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1. INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La lignina constituye, junto con los polisacaridos complejos,
el material de sostén vegetal. Su estudio ha sido realizado principal-
mente desde tres puntos de vista: el de la investigacién sobre la ma-
dera y sus derivados, que se ha centrado en el problema de su forma-
cién y propiedades; el de la ciencia del suelo que versa preferente-
mente sobre el problema de su descomposicién en el suelo y su papel
en la formacién del humus y en tercer lugar la ciencia de la alimen-
tacion animal que ha fijado su atencién sobre su digestibilidad.

La bibliografia més extensa se encuentra, quizas, sobre el proceso
de la humificacién.

Pudiéramos decir que en nutricién se ha estudiado el problema
desde el punto de vista cuantitativo y en edafologia en su aspecto
cualitativo.

A pesar de su persistencia ante los agentes degradativos la qui-
mica de la lignina ha comprobado innumerables veces que es muy fa-
cilmente modificable; atin empleando los métodos de extraccién més
suaves ® no se ha conseguido aislar lignina que presente las mismas
propiedades que la lignina nativa en la planta. Por diversos autores * ¢ %

— 285 —



se ha intentado por procedimientos quimicos, o bioldgicos, transformar
la lignina aislada en acidos huminicos sin conseguirlo, lo cual demues-
tra que atn aislada por procedimientos suaves no continfia siendo tan
capaz de reaccién como la lignina genuina en la planta.”

El proceso de humificacién de la lignina se caracteriza por una
pérdida de grupos metoxilo, un enriquecimiento en nitrégeno y la libe-
racién de cuerpos fenélicos.* * ™

Por otra parte, como insistiremos mas adelante, el proceso de hu-
mificacién no se circunscribe al suelo. También en el organismo de los
animales superiores e inferiores pueden formarse sustancias hiimicas,
y se han logrado aislar acidos huminicos de las heces de diversas espe-
cies.(m 63 78 86

Que una fijacién de nitrégeno puede tener lugar en el orga.
nismo animal ha sido estudiado por uno de nosotros en la rata en un
trabajo previo.”” En el presente trabajo se investiga el problema de la
fijacién del nitrégeno en la lignina y la formacién de acidos humini-
cos en el transcurso de la digestion en los rumiantes, partiendo del
supuesto de que al ser més intensa en estas especies la descomposi-
cion de los polisacaridos de acompafiamiento y ser su alimentacién
més rica en sustancias de sostén, una gran cantidad de lignina nativa
es “liberada” en el tracto digestivo donde estd expuesta por mas tiem-

po a las acciones del medio.

2. DISCUSION DE LA BIBLIOGRAFIA

2.1. LA LIGNINA DESDE EL PUNTO DE VISTA DE LA CIENCIA DEL SUELO
2.1.1. Estado actual de la investigacion sobre la lignina

Las consideraciones que figuran a continuacién tienen el objeto
de procurar una visién de conjunto sobre la investigacion que durante
los tltimos afos se viene realizando sobre el problema de la lignina.
Por lo demés nos remitimos a las revisiones iltimamente aparecidas
sobre el tema.'" % %

La lignina se encuentra muy repartida en el reino vegetal y re-
presenta un componente primordial del lefio en las plantas superiores.
Su funcién consiste en rellenar y fortalecer los espacios intersticiales
de la matriz de polisacaridos que constituyen la pared celular. Su acumu-
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lacién origina la muerte fisiologica del tejido, El contenido en lignina
de las diversas especies vegetales es muy variable alcanzando un ma-
ximo de un 30 por 100 en las coniferas.

El problema de la unién entre la lignina y los carbohidratos en la
pared celular no estd todavia aclarado. ScHUBERT y NoRD ™ son de la
opinién de que la lignina sélo estd unida fisicamente. Se basan en el
hecho de que tras una descomposicién parcial de tipo enzimatico de
los carbohidratos se puede obtener por medio de disolventes orgénicos
una fracciéon de lignina, que en sus propiedades no se diferencia en
nada de la lignina nativa extraida directamente de la madera. Sin em-
bargo, trabajos posteriores ‘" ** sefialan que es muy posible que exista
una unién quimica entre la lignina y los carbohidratos, sobre todo
con las pentosanas. En apoyo de esto puede aducirse el reciente ha-
llazgo de BjorjmaN, el cual ha conseguido aislar un complejo lignina-
carbohidrato por medio de la dimetilformamida a partir de madera
de pino muy finamente molida. Tras hidrélisis pudieron identificarse
los mismos aziicares que entran a formar parte de la hemicelulosa.

2.1.2.  Definicion y aislamiento de la lignina

Siguiendo a FREUDENBERG ™ se puede definir la lignina como
“una substancia polimera, en su mayor parte insoluble en agua y en
los disolventes orgénicos ordinarios, que se acumula en el tejido lig-
nificado de las plantas, posee un espectro ultravioleta caracteristico,
contiene el 59 al 67 por 100 de carbono, mediante procedimientos
oxidativos adecuados proporciona alrededor de un 25 por 100 de al-
dehido aromético, contiene metoxilo en cantidad variable y reacciona
de un modo caracteristico con el bisulfito y el acido tioglicélico. En
el 4cido sulfirico concentrado es insoluble en su mayor parte o en su
totalidad.”

Seglin SCHRAMECK ™ existen tres posibilidades para el aisla.
miento de la lignina una vez que se han separado los componentes
accesorios (grasas, resinas, proteinas):

a) Solubilizacién de los carhohidratos mediante solucién de
oxido de cobre amoniacal o mediante hidrélisis con 4acidos minerales
fuertes (acido sulfarico al 72 por 100 o clorhidrico al 42 por 100) con
lo cual la lignina queda como residuo.
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b) Disolver o dispersar la lignina con medios adecuados como
hidréxido sédico, dioxano, bisulfito, etc.; en este caso son los carbo-
hidratos los que permanecen como residuo.

c) Preparacién de derivados acetilados de carbohidratos y lig-
nina realizando la separacién a continuacién a favor de las distintas
solubilidades en los solventes organicos.

Hasta el momento presente no existe ningtin procedimiento que
permita extraer con solventes indiferentes la lignina total sin recurrir
al calentamiento o a los catalizadores. A lo mds que se ha llegado
es a aislar una pequefia parte mediante extraccién con solventes orga-
nicos (dioxana, acetona), sin el empleo de catalizadores. Esta fraccién
soluble representa del 1 al 2 por 100 de la lignina total. Se la conoce

con el nombre de “lignina soluble o lignina de Braun”.’

2.1.3. Propiedades fisicas y quimicas

No se ha logrado fijar exactamente todavia la forma y el ta-
mafio de la molécula de lignina. El peso molecular oscila entre 1.000
y 10.000. Segtn los tltimos estudios roent-genograficos la lignina esta
constituida por cadenas entrelazadas tridimensionalmente que como pa-
quete amorfo rodea a las fibrillas de celulosa.” En tanto que no sea
modificada es insoluble, casi absolutamente, en el agua y en los sol-
ventes orgdnicos, Las ligninas aisladas en forma soluble y que por
lo tanto han sufrido ya ciertas reacciones de degradacién tienen, como
es légico, una viscosidad especifica mas baja y constante, probable-
mente, de cinco a seis unidades de fenilpropano.”

Con la ayuda de la ultracentrifuga se ha establecido un peso
molecular de 6.000-7.000 para la lignina de madera de pino aislada
con el 4cido tioglicélico.”™ Cuando el material se trata con el acido
clorhidrico en caliente el peso molecular se eleva aproximadamente
hasta 34.000. Los pesos moleculares obtenidos por métodos crioscopi-
cos se encuentran la mayoria entre 800 y 900, lo cual concuerda bas-
tante bien con los “pesos moleculares” calculados a partir de la formula
empirica. Se cree, por tanto, que este valor representa el peso de una
de las unidades de las que por unién de varias resulta la molécula de
lignina.

La lignina presenta un maximo tipico en el espectro ultravio-
leta entre 270-280 milimicras.
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Segin PLETZ  a pesar de su naturaleza hidrofoba la capacidad
de fijacion de agua de la lignina es especialmente grande y de gran
significacién para explicar sus propiedades mejoradoras del suelo (sue-
los ligeros). El modelo del “cemento armado” de Freudenberg hace
comprender, porque tras de la desaparicién de las “barras” de poli-
sacarido queda un resto esponjoso, que encierra un enorme espacio
vacio. FREUDENBERG compara la estructura de la pared celular con el
cemento armado: el lugar de las barras de hierro lo ocupan los poli-
sacdridos, jugando la lignina el papel del cemento. Por ello al desapa-
recer los polisacaridos se produce una superficie extraordinariamente
grande, que es la causa de la enorme capacidad de adsorcién de la lig-
nina. Estas propiedades se conservan mucho mejor cuando la lignina
se obtiene de un modo enzimético en lugar de con rudos tratamientos
térmicos. Estd perfectamente establecido, sobre la base de un gran ni-

mero de trabajos *** %

que la lignina posee una estructura fundamen-
tal aromatica en la cual interviene primordialmente el guayaquilpro-
pano. Segin ADLER y colaboradores * los monémeros fenil-propano pue-
den estar ligados por uniones etéras (I), pero también mediante unio-

nes etéras y C-C (II), y en parte solamente, mediante uniones C-C (III).
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Puesto que la lignina contiene pocos fenélicos libres® se deduce
que el tipo III se presenta raras veces, con lo cual la mayor parte de los
monémeros deben estar ligados por uniones aril-etéreas (I - II).

Una de las reacciones més importantes para esclarecer la cons-
titucién de la lignina consiste en la formacién de aldehidos aromaticos
por la oxidacién alcalina con nitrobenzol. La lignina de las diferentes
plantas presenta una composicién caracteristica segfin su origen, v, g.
la lignina de pino origina preferentemente vanillina, En la lignina de
otras especies, especialmente de las gramineas, se originan p-oxi-ben-
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zaldehido y se sabe que ademds de estos productos de descomposicién
de tipo aromitico se obtiene por procedimientos adecuados compuestos
de tipo alifit’co como el formaldehido, acetaldehido, acido férmico,
acido oxalico, etc., que sin embargo tienen mucha menor importancia.

En sentido puramente quimico FREUDENBERG define la lignina
como heteropolimerizados de derivados del fenilpropano. El bromuro
de acetilo disuelve la lignina vegetal pero no la que ha sido mas o
menos modificada, asi por ejemplo la lignina aislada con 4cido sulfd-
rico es insoluble en este producto y, asimismo, a medida que se va
transformando en el suelo o en el estiércol, se va haciendo progresi-
vamente insoluble. La solubilidad en el bromuro de acetilo es uno
de los indicios de la transformacién de la lignina en el organismo ani-
mal como ya veremos mas adelante.

PLoETZ * sefiala que la lignina aislada muestra un claro efecto
bacteriostatico, seguramente debido a la formaciéon de un complejo
estable lignina-proteina del cual se hablard posteriormente.

2.14. Descomposicion biolégica de la lignina

La lignina presente en el material vegetal puede ser degradada
por la accion de una serie de microorganismos en tanto que la lignina
aislada o purificada en el laboratorio ofrece una gran resistencia a
dichos microorganismos. Solamente en época muy reciente se ha con-
seguido mediante ensayos de adaptacién obtener buen desarrollo de
hongos destructores de la madera en cultivos en que la lignina aislada
constituia la tnica fuente de carbono.”

Como sucede en la descomposicién de los carbohidratos, de las
proteinas y de las grasas, los fermentos juegan un papel muy impor-
tante en la descomposicién de la lignina.*

Seglin LINDBERG ** los organismos destructores de la lignina se-
gregan fenoloxidasas. El grupo de las fenoloxidasas comprende dos
tipos de enzimas principalmente: tirosinasas y lacasas.”” Estos fermen.
tos oxidan los grupos hidroxilos en posicién orto.

Diversos autores han logrado oxidar la lignina en el aparato de
Warburg mediante preparados obtenidos de los cultivos de Poliporus
versicolor ** o de Agaricus campestris.”

Las transformaciones originadas por enzimas y microorganis-
mos consisten, en primer lugar, en una separacion de grupos metoxi-
lo ™% y seguidamente, segin BARTLETT y NORMAN,® aumenta el con-
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tenido de N en la lignina. Posteriormente parece que se forman grupos
carboxilos por oxidacién de las cadenas laterales.™

Seglin SCHEFFER ™ la lignina vegetal es muy lentamente trans-
formada por las bacterias y més rdpidamente por los hongos (Basidio-
micetos). También sefiala, lo que es muy importante para nuestro tra-
bajo, que puede oxidarse facilmente a temperaturas superiores a 30°.

2.1.5. Teoria de la formacion del humus

La desintegracion biolégica de la materia orgénica en el suelo
conduce a una acumulacién de aquellas materias mas dificiles de des-
componer (ligninas, taninos). Este proceso es conocido con el nombre
de humificacién. Una condicién previa para la transformacién de las
materias iniciales del humus en material himico es la existencia de
complejos ricos en nitrégeno, una reaccién entre neutra y alcalina y
escaso O, para la autoxoxidacién. Cuando se dan estas condiciones
se forman acidos huminicos libres o pardos.

Numerosisimas investigaciones realizadas con los mas diversos
materiales vegetales han coincidido todas en sefialar que los carbohi-
dratos son descompuestos relativamente deprisa, en tanto que la ligni-
na, en unién con ciertos complejos nitrogenados, se va acumulando
paulatinamente.”™ Todos los autores, con casi absoluta unanimidad, estan
de acuerdo en adscribir a la lignina una posicién central en la forma-
cién del humus. Segin Fraic* la descomposicién de la lignina sélo
comienza en su parte principal cuando la celulosa de incrustacién ha
sido desalojada por la actividad de los microorganismos.

El conjunto de las materias de coloracién obscura o himicas
ha sido desglosado en varios grupos con arreglo a su solubilidad en
distintas soluciones. Con mucho, el més importante de estos grupos es
el de los 4cidos huminicos, caracterizados esencialmente por su pro-
piedad de ser extraibles del suelo mediante soluciones alcalinas diluidas
y ser precipitables por los 4cidos minerales. Los 4cidos huminicos son
amorfos, de alto peso molecular, de color marrén obscuro y represen-
tan un producto relativamente estable, resultado de las transformacio-
nes quimicas y bioldgicas de la materia orgdnica en el suelo. Muchos
trabajos sefialan la propiedad que poseen de activar el crecimiento de

26 70

las plantas. Los productos que se obtienen en las reacciones de

descomposicion de los dcidos huminicos sefialan claramente el paren-
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tesco, y la dependencia, de ellos con respecto a la lignina. Seglin
FrLAiG* se ha comprobado en la degradacién microbiana de la lignina
una disminucién del contenido en metoxilo, lo cual no es sino una con-
firmacién de trabajos anteriores.”” Después tiene lugar una separacion
de éteres fendlicos y los productos se tornan mas &cidos. Como ya ve-
remos, algo de esto parece también ocurir en el organismo animal.
Resumiendo con NEHRRING * diremos que en lo esencial la
humificacién consiste en una oxidaciéon de la lignina con fijaciéon de
nitrégeno, que puede proceder de las proteinas o sus productos de
degradacién, acompafiada de una saponificaciéon parcial de los grupos

metoxilo.

2.1.6. Papel del nitrégeno en la descomposicion de la lignina y en la
formacion de los dcidos huminicos

Ya hemos sefialado que una condicién previa para la formacion
del humus es la existencia de complejos ricos en nitrogeno. Segin
ScHEFFER ™ las ligninas aisladas con esmero son capaces de reaccionar
con compuestos nitrogenados fijandose éste de tal manera que.sola-
mente puede ser separado por procedimientos hidroliticos muy inten-
sos, por lo cual debe considerarse a este complejo lignina-proteina como
una fuente de N que influye lentamente para ser utilizada por los mi-
croorganismos. Las investigaciones realizadas por este autor demues-
tran claramente que los aminoacidos de elevado peso molecula’r son
fijados con mas fuerza que los de peso molecular redumd('). f'&s1, por
ejemplo, el aminoacido glicocola apenas es fijado por la lignina. Ijas
combinaciones lignina-proteina obtenidas de esta manera se asemejan
mucho a las sustancias huminicas pero como quiera que presentan una
oran solubilidad en bromuro de acetilo y un escaso poder colorante
:n lejia sédica, sélo pueden ser consideradas, sin embargo, como fases

previas.

En las investigaciones fundamentales realizadas por Hosson y
Pace ® quedé demostrado que el nitrégeno no puede ser separado por
la accién de los enzimas proteoliticos, no sélo en los acidos huminicos
naturales sino incluso de una mezcla de albimina de huevo y Aacidos
huminicos artificiales preparados a partir de la lignina.

Los acidos huminicos naturales contienen cantidades apreciables
de nitrégeno ™ con un valor medio del 5,36 por 100 en el caso de
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productos aislados del suelo. El cuidadoso método de aislamiento y
purificacién a que estas preparaciones son sometidas hace muy impro-
bable que el N esté presente en la forma de una simple contaminacién
o impureza.

Uno de los primeros investigadores sobre este tema DETMER *
logré preparar un 4cido himico conteniendo solamente 0,179 por 100
de N. Esto se tomé en principio como una prueba de que el “acido
huminico puro” no contiene N en su molécula, Pero este autor sola-
mente obtuvo 1,7 gramos del producto purificado a partir de 30 gramos
de 4cido humico bruto y por tanto el resultado no puede ser conside-
rado tan definitivo.

De acuerdo con HiLcarp ** el 4cido himico bruto contiene N
en la proporcion del 1,7 por 100 al 7 por 100 en los suelos himedos
y Pposteriormente muchos investigadores han llegado a la conclusién
de que el acido himico contiene el N en su propia estructura.”
EGGERTZ * encontré que el N no puede ser separado del 4cido hi-
mico por solucién y reprecipitacién continuadas.

En las investigaciones ya citadas de Hopson y PAce* quedd
establecido que el nitrégeno contenido en las preparaciones purificadas
de 4cidos himicos de suelos de Rothamsted no puede ser eliminado
por métodos que serian capaces de separar las simples impurezas ni-
trogenadas. La distribucién del N en los productos de la hidrélisis por
acido clorhidrico de estas preparaciones es semejante a la que se en-
cuentra en los hidrolizados de las proteinas.

BREMNER ** estudia el contenido en aminoécidos de los acidos
huminicos de estreptomicetos llegando a identificar, junto con FrAlc
y KisTeER, 17 aminoacidos distintos. A conclusiones semejantes llegd
el mismo autor ™ al estudiar la fraccién nitrogenada de los 4cidos hi-
micos de las tierras negras.

LaatscH ™ sefiala que en los écidos huminicos obtenidos en
cultivos de microorganismos el N esté incluido en forma de N aminico.
Muchas de las propiedades de estos productos no pueden explicarse
sin admitir la presencia del N en su molécula.”

NEHRING ® observé que la mayor o menor intensidad de la fi-
jacién del N en los acidos huminicos depende de la “edad” de dichos
compuestos. Asi, por ejemplo, por hidrélisis acida se puede separar
hasta un 50 por 100 del N de los 4cidos huminicos del estiércol lo
cual indica que en el estiércol las transformaciones no han llegado atin
a su final. En los dcidos huminicos de las tierras negras sélo se puede
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separar por hidrélisis de 9,5 por 100 del N. Este elemento estd, en este
Gltimo caso, mucho mas fijamente unido a la molécula.

2.1.7. Formacién de materia himica en el organismo animal

ScHEFFER " demostré que las heces de los animales pueden con-
tener hasta un 40 por 100 de materias insolubles en bromuro de ace-
tilo. Seglin este autor, como la alimentaciéon de los animales esta exenta
practicamente de substancias insolubles en este disolvente es evidente
que se trata de materias indigestibles, pero que bajo la accion de los
jugos se han transformado en material humico.

WELTE *° sefiala que el color marrén obscuro de la masa fecal
animal indica ya la posibilidad de que en el tracto intestinal de los
animales superiores pueda tener lugar una especie de formacion de
acidos himicos. Este autor supone que la lignina puede ser modifi-
cada hasta un cierto grado por el ataque de los enzimas y jugos diges-
tivos actuando a la temperatura del cuerpo y que junto con derivados
protéicos da complejos obscuros de lignina-proteina. Estos complejos
con casi totalmente insolubles en bromuro de acetilo y por lo tanto
deben ser considerados como material hiimico. Este mismo autor indi-
ca que también es posible que en el proceso digestivo aparezcan pro-
ductos intermedios de tipo fenélico o quindnico, que junto con la pre-
sencia constante de sustancias con grupos aminicos conduciria a la
formacién de acidos hiimicos ricos en nitrégeno. Con ello se demues-
tra que la formacién biolégica del humus no esta reservada exclusi-
vamente al suelo, sino que también puede tener lugar en el tracto di-
gestivo de los animales superiores.

0. SiEGEL"" demostré en el estiércol vacuno fresco la presencia
de un contenido en materiales insolubles en bromuro de acetilo superior
al 20 por 100 (referido a materia organica) demostrando ademas que
tales substancias procedian en su mayor parte de las heces de los ani-
males.

En relaciéon con la suposicién de WELTE, anteriormente citada,
sobre la formacién de cuerpos fenélicos en el tubo digestivo es opor-
tuno mencionar aqui la observacién de ELy y colaboradores * de que
vacas lecheras alimentadas con determinados forrajes verdes presen-
taban una excrecién urinaria de 4cido benzoico proporcional a la lig-
nina consumida; segin estos autores parte de la lignina del forraje

era digerida por la vaca.
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NesRING “ ha efectuado el aislamiento de &cidos huminicos
de las heces frescas de ganado vacuno encontrando estos productos en
una proporciéon del 10 al 12 por 100 referido a la materia organica.
Dicho autor sugiere que las condiciones del tracto intestinal favarecen
una transformacién conducente a la formacién de humus (reaccién dé-
bilmente alcalina, presencia de determinadas formas de nitrégeno y
simultaneo ataque bacteriano a los componentes de la pared ceclular).
Esto es tanto mas posible cuanto que la lignina en estado nativo se
encuentra en forma esencialmente mas activa para reaccionar que
cuando ha sido aislada por la hidrolisis con &cidos minerales.

Una prueba indirecta e involuntaria de la transformacién de la
lignina y consiguiente fijacion de N en el tracto digestivo la propor-
cionan los trabajos de BALcH y colaboradores.” Estos autores compa-
rando los distintos métodos de determinacion de la lignina empleados
en nutricion animal creen que el nitrégeno presente en la lignina lo
estd como una contaminacién proteica (contaminating protein) y reali-
zando una correccién para la lignina (corrected lignin) sustrayendo de
la cifra de lignina bruta el producto de multiplicar N por 6,25; pues
bien, con dos de los tres métodos empleados encontraron que el por-
centaje de N en la lignina aislada de las heces era mayor que en la
aislada de los alimentos correspondientes. Debido a ello los coeficien-
tes de digestibilidad determinados por estos autores son maés altos em-
pleando la “lignina corregida” que las cifras de lignina bruta.

2.2. LA LIGNINA EN NUTRICION ANIMAL
2.2.1. Generalidades

El papel de la lignina en la nutricién animal es un tema muy
discutido, sobre el que existen las més diversas opiniones, habiéndose
publicado resultados francamente contradictorios.

En nutricién animal el problema se ha centrado en la digestibili-
dad de la lignina y el hecho de que algunos autores propusieran a esta
substancia como “indicador natural indigestible” para la determina-
cién de la digestibilidad de otros componentes de la racién ha con-
tribuido, a nuestro juicio, a obscurecer la cuestion.

Al fijarse la atencién sobre la existencia, o no, de una pérdida
cuantitativa en el proceso digestivo se han perdido de vista fenémenos
de tipo cualitativo que también pueden resultar interesantes en la ali-
mentacién de los animales domésticos.
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Como muchos autores reconocen, al no estar la lignina atin
perfectamente definida como entidad quimica y al no existir métodos
de determinacién que no originen alguna modificacién de esta subs-
tancia, se comprende facilmente la naturaleza del problema, méaxime
considerando el enorme niimero de métodos de determinacién propues-
tos, cuyos resultados no son en absoluto comparables,

2.2.2. Pruebas aducidas en favor de la estabilidad de la lignina

Bonbr y col.® encontraron que la tasa de grupos metoxilo en la
lignina aislada de los alimentos es idéntica a la de la lignina aislada
en las heces correspondientes. Estos resultados fueron confirmados pos-
teriormente por FORBEs y GARRIGUS.*

PavonEmMO, RocozINSKI y col.  sostienen, como resultado de
sus experimentos, que la lignina es préacticamente indigestible.

GRAY ** encontré que la lignina en una racién de paja de trigo
y heno de alfalfa no era digerida por la oveja en cantidad apreciable.

CRAMPTON y col. ' recuperaron en las heces del conejo y el no-
villo el 97,8 y 99,3 por 100 respectivamente de la lignina de la dieta.
Estos datos, segin ellos, soportan la opinién de que la lignina alimen-
ticia no es metabolizada en cantidades apreciables. Sin embargo convie-
ne destacar que entre sus experimentos hay uno en el que sélo se logré
recuperar el 93,3 por 100.

Cook y col,,'” como resultado de sus experimentos, sostienen que
desde un punto de vista practico la lignina puede cumplir el papel de
indicador indigestible en las pruebas de digestibilidad y sefialan, incluso,
una superioridad de esta sustancia sobre la técnica de los pigmentos
vegetales.

ELLis y col.* utilizan la lignina como indicador encontrando que
los coeficientes de digestibilidad para la lignina fluctdan ligeramente
por encima y por debajo de cero y que la media tiende a cero. A las
mismas conclusiones llegan postriormente FORBES y GARRIGUS.”

BALcH y col. realizaron un estudio extensivo sobre muestras de
alimento y heces de ocho experimentos de digestibilidad con vacas le-
cheras que recibieron una racién de heno y concentrados, llegando a la
conclusion de que con el método Armitage la lignina presenta una
digestibilidad despreciable y que por tanto podia servir como base para
el empleo de la técnica de la relacién lignina (lignin ratio technique).
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2.2.3.  Pruebas aducidas en favor de la digestibilidad de lo lignina

KANE y col.* sefialan la digestibilidad aparente de parte de la
lignina en el dactilo (Dactylis glomerata) indicando que el contenido
en grupos metoxilo disminuia durante la digestién en una extension del
50 por 100, en experimentos con rumiantes.

ELY y col™ en experimentos con ganado lechero encontraron que
la lignina es parcialmente digerida y en algunos animales su digestibili-
dad llega a ser del 14 por 100. La lignina aislada por estos autores
del heno de dactilo de la racién presentaba un contenido en metoxilo
mayor que la lignina aislada de las heces correspondientes, lo cual indica
una degradacién de la lignina en el tracto digestivo. En cuanto a la ex-
crecion urinaria de dcido benzoico en relacién con la ingestiéon de lig-
nina observada por ellos ya hemos hecho referencia anteriormente,

Francors y col.” midieron la desaparicion de los radicales me-
toxilo de las ligninas y pectinas en el curso de la digestién en los bé-
vidos. La demetoxilacién es mas intensa en las pectinas que en la lig-
nina, pero llega a ser en esta dltima de casi un 50 por 100, En razén
de la demetoxilacién la lignina puede presentar una digestibilidad apa-
rente del 8 por 100 en el heno de alfalfa. Estos autores sugieren que
los radicales metoxilo participan en el proceso de formacién del metano
en e] tubo digestivo de los rumiantes,

Csonka ™ hallé que en la vaca el 37 por 100 de los radicales
metoxilo ligados a los alimentos ingeridos desapareceria en el transcurso
de la digestién.

De modo anilogo Bonnr* llega a la conclusién de que la tasa
de metoxilo en la lignina aislada de los alimentos es, por término medio,
un 25 por 100 mayor que en la lignina aislada de las heces correspon-
dientes.

HALE y col.** hallaron que la lignina es digestible en proporcion
variable (hasta del 24 por 100) y apuntan, como resultado de sus estu-
dios sobre el desarrollo de la digestién, que ello tiene lugar en las dlti-
mas porciones del tracto digestivo.

Entre otros autores Konic **, McANALLY ** y DAVIES ** sostienen,
sobre la base de resultados experimentales, que no se puede considerar
a la lignina como una sustancia indigestible. El tltimo de los autores
citados impugna la técnica de la “relacién lignina” como método de
determinacién de la digestibilidad. En experimentos llevados a cabo con
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6vidos recibiendo forraje de guisantes, o forraje de habas, la lignina
present6 un coeficiente de d’gestibilidad de 16,2 y 10 respectivamente.

MAYNARD ® encontré que la digestion de la lignina por los co-
nejos y cobayas alimentados con heno de alfalfa es practicamente nula,
pero un cordero fue capaz de digerir un 28 por 100 de la lignina del
mismo heno.

Louw * atribuye a la lignina de la hierba de un mes de creci:
miento una digestibilidad del 24,5 por 100, en la oveja. En esta misma
especie la digestibilidad para la hierba de cuatro meses de crecimiento
es solamente de un 11,6. Este mismo autor, en un experimento poste-
rior,” encontré para la lignina del heno una digestibilidad porcentual
que oscilaba entre 12,4 y 16,4 en los pequefios rumiantes.

Finalmente sefialaremos que LANCASTER * demostré experimental-
mente que la oveja es capaz de digerir la lignina de una muestra de
nabos en una extensiéon de hasta el 32,4 por 100.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3. MATERIAL Y METODOS

Se realizaron pruebas “in vitro” y analisis del contenido del trac-
to digestivo y heces.

Los estudios “in vitro” tuvieron por objeto determinar la rapidez
relativa de degradaciéon de los componentes mas importantes del mate-
rial de sostén vegetal: celulosa, lignina y pentosanas. Para nuestra finali-
dad la técnica del “rumen artificial” parece especialmente indicada al
permitir una determinacion cuantitativa precisa, cosa que de ningan
modo es posible en grado tan alto en los experimentos de balance o por
el uso de indicadores y marcadores “in vivo”.

La técnica empleada ha sido ya descrita por uno de nosotros.™
El liquido ruminal fue extraido de tres carneros de raza merina, ali-
mentados, desde algunas semanas antes de la extraccién por sondaje, con
una racién de paja de trigo y 300 gr. de cebada triturada. Los anima-
les recibian alimento a las ocho y diecisiete. La toma del liquido del
rumen se realizé siempre antes del primer pienso.

Se llevaron a cabo varias series de fermentacién en cada una de
las cuales se utilizd como inéculo el liquido procedente de un animal
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distinto, en total tres series. Cada una de ellas comprendia 16 botellas
montadas en tres circuitos independientes de CO,. Como sustrato se em-
plearon, por botella, tres gramos de la misma paja de trigo de la racidn,
finamente molida, conteniendo, en porcentaje de la materia seca, el 37,2
de celulosa, el 19,2 de lignina y el 20,9 de hemicelulosas.

Cada tres horas, a contar del comienzo de la fermentacion, se
retiraron dos botellas para ser analizado su contenido como muestras
paralelas.

Concluidas las pruebas “in vitro” se sacrificaron los animales a
las veinte horas de recibir el dltimo pienso e inmediatamente se reco-
gieron los contenidos de las distintas porciones del tubo digestivo y se
tomaron las muestras medias para los analisis,

La determinacién de la celulosa se realizé empleando el método
de KursocHNER y HaNAK,™ utilizando en el ataque, con la mezcla acético-
nitrico, refrigerante de aire.

La determinacién de la lignina se llevé a cabo con arreglo al
método de RITTER, SEBORG y MITCHELL ™ tal y como ha sido modifi-
cado y empleado por ScHOBINGER."" Este método se basa en el aisla-
miento con acido suftirico al 72 por 100. Segiin ApaMs y CASTAGNE,”
que han estudiado el problema de la determinacién de lignina en diver-
sos tipos de pajas, el método del 4cido sulfarico al 72 por 100 cumple
mejor las condiciones de una lignina “realmente total” que la determi-
nacién con acido clorhidrico al 42 por 100. Con el método utilizado se
obtienen valores de un minimo de lignina con un contenido maximo en
metoxilo, lo cual constituye, segiin FREUDENBERG ** un criterio muy va-
lioso en la determinacién de la lignina. De acuerdo con SCHOBINGER
en lugar de la extraccién previa con alcohol-benzol se utilizé la extrac-
cién con éter y seguidamente con agua en caliente. El mismo método
ha sido ya aplicado por ZORITA en un trabajo previo sobre este mismo
tema.”

La determinacién de las hemicelulosas en forma de furfurol se
realizé por el método de Apams y CASTAGNE,' empleando para la curva
patrén furfurol comercial purificado por destilacién al vacio y midiendo
en un espectrofotometro Beckman D.U. modelo 2.400 a 518 milimicras.

El aislamiento de la lignina para las determinaciones sobre ella
llevadas a cabo se realizé con arreglo al método anteriormente citado,
Ginicamente que al llegar a la fase final de la hidrélisis acida no se filtra
a través del crisol de Gooch, sino que se centrifuga durante quince mi-
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nutos a 3.000/a.p.m. El sedimento se lava en el mismo tubo de la cen-
trifuga con agua destilada hasta que el agua de lavado dé reaccién neu-
tra al amarillo dimetilo. Seguidamente se somete a desecacién previa
en la estufa a 60°, se pulveriza finamente en el mortero de porcelana y
se deseca en la pistola de desecacién al vacio a 90° sobre P,0..

El aislamiento y la determinacién de acidos huminicos se llevé
a cabo por el método propuesto por SCHOBINGER ™ que, como la ma-
yoria de los métodos, se basa en la extraccién con hidréxido sédico al
0,50 por 100 y precipitacién con 4cido clorhidrico a pH 1.

La determinacién del N total en las muestras de lignina y acidos
huminicos fue realizada por el método de Dumas habiendo sido en-
viadas las muestras para su analisis al Chemischen Untersuchungs labo-
ratorium del Forschungsantalf fiir Landwirtschaft, Braunschweig V&l-
kenrode.

Para la determinacién del contenido en metoxilo se emples el
micrométodo de VIEBOOK y BrRECHER,™ utilizando como solucién de la-
vado hidréxido sédico 0,1 N. El aparato se comprobé con vanillina,

Para comprobar si el enriquecimiento de N observado en la lig-
nina se debia a proteina o a sus piezas estructurales, se sometieron los
diversos preparados de esta substancia a una hidrélisis con écido clor-
hidrico 6 N, para lo cual se calentaron las preparaciones (20 ml de HCI
6N/gr. de sustancia seca) en el bafio de arena durante dieciseis horas
a 116°, con refrigerante de reflujo. Para separar el clorhidrico del fil-
trado fue éste evaporado al vacio por tres veces casi hasta desecacién
total, afiadiendo seguidamente 10 ml de agua destilada. La determina-
cién del N alfa-aminico se efectué por el método de la ninhidrina de
VAN SLYKE y col.* Se prefirié este método porque parece ser que es
més exacto que el método cuantitativo de cromatografia en paped.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla I aparecen los resultados de las fermentaciones en el
rumen artificial. A pesar de los inconvenientes y peligros magistral-
mente descritos por WARNER,* de trasladar los resultados “in vitro” a
estudios sobre el animal, las cifras obtenidas guardan proporcién con las
halladas por GrAY *® para la digestibilidad de la celulosa en el rumen
de la oveja y por MARSCHLL * para las pentosanas en esta misma especie.
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La digestién de la celulosa progresa a todo lo largo de las vein-
ticuatro horas y la de las pentosanas sigue un curso similar aunque a
un nivel inferior. La lignina aparece como indigestible, oscilando los
valores obtenidos alrededor de cero. Utilizando el residuo no digerido
de una fermentacién como substrato, previo lavado, para fermentaciones
subsiguientes hemos conseguido después de setenta y dos horas de fer-
mentacién un producto conteniendo el 97,5 por 100 de lignina. Trabaja-
mos actualmente sobre la posibilidad de aislamiento de lignina por la
accién de los microorganismos del rumen.

En la tabla II se condensan los resultados de los analisis del con-
tenido del tracto digestivo.

Resulta evidente que a lo largo del mismo tiene lugar una dis-
minucién del contenido en metoxilo de la lignina. Las cifras parecen
indicar que el lugar donde la demetoxilacién es maés intensa es el intes-
tino delgado. NEHRING ** ha sefialado la posibilidad de que parte de la
lignina entre en solucién en el medio mas alcalino del intestino del-
gado. En todo caso la lignina aislada de las heces es mas pobre en grupos
metoxilo que la aislada de la paja alimenticia cuyo contenido, deter-
minado por el mismo procedimiento, es del 15,33 por 100,

El nitrégeno total contenido por la lignina se incrementa grande-
mente, sin embargo, la fijacion de nitrégeno es débil en los preestéma-
gos y parece hacerse mas intensa cuando el alimento ha pasado al intes-
tino delgado.

Los datos referentes a la proporcién de N alfa-aminico con rela-
cién al total presente en la lignina, son demasiado variables para que
puedan extraerse conclusiones valederas. BREMNER " ha sefialado que
puede tener lugar una destruccién de aminoacidos en las condiciones de
la hidrélisis por el 4cido clorhidrico.

En el trabajo citado el autor sefiala que en la descomposicién
de la paja en el suelo pueden formarse complejos aminoaziicares que se
destruyen en la hidrélisis 4cida con formacién de amoniaco. Ignoramos
si complejos analogos pueden formarse en el aparato digestivo de los

mamiferos superiores.
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TABLA X

ANIMAL HORAS DE FERMENTACION -
3 6 9 12 15 18 21 24

I 98 122 20,1 269 30,2 347 400 44

CELULOSA II 101 12,0 184 232 348 393 482 51,6
Diger. % II1 80 11,1 150 227 302 331 39,7 416
M 96 121 178 243 31,7 357 426 458

I 82 91 129 198 221 285 327 332

HEMICELULOSA, 11 74 101 16,7 200 21,3 348 361 393

(furfurol) :

Diger. % I 63 87 99 159 23,7 305 340 348
M 73 93 132 186 244 31,3 343 358

I 21 1,7 —24 —22 08 21 —08 —20

LIGNINA 11 08 1,7 02 10 09 —33 01 19
Diger. % m —o6 11 22 —21 1,7 —29 —08 —19

M 076 15 00 —1,1

TABLA 11
. EN LIGNINA Ac. humini- N.ol, en
vazli(;se?;i,;ubo Metoxilo | N. total I\Lﬂag;in(iicéo dceox::t:L‘;a h écid.o
°lo °lo N. total organica umfnicos
Panza ............. 14,9 0,61 52,1
Bonete y librillo. 15,1 0,58 46,7
— | Cuajar ............. 14.8 0,57 39,5
Té Intestino delgado. 11,4 0,62 70,6
‘2| Ciego .............. 11,2 1,25 56,8 6,8 3.4
<| Colon ............. 10,9 2,43 35,2 9,2 2,9
Heces ............. 10,5 2,48 44,7 8,8 3,7
Panza ............. 15,6 0,50 60,0
= | Bonete y librillo. 14,2 0,64 48,2
= | Cuajar ............ 14,2 0,52 47,8
5 Intestino delgado. 12,1 0,77 62,3
é Ciego ....ocvveee.. 11,7 2,8 69,9 5,7 2,9
Colon .............. 11,8 2,71 71,3 5,6 3,2
Heces ............. 10,1 2,53 68,6 6,8 3,1
Panza ............. 15,3 0,67 58,7
— | Bonete y librillo. 154 0,67 67,5
= | Cuajar ............ 153 072 486
g | Intestino delgado. 10,0 1,42 54,3
3;: Ciego ............. 11,0 2,13 47,0 4,3 2,0
Colon ............. 9,9 1,98 72,6 7,7 3,1
Heces ............. 9,2 1,71 68,2 7,2 3,2
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Para adquirir una idea sobre el niimero de aminoécidos presen.

tes en la fraccion alfa-aminica del nitrégeno fijado a la lignina, se
investigd mediante cromatografia en papel el hidrolizado de algunas
muestras de lignina aisladas del contenido intestinal. La particién se
realizé por el procedimiento ascendente con n-butanil-dcido acético gla-
cial-agua (70:20:10) empleando papel de cromatografia Schleicher &
Schull (2043b). Una vez pasado el solvente se desecan los cromatogra-
mas y se repite por tres veces en la misma direccién. El revelado se
efectué pulverizando el cromatograma con solucién al 0,4 por 100 de
ninhidrina en metanol. De este modo se determiné con seguridad la
presencia de, por lo menos, 15 amino4cidos distintos. El porcentaje de
N. alfaaminico con relacién al N total de la lignina de la paja alimen-
ticia es de 58,1 determinado, como es légico, sobre las muestras de
paja fresca por el mismo procedimiento utilizado para las muestras
del contenido gastro-intestinal.
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Los 4cidos huminicos se encuentran ya presentes en el ciego y su
proporcién parece incrementarse en las heces. El contenido en nitré-
geno total de los 4acidos huminicos, es, en términos generales, mds
alto que el de la lignina.

El fenémeno fundamental observado consiste en un enriquecimien-
to de la lignina en nitrégeno. Esto supone una pérdida de este ele-
mento para el organismo debida a una accién especifica de la lignina,
que no debe ser considerada como una substancia inerte, independien-
temente de su mayor o menor digestibilidad.

El contenido de nitrégeno total de la lignina de la paja alimen-
ticia es de 0,54 por 100; el de la lignina aislada de las heces 2,53, 1,71
y 2,48 por 100; para cada uno de los tres animales. Esto supone un
incremento medio de 1,7 por 100, que es bastante mayor que el en-
contrado por uno de nosotros cuando la lignina pasa a través del tubo
digestivo de la rata.®

Si a efectos practicos de alimentacién animal se multiplica este
valor por el factor 6,25 se obtiene la cifra de 10,6 gr. de proteina bruta
por cada 100 gr. de lignina en la racién. Esto contribuye a que la di-
gestibilidad aparente de la proteina de los forrajes, henos y pajas, ali-
mentos de elevado contenido en lignina sea muy baja, y a explicar el
efecto depresor sobre la digestibilidad de la proteina de las raciones en
que tales productos intervienen.

Creemos que habra que estudiar este “efecto especifico” de la
p
lignina en los distintos alimentos, puesto que la naturaleza de esta sus-
tancia varia en las distintas especies vegetales y los sucesivos estudios
de su ciclo vegetativo, para realizar posteriormente las oportunas correc-
S » P
ciones en el racionamiento.

Si esta fijacién de nitrégeno tuviese cienta especificidad, es
decir, que se ejerciese preferentemente sobre algunos aminoacidos, po-
sibilidad que no estd excluida ademas del aspecto cuantitativo de la
cuestion, digno de tenerse en cuenta, su importancia sobre otras cues-
tiones del metabolismo proteico (piénsese por ejemplo en el valor bio-
légico) pudiera llegar a ser decisiva. Los grandes rumiantes pueden
ingerir diariamente, con raciones normales, cantidades superiores al
kilogramo de lignina.
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