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1 RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial efecto prebidtico de la pulpa de
citrus (PC) y la pomaza de manzana (PM) incluidas en dietas de perros. Para ello se
realizo primero un experimento in vitro para evaluar la fermentabilidad de dietas para
perros con niveles crecientes de PC o PM. Luego, en un experimento in vivo se
determind digestibilidad, caracteristicas de las heces y poblaciones bacterianas
fecales en perros alimentados con dietas suplementadas con PC o PM. En el
experimento in vitro se mezcld un alimento comercial pre-digerido con 0, 30, 50y 70
g/kg de materia seca (MS) de PC o PM. Se incubaron las mezclas o estas fuentes de
fibra solas con heces frescas en un medio anaerobio y se determinaron parametros
de fermentacion. En el experimento in vivo, se alimentaron 6 perros adultos sanos
con un alimento comercial con o sin la adicion de 70 g/kg de PC o de PM
suministradas frescas y se determiné digestibilidad de los nutrientes, caracteristicas
fecales (pH, consistencia, frecuencia de defecacion, peso, concentracion de
amoniaco) y poblaciones bacterianas fecales. En el experimento 1 (in vitro), la
produccién de gas aumento linealmente (P<0,001) y cuadraticamente (P<0,001) con
el aumento del nivel de fibra; ademas, se alcanzé antes la mitad de la produccién de
gas asintotica (ti2) con PM (P=0,006) que con PC. En el experimento 2 (in vivo) la
inclusion de PC y PM resulté en el aumento de la excrecién de heces (P=0,005) y
frecuencia de defecacion (P<0,001), disminucion del pH fecal (P<0,001) y valores de
digestibilidad (P<0,01), aunque no se produjeron cambios ni en la consistencia fecal,
concentracion de amoniaco o en las poblaciones bacterianas fecales. La
suplementaciéon de las dietas con PC y PM frescas fue efectiva para estimular la
fermentacion en intestino grueso, pero deprimio la digestion de los nutrientes.
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2 SUMMARY

The aim of this work was to evaluate the potential prebiotic effect of citrus pulp and
apple pomace included in diets for dogs. To do this, an in vitro experiment was
carried out to evaluate fermentability of diets for dogs with increasing levels of citrus
pulp (CIT) or apple pomace (APP). Afterwards, in an in vivo experiment, digestibility,
faecal characteristics and faecal bacterial populations were determined in dogs’ diets
supplemented with CIT or APP. In the in vitro experiment, a pre-digested dog food
was mixed with 0, 30, 50 and 70 g/kg of either CIT or APP. Mixtures or these sources
of fiber alone were incubated with fresh faeces in an anaerobic media and
fermentation parameters were studied. In the in vivo experiment, 6 adult dogs were
fed with a commercial dog food mixed or not with 70 g/kg of fresh CIT or APP and
nutrient digestibility, fecal characteristics (pH, consistency, defecation frequency,
weight, ammonia concentration) and faecal bacterial populations were determined. In
the in vitro experiment, gas production increased linearly (P<0.001) and quadratically
(P<0.001) with the increase of the level of fiber; in addition, half time of the production
of asymptotic gas (t12) with APP (P=0.006) was reached earlier than with CIT. In the
in vivo experiment the inclusion of CIT and APP resulted in higher faecal outputs
(P=0.005) and defecation frequency (P<0.001), and lower faecal pH (P<0.001) and
digestibility values (P<0.01). Faecal consistency, ammonia levels and microbial
population in the faeces did not differ among treatments. The addition of fresh CIT
and APP to diets for dogs was effective to stimulate the fermentation in the hindgut,
but depressed the apparent digestibility of nutrients.
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3 INTRODUCCION

La industria de alimentos para mascotas ha aumentado significativamente en los
ultimos afios y sigue en continuo crecimiento. Las perspectivas para el mercado
siguen siendo positivas: Packaged Facts proyecta ventas globales de la industria de
animales domesticos de los Estados Unidos llegaran a casi US$ 100 billones en el
afio 2020 (Petfood industry, 2016b). A nivel mundial, Euromonitor esperd que las
ventas de alimentos para mascotas llegaran a US$ 88 billones en el 2016, por
encima de US$ 78 billones en 2015 (cerca de US$ 31 billones de esas ventas de
alimentos para mascotas del afio pasado estaban en los EE.UU., segun
Euromonitor, aunque la Oficina de Estadisticas Laborales de Estados Unidos tiene la
cifra en alrededor de US$ 26,8 billones) (Petfood industry, 2016b). Durante el 2011
Uruguay import6 cerca de 22 millones de kilos de comida para mascotas (perros y
gatos), lo que genero una facturacion de US$ 21 millones. Esto significa que 5,5
millones de kilos se produjeron en Uruguay, ya que el 80% de los alimentos para
mascotas se importan y el 20% se producen en Uruguay, pero el nUmero total de
kilos es mucho mayor, ya que muchas comidas para perros y gatos se producen y
ofrecen fuera del sistema formal (El Observador, 2012). Segun datos de la Direccion
Nacional de Aduanas, en el 2016 se importaron US$ 32.676.087,1 y 32.905.881,5 kg
de alimentos para perros y gatos acondicionados para la venta al por menor.

La alimentacion en perros y gatos plantea objetivos muy diferentes a los animales de
produccién. Los animales de compafiia son considerados parte de la familia, son
tratados como tales y no como simples mascotas, desarrollando un fuerte vinculo
emocional entre humanos y animales, compartiendo el mismo ambiente,
alimentacion y estilo de vida que sus duefios. Como consecuencia los duefios de
mascotas buscan maneras para mejorar la calidad de vida, salud y longevidad de
sus animales de compainiia. Es asi que en los Ultimos afios, ademas del objetivo de
suministrar la cantidad de nutrientes adecuada, también se busca la prevencion y
tratamiento de enfermedades especificas como obesidad, diabetes, urolitiasis,
insuficiencia renal y cardiaca (Boixeda de Miquel, 2000). Para satisfacer las
demandas de los consumidores, y haciéndose eco de la comercializacion especifica
de los alimentos funcionales para los seres humanos (Petfood Industry, 2016a), se
incluyen en los alimentos comerciales para mascotas ingredientes funcionales como
antioxidantes, omega 3, prebioticos, probidticos y fibras fermentables. Estos
compuestos tienen efectos beneficiosos sobre el bienestar general o
especificamente sobre la funcion digestiva, de las articulaciones y del sistema
inmunolégico. “Un alimento puede considerarse funcional si se demuestra
satisfactoriamente que ejerce un efecto beneficioso sobre una o mas funciones
selectivas del organismo, ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos, de modo tal
gue resulte apropiado para mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo
de enfermedad, o ambas cosas” (Ashwell M., 2002).

Particularmente, el papel de la fibra es cada vez mas importante, ya que se la ha
utilizado para modificar la calidad de las heces (constipacién y diarrea) y para control
del peso. Ademas recientemente se ha indicado que la fibra puede actuar sobre la
microbiota intestinal y ser util para el tratamiento de ciertas enfermedades. Las
fuentes de fibra de granos de cereales (fibra de maiz, salvado de arroz), granos
enteros de cereales (ej. avena, cebada) y frutas, han recibido una atencion creciente
por la industria de alimentos y duefios de mascotas como ingredientes funcionales.
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4 REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Concepto y definicion de fibra

Si bien no existe todavia una definicion Unica de fibra dietética que englobe los
diferentes componentes y sus funciones, Trowell y col. (1976) la definieron como
restos de polisacéaridos de pared celular de plantas comestibles, lignina y sustancias
asociadas resistentes a la hidrdlisis por las enzimas del tracto digestivo humano.
Mas recientemente y especificamente en mascotas, bajo el término fibra dietética se
consideran una cantidad de hidratos de carbono complejos que resisten la actividad
enzimatica del intestino delgado pero que son fermentadas por la microflora del
intestino grueso (Gross y col., 2010). El término es ambiguo ya que incluye un
conjunto heterogéneo de moléculas distintas, algunas de las cuales no son
polisacéridos, como es el caso de la lignina.

Los componentes que forman parte de la fibra de los alimentos incluyen
polisacaridos de las paredes celulares como celulosa y hemicelulosa, polisacaridos
no celulésicos como pectinas, mucilagos, gomas vegetales (NRC, 2006),
oligosacaridos y almidén resistente (Gross y col., 2010) y un constituyente no
polisacarido de paredes celulares (lignina) (NRC, 2006).

Existen diferentes métodos analiticos para caracterizar y cuantificar diferentes tipos
de fibra de los alimentos. Los métodos de andlisis de la fibra con detergentes como
fibra detergente acido (FDA) que incluye esencialmente celulosa y lignina, y fibra
detergente neutro (FDN) que incluye principalmente lignina, celulosa y hemicelulosa,
gue originalmente se desarroll6 para los forrajes, puede utilizarse para los alimentos
de mascotas, siempre que se incluya un tratamiento con amilasa previo al analisis de
FND. Pero los resultados no son del todo satisfactorios ya que la FDA puede
recuperar parcialmente pectinas y puede solubilizar parte de la lignina, recuperando
una cantidad variable de la pared celular vegetal. Otras alternativas son los métodos
de determinacion de la fibra dietética total (FDT) y en un segundo paso fibra
insoluble y soluble. Estos son métodos bastante caros y consumen mucho tiempo
(De Olivera y col., 2012). El procedimiento de FDT falla en la recuperaciéon y
medicion de los sacéaridos de bajo peso molecular tales como fructooligosacaridos.
El método de fibra cruda (FC) representa solo el 5 al 20% del total de la fibra en un
alimento, y como tal, subestima la verdadera concentracion de la fibra dietética
(NRC, 2006).

4.2 Clasificacion de la fibra

La fibra puede ser clasificada segun sus propiedades, por su tasa de fermentacion,
fracciones digeribles y no digeribles, solubilidad en agua, capacidad de retencion de
agua y viscosidad. Las diferentes propiedades de la fibra, influyen en las funciones
fisiologicas del organismo animal (Gross y col., 2010), en las enfermedades
gastrointestinales y sistémicas, y efectos adversos que la fibra pueda producir
(Escudero y Gonzalez, 2006).

Una forma de caracterizar las diferentes fuentes de fibra es a través de la magnitud
en que pueden ser fermentadas por la microbiota del tracto gastrointestinal. Las
fuentes de fibra se describen desde lenta a rapidamente fermentables. Las
rapidamente fermentables producen mayor volumen de AGV y gases en menos
tiempo, en oposicion con las de fermentacion lenta (Gross y col., 2010). La magnitud
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de fermentacion o degradacién bacteriana, depende de la conformacién de los
polimeros y su asociacion estructural con componentes no hidrocarbonados
polifendlicos como la lignina (fraccibn de fibra unida a la lignina se vuelve
indigerible). Ademas la capacidad de retencion de agua y las propiedades de
intercambio de iones pueden influir sobre la magnitud de la fermentacion (McDonald
y col., 2013). La propiedad de fermentabilidad es la mas importante porque de ella
dependen multiples efectos, tanto locales como sistémicos (Escudero y Gonzélez,
2006). A medida que la velocidad de fermentacion de la fibra aumenta, disminuye el
tiempo de transito gastrointestinal y el volumen de heces, aumenta la excrecion de
acidos biliares fecales y las heces se tornan mas blandas y humedas (Gross y col.,
2010). Ademas, la fermentabilidad de las fibras esta relacionada estrechamente con
la solubilidad de las mismas (Escudero y Gonzalez, 2006). Las fibras que se
fermentan mas rapidamente son solubles, tales como las pectinas, gomas,
galactanos, mananos, fructanos, mucilagos y B-glucanos (Gross y col., 2010). Las
fibras solubles al contacto con el agua forman un reticulo de gran viscosidad y geles
donde queda atrapada el agua (Escudero y Gonzalez, 2006). Sin embargo las dietas
con un alto contenido de fibra de alta viscosidad como psyllium y goma guar,
prolongan el vaciado gastrico, y enlentecen el transito de la digesta a través del
intestino delgado de humanos y perros (Eastwood, 1992; Lewis y col. 1994). Por otra
parte, otro tipo de fibra como el almidon resistente tiene baja capacidad de retencién
de agua en comparacion con otras fibras (NRC, 2006). Todas las fibras retienen
agua hasta cierto punto; sin embargo, las fibras solubles tienen una mayor
capacidad de retencion (Gross y col., 2010).

Las fibras insolubles o poco solubles como la lignina, celulosa y hemicelulosa, son
capaces de retener el agua en su matriz estructural formando mezclas de baja
viscosidad; esto produce un aumento de la masa fecal que acelera el transito
intestinal. Esto tiene su efecto en el tratamiento y prevencion de la constipacion
cronica (Escudero y Gonzélez, 2006), prevencion de intestino irritable (Gross y col.,
2010) y también contribuye a disminuir la concentracion y el tiempo de contacto de
potenciales carcinogénicos con la mucosa del colon (Escudero y Gonzalez, 2006).
En muchos alimentos para perros y gatos pueden incluirse diferentes fuentes de
fibra, y por tanto combinarse diferentes relaciones de fibras rapida y lentamente
fermentables. Los principales fuentes de fibra que se afiaden especificamente para
proporcionar fibra en alimentos para perros y gatos, y sus propiedades son: salvado
de trigo, de arroz, de maiz, de avena y pulpa de remolacha, con baja viscosidad y
solubilidad, y moderada fermentabilidad; celulosa y cascara de soja, mani, avenay
arroz, con baja viscosidad, solubilidad y fermentabilidad; psyllium con moderada
fermentabilidad y solubilidad, y alta viscosidad; goma guar y arabica, pectinas y fibra
de soja con alta solubilidad, viscosidad y fermentabilidad.

4.3 Caracteristicas de fermentacion de las fibras

A pesar de que la fibra no puede ser digerida por las enzimas digestivas de los
mamiferos, si puede ser fermentada por la microbiota que habita en el tubo
digestivo. La fermentacion de la fibra en el intestino grueso tiene como productos
finales AGV, CO,, CH, y H,, siendo el acido butirico el mayor sustrato energético
para los colonocitos de rata (Roediger, 1982). Estos productos de fermentacion
(AGV), se relacionan con la salud intestinal, dado que provocan un aumento en la
superficie del epitelio intestinal, ademas de estar relacionado con una disminucién de
la incidencia de cancer de colon en humanos (Young y Gibson, 1991).
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La energia aportada por los acidos grasos volétiles (AGV) producto de la
fermentacion de fibras es menor al 5% de los requerimientos energéticos del perro
(Gross y col., 2010). A pesar de que la fibra no se considera esencial para los perros
debido a que no obtienen cantidades importantes de energia, es necesario afadir
niveles hasta de 5% de fibra a las dietas para individuos sanos (Gross y col., 2010).
Tradicionalmente la fibra se ha utilizado en perros y gatos para modificar la calidad
de las heces (como laxante), para el control del peso y obesidad. Recientemente se
ha indicado que la fibra ademas puede actuar sobre la microbiota intestinal
promoviendo efectos beneficiosos.

Ademas de la caracterizacion quimica de los diferentes tipos de fibra, el estudio de
las cinéticas de fermentacién y sus productos finales es util para predecir su
utilizacion potencial en las dietas de monogastricos. Williams y col., (2005) realizaron
un estudio in vitro utilizando 45 sustratos a base de carbohidratos, utilizando como
in6culo heces de lechones destetados; encontraron que hay una gran variacion en
las cinéticas de fermentacion, en el total de AGV producidos, y las proporciones
entre acidos, entre sustratos y que no se pude asumir la fermentabilidad de un
determinado sustrato sin una evaluacion previa. La solubilidad, ademas, pareci6
tener poca influencia sobre las caracteristicas fermentativas de los sustratos, ya que
dentro de la categoria de fibra insoluble hubo diferencias significativas entre los
pardmetros cinéticos de fermentacion. Los resultados obtenidos in vitro nos dan una
idea cualitativa de que productos finales se espera que se produzca in vivo (por ej.
valores mas altos de butirato) y la cinética de fermentacion.

Segun resultados de un estudio de fermentacion in vitro realizado por Bosch y col.,
(2008), la pectina citrica fue moderadamente fermentable indicado por la tasa
méaxima de produccién de gas (Rmax), en comparacién con pectina de remolacha
azucarera, fructanos y gomas que fueron rapidamente fermentados con una mayor
Rmax, mientras que la cascara de mani y la fibra de trigo fueron pobremente
fermentables, indicado por la menor cantidad de gas producido. Como antecedente,
en nuestro laboratorio, se realiz6 una prueba de fermentacion in vitro, donde se
evaluaron varias fuentes de fibra a distintos niveles, utilizando in6culo fecal de
perros. Los resultados indican que la inulina produjo el mayor volumen de gas
seguido por la pulpa de citrus y de manzana, mientras que la celulosa produjo el
menor volumen de gas (Deluca y col., 2010). Esto significa que la produccion de gas
y la velocidad de fermentacion aumentan cuanto mayor sea la cantidad de fibra
soluble de la fuente de fibra.

Con respecto a los productos de fermentacién generados con distintas fuentes de
fibra, la pectina citrica produjo mayores cantidades de butirato a las 72 hs de
incubacion, que fructanos, goma arabica, goma guar, cascara de mani, fibra de soja,
fibra de trigo, y fibra, pulpa y pectina de remolacha azucarera (Bosch y col., 2008).
Ademas, efectos beneficiosos de la pulpa de citrus y la pomaza de manzana sobre la
microbiota intestinal y metabolitos microbianos han sido reportados previamente a
través de pruebas in vivo e in vitro (Sunvold y col., 1995a, 1995b; Swanson y col.,
2001; Biagi y col., 2010).

Utilizando pectina de citrus y de manzana, y pomaza de manzana como fuentes de
fibra fermentable en pruebas in vitro (Swanson y col., 2001; Biagi y col., 2010), y
pectinas de citrus seca en una prueba in vivo (Biagi y col., 2010), se observaron
niveles de acido acético y butirico mas altos, y niveles de amoniaco mas bajos que
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el control en prueba de fermentacion in vitro. Ademas, estos autores reportaron una
reduccién de los coliformes in vivo comparado con el conteo de bacterias al inicio de
la prueba (Biagi y col., 2010).

Otros estudios indican que la pomaza de manzana produjo la mas alta concentracién
de gas e intermedia de AGV comparado con otras fuentes de fibra de fruta y
vegetales, pero junto con pulpa de zanahoria y linaza tuvo la més alta desaparicién
de materia organica (mas alta fermentabilidad); la pectina citrica tuvo la méas alta
produccién de AGV, produccién de gas, desaparicion de materia orgénica, que
psyllium y celulosa (Solka floc®) (Swanson y col., 2001). La pulpa de citrus junto con
lactulosa, y goma guar produjo la mayor concentracion total de AGV, en prueba de
fermentacién in vitro, en comparacion con otros sustratos fibrosos como pulpa de
remolacha, FOS, goma de algarrobo, goma arébica, fibra de avena o salvado de
arroz (Sunvold y col., 1995b). Ademas, el in6culo fecal de perros alimentados con
pulpa de citrus tuvo una mayor desaparicion de materia organica (DMO) y una
menor relaciébn acetato/propionato que los alimentados con fibra lentamente
fermentable. Por otra parte, la fermentacion in vitro de sustratos fibrosos, aumento
con la utilizacién de in6culos fecales de perros y gatos suplementados con fibras
fermentables (Sunvold y col., 1995a).

Las fibras fermentables también pueden disminuir el olor de las heces mediante la
reduccion de la concentracién fecal de metabolitos provenientes del catabolismo
proteico en el colon (Swanson y col., 2002a, 2002b; Flickinger y col., 2003; Biagi y
col., 2010). En un estudio in vitro realizado con inéculo fecal canino (heces frescas),
se encontr6 que la administracion de FOS en la dieta reduce los valores de pH, la
concentracion de amoniaco, aumenta la produccién de AGV con mayor aumento en
la concentracion de acido butirico y puede mejorar el metabolismo de la microbiota
intestinal (Pinna y col., 2016). Estos tipos de fibra pueden mejorar la salud intestinal
en algunas situaciones negativas. Por ejemplo, el aumento del flujo de proteinas al
colon proporciona mas sustratos fermentables para bacterias patdgenas como
Clostridium spp., que degradan aminoacidos y producen mal olor fecal (Macfarlane y
col., 1986). Dietas ricas en proteinas y de baja digestibilidad generan aumentos en la
presencia de amoniaco, aumentan la concentraciébn de putrescina, reducen los
recuentos de lactobacilos y enterococos, tienden a aumentar el recuento de C.
perfringens y reducen las concentraciones de AGV totales (Pinnay col., 2016).

4.4 Prebioticos

Una clasificaciéon de la fibra se refiere a la habilidad de ciertos microorganismos en el
intestino para usar la fibora como sustrato. Esta fibra utilizada como sustrato para
ciertos microorganismos benéficos es clasificada como “fibra prebidtica” (Gross y
col., 2010), siendo la definicion de prebiotico “Ingrediente selectivamente fermentado
gue permite cambios especificos, tanto en la composicibn como en la actividad de la
microflora gastrointestinal que confiere beneficios sobre el bienestar y la salud del
huésped” (Gibson y col., 2010). Segun World Gastroenterology Organisation “son
sustancias de la dieta (fundamentalmente polisacaridos no amilaceos vy
oligosacaridos no digeribles por enzimas humanas) que nutren a grupos
seleccionados de microorganismos que habitan en el intestino favoreciendo el
crecimiento de bacterias beneficiosas sobre las nocivas” (Corso y col., 2015). La
fibra prebidtica, en particular, puede ayudar a restaurar o mantener un equilibrio
saludable de bacterias benéficas y prevenir organismos patégenos que aumentan o
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contribuyen a condicion de enfermedad (Gross y col., 2010). El prebiotico debe estar
disponible para ciertos grupos de bacterias, siendo los géneros mas representativos
Lactobacillus y Bifidobacterium. Muchos de los oligosacaridos no digeribles parecen
conferir el grado de fermentacién selectiva que se requiere (hacia bifidobacterias)
(Gibson y col., 2010). Los oligosacaridos son carbohidratos que consisten en tres a
nueve unidades de sacarido, mientras que los polisacaridos se componen de 10 o
mas unidades de sacéarido. Algunos prebidticos se encuentran naturalmente en
varios alimentos tales como los puerros, esparragos, achicoria, alcachofas, ajos,
cebollas, trigo y avena, asi como la soja. Sin embargo, la ingesta total de estas
fuentes es pequefia. Una ruta eficaz para lograr una ingesta de promocion de la
salud es la fortificacién de los alimentos consumidos con ingredientes prebidticos.
Los prebidticos son, pues, una subcategoria de ingredientes de alimentos
funcionales y puede ser agregado a muchos alimentos, incluidos los yogures,
cereales, panes, galletas, postres lacteos, helados, cremas para untar, bebidas, asi
como en alimentos y suplementos para animales (Gibson y col., 2010). Los tres
criterios necesarios para un efecto prebittico son los siguientes (Gibson y col.,
2004): 1) que sean resistentes a la acidez gastrica, la hidrdlisis por enzimas
digestivas de mamiferos y a la absorcion gastrointestinal. 2) Que sean fermentados
por la microflora intestinal selectivamente y 3) estimular el crecimiento y/o actividad
de bacterias intestinales asociados con la salud y el bienestar. Los prebiéticos
usados en la alimentacion de perros tales como fructooligosacaridos (FOS)
(Middelbos y col., 2007) (Flickinger y col., 2003), mananooligosacaridos (MOS)
(Swanson y col., 2002a) (Grishop y col., 2004), pectina de citricos y de manzana
(Biagi y col.,, 2010) o ingredientes ricos en fibra soluble, tales como pulpa de
remolacha que contiene pectina (oligosacéaridos pécticos) (Biagi y col., 2010)
(Middelbos y col., 2007), y pared celular de levaduras (contiene MOS) (Middelbos y
col., 2007), pueden provocar el aumento de las concentraciones a nivel intestinal de
lactobacilos, bifidobacterias y enterococos, y la reduccién de C. perfringens, E. coliy
coliformes.

4.5 Fuentes de fibras tradicionales y fibras de fruta

Las fuentes tradicionales de fibras dietéticas incluyen pulpa de remolacha y celulosa.
La pulpa de remolacha contiene componentes de fibra insoluble y soluble en una
proporcion deseable. La celulosa se compone de fibra insoluble y poco fermentable
siendo el 99,4% de la FDT (Sunvold y col., 1995c). La pulpa de remolacha es una
fibra moderadamente fermentable (Sunvold y col., 1995a, 1995b) con 68,4% de FDT
de la cual el 80,5% es fibra insoluble y el 19,5% es soluble con una relacion 4,1/1 de
fibra insoluble/soluble (Sunvold y col., 1995c). Si bien tiene composicion variable es
a menudo alta en pectinas, hemicelulosa y celulosa. Contiene 16% de polisacaridos
viscosos (FDT menos la FND), 31% de hemicelulosa y polisacaridos no viscosos
(FND menos FAD), y 25% de celulosa (FAD menos lignina detergente acido) (Fahey
y col., 1990b). Otros autores informaron para la pulpa de remolacha concentraciones
menores (22%) de hemicelulosa y polisacaridos no viscosos, siendo la FND 46,8% y
la FAD 24,6% (Bosch y col., 2008). Estos datos ponen de manifiesto las variaciones
gue pueden ocurrir en los subproductos de las plantas, que determinan sus
propiedades de fermentacion y fisico quimicas. La composicion de los productos
vegetales se ve afectada por el suelo y las condiciones ambientales durante el
crecimiento, la madurez en la cosecha y parte de la planta incluida en la preparacion
del subproducto (De Godoy y col., 2013).
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Las pulpas y pomazas de frutas son subproductos del procesamiento de jugos de
fruta y puré, que se deshidratan, y posteriormente se procesan y se muelen. Una
forma de deshidratacion utilizada cominmente es mezclandolas con una solucion de
hidroxido de calcio que degrada pectinas y permite la liberacion del zumo, para luego
ser secadas a temperatura de 80 a 180 ° C (Martinez Pascual y Fernandez
Carmona, 1980). Una caracteristica general de las fibras de frutas es su mayor
contenido de pectinas y hemicelulosa en relacion a la celulosa, acompafado de bajo
contenido de grasa y proteinas (<1%). Los productos a base de fruta tienen buenas
propiedades de unién al agua. Este atributo puede ser ventajoso en matrices de
comidas humedas para mascotas, donde se requiere un alto contenido de agua,
pero baja actividad de agua y textura firme (De Godoy y col., 2013). Segun Swanson
y col., (2001), en un modelo de fermentacion in vitro canino, la pulpa de manzana
tenia la concentracién mas grande de FDT (79%), siendo el 85,8% insoluble y 14,2%
soluble. La proporcion de fibra soluble y la produccién de AGV de la pomaza de
manzana, fue en segundo lugar con respecto a la pulpa de zanahoria que tenia la
mayor proporcion de fibra soluble y por tanto una menor relaciéon I/S, con respecto a
las fuentes de fibra nuevas evaluadas. Pero en comparacion con las fuentes de fibra
estandares, la pectina citrica fue la que produjo la mayor concentracion de AGV ya
gue esta es una fibra soluble. Segun Sunvold y col., (1995c), que realizé un modelo
de fermentacién in vitro en varias especies (gato, perro, caballo, cerdo, ganado y
humano), en todas estas especies la pulpa de citrus y pectina citrica tuvieron la
mayor desaparicion de la materia organica (DMO), es decir que fueron mas
extensamente digeridos o fermentados por las bacterias (>80%), y la mayor
produccion total de AGV, que pulpa de remolacha y celulosa. En este estudio
reportaron que la pulpa de citrus tenia 70% de FDT, siendo el 54,4% insoluble y el
45,6% soluble, es decir una relacién 1,2/1 de fibra insoluble/soluble.

4.6 Microbiota del aparato digestivo de monogastricos

El colon es un &rea densamente colonizada, con niveles bacterianos que van de 10**
a 10 UFC/ml, encontrandose mayores niveles de anaerobios estrictos que de
anaerobios facultativos. Dentro del grupo de los anaerobios estrictos los géneros que
se encuentran son Bacteroides, Clostridium y otros géneros como Ruminococcus,
Butyrovibrio, Fusobacterium, Eubacterium, Peptostreptococcus, Bifidobacterium,
Atopobium y Peptococci. Dentro de las bacterias anaerobias facultativas se incluyen
géneros como Lactobacillus, Enterococci, Streptococcus y de la familia
Enterobacteriaceae. En el colon la poblacién de levaduras es relativamente bajo, de
10% a 10* UFC/ml (Rastall, 2004).

A su vez el ciego, colon medio y recto tienen variaciones en cuanto a densidad de
colonizacion bacteriana. En este sentido, el in6culo proveniente del recto de cerdos,
en una prueba de fermentacion in vitro, mostré la mayor produccién de gas,
comparado con el colon medio que mostré una produccién de gas intermedia, y el
ciego que mostrd la mas baja produccion de gas (Bauer y col., 2004).

En términos de salud los microorganismos mas importantes serian las bacterias
acidolacticas, dentro de las cuales Bifidobacterium y Lactobacillus son los géneros
de mayor interés y son indicadores de una poblacién bacteriana con mayor actividad
benéfica (Flickinger y col., 2000). Estas bacterias benéficas son barreras para la
infeccion, producen agentes antimicrobianos y compiten con las patdégenas por la
ocupacion de receptores, nutrientes y espacio (Rastall, 2004).
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4.7 Importancia de la fibra alimentaria en medicina veterinaria

El manejo de la fibra dietética en cuanto al tipo y nivel de inclusién en la dieta, es
importante en el tratamiento de enfermedades especificas en perros y gatos, como
obesidad y control del peso, diabetes, diarrea y constipacion.

4.7.1 Diabetes, Obesidad y control de peso:

Estudios realizados en diferentes paises (por ejemplo Inglaterra, Australia, EE.UU)
han estimado la incidencia de sobrepeso y obesidad en la poblacion de perros entre
22% y 40% (Bosch y col., 2009).

El exceso de peso corporal (sobrepeso y obesidad) es uno de los trastornos médicos
més comunes de los perros, y esta vinculado a disminucion de longevidad y una
variedad de condiciones asociadas como patologias osteoarticulares, lipidos
sanguineos alterados, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y factor de
riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus (German y col., 2010; Deng y col.,
2013).

Muchos estudios en humanos y en caninos han puesto de manifiesto los beneficios
de la fibra dietética, especialmente la fibra soluble, que resulta en la disminucién de
la hiperglucemia postprandial, mayor sensibilidad a la insulina, y alteracion en la
liberacién de péptidos gastrointestinales (Deng y col., 2013). Puede ayudar en la
mitigacion y prevencién de la obesidad, ya que puede aumentar y mantener la
saciedad y evitar la sensacion de hambre en los perros (Bosch y col., 2009).

Tradicionalmente, en la nutricibn de animales de compafia el ingrediente mas
popularmente utilizado como fuente de hidratos de carbono fermentable es la pulpa
de remolacha. La fibra fermentable y soluble aumentan la viscosidad digestiva,
aumentan la saciedad, reducen la tasa de captacion de glucosa, los niveles de
colesterol en sangre, promueven el crecimiento de bacterias comensales del
intestino (Skinké y Januskevicius, 2015).

Fuentes de fibra alternativa como los granos enteros de cereales de avena y cebada
estan recibiendo atencion creciente. Son buenas fuentes de B-glucanos, que tienen
efecto en disminucion de la glicemia y los lipidos en plasma, en humanos y
animales. Por lo tanto el uso de avena y cebada como ingredientes funcionales en
los alimentos para mascotas puede ser beneficiosa en el control o prevencién de la
obesidad, diabetes mellitus y dislipidemia (De Godoy y col., 2013). En un estudio
realizado por Adolphe y col., (2012) en perros adultos se investigo los efectos del
consumo de hidratos de carbono complejos de cebada, maiz, guisantes y arroz, en
la respuesta glucémica, la salud cardiovascular y marcadores de estrés oxidativo.
Este estudio sugiere que el consumo de hidratos de carbono complejos puede tener
un efecto protector sobre la salud cardiovascular y el estrés oxidativo relacionado
con la hiperglucemia (De Godoy y col., 2013).

Se realiz6 un estudio donde se evaluo el efecto de la inclusion de fibra fermentable y
viscosa en la dieta, sobre la glicemia, insulina y secrecion de péptido-1 similar al
glucagon (GLP-1), en respuesta a una exposicion oral de glucosa cuatro horas
después de su consumo (“efecto de segunda comida”). En este estudio se encontrd
gue una comida con fibra de alta fermentacién (5% pectina+3% scFOS), tiene el
potencial de disminuir la respuesta de la glucosa en sangre, en una consecuente
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comida (efecto de segunda comida). Y una comida con fibra de alta viscosidad (4%
psyllium y 4% pectina), alterd la respuesta de glucosa (menor), insulina (mayor) y
GLP-1 (mayor) inmediatamente después de la comida, pero sus efectos en una
comida posterior no son conocidas. Debido a que GLP-1 es conocida para retrasar el
vaciado gastrico y estimular la secrecién de insulina, este puede contribuir al efecto
de la segunda comida por el consumo de fibra dietética fermentable. Debido a que
las dietas ricas en fibra dietética viscosa disminuyen el vaciado géstrico y retrasan
las tasas de digestion y absorcion de macronutrientes en el tracto gastrointestinal,
pueden alterar las respuestas de glucosa e insulina inmediatamente después de una
comida. El potencial para provocar un efecto de segunda comida, probablemente,
depende del tipo y la dosis de fibra dietética. Las fibras que provocan el efecto de
segunda comida pueden ser utilizadas para mejorar la hiperglicemia postprandial en
los perros obesos o diabéticos (Deng y col., 2013).

En otro estudio se evalud el efecto del tipo de fibra dietética en las hormonas
relacionadas con la saciedad y la ingesta voluntaria de alimentos. Los perros
alimentados con una dieta alta en fibra fermentable (8,5% de pulpa de remolacha
azucarera+2% de inulina) mostraron una ingesta voluntaria de alimentos menor al
final del estudio. La inclusiébn de fibra fermentable en las dietas caninas puede
contribuir a la prevencion o mitigacién de la obesidad a través de sus efectos sobre
la saciedad (Bosch y col., 2009). Los AGV producto de la fermentacién de la fibra
puede afectar la saciedad a través de la estimulacion en la produccion y secrecion
de hormonas de la saciedad gastrointestinales como péptido tirosina-tirosina (PYY) y
GLP-1. Tanto PYY y GLP-1 contribuyen a aumentar el tiempo de vaciado gastrico y
el tiempo de transito del intestino delgado, prolongando la distensién gastrica y las
sefiales de saciedad y prolongando el contacto entre nutrientes y receptores del
intestino delgado que participan en el mantenimiento de la saciedad. Un retraso en el
vaciamiento gastrico también retrasa la digestion del almidén y la posterior absorcion
de la glucosa, de ese modo se mantiene las concentraciones de glucosa e insulina
postprandial mas estables (Bosch y col., 2009).

Hay que tener en cuenta que un mayor aporte de fibra implica una menor
digestibilidad de la proteina, por lo que, para compensarlo, las dietas para el manejo
de la obesidad deben tener un mayor nivel de proteinas. Ademas, es importante
mantener la proporcion adecuada de fibra de fermentacion rapida, ya que se ha
demostrado que cuando el nivel es muy elevado, ademas de tener un efecto en la
saciedad, puede dar lugar a flatulencias y diarrea.

Por otro lado se ha demostrado que la fibra de fermentacion lenta, como la celulosa
y la cascara de mani, permite aumentar el volumen del bolo alimenticio en el tracto
gastrointestinal (Gl) sin aportar calorias adicionales. Por tanto, es posible que la fibra
sea beneficiosa para disminuir las calorias ingeridas con el alimento. Es posible que
la combinacion de diferentes tipos de fibras tenga varios efectos (Gross y col., 2010).

4.7.2 Diarrea y constipacion

La dieta puede ser util en el manejo de la diarrea, contribuyendo a controlar la
aparicion y gravedad de la misma. La fibra, debido a sus caracteristicas fisicas, es
capaz de aumentar o disminuir el transito intestinal. La fibra soluble tiene la
capacidad de absorber agua en el tracto Gl formando un gel viscoso y disminuyendo
asi el agua libre, lo que contribuye a normalizar la consistencia fecal. Este gel
viscoso también prolonga el tiempo de transito intestinal disminuyendo el vaciado
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géstrico y absorbe las toxinas de la luz intestinal, por lo que puede ser beneficioso
para el tratamiento de la diarrea osmotica (Wara y Datz, 2014).

El epitelio colonico puede absorber activamente Na contra gradientes
electroquimicos, dandole la capacidad de deshidratar las heces. Algunos de los
principales estimulos para la absorcion de Na en el colon de los mamiferos son
AGV. El butirato es mas eficaz que el acetato o propionato en la mejora de la
absorcion de Na. Este es la principal fuente de energia del colonocito, estimula la
produccién de moco, absorcion de iones como sodio, cloro y absorcién de agua y la
formacion de bicarbonato, de importancia para limitar el desarrollo de la diarrea
aguda. Estimula la proliferacion celular normal del colonocito, aumentando el
espesor de la mucosa intestinal y favoreciendo la absorcion de lo antes mencionado
(Roedinger, 1982 y 1994; Buddington y col., 1999; William y col., 2001; Escudero y
Gonzélez, 2006; McDonald y col., 2013).

Muchos agentes patdgenos en el tracto gastrointestinal, incluyendo C. perfringens,
C. difficile, Salmonella spp. y E. coli causan diarrea. Las bifidobacterias son
importantes para la salud gastrointestinal ya que producen acidos grasos de cadena
corta que disminuyen el pH intestinal e inhiben el crecimiento de bacterias
patdgenas. También se cree que producen sustancias antibacterianas que son
activos contra los clostridios, E. coli y otras bacterias patégenas. Los cambios en los
tipos y proporciones de las bacterias en los cachorros pueden influir en su
resistencia a las enfermedades. En los cachorros jévenes, las poblaciones
bacterianas en el tracto Gl se establecen gradualmente, y pueden ser influenciados
por la dieta y el medio ambiente. Por lo tanto, fibras prebitticas, que apoyan el
crecimiento de bifidobacterias, deberia inducir beneficios en la salud del huésped
(Gross y col., 2010).

Los desequilibrios en la flora intestinal se han relacionado con enfermedades tales
como la alergia, enfermedad inflamatoria intestinal y la diarrea. Cuando se
interrumpe la tolerancia normal a la flora intestinal, una respuesta alterada puede
ocurrir en el sistema inmunitario intestinal, que puede iniciar y mantener la
enfermedad inflamatoria intestinal o desencadenar el desarrollo de respuestas
alérgicas (Gross y col., 2010).

Cuando se sospecha una hipersensibilidad alimentaria se recomienda utilizar una
dieta con proteina novel o hidrolizada (Wara y Datz, 2014). En algunos casos puede
ser util suplementar estas dietas con fibra para regularizar la motilidad intestinal, el
equilibrio hidrico y normalizar la microbiota (Gross y col., 2010). Ademas el butirato
tiene efecto antialérgico (Corzo y col., 2015).

También se recomienda la suplementacion con fibra, como coadyuvante en el
tratamiento dietético, cuando la diarrea se debe a enfermedad inflamatoria intestinal
(Ell) de intestino grueso (colitis). Las propiedades gelificantes y de union de los
acidos grasos y acidos biliares desconjugados en las fibras solubles pueden ser
beneficiosas. Suele aconsejarse el uso preferente de fibra soluble (fermentable) en
lugar de fibra insoluble (no fermentable) porque las fibras mas solubles generan
butirato, la principal fuente de energia para el colonocito (favoreciendo la absorcion
de Na y agua, estimulando el recambio de colonocitos), y otros acidos grasos de
cadena corta, que pueden bajar el pH luminal del colon, lo que impide el crecimiento
de patdgenos. La administracion de fibra prebiética como oligofructosa a perros
disminuye las concentraciones de amoniaco y aminas fecales y aumenta el nimero
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de bifidobacterias en las heces de los perros. Las bacterias benéficas pueden inducir
un patron antiinflamatorio de citoquinas (aumenta las concentraciones de IL-10,
TGF-B, y disminuye IL- 12p70, IL-23, TNF-a) (Seifert y Waltz, 2007; Marks, 2013).

Se pueden obtener diferentes efectos en el intestino grueso, segun el tipo y cantidad
de fibra. Las fibras muy poco fermentables, como la celulosa, actian de manera
similar a los laxantes formadores de masa o volumen, contribuyendo a dilatar la luz
del colon y aumentando la velocidad de transito fecal (Davenport y col., 2010). Otras
fibras, como el psyllium, forman un gel viscoso (por su elevada capacidad de
absorber agua) y facilitan el paso de las heces a través del intestino. Con las dietas
bajas en fibra y muy digestibles se puede reducir la cantidad de heces, pero no se
estimula la motilidad ni el transito fecal (Davenport y col., 2010). La deshidratacion
suele contribuir a la aparicion del estrefiimiento y por eso, la administracion de
alimento humedo y/o la fluidoterapia también estd indicada en el manejo del
estrefiimiento (Wara y Datz, 2014).

En sintesis, bajo el término fibra se incluyen una cantidad de hidratos de carbono
complejos que resisten la actividad enzimatica del intestino delgado pero que son
fermentados por la microflora del intestino grueso, y un constituyente no polisacarido
de paredes celulares (lignina). La fibra puede ser clasificada en lentamente
fermentables a rapidamente fermentables, solubles e insolubles, de alta y baja
capacidad de retencion de agua Yy viscosidad. Siendo la proporcién de fibra soluble
de la fuente de fibra lo que determina la produccién de gas y velocidad de
fermentacion. Uno de los productos finales de la fermentacién es el acido butirico,
siendo este el mayor sustrato energético para los colonocitos. La fibra fermentable
puede mejorar la salud intestinal. Esta también puede ser clasificada como fibra
prebidtica, ya que puede ayudar a restaurar o mantener un equilibrio saludable de
bacterias benéficas (Lactobacillus y Bifidobacterium), y prevenir organismos
patdgenos que aumentan o contribuyen a una condicién de enfermedad. Fuentes de
fibras frutales como manzana y citricos pueden utilizarse como alternativa de las
fuentes de fibra tradicionales.
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5 HIPOTESIS

La inclusion de pulpa de citrus y pomaza de manzana frescas en dietas para perros
puede mejorar la fermentacion intestinal y tener un impacto positivo en el ecosistema
microbiano intestinal como ha sido demostrado para productos deshidratados.

6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Evaluar la potencial actividad prebiética de la pulpa de citrus y la pomaza de
manzana al ser incluidas frescas en dietas para perros.

6.2 Objetivos particulares

- Evaluar las caracteristicas de fermentacion in vitro de dos fuentes de fibra (pulpa
de citrus y pomaza de manzana) afiadidas en diferentes niveles a un alimento para
perros pre-digerido.

- Determinar si la suplementacion de un alimento para perros con pulpa de citrus y
pomaza de manzana en fresco afecta la digestibilidad de los nutrientes, las
caracteristicas de las heces y las poblaciones microbianas fecales.

7 MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos experimentos: un ensayo en el que se evalud la fermentabilidad in
vitro y un ensayo de alimentacion in vivo. Todos los procedimientos fueron
aprobados por la Comisién de Experimentacion y Uso de Animales de la Facultad de
Veterinaria, UdelaR.

7.1 Experimento 1: fermentabilidad in vitro

En este ensayo se evalué la cinética de produccion de gas in vitro de mezclas de un
alimento comercial pre-digerido con niveles crecientes de pulpa de citrus (PC) o
pomaza de manzana (PM) y estas fuentes de fibra solas.

Estos sustratos fueron incubados mediante la técnica de produccion de gas in vitro,
utilizando como in6culo materia fecal proveniente de 3 perros clinicamente sanos
pertenecientes a la Unidad Experimental de Nutricion Canina (UENC) del
Departamento de Nutricion Animal de la Facultad de Veterinaria, alimentados con un
alimento comercial (AC).

7.1.1 Disefo experimental

Se realizaron mezclas del AC para perros pre-digerido (PRED), con PC y PM. Estas
mezclas que fueron utilizadas como sustrato de fermentacion (total de 3 sustratos),
se prepararon de tal forma de probar cuatro niveles diferentes de inclusion de
fuentes de fibra: 0, 30, 50 y 70 g/kg de pulpa de citrus o de pomaza de manzana, en
base de materia seca. También se utilizaron como sustratos PC y PM solas. El
material que se utiliz6 como fibra fue la pulpa y cascara que queda después de la
compresion de la fruta (naranja y manzana) en forma mecanica en el proceso de
elaboracién de jugos. Con el fin de asegurar la frescura y calidad higiénica del
material, se recogio inmediatamente después de la extraccion del jugo, fue picado en
el laboratorio, y se almacend a -20°c durante todo el estudio. La pre-digestion del
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alimento comercial se realiz6 mediante la hidrélisis en dos etapas de un alimento
comercial para perros (Purina Excellent, Nestlé, B.A., Argentina) con pepsina y
pancreatina, segun el procedimiento descrito por Cone y col. (2005). El residuo de la
pre-digestion se filtr6 con una gasa de nylon con poros de 43 micras, y se seco en
estufa a 55° durante 48 hs al igual que las fuentes de fibra. Todos estos sustratos
fueron molidos al tamafio de 1 mm previo a la realizacion de las mezclas.

7.1.2 Preparacion del inéculo

El inéculo fecal para inocular los frascos de fermentacion se prepar6 utilizando heces
obtenidas a partir de 3 perros adultos enteros de raza Cocker Spaniel (2 hembras, 1
macho; peso promedio de 12,6 + 0,4 kg). Los animales se alojaron en jaulas de 2 m
por 2 m y se les administré alimento comercial (Purina Excellent 27 g MS/kg de
PV%™) durante 12 dias antes de la recoleccién fecal. Las heces se recogieron
inmediatamente después de la defecacién, colocadas en bolsas de plastico selladas
bajo condiciones anaerobias, que se transportaron al laboratorio en menos de 1 hora
entre la colecta y la inoculaciéon. Se form6é un pool cuantitativo de heces para
proporcionar un Uunico in6culo representativo. Las heces se diluyeron (1/5
peso/volumen) con suero fisioldgico estéril y homogenizaron usando un mezclador
de mano, luego se filtraron a través de 4 capas de pafio de queseria. El liquido se
obtuvo y se agité bajo flujo continuo de CO, hasta la inoculacion en las botellas.

7.1.3 Técnica de produccién de gas in vitro

La produccion de gas in vitro se determind siguiendo el procedimiento descrito por
Theodorou y col. (1994) modificado por Mauricio y col. (1999). Se coloc6 0,5 g MS
de cada sustrato en frascos de fermentacion de 100 mL y se adicion6 41 mL de un
medio de incubacion (buffer) propuesto por Williams y col., (2005). Cada sustrato se
incubo por triplicado, ademas de 3 botellas sin sustrato y con in6culo como blancos
de fermentacion (un total de 30 botellas). El medio de incubacion consistio en 3
soluciones descritas por William y col., (2005): 38 mL de una solucion basal (macro y
micro minerales, acidos grasos volatiles y hemina), 0,5 mL de una solucién tampd6n
de fosfato y vitaminas, y 0,5 mL de una solucién reductora. Estas soluciones se
afiadieron por separado en cada botella mediante flujo continuo de CO, para eliminar
el aire del interior del frasco e inmediatamente se sellaron con tapones de gomay
precinto de aluminio. Los frascos herméticamente sellados con el sustrato y el medio
permanecieron a 4° C por 8 horas antes de la inoculacién para que el sustrato se
hidrate con el medio de incubacion. Dos horas antes de la inyeccion del inéculo los
frascos fueron colocados en un bafio maria a 39°C en el que permanecieron hasta el
final del periodo de incubacion y se afadi6 2 mL de una solucion tampon de
bicarbonato. Cada botella se inocul6 con 10 mL de heces diluidas. Todas las
manipulaciones se realizaran bajo continuo flujo de CO..

La presion generada dentro de los frascos se medio en las botellas a las 2, 4, 6, 8,
10, 12, 18, 24, 48 y 67 hs después de la inoculacién, con un transductor fijado a un
medidor de presion (840 065, Sper Scientific, Scottsdale, Az, EEUU), y fue registrada
en unidades psi. El volumen de gas en mL se predijo a partir de valores de psi. Para
este proposito en un ensayo previo, el volumen de gas se midi6é con una jeringa y al
mismo tiempo la presion del gas se registr6 en psi de cada botella, segun el
procedimiento descrito por Theodorou y col. (1994). Entonces el volumen de gas en
mililitros se calculo a partir de la presion utilizando la ecuacion:
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Volumen (ml) = 4,0289 x psi + 0,1687 x psi® (n = 34; R* = 0,9822)

El volumen de gas acumulado que se registré durante la fermentacién se relaciond
con la MO incubada (volumen acumulado de materia organica). Los datos para la
produccion de gas acumulado se ajustaron al modelo (Groot y col., 1996):

G =A/[l+(C )7

Donde G es el gas total producido (ml/g de MO); A es la produccién de gas asintética
(ml/g de MO); B es la caracteristica de conmutacién de la curva; C es el tiempo en el
que se alcanza la mitad de la asintota (t*) y t es el tiempo (h). La tasa maxima de
fermentacion (Rmax) Y €l tiempo en el que se produce (Tmax) Se calcularon de acuerdo
a Bauer y col. (2001):

Rmax= [A X (CB) X B x (Tmax(_B - 1))]/[(1 + (CB) X (Tmax(_B))]2
Tmax = C X [((B — 1)/(B +1))*®)]
7.2 Experimento 2: Prueba de alimentacion in vivo

Este ensayo se realizé para estudiar la influencia de la PC y PM (incluidas en fresco
en la dieta de perros) sobre la digestién de los nutrientes, las caracteristicas fecales
(pH, concentraciébn de amoniaco, frecuencia de defecacién, consistencia, cantidad
diaria total de heces) y las poblaciones bacterianas de las heces.

7.2.1 Disefo experimental

Seis perros adultos de raza Cocker Spaniel adultos y sanos (3 machos y 3 hembras;
12,7 £ 0,7 kg de peso), alojados en caniles individuales (2 m por 2 m) fueron
asignados aleatoriamente a tres dietas de acuerdo con un disefio de 2 cuadrados
latinos simultaneos (3 perros, 3 tratamientos, 3 periodos). Los alimentos utilizados en
este experimento fueron los mismos utilizados en el Experimento 1, pero en este
caso el alimento comercial se utilizé sin pre digerir, y las fuentes de fibra se utilizaron
frescas. Las dietas consistieron en:

Tratamiento 1 = Alimento comercial (100 % de la MS)
Tratamiento 2= Alimento comercial (93 % de la MS) + pulpa de citrus (7 % de la MS)

Tratamiento 3 = Alimento comercial (93 % de la MS) + pomaza de manzana (7 % de
la MS)

Cada perro fue alimentado diariamente con 27 g de MS/kg PV%™ representando de
178g a 211 g de AC por animal en base secay de 186 g a 221 g en fresco. La PCy
PM se administraron mezcladas con el alimento comercial sustituyendo el 7% de la
MS requerida por cada animal, representando en base seca de 13 g a 14 g, en
fresco 94 g a 102 g de PC,y 70 g a 78 g de PM en fresco por animal por dia. Las
dietas se suministraron en partes iguales a las 9 hs y a las 16 hs. Los animales
tuvieron libre acceso al agua fresca y potable durante todo el experimento.

Cada periodo experimental consistié en 5 dias de adaptacion al alimento y 4 dias de
recoleccion de heces. En los primeros 3 dias del periodo de recoleccién, las
defecaciones de cada animal fueron chequeadas diariamente a cada hora entre las 9
y a las 19 hs, donde inmediatamente de su defecacion se realiz6 medicion de pH, se
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determiné la consistencia de las heces excretadas y frecuencia de defecacién. Las
heces recolectadas entre las 9 y las 19 hs fueron pesadas y se almacenaron
congeladas a -20°C para su posterior analisis quimico. Ademas, se midio la cantidad
total de alimento consumido a las 9 y a las 16 hs. El cuarto dia (noveno dia de cada
periodo) una muestra individual de heces se recolectdé inmediatamente después de
la defecacion para el estudio de poblaciones bacterianas.

7.2.2 Andlisis de laboratorio

7.2.2.1 Medicion de pH fecal

La medicion del pH de las heces se realizd6 en forma individual inmediatamente
después de la defecacion; diluyendo 1 g de heces en 10 mL de agua destilada, y
utilizando un pH-metro digital (Echem Instruments Pte. Ltd.; OAKTON, Singapur).

7.2.2.2 Determinacién de consistencia (score) fecal

El score fecal se determin6 segun el método descrito por Strickling y col. (2000), de
forma individual y por cada defecacion inmediatamente de su recoleccion. Se basa
en la clasificacién visual subjetiva de las heces segun su consistencia y forma,
considerando una escala de valores numéricos de cinco puntos dentro de una
misma defecacion, donde 1 representa que mas de dos tercios de las heces son
liquidas y sin forma, 5 es que mas de dos tercios de las heces son firmes.

El total de heces individuales se pesaron y colocaron en bolsas de plastico las
cuales se les retiro el aire y fueron selladas e inmediatamente congeladas a -20°C y
agrupadas representando cada perro y periodo. Estas fueron descongeladas al
momento de la realizacion de su andlisis quimico posterior.

7.2.2.3 Andlisis quimicos

Las muestras de heces de los 3 dias (pool fecal individual por periodo), el alimento y
las fuentes de fibra fueron desecadas y molidas, realizdndose los analisis por
triplicado; determinando el contenido en materia seca (MS), Proteina Bruta (PB, N x
6.25), Cenizas (Cen), Extracto etéreo (EE) de acuerdo con las normas del AOAC
(1990). Materia Organica (MO) se calculé por la diferencia: MO=100-Cen. Los
contenidos en fibra neutro detergente (FND) y fibra acido detergente (FAD) se
determinaron de forma secuencial con un analizador de fiora ANKOM 220 (Ankom
Technology Corp., Fairport, NY, USA) usando bolsas de nylon porosas selladas y a
amilasa termoestable. Muestras fecales individuales por periodo fueron
descongeladas y se analizaron para el contenido de amoniaco por destilacion directa
(Hesta y col., 2003).

La composicion quimica analizada de los alimentos utilizados en el estudio es
presentada en la tabla 1.
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Tabla 1. Composicion quimica de sustratos usados en el experimento 1 y dietas
usadas en el experimento 2 (g/kg, en base de la MS).

Experimento 1 Experimento 2
PRED PC PM AC AC+PC AC+PM
Materia seca 929,7 145,0 210,0 928,5 679,7 746,2
Materia organica 945,8 964,8 982,5 929,7 930,3 931,3
Cenizas 54,2 35,2 17,5 70,3 69,7 68,7
Proteina cruda 140,3 61,0 26,5 243,6 229,0 223.9
Fibra neutro detergente 318,3 220,0 340,2 105,7 113,7 122,2
Fibra acido detergente 80,5 162,7 237,7 47,5 56,3 61,5

Nota: PRED, control pre-digerido de alimento comercial seco para perros; PC, pulpa de citrus; PM, pomaza de manzana; AC,
alimento comercial para perros; AC + PC, alimento comercial para perros suplementado con 70 g/kg MS de pulpa de citrus;
AC+PM, alimento comercial para perros suplementado con 70 g/kg MS de pomaza de manzana.

7.2.2.4 Andlisis microbiol6gico

Para el cultivo bacteriano se recolecté una muestra fecal Unica por perro el dltimo dia
de cada periodo experimental (dia 9). Se mezcl6 1g de heces frescas
inmediatamente después de la excrecion con 10mL de solucion salina fosfatada
estéril que contenia 0,5 g/L de cisteina y fue mezclada en un stomacher (Seward,
Reino Unido). Se realizaron diluciones en serie (102 a 10°) por triplicado y
sembraron en diferentes medios de cultivo para el recuento de unidades formadoras
de colonias (UFC). Las bacterias analizadas fueron: aerobios totales, anaerobios
totales, lactobacilos, bacterias acido lacticas, enterococos, coliformes, Clostridium
perfringens. Los aerobios totales fueron cultivados en medio Agar Soya Tripticasa
(TSA; Difco, inc., Detroit, EEUU) y anaerobios totales en TSA con 0,5g/I de cisteina.
El medio Agar Rogosa se utilizé para el recuento de lactobacilus (Merck, Darmstadt,
Alemania) segun Swanson y col. (2002a); deMan- Rogosa- Sharpe (MRS) agar
(Merck, Darmstadt, Germany) para bacterias acido lacticas; mEnterococcus agar
(Becton Dickinson, Massachusetts, EEUU) para enterococos; McConkey Agar
(Merck, Darmstadt, Germany) para coliformes; y Sulfito de Polimixina Sulfadiazina
(SPS) agar (Difco, inc., Detroit, MI, EEUU) para Clostridium perfringens. Todos los
medios de cultivo se incubaron a 37°C por 48hs, TSA/cisteina y las placas de SPS
fueron incubadas en jarra de anaerobiosis (Oxoid, Reino Unido), MRS y Rogosa en
atmosfera microaerofilica, mientras que el resto de las placas se incubaron en
condiciones aerobias. Los recuentos bacterianos se expresaron como logio UFC por
gramo de heces frescas.

7.2.3 Determinacion de digestibilidad aparente

La digestibilidad aparente de nutrientes (MS, MO, PB, FND, FAD) se calculé como:

Digestibilidad aparente (%) = [Nutrientes ingeridos (g) — Nutrientes fecales
excretados (g)]/Nutrientes ingeridos (g) x 100

7.3 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el procedimiento MIXED de software SAS
(version 8.2; SAS institute, Cary, NC, EEUU). En el experimento 1, los efectos de la
inclusion de fuentes de fibra y el nivel fueron testeados mediante el modelo:

Y=+ Fi+ L+ (FxL)j+ e
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Donde Y es la variable probada; u es la media; F; es el efecto fijo de la fuente de
fibra (i=PC o PM); L; es el efecto fijo del nivel de inclusion (j=0, 30, 50 o 70 g/kg);
(FxL); es la interaccion entre fuente de fibra y nivel de inclusion y ej los términos de
error. Fueron testeados efectos lineales y cuadraticos para los niveles de inclusion.
Ademas, los parametros de fermentacion de PM y PC incubadas solas fueron
comparados.

Para el experimento in vivo, el modelo utilizado fue:
Yik=H+ Di+ Pj+ T+ ejx

Donde Y es la variable testeada, u es la media, D; el efecto aleatorio del perro (n=6),
Pi es el efecto fijo del periodo (n=3), Tk es el efecto fijo del tratamiento (k= AC,
AC+PC o AC+PM), y eji es el error residual. Las medias fueron separadas mediante
contrastes ortogonales (comparaciones lineales independientes entre los grupos,
Doncaster y Davey, 2007) con el fin de estudiar los efectos de la inclusion de la fibra
en la dieta (AC vs. AC + PC + AC + PM) y la fuente de fibra utilizada (AC + PC frente
AC + PM). Las poblaciones microbianas fecales fueron comparadas entre los
tratamientos tras la transformacion logaritmica de los recuentos microbianos, por el
procedimiento NPAR1WAY de SAS. Para valores por debajo del limite de deteccion,
se utilizé 1 x 10? como valor de recuento.

Diferencias entre medias con valores de P<0,05 fueron aceptadas como
significativamente distintas, mientras que valores de P<0,10 y >0,05 fueron
considerados tendencias.

8 RESULTADOS

8.1 Experimento 1

Las caracteristicas fermentativas de PM y PC, incubadas solas se muestran en la
Tabla 2. Ambas fuentes de fibra presentan valores similares de produccion de gas,
sin embargo la pomaza de manzana presenta un valor inferior del tiempo en
alcanzar la mitad de la asintota (ty,; p=0,006), y una mayor tasa maxima
fermentacion Rmax (p=0,048).

Tabla 2. Parametros de la fermentacion Fuente de fibra
in vitro de las fuentes de fibra incubadas
solas.
PC PM EEM P

Parametros de fermentacion

Volumen de gas acumulado (mL/g MO) 120,95 129,75 6,09 0,365

ts () 8,21 5,46 0,36 0,006
Rumax (ML/h) 10,84 14,08 1,04 0,048
Trax (h) 0,78 1,33 0,31 0,276

Nota: PC, Pulpa de citrus; PM, pomaza de manzana; EEM, Error estandar de las medias; las mediciones se basaron en tres
repeticiones por sustrato; t,,, Tiempo en que se alcanza la mitad del valor asintético; Rnax, Tasa maxima de fermentacion; Tmax,
tiempo en que se produce Rpmax.

Los efectos de cada fuente de fibra afadidos a PRED y los niveles de inclusion
utilizados (0, 30, 50 y 70 g / kg MS) se presentan en la figura 1. Debido a que no
existieron interacciones significativas entre las fuentes de fibra y los niveles de
inclusién para los parametros estudiados, el aumento del nivel de inclusién produjo
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respuestas similares para ambas fuentes de fibra. La produccion de gas (volumen de
gas acumulado) aumento con la inclusion de fibra (p lineal < 0,001, p cuadrética <
0,001). Ademds, el tiempo en alcanzar la mitad del valor asintético (ti) de
produccion de gas fue mayor (p = 0,004) con la inclusién de ambas fuentes de fibra
pero con la inclusién de PC tendié a ser mayor (p = 0,078) que PM y el tiempo
necesario para alcanzar la Rmax (Tmax) tendié a ser mayor (p = 0,073) con la inclusion
de ambas fuentes de fibra.
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Figura 1. Parametros de fermentacion in vitro de pulpa de citrus (PC) y pomaza de manzana (PM) combinadas
con un alimento para perros pre-digerido en niveles de 0, 30, 50 y 70 g/kg de MS. Cuadrante A: Volumen de gas
acumulado; Cuadrante B: tasa maxima de produccién de gas; Cuadrante C: tiempo en el que se alcanza la mitad
del valor asintético; Cuadrante D: tiempo en que se produce la tasa méaxima de produccion de gas; (medias +
ESM; las mediciones se basaron en tres réplicas por fuente de fibra y nivel).

8.2 Experimento 2

Los parametros fecales y la digestibilidad aparente de los nutrientes para los
diferentes tratamientos se presentan en la Tabla 3. La adicion de las fuentes de fibra
en las dietas llevd a una mayor produccion de heces (p = 0,005) y una mayor
frecuencia de defecacion (p < 0,001), con un menor contenido en materia seca de
las heces (p = 0,004) sin variar la consistencia fecal. Se observo un menor pH fecal
(p < 0,001) con la adicién de fibra a la dieta, pero la concentracién de amoniaco de
las heces fue similar entre los tratamientos. La digestibilidad aparente de todos los
nutrientes disminuy6 con la adicion de ambas fuentes de fibra y la cuantificacion de
los distintos grupos microbianos no fue influenciada por la adicion de PC ni por la de
PM (Tabla 4).
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Tabla 3. Efecto de la inclusion de fibra en las caracteristicas fecales y la
digestibilidad aparente de nutrientes.

Tratamientos Contrastes, P

AC AC+PC AC+PM EEM Fibra Fuente

Parametros fecales

Heces frescas (g/d) 95,6 148,0 146,0 20,92 0,005 0,912
Heces secas (g/d) 35,7 46,3 45,7 7,22 0,035 0,909
MS fecal (%) 38,1 31,2 31,7 0,16 0,004 0,814
Frecuencia de defecacion (d™) 1,17 1,83 1,78 0,11 <0,001 0,735
Consistencia (1:liquido; 5:firme) 4,41 4,32 4,24 0,22 0,147 0,777
pH fecal 6,99 6,58 6,51 0,05 <0,001 0,245
Amoniaco (mg N-NHz/g MS) 2,23 1,92 2,14 0,18 0,375 0,391
Digestibilidad aparente (%)
Materia seca 84,90 81,07 80,42 1,171 0,004 0,645
Materia organica 88,67 84,53 84,12 0,937 <0,001 0,713
Proteina bruta 86,15 83,41 81,68 1,243 0,007 0,202
Fibra neutro detergente 50,72 36,05 32,85 3,282 <0,001 0,466
Fibra acido detergente 45,10 26,37 23,25 3,583 <0,001 0,548

Nota: AC, Alimento comercial para perros; AC + PC, Alimento comercial suplementado con 70 g/kg MS de pulpa
de citrus; AC + PM, Alimento comercial suplementado con 70 g/kg MS de pomaza de manzana; EEM, Error
estandar de las medias; Contrastes valor-p, probabilidad de contrastes; Fibra, efecto de inclusion de fibra (AC vs
AC + PC + AC + PM); Fuentes, efecto de fuente de fibra (AC + PC vs AC + PM).

Tesis de grado 26



Tabla 4. Efecto de la inclusion de fibra en la dieta sobre la poblacion bacteriana fecal
(UFC logi0/g heces frescas)*.

Tratamientos

AC AC + PC AC + PM Valores-p

Aerobios totales 8,31 7,95 7,92 0,834
(6,48-8,93) (6,66-9,48) (6,89-8,88)

Anaerobios totales 8,60 8,50 7,71 0,623
(6,00-9,51) (6,95-9,89) (6,38-8,93)

Bacterias acido lacticas 8.25 8,24 7,65 0,823
(5,45-9,41) (6,45-9,28) (6,08-9,11)

Lactobacilos 6.18 7,59 6,23 0,692
(5,30-8,98) (4,00-9,00) (4,48-8,63)

Enterococos # 6,10 5,39 6.81 0,672
(<2,00-7,48) (5,00-8,30) (4,77-7,62)

Coliformes 8,41 8,15 7,91 0,895
(6,46-9,34) (6,63-9,10) (6,70-9,15)

Clostridium perfringens # 7,53 7,00 6.74 0,490
(<2,00-8,23) (<2,00-7,85) (<2,00-8,93)

Nota: *Se reportan los valores medios para cada tratamiento; los valores minimos y maximos se muestran entre
paréntesis; AC, alimento comercial para perros; AC + PC, alimento comercial suplementado con 70 g/kg MS de
PC; AC + PM, alimento comercial suplementado con 70 g/kg MS de PM; p, probabilidad de efecto de la dieta
como se determind mediante la prueba de Kruskal-Wallis; #se constataron cuatro valores por encima de los
limites de deteccion.

9 DISCUSION
9.1 Experimento 1

Segun los resultados obtenidos de Rnax, Y teniendo en cuenta otros experimentos
(Bosch y col., 2008; Deluca y col., 2010;), se puede decir que la pulpa de citrus y
pomaza de manzana son fuentes de fibra moderadamente fermentable. Ambas
fuentes de fibra mejoraron el grado de fermentacion de la microbiota, al ser
combinadas con el alimento comercial pre-digerido, evidenciandose por el aumento
del volumen de gas producido. Sin embargo, la fermentacién se hizo méas lenta con
el agregado de PC y PM, evidenciandose por una mayor Tmax Y t1/2, €n comparacion
con el PRED incubado solo. Esto se puede deber a que el origen del in6culo fue
proporcionado por perros que recibian alimento sin el adicionado de fuentes de fibra.
Por lo tanto la microbiota necesité adaptarse al sustrato fibroso. Las dos fuentes de
fibras incubadas con el PRED tuvieron similares perfiles de fermentacion a los
niveles testeados, aunque PM incubada sola se fermento mas rapido que PC,
evidenciandose por t;, menor. En suma, se encontrd0 una mejora en la actividad
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fermentativa para esas fuentes de fibra que puede implicar un beneficio para la salud
intestinal en concordancia con otros estudios (Sunvold y col., 1995a, 1995b; Bosch y
col., 2008; Biagi y col., 2010; Pinna y col., 2016).

9.2 Experimento 2

Las fuentes de fibra al ser utilizadas frescas, provocaron un aumento en el volumen
de las heces, a pesar que los niveles de fibra (FND y FAD) de la dieta no eran
mayores que 12% y 6% respectivamente para las fibras suplementadas. Estos
niveles de fibra utilizados fueron similares o por encima que niveles utilizados en
otros experimentos (Fahey y col., 1990a; De-Olivera y col., 2012). El exceso de fibra
puede diluir el contenido de energia y nutrientes de la dieta, pudiendo producir
dificultad para que el animal pueda satisfacer sus necesidades (Gross y col., 2010).
Ademas puede causar disminucion de la ingesta, debido a que disminuye la
palatabilidad de la dieta (NRC, 2006). Sin embargo, no se produjeron rechazos de
las dietas, siendo estas consumidas en su totalidad, incluso al aumentar el volumen
con la suplementacion. La suplementacion con ambas fuentes de fibra en la
alimentacion, dio como resultado un aumento en la frecuencia de defecacion, de
acuerdo con los reportes de otros autores que encontraron una disminucién del
tiempo de transito gastrointestinal con fuentes de fibra moderadamente fermentables
como pulpa de remolacha (Fahey y col., 1990a). Ademas, se ha reportado que el
gas y el aumento del volumen fecal producido por la fermentacion de la fibra, ejerce
efecto de distension de la pared intestinal, provocando aumento de la motilidad
(Escudero y Gonzalez, 2006). De esta forma, un mayor volumen, contenido de
humedad, y frecuencia de defecacion de las heces, se produce como consecuencia
del aumento del nivel de fibra de la dieta (Fahey y col., 1990b, 1990a; Walkshlag y
col., 2011). Por otra parte, los AGV producto de la fermentacion de la fibra, ejercen
un efecto osmético en el colon (NRC, 2006). Concentraciones altas o bajas de AGV
aumentan el contenido de agua en las heces (NRC, 2006). Las fibras lentamente
fermentables, son las mas eficaces para aumentar el volumen de las heces, ya que
son capaces de retener el agua en su matriz estructural (Gross y col. 2010).

Las dietas fibrosas produjeron la cantidad de heces mas alta, en comparacién con
las dietas no fibrosas, debido a que las heces tenian mayor masa seca, y mayor
salida de agua junto con las heces; esto puede estar relacionado con el aumento de
componentes menos digeribles (fraccion de fibra poco fermentable), interferencia en
la digestion y la alta capacidad de retencién de agua de las fuentes de fibra (Sunvold
y col., 1995b; Swanson y col., 2001; de Godoy y col.,, 2013). Los polisacaridos
viscosos como pectinas, gomas, y B-glucanos producen geles que pueden disminuir
la absorcion de nutrientes (Schneeman, 1987), reducir las interacciones de las
particulas de alimentos con enzimas digestivas y las superficies epiteliales llevando
a disminucion de la digestibilidad (Gross y col., 2010). De acuerdo con otros autores,
el bajo contenido en % de MS fecal esta asociado con heces mas humedas y valores
bajos de digestibilidad (Twomey y col.,, 2003a, 2003b; Carciofi y col.,, 2006;
Beloshapka y col., 2012). Pero algo importante a destacar es que el score fecal no
se vio afectado con los tratamientos, la inclusion de PM y PC en fresco a ese nivel
no afecto la calidad de las heces, ya que el consumo de fibra en exceso puede llegar
a producir diarrea (Bowling y col., 1993).

Como respuesta positiva encontrada al efecto de la suplementacién con fibra, son
los valores mas bajos de pH en las heces, en concordancia con los volumenes de
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gas superiores obtenidos en la prueba in vitro, lo que sugiere una actividad
fermentativa alta con produccion de acidos organicos en el intestino grueso
(Flickinger y col., 2003; Twomey Yy col., 2003a, 2003b; Biagi y col., 2010; Beloshapka
y col.,, 2012). Los valores bajos de pH en el intestino pueden tener un efecto
protector contra las bacterias patdgenas intestinales (Seifert y Waltz, 2007). Sin
embargo el amoniaco fecal no se redujo con la adicién de fibra y las poblaciones
bacterianas fecales fueron similares entre los tratamientos, por lo que no podemos
confirmar que la suplementacién produzca aumento de la masa bacteriana e
incorporacion del amoniaco por parte de las bacterias, como reportaron otros
autores (Silvio y col., 2000; Flickinger y col., 2003; Biagi y col., 2010).

La digestibilidad aparente disminuyd por la inclusion de ambas fuentes de fibra,
como reportaron otros autores (Fahey y col., 1990b; Lewis y col., 1994). El aumento
de la fermentacion microbiana afecta la digestibilidad de la proteina bruta, debido al
incremento de la proteina microbiana excretada en las heces (NRC, 2006). La
disminucién de la digestibilidad aparente de la PB, se podria deber a una
disminucién de la digestion de la proteina a nivel intestinal, pero no a un aumento de
la masa bacteriana fecal, ya que no se observaron diferencias en los recuentos de
aerobios y anaerobios fecales entre los tratamientos. Este hecho hay que tenerlo en
cuenta cuando se utilizan estos subproductos para formular dietas para perros en
crecimiento. La reduccién de la digestibilidad de la FND y FAD fue la mas evidente,
con una reduccion de 30% y 40% respectivamente. A pesar que PM y PC produjeron
la mayor fermentacion segun los resultados obtenidos en la prueba in vitro, esto no
se vio reflejado en los valores de digestibilidad de la prueba in vivo que debieron ser
mas altos para las fracciones de fibra. Pero hay que considerar que con los datos
obtenidos de fermentacion in vitro utilizando in6culos fecales del recto, se sobrestima
la fermentacion a nivel del colon, que es donde se espera que ocurra la mayoria de
la fermentacién en los perros (Bosch y col., 2008). Y el transito intestinal en los
perros de raza pequefia dura menos que la duracién de la prueba in vitro, por lo que
pudieron haber quedado fracciones sin digerir. EI aumento del nivel de fibra de la
dieta que contiene fracciones lentamente fermentable o insoluble como la FAD pudo
haber influido en los valores de digestibilidad de la fibra (Muir y col., 1996; Zentek,
1996; Sunvold y col., 1995b; Fahey y col., 1990a; Burkhalter y col., 2001).

10 CONCLUSIONES

Para concluir, la pulpa de citrus y pomaza de manzana incluidas en dietas para
perros pueden ser utiles para mejorar la actividad fermentativa del intestino grueso,
dando lugar a la produccion de heces bien formadas, a pesar de reducciones en la
digestibilidad de nutrientes. Estos subproductos adicionados en fresco, pueden ser
considerados en la formulacion de dietas caseras, pero seria necesario aumentar la
concentracion de los nutrientes (por ej., proteinas) ya que hay que considerar la
reduccion de la digestibilidad. Por otra parte serian necesarios mas estudios que
consideren otros niveles adecuados de fibra, adicionada a los alimentos.
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