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"CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD DE LA LACTASA DEL
INTESTINO DELGADO EN CUYES DESDE EL
NACIMIENTO HASTA LAS 7 SEMANAS DE EDAD"



RESUMEN

En la presente investigacion se realizo el estudio de los cambios en la actividad
de la lactasa del intestino delgado en cuyes (Cavia porcellus) desde el nacimiento
hasta las 7 semanas de edad, para ello se utilizo la caseta adjunta al programa avicola
de la Quinta Experimental Punzara de la Universidad Nacional de Loja ubicada a
2,160 msnm. Se realiz6 un estudio observacional como muestreo no probabilistico por
conveniencia. Las unidades experimentales fueron representadas con un total de 21
animales, mismos que se seleccionaron al azar, los cuales se sacrificaron cada semana
alos0,7, 14,21, 28, 35y 42 dias de edad. El sacrificio se realiz6 por dislocacion cervical
y se procedid a desangrar, se extrajo las muestras de intestino delgado y se las colocé
en frascos estériles debidamente identificadas para ser conservadas en congelacion a
-3°C. Para obtener el extracto de proteina se aplicé el método de lisis y precipitacion
en frio, mientras que para el analisis de concentracién de proteina soluble se empleo
el método Biuret y ademas se construyo la curva estandar mediante el uso de la
proteina estandar conocida como Albumina Sérica Bovina. La actividad enzimética
fue determinada mediante un kit comercial llamado (Sensolyte ONPG fS-Galactosidase
Assay Kit Colorimetric). La concentracion de proteina soluble no presenta variaciones
significativas en el intestino delgado de acuerdo a la edad del cuy (0 a 42 dias). La
actividad especifica de p-Galactosidasa presenta valores significativos los primeros
dias de edad (12,06 mU/mg y 8,035 mU/mg), debido al consumo de leche, misma que
contiene valores considerables de lactosa. Las lactasas poseen un aumento
considerable de actividad los primeros dias, y una disminucion mientras el animal alcanza
su madurez. Los cambios se deben principalmente al efecto del estrés dado por el destete
y tipo de alimentacion al que estd sometido el animal, mientras se adapta a las nuevas

dietas.

Palabras claves: actividad enzimatica, proteina soluble, cuyes, lactasa,

intestino delgado.
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ABSTRACT

In the present investigation, the study of the changes in the activity of lactase of the
small intestine in guinea pigs (Cavia porcellus) from birth to 7 weeks of age, was carried
out, in the house attached to the poultry program of the Fifth Experimental Punzara of
the Nacional University of Loja, located at 2,160 meters above sea level. An
observational study was conducted as non-probabilistic sampling for convenience. The
experimental units were represented with atotal of 21 animals, the same ones that were
randomly selected, which were sacrificed every week at 0, 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days
of age. The sacrifice was performed by cervical dislocation and proceeded to bleed, small
intestine samples were removed and placed in sterile jars duly identified to be preserved
in freezing at minus 3°C. To obtain the protein extract, the lysis and cold precipitation
method was applied, while the Biuret method was used for the soluble protein
concentration analysis and the standard curve was also constructed by using the standard
protein known as Bovine Serum Albumine. Enzymatic activity was determined by a
commercial kit called (Sensolyte ONPG p-Galactosidase Assay Kit Colorimetric). The
soluble protein concentration does not show significant variations in the small intestine
according to the age of the guinea pig (0 to 42 days). The specific activity of f-
Galactosidase has significant values the first days of age (12.06 mU / mg and 8.035 mU /
mg), due to milk consumption, which contains considerable values of lactose. Lactases
have a considerable increase in activity the first days, and a decrease while the animal
reaches maturity. The changes are mainly due to the effect of stress given by weaning and

type of feeding to which the animal is subjected, while adapting to new diets.

Key words: enzymatic activity, soluble protein, guinea pigs, lactase, small

intestine.
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1. INTRODUCCION

Segun Jaramillo (2017) el cuy (Cavia porcellus) posee un estomago glandular
simple, el cual sirve como reservorio de los alimentos, para controlar el paso al intestino
delgado, y para iniciar la digestion enzimatica principalmente de las proteinas, aunque
el paso del alimento por este 6rgano es muy rapido. Considerando al cuy como un
animal postgastrico, una caracteristica bioldgica en el ciego contribuye a que los
componentes no digeridos sean sometidos a un proceso de fermentacién por parte de los

microrganismos que se encuentran colonizando esta region.

Actualmente se ha comprobado que la mayor asimilacion de nutrientes en el
intestino delgado difiere por los niveles de enzimas encontrados en un determinado
estadio del animal, lo que puede cambiar la composicién del sustrato que llega al
intestino grueso afectando el perfil de la microbiota que crece en este segmento
(Hargaden y Singer, 2012).

Hargaden y Singer (2012) mencionan que el origen de las enzimas presentes en
el intestino de estos animales seria bacteriano y epitelial. El intestino delgado de
todo animal mamifero neonato, posee la capacidad de ser permeable a las proteinas
del calostro. El estudio de la evolucion de la funcionalidad de la mucosa intestinal es
importante para comprender la capacidad de los animales (principalmente al destete)
para digerir sustratos distintos de la leche. Durante el periodo de lactancia, las
glandulas de la mucosa son capaces de producir enzimas para digerir los principales

componentes de la leche (Carlos, 2014).

El estudio sobre actividad enzimética es muy difundido en aves y cerdos, posee
menor desarrollo en rumiantes y existe poca informacion actualizada en conejos y cuyes
(De Blas et al., 2002). Por ello los resultados de este trabajo sirven para posteriores
investigaciones, la importancia radica en conocer la funcionalidad de la mucosa
intestinal para minimizar problemas digestivos y mejorar las estrategias de elaboracion
de dietas, de manera que sean adecuadas a cada etapa de crecimiento del cuy,
garantizando asi la produccion y rentabilidad. Estas investigaciones son muy limitadas
en dicha especie. Es por ello que en el presente trabajo se plantearon los siguientes

objetivos:



Determinar los cambios en la concentracion de proteinas solubles en el intestino

delgado por gramo de intestino, en cuyes de 0 a 7 semanas de edad.

Analizar los cambios de la actividad especifica de las lactasas del intestino

delgado en cuyes de 0 a 7 semanas de edad.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. MORFOLOGIA DIGESTIVA DEL CUY

Los autores Hargaden y Singer (2012) manifiestan que el cuy se clasifica
como unfermentador postgastrico. Todo sistema digestivo (Figura 1) iniciaconla
cavidad oral y finaliza en el ano. Presenta un estdmago donde se realiza la digestion
enzimatica y un ciego donde se efectia la fermentacion bacteriana. Contiene otros
organos que ayudan en la digestion que incluyen los dientes, glandulas salivales,
pancreas, higado y vesicula biliar. El transito intestinal post ingesta es rapido, no
demora mas de dos horas en llegar la mayor parte al ciego; sin embargo, el paso por
este drgano es mas lento pudiendo permanecer aproximadamente por 48 horas.

Intestino
delgado

Intestino
grueso

Figura I. Sistema digestivo del cuy (Jorge, 2015).

2.1.1. Boca

Hargaden y Singer (2012) afirman que la boca limita lateralmente por las mejillas y
las almohadillas bucales, que separan los incisivos de los dientes molares. Existen 4 pares
de glandulas salivales que son la parotida, mandibular, sublingual y molar. Ademas,
Quesenberry et al. (2012) indica que una caracteristica particular de los roedores es que
poseen dientes incisivos superiores de crecimiento continuo, piezas dentarias afiladas en
bisel y muy resistentes. Las funciones son cortar y triturar la materia vegetal, esta

masticacién reduce el tamafio de las particulas, y al mezclarse con la saliva facilita la
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accion de las enzimas digestivas sobre el contenido celular del bolo alimenticio, el cual

pasa al estdbmago a través del esdfago (Sakaguchi, 2003).

2.1.2. Esbéfago

Es un conducto que impulsa el alimento desde la faringe al estbmago a través de las
contracciones ritmicas que realizan las paredes musculares del es6fago llaméndolo a
este proceso peristaltismo. Se ubica de forma oblicua en la region cardiaca en la menor

curvatura del estbmago (Harkness et al., 2002).

2.1.3. Estomago

Los cobayos son monogastricos con estdmagos completamente glandulares.
Harkness et al. (2002) afirma que el estdmago realiza la digestion de los alimentos, tanto
de manera mecédnica como enzimatica en la porcion aglandular y glandular
respectivamente. Por lo tanto Carlos (2014) sefiala que el estdmago glandular tiene una
estructura histoldgica tipica de un 6rgano membranoso. En el estbmago el alimento es

parcialmente procesado por la accion del acido clorhidrico y las enzimas gastricas.

2.1.4. Intestino Delgado

Hargaden y Singer (2012) brevemente como ocurre la mayor parte de la
digestion y absorcion en esta seccion. Como caracteristica principal se absorbe la
mayor parte de agua, vitaminas y otro micro- elementos. Entre sus funciones mas
principales tenemos que; recibe el jugo pancreatico y secreta el jugo intestinal que
poseen enzimas. Absorbe el alimento digerido y realiza una funcion peristaltica que

fuerza al material no digerido a pasar hacia el ciego (Chauca, 2007).

2.1.5. Intestino Grueso

En esta seccion pasan los alimentos no digeridos, el agua no absorbida y las

secreciones de la parte final del intestino delgado, aqui no hay digestion enzimatica y
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por lo tanto es responsable de que se sinteticen grandes cantidades de vitaminas por
parte de los microorganismos (Hargaden y Singer, 2012).

2.1.6. Ciego

Es el 6rgano mas importante que constituye cerca del 15% del peso total (Chauca,
2007). Es aqui donde ocurren mayormente los procesos fermentativos del alimentoy
se clasifican las heces para la cecotrofia. Estructuralmente consta de tres partes:
cuerpo, apéndice y saco redondo o valvula ileo-cecal. El alimento que ingresa en el
ciego procedente del intestino delgado, es un substrato nutritivo rico en celulosa,

proteinas y otros elementos (Hargaden y Singer, 2012).

2.1.7. Pancreas

Harkness et al. (2002) manifiestan que el pancreas es una glandula mixta, con
un peso aproximado de 15 gramos. Tiene dos funciones: la exdcrina que se encarga
de producir enzimas digestivas, agua y electrolitos; la enddcrina que produce
insulina, y juntas forman el jugo pancreatico que une al conducto hepatico para

desembocar en el duodeno (Escallon, 2012).

2.1.8. Higado

Esta ubicado en la cavidad abdominal su color es rojo oscuro con un peso de 24
gramos, posee cinco l6bulos y presenta la vesicula biliar localizada en la cara
posterior del higado (Harkness et al., 2002). Como funcién el higado segrega bilis
que alcanza el duodeno a través del conducto biliar, esta se acumula en la vesicula
biliar hasta el momento en que es necesaria. Las sales biliares activan la lipasa

pancreatica y emulsionan las grasas (Hargaden y Singer, 2012).



2.2. FISIOLOGIA DIGESTIVA

La fisiologia digestiva estudia los mecanismos que se encargan de transportar
nutrientes organicos e inorganicos del medio ambiente al medio interno, para luego
ser dirigidos por el sistema circulatorio a cada una de las células del organismo
(Budras et al., 2007).

El cuy es un roedor herbivoro y monogastrico, ademas tiene dos tipos de
digestion: una enzimatica a nivel del estdmago y otra microbial a nivel de ciego. Por
consiguiente, es clasificado por su anatomia gastrointestinal, como un animal de
fermentacion postgastrico, debido a los microorganismos que posee a nivel de ciego
(De Blas et al., 2002).

2.2.1.  Digestibilidad de los Alimentos

Casado et al. (2005) puntualiza la digestibilidad como el porcentaje de un
nutriente dado, que se digiere a su paso por el tubo gastrointestinal. Las pruebas de
digestibilidad permiten calcular por diferencia el grado de desaparicién de los
nutrientes debido a la absorcion, ademas de conocer el contenido de Nutrientes
Digestibles Totales (NDT) (Rico y Rivas, 2003).

Franz et al. (2011) sefiala que la digestibilidad de un alimento esté afectada por
factores tales como la composicién quimica y preparacién de los alimentos,
composicion de la racién, factor animal y nivel de alimentacion. La digestion de los
alimentos refiere a su aprovechamiento para que sean incorporados al organismo para

el mantenimiento, crecimiento, produccion y buena salud.

2.2.2.  Papel de la Flora Intestinal en la Digestion y Absorcién de
Nutrientes

Se conoce que la celulosa en la dieta retarda los movimientos del contenido
intestinal permitiendo una mayor eficiencia en la absorcién de nutrientes, siendo en
el ciego e intestino grueso donde se realiza la absorcion de los acidos grasos de

cadenas cortas (Franz et al., 2011). La absorcion de los otros nutrientes se realiza en
6



el estdbmago e intestino delgado incluyendo los &cidos grasos de cadenas largas (De
Blas et al., 2002).

2.3. ENZIMAS

Las enzimas son biocatalizadores o proteinas capaces de acelerar reacciones
bioguimicas especificas con un gasto minimo de energia, puesto que velocidad y
aceleracion es fisicamente distinto. Su concentracion varia mucho con la especie y,

dentro de la misma con el periodo de lactacion (Garcia, 2012).
2.3.1.  Naturaleza de las Enzimas

Garcia (2012) manifiesta que la mayor parte de las enzimas estan formadas por
proteinas complejas de alto peso molecular y otras por ARN. Ciertas proteinas

requieren de cofactores para cumplir la funcion de catalizadoras.

2.3.2. Clasificacion de las Enzimas

Segun McDonald (2011) las enzimas se clasifican en 6 grupos de acuerdo a su

mecanismo de accion. Se describen a continuacion:

2.3.2.1. Clase 1: Oxidoreductasas

Catalizan reacciones redox, en las cuales cambia el estado de oxidacion de

uno o mas atomos en la molécula. En este grupo se encuentran las siguientes enzimas:

deshidrogenasas, oxidasas, peroxidasas, catalasas, oxigenasas e hidroxilasas.

2.3.2.2. Clase 2: Transferasas

Constituyen un gran grupo de enzimas que catalizan la transferencia de grupos
como acetilo, amino y fosfato, de unas moléculas a otras. En este grupo se incluyen

las transaldolasas, glucocil, quinasas, fosfomutasas y lipasas.



2.3.2.3. Clase 3: Hidrolasas

Catalizan las escisiones hidroliticas. Este grupo incluye esterasas, glicosidasas,
amilasas, peptidasas, fosfatasas, tiolasas, fosfolipasas, amidasas, desaminasas,

ribonucleasas y lactasas.

2.3.2.4. Clase 4: Liasas

Catalizan degradaciones no hidroliticas, que suponen la retirada de ciertos
grupos como las reacciones de descarboxilacion y desaminaciones. En este grupo se

incluyen aldosas, hidratasas, deshidratasas, sintasas, liasas.

2.3.25. Clase 5: Isomerasas

Catalizan los cambios en la distribucion intramolecular en los isbmeros opticos

y de posicion. Este grupo incluye las racemasas, isomerasas, mutasas.

2.3.2.6. Clase 6: Ligasas

Catalizan reacciones que se unen dos moléculas con la degradacion de enlaces
fosfato de alta energia como el ATP. Entre estas enzimas se encuentra la acetil-

coenzima A sintetasa.

2.3.3. Mecanismo de Accion de las Enzimas

Las reacciones quimicas aparecen mediante un estado de transicién de alta
energia, la cual es una etapa intermedia de la reaccion en que las moléculas se
distorsionan, estiran o poseen una capacidad electronica desfavorable (McDonald,
2011).



2.3.4. Especificidad de las Enzimas

Esta caracteristica tiende a ser absoluta cuando solo catalizan la reaccion de un
sustrato, y relativa cuando catalizan mas de un grupo de sustratos. La especificidad
de las enzimas se debe a la necesidad de uniones espaciales de los grupos activos del
sustrato con los centros activos de la enzima. La interaccion determina la distorsion
de la enzima y el sustrato y como resultado se producen estructuras que permiten la

conjugacion completa de los dos y la formacién del complejo (McDonald, 2011).

2.3.5. Factores que Afectan la Actividad de las Enzimas
McDonald (2011) describe los factores de la siguiente manera:

e Cantidad se sustrato: un aumento del mismo determina el incremento en la
velocidad de la reaccion. Se refiere a la 6ptima utilizacion de los centros

activos enzimaticos disponibles.

e Cantidad de enzimas: un incremento de las mismas determina una
elevacidn lineal en la velocidad de la reaccién debido a la mayor existencia

de centros activos para la formacién de los complejos enzima-sustrato.

e Inhibidores: son de dos tipos, los reversibles infieren en la existencia de
enlaces no covalentes entre el inhibidor y la enzima. Y los irreversibles
suponen la union covalente en el centro activo siendo irreversible por un

exceso del sustrato o por diélisis.

e Efectos alostéricos: las moléculas se unen a las enzimas pero no acttian del
mismo modo que sus inhibidores enziméaticos competitivos o no

competitivos.

e Factores ambientales: algunos que influyen son la temperatura (10°C,
50°C), acidez (pH 6 - 7), concentracion salina. Los aumentos de estas
caracteristicas determinan la desnaturalizacion y pérdida de la actividad.



2.3.6.  Principales Enzimas

Santin (2011) sefiala que las enzimas se caracterizan porque permiten que el
organismo aproveche eficazmente los nutrientes de los alimentos que conforman la

dieta. Estas enzimas son secretadas a lo largo del tubo digestivo.

2.3.6.1. Amilasa

Las amilasas tienen como sitio de accion los enlaces glicosidicos (a 1-4) y (a 1-
6) del almiddén. Durante la degradacién del almidén, acttan diferentes enzimas como
la (a-amilasa) que hidroliza los enlaces (a 1-4) de amilosa. La amilasa es una pequefia
enzima secretada en su forma activa, actda sobre los carbohidratos, especificamente
hidroliza los enlaces glucosidicos de las cadenas de los polisacéridos de las sustancias
amilaceas, produciendo oligosacaridos que luego seran hidrolizados por enzimas

intestinales (maltosa, sacarosa y lactosa) (Pocock y Richards, 2005).

2.3.6.2. Lipasa

Escallén (2012) considera que las lipasas degradan las grasas de los alimentos
de manera que puedan ser absorbidos. Catalizan la hidrolisis de triacilglicerol a
glicerol y &cidos grasos libres. Son de gran utilidad en la industria actual usadas en
la fabricacion de detergente, la industria de la leche y los quesos, panaderias para
mejoramiento de sabores, industria de bebidas, produccién de productos quimicos de
interés por medio de enlaces éster, polimerizacion e incluso se hacen investigaciones

para la produccion de biodiésel.

2.4. LACTASA

Montes et al. (2018) describe la lactasa como un tipo de (f-galactosidasa),
producida por un grupo de levaduras y es generada en el intestino delgado que se
sintetiza durante la infancia de todos los mamiferos. La lactasa se produce
especificamente en el borde de cepillo de las células que recubren las vellosidades

intestinales. En los mamiferos, con la edad se produce un descenso fisioldgico de la
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secrecion de lactasa (Carabafio et al., 2010). La lactasa (EC.3.2.1.108), rompe el
enlace (5 1-4) de la lactosa, liberando o-galatopiranosa y J-glucopiranosa, por lo que,

se le puede considerar como S-o-galatohidrolasa.

2.4.1. Funcion

Rico y Rivas (2003) sefiala que su accion es imprescindible en el proceso de
conversion de la lactosa, azlcar doble (disacarido), en sus componentes glucosa y
galactosa. Estas enzimas estan encargadas de digerir los carbohidratos dietarios

(oligo- y disacaridos) y generar glucosa a partir de ello.

2.4.2. Modo de Accion

Montes et al. (2018) sefiala que el mecanismo de accién es de naturaleza
transgalactosidica, se produce de la siguiente forma: primero se produce la hidrolisis
en la molécula de lactosa, dando glucosa libre y complejo s-galactosidasa-galactosa.
La enzima transfiere galactosil para un receptor, el cual contiene un grupo hidroxilo.
Siendo el agua este receptor, la hidrolisis de una molécula de lactosa producira una
de glucosa libre y una de galactosa libre. Siendo otra molécula de lactosa la receptora,
se formard un trisacarido, el cual actuard como otro receptor, formando
tetrasacaridos. Garcia (2012) afirma que la formacién de oligosacéaridos es mas
acentuada en mayores concentraciones de lactosa, y la capacidad de actuacion de la
lactasa dependera de la conexion formada. La hidrélisis de la lactosa provoca

modificaciones en las caracteristicas fisicas y quimicas:

e Poder edulcorante: la mezcla de glucosa y galactosa es de 2 a 3 veces mas

dulce que la lactosa.

e Digestibilidad: la mayoria de los individuos no consigue digerir la lactosa.

En cambio, la glucosa y la galactosa se digieren mas facilmente.

e Solubilidad: la lactosa presenta una solubilidad del 18% en agua, a 25°C.
En las mismas condiciones, la glucosa presenta una solubilidad del 50% y

la galactosa, del 25%.
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e Viscosidad: la glucosay la galactosa presentan una viscosidad baja, lo cual
permite una alta concentracion de soélidos sin que se produzca

cristalizacion.

e Cuerpo, textura y sabor: se modifican debido a la liberacion de galactosa,

el sabor suele quedar més acentuado.

e Reaccién de Maillard: la glucosa y la galactosa son més reactivas que la
lactosa a temperaturas elevadas y pH superiores a 5,0 en relacién a las
proteinas, de 2,5 a 5,0 mas (Garcia, 2012).

2.4.2.1. Cambios en la Morfologia y Funcion del Sistema Digestivo
Relacionados con la Edad.

Carabario et al. (2010) manifiesta que en los lactantes la actividad de la lactasa
a nivel estomacal es especialmente alta. La capacidad de digerir y asimilar la grasa
es muy limitada y puede producir graves trastornos digestivos. Esta situacion cambia
con el tiempo, a medida que el animal crece y empieza a consumir alimentos solidos.
Sin embargo, Carlos (2014) indica que el desconocimiento del comportamiento de
los recién nacidos durante la lactacion no permitia encontrar alternativas de solucion
a las limitantes existentes en esta etapa productiva. Experimentando diferentes
alternativas se ha podido lograr resultados que permitieron disminuir la mortalidad.

Hiyagon (2014) sefiala en un estudio que el cuy nace en un estado avanzado de
maduracion por lo que se amamanta por un corto tiempo en comparacion a otras
especies y practicamente toma alimentos (pasto y concentrado) preparando al ciego
para su funcion digestiva de adulto. Los 3ros dias el animal simplemente prueba el
alimento y no existe una ingestién real del mismo, en estos dias el cuy se alimenta
exclusivamente de leche. A partir del 4to dia el porcentaje de consumo de materia
seca sobre el peso vivo empieza a ser relevante. A medida que el lactante incrementa
su consumo, comienza a depender menos de la leche materna y probablemente
disminuya su consumo. Desde el 10mo dia el animal estabiliza su consumo en

relacion a su peso vivo. Se estabiliza hasta el final de la lactaciéon (Carlos, 2014).
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2.4.3. Actividad Enzimatica

Varias enzimas han sido desarrolladas para aumentar la digestibilidad de la dieta,
la disponibilidad de energia, proteinas y é&cidos grasos. Dichas enzimas son
propiamente orientadas a mejorar la eficiencia de la utilizacion de monogéstricos,
principalmente cerdos y aves (Santin, 2011). En cerdos y otras especies, el calostro
acelera la proliferacion de enterocitos, incrementa el transporte de electrolitos y
nutrientes y favorece el desarrollo intestinal (Manners y Stevens, 1972). Con ello, se
incrementa el nivel de disacaridasas en la superficie de los enterocitos. La lactasa es
la enzima mayormente estimulada debido a la presencia de lactosa en calostro y leche.
Las disacaridasas presentan una distribucion heterogénea a lo largo del intestino
delgado. Los mayores niveles enzimaticos se concentraron en duodeno y yeyuno
proximal, indicando ser el sitio principal de la digestion de carbohidratos y absorcion
de glucosa. En tanto que la actividad enzimatica de las disacaridasas en las porciones
distales del intestino delgado carecen de importancia (Carabafio et al., 2010). Segun
Debray et al. (2003) las actividades enzimaticas se expresan como actividad
especifica (IU/mg de proteina), actividad total (IU) y actividad relativa (IU/kg de
tejido).

2.5. PROTEINA SOLUBLE

Partiendo del concepto bésico, las proteinas son el grupo cuantitativamente mas
importante de macromoléculas corporales y a su vez estan formadas de aminoacidos
unidos por enlaces peptidicos. EI metabolismo de las proteinas abarca dos grandes
areas: a) la produccion y la degradacion de las proteinas mismas y b) la sintesis y la
degradacién de sus componentes basicos (Koolman, J., y Rohm, 2012).

Kollman, J., y Rohm (2012) menciona que las proteinas solubles son mas
complejas que las fibrilares (proteinas estructurales insolubles). La forma de las
proteinas solubles es mas o menos esférica (globular). Las proteinas globulares tienen
en su forma biolégicamente activa una estructura espacial definida (la denominada
conformacion nativa). Si se destruye esta conformacion por desnaturalizacion

desaparecera no sélo el efecto bioldgico sino también la proteina se tornara insoluble.
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2.5.1. Solubilidad de las Proteinas

Teijon et al. (2009) manifiesta que la solubilidad de una proteina esta
influenciada por los siguientes factores:
e Su composicion en aminoacidos: una proteina rica en aminoacidos polares

es en general méas soluble que una rica en amino&cidos hidrofobicos.

e Su estructura tridimensional: las proteinas fibrosas son en general menos

solubles que las globulares.

e El entorno de la propia proteina; En este ultimo, podemos decir que los
principales factores ambientales que influyen en la solubilidad de una
proteina son los siguientes: (1) la temperatura; (2) la constante dieléctrica

del medio; (3) el pH del mismo; y (4) la fuerza idnica.

2.5.2. Meétodos para Determinacion de Proteinas

Los métodos para la determinacion de proteinas totales estan basados en sus
caracteristicas diferenciales con relacion al resto de biomoléculas presentes en las
muestras bioldgicas, hay métodos que tienen su accion en la determinacion de la
cantidad de nitrégeno presente (método de Kjeldahl), en la presencia del enlace
peptidico (métodos del Biuret, de Lowry y de BCA-acido bicinconinico) y en la
formacion de complejos con determinados agentes (método de Bradford). En ciertos
casos es preciso que las proteinas reaccionen con algin reactivo que les permita
adquirir una caracteristica que pueda medirse (como el color), ya que, aunque la
presencia de los residuos de tirosina y triptéfano provoca que las proteinas absorban
luz a una longitud de onda de 280nm, esta absorcién es demasiado baja e inespecifica
para poder ser utilizada por si misma en la cuantificacién de las proteinas (Roca et
al., 2004).

Segun Roca et al. (2004), los primeros factores a considerar, para seleccionar un
método de analisis, son la naturaleza de la muestra y la presencia de sustancias que
puedan interferir; por ello, a veces es necesario una etapa previa de purificacion para
eliminar las sustancias que interfieren, existen varias posibilidades: se pueden

precipitar las proteinas solubles, lavarlas y cuantificarlas después por un método
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adecuado, si la precipitacion se realiza con sales o alcohol, el precipitado proteico
puede redisolverse en una base, para después utilizarse un método para la
determinacion de proteinas totales como el del Biuret. Segun Galvez et al. (2012) el
indice de la solubilidad de proteinas (PSI) de aislados proteinicos comerciales varian
de 25 a 80%.

2.6. TRABAJOS RELACIONADOQOS

Disefio de piensos para alimentacioén de gazapos destetados precozmente.

Gutiérrez (2001), disefié un pienso especifico para gazapos jévenes que permita
la practica de un destete precoz (a 25 dias de edad) con suficientes garantias de
viabilidad técnica. Se estudid la situacion digestiva de animales lactantes y de
animales destetados precozmente. La sustitucion de almiddn por lactosa disminuyo
linealmente (P$<$0,001). Al destetar a los animales, disminuyé la actividad de la
lactasa, en un 72%. Paralelamente se produjo una reduccién de la longitud de las

vellosidades de un 19%.

Distribucién de la actividad de las enzimas hidroliticas en el tracto digestivo
de conejos.

Marounek et al. (1995), en su estudio midié las actividades de doce enzimas
hidroliticas en el tracto digestivo de conejos jovenes antes del destete (4 semanas) y
conejos adultos (3 meses). Las actividades especificas de lactasa son mas alta en
conejos de 4 semanas que en conejos de 3 meses. El contenido cecal de conejos
adultos contenia la mayor parte de la actividad total de lactasa, f-glucosidasa y ureasa

presentes en el tracto digestivo.

Cambios desde el nacimiento hasta la madurez en el patron de distribucion
de la actividad de lactasa y sacarasa en la mucosa del intestino delgado de los

cerdos.

Manners y Stevens (1972), determind los cambios en la actividad de lactasa y
sacarasa en homogenizados de mucosa del intestino delgado, para ello se emplearon
62 cerdos que varian en edad desde recién nacidos hasta la madurez. De cada cerdo,

se tomaron muestras a 5, 20, 40, 60, 80 y 95% de la longitud del intestino delgado
15



medido desde el piloro. La actividad de la lactasa estuvo presente en niveles altos en
el cerdo recién nacido, encontrdndose el maximo en el sitio del 20%. Entre el
nacimiento y las 8 semanas de edad hubo una caida en la cantidad de actividad en la
mucosa del intestino delgado. En los cerdos mas viejos, los niveles de actividad de la
lactasa en la mucosa no fueron muy diferentes de los encontrados en los cerdos de 8
semanas de edad, aunque la distribucion a lo largo del intestino delgado tendio a

cambiar con la edad avanzada.

Cambios en la actividad de la lactasa intestinal en el intestino delgado de

dos razas de cerdos desde el nacimiento hasta las 6 semanas de edad.

Ekstrom et al. (1975), establecio las actividades de lactasa totales y especificas
en el intestino delgado de Chester White y Hampshire a los 1, 8, 15, 22, 29 y 43 dias
de edad. En ambas razas, la actividad total de lactasa al 1 dia de edad fue menor que
la de cualquier otra edad. Después de alcanzar los niveles maximos a los 15 dias de
edad, la actividad total disminuyd. A los 1y 8 dias de edad, las actividades totales de
lactasa para las dos razas fueron similares. El patron de cambios en la actividad
especifica con la edad fue similar para ambas razas. La actividad especifica media
fue més alta a los 1y 8 dias de edad y luego cayd progresivamente a niveles minimos
a los 43 dias de edad. En Chester White se tuvo actividades especificas mas altas que
Hampshire durante las primeras 4 semanas de vida, pero a las 6 semanas de edad
hubo poca diferencia entre las razas. La actividad pico de lactasa expresada como
actividad total o especifica ocurrié en un tercio proximal del intestino delgado de
ambas razas, y el tercio distal del intestino tenia actividades relativamente bajas a

medida que los animales maduraban.
Estimaciones Cuantitativas de Lactasa en Diferentes Mamiferos.

La lactasa se estim0 en el intestino de ratas y cobayas (diferentes edades), cerdos
(8 semanas de edad), en perros, conejillos de indias y gatos lactantes. La actividad
fue alta en ratas y cerdos lactantes, relativamente baja en conejillos de indias
lactantes, y cayo rapidamente después del destete. Perros y gatos dieron resultados
similares. Cuando las ratas y las cobayas continuaron teniendo lactosa en su dieta
despues del tiempo de destete normal, no hubo maés lactasa en el intestino que en los

controles con almiddn (Groot y Hoogendroorn, 1957).
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Distribucion de enzimas hidroliticas en intestinos de perros, cobayas,
ardillas, ratas albinas e conejos.

En el perro, las concentraciones de enzimas por g de mucosa intestinal fueron
claramente iguales en todo el duodeno y el yeyuno superior e inferior para la f-
galactosidasa. En la ardilla las actividades enziméticas por g de mucosa intestinal
variaron considerablemente. La S-galactosidasa estaba mas alta en el duodeno y menos
en el ileon En el resto de animales no hubo mayor relevancia (Malhotra y Philip,
1965).

Sistema Digestivo en Conejos.

En conejos la actividad de la lactasa es maxima hasta los 25 dias de edad. Los
principales cambios relacionados con la edad parecen estar asociados con el cambio
de la leche a los alimentos sélidos. El efecto de la edad al destete (de 21 a 35 dias)
tiene poca influencia sobre la morfologia y la actividad enzimatica en el tracto
superior (estbmago e intestino delgado). Por otro lado, algunos autores han observado
atrofia vellositaria acomparada de una reduccién de las enzimas del borde en cepillo
en conejos de 35 dias destetados a los 25 dias comparados con conejos lactantes de
la misma edad. Sin embargo, estos problemas parecen depender de la composicion
de la dieta de destete (Carabafio et al., 2010).

Restricciones a la formulacion de piensos para minimizar la patologia

digestiva en conejos.

Gutiérrez et al., (2002), menciona que conejos destetados a los 35d presentan una
disminucion significativa de la altura de las vellosidades intestinales y como
consecuencia una reduccion de las lactasas que se producen en la propia mucosa intestinal

con respecto a los animales lactantes de la misma edad.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. UBICACION

La presente investigacion se realizé en la Quinta Experimental Punzara (Figura
2) de la Universidad Nacional de Loja, situada al sur — oeste de la Hoya de Loja, en

el sector “La Argelia". Cuenta con las siguientes caracteristicas meteoroldgicas:
e Altitud: 2,160 msnm.
e Temperatura: oscila de 12 a 18°C con un promedio de 15,5°C.
e Precipitaciones: 759,7 mm anuales.

e Formacion Ecoldgica: Bosque seco- Montafioso bajo.
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Figura 2: Ubicacién topografica de la Quinta Experimental Punzara (Google
Maps, 2007.)

3.2. MUESTREO

Se realiz6 un estudio observacional como muestreo no probabilistico por
conveniencia, donde se tom6 como tamafio muestral 21 crias del total de las madres
gestantes, seleccionadas al azar cada semana, desde el dia 0 hasta los 42 dias de edad.
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3.3. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

La investigacion en primera instancia se efectlo en la caseta adjunta al programa
avicola de la Quinta Experimental Punzara de la Universidad Nacional de Loja. Se
adecuo 2 jaulas provistas de un bebedero y dos comederos, las mismas que fueron

construidas de manera que faciliten la limpieza con las siguientes dimensiones:
e Largo: 1,50m.
e Ancho: 1m.
e Altura: 0,60m.

La limpieza y desinfeccion del lugar se realiz6 unos 15 dias antes de colocar las
jaulas y los animales. Se barrid, balde6 y coloc6 una mezcla de cal con formol en
todos los espacios. Los animales se alimentaban con balanceado 100% comercial
(proteina bruta 18%, grasa 5%, fibra cruda 6%) y fueron destetados a los 15 dias de
edad) y agua ad libitum. Para el desarrollo de este trabajo se adquirié 22 hembras
gestantes y se las alimentaba hasta el dia de su paricion. Ademas, se realiz6 el destete

a los 14 dias.

Una vez obtenidos los gazapos, se los procedi6 a sacrificar especificamente a las
11:30 am de acuerdo a la edad requerida (0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias), mediante
dislocacion cervical y se los desangré en cumplimiento de las directrices espafiolas
para el cuidado y uso de animales en investigacion y la normativa de la OIE vigente
(BOE, 2013). Se extrajo 3cm de intestino delgado y se lo coloco en frascos estériles
debidamente etiquetados, se guardaron y congelaron las muestras a -3°C para el
posterior analisis sobre actividad enzimética de lactasas por medio de un Kit
comercial (Sensolyte ONPG p-Galactosidase Assay Kit Colorimetric) y la

concentracién de proteina soluble mediante del método Biuret.
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34.  ANALISIS QUIMICO

3.4.1. Extraccion de Proteina por el Método de Lisisy

Precipitacion en Frio.

Se descongeld y peso las muestras de intestino delgado y se las colocé sobre el
mortero que se encontraba sobre hielo a -4°C. Se agreg6 1400 ul de PBS para cada
muestra como valor minimo y maximo 1600 ul, esto para homogenizar con el vastago
hasta disgregar el tejido totalmente. Con una micropipeta se tomo el extracto liquido
evitando aspirar los trozos menos disgregados del tejido y se los coloco en tubos
eppendorf previamente rotulados. Luego se procedio a centrifugar durante 30 min y
a 13 000 rpm. Los sobrenadantes obtenidos se los pasé a un nuevo tubo con el mismo

rétulo y se descarto el pellet. Conservar las muestra a -85°C.

3.4.2. Método Biuret

El nombre del método se debe al compuesto biuret, que forma complejos de
coloracion azul con el Cu+. La reaccion es de tipo general y se produce con proteinas
que presentan al menos dos enlaces peptidicos o dos grupos amida consecutivos,
estos grupos son capaces de reducir el Cu2+ a Cu+, igual que hacen las moléculas de
biuret formando del Cu+ un complejo con las proteinas en medio alcalino, que
produce una coloraciéon azul con maximos de absorcion de radiacion

electromagnética a 330 nm y a 545 nm (Roca et al., 2004).
Para la formula del reactivo Biuret se peso los siguientes reactivos:
e 2,25 g de Tartrato de sodio y potasio (Mm 282,22).
e 0,75 g de Sulfato cuprico x 5H20 (Mm 249,68).
e 1,25 g de Yoduro de potasio (Mm 166,0).

La preparacion se coloco en 100 ml de NaOH 0,2 M y se llevé a un volumen de

250 ml con agua destilada, se reservé en un lugar oscuro.
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3.4.3. Concentraciéon de Proteina Soluble

Se peso 2,6041 de Suero de albumina bovina (SBA) y se vertio en un matraz de
aforo y se afiadio agua destilada hasta completar los 25 ml. La mezcla se diluy6
totalmente con ayuda del vortex. Etiquetamos tres tubos epenndorf como blancos, 16
estandar y 14 de las muestras de intestino delgado. Para obtener la curva de proteina
estandar (Figura 3) se pipeted en tubos eppendorf concentraciones de: 40 mg/ml (800
ul); 30 mg/ml (600 ul); 20 mg/ml (400 ul); 18 mg/ml (360 wul); 16 mg/ml (320 ul); 14
mg/ml (280 wl); 12mg/ml (240 wl); 10 mg/ml (200 wl); 8 mg/ml (160 ul); 6mg/ml (120
wul); 5 mg/ml (100 wul); 4 mg/ml (80 wl); 3 mg/ml (60 zd); 2 mg/ml (40 wl); 1 mg/ml (20
wl) y 0,8 mg/ml (16 ul).

Luego se afiadié agua destilada en cada tubo eppendorf hasta completar los 2 ml.
Se realizé una relacion (9:1) entre el reactivo biuret 900 x/ y la solucién estandar 100
ul para colocar en tubos eppendorf y mezclar con ayuda del vortex. Se descongelé
todas las muestras y se realiz6 el mismo procedimiento para los blancos de proteina
estandar y las muestras, se mezclo en el vortex y se los paso a nuevos tubos
eppendorf. Se llevo las muestras previamente identificadas durante 25 min a bafio
Maria a 37°C vy luego se las trasladd en una placa de 96 pocillos para su posterior
lectura en el espectrofotometro. Se esperé 3 min para que se realice la lectura de

absorbancia a 490 nm.

Curva Patron BSA
0.36
0.33
0.30
027 -
80,24 -
v
B!
L3'.0:15 .
2012 -
0,09
0.06
0.03
0.00

v =0,00995752x + 0,05487387
R?=0,99927204

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

012345678 9101112131415161718192021222324252627282930
Concentracion de proteina (mg/ml)

Figura 3: Curva estandar de proteina (Autora, 2019).
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3.4.4. Actividad Enzimatica

Se descongelaron y pesaron las muestras de intestino delgado, se realizo 3
lavados/muestra con 500 ul de PBS para cada repeticion. Luego se aspir6 el medio
de cultivo de las células y se las coloco en cada pocillo de la microplaca. A la misma
se agrego 50 ul de tampdn de lisis y se incub6 a temperatura ambiente durante 10

minutos para permitir la lisis celular.

Se elaboré la solucion de sustrato diluyendo 1ml de DTT en 9 ml de solucién de
sustrato ONPG.

Se diluyo 4 ul de B-Galactosidasa en 396 ul de tampon de lisis para la solucién
madre. Luego se realizo diluciones en serie para obtener concentraciones de 500;
250; 125; 62,5; 31,25; 15,63 ng/mg, se incluyo un control en blanco de 200 ul.

Se aspird 10 ul del extracto celular que contiene S-Galactosidasa y se colocé en
otra microplaca, a la misma se afiadié 10 ul de cada dilucion en serie obteniendo
cantidades finales de 10; 5: 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,156 y 0 ng/pocillo. Sumado a
ello se coloco 90 ul de solucidn sustrato/pocillo. Se agito suavemente la placa durante
3seg. Se incubo en bafio Maria por 30 min a 37°C, luego se realiz6 la lectura de

absorbancia a 405 nm.
Para el célculo de la actividad enzimatica se aplicé la siguiente formula:

B * Factor de dilucién
(Ty — To) *xV

Actividad de 8 — Galactosidasa =

Donde:
e B=eslacantidad de p-Galactosidasa de la curva estandar (nmol).
e T=eseltiempo entre T1y To (mMin).

e V=es el volumen de muestra pre tratada agregado al pocillo de reaccion

(en ml).
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Tanto para actividad enzimatica como concentracion de proteina se realizé una
tabla descriptiva donde los datos se presentan en medias mas/menos el error estandar
para cada tiempo. Luego estos datos se modelizaron usando el modelo de regresion
lineal simple en donde se grafican los datos obtenidos utilizando un grafico de dos
ejes, en el cual el eje de las “X” se considerara el tiempo y en el eje de las “Y” la
actividad enzimatica. El programa estadistico utilizado fue el SAS. Se utilizd un
modelo de auto-regresion de orden 1 “PROC CORR del SAS”.
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4. RESULTADOS

4.1. CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE PROTEINAS
SOLUBLES EN EL INTESTINO DELGADO

Los cambios de proteinas solubles en el intestino delgado en cuyes desde el

nacimiento hasta las 7 semanas de edad se detallan en la (Tabla 1) y en la (Figura 4).

Tabla 1: Concentraciones de proteina soluble de las muestras de intestino

delgado en cuyes de 0 a 42 dias de edad.

Dias de edad Concentracion de proteina
soluble (mg de proteina/mi

de muestra)

0 21,03
7 13,24
14 12,99
21 10,63
28 9,81
35 11,47
42 11,01
P valor 0,368
EEM 3,48

EEM=error medio estandar

La concentracién de proteinas solubles en el intestino delgado no presenta
diferencias significativas (P 0,3676) en relacion a la edad del animal (0 a 42 dias),
obteniendo un promedio de 12,88 (mg de proteina/ml de muestra) de concentracion

de proteina.
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Concentracion de proteina
soluble (mg de proteina/mlde

muestra)

25,00 -
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15,00
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0 7 14 21 28 35 42

Dias de edad

Figura 4: Concentracion de proteina soluble de g-Galactosidasa
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4.2. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS LACTASAS DEL
INTESTINO DELGADO.

Los cambios de actividad enzimatica y especifica en el intestino delgado en
cuyes desde el nacimiento hasta las 7 semanas de edad se detallan en la (Tabla 2) y

en la (Figura5y 6).

Tabla 2: Concentraciones de actividad enzimaética y especifica de las muestras

de intestino delgado en cuyes de 0 a 42 dias de edad.

Dias de edad Actividad enzimatica de Actividad especifica de
S-galactosidasa (mU/ml)  p-galactosidasa (mU/mg
de proteina)

0 270,22 12,06 @
142,02 8,0352

14 39,62°b 4,677°
21 -1,492° 0,024 b
28 8,898 0,781°
35 12,43" 0,819°
42 18,33P 1,450°

P valor 0,021 < 0,002
EEM 43,1232 1,2460

*EEM=error medio estandar

Los cambios en la actividad especifica demuestran que en el dia 0 (12,06
mU/mg) y 7 (8,035 mU/mg) hay un pico alto de actividad comparado con los ultimos
dias en donde disminuye notablemente desde el dia 21 (0,024 mU/mg) al 35 (0,819m
muU/mg). Al dia 42 se estabiliza (1,450 mU/mg).
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Actividad enzimatica de 8-
galactosidasa (mU/ml)

280,00
240,00
200,00
160,00
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80,00

40,00

0,00

-40,00 -
Dias de edad

Figura 5: Actividad enzimatica de p-Galactosidasa.
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3
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Dias de edad

Figura 6: Actividad especifica de p-Galactosidasa.
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5.  DISCUSION

5.1. CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE PROTEINAS
SOLUBLES EN EL INTESTINO DELGADO

Gutiérrez (2001) evalué la actividad enziméatica al destetar precozmente a los
conejos de 35d dando como resultado la disminucién de lactasa en un 72%. Lo que
concuerda puesto que se obtuvo una ligera disminucion de 9,81 (mg de proteina/ml de

muestra) al dia 28 postdestete.

Los resultados de Manners y Stevens (1972) indican que la actividad de lactasa
estuvo presente en la seccion del 20% de intestino (duodeno) en cerdos recién nacidos,
aunque la distribucion a lo largo del intestino delgado tendié a cambiar con la edad
avanzada, datos relacionados con los obtenidos en la presente investigacion. Lo mismo
menciona Groot y Hoogendroorn (1957) en estudios realizados en ratas y cerdos
lactantes, perros, gatos y conejillos de india. Los principales cambios relacionados con
la edad parecen estar asociados con el cambio de la leche a los alimentos sélidos en la
alimentacion patron y el destete. Ademas existen otras caracteristicas que les puede
atribuir tales como el factor ambiental, nivel de estrés y destruccién de las criptas

intestinales (Carabafio et al., 2010).

Malhotra y Philip (1965) demuestran que en el perro las concentraciones de f-
galactosidasa por g de mucosa intestinal fueron constantes en el duodeno; mientras que
en la ardilla variaron considerablemente. Resultados similares a esta investigacion
demuestran que las concentraciones no tuvieron variaciones con respecto a la edad, pero

se mantienen constantes los ultimos dias.
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5.2 ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS LACTASAS DEL
INTESTINO DELGADO

En cuyes la actividad de lactasa es maxima hasta los 7 dias de edad, resultado que
es inferior al descrito por Carabafio (2010) en conejos en donde la actividad de la lactasa
es maxima los 25 dias de edad.

En un estudio sobre cerdos Ekstrom et al. (1975) obtuvo niveles maximos que
alcanzaron a los 15 dias de edad y a partir de éste Gltimo empieza a decaer
progresivamente hasta el dia 43. Resultados que son compatibles con los obtenidos en la
presente investigacion ya que se evidenci¢ actividades mayores en los dias 0y 7 de edad.
A partir del dia 14 disminuye notablemente manteniéndose constante hasta el dia 42.

Marounek et al. (1995) sefialé que las actividades especificas de lactasa eran méas
altas en conejos de 4 semanas que en conejos de 3 meses. Sin embargo en este trabajo
los valores mas altos se registraron las 2 primeras semanas.

Gutiérrez et al., (2002), menciona que conejos destetados a los 35d presentan una
disminucion significativa de la altura de las vellosidades intestinales y como consecuencia
una reduccion de las lactasas que se producen en la propia mucosa intestinal con respecto
a los animales lactantes de la misma edad. Estos resultados concuerdan de manera
positiva con lo descrito por Anderson y Chavis (1986), puesto que la lactosa dentro de su
composicion indica altos niveles el dia 1 (5,84%) y concentraciones reducidos totalmente

el dia 21 (0,50%).
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6. CONCLUSIONES

La concentracion de proteina soluble no presenta variaciones significativas en el

intestino delgado de acuerdo a la edad del cuy (0 a 42 dias).

La actividad especifica de f-Galactosidasa presenta valores significativos los
primeros dias de edad (12,06 mU/mg y 8,035 mU/mg), debido al consumo de leche,

misma que contiene valores considerables de lactosa.

Las lactasas poseen un aumento considerable de actividad los primeros dias, y
una disminucion mientras el animal alcanza su madurez. Los cambios se deben
principalmente al efecto del estrés dado por el destete y tipo de alimentacion al que esta

sometido el animal, mientras se adapta a las nuevas dietas.
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7. RECOMENDACIONES

Disminuir el nivel de estrés de los animales en estudio para obtener éptimos resultados
mediante la mejora de la técnica de manejo, esto incluye el cambio adecuado de dieta

alimentaria y la estadia de los mismos.

Realizar més investigaciones relacionados con el presente tema para afianzar las bases
necesarias que permitan aportar datos reales y pertinentes, puesto que en esta especie es

limitado el estudio.

Conservar las muestras a una temperatura 6ptima segun el método empleado y elegir un

buffer (tampodn) adecuado para la solubilidad de las proteinas.

La actividad de lactasas es maxima los primeros dias, porque los gazapos toman leche
directa de la madre y al realizar el destete a los 14 dias de edad la actividad decrece por el

efecto de cambio de alimentacion.

No es conveniente usar sustitos de leche en dietas para cobayos en crecimiento, puesto

que la capacidad para digerir la lactosa es nula.
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Anexo A: Fotografias del Trabajo de Campo
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Figura 8: Ubicacion de las jaulas e identificacion de las crias.
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Anexo B: Fotografias del Analisis Quimico

Figura 11: Aplicacion del Método Biuret.
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Figura 13: Elaboracién de Resultados.
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Anexo C: Fotografias del Analisis Estadistico

Informacién del modelo

Conjunto de datos

Variable dependiente

Estructura de covarianza

Efecto de sujeto

Meétodo de estimacion

Método de varianza del residual

Método SE de efectos fijos

Meétodo de grados de libertad

Efecto

Edad

Edad

Edad

Edad

Edad

Edad

Edad

Efecto  DF Num | Den DF | Valor F | Pr>F

Edad

6

7

Error

WORK.IMPORT

Actividad_especifica

Simetria compuestas

Animal(Edad)
REML

Perfil

Basado en el modelo

Between-Within

Test de tipo 3 de efectos fijos

13.36 | 0.0016

Medias de minimos cuadrados

Edad Estimacion | estandar | DF | t valor

0

7

14

21

29

33

40

12.0562

8.0348

4.6755

0.02440

0.7805

0.8195

1.4509

39

1.2460

1.2460

1.2460

1.2460

1.2460

1.2460

1.2460

7

7

9.68

6.45

3.75

0.02

0.63

0.66

1.16

Pr > |t|
<.0001
0.0004
0.0071
0.9849
0.5509
0.5317

0.2824



Diferencias de medias de minimos cuadrados

Error
Efecto Edad Edad Estimacion estandar DF tvalor Pr > |t

Edad O 7 4.0214 17621 7 2.28 0.0565
Edad O 14 7.3808 1.7621 7 4.19 0.0041
Edad O 21 12.0318 17621 7 6.83 0.0002
Edad O 29 11.2758 17621 7 6.40 0.0004
Edad O 33 11.2367 1.7621 7 6.38 0.0004
Edad O 40 10.6054 17621 7 6.02 0.0005
Edad 7 14 3.3594 17621 7 1.91 0.0983
Edad 7 21 8.0104 17621 7 4.55 0.0026
Edad 7 29 7.2544 17621 7 4.12 0.0045
Edad 7 33 7.2153 17621 7 4.09 0.0046
Edad 7 40 6.5840 1.7621 7 3.74  0.0073
Edad 14 21 4.6511 17621 7 2.64 0.0334
Edad 14 29 3.8950 1.7621 7 2.21 0.0628
Edad 14 33 3.8559 1.7621 7 2.19 0.0648
Edad 14 40 3.2246 17621 7 1.83 0.1099
Edad 21 29 -0.7561 1.7621 7 -0.43 0.6808
Edad 21 33 -0.7951 1.7621 7 -0.45 0.6655
Edad 21 40 -1.4265 1.7621 7 -0.81 0.4449
Edad | 29 33 -0.03905 17621 7 -0.02 0.9829
Edad | 29 40 -0.6704 17621 7 -0.38 0.7149

Figura 14: Anélisis estadisticos de actividad especifica.
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Informacién del modelo

Conjunto de datos WORK.IMPORT
Variable dependiente Conc_proteina
Estructura de covarianza Simetria compuestas
Efecto de sujeto Animal(Edad)
Método de estimacion REML

Método de varianza del residual | Perfil

Método SE de efectos fijos Basado en el modelo
Método de grados de libertad Between-Within

Efecto

Edad

Edad

Edad

Edad

Edad

Edad

Edad

Test de tipo 3 de efectos fijos
Efecto DF Num Den DF ValorF Pr>F

Edad 6 14 1.19 0.3676

Medias de minimos cuadrados

Error
Edad Estimacion | estdndar DF | tvalor Pr > |t|
0 21.0333 34859 14  6.03 <.0001
7 13.2380  3.4859 14  3.80 0.0020
14 12.9904  3.4859 14  3.73 0.0023
21 10.6314  3.4859 14  3.05 0.0087
29 9.8133 34859 14 282 0.0138
33 11.4736  3.4859 14  3.29 0.0054
40 11.0060  3.4859 14  3.16 0.0070
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Diferencias de medias de minimos cuadrados

Error

Efecto Edad Edad Estimacion estandar DF tvalor Pr > |t|

Edad O 7 7.7954 49299 14 1.58 0.1361
Edad O 14 8.0429 49299 14 1.63 0.1251
Edad O 21 10.4019 49299 14 211 0.0533
Edad O 29 11.2200 49299 14 228 0.0391
Edad O 33 9.5597  4.9299 14 1.94 0.0729
Edad O 40 10.0274 49299 14  2.03 0.0614
Edad 7 14 0.2476 49299 14  0.05 0.9607
Edad 7 21 2.6065 49299 14  0.53 0.6053
Edad 7 29 34246 49299 14  0.69 0.4986
Edad 7 33 1.7643 49299 14 036 0.7258
Edad 7 40 22320 49299 14 045 0.6577
Edad 14 21 23590 49299 14  0.48 0.6397
Edad 14 29 31771 49299 14  0.64 0.5297
Edad 14 33 15168 49299 14 031 0.7629
Edad 14 40 19844 49299 14  0.40 0.6934
Edad 21 29 0.8181 4.9299 14  0.17 0.8706
Edad 21 33 -0.8422 49299 14 -0.17 0.8668
Edad 21 40 -0.3746 49299 14 -0.08 0.9405
Edad | 29 33 -1.6603 4.9299 14 -0.34 0.7413
Edad | 29 40 -1.1926 49299 14 -0.24 0.8123
Edad | 33 40 04676  4.9299 14  0.09 0.9258

Figura 15: Andlisis estadisticos de proteina.
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