among SCFA, the
proportion of butyrate was 2-fold higher in proximal colon digesta of RPS compared to
CS fed pigs (0.20 vs 0.11; P<0.05). Increased butyrate formation in the colon reduced
the number of apoptosis per crypt in the proximal colonic mucosa (0.38 vs 0.62;
P<0.05). RPS fermentation reduced indices associated with damage to intestinal
epithelial cells, such as crypt cell hyperproliferation and magnesium excretion. Long
term ingestion of RPS induces pronounced changes of the digestive tract and their
microflora, modifying mineral absorption and colonic morphology for which health

benefits are likely to be associated.
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5.1. INTRODUCTION

There are well established beneficial effects of the dietary fibre on some major
digestive and metabolic diseases in humans. In particular, the fibre hypothesis has led
to the expectation of a protective role against chemically induced large bowel tumors
(Govers et al, 1999). Epidemiological studies in particular have indicated that cereal
consumption may protect against colorectal cancer (Hill, 1997); and a meta analysis of
studies across 12 countries worldwide has shown a strong inverse correlation (r=-0.70,

P<0.001) between starch intake and large bowel cancer risk (Cassidy et al, 1994).

In cereal and legume grains, dietary fibre is mainly comprised of non-starch
polysaccharides (NSP) and resistant starches, either slowly and partially hydrolyzed by
a-amylase or trapped within the food matrices. Most of these carbohydrates are
potentially fermentable, and depending on their composition, structure or
physicochemical properties, they are subjected to varying degrees of microbial
breakdown in transit through the digestive tract (Glistd et al, 1998). Therefore, much
attention has been paid to the implication of the dietary fibre fermentation and short-
chain fatty acids (SCFA) release on gut function and metabolism. In this respect,
butyrate production, as the preferential colonocyte energy source (Darcy-Vrillon &
Dueé 1995; Roediger, 1995), is of particular interest since it contributes to the
maturation of colonic epithelium (Cherbuy et al, 1995) and to mucosal regeneration in
the event of atrophy (Tappenden et al, 1997). In addition, butyrate is known to assist in
the manteinance of a normal cell phenotype through a variety of mechanisms (Kruh et
al, 1995).

Human large bowel fermentation of resistant starch appears to increase butyrate
production (Noakes et al, 1996; Van Munster et al, 1994). This could help to explain the
apparent relationship between increased starch consumption and the diminished risk of
colorectal cancer suggested by epidemiological studies (Cassidy et al, 1994). However,
the experimental evidence of a benefit of starch on colorectal cancer is not so strong.
Data obtained from cancer patients in humans are inconclusive due to the absence of
information of SCFA concentration in the digestive tract. On the other hand, in rats
exposed to carcinogens and different carbohydrates during a discrete time, Thorup et
al (1995) and Cassand et al (1997) but not Young et al (1996) observed a reduction in
the number of aberrant crypt foci in animals fed a high resistant starch diet. Criticisms
of these experiments have referred to the feebleness of the animal models used, such

as that derived from the coprophagic behaviour of rats (Topping & Clifton, 2001).
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Moreover, it may be important to consider the time required for intestinal microbiota to
adapt to a chronic load of a fermentable substrate. Recent data suggest that the
colonic microflora may adapt to produce more butyrate if given time and the proper
substrate. Le-Blay et al (1999) reported a six-fold increase of butyrate in the caecal and
proximal colon and a three-fold increase in the distal colon of rats after 6 months

compared to 15 days of feeding raw potato starch.

The present experiment was designed to study the long-term digestive adaptations of
growing pigs to a chronic load of resistant starch, offered as a high intake of raw potato
starch, using the pig as the experimental model. The pig was chosen as the
experimental animal, because in terms of gastrointestinal anatomy, physiology and
microflora it is generally accepted to be closer to humans than any other domesticated
animal species (Graham & Aman, 1986; Rowan et al, 1984; Miller & Ullrey, 1987).
Whole-tract digestibility changes for the OM, protein, starch, and neutral detergent fibre
were evaluated throughout the experiment. Long term effects of resistant starch on the
hindgut were also evaluated from the microflora ecology and fermentation
(carbohydrates disappearance and SCFA concentration) as well as the gastrointestinal

function and morphology.

5.2. MATERIAL AND METHODS

The experiment was performed at the Experimental Unit of the Universitat Autbnoma
de Barcelona and received prior approval from the Animal Protocol Review Committee
of this institution and conformed with current European Union Regulations on Animal
Care for the care and use of animals for research. Purified starches (native corn starch
[CS]: 260 g kg™ amylose, 740 g kg”' amylopectin; and raw potato starch [RPS]: 200 g
kg™
(Barcelona, Spain). As determined by enzymic analysis (Champ, 1992), CS contained
187 g kg™ of resistant starch and RPS 637 g kg™

amylose, 800 g kg’ amylopectin) were purchased from Cerestar Iberica

5.2.1. Animals and diets

Sixteen Landrace x Large White growing pigs (20.69 kg SD 2.1) were purchased from
La Balcona (Vic, Spain). On arrival, they were housed individually on slat bedding,
randomly divided into two groups and offered two experimental ground diets,
containing either 250 g kg™ of CS or 250 g kg™’ of RPS. Diets were formulated (Table
5.1., growing diet) according to nutrient requirements of NRC (1998), that is, 13 972 kJ
ME/kg, 165.4 g CP kg™, 10.8 g lysine kg™, assuming a starch energy content of 16 720
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kJ ME kg™'. When animals reached an average body weight of 61.2 (SD 4.47), diets

were adapted to the nutrient requirements of the animals (finishing diet: 13 972 kJ

ME/kg, 146.7 g CP kg™, 9.5 g lysine kg™') and the amount of purified starch increased
to 350 g kg” of CS or 350 g kg”' of RPS of feed. Diets were offered ad libitum

throughout the experimental period, which consisted of 8 weeks consuming the

growing diet and 6 weeks consuming the finishing diet. Cr,O3; was included in both diets

(1.5 g kg™") as an indigestible marker.

Table 5.1. - Composition and analyzed nutrient content of the experimental diets
offered to pigs between 21 and 61 kg BW (Growing)) and between 61 and 94 kg BW

(Finishing)'.
Growing Finishing

Diet CSs RPS CSs RPS

Ingredients (g kg™)
Corn starch 250 - 350 -
Raw potato starch - 250 - 350
Ground barley 451 451 389 389
Soybean meal 199 199 215 215
Soybean extruded 66 66 14 14
Dicalcium phosphate 15 15 10 10
Calcium carbonate 6.7 6.7 9.8 9.8
Salt 5 5
L-Lysine 1.8 1.8
DL-Methionine 1.2 1.2 1.2 1.2
L-Threonine 0.9 0.9 1 1
Premix” 2 2 2 2
Cr,05° 1.5 1.5 1.5 1.5

Nutrient analysis (g kg™ DM)
Crude protein 167.8 165.1 148.9 144 .1
Ash 78.2 70.4 62.1 63.8
Starch 447.0 453.8 5724 589.7
NDF 222.3 219.0 194.0 191.2

150 mg of Etoxiquin® as antioxidant and 500 mg de Luctamold® as fungicide per kg of

feed were added to both diets.

Premix provided the following per kg of diet: CaCO3; 12.3g, CaHPO, 9g, NaCl 2g, vitamin

A, 2,100 pg; vitamin D3, 45 ug; tocopherol, 10 mg; vitamin Kz, 1 mg; thiamin, 1 mg;

riboflavin, 4 mg; pyridoxine, 2 mg; cyanocobalamin, 20 [1g; biotin, 10 ug; niacin, 18 mg; Ca-

d-pantothenic acid, 10 mg; choline, 175 mg. Minerals: Fe, 80 mg; Zn, 110 mg; Cu, 90 mg;
Mn, 50 mg; Co, 0.1 mg; I, 1 mg; Se, 0.2 mg. 8 Analytical (Carlo Erba®, Milan, Italy).



5.2.2. Experimental procedures

On days 11 and 45, at least tow faecal samples were collected from each animal for
digestibility estimations based on the marker ratio. Briefly, the pens were thoroughly
cleaned early in the morning and, over the next 3h, at least two samples of faeces were
taken and pooled. Faeces were dried at 60°C, ground (1 mm screen) and stored at
room temperature for chemical analysis. On day 97, pigs were killed by an intravenous
Na-thiobarbital injection (200 mg kg™ LW). Immediately, the abdomen was opened and
the whole gut excised and ligated to separate and weigh the different compartments:
ileum, cecum, proximal-, medial-, distal-colon and rectum. lleal digesta was sampled
from a 300 mm length segment approximately 100 mm anterior to the ileal-caecal
junction. Digesta from proximal-, distal-colon and rectum were sampled, pH registered,
and the samples stored for analysis of SCFA. An amount of approximately 1g was
acidified with 1ml solution containing 50 g L' H;PO,, 10 g L™" of mercuric chloride and
50 mmol L' of 3-methyl valerate as internal standard, and stored at —20°C until
analysis for SCFA concentration. Samples of caceum and rectum where lyophilized for
absolute quantification of total bacteria, enterobacteria and lactobacilli and for
phylogenetic identification. Samples of ileum and large bowel digesta were freeze dried
and milled for analysis of starch, neutral detergent fibre (NDF), PB and minerals (Ca, P,
Mg, Na, K and Cr). Digestibility of the whole-tract and at different intestinal
compartments was calculated by the marker (Cr,Os3) ratio method. A portion of
approximately 20 mm in length of proximal colon was fixed by immersion in 100 g L™
phosphate-buffered formalin for morphometric measurements. Finally, empty caecum

and colon were weighed, and small intestine and colon length measured.

5.2.3. Analytical procedures

Chemical analysis of the diets and digesta were performed following the methods of
the AOAC (1995) for dry matter, ash, crude protein and fat. NDF contents were
determined in the diet and in caecal, colonic and rectal digesta by the procedures of
Goering and Van Soest (1970). Starch content in feed of feed and digesta samples
were measured by the method of Theander (1991). Starch was determined
colorimetrically as glucose released after an enzymatic incubation with thermostable a-
amylase (Sigma ref. A-4551) for 1h at 100°C, and the amyloglucosidase (Sigma ref. A-
3514) for 4 h at 60°C. Chromium Ill oxide concentration in feed and digesta was
determined by atomic absorption spectrophotometry following the method of Williams
et al (1962). Sodium and potasium excreted in faeces was used as an index of water

excretion. Sodium, potasium, calcium and magnesium were extracted from rectum and
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caecum digesta with HNO; and analyzed by atomic emission spectrophotometry (ICP-
OES, Perkin-Elmer, Optima 4300DV).

The short-chain fatty acid concentration in deproteinized digesta was determined by
GLC, following the method proposed by Jouany (1982). Purine bases (adenine +
guanine) in digesta samples (40 mg) were determined by HPLC (Makkar & Becker,
1999) after their acid hydrolysis with 2 mL of 2 mol L™ perchloric acid at 100°C for 1h.
For phylogenetic identification and in situ detection of individual microbial cells, DNA
from digesta lyophilized digesta of rectum and caecum (50 mg) was extracted and
purified using the commercial QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, West Sussex, UK).
Recommended lysis temperature was increased to 90 °C and lysozyme was added
after incubation in order to achieve an effective bacterial cell rupture (10 mg mL™", 37
°C, 30 min). DNA from pure cultures of Lactobacillus acidophilus (CECT 903NT) and
Escherichia coli (CECT 515NT) was harvested from the bacterial pellet obtained by
centrifugation of 6 ml of culture (13000 x g, 2 min) using the same Qiagen Kit.
Terminal-Restriction Fragment Length Polymorfism (t-RFLP) analysis of bacteria
community was performed following the procedure described by Hojberg et al (2005). A
fragment of the 16S rDNA gene (1,497 bp) was amplified using a set of universal
primers: S-D-Bact-0008-a-S-20 (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'(forward)) and
reverse PH1552 (5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’). Primer S-D-Bact-0008-a-S-20
was 5 FAM (carboxy-fluorescein-N-hydrosysuccinimide ester-dimethyl sulfoxide)
labeled. The fluorescently labeled PCR products were purified on QIAquick PCR
purification kit columns (Qiagen, West Sussex, UK,) and eluted in a final volume of 30
pl of milli-Q water. After that, the product was submitted to a restriction with Hha |
(20,000 U pl™"y (Biolabs Inc. New England, USA). The fluorescently labeled terminal
restriction fragments were analyzed by capillary electrophoresis on an automatic
sequence analyzer (ABI 3100 Genetic Analyzer, PE Biosystems, Warrington, UK) in
Gene-Scan mode. For pairwise comparisons of the profiles, Dyce coefficient was
calculated and dendograms constructed using Fingerprinting Il (Informatix, Bio-Rad,
Ca, USA) software and UPGMA method. Total bacteria, lactobacilli and enterobacteria
were quantified using real time PCR following procedures described by Castillo et al
(2005). The oligonucleotides used were based on regions of identity within 16S rDNA
gene and were adapted from published specific primers or probes using the Primer
Express Software (Applied Biosystems, CA, USA). For total bacteria, primers used
were: F-tot (forward) GCAGGCCTAACACATGCAAGTC3’ (adapted from Marchesi et
al, 1998) and R-tot (reverse) 5CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 3 (adapted from

Amann et al, 1995). For |lactobacill, primers used were: F-lac
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5’GCAGCAGTAGGGAATCTTCCA3 and R-lac 5GCATTYCACCGCTACACATG3’
(adapted from Walter et al, 2001), and for enterobacteria: F-ent
5ATGGCTGTCGTCAGCTCGT3’ (adapted from Leser et al, 2002) and R-ent
5 CCTACTTCTTTTGCAACCCACTC3 (adapted from Sghir et al, 2000). Amplification
and detection of DNA by quantitative real-time PCR were performed with the ABI 7900
HT Sequence Detection System using optical grade 96-well plates and SYBR Green
dye (PE Biosystems, Warrington, UK). For absolute quantification, PCR products
obtained from the amplification of the whole 16S rDNA of Escherichia coli (CECT
515NT) and Lactobacillus acidophilus (CECT 903NT) were used to construct the
standard curves. The PCR conditions corresponded to those published by Leser et al
(2002). The amplified gene from E. coli was used for absolute quantification of the total
bacteria and enterobacteria and the amplified gene from L. acidophilus for

quantification of the lactobacilli.

Tissue samples for the morphometric study were dehydrated and embedded in paraffin
wax, sectioned at 3 ym and stained with haematoxylin and eosin. Ten crypts depth
were measured using an ocular micrometer. Paraffin sections were also placed in
silane-coated slides [3-(trietoxysilyl)-propylamine] to perform the cleaved caspase-3
immunohistochemistry (Resendes et al, 2004) to identify cells undergoing apoptosis.
Ten entire crypts were evaluated, and the average of absolute positive cells per crypt

(AbCasp3+) was used as the experimental unit.

5.2.4. Statistical analysis

Data were subjected to analysis of variance according to the general linear model
(GLM) procedure of the Statistical Analysis System software package version 6.11
(SAS Institute, Cary, NC, USA). Repeated measures analysis of variance with time and
treatment as the within-subject factor was used to analyse digestibility over time using
the model MIXED-type TOEP of SAS, and LSMEANS follow-up test was used for

comparisons of means. A two-tailed P-value of < 0.05 was considered significant.

5.3. RESULTS

Two incidents were observed during the experiment. One pig fed on the CS diets
suffered a rectal prolapse and was sacrificed, and another pig fed on the RPS diet

decreased feed intake dramatically during the days previous to sacrifice. Data from

these animals was not included in the statistical analysis.
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5.3.1. Digestibility measurements

Average whole-tract digestibility of organic matter, crude protein and neutral detergent
fibore (NDF) was significantly higher (P<0.05) for CS diet than RPS (Table 5.2.),
specially on the short term. No significant differences (P>0.05) were observed between
diets in the whole-tract digestibility of starch. Values of OM and starch digestibility
increased progressively from day 11 to 45, reaching values not different (P>0.05) from

those obtained at day 97.

Table 5.2. - Whole-tract apparent digestibility of organic matter (OM), crude protein
(CP), starch and neutral detergent fibre (NDF) in growing pigs fed diets containing corn
starch (Diet CS) or raw potato starch (Diet RPS)".

(%) CS RPS SEM Probability
oM

1M 81,7 76,9 1,28 <0,05

45 82,5 80,4 0,9 NS

97 83,4 81,72 1,45 NS
CP

1M 76,2 70,7 1,4 <0,05

45 78,6 72,7 1,47 <0,05

97 78,2 74,7 2,31 NS
Starch

11 97,8 97,3 0,53 NS

45 98,8 98,5 0,18 NS

97 98,4 98,3 0,21 NS
NDF

1M 65,1 54 2,65 <0,01

45 64,1 61,2 2,41 NS

97 64,5 60 4,61 NS

"Values are means, n=7
NS, P > 0.05.

At day 97, digestibility of starch (Figure 5.1.) in the ileum and caecum was lower in
RPS pigs than in CS (P<0.0001). However, digestibility of starch in pigs fed diet RPS
increased from ileum to rectum. Most starch was extensively fermented in the caecum
and proximal colon compartment. In both groups, digestibility of NDF increased from
caecum to rectum, specially in the proximal segments with diet CS and more distally
with the RPS diet.

Calcium, phosphorus and magnesium digestibilities were measured in the caecum and

rectum (Table 5.3.). Although no significant differences (P >0.05) were detected in the
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caecum, whole-tract digestibility in RPS pigs was reduced (55.1 vs. 44.6; P<0.05) for
Ca and increased (15.5 vs. 30.1; P<0.05) for Mg. Increases were also observed in
sodium (1.47 vs. 4.06 g/d; P<0.05) and potassium (6.75 vs. 9.96 g/d; P<0.05) fecal

excretion, in CS and RPS, respectively.

Figure 5.1. - Digestibility of starch (A) and NDF (B) in ileal, caecal, proximal- middle-
and distal-colonic and rectal digesta of growing pigs fed on diets containing either corn
starch (Diet CS) or raw potato starch (Diet RPS). Values are means +/- SEM. n=7.

Means with different letters are significantly different at P < 0.05.
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Table 5.3. - Fractional digestibility of calcium, phosphorus and magnesium in caecum
and rectum digesta, and daily fecal excretion of sodium and potassium (mg/d) of pigs
fed on diets containing either corn starch (Diet CS) or raw potato starch (Diet RPS).
Values are means +/- SEM. n=7. * Different form CS, P < 0.05.

Cs RPS SEM Probability
Caecal digestibility
Ca 70.40 60.18 3.414 NS
P 64.39 60.36 2415 NS
Mg 24.61 24.00 4.804 NS
Rectal digestibility
Ca 55.09 44.63 2349 <0.05
P 55.22 50.82 2574 NS
Mg 15.47 30.06 2824 <0.05
Daily fecal excretion (mg d'1)
Na 1.47 4.06 0.639 <0.05
K 6.75 9.96 0.872 <0.05
Values are means. n=7.
NS, P> 0.05.

5.3.2. Microflora and fermentation characteristics

Large bowel fermentation was evaluated by the concentration of PB, SCFA (Table 5)
and by the phylogenetic identification of microbial cells (Table 4) in the large bowel
digesta. A different trend was observed between diets in the PB concentration in
digesta from the proximal colon to rectum. It significantly decreased with the animals
fed on the CS diet and increased in animals fed the RPS diet. Thus, PB concentration
in the rectum digesta was higher (P<0.01) for RPS than CS animals. Significant
differences (P<0.05) were also observed between diets in the guanine:adenine ratio,
which were significantly higher in the distal colon and rectum for RPS than for CS
animals. However, no differences between treatments (P>0.05) were observed in total
bacteria, enterobacteria and lactobacilli populations analyzed by quantitiative-PCR in
cecal and rectal compartments (Table 5.4.). Changes in bacterial community structure
with the diet were evidenced in the rectum by dendogram analysis (Figure 5.2.).
Biodiversity, measured as number of fragments obtained, tends to increase when using
potato starch compared to CS diet (28.5 and 34.1 number of bands for CS and RPS,
respectively; P=0.07).
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Table 5.4. Concentration (umol/ g DM) of purine bases (PB) and Guanine:Adenine
(Gn: Ad) ratio in proximal colon and rectum digesta and enterobacteria and lactobacilli
populations (logso (16S rDNA gene copies / g DM)) in the caecum and rectum of pigs
that ingested a diet containing either corn starch (Diet CS) or raw potato starch (Diet
RPS)

*

CS RPS SEM Probability

PB (umol g”' DM)

Proximal colon 23.21 21.19 8.142 NS

Distal colon 14.88 29.39 6.013 NS

Rectum 15.24 30.04 3076 <0.01
Gn: Ad ratio

Proximal colon 1.33 1.37 0.087 NS

Distal colon 1.20 1.48

0.052 <0.01

Rectum 1.28 1.54 0.039 <0.01
Enterobacteria (logso (16SrDNA gene copies g”' DM))

Caecum 10.13 10.20 0.448 NS

Rectum 10.28 9.92 0.415 NS
Lactobacilli (logo (16SrDNA gene copies g™ DM))

Caecum 9.92 9.75 0.465 NS

Rectum 8.64 8.49 0.430 NS
Values are means. n=7
NS, P> 0.05

The lowest pH was obtained in the proximal colon, from which a steady increase was
observed until rectum digesta. The pH in the proximal colon was higher (P<0.01, Table
5.5.) in pigs fed diet CS, with a 3.3-fold difference in H+ concentration (1.12 uM vs. 3.7
uM) existing between diets CS and RPS. Total SCFA (umol/ g FM) concentration
decreased from the proximal colon to the rectum, reaching values higher for the RPS
(65.32) than the CS (35.84) group (P<0.05). The proportions of acetate (mol/mol, Table
5.5.) in the large bowel digesta was higher in the proximal colon (P<0.05) for the CS
group (0.62) than for the RPS group (0.55), while the inverse was observed for the
proportion of butyrate (0.11 and 0.20, respectively; P<0.05). Therefore, the
concentration of butyrate (umol/g) was higher for RPS than CS in the proximal colon
(5.86 vs. 16.30; P<0.05) and medium colon (8.11 vs. 13.70; P<0.05), but no significant
differences (P>0.05) were observed for the distal colon (4.97 vs. 6.99).
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Table 5.5. Total SCFA concentration (umol/ g FM) and the proportions (mol/mol) of
SCFA (acetate, propionate, butyrate) and branched-chain short chain fatty aids (BCFA)
in the large bowel digesta of pigs that ingested a diet containing either corn starch (Diet
CS) or raw potato starch (Diet RPS)'.

CS RPS SEM Probability
pH
Proximal colon 5.95 5.43 0.078 <0.01
Distal colon 6.44 6.32 0.079 NS
Rectum 6.53 6.34 0.080 NS
(umol g”' FM)
SCFA
Proximal colon 88.57 99.82 26.068 NS
Distal colon 62.32 77.37 13.864 NS
Rectum 35.84 65.32 8.615 <0.05
(mol mol™)
Acetate
Proximal colon 0.62 0.55 0.010 <0.05
Distal colon 0.57 0.57 0.013 NS
Propionate
Proximal colon 0.23 0.19 0.010 NS
Distal colon 0.24 0.25 0.011 NS
Butyrate
Proximal colon 0.11 0.20 0.011 <0.05
Distal colon 0.13 0.11 0.008 <0.05
BCFA
Proximal colon 0.02 0.01 0.003 NS
Distal colon 0.04 0.04 0.006 NS

"Values are means. n=7.
NS, P > 0.05.
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Figure 5.2. - Ecological changes in microbial population measured by RFLP. Dendogram and t-RFLP fragments of the PCR-amplified region
of the 16S rDNA. Dendogram shows the correlation between experimental diets in t-RFLP patterns in samples of the rectum digesta in growing
pigs fed on diets containing either corn starch (CS) or raw potato starch (RSP). The dendogram distances are in percentage of similarity (for

more details see materials and methods).
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Table 5.6. - Full weight (kg) of the whole digestive tract, full and empty weight of the
caecum and colon, length (m) of the small and large bowel and morphometric
measurements (crypt depth and number of apoptosis) of pigs that ingested during 97

days a diet containing either corn starch (Diet CS) or raw potato starch (Diet RPS)".

CS RPS SEM Probability
Weight (kg)
Whole tract full 8.37 10.20 0.557 <0.05
Caecum full 0.55 0.62 0.078 NS
Empty 0.14 0.17 0.015 NS
Colon full 2.65 4.57 0.241 <0.001
Empty 1.13 1.52 0.136 <0.05
Length (m)
Small intestine 15.7 16.4 0.65 NS
Large bowel 4.0 4.7 0.26 <0.05
Histolgy
Crypt depth (um) 429.8 4163 4.91 <0.05
Apoptosis (casp3+ cells crypt™) 0.62 0.38 0.061 <0.05

"Values are means. n=7.
NS, P > 0.05.

5.3.3. Large bowel morphology

The digestive tract (Table 5.6.) from RPS pigs was significantly heavier than for CS
pigs (P<0.05). Differences were mainly observed in the colon compartment, which in
RPS pigs was longer (P<0.05) and heavier, whether full (P<0.001) or empty (P<0.05),
than in the CS group. Differences in the colonic compartment were also observed in
morphometric measurements. Crypt depth and the number of apoptotic cells per crypt
(0.62 vs 0.38; P<0.05) in the proximal colon were reduced in RPS pigs.

5.4. DISCUSSION

Starch is a substantial component of the human diet, representing >50% of the daily
energy intake in traditional agrarian cultures and as little as 25% in Westernized diets
(Baghurst et al, 1996). In the present study we used raw potato starch to evaluate the
long term effects of RS fermentation on the concentration and pattern of SCFA in the

hindgut of growing pigs, and the associated changes in the colon morphology and
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microbiota. The addition of RPS decreased significantly the digestion of starch in the
ileum, which represent an increase in the amount of starch entering the large bowel
daily (60 and 250 g kg™ total starch basis, or 86 vs 390 g day™'). In Western countries, it
has been estimated that the amount of resistant starch, as a potential substrate for
bacteria, may range between 8-40 g d', in comparison with the amount of NSP (8-18 g
d”") or oligosacharides (2-8 g d). Of the typical starchy foods, the highest RS
concentration is found in the legume grains (95-111 g kg™ total starch basis; Liljeberg,
2002), green bananas (527 g kg'; Langkilde et al, 2002) or commercially processed
potato products (48-59 g kg™'; Liljeberg, 2002). Among the cereal products, bread of
intact rye grains, barley flakes or semolina porridge are identified to have RS levels in
the higher range (45-60 g kg™'; Liljeberg, 2002). Slightly lower values are observed in
other cereal products (Englyst et al, 2003), such as breakfast cereals (33 g kg™, -
cornflakes, 49 g kg™"), bakery products and crackers (33 g kg™') and biscuits (32 g kg™).
It is generally accepted that as more starch is eaten, more enters the colon (Chapman
et al, 1985), and it is thought that ~10% of dietary starch may escape digestion in the
human small intestine (Cassand et al, 1997). In swine production, starch usually
represent more than 40% of the commercial diets. Most of these diets are finnely
ground and pelleted, and the starch contained is easily digested in the small intestine
of pigs. However, reductions on the enzymatic digestion of starch by coarse grinding of
cereals have been demonstrated in vitro (O'Dea et al, 1980) and in vivo trials (Bach

Knudsen and Jgrgensen, 2000).

Raw potato starch consumption increased significantly the fecal excretion of OM as
evidenced by the change in the whole tract digestibility of OM. The negligible excretion
of starch and the increased fecal excretion of protein (Table 2) and PB in the animals
fed on the RPS diet (Table 4) support a contribution by RS to fermentation and no a
direct fecal bulking effect of starch. In a previous study, we also observed that RPS
promoted a higher excretion of PB in feces, concomitantly with a higher excretion of N,
mostly from microbial origin (Martinez-Puig et al, 2003). Moreover, RS from raw potato
starch showed laxative properties as indicated by the higher excretion of sodium and
potassium in the RPS group. It is assumed that these electrolytes are the main cations
in feces, and the intestinal contents have an osmolarity of 300 mOsmol L-1, even when
diarrhea is present (Fine et al, 1993). It has been reported that RS has mildly laxative
properties, equivalent to the less effective forms of NSP, oligosaccharides or inulin
(Gibson & Roberfroid, 1995; Mortensen & Nielsen, 1995). In contrast to non-starch
polysaccharides (NSP), the mode of action of RS in the colon is fermentation, bacterial

growth and SCFA production; while NSP affect colonic function by fermentation and
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also through the water-holding capacity of unfermented polysaccharides structures
(Adiotomre et al, 1990). An increase in fecal excretion of NDF occurred when RPS was
added to the diet. Thus, it is possible that RS exerts a sparing effect on the cell wall
fibre in the colon, with bacteria fermenting RS in preference to NSP. Theoretically, the
increase in the LB digestion of carbohydrates may depend on the metabolic activity of
LB microflora as they adapt to the substrate. In fact, a certain adaptation of the
intestinal flora has been suggested for microorganisms that are efficient in fermenting
resitant starch (Le Blay et al, 1999), such as Clostridium sp., Eubacterium sp.,
Fusobacterium sp., or Butyrivibrio sp. (Topping & Clifton, 2001; Le Blay et al, 1999).
The results obtained with t-RFLP analyses showed that after the administration of RPS,
animals achieved a characteristic and homogeneous microbial phylogenetic profile,
with a higher number of bands. However, the absence of differences in total bacteria,
enterobacteria and lactobacilli populations indicate that, in these animals, both these
groups of bacteria were not affected by the administered diet. Diet could have modified
the ecology of gastrointestinal microbiota resulting in different patterns of bacteria that
are more susceptible to starch (Topping & Clifton, 2001; Le Blay et al, 1999), without
modifying the total bacteria inhabiting the upper gastrointestinal tract. In contrast, the
PB measurement showed a pronounced increased in the distal segments of RPS
animal. It is known that rapidly growing bacteria have several times the quantity of RNA
that quiescent cells have. The PB concentration probably reflects a higher active

bacterial growth in the intestine of animals fed on RPS.

Changes in the fermentation of carbohydrates promoted changes in the SCFA
concentration and pH in digesta. However, increased acidity was not necessarily
related to greater SCFA concentration. The effectiviness of using pH of the digesta as
an indicator of SCFA concentration is limited because the final pH will depend on the
pKa of the SCFA accumulating and on the relative rates of production, absorption and
utilization of the acids in the large bowel (Pluske et al, 1998). Consumption of RPS
increased significantly the butyrate molar proportion in the proximal colon digesta (0.11
vs 0.20) and slightly decreased in the distal colon and rectum. Fermentation of
resistant starch is known to produce high amounts of butyrate (Scheppach et al, 1988;
Phillips et al, 1995; Silvester et al, 1995). Thus, compartmental responses of butyrate
were in accordance with the fermentation of starch, as the main fractional
disappearance of starch was observed in the caecum and proximal colon. It is well
known that butyrate, which is the preferred fuel for colonocytes (Roediger, 1995), can
inhibit apoptosis of colon crypt cells in vivo (Mentschel & Claus, 2003; Claus et al,

2003). In the present experiment a simultaneous reduction in the crypt depth and the
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number of apoptosis per crypt was observed in the RPS group. Crypt depth is
considered to be a result of the balance between apoptosis and cell proliferation. Thus,
the reduced crypt depth observed in the animals fed on RPS in comparison with CS
could suggest that cell proliferation was increased in the CS group. Increases in
epithelial proliferation are known to be unspecific responses of damage to epithelial
cells (Lapre et al, 1993; Govers et al, 1993). A reduction in cytotoxicity as a result of
starch fermentation could be explained by increasing bulking of digesta, suppressing
the formation of secondary bile acids (Van Munster et al, 1994) or avoiding protein
fermentation which is known to produce toxic end-products such as ammonia (Lin HC
and Visek, 1991). This explanation could be supported by the lower fecal excretion of
magnesium observed in pigs fed RPS. Since epithelial cells contain relatively large
amounts of magnesium, a reduction in epithelial cell damage due to resistant starch
feeding could have reduced the excretion of endogenous sources of Mg in the faeces.
In fact, the whole-tract digestiblity of magnesium was 2-fold lower than ileal digestibility
in CS animals, which indicates a large bowel magnesium secretion. Previous studies of
Govers et al (1993) demonstrated the relation between cell damage, colonic

hyperproliferation and excretion of endogenous magnesium.

In conclusion, our results indicate that long term ingestion of resistant starch may
induce a pronounced adaptation of the digestive tract and microflora to starch
fermentation. Specifically, RS fermentation modified microbial phylogenetic profile,
increased butyrate production and reduced responses associated to cytotoxic damage

of the epithelial cells, for which health benefits are likely to be associated.
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CAPITULO 6

Consumption of Resistant Starch Decreases Lipogenesis in Adipose Tissues but

not in Muscular Tissues of Growing Pigs

Livestock Science (2006) 99: 237-247




ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of two different sources of starch on the
plasma glucose, acetate and insulin responses and peripheral lipogenesis in adipose
and skeletal muscle tissues. Eighteen male growing pigs were fed during 38 days, a
diet containing 250 g/kg native corn starch (CS; 26% amylose, 74% amylopectin) or
250 g/kg raw potato starch (RPS) as examples of digestible and resistant starch (type
II), respectively. In experiment 1, twelve pigs were euthanized and adipose and
muscular tissues were sampled for intramuscular lipid content and lipogenic enzymes
activities analyses. Lipogenic enzymes activities were significantly higher for CS than
RPS in adipose tissues but not in muscular tissues. No differences were also detected
on the lipid content of the muscles tested. In experiment 2, six growing pigs received a
primed constant infusion of 1-'*C acetate during 90 min 5 h after feeding, and a primed
constant infusion of 6,6-D? glucose during 7 h from 1 h before the meal ingestion. No
differences were observed between diets on peripheral acetate entry rate. Glucose
concentration, the rate of peripheral glucose appearance and insulin concentration
were quantitatively higher after the meal for CS than RPS diet. These data
demonstrate a major influence of dietary type of starch on lipogenesis as a result of

changes in glycemia and insulinemia in adipose but not in muscular tissues of growing

pigs.
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6.1. INTRODUCTION

Skeletal muscle triglyceride levels are considered of remarkable interest in pig
production as a factor contributing to the organoleptic properties of meat, such as
tenderness and flavor (Cannon et al, 1995). Intramuscular lipids in pigs mainly originate
from in situ lipogenesis, with little contribution from the liver, in contrast with other
species and humans (O’Hea and Leveille, 1969). Numerous studies demonstrate the
broad influence of swine genotype on lipogenesis, as reflect the comparison between
breeds, Iberian and Landrace pigs (Morales et al, 2002) or Meishan and Large White
pigs (Mourot and Kouba 1998). Roughly, it is known that modern genotypes selected
for growth rate and feed efficiency show a lower voluntary intake correlated with lower

whole body fat and muscle triglycerides content (Karlsson et al, 1993).

However, nutrition and endocrine status are considered main factors contributing to the
development of skeletal muscle and lipogenesis. Energy intake is considered to be the
major factor conditioning whole body lipogenesis. Thus, feed restriction is able to
modify morphological and biochemical characteristics of muscle and adipose tissue in
pigs, conducting to a reduction of muscle lipid concentration, as evidenced in the
longissimus muscle of pigs slaughtered at the same weight as their well nourished
counterparts (Candek-Potokar et al, 1999; Wood, 1990). On the other hand, the
macronutrients composition of the diet may also affect the development of adipose
tissue and lipogenesis. In particular, many studies in rodents have shown greater
stimulation of fatty acid synthesis by high-sugar than by high starch diets (Glinsmann et
al, 1986; Shillabeer et al, 1990). The difference is more pronounced with fat-free diets
and diminish with a rise in the percentage of energy from fat, which is known to
suppress de novo lipogenesis (Allee et al, 1972). These changes have been related to
differences in glucose flux or insulin metabolism between complex carbohydrates and
short chain sugar polymers. Starch may be absorbed more slowly than glucose, with
lower postprandial rises in insulin and glucose. Moreover, the bacterial fermentation of
resistant starches in the large intestine produces SCFA, which may also exert effects
on lipid and insulin metabolism (Nishina and Freedland 1990; Wolever et al, 1995).
However, few experiments have studied in swine the digestion of starch as a factor

conditioning the peripheral lipogenesis in skeletal muscle and adipose tissues.
In this work, we studied the influence of two different sources of starch, corn starch

(CS) and raw potato starch (RPS), on the plasma glucose and insulin responses, and

the peripheral acetate entry rate in growing pigs. We also evaluated the long term
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dietary effects of type of starch on the lipogenic enzyme activities, malic enzyme (ME),
glucose-6-phosphate-dehydrogenase (G6PDH) and acetyl-CoA carboxylase (ACX),
and lipid content in adipose tissue and skeletal muscle. A preliminary account of part of

the present study has been published (Martinez-Puig et al, 2003).

6.2. MATERIALS AND METHODS

The experiment was performed at the Experimental Unit of the Universitat Autobnoma
de Barcelona and received prior approval from the Animal Protocol Review Committee
of this institution and conformed with current European Union Regulations on Animal
Care for the care and use of animals for research. Purified starches (native corn starch,
CS, 26% amylose, 74% amylopectin; and raw potato starch, RPS, 20% amylose, 80%
amylopectin) were purchased from Cerestar |berica (Barcelona, Spain). As determined
by enzymatic analyses (Champ, 1992), CS contained 187 g/kg of resistant starch and
RPS 637 g/kg.

6.2.1. Experiment 1
6.2.1.1. Animals and diets

Twelve Landrace x Large White growing pigs averaging 18.4 + 1.0 kg (mean + SD) live

weight (LW) were purchased from La Balcona (Vic, Spain). On arrival, they were
housed individually, and administered a pre-experimental ground and solid diet mainly
composed of corn, soybean meal and fish meal. With an initial LW of 27.4 £ 1.3 kg,
pigs in each location were randomly divided into two groups and offered two
experimental ground diets, containing either 250 g/kg of CS or 250 g/kg of RPS. Diets
were formulated (Table 6.1.) according to nutrient requirements of NRC (1998), that is,
13.690 kJ ME/kg, 189.4 g CP/kg, 11 g lysine/kg, assuming a starch energy content of
16,720 kJ ME/kg. Diets were presented at a rate of 0.90 of the estimated weekly
voluntary intake (NRC, 1998) in two equal meals at 08:00 and 20:00h.

On day 38, from 2 to 3 h after feeding, the twelve remaining pigs were euthanized by
an endogenous Na-thiobarbital injection (200 mg/kg LW). Immediately, adipose and
muscular tissues were sampled for lipogenic enzyme activity analyses. Adipose tissue
samples were taken from subcutaneous backfat near the 15™-16" costal area,
intermuscular fat from the hindlimb region (between semitendinous and
semimembranous muscles) and abdominal fat from the mesenteric fat depot. Muscle
samples were taken from the longissimus dorsi, longissimus thoracis and the gluteus

medium muscles. All these samples were immediatelly frozen in liquid N, and stored at
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—80°C until analyses of lipogenic activity. Backfat was measured near the 15"-16"
costal area. Samples from 3 muscles, longissimus dorsi, longissimus thoracis and
gluteus medium, were also taken and freeze-dried for the analyses of intramuscular

lipid content.

Table 6.1. - Composition and analized nutrient content of the experimental diets’.

Diet CS RPS

Ingredients (g/kg)
Corn starch 250 -
Raw potato starch - 250
Ground barley 289 289
Soybean meal 325 325
Wheat mills 80 80
Tallow 21.6 21.6
DL-Methionine 1 1
Premix? 24.3 24.3
Cr,05° 1.5 1.5

Nutrient analysis (g/kg DM)
Crude protein 212.8 211.7
Crude fat 37.3 37.3
Crude fibre 50.7 49.9
Ash 57.0 59.2
Starch 392 398

Resistant starch 58.7 161.8

PNA' 171.1 173.6

1150 mg of Etoxiquin® as antioxidant and 500 mg de Luctamold® as fungicide per
kg of feed were added to both diets.

2 Premix provided the following per kg of diet: CaCOj3 12.3g, CaHPO4 9g, NaCl 2g,
vitamin A, 2,100 pg; vitamin D3, 45 pg; tocopherol, 10 mg; vitamin Kz, 1 mg;
thiamin, 1 mg; riboflavin, 4 mg; pyridoxine, 2 mg; cyanocobalamin, 20 ng; biotin, 10
ug; niacin, 18 mg; Ca-d-pantothenic acid, 10 mg; choline, 175 mg. Minerals: Fe, 80
mg; Zn, 110 mg; Cu, 90 mg; Mn, 50 mg; Co, 0.1 mg; |, 1 mg; Se, 0.2 mg.

%, Analytical (Carlo Erba®, Milan, Italy)

6.2.1.2. Analytical procedures

Lipogenic enzyme activities of subcutaneous, abdominal, inter- and intramuscular
adipose tissues were determined as follows: weighted quantities of adipose tissue or
muscle were homogenised in 0.25 M sucrose buffer and centrifuged at 30,000 x g for
40 min. Supernatants were analysed for ME (EC 1.1.1.40) and G6PDH (EC 1.1.1.49)
using a modification (Gandemer et al, 1983) of the methods of Fitch et al (1959) and
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Hsu and Lardy (1969), respectively. NADPH formation was measured at 37°C by
absorbance at 340 nm. Soluble proteins in adipose tissue supernatants were
determined using the bicinchoninic acid protein assay (BCA Protein Assay Kit,
PIERCE, Rockford, IL). The ME and G6PDH activities were expressed in [Jmol of
NADPH produced per min per gram of muscular tissue or per gram of supernatant
protein from adipose tissue. Acetyl-CoA-carboxylase (ACX) (EC 6.4.1.2) activity was
assayed by the H'*CO5" fixation method (Chang et al, 1967; Chakrabarty and Leveille,
1968; 1969). Muscle and adipose tissue lipid content was extracted following the

Soxhlet procedure.

6.2.2. Experiment 2
6.2.2.1. Animals and diets

Six Landrace x Large White growing pigs were purchased from the same origin than

Experiment 1. The animals averaging 29.0 £ 0.73 kg (mean + SD) live weight (LW)
were housed individually, and administered the two experimental ground diets (ie. three
animals in each diet), containing either 250 g/kg of CS or 250 g/kg of RPS (Experiment
1). In order to avoid the animal variability on the voluntary intake, diets were presented
at a rate of 0.90 of the estimated weekly voluntary intake (NRC, 1998) in two equal
meals at 08:00 and 20:00h.

After 28 days of eating the experimental diet (average weight of 48.13 £ 1.15 kg), the
animals underwent general anesthesia (O,, NO,, halothane) and were fitted with
polyvinyl catheters (1.3mm ID, 2.3mm OD, Braun, Barcelona, Spain) in the saphenous
vein and phemoral artery. After surgery the animals were allocated in metabolic cages
the experimental diets. A high variability was observed on the voluntary intake among
animals and throrough the postsurgery period. Then we decided to fix the amount of
feed offered to 1.1 kg/day of the diet in three equal meals at 07:00, 15:00 and 23:00h.
After a seven days recovery period, pigs ate the daily offered diet and showed normal

stools.

6.2.2.2. Tracer infusions

Tracer infusions were performed on day 8 with animals following the same feeding
pattern (07:00, 15:00 and 23:00h ; 1.1 kg/day). [1-"*C] acetate and [6,6-D?] glucose
(99% enrichment) were purchased from Isomed (Barcelona, Spain). The influents were
stored at 4°C for 24h before administration. Between 12:00h and 13:30h PM, the
animals received a primed (70 pumol - kg™ ) constant rate (1.94 pmol - kg” - min™,

90min) intravenous infusion of [1-'*C] acetate. Blood samples were obtained at the
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beginning exactly of the bolus injector (at 0 min) and thereafter every 15 min up to the
end of the infusion. At 14:00h PM, 60 min prior to the meal, the animals received a
primed (8.1 umol/kg LW) constant intravenous infusion of D%-glucose at a rate of 0.48
pumol - kg™ - min™ since 21:00h PM. Blood samples were obtained from the phemoral
artery at the beginning exactly of the bolus injector and at 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
180, 240 and 360 min after meal consumption for analyses of plasma glucose and
insulin concentration, and D,-glucose enrichment. Blood was collected in heparinized
tubes (Terumo, Barcelona, Spain) and centrifuged (9,000 x g for 10 min at 4°C).

Plasma was isolated and kept at —80°C until analyses.

6.2.2.3. Analytical procedures and calculations

6.2.2.3.1. Glucose and acetate analyses

Plasma glucose concentration was determined enzymatically following the
manufacturer’s recomendations (Glucoquant; Roche Molecular Biochemicals). The
pentaacetate derivative of glucose was prepared as previously described (Sunehag et
al, 1996). The (M+2) isotopomers of glucose were analysed by gas-chromatography /
mass-spectrofotometry (GCMS; HP 6890/5973 (Palo Alto, CA); GC column DB1, 30 m
x 0.25 mm x 0.25 ym) using the electron impact mode. The ions monitored were 242,
representing unlabeled glucose, 243, and 244 representing fragments derived from
[6,6-D,] glucose. Plasma insulin was analysed using commercially available ELISA kit

(Mercodia Insulin ELISA, Uppsala, Sweden).

Plasma acetate enrichment was measured following the published method of Pouteau
et al (Pouteau et al, 1998). Briefly, an internal standard (24 pL [Ds]acetate, 2.35 mmol -
L") was added to 500 pL of plasma sample in order to measure plasma acetate
concentration. Plasma samples were deproteinized with 20 mg of sulfosalicylic acid
(Sigma, St Quentin Fallavier, France) and centrifuged at 2200 x g for 30 min. Three mL
of diethylic ether (Flucka Chemika, Bushs, Switzerland) were added into the
supernatants for acetate extraction. The samples were vortexed and centrifuged for 15
min at 1200 x g and 8 pl of tert-butyldimethylsilyl (TBDMS) imidazole (Flucka, Chemika,
Bushs, Switzerland) were added to the separated organic phase. The TBDMS-
derivatives were heated at 60°C for 30 min, then cooled and evaporated to 500 uL. The
(M+1) and (M+3) isotopomers of acetate were analysed by GCMS (HP 5890/59712
(Palo Alto, CA); GC column DB1, (J/W Scientific, Folsom, CA) 30 m x 0.25 mm x 0.25
Mm) using electron impact ionisation with an electron energy of 70 eV. In order to
measure acetate enrichment and concentration, single ion monitoring was carried out
on the fragment ions at m/z 117, 118, 120 corresponding to M-(C-(CHjs)3) or (M-57).
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Calibration curve for isotopic enrichments was prepared in the range of 0% to 20% for
[1-"3CJacetate. Concentration calibration was obtained from basal to 390 pymol/L of

acetate.

6.2.2.3.2. Rate of glucose appearance in the systemic pool

The isotopic abundance of the samples was expressed in M+2 isotopomer % (Mol
Percent MP). The MP of infused and plasma glucose was transformed into mol percent
excess (MPE) by the following formula: MPE = MPs — MPb, where MPs is the MP of
the studied sample and MPb is the MP of the sample obtained immediately before the
bolus injection. The rate of glucose appearance (Imol - kg - min™) was calculated
from the M+2 enrichment of plasma glucose according to the equation of Steele (1959)
as modified by De Bodo et al (1963) for a non-steady state:

_FVp[(Gi+G2)/2]-[(MPE2 MPE2) / (t2 ta)]
- (MPE2 MPEy) / 2

Ra

where F is the infusion rate of tracer D, glucose (umol - kg™ min”), MPE, and MPE,
are M+2 % enrichment values of plasma glucose, respectively, at time t; and t, (min)
and G4 and G, (mol) are the plasma glucose concentration, respectively, at times t; and
to. The distribution volume (V) was assumed to be 0.2 L/kg and a pool fraction value (p)
of 0.65 was chosen for the study (Mduller et al, 1984).

6.2.2.3.3. Rate of acetate appearance in the systemic pool

During the period after 180 min of acetate infusion, approximate steady state (defined
by a CV of < 10% with a slope not different from 0) was achieved for plasma
concentration (CV=9.1%) and isotopic enrichment of acetate (CV=6.3%) (steady state
measurement period). The rates of total appearance of acetate were calculated
according to the equations described in steady-state conditions (Pouteau et al, 1998).
Area under the curve (AUC) for a 240 min postpandrial period was calculated for each

plasma index according to the trapezoidal method.

6.2.3. Statistical analysis

Data of muscle and adipose tissue were subjected to ANOVA according to the general
linear model (GLM) procedure of SAS (1996). Repeated measures analyses of
variance with time and treatment as the within-subject factor was used to analyse
plasma glucose, insulin and glucose rate of appearance using the model MIXED-type
TOEP of SAS (1996), and LSMEANS follow-up test was used for comparisons of

means. A two-tailed P-value of < 0.05 was considered significant.
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6.3. RESULTS

6.3.1. Experiment 1

Lipogenesis in pigs were measured through the measurement of fatty contents in
tissues (backfat thickness or lipid content in muscles) and lipogenic enzymes activities
as measured in vitro. Backfat thickness (Table 6.2.) tended to be greater in pigs fed CS
than RPS (10 vs 8.2 mm; P<0.06). However, the lipid content in muscles (Table 6.3.)
was not significantly different between diets. Lipogenic enzyme activities showed
significant differences between diets for adipose but not for muscular tissue. The ACX
activity (nmol HCO5; - min™ - g protein) was higher for CS than RPS in abdominal
adipose tissue (0.16 vs 0.06 P<0.05). Average ACX values (hmol HCO3 - min” - g
protein) were 0.60 for longissimus thoracis, 0.48 for gluteus medium and 0.20 for
longissimus dorsi. Malic enzyme (ME; pmol NADPH min™ - g™ protein) activity was
higher for CS than RPS in subcutaneous adipose tissue (3.88 vs 2.61; P<0.01) and
abdominal adipose tissue (4.04 vs 1.88 P<0.05). Average ME values (umol NADPH
min” - g' FM) were 2.75 for longissimus thoracis, 2.24 for gluteus medium and 1.44 for
longissimus dorsi. The G6PDH activity (umol NADPH min™ - g™ protein) was higher for
CS than RPS in subcutaneous adipose tissue (1.59 vs 0.90, P<0.01) and abdominal
adipose tissue (1.70 vs 0.87 P<0.05), respectively. Average G6PDH values (umol
NADPH min™ - g”' FM) were 0.36 for longissimus thoracis, 0.22 for gluteus medium and

0.15 for longissimus dorsi.
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Table 6.2. - Backfat thickness (mm) and activity of acetyl-CoA carboxylase (ACX),
malic enzyme (ME) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) determined in
the adipose tissue (subcutaneous, intermuscular and abdominal) of growing pigs fed
diets containing 250 g/kg of corn starch (Diet CS) or 250 g/kg raw potato starch (Diet
RPS)." 2 (Experiment 1)

CS RPS SE Probability

Backfat thickness (mm) 100 82 6,169 N.S. (0,06)

ACX (nmol HCO3 - min™ - g™ protein)

Subcutaneous 0,12 0,08 0,026 N.S.
Intermuscular 0,05 0,02 0,013 N.S.
Abdominal 0,16 0,06 0,022 <0,05

ME (umol NADPH min™ g”'protein)

Subcutaneous 3,88 2,61 0,277 <0,01
Intermuscular 1,06 0,77 0,144 N.S.
Abdominal 4,04 1,88 0,548 <0,05

G6PDH pmol NADPH min™" g”'protein)

Subcutaneous 1,59 0,90 0,124 <0,01
Intermuscular 0,43 0,34 0,064 N.S.
Abdominal 1,70 0,87 0,241 <0,05

"Values are means, n=3.
2 Probability; N.S. (P > 0.05).
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Table 6.3. - Intramuscular fat content (g/kg DM) and activity of acetyl-CoA carboxylase
(ACX), malic enzyme (ME) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH)
determined in muscle tissues (longissimus thoracis, gluteus medium and longissimus
dorsi) of growing pigs fed diets containing 250 g/kg of corn starch (Diet CS) or 250 g/kg
raw potato starch (Diet RPS)."? (Experiment 1)

CS RPS SEM Probability
Intramuscular fat (g/kg DM)
Longissimus thoracis 197,95 160,75 27,99 N.S.
Gluteus medium 76,07 57,23 6,73 N.S.
Longissimus dorsi 68,13 67,82 12,54 N.S.

ACX (nmol HCO3 - min™ - g™ protein)

Longissimus thoracis 0,66 0,53 0,090 N.S.
Gluteus medium 0,54 0,42 0,079 N.S.
Longissimus dorsi 0,21 0,19 0,036 N.S.

ME (umol NADPH min™ g”'FM)

Longissimus thoracis 2,73 2,77 0,205 N.S.
Gluteus medium 2,38 2,10 0,210 N.S.
Longissimus dorsi 1,43 1,46 0,205 N.S.

G6PDH (umol NADPH min™ g'FM)

Longissimus thoracis 0,40 0,32 0,090 N.S.
Gluteus medium 0,28 0,17 0,089 N.S.
Longissimus dorsi 0,14 0,17 0,046 N.S.

"Values are means, n=3.
2 Probability; N.S. (P > 0.05).

6.3.2. Experiment 2

6.3.2.1. Peripheral glucose responses

Basal arterial plasma glucose concentration was not different between the pigs fed CS
(4.82 = 0.09 mmol/L) and RPS (4.88 + 0.12 mmol/L). Glucose concentration (Figure
6.1., A) increased immediately after the meal and reached a maximum increment in
pigs fed CS (0.769 mmol/L) after 30 min and in pigs fed RPS (0.852 mmol/L) after 15
min. A double peak pattern was observed for both diets, showing an earlier second
peak for diet RPS (45 min; 0.51 + 0.218 mmol/L) than CS (90 min; 0.41 + 0.353
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mmol/L). The AUC of glucose concentration increments (Table 6.4.) was 125 + 39.3
and 61 + 17.8 mmol - L™ for pigs fed CS and RPS respectively. Rate of peripheral
glucose appearance, before the CS and RPS meal, was 61.2 + 8.44 and 61.9 + 12.26
umol - kg” - min™, respectively (P > 0.05). Glucose appearance (Figure 6.1., B)
increased immediately after the meal and reached maximum increments after 60 min
for animals fed on CS diet (131 + 67.0 umol - kg™ - min”) and RPS diet (90  20.9

- minT") (P > 0.05). From these values glucose appearance decreased

umol - kg
progressively and reached values not significant different of basal values at 270 min for
CS and 150 min for RPS. As calculated by the AUC, the cumulated amount of glucose
appearing at the peripheral level for a pospandrial period of 240 min (Table 6.4.) was

21.9 + 5.24 mmol - kg™ for CS and 12.9 + 2.78 mmol - kg™ for RPS (P>0.05).

Table 6.4. - Area under the curve (AUC) and maximum concentration increments (MCI)
of the glucose, rate of glucose appearance and insulin in plasma after a meal of diets
containing 250 g/kg of corn starch (diet CS) or 250 g/kg of raw potato starch (diet
RPS). "2 (Experiment 2)

Glucose Rate of glucose appearance Insulin
AUC MCI AUC MCI AUC MCI
mmol / L umol - kg™ - min™ Times basal level
Cs 125.0 0.77 21945 131.7 383.8 418
RPS 61.4 0.85 12921 90.1 167.8 3.89
SEM 30.38 0.297 5089.6 34.73 122.81 1.97
Probability N.S. N.S. N.S. N.S. (0.09) N.S. N.S.

"Values are means, n=3.
2 Probability; N.S. (P > 0.05).
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Figure 6.1. - Plasma glucose (A) and rate of glucose appearance (B) increments in the
systemic pool after a meal of diets containing 250 g/kg of corn starch (diet CS, square
symbols) or 250 g/kg of raw potato starch (diet RPS, circle symbols). Values are
means + SEM, n=3.* Different from CS, P < 0.05. (Experiment 2)
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6.3.2.2. Peripheral insulin responses

Arterial plasma insulin concentration was 49.8 + 13.46 uU - mL™" and 84.6 + 29.06 uU -
mL™ before the CS and RPS meal, respectively (P > 0.05). As a high variability was
observed among animals (CV, 39.91 pU - mL™), insulin postpandrial responses (Figure
6.2.) were expressed for each animal as related to the basal insulin concentration
(times x basal concentration). Maximum increments over basal state were obtained 30
min after the beginning of the meal for CS (4.2 £ 1.67) and 15 min for RPS (3.9 + 1.23).
Although not significantly differences were observed, AUC of insulin (Table 6.4.) was
higher for CS (383.8 + 170.52 times basal level) than RPS (167.8 £ 32.95 times basal

level).

Figure 6.2. - Plasma insulin increments in arterial plasma after a meal of diets
containing 250 g/kg of corn starch (diet CS, square symbols) or 250 g/kg of raw potato

starch (diet RPS, circle symbols). Values are means + SEM, n=3. (Experiment 2).
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6.3.2.3. Peripheral acetate responses

Arterial plasma acetate concentration (Table 6.5.) showed remarkable constant values
between 5 and 6.5 h pospandrial, showing an average value of 259.0 £ 15.15 [Umol/L
for CS and 312.3 + 70.53 [Umol/L for RPS diet (P > 0.05). No significant differences
were observed between diets for the isotopic enrichment of acetate through the
measurement period, accounting for a rate of appearance of 29.5 + 2.05 and 25.3 %

3.94 pmol - kg™ - min™ for pigs fed CS and RPS, respectively.
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Table 6.5. - Concentration, isotopic enrichment (MPE) and rate of appearance of
acetate in the systemic pool after a meal of diets containing 250 g/kg of corn starch
(diet CS) or 250 g/kg of raw potato starch (diet RPS). " ? (Experiment 2)

Plasma concentration Enrichment (MPE) Rate of appearance

1

umol / L % umol - kg™ - min”
CS 259.0 6.1 29.5
RPS 312.3 74 25.3
SEM 76.26 1.39 4.53
Probability N.S. N.S. N.S.

"Values are means, n=3.
2 Probability; N.S. (P > 0.05).

6.4. DISCUSSION

Among the different types of starch, raw potato starch is known to be poorly gelatinised
and hydrolysed slowly by a-amylases. In the present study, ileal digestibility of starch
(Experiment 1) was 96.9% for CS diet and 75.6% for RPS diet (Martinez-Puig et al,
2003), which reflect an increased amount of starch entering the large bowel of animals

fed on RPS and becoming an available source for the colonic microflora.

Tracer infusion and blood sampling (Experiment 2) were proceeded to evaluate rates
of appearance of glucose and SCFA in the systemic pool during periods including
basal state and postpandrial period. As expected the basal state or late postpandrial
period showed the lowest concentration of glucose and insulin, in ranges comparables
with other authors (Noah et al, 2000). After the initiate of the meal, glucose absorption
generated the rapid and familiar prandial blood glucose curve. Generally, blood
glucose concentration increases up to a maximum, reached within 30-60 min, from
which it falls with a second, smaller peak, often obscured by fusion with the down limb
of the first surge of glucose (Zierler, 1999). In the present experiment, the areas under
glucose concentration, rate of systemic appearance and insulin concentration curves
were quantitatively higher in animals receiving diets CS than RPS. These results were
consistent with a higher small intestine digestibility of starch observed in animals fed
diet CS than RPS.
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Glucose is the main carbohydrate absorbed, but other nutrients, such as SCFA from
gut fermentation, also supply energy (Yen et al, 1991). In the present experiment we
estimated an average rate of appearance of acetate in the systemic pool of 27.3 [’mol -
kg
by Riis & Grummer (1969) and Freeman et al, (1970) for fed pigs of 60 kg LW, but

significantly higher than the 4.6 umol - kg™ - min™' estimated recently in healthy humans

' min™. This value is lower than values (71 umol - kg™ - min™) referred previously

(Piloquet et al, 2003). The whole-body turnover of SCFA is known composed of an
endogenous peripheral turnover and an exogenous production that depends on dietary
intake of non-digestible carbohydrates. The higher values observed in pigs as
compared to humans should reflect the higher intake of non-starch polysaccharides
and resistant starch. Significant larger amounts of organic matter and starch were
fermented in the large bowel of pigs fed on RPS than CS diet, associated with
significant increases of SCFA concentration in colonic digesta (Martinez-Puig et al,
2003). However, these changes on SCFA concentration were associated with
significant increases of propionate and butyrate and a simultaneous decrease of
acetate concentration. These results could explain why we were not able to evidence
differences on the acetate concentration or turnover rate between diets. Recent studies
with catheterised pigs have shown that the concentration of butyrate and propionate
(Bach Knudsen et al, 2003) in the portal vein may be also strongly influenced by the
production rates in the large intestine. Unfortunately, we did not measured the rate of
peripheral appearance of propionate or butyrate, which resulted in animal fed on RPS

the most responsive SCFA to RS fermentation.

Net positive energy balances in growing pigs are mainly expressed as significant
increases on fat and protein deposition, and temporally depots of carbohydrates. It is
known that exposure to insulin, which dominates the prandrial and immediate
postprandrial period, encourages storage of carbohydrates and fat, while exposure to
growth hormone plus insulin in the delayed postprandrial period encourages protein

synthesis (Newsholme and Dimitriadis, 2001).

Thus, pigs fed on CS showed a greater backfat thickness and higher ACX, ME and
G6PDH in subcutaneous, intermuscular and abdominal adipose tissues. This is an
evidence for a regulation of pig lipogenesis by a variation in the type and not the
amount of starch in the diet. Earlier studies performed in rats demonstrated an
increment on the adipose tissue lipogenesis associated at the glycemic index of the
starch (Kabir et al, 1998a) and the amylose-amylopectin starch content (Kabir et al,

1998b). The increased lipogenic enzyme acivity in adipose tissue is known to occur via
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an increased gene transcription regulated by glycemia (Towle et al, 1997) and
potentiated by insulin (Girard et al, 1997). The association between
glycemial/insulinemia and lipogenesis has also been demonstrated previously for
resistant starch which in rats may reduce postpandrial insulinemia and fatty acid
synthase activity by 20% (Takase et al, 1994; Morand et al, 1994). Moreover, despite
SCFA released from hindgut fermentation are known to contribute significantly to the
energy absorbed, metabolizable energy value for resistant starch is estimated to be

only half value of digested starch absorbed as glucose (Mathers, 1991).

The different lipogenic enzyme activities in adipose tissues between diets were not
simultaneous to muscular tissue responses. This could be determined by the restricted
feed intake which could impair lipogenesis in muscular tissues in both treatments.
Nevertheless it could be argued the existence of differences between intramuscular
and extramuscular fat depots in the mechanisms that regulates the expression of
lipogenic enzymes by carbohydrate. D-glucose is recognized the transport form of
carbohydrate and an important fuel for stocking metabolic engines in all mammalian
cells. However, it is not the major fuel for either the beating heart (Bing et al, 1954) or
skeletal muscle at rest (Andres et al, 1956); free fatty acids are. Moreover, differences
on the intermediate transcriptional metabolism have been evidenced between adipose
and muscular tissues. The activity of G6PDH in 60 kg LW pigs is considered negligible
compared to that of the malic enzyme in muscle (1:10), whereas equivalent values
have been referred in external and intermuscular fat tissues (Mourot and Kouba, 1998).
Supply of NADPH in muscle is mostly provided by the malic enzyme activity and not by
the pentose phosphate way; which could explain why muscle appeared less sensitive

than adipose tissue to variations on the peripheral glucose.

Present results are an evidence of a major influence of dietary type of starch on
adipose tissue lipogenesis, but not in muscular tissue. However, we were not able to
determine specific nutrient influences, either from glucose or SCFA, on lipogenesis,
due to the difficulty of separating metabolizable energy intake and nutrients absorbed.
Further studies considering the influence of dietary starch on lipogenesis should be

evaluated in swine considering ad libitum conditions.
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CAPITULO 7

ANEXO I: Evolucion del peso vivo y contenido de grasa intramuscular de cerdos
alimentados con dietas de almidén de maiz y almidon crudo de patata durante

los periodos de crecimiento y acabado




7.1. INTRODUCCION

En la primera prueba experimental se observd que el almidén crudo de patata (ACP)
era parcialmente resistente a la digestién enzimatica en intestino delgado de cerdos en
crecimiento y en consecuencia, en la segunda prueba experimental se determiné que
su inclusién en la dieta producia una glicémia posprandial inferior a la obtenida con la
dieta de almidén de maiz (AM). También se observé que las diferencias en los flujos
de glucosa a la circulacion periférica, promovidas por las dietas experimentales,
repercutian en la actividad enzimatica de los enzimas lipogénicos de los diferentes
depositos grasos: subcutaneo, intermuscular y abdominal. Sin embargo no se
detectaron diferencias en la actividad lipogenica de los diferentes tejidos musculares
analizados (longissimus dorsi, longissimus thoracis y gluteus medium). En la primera
prueba experimental los animales estuvieron sometidos a un régimen de alimentacion
restringido y se sacrificaron con aproximadamente tres meses y medio de edad. Por
este motivo, no se pudo discernir si la diferente respuesta observada entre los tejidos
grasos y musculares respondia a diferentes mecanismos de control de la lipogénesis
entre tejidos, o simplemente era resultado del disefio experimental. En este sentido
cabe destacar que la actividad lipogénica en los tejidos musculares presenta su mayor
ritmo de crecimiento a partir de los 4 meses de edad (Mourot y Kouba, 1999) y los
animales se sacrificaron antes, de tal forma que no se pudo estudiar el impacto de las
dietas cuando la actividad lipogenica presenta su mayor actividad, lo cual podria haber
condicionado los resultados obtenidos. Con el fin de clarificar cual es el impacto de la
inclusidn dietética de almidon resistente sobre la lipogénesis en tejidos musculares, se
disefd una tercera prueba en que los animales fueron alimentados ad libitum y no se
sacrificaron hasta los cinco meses de edad. Sin embargo, en este experimento no se
pudieron analizar las actividades enzimaticas de los enzimas lipogénicos en los tejidos
grasos y musculares, debido a una interrupcién accidental en la cadena de frio de
conservacion de las muestras. Por este motivo en el presente anexo solamente se
describen los resultados de la evolucién del peso vivo de los animales y el contenido

en grasa de los tejidos musculares.
7.2. MATERIAL Y METODOS
La prueba experimental se llevd a cabo en las Granjas Experimentales de la

Universidad Auténoma de Barcelona después de recibir aprobacion por parte del

Comité de Experimentacion Animal de la institucién de acuerdo con la legislacion
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vigente sobre el uso y cuidado de animales para la investigacion (European Union

Regulations on Animal Care).

7.2.1. Animales y dietas

Se utilizaron dieciseis cerdos (Landrace x Large White) de 20.69 + 0.68 kg de PV. Al
llegar a la granja experimental se halojaron individualmente y se dividieron
aleatoriamente en dos grupos alimentados con dos dietas diferentes, una de ellas
contenia 250 g/kg de AM y la otra 250 g/kg de ACP. Ambas dietas (tabla 1) se
formularon de acuerdo con las recomendaciones del (NRC, 1998), que son 13972 kJ
EM/kg, 165.4 g PB/kg y 10.8 g lisina/kg, assumiendo un contenido energético del
almidéon de 16720kd EM/kg. Enzimaticamente (Champ, 1992) se determiné que el AM
contenia 187g/kg de almidon resistente y el ACP 637 g/kg. Después de 8 semanas y
con un peso vivo de 61.2 + 1.12 kg de PV las dietas fueron adaptadas a los
requerimentos nutreicos de los animales (dieta de acabado: 13972 kJ EM/kg, 146.7 g
PB, 9.5 g lisina/kg) y la cantidad de almidon se increment6 a 350 g/kg de AM y 350
g/kg de ACP. Las dietas fueron ofrecidas ad libitum durante todo el periodo
experimental que fue de 8 semanas consumiendo la dieta de crecimiento y 6 semanas

consumiendo la dieta de acabado.

7.2.2. Procedimientos experimentales

Se regqistré el peso de los animales al principio del experimento (dia 0), al final de la
fase de crecimiento (dia 55) y al final de la fase de acabado (dia 97), durante la cual
también se registré el consumo de pienso. El dia 97, todos los animales fueron
eutanasiados con una inyeccion intravenosa de pentobarbital sédico (200 mg/kg PV).
Immediatamente se tomaron muestras de los musculos longissimus dorsi y
longissimus thoracis y se congelaron a -18°C. Posteriormente las muestras se

liofilizaron para determinar su contenido en grasa intramuscular.

7.2.3. Procedimientos analiticos

El andlisis quimico de las dietas se llevo a cabo siguiendo los métodos descritos por el
AOAC (1995) para las cenizas y proteina bruta. La fibra neutro detergente (FND) se
analizé segun el método de Goering y Van Soest (1970), y el almidén segun la técnica
descrita por Theander (1991). El contenido lipidico de los tejidos musculares se
analizé segun el método AOAC (1995) utilizando el procedimiento de extraccion
Soxhlet.
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Tabla 7.1. - Composicion y analisis de nutrientes de los piensos experimentales
ofrecidos a los cerdos entre 21 y 61 kg de PV (Crecimiento) y entre 61 y 94 kg de PV
(Acabado)

Crecimiento Acabado
Piensos AM ACP AM ACP
Ingredientes (g kg™)
Almidén de maiz 250 - 350 -
Almidon crudo de patata - 250 - 350
Cebada 451 451 389 389
Harina de soja 199 199 215 215
Harina de soja extrusionada 66 66 14 14
Fosfato dicélcico 15 15 10 10
Carbonato calcico 6.7 6.7 9.8 9.8
Salt 5 5 5 5
L-Lisina 2 2 1.8 1.8
DL-Metionina 1.2 1.2 1.2 1.2
L-Treonina 0.9 0.9 1 1
Premix* 2 2 2 2
Cr04' 1.5 1.5 1.5 1.5
Andlisis de nutrientes (g kg”' MS)
Proteina Bruta 167.8 165.1 148.9 144 .1
Cenizas 78.2 70.4 62.1 63.8
Almidon 447.0 453.8 572.4 589.7
FND 222.3 219.0 194.0 191.2

*Premix (contiene por kg de pienso): CaCO; 12.3g, CaHPO, 9g, NaCl 2g, vitamina A,
2,100 pg; vitamina D3, 45 pg; tocoferol, 10 mg; vitamina K;, 1 mg; tiamina, 1 mg;
riboflavina, 4 mg; piridoxina, 2 mg; cianocobalamina, 20 ng; biotina, 10 pg; niacina, 18
mg; Ca-d-pantothenic acid, 10 mg; colina, 175 mg. Minerales: Fe, 80 mg; Zn, 110 mg;
Cu, 90 mg; Mn, 50 mg; Co, 0.1 mg; I, 1 mg; Se, 0.2 mg.

150 mg de Etoxiquin® como antioxidante y 500 mg de Luctamold® como fungicidea
se afiadieron a las 2 dietas por kg de pienso.

T Carlo Erba®, Milan, Italy.

7.3. RESULTADOS Y DISCUSION

No se detectaron diferencias entre tratamientos en la evolucion del peso vivo durante
los periodos de engorde y acabado (tabla 2). Sin embargo, en la fase de acabado el
consumo de pienso fue numéricamente superior en el tratamiento de patata (4.0 kg/d)

respecto al de maiz (3.7 kg/d), aunque las diferencias no alcanzaron significacion
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estadistica. Probablemente el numero de animales utilizado en esta prueba (n=8) sea
insuficiente para detectar variaciones en parametros que presentan una elevada
variabilidad asociada, como es el caso del peso corporal o el consumo de pienso.

Es necesario resaltar que los consumos de pienso obtenidos son anormalmente altos
en comparaciéon con los datos registrados habitualmente con animales de lineas
genéticas similares a la misma edad (entorno a 2.5 - 2.7 kg/d). Esto indica, que en
nuestra granja experimental, probablemente los animales tiraron una cantidad
importante de pienso que no fue contabilizado. Sin embargo, si asumimos que las
perdidas de pienso fueron homogéneas entre grupos experimentales, la comparacion

entre tratamientos podria seguir siendo valida.

Tabla 7.2. - Evolucién del peso vivo (kg) durante las fases de engorde y acabado de
cerdos alimentados con dietas que contenian almidén de maiz (AM) o almidén crudo
de patata (ACP).*

AM ACP SEM Probabilidad
Peso vivo (kg)
Peso inicial (dia0) 21,31 20,07 1,014 N.S.
Fase crecimiento (dia55) 6181 60,69 1,701 N.S.
Fase acabado (dia 97) 93,00 92,28 1,27 N.S.

* Los valores son medias (n=8)
NS, P >0.05

En la tabla 3 se presentan los resultados del contenido de grasa intramuscular de los
musculos longissimus dorsi y longissimus thoracis. En ambos musculos se observa
que el contenido de grasa es superior en los cerdos alimentados con la dieta de AM
respecto a los alimentados con la dieta ACP, aunque las diferencias solo alcanzan
significacion estadistica en el caso del longissimus dorsi, ya que en el longissimus
thoracis la variablilidad de los resultados es superior. Las diferencias observadas entre
tratamientos en el contenido de grasa intramuscular parecen reflejar que las
diferencias en la glicemia promovidas por la administracion de diferentes tipos de
almidon (descritas en el segundo experimento y revisadas anteriormente por Higgins,
2004), también repercuten sobre la lipogénesis en los tejidos musculares. Con estos
resultados seria razonable esperar que en caso de haber podido determinar las

actividades de los enzimas lipogénicos en los tejidos musculares, se habria detectado
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mayor actividad en los procedentes de animales alimentados con la dieta AM que con
la dieta ACP. Por lo tanto, estos resultados parecen indicar que la falta de diferencias
en la actividad lipogénica de los tejidos musculares observada en la primera prueba
experimental podria responder a las caracteristicas del disefio del estudio (insuficiente
edad del sacrificio, régimen de alimentacién restringido), y no a diferentes mecanismos

de regulacion entre tejidos musculares y adiposos.

Tabla 3. Contenido en grasa intramuscular (g/kg MS) determinado en los tejidos
musculares (longissimus dorsi y longissimus thoracis) de cerdos alimentados con

dietas que contenian almidén de maiz (AM) o almidén crudo de patata (ACP).

AM ACP SEM Probabilidad
Grasaintramuscular (g/kg DM)
Longissimus thoracis 92,00 89,71 11,491 N.S.
Longissimus dorsi 62,70 44,00 5,622 <0,05

* Los valores son medias (n=8)
NS, P >0.05
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CAPITULO 8

DISCUSION GENERAL




El almidén constituye la principal fuente de energia en las dietas de los animales
monogastricos y es también importante en el caso del hombre. Sin embargo, hasta la
pasada década no se rebatieron dos asunciones generales relativas a su digestion que
hoy se consideran erréneas. La primera de ellas es que el almidén, debido a su
elevado peso molecular, se hidroliza y absorbe mas lentamente que los azucares
simples o disacaridos. Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado que es la
forma fisica y procesado del alimento, y no el grado de polimerizacion, el principal
determinante del ritmo de digestion de almidones y azucares (Wong y O'Dea, 1983;
Englyst et al, 1996). La segunda asunciéon corregida es que el almidon es
completamente hidrolizado y absorbido en intestino delgado. Actualmente se conoce
que el grado de digestion del almidon en intestino delgado es variable y que
dependiendo de su forma fisica y procesado, parte del almidén escapa a la digestion
en intestino delgado y entra a intestino grueso donde puede ser fermentado. En 1992
Asp definié el concepto de almidén resistente como la suma del almidén y los
productos de su degradacidn que escapan a la digestion enzimatica en intestino

delgado.

El ritmo y extension de la digestion enzimatica del almidon en intestino delgado, no tan
solo determina la cantidad de glucosa absorbida y por lo tanto, la energia disponible
de oxidacion o sintesis para el crecimiento y deposicion de tejido graso; sino que
también condiciona la cantidad de materia organica que alcanza el tracto digestivo
posterior y es substrato para la fermentacién microbiana. A su vez, las caracteristicas
de la fermentacién en intestino grueso tienen consecuencias tanto sobre el balance
energético general del animal, como sobre la salud intestinal y resistencia a

infecciones microbianas.

En los estudios descritos escogimos almidén de maiz y patata cruda, con objeto de
provocar una variacion importante en el almidon tedricamente digestible a nivel ileal, y
por lo tanto en el flujo de almidén al tracto digestivo posterior (Mathers et al, 1997;
Martin et al, 1998). En su forma nativa, el almidén de patata es un ejemplo clasico de
almidon resistente tipo 2 (Englyst et al, 1992) debido a que presenta un patréon de
difraccion tipo B (Gallant et al, 1992) y esta constituido por granulos esféricos de gran
tamano (Bjork, 1996). En cambio, el almidon de maiz esta constituido por granulos de
menor tamafo y presenta un patron de difraccién tipo A, por lo que se trata

tedricamente de un almidon con un alto grado de digestibilidad.
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Como se presenté inicialmente, utilizando estos dos ingredientes se planted estudiar
en un modelo de cerdo en crecimiento: (1) la evoluciéon de la capacidad de digestion
del almiddn resistente, asi como las estrategias que pueden desarrollar los animales
para adaptar su digestion tras varios periodos de adaptacion y diferentes regimenes
de alimentacion, (2) las consecuencias metabdlicas, a nivel de tejido graso de la
administracion de los diferentes tipos de almidon, y por ultimo (3) las consecuencias
de los diferentes flujos de almidon sobre parametros relacionados con la salud

intestinal.

8.1. DIGESTION DEL ALMIDON EN INTESTINO DELGADO

Tanto en los estudios in vitro como in vivo, se ha demostrado que el almidén crudo de
patata (ACP) se digiere en menor medida que el almidén de maiz (AM) en intestino
delgado. Sin embargo, en nuestras pruebas experimentales la digestibilidad in vivo fue
superior que la determinada in vitro segun la técnica descrita por Champ et al (1992),

tanto para el almidén de maiz (97 vs. 85%) como de patata (76 vs 59%).

Las diferencias observadas entre los métodos in vivo e in vitro pueden responder a
diferentes factores. En primer lugar, las técnicas de determinacién de almidon
resistente (Champ et al, 1992; Englyst et al, 1992) han sido validadas para humanos
ileostomizados y no para el cerdo, por lo que no se puede excluir la posibilidad que
cierta cantidad de almidén enzimaticamente resistente para humanos, pueda ser
digerido por el mayor potencial enzimatico del cerdo, como demuestran los resultados
obtenidos por Heijnen y Beynen (1997) y Govers et al (1999). En segundo lugar, no se
puede descartar que una mayor digestion en intestino anterior del cerdo pueda ser
resultado de una mayor capacidad fermentativa en intestino delgado, sobretodo en el
ultimo tercio donde habitan cantidades significativas de bacterias (=10%-10° UFC/g
digesta; Back Knudsen et al, 1993; Chesson et al 1985; Liu et al, 1985). Ademas, en
nuestra determinacién del almidon resistente in vitro, no se realizé6 una etapa de
proteolisis con tripsina y pepsina previa a la digestion con amilasas (Englyst et al,
1992) para liberar el almidén encapsulado en matriz proteica. Si bien el almidéon de
patata no es resistente a la digestién enizmatica debido a la existencia de una matriz
proteica especialmente densa como puede ser el caso del sorgo (Rooney y
Pflugfelder, 1986) o de las alubias (Tovar et al, 1990), la falta de proteolisis también

podria justificar en parte las diferencias observadas.
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En cuanto a los valores de digestibilidad ileal del almidon es interesante destacar que
nuestros resultados confirman una digestion incompleta del almidén, especialmente
cuando se incorpora almidon resistente procedente de patata. Tradicionalmente, se ha
considerado que el almidon se digiere completamente en intestino delgado y los
sistemas de valoracién energética abundan en este sentido. Sin embargo, son
numerosos los trabajos que identifican cantidades de almidon en la digesta ileal de
humanos ileostomizados (Sandstrom et al 1986; Englyst et al 1987; Livesey et al 1995)
y animales (Tovar et al 1992; Topping et al, 1997). En el cerdo, la presencia de
fracciones de almidéon resistentes a la digestion enizmatica puede ser mas
frecuentemente asociada a animales jovenes recién destetados (Omogbenigun et al
2004; Hopwood et al, 2004) o a la inclusidon de ingredientes mas resistentes (ej.
almidon de patata o legumbres), molienda grosera (Owsley et al, 1981; Bach Knudsen

and Jorgensen, 2001) o ingredientes del pienso viscosos (Classen y Bedford, 1991).

En estudios con cerdos canulados en la entrada del ciego, Martin et al, (1998)
obtuvieron digestibilidades ileales del almidén crudo de patata del 44% tras un periodo
de adaptacion a la dieta de 8 dias. En nuestra primera prueba experimental, después
de 38 dias de administracion de las dietas experimentales, la digestibilidad ileal del
almidon de la dieta enriquecida con almidén crudo de patata alcanzé valores del 76%.
Las diferencias en la digestibilidad ileal del almidén observado entre ambas pruebas,
con periodos de adaptacion de 8 y 38 dias respectivamente, podrian reflejar
fundamentalmente la presencia de dos tipos de almidon mas o menos digestible, pero
también podrian responder teéricamente a dos mecanismos de adaptacién. En primer
lugar, se podria haber producido una adaptacion de la expresion de enzimas
digestivos de la mucosa intestinal, en respuesta a un cambio de sustrato (McCracken,
1984; Kelly et al 1991a; 1991b). En segundo lugar, podria existir una seleccién
bacteriana en las porciones mas distales del intestino delgado, que fermentaria parte
del almidoén resistente a la digestion enzimatica. En cualquier caso, la digestibilidad
ileal del almidon de patata no continua incrementandose mas alla de 38 dias de
adaptacion, como lo demuestran los resultados obtenidos en nuestra tercera prueba
experimental en que tras un periodo de adaptacion de 97 dias, no se observaron
cambios respecto a la primera prueba en la digestibilidad ileal del almidon de patata
(76 vs 75%).

Por ultimo, la menor disponibilidad de glucosa en el tratamiento de patata era de

esperar que tuviera repercusiones en los rendimientos productivos de los animales.

Efectivamente, en la primera prueba experimental con un régimen de alimentacion
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restringido se observaron pesos finales de la canal significativamente inferiores (44.75
vs 48.5 kg; P<0.05) en el tratamiento de patata asociado a peores indices de
conversién (2.30 vs 2.17). En la tercera prueba experimental, en que los animales
fueron alimentados ad libitum, no se registraron diferencias en el peso final de los
animales, debido a que los cerdos alimentados con almiddn de patata incrementaron

su consumo en un 9%, empeorando su IC en un 6%.

8.2. CONSECUENCIAS DE LA DIGESTION DEL ALMIDON EN INTESTINO
DELGADO

El ritmo y la extensién de la digestion de almidén en intestino delgado determinan la
disponibilidad de glucosa libre, y en consecuencia el flujo de glucosa a sangre portal.
Por lo tanto, los almidones con peores indices de digestibilidad deberian promover
menores dlicemias e insulinemias posprandiales que los almidones altamente
digestibles. Sin embargo, la informacion disponible en la bibliografia pertenece
mayoritariamente a estudios realizados en humanos, en los cuales los resultados
obtenidos han sido contradictorios. Higgins (2004) integrando la informacién disponible
concluy6 que para poder detectar reducciones en la glicemia e insulinemia posprandial
es necesario administrar un valor minimo de almidén resistente respecto al total que
se situaria entorno al 14%. Sin embargo otros factores son determinantes a la hora de
evaluar el impacto del almidon resistente sobre la glicemia e insulinemia, como el
contenido de grasa y fibra de la dieta. La grasa dietética puede afectar la accesibilidad
de los enzimas digestivos a los carbohidratos, asi como la motilidad intestinal y
vaciado gastrico, de tal forma que si no se equilibra el contenido de grasa de las dietas
experimentales, los resultados pueden resultar alterados. Algunos autores (Higgins et
al, 2004) consideran el almidon resistente como fibra dietética y equilibran las dietas
experimentales para que tengan el mismo contenido en fibra. Evidentemente en estos
estudios, la inclusion de almidon resistente no disminuye la glicemia e insulinemia
posprandial. En nuestras pruebas experimentales, los niveles de almidon resistente
respecto al total de almiddn, se sitian en un 15% en el tratamiento de maiz, y en un
40% en el de patata. Ademas, en nuestros estudios el almidén resistente se introduce
en la dieta sustituyendo a almidén digestible y no a fibra dietética. De esta forma, el
nivel de variacién en la cantidad de almiddn resistente respecto al total (15 vs 40%) fue
suficiente para promover diferencias tanto en la glicemia e insulinemia posprandial,

como en el ritmo de aparicién de glucosa en la circulacion sistémica.
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En términos energéticos la incorporacién de un mayor porcentaje de almidén en forma
de almiddn resistente determina un descenso en la cantidad de energia disponible en
intestino delgado y un incremento en la cantidad de energia absorbida en forma de
acidos grasos volatiles. Transitoriamente, antes de que el tracto digestivo se adapte a
la llegada de almiddn resistente se observo también una menor digestibilidad aparente
en todo el tracto digestivo, o que redunda en una menor disponibilidad energética.
Segun diferentes autores (Jensen 2001; Livesey 1990) la eficiencia energética de la
fermentacion del almiddn respecto a su hidrélisis enzimatica es aproximadamente del
45%. En este sentido, y considerando los valores de digestibilidad ileal y rectal del
almidén en el primer ensayo podemos calcular que tras el periodo de adaptacion, la
cantidad de energia digerida y absorbida en forma de glucosa y AGV procedente del
almidén fue inferior en aproximadamente un 12% en el tratamiento de almidén de
patata respecto el de maiz. En el primer ensayo, los animales estuvieron restringidos y
no pudieron compensar la menor disponibilidad energética. Sin embargo, en el tercer
ensayo en el que los animales recibieron el pienso a voluntad las diferencias entre
dietas en la cantidad energia procedente del almidén se redujo al 2%, debido a que los
animales que recibieron la dieta de almidén de patata incrementaron su consumo

respecto a los alimentados con almidon de maiz.

Es conocido, que los niveles plasmaticos de glicemia e insulinemia regulan el deposito
de tejidos grasos a través de la regulacion de la expresion génica de los enzimas
relacionados con la lipogénesis (Towle et al, 1997; Girard et al, 1997). La
administracion de almidon resistente, se ha relacionado con el peso del tejido adiposo
(DeDeckere et al, 1993), el tamafio de los adipocitos (Kabir et al, 1998; Kishida et al,
2001) y la actividad del enzima acido graso sintetasa (Takase et al, 1994; Younes et
al, 1995a). En nuestro primer experimento, la administraciéon de almidén de patata
redujo la actividad de los enzimas lipogénicos ACX, EM y G6PDH en los tejidos
subcutaneo, intermuscular y abdominal. En consecuencia, el grosor del tejido adiposo
subcutaneo dorsal fue superior en los cerdos alimentados con almidéon de maiz. Sin
embargo, no se detectd ningun efecto en la actividad enzimatica de los enzimas
lipogénicos en los diferentes tejidos musculares analizados ni en su contenido en
grasa intramuscular. Estos resultados parecen indicar que los mecanismos que
regulan la expresion de los enzimas lipogénicos varian segun el tipo de tejido graso.
Sin embargo, otros factores podrian enmascarar los resultados en el primer
experimento: el primero de ellos, es que los animales estuvieron sometidos a un
régimen de alimentacion restringido, lo cual podria perjudicar la lipogénesis

intramuscular en ambos tratamientos. A parte, cabe destacar que el deposito de grasa
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intramuscular es el Ultimo en formarse, presentando su mayor ritmo de crecimiento a
partir de los 4 meses de edad (Mourot y Kouba, 1999). En nuestra primera prueba
experimental los animales fueron sacrificados con aproximadamente tres meses y
medio de edad, con lo cual la absorcion de energia y la actividad lipogénica en los
tejidos musculares no estaba plenamente activa. En consecuencia, la actividad de los
enzimas lipogénicos de los tejidos musculares respecto a los tejidos adiposos
representa solamente entre un 17% (ACX) y un 0.8% (G6PDH). Efectivamente, en el
tercer experimento en que los animales se alimentaron ad libitum durante 5 meses y
medio, la inclusién de almiddn resistente redujo el contenido en grasa intramuscular de
Longissimus dorsi en un 30%, indicando que en los tejidos musculares la lipogénesis

también se altera en respuesta a la administracion de almidon resistente.

8.3. DIGESTION DEL ALMIDON EN INTESTINO GRUESO

La reducida digestion del almiddn resistente en intestino delgado, provoca un flujo de
materia organica al intestino grueso que servira como sustrato fermentativo. Tanto en
cerdos (Longland et al, 1993) como en ratas (Brunsgaard et al, 1995) se ha
demostrado que tras un corto periodo de adaptacion, el intestino grueso es capaz de
fermentar la practica totalidad del almidén que recibe. En nuestros experimentos, la
administracion de almidon de patata increment6 el flujo de almidén a intestino grueso
en aproximadamente un 20% del almidén total ingerido. En la primera y tercera
prueba, la excrecion fecal de almidén fue casi nula a partir del primer control
experimental (a 9 y 11 dias). Sin embargo, la administracion de almidén de patata
produjo una disminucién en la digestibilidad fecal de MO, que no se compensé hasta
pasados 38 y 45 dias en la primera y tercera prueba respectivamente. En la tercera
prueba experimental se determind que la reduccion en la digestibilidad total de la MO
observada a corto plazo, fue consecuencia de la excrecion fecal de FND. Estudios
previos (Phillips et al, 1995; Cummings et al, 1996) ya habian demostrado que la
administracion de almidon resistente provoca un incremento en la excrecion fecal de
FND, probablemente debido a una mayor afinidad de las bacterias fermentativas para
el almidén que para los polisacaridos no amilaceos (PNA). Sin embargo este efecto de
sustitucion dependera posiblemente de la accesibilidad de los PNA para ser
fermentados, ya que sustratos poco fermentables se veran poco afectados por la
fermentacion del almidén. Govers et al (1999) demostro, que la adicion de almidén
resistente no interferia en la fermentacién del salvado de trigo. Sin embargo, la
aceleracién en el tiempo de transito producida por el salvado si que desplazé la

fermentacion del almidén de colon proximal a distal.
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El mayor flujo de almidén a intestino grueso también disminuy6 la digestibilidad fecal
aparente de la PB. En el primer experimento, 38 dias de adaptacion fueron
insuficientes para compensar el incremento en la excrecion fecal de proteina en los
animales alimentados con almidén de patata, mientras que en el tercer experimento,
las diferencias permanecieron a los 45 dias e incluso a los 97, aunque en este punto
ya no presentaron significacién estadistica. Existen diferentes explicaciones posibles
del incremento en la excrecién fecal de nitrogeno. En primer lugar, el mayor flujo de
material indigestible en intestino delgado podria dificultar la digestion de la proteina de
la dieta, disminuyendo la digestibilidad real de la proteina (Kritchevsky, 1988). En
segundo lugar, no se puede descartar que la proteina excretada por via fecal sea de
origen enddgeno o incluso microbiano. En este sentido, diferentes autores (Younes et
al, 1995b; Tetens et al, 1996) han evidenciado incrementos en el flujo de N endégeno
en ftracto digestivo posterior asociado al aporte de mayores cantidades de fibra
dietética. Por otra parte, puede también indicarse una mayor contribucién al N fecal
procedente de la poblacién microbiana que fermenta aquellos substratos que alcanzan
el tracto digestivo posterior. Teoricamente, el porcentaje de N fecal de origen
microbiano, que se estima entre el 60-90% (Mosenthin et al 1992), puede variar en
funcion de la dinamica de fermentacion a lo largo del tracto digestivo posterior. En
nuestras pruebas experimentales se observd que la excrecion fecal de bases puricas,
que son un indicador de la proliferacién bacteriana, y por lo tanto del N microbiano, fue
superior en los tratamientos que contenian almidén resistente. Por lo tanto, se podria
sefalar que la presencia de sustrato fermentable, incrementa la biomasa bacteriana en
los compartimentos intestinales mas caudales y en consecuencia incrementa la
excrecion de N microbiano, reduciendo la digestibilidad aparente del N. En la primera
prueba experimental, el estudio de la concentracidn de las bases puricas a lo largo del
tracto digestivo posterior avalé esta hipotesis. En el tratamiento de maiz, la
fermentacion del almidon tiene lugar mayoritariamente en ciego, donde existe una
elevada concentracion de bases puricas. A partir de este compartimiento, el
agotamiento del substrato fermentable orienta la poblacion microbiana hacia la
degradaciéon de material proteico y a su autolisis. El resultado de esta degradacion
proteica sera la liberacion de amoniaco, que podria ser absorbido y convertido en
urea, asi como productos potencialmente téxicos como indoles, aminas y fenoles
(Macfarlane et al, 1988; Gibson et al, 1989). En cambio, con el tratamiento de patata
cierta cantidad de substrato fermentable alcanza colon distal y recto, de tal forma que
la autolisis bacteriana, expresada como reduccién en la concentracion de bases
puricas entre colon y recto, es menor; y por lo tanto es mayor la excrecion fecal de N

bacteriano y menor la absorcién de amoniaco.
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En la primera prueba experimental se obtuvieron dos resultados adicionales que
confirman este desplazamiento caudal de la fermentacion proteica debido al mayor
flujo de almidén a intestino grueso. En primer lugar, se observaron diferencias entre
tratamientos en la evoluciéon del perfi de AGV a lo largo de los diferentes
compartimentos intestinales. En concreto, la concentracion de AGV ramificados, que
son producto de la fermentacion proteica, se desplazé caudalmente en el tratamiento
de patata respecto al de maiz. En segundo lugar, el incremento en la excrecién fecal
de N observado a los 38 dias en el tratamiento de patata respecto el tratamiento de
maiz, se compensé completamente con una menor excrecion de N urinario,

permaneciendo la retencién total de N similar para los dos tratamientos.

Los resultados anteriores son coincidentes con la disminucién de la urea plasmatica
descrita en cerdos tras la administracion de alimentos con altos contenidos en fibra
(Malmlof, 1987) o tras la infusion de almidon en el ileon (Mosenthin et al, 1992). Sin
embargo, Heijnen y Beynen (1997) detectaron este “trasvase” de N de la orina a las
heces con la administracién de almidén retrogradado, aunque no con almidén
resistente crudo de amilomaiz. Partiendo de la légica anterior, estos resultados,
probablemente se expliquen por el hecho de que el almidén retrogradado, de
degradacién mas lenta, alcanza los compartimentos mas distales del intestino grueso
(Reid y Hillman, 1999), mientras que el amilomaiz, (almidén resistente tipo 2) es
degradado fundamentalmente en ciego y colon proximal. En nuestra primera prueba
experimental el almidén utilizado es crudo de patata, y por lo tanto resistente tipo 2
como el amilomaiz. Las diferencias descritas entre nuestros resultados y los de
Heijnen y Beynen (1997) no se justifican por diferentes flujos de almidén a intestino
grueso, ya que en su estudio el flujo de amilomaiz a ciego fue de 50g/d, mientras que
en el nuestro el flujo de almidén de patata fue de 65g/d. Probablemente las diferencias
estén asociadas a la diferente resistencia que pueden ofrecer los dos diferentes tipos
de almidén a la hidrélisis por las enzimas bacterianas. En el caso del almidén de
patata, la estructura del granulo de almidén, constituido por bloques de 400-500 nm
que forman una barrera en su superficie (Gallant et al, 1992), puede limitar la
penetracidon de bacterias (Cotta, 1988; Reid et al, 1996) dificultando su unién con el
sustrato, lo cual es esencial para la accion de algunas bacterias amiloliticas (Reeves et
al, 1996). En consecuencia, la estructura del granulo de almidén de patata, puede
dificultar la degradacion bacteriana, retrasandola hasta colon distal y recto. En cambio,
el granulo de amilomaiz debe su resistencia a la falta de ramificaciones que evitan la

accién de las enzimas desramificadoras enddégenas y a la presencia de complejos
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amilosa-lipidos (Tester et al, 2004), pero no existe una estructura que dificulte

fisicamente la penetracién de las bacterias amiloliticas.

Por otro lado, tampoco se puede descartar que las diferencias estén asociadas a
caracteristicas propias del resto de la racién. En este sentido, Govers et al, (1999)
demostré que el aporte de polisacaridos no amilaceos puede desplazar caudalmente
la fermentacion del almiddn resistente. En la prueba de Heijnen y Beynen (1997), las
dietas experimentales no contienen otros tipos de fibra que el almidén resistente,
mientras que en nuestra primera prueba todas las dietas incluyen un 8% MF' de
salvado, lo cual podria explicar parcialmente la fermentacion del almidén en
compartimentos mas distales. En nuestra tercera prueba experimental, si bien no se
controld la excrecion de N en orina, tras 97 dias de prueba la excrecion fecal de N
seguia siendo cuantitativamente superior en el tratamiento de patata que el de maiz.
Al igual que en la primera prueba esta excrecién se asocidé con un mayor contenido de

bases puricas en heces.

La reduccion de las emisiones de N urinario a partir de la manipulacion de la dieta
podria tener un impacto positivo a diferentes niveles: clinico y medioambiental. A nivel
clinico la utilizacién de estas estrategias puede ayudar a reducir el esfuerzo de
excrecion de nitrégeno en pacientes con insuficiencia renal. A nivel medioambiental, y
pensando fundamentalmente en la produccion porcina es interesante reducir la
excrecion de N amoniacal, ya que son precisamente estas formas de N mas lixiviables
las mas susceptibles de contaminar el agua y también el aire mediante su
volatilizacion (Cahn et al, 1998; Sutton et al, 1999). Sin embargo, la introduccién de
almidones de baja digestibilidad tiene un coste econdémico, ya que reduce el aporte
energético de la racidn. Asi pues, a nivel practico el interés en la introduccién de
almidén resistente depende del resultado de un balance entre los criterios productivos

y medioambientales.

8.4. MECANISMOS DE ADAPTACION DIGESTIVA

Los resultados de las pruebas experimentales reflejan que existe un proceso de
adaptacion digestivo dirigido a conseguir el maximo aprovechamiento del alimento
ingerido. En el caso del almidén resistente, la incapacidad de conseguir una mejor
digestiéon de la racion en intestino delgado provoca una adaptacion del tracto digestivo
posterior con el fin de fermentar la mayor cantidad posible de sustrato. Desde un punto

de vista dindmico, el grado de fermentacién entre ileon y recto depende de dos
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parametros: (1) el ritmo de fermentacion bacteriana, asociado a la seleccién de
bacterias especificas de sustrato, y (2) el tiempo de permanencia de la digesta en

tracto digestivo posterior.

Ambos mecanismos requieren de un tiempo de adaptacion que sera variable en
funcién de la especie, y el tipo y cantidad de substrato fermentable. En ratas, se ha
demostrado que es necesario mas de un mes para fermentar almidén retrogradado
(Brungstaard et al, 1995) o almidén de guisante (Faulks et al, 1989). A su vez, Le Blay
et al (1999) demostraron también en ratas que el patréon cecal de AGV variaba incluso
después de 6 meses de adaptacion, indicando que no se habia alcanzado un equilibrio
microbiano estable. En la primera y tercera prueba experimental, son necesarios
respectivamente 38 y 45 dias para conseguir alcanzar una digestibilidad fecal de la
MO en el tratamiento de patata equivalente al de maiz a los 9 y 11 dias, indicando que

el proceso de adaptacion digestiva es superior a un mes.

En ambas pruebas experimentales, tanto el peso como la longitud del intestino grueso
fueron superiores para el tratamiento de patata que el de maiz. La hipertrofia del tracto
digestivo posterior, en respuesta a la llegada de sustrato fermentable ya habia sido
descrita en estudios anteriores (Demingué y Rémésy, 1982; Calvert et al, 1989;
Mathers et al, 1997) y es probablemente una respuesta adaptativa para aprovechar la
energia del almidon que no se ha digerido en intestino delgado. En este caso, la
finalidad de esta hipertrofia estaria justificada por la necesidad de retener la digesta y
la flora microbiana el tiempo suficiente como para que se pueda llevar a cabo la
fermentacion de la MO que llega al intestino grueso. En particular, Mathers et al,
(1997) observaron en ratas un incremento del tiempo medio de transito ororectal de la
digesta, aunque solo significativo en ciego, asociado a una hipertrofia de este
compartimiento digestivo. En nuestros estudios con cerdos la hipertrofia fue
exclusivamente localizada en colon, como corresponde a su mayor importancia es
esta especie, y por lo tanto seria 16gico esperar que el incremento del TMR detectado
sea consecuencia fundamentalmente de un incremento del tiempo de transito en el
colon. Topping et al (1997) también detecté un incremento en el tamafo del colon en
cerdos en crecimiento asociado a la administracion de almiddn resistente. Segun estos
estudios se puede indicar que existen diferencias entre especies en el lugar mas
afectado por la fermentacién del almidén resistente, en rata predominantemente en
ciego y en cerdo en colon. En el caso del hombre, en el que et tracto digestivo

posterior es mas proximo al cerdo, seria de esperar mayor respuesta del colon.
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A parte de un mayor tiempo de contacto entre la digesta y la microbiota intestinal
también se produce una adaptacion de la flora bacteriana al sustrato. Tanto en la
primera como en la tercera prueba, el perfil de AGV a lo largo del tracto digestivo
posterior demuestra que la administracion de almidon de patata incrementa la
concentracién y proporcion molar de butirato en colon proximal y medio. Es conocido
que la fermentacion de almidon resistente produce elevadas concentraciones de
butirato (Scheppach et al, 1988; Phillips et al, 1995; Silvester et al, 1995; Cummings et
al, 1996; Fergusson et al, 2000; Martin et al, 2000; Henningsson et al, 2003). Sin
embargo en nuestro tercer estudio la proporcion de butirato en colon proximal fue un
80% superior en el tratamiento de patata respecto el de maiz, mientras que en la
primera prueba fue superior solamente en un 40%. Si bien estos resultados podrian
estar condicionados por la diferentes cantidad de FND existentes en las dos pruebas,
coinciden con los obtenidos por Le Blay et al (1999), e indican que el proceso de
adaptacion de la flora bacteriana al sustrato requiere un periodo de tiempo mas
prolongado de 5 semanas. Ademas, los resultados de las dos pruebas indican que el
incremento en la proporcion de butirato no es paralelo a un incremento en la
concentracioén total de AGV, sino al contrario. En la primera prueba, la concentracion
de AGV en colon proximal es de 222 umol / g MF, mientras que en la tercera es de
100 umol / g MF, lo que sugiere que la evolucion de la fermentacién entre las 5y 14
semanas no responde a un incremento en la fermentacion del almidon de patata, sino

a una orientacién de la actividad microbiana hacia la produccién de butirato.

Este proceso de adaptacion de la flora al sustrato puede ser resultado de una
selecciéon de poblaciones microbianas (Varel et al, 1987), o bien de la induccién de
enzimas amiloliticos en la flora existente (Salyers y Leedle, 1983). En nuestras
pruebas experimentales, el incremento en la capacidad fermentativa no parece
resultado de una induccion enzimatica, ya que en el caso concreto de las amilasas, la
induccion se lleva a cabo tras pocas horas de la presencia de almidéon como sustrato
(Macfarlane et al, 1990). Ademas, la flora intestinal contiene de manera espontanea un
elevado numero de bacterias con capacidad amilolitica (Macfarlane y Englyst, 1986),
y por lo tanto la actividad amilolitica en intestino grueso es elevada (Englyst et al,
1987). Sin embargo, la estructura del almidén de patata puede haber dificultado la
actividad de las bacterias amiloliticas, impidiendo su penetracién (Reid et al, 1996).
Mientras algunas bacterias, necesitan penetrar en el granulo de almidén y unirse al
sustrato para su actividad (Reeves et al, 1996) otras presentan actividad amilolitica
extracelular (Cotta, 1988). Los largos periodos de adaptacion descritos en nuestras

pruebas experimentales podrian responder a una seleccion de este segundo tipo de

- 161 -



bacterias amiloliticas en relacion al primero. Algunos autores (Macfarlane y
Macfarlane, 1993; Topping y Clifton, 2001) han sugerido que la administracién cronica
de almiddn resistente promueve la aparicién de algunas bacterias amiloliticas como
son Clostridium sp., Eubacterium sp., Fusobacterium sp., o Butyvibrio sp. Aunque las
técnicas utilizadas en nuestros experimentos no permiten obtener informacion
respecto a estas bacterias, el incremento en la proporcion molar de butirato entre la
primera y segunda prueba experimental parecen confirmar esta hipotesis, ya que la
mayoria de estas bacterias amiloliticas son butirogénicas (Salyers, 1995). Ademas, en
nuestro segundo experimento los resultados obtenidos por t-RFLP indican que
después de la ingestion del almidon de patata en el tracto posterior se alcanza un perfil
filogenético homogéneo y especifico, con un nimero de bandas superior al observado
con el almidén de maiz. Aun asi, no se observaron diferencias entre tratamientos en
las poblaciones de enterobacterias, lactobacilos e incluso bacterias totales. Otros
autores (Kleseen et al, 1997), detectaron un incremento en el contenido cecal de dos
especies de lactobacillus (L. acidophilus y L. plantarum) como consecuencia de la
administracion en ratas de almidon de patata durante un periodo de cinco meses. Las
diferencias entre nuestros resultados y los de estos autores pueden ser debidos al
diferente modelo animal utilizado, diferente lugar de muestreo e incluso a la PCR
utilizada. Nuestra PCR cuantitativa es especifica de género pero no de especie, de tal
forma que no podemos descartar la posibilidad de que no existan diferencias en la
cantidad total de lactobacilos, pero si en las especies descritas en el articulo de
Kleseen et al (1997).

En cuanto al recuento de bacterias totales, en nuestra tercera prueba no hemos
observado diferencias entre tratamientos. Estos resultados indican que la dieta ha sido
capaz de modificar la ecologia de la microbiota intestinal, resultando en la aparicion de
patrones de bacterias mas susceptibles de fermentar almidén (Topping y Clifton, 2001)
sin modificar el total de bacterias que habitan el tracto digestivo posterior. El hecho de
que no se haya observado un recuento de bacterias mas elevados en el contenido
fecal de los animales alimentados con almidén de patata parece entrar en
contradiccion con los resultados obtenidos con la concentracién de bases puricas, ya
que en el tratamiento de patata se observé un fuerte incremento entre colon proximal y
recto, mientras que con el tratamiento de maiz se observé un claro descenso. La
explicaciéon a este resultado podria deberse a que las células que estan en un fase de
crecimiento rapido tienen varias veces la cantidad de RNA que tienen las mismas
células en fase de reposo. Por este motivo, la mayor concentracion de bases puricas

detectadas en nuestros dos experimentos probablemente reflejan una mayor actividad
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bacteriana en los compartimentos caudales del intestino grueso de los animales
alimentados con almidon de patata, mas que una mayor biomasa. De ser asi, la
concentracion de bases puricas podria servir para monitorizar la actividad microbiana

a lo largo del tracto digestivo y no tanto como un indicador de masa microbiana.

En la tercera prueba experimental, la concentracion de bases puricas y por lo tanto la
actividad microbiana, con el tratamiento de almidén de patata no describid una
evolucién descendiente entre colon y recto, sino que su concentracién aumento
ligeramente. Posiblemente las diferencias observadas entre las 2 pruebas sean
debidas a diferencias en el contenido de carbohidratos indigestibles entre las dietas
experimentales. Aunque no se pueden comparar directamente, debido diferente
periodo de adaptacion y edad de los animales, en la primera prueba el contenido de
fibra bruta era de 50 g/kg, mientras que en la segunda dieta el contenido de FND era
de 190 g/kg. La degradacion bacteriana de la fibra esta limitada fundamentalmente por
su estructura fisica (van Dokkum et al, 1983) y por este motivo su degradacion se

desplaza hasta los compartimentos intestinales mas caudales.

8.5. CONSECUENCIAS DE LA FERMENTACION DE ALMIDON RESISTENTE

En humanos se acepta que la fibra dietética tiene un impacto positivo sobre la salud
intestinal debido a que incrementa la masa digestiva (Cummings et al, 1992). Este
incremento permite revertir la constipacion intestinal y acelerar el transito diluyendo las
toxinas y carcindgenos, y disminuyendo el tiempo de contacto entre estos compuestos
y la mucosa intestinal (Topping y Clifton, 2001). En cerdas, la incorporacion de
ingredientes fibrosos se ha asociado con un descenso en el contenido de MS en las
heces con un menor riesgo de constipacién digestiva (Tabeling et al, 2003). El
incremento en la liberacién y absorcion de toxinas bacterianas como consecuencia de
la constipacion digestiva se ha asociado con el desarrollo de mastitis, nefritis y

agalaxia en cerdas.

El almidon resistente debido a su elevada fermentacion se le considera poco efectivo
en el incremento de la masa fecal. Varios estudios en humanos han estimado el
incremento de heces entre 1 y 1.7 g de MF por gramo de almidon resistente ingerido
(Cummings et al, 1996; Noakes et al, 1996; Phillips et al, 1995). En el caso concreto
de almidén de patata, Cummings et al, 1996 estimé un incremento de 1.6 g/g en
humanos. Los valores obtenidos en nuestras pruebas son claramente inferiores a los

descritos en la bibliografia. En la primera prueba experimental se detectdé un
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incremento de 0.8g/g tras 8 dias de prueba que se redujo hasta 0.2 g/g a los 38 dias.
En las tercera prueba experimental, tras 97 dias de prueba se obtuvo el mismo valor
(0.2 g/g) que en la primera prueba a 38 dias indicando que después de las 5 semanas
los mecanismos adaptativos que se siguen produciendo ya no tienen impacto sobre la
masa fecal. Las diferencias observadas entre nuestros estudios y los datos publicados
pueden deberse a la mayor capacidad fermentativa del cerdo. Sin embargo, nuestras
pruebas ponen en evidencia que el periodo de adaptacién determina el impacto del
almidon resistente sobre la masa fecal. En las pruebas en que se ha estudiado el
efecto del almiddn resistente sobre la masa fecal, el tiempo de adaptacion utilizado ha
sido de 2 (Cummings et al, 1996), 3 (Phillips et al, 1995) y 4 semanas (Noakes et al,
1996), respectivamente. Probablemente, en caso de haber utilizado periodos mas
prolongados, las estimaciones de la contribucidén del almidén resistente al incremento
de las heces frescas hubieran sido inferiores y mas representativas de la situacion que
se produciria en una ingestiéon habitual y prolongada de almidén resistente. Existen
diversos estudios epidemiolégicos que relacionan el consumo de almidén resistente
con una reduccién en la incidencia de patologias digestivas como el cancer colorectal
(Steinmetz y Potter, 1991; Thun et al, 1992; Giovannucci et al, 1992; Topping et al,
1993; Cassidy et al, 1994). Si el efecto del almidon resistente sobre la masa fecal y el
incremento en el transito es practicamente nulo otros mecanismos deben explicar la

asociacion descrita.

Uno de los posibles mecanismos, podria ser el de generar un tipo de fermentacion en
que se puede reducir la generacion de metabolitos toxicos como puede ser amoniaco
(Lin y Visek, 1991) o los acidos biliares secundarios (van Munster et al, 1994). En la
tercera prueba experimental se ha demostrado que el consumo de altas dosis de
almiddn resistente durante un largo periodo de tiempo conduce a la seleccion de una
flora diferente en los compartimentos mas distales del intestino grueso. El estudio de
los productos de la fermentacion indica que la flora seleccionada es amilolitica y no
proteolitica, ya que se incrementa la produccion de butirato y se reduce la de AGV
ramificados. Ademas, en la primera prueba se demuestra que el tipo de fermentacion
seleccionado disminuye la excrecién de nitrégeno por via urinaria, probablemente
debido a una disminucién en la produccion y absorcion de amoniaco. Otros autores
(Govers et al, 1999; Birket et al, 2000; Muir et al, 2004) han demostrado que la
fermentacion de almidén resistente disminuye la produccién de amoniaco, asi como
otros compuestos nitrogenados (fenol, p-cresol) considerados nocivos para la mucosa
intestinal (Bingham, 1988; Ramakrishna et al 1991) y relacionados con la aparicién de

cancer colorectal (Visek et al, 1978). La fermentacién de almidén resistente también se
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ha demostrado efectiva para evitar la formacién de otros compuestos nocivos para la
mucosa intestinal, como los &cidos biliares secundarios (van Munster et al, 1994; Hylla
et al, 1998), que también se han relacionado con la aparicion de neoplasia (Topping y
Clifton, 2001). La disminucion en la produccion de estos metabolitos se ha relacionado
con el descenso del pH en la luz intestinal debido a la aparicion de AGV resultantes de
la fermentacion de almidon resistente, ya que a bajo pH se inhibe la conversion
bacteriana de acidos biliares primarios a secundarios (Nagengast et al, 1988; Grubben
et al, 2001). Ademas, con un pH inferior a 6, los acidos biliares estan muy protonados
de tal forma que no pueden ser absorbidos por los colonocitos (Rafter et al, 1986). En
nuestra tercera prueba experimental, al igual que en otros estudios (Topping y Clifton,

2001) se registré un descenso del pH relacionado con la produccion de AGV.

Otro de los posibles mecanismos que podrian explicar los efectos locales a nivel
intestinal relacionados con la ingestién de almidon resistente, podria ser la generacion
de metabolitos esenciales para el mantenimiento de la salud de la mucosa intestinal
como puede ser el butirato (Muir et al, 2004). El butirato es el principal sustrato
energético de los colonocitos (Roediger, 1980; Luciano et al, 2002) de tal forma que
resulta esencial para el mantenimiento de la estructura intestinal normal (Kripke et al,
1989). Su ausencia puede dar lugar a colitis ulcerativas (Roediger, 1986; Vernia et al,
1988) e incrementa el riesgo de cancer colorectal (Bingham, 1990) debido a su papel
en la cinética de la mucosa intestinal. La presencia de butirato promueve la
proliferacion celular en la base de las criptas y la reduce en las porciones mas
superficiales (Topping y Clifton, 2001), en donde se pueden producir mutaciones
espontaneas debido a la presencia de compuestos nocivos como los acidos biliares
secundarios (Lapre y van der Meer, 1992). Ademas, la energia que aporta el butirato
es esencial para el mantenimiento de las membranas mitocondriales de los
colonocitos, de tal forma que la presencia de butirato evita la liberacién de factores
inductores de la apoptosis como el citocromo C (Brunner et al, 1997). En nuestra
tercera prueba experimental, hemos detectado una disminucién de la apoptosis en
colon proximal en relacién con la mayor concentracion de butirato en la digesta. Sin
embargo tanto en la primera como en la tercera prueba experimental hemos registrado
una disminucion del grosor de la mucosa y de la profundidad de las criptas en colon
proximal. Si consideramos que la situacién es similar a la de las vellosidades
intestinales en el que la longitud responde a un balance entre la proliferacién, la
muerte celular y la descamacion (Pluske et al, 1997), deberiamos esperar que una
disminuciéon en la apoptosis o0 muerte celular se tradujera en un incremento en la

longitud de las criptas, y en cambio observamos el efecto contrario. Estos resultados
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sugieren que en el tratamiento de maiz la proliferacién de las criptas esta aumentada
en relacién al tratamiento de patata. Se considera que los incrementos en la
proliferacion epitelial son respuestas inespecificas al dafo celular provocado por
compuestos citotéxicos (Lapre et al, 1993; Govers et al, 1993) como pueden ser los
productos de la fermentacién proteica o los acidos biliares secundarios. Esta hipotesis
podria estar avalada por el incremento en la excrecion fecal de magnesio observado
en el tercer ensayo en los cerdos alimentados con almidon de maiz, frente a los
cerdos alimentados con almidon de patata. Debido a que las células epiteliales
contienen grandes cantidades de magnesio, el incremento en la excrecion fecal de
magnesio podria ser indicativo de mayor citotoxicidad de la digesta (Govers et al,
1993). Sin embargo, el incremento en la digestibilidad del magnesio también podria
ser consecuencia de un incremento en la absorcién de este mineral. La hipertrofia del
intestino grueso observada en las dos pruebas experimentales podria incrementar la
absorcion de minerales como el magnesio y el calcio, tal y como demostré Younes et
al (1996; 2001) en ratas alimentadas con almidon resistente. Ademas, la reduccion del
pH observada en relacion a la produccion de AGV, podria incrementar la solubilidad de
estos minerales mejorando su disponibilidad (Delzenne et al, 1995). Estos resultados
contrastan con la digestibilidad del calcio que disminuyé hasta alcanzar valores
inferiores en el tratamiento de patata respecto el de maiz (P<0.05). En otras pruebas
publicadas (Lopez et al, 1998; Bird et al, 2000) se ha observado el efecto contrario: un
incremento en la digestibilidad del calcio tras la administracién de almidon resistente.
Las diferencias de resultados entre pruebas podrian ser consecuencia de la
interaccion con otros componentes de la dieta, especialmente con aquellos que tienen
un alto contenido en fibra. Diversos estudios (Behall et al, 1987; Spencer et al, 1991;
Coudray et al, 2003) han asociado negativamente la absorcion de calcio y otros

minerales con el contenido de fibra en la dieta.

En su conjunto, las pruebas experimentales demuestran que tras un periodo de
adaptacion, el cerdo tiene capacidad de poner en marcha diferentes mecanismos para
incrementar el aprovechamiento energético del almidon en el tracto digestivo. Estos
mecanismos, afectan tanto al tracto digestivo como a su microbiota, y tienen como
consecuencia la produccién de algunos metabolitos potencialmente beneficiosos como
el butirato, y la supresion de metabolitos citotoxicos como los derivados de la
fermentacion proteica o los acidos biliares secundarios, por lo que pueden tener cierto

impacto sobre parametros relacionados con la salud intestinal.
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CAPITULO 9

CONCLUSIONES




De los resultados expuestos en la presente tesis doctoral, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1. La incorporacion en la racion del cerdo en crecimiento de cantidades
apreciables de almidon resistente (en forma de almidon crudo de patata)
provoca un descenso significativo en la digestibilidad de la materia organica,
debido a la mayor excreciéon en las heces de la fibra neutro detergente y la
proteina. Las diferencias se observan fundamentalmente en las primeras

semanas de adaptacion y posteriormente decrecen.

2. La mayor excrecion de proteina en las heces de los animales alimentados con
almidén de patata se asocia con una mayor excrecion de material microbiano, y

con un descenso en la excrecion de nitrégeno urinario.

3. La adaptacién digestiva del cerdo en crecimiento al consumo de mayores
cantidades de almiddn resistente incorpora diferentes estrategias como son: un
mayor desarrollo de los compartimentos de fermentacion, fundamentalmente
del colon, y la diferenciacion de la poblacion microbiana responsable de dicha

fermentacion.

4. Como productos resultantes del incremento de la fermentacion de almidén
resistente en el cerdo se observa un incremento en la concentracion y
absorcion de los AGV, un incremento en la proporcién de butirato, y un

descenso del pH digestivo posterior y de la citotoxicidad de la digesta.

5. La incorporacion de carbohidratos resistentes pero fermentables en sustituciéon
de almidon facilmente digestible en intestino delgado, determina un descenso
en las actividades enzimaticas de sintesis de grasa y en el depédsito de grasa,

lo que confirma la menor eficiencia energética del proceso de fermentacion.
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