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COMPENDIO

La delerminacién del flujo de proteinas endégenas que llegan al fin del intestino delgado del cerdo requiere: 1) un acceso
permanente a la luz intestinal y 2) técnicas que permiten diferenciar entre las proteinas enddgenas y alimenticias presentes
en el contenido intestinal. El presente articulo revisa las diferentes 1écnicas quinirgicas disponibles para acceder a la luz
intestinal asi comolos méledos de determinacién de los flujos enddgenos hasta ¢l ileon del cerdo. La técnica de dieta sin
proteinas es el método indirecto mds utilizado, pero permite estimar solamente las pérdidas basales, independientes del alimento
ingerido. Los métodos directos se basan en la utilizacidn del nitrdgeno-15, isétopo estable del nitrégeno que permite distinguir
entre el nitrégeno enddgeno y el alimenticio, Cada mélodo presenta ventajas y desventajas que se discuten en el presente
articulo.

Palabras claves: cerdo, proteinas. pérdidu endégena.

The ileal endonenous losses in pigs
2. Methods of determination

ABSTRACT

The determination of the endogenous protein flow art the ilewm level of the pig requires: 1) a permanent access to the
imtestine and 2) technigues that allow distinguishing between endogenous and dictary proteins present in the intestine. The
present paper revises the different surgery rechuiques available 1o get access to the lumen and the different methods for
endogenous protein flow derermination. The N-free diet rechnique is the most utilized but allows only the determination of
the basal losses, i.e. those independent from the diet. The divect methods are based on the use of nitrogen-15, a stable
isotope of nitrogen, that allows distinguishing benveen the endogenous and diesary nitrogen. Each method presenis advantages
and inconvenienis thar are discussed in the paper.

Keywords: pig. protein. endonenous loss

Introduccion

En 1973, la polaca Zebrowska demostrd que el intestino
grueso es incapaz de absorber aminoécidos (AA). De esta
constatacion y de la que este 6rgano alberga una abundante
microflora, surgié la idea de que la digestibilidad de los
AA debe medirse al final del intestino delgado. es decir el
fleon. La comparacién de valores de digestibilidad medidas

a nivel ileal y fecal confirmaron la hipdtesis: la
fermentacién microbiana modifica la cantidad de AA que
sale del intestino delgado y cambia también su perfil
(Sauver et al,, 1982), Resulta una sobreestimacién de la
digestibilidad de los AA y una subestimacién de la
metionina.
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Las pérdidas endégenas hasta el fleon del cerdo

A partir de este momento se desarrollaron diferentes
1écnicas para alcanzar la luz intestinal del ileon que les
describimos a continuacion. También, los investigadores
se dieron cuenta de que los contenidos intestinales
recolectados constituian una mezcla de proteinas
alimenticias y enddgenas y que era necesario distinguirlas
para fuego calcular la digestibilidad real de las proteinas
abimenticias. Hasta finales de los afios 80, las pérdidas se
median por medio de la técnica de la dieta libre de
nitrégeno, par su sencillez, su bajo coste y porque se
consideraba que las pérdidas enddgenas son constantes.
Sin embargo, la llegada de la 1écnica de dilucién isotépica
con nitrégeno-15 (15N), desarrollada en Alemania del
Este por Gebhardt et al., (1977) y Souffrantet al., (1982),
permitié darse cuenta de que, al contrario, las pérdidas
son muy variables y dependen de numerosos factores,
especialmente réficos. En los atos 90 sc desarrollaron
varias técnicas para determinar las pérdidas, lo que
permiiid, a su vez, conocer mejor el papel desempefiado
por las pérdidas en el metabolismo proteico del animal.
El presente articulo presenta las diferentes técnicas
desarrolladas hasta la fecha.

Técnicas de recoleccion del contenido intestinal

Diferentes técnicas permilen un acceso permanente al
contenido intestinal. Cada una presenta veniajas y
desventajas. Se pueden distinguir las que permiten una
recoleccidn total o parcial def contenido.

Recoleccion parcial del contenido intestinal

Matanza

Después de ser sacrificado el cerdo, se aisla el fin del
ileon y se recoge el contenide con agua. Es costoso y
poco confiable. Existe una gran variabifidad de transito
intestinal entre individuos y el muestreo es poco
representativo. Ademads, la matanza causa la descamacion
rapida de las células epiteliales, lo gue aumenta atin mds
la manipulacion del intestino (Laplace, 1971; Low, 1977).

CanulaenT

Es la mds sencilla y mds utilizada. Consiste en un tubo
que da acceso lateral al intestino (Figura 1). El mayor
problema es también la falia de representatividad de las
muestras, especialmente con dietas fibrosas porque ocurre
una segregacion entre nutrienies en el intestino, lo que
puede favorecer la separacién entre las fases solida y
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liquida a nivel de la cdnula. Eso afecta también la
distribucién del marcador y la estimacién del flujo. Es
muy popular, pero debe evitarse con alimentos no
convencionales ricos en fibras (Schroder et al., 1989; Yin
etal., 1991).

Canula post-valvular en T (PVCT)

Se corta el ciego y, en su lugar, se coloca una cinulaen T
que permite recoger directamente el contenido intestinal
que viene del ileon. Sila cinula esta cerrada, el contenide
continia hacia el intestino grueso, y si estd abienta, la
mayoria del contenido se va por la canula y puede
recolectarse (Figura I). La ventaja es la de recoger
muestras después del esfinter ileo-célico. Sin embargo,
no es seguro que se oblenga toda el material provenienie
del intestino delgado. Por esia razén se necesita el uso
de un marcador y se encuentrun también problemas con
alimentos fibrosos (Van Leeuwen et al.. 199]; Kihler et
al., 1992a, b; Leterme P.. Séve, B.. 1998).

Recopida total del contenido intestinal

Canula re-entrante

Se corta el ileon ierminal y se coloca en cada extremo
cortado una cdnula que se extrae a través de la pared
abdominal del cuerpo. A continuacion se unen los tubos
formando un puente exterior al animal (Figura I). El
contenido intestinal debe transitar por ¢l tubo. Cuando se
necesitan muestras, se desconectan los (ubos v se recoge
la digesta proveniente del intestino delgado. Esta cdnula
es poco utilizada debido a los problemas incesantes de
bloqueo que se encuentran; ademais, los movimientos del
intestino son insuficientes para sobrepasar el tubo (Sauer
y de Lange, 1992; Darcy et al., 1980: Kohleret al., 1990;
Low, 1977).

Anastomosis ileo-rectal

Se corta el ileon terminal, se cierra €l intestino gruese a
nivel del recto y se une el ileon con el recto ligdndolos, de
tal manera que el material recogido en el ano viene del
intestino delgado (Figura I). Se colocaunacinulaen T
en ¢l intestino grueso para la evacuacion de los gases de
fermentacion. Es la tnica técnica que permite trabajar
con alimentos ricos en fibras. La desventaja es que se
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Figura 1. Técnicas de canidacion o de anastomosis fleo - rectal en ¢l cerdo (Fuente: ILOBTNO, Wageningen, Paises bajos).

puede desarrollar una microflora al final del intestino.
Ademads, el riesgo de perder animales durante la
operacidén de cirugia es mas grande, los animales son
mds fragiles y se debe suplementar su dieta en energia y
en vitamina K para compensar la pérdida del intestino
grueso. El cerdo necesita también mucho mas agua para
beber (Laplace et al., 1985: Green, 19388; Kahler et al.,
1992a,b; Hennig et al., 1986, 1988, 1989).

Comparacion de los métodos

La comparacién de diferentes técnicas realizada por
Fuller et al., (1994) ilustra bien la importancia de la
metodologfa sobre los resultados de digestibilidad (Tabla ).

La representatividad del muestreo tiene una influencia
determinante. Se puede reducir mucho la variabilidad
cuando aumenla el namero de comidas y la frecuencia
de recoleccién. El ideal es que se recojan todas las heces
durante varios dias. Si no es posible, se debe utilizar un
marcador indigestible para estimar los flujos de materia
(ver mds adelante). Sin embargo, exisie una interaccion
significativa entre fibras y marcadores. Normalmente,
se debe recuperar iodo el marcador pero nunca es el
caso en presencia de grandes cantidades de fibras y la
tasa de recuperacién puede bajar hasta 70 %. En esle
casa, es mejor utilizar la técnica de anastomosis. Para
alimentos mds convencionales y. en condiciones éptimas
de trabajo, el efecto de la metodologia es més reducido
(Leterme et al., 1990; Kohleret al., 1990; Yinetal., 199];
Fuller et al., 1994),
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Las pérdidas enddgenas hasta el iteon del cerdo

Tabla 1. Digestibilidad de las proteinas de diferentes divtas obtenidu en difevenies laboratovios y diferentes técnices de cofecta de contenido

sntestined (9).

Fuente de proteinas Cebada Cebada + Leche (polvo) Leche (polvo)
Anastomosis (Jaboratorio 1) 67 66 77
Anastomeosis (laboratorio 11) 63 63 79
Anastomosis (laboratorio 1) 63 72 80
T-cannula 30 76 79
PVYTE - 84 85

Fuente: Fuller cral., (1994)

Se debe tomar en cuenta también la existencia de una
variabilidad natural entre animales o entre laboratorios
(Elbers et al., 1989). Es necesario disponer de un mimero
suficiente de amimales por dieta a estudiar. Low (1977)
estimo que se necesitan los resultados obtenidos con 10
cerdos durante 96 h para que la probabilidad de evidenciar
una diferencia de digestibilidad significativa entre dos
dietas sea de 95 % (P < 0.05). Goedhant (1990) seiiala
también la tmportancia del disefio experimental. Para €1,
se debe evitar el cuadrado latino en pruebas de
digestibilidad para evitar una interaccidn «periodo x
animal» importante.

Determinacion de los flujos de digesta en el ileon

Estimacion del flujo de nutrientes

Cuando la recoleccion es parcial, se requiere el uso de
un marcador indigestible para estimar el flujo de materia
excretada por el fleon. El principio es et de suplementar
la dieta con una cantidad limitada de marcador, por
ejemplo 2 g/kg. Luego se determina la concentracidn del
marcador en los contenidos intestinales y se calcula el
flujo de material o digesta por medio de la ecuacién
siguiente:

Flujo de materia seca (g/kg MSI) = Ma / Mi

donde Mu es la concentracién del marcador en el alimento
en g marcador/kg MSI y Mi la concentracion del
marcador en el contenido intestinal en g marcador/g
materia. Si se dispone de la concentracion de la dieta y
los contenidos en los diferentes nutrientes, se puede
calcular su respectivo flujo vy, luego, deducir su
digestibilidad iteal aparente. Lixisten decenas de
marcadores pero los més utilizados son el 6xido de cromo
(Cr,0,), el 6xido de titano (TiO,) o las cenizas insolubles
en HCI. Un buen marcador debe ser totalmente
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indigestible, moverse o transitar con la materia que marca,
ser facil de analizar y ser utilizado en cantidad reducida,
para no afectar los procesos de digestion y limitar los
costos (Pond et al., 1986).

Si la recoleccion es total, se puede calcular
inmediatamente el flujo de materia y deducir la
digestibilidad de los componentes de la dieta.

Composici la dieta

La mayoria de las materias primas no pueden constituir
el dnico ingrediente de una dieta, pues son desbalanceadas
en comparacién con los requerimientos del animal y hay
problemas de palatabilidad o de toxicidad. Los cercales
son las Unicas materias primas que el cerdo puede ingerir
como tal, sin suplemento, con la excepcion de minerales.
Sin embargo, los cereales tienen un bajo conienido en
proteinas (< 12 %). Eso significa que la proporcién de
proteinas enddgenas en los contenidos intestinales serd
importante con respecto a la de las proteinas alimentarias
indigestibles y que la digestibilidad aparente de Jas uliimas
no va reflejar bien su digestibilidad real (Leterme, 2002).

Para impedir un exceso proteico en la dieta cuando se
analizan materias como las tortas, se las mezcla con
materias libres de proteinas: almidén, aceite, celulosa.
De esta manera, ¢s 1odavia posible determinar la
digestihilidad de las proteimas de los alimentos, pero no
la de los otros nutrientes.

En muchos casos, los invesiigadores prefieren trabajar
por diferencia o ‘sustitucién’. El principio es el de
determinar la digestibilidad de una dieta de base. Luego
s¢ sustituye parte de la dieta por la materia a estudiar y
se determina la digestibilidad de 1a nueva dieta. Finalmente
se calcula, por diferencia, la digestibilidad de la materia
sola,



Ejemplo:
Digestibilidad de la  -ta de base = 80 %
Digestibilidad de la. de prueba (60% dieta de base +

40 % materia a analizar) = 76 %
Digestibilidad de la materia a analizar sola = 76 - (80 x
0.6)/0.4 =70 %

El principat problema del método por diferenciaes la tasa
de sustitucion a utilizar. Es indispensable aphcar la tasa
mds alla posible para mejorar la precision. Con bajas tasas
hay un riesgo importante de que la variacién observada
se deba mids a la {luctuacién de las pérdidas endégenas
y/o a la variacién de composicion de la dieta. En una
serie de experimentos, Sauer et al,, (2000) estudiaron la
evolucion de la digestibilidad de diferentes proteinas a
diferentes niveles de sustitucién y determinaren el nivel
épuimo a utilizar. Estiman, por ejemplo, que se necesitan
al menos 150 g de proteina a estudiar/kg dieta para tener
una precisién aceptable. Esos autores acaban de publicar
una sintesis sobre el tema. Los datos presentados en la
Tabla 2 ilustran el efecto de la metodologia sobre la
determinacién de la digestibilidad del nitrégeno y de los
amino4cidos en cerdos.

Por supuesto, el método y la tasa de sustitucién van a
influir en la medida de las pérdidas endégenas. Cuando
la tasa de incorporacién de una materia es baja en una
dieta semi-sintética, los contenidos intestinales estaran
compuestos sobre todo de proteinas endogenas basales
y, en cantidad menor, de prote(nas alimenticias y de
proteinas endégenas especificas de la dieta. La
proporcién de las dos dltimas fracciones se va a
incrementar con la tasa de incorporacidn (Leterme, 2001,
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Sauer et al.,, 2000}. Al contrario, se desconoce
ampliamente lo que ocurre con el método de sustitucién.
Desconocemos si las pérdidas enddgenas son aditivas o
si hay interaccion entre los diferentes componentes de la
dieta. En un reciente experimente, Dehareng et al., (2000)
determinaron las pérdidas endégenas especificas de
diferentes materias primas y luego de la mezcla de las
ditimas, y asi concluyeron que las pérdidas endégenas no
son aditivas, mientras que la cantidad de proteinas
alimentarias digestibles si lo son.

Determinacion de las pérdidas endigenas
Se puede distinguir entre métodos indirectos de
determinacion y métodos directos, es decir que permiten

distinguir entre las proteinas alimenticias y enddgenas en
los contenidos intestinales.

Métodos indirectos

Dieta libre de proteina

Es la técnica mas fdcil y mas utilizada. El cerdo recibe
un alimento compuesto de materias sin proteinas (almidén,
azucar, celulosa, aceite, minerales). Se mide el flujo de
nitrégeno o de AA hasta el ileon y, de esta manera, se
estiman los flujos endégenos.

Esta técnica permite determinar solamente los flujos
endégenos basales porque se corresponden con el nivel
minimo de pérdidas endSgenas, ya que la ausencia de
proteinas en el alimento disminuye las secreciones y no

Tabla 2. Cumparacidn de digesubilidodes del N y de los aminodcidos de arveya y cebada en cerdos determinadas por el método directo o el

método de sustitucion.

Materia prima Arveja

Mélodo Sustitucidn Directo
Amino icidos esenciales

Arginina 826 2.0
Histidina 71.1 749
Isoleucina 8343 72.7b
Leucina 78.54 72.4b
Lisina 753 755
Metionma 66.42 70.9b
Fenilalanina 72.1 716
Treonina 64.4 60.6
Valina 65.8 69.1
Nitrégeno 737 69.9

Cebada

Sustitucion Directo
64.7 69.8
695 71.9
61.1 66.9
66.6 70.3
541 61.3
69.6 #2:1
53.3¢ 62.4b
62.6 67.2
56.60 58.9

Fuentes: Arveya: Leterme el al  (1991): 400 g arvejalkg: cchada: Fun y Sawer (1995), 675 ¢ cebadalkg
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hay faclores que estimulen su produccion o impidan su
reabsorcion por la pared intestinal.

Sin embargo, a pesar de la sencillez del método, las
condiciones de utitizacién varian mucho de un laboratorio
al otro. Se observan diferencias importantes a nivel del
peso de los cerdos, el tipo de cdnula, la cantidad de fibra
en la dieta, el tiempo de adaptacidén a ja dieta o de
recoleccidn. No es sorprendente constatar que, €n estas
condiciones, los valores de flujo ileal variende 5a 18 g
AA/kg MSI (Leterme, 1995). La mayor variacién viene
de la glicina y, sobre todo, de la prolina.

La excrecion de este dltimo AA aumenta con ¢l nimero
de dias en estado de ayuno proteico (ver articulo previo:
Leterme, 2001) y puede representar hasta 46 % de la
excrecidn total de AA. Cuando se inyecta una solucidn
de AA libres en la sangre de cerdos que estdn recibiendo
una dieta libre de proteinas, {a hiperexcrecién de prolina
desaparece pero el nivel de pérdidas enddgenas no cambia
{Leterme et al., 1996).

Para corregir el cardcter antifisiolégico de ia dieta libre
de proteinas, Moughan y su equipo propusieron
suplementar la dieta con una proteina lotatmente digestible,
es decir, caseina. Sin embargo, como hay dudas serias
sobre la digestion total de esta proteina, los investigadores
utilizaron caseina hidrolizada. Este producto estimula jas
secreciones. Si1odavia se encuentran péptidos de caseina
en los contenidos intestinales. se les quita por medio de
filtros moleculares o por filtracion sobre geles, pues se
considera que las proteinas endégenas se encuentran en
forma intacta al extremo del ileon (Moughan et al., 1990;
Butts et al., 1991, 1992, 1993). No se puede utilizar una
mezcla de AA libres porque no estimula las secreciones.

Sin embargo, Leterme et al., (1996) demosiraron, por
filtracion sobre geles, que la fraccion enddgena si contiene
altas cantidades de AA libres y de oligopéptidos. Eso
significa que la técnica no permite discriminar entre los
componentes alimenticios y endégenos. A nivel proteico,
la propuesta de Moughan tiene poco interés, tanto mas
cuanto que la proteina debe ser considerada como un
factor que influye sobre las pérdidas especificas del
alimento y no como factor corrector para medir las
pérdidas basales.

Método por regresion

El método por regresién consiste en la medida del flujo
ileal de nitrégeno o de AA en cerdos que reciben
regimenes con un nivel de proteinas decreciente. y en la
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extrapolacion del flujo por una ingestion nula en proteinas.
Esie valor corresponde al flujo endégeno. La disminucidon
de la cantidad de proleinas corresponde a la disminucién
del porcentaje de incorporacién de la materia prima a
estudiar, en una dieta que va a contener cantidades
crecienles de nutrientes no nitrogenados (almidon. azucar,
aceite).

La supuesta ventaja de la técnica es que el animal recibe
un alimenlo proteice y tiene un estado fisiolégico normal
y que se toma en cuenta el efecto de los factores
alimenticios sobre las pérdidas. Eso no es cierto. porque
el efecto de los dichos factores disminuye con la tasa de
incorporacion de la materia prima en Ja dieta. Ademds, la
precision dependerd del nimero de nivel proteice y de la
diferencia entre los niveles de proteinas, entre olros
factores. Finalmente, los diferentes regimenes tienen una
composicidn en fibras y otros factores distintos. de 1al
manera que la extrapolacién permite determinar
solamente el nivel basal de pérdidas endégenas. En
conclusidn, la técnica es mis complicada que ta de la
dieta libre de proteinas pero no da més datos. Por estas
razones no se utiliza mucho.

Método de la homoarginina

El principio de! método es el de la guamidinacién, es decir.
la transformacion de la lisina de una proteina en
homoarginina (HA), después de un tratamiento quimico
(con o-metilisourea) (Hagemeister y Erbesdobler, 1985).
La HA no se encuenira en las proteinas endogenas. Por
lo 1anto, toda la HA encontrada en la digesta proviene
anicamente del alimento. Con eso se puede determinar
la digestibilidad ileal real de la proteina alimenticia y
también el flujo de lisina endégena. Si se conoce el perfil
en AA de las secreciones. se puede también hacer una
extrapolacidn del flujo de tedos los AA enddégenos.

La validez de esta técnica estd basada en las hipdtesis
que la proteina guanidinada es digerida de la misma
manera que la proteina no tratada, que la HA no afecta
las secreciones digestivas y el metabolismo protéico, que
no aparece en las secreciones y que la transformacidén es
completa dentro del alimento (Moughan et al.. 1998).

La validez de las primeras hipotesis ha sido verificada.
Sin embargo, no se puede afirmar que la transformacion
es completa en materias primas. Al principio la técnica
fue utilizada para estudiar proteinas aisladas. como la
caseina y la proteina de la soya, entre otras. En este caso
se puede fdcilmente solubilizar la proteina en una solucién
alcalina y realizar la transformacién. Sin embargo. con



una materia prima. no es posibie llegar a la totalidad de
las proteinas porque, por ejemplo. parie de ellas estin
encapsuladas en células cubiertas de fibras, etc.
Diferentes atores como Hodgkinson y Moughan (2000)
y Caine et al., (1998) afinnan que la proteina es1d marcada
con HA de manera homogénea. Sin embargo, en el trabajo
de Caine, el tratamiento produjo la pérdida de 240 a 380
¢ de materia seca por kg de soya. por solubilizacion en el
agui de enjuage y se transformo solamente de 30 a 46
90 de lisina en HA. lo que demuestra claramente Ja
incapacidad de la técnica para marcar las proleinas de
un alimento como tal (Leterme y Seve, 1998). En
conclusidn, esta écnica tiene una aplicacién limitada a
las proteinas puras, aisladas.

Métodos directos: ta dilucion isotdpica con '*N

El principio de la técnica de dilucion isoidpica es el de
marcar una de las dos luentes de proteinas con N, un
186topo estable (no radioactivo) del nitrégeno, presentc
naturalmente en el aire v los componentes nitrogenados
(0.3663 % del N to1al). Ef isélopo esta incorporado en
las proteinas marcadas. Se mide la concentracién del "*N
enel N total de los contenidos del intestine y se la compara
con la concentracion inicial en las proteinas marcadas.
La relacion entre ambos resultados permite determinar
la proporcién de cada fuente de nitrégeno. Dos
allerntativas son posibles: marcar las proteinas alimenticias
o las secreciones digestivas (Figura 2).

Marcaje de las secreciones digestivas

El principio de la técnica desarrollada por W. Soulframt
et al.. (1982) en Rostock (Alemania) ¢s el de perfundir
un AA marcado con "*N en la sangre de los cerdos. El
AA se incorporara en todas las secreciones y los iejidos
del animal. Cuando se alcanza un equilibrio de marcacion,
se mide la concentracién en "N de las secreciones y de
los contenidos digestivos. La razén da ta proporcion de
nitrggeno endogeno en el mitrégeno 1o1al de los contenidos.
Sy se conoce el flujo de N total a nivel ileal, se puede
determinar el flujo de N enddgeno y. luego, la
digestibilidad ileal real del N del alimento.

Como no es posible aislar las secreciones digestivas, se
utiliza, como referencia de marcaje de las secreciones,
la concentracion en N de los AA libres de |a sangre,
considerados como ¢l pool precursor de la sintesis de las
secreciones.
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Siempre se utiliza la leucina como fuente de PN porque
esel AA menos cosloso, es poco catabolizado en el higado,
es decir mis disponible para las sintesis, y cambia
facilmente su radical -NH, con otros AA (transaminacion),
en particular la 1soleucina y la valina y 10dos los AA no
esenciales, o que aumenta la representatividad del
marcador en los AA (De Lange et al.. 1990; Leterme y
Séve,1998; Hess et al.. 1998).

En la prictica, s¢ debe proveer diariamente al anmimal
con 10 a40 mg N -leucina (95%)/kg P*7*. por perfusion
intravenosa. esperar ocho dias a que se alcance un
equilibrio de marcaje (steady-state o estado esiacionario)
de las secreciones y tomar diariamente muestras de
sangre. Los AA libres de la sangre se aislan después de
la precipitacion de Jus proteinas del plasma con dcido
tricloroacético y de una centrifugacion. El anilisis del
"N se realiza por espectrometrin de masa.

La ventaja de la técnica es que se pueden determinar fas
pérdidas enddgenas causadas por cualquier materia prima.
Sin embargo, la técnica permite trabajar solamente a nivel
del nitrogeno total y no de los AA. incluidos los AA
marcados (Leterme y Séve.]998). Ademas, se demostié
que los AA libres de la sangre no son la dnica tuente
para la siniesis de proteinas digestivas v que, por eso, no
constituyen un buen testigo de la marcacion de las
secreciones {Leterme et al., 1993, Leterme y Séve, 1998).
Finalmente, se desconoce la validez de representatividad
de la leucina frente a los otros AA.
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