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de montaña o de zonas desfavorecidas, don­
de los animales tienen acceso a cubiertas 
vegetales heterogéneas. La recuperación y 
conservación de dichas zonas. donde el 
abandono de la actividad ganadern, en las 
últimas décadas, ha ocasionado una acumu­
lación de biornasa leñosa, pérdida de biodi­
versidad e incremento del riesgo de incen­
dios, requiere el conocimiento de la con­
ducta de pastoreo de los animales, tanto 
domésticos corno salvajes, en las di stintas 
cubiertas vegetales existentes. 

El conocimiento de la interacción pasto x 
animal precisa e l desarrollo de metodolo­
gías que permitan la estimación de la canti­
dad de pasto ingerida por los an imales en 
las distintas cubiertas vegetales y condicio­
nes de manejo, así como las especies y par­
tes vegetales consumidas. Los métodos dis­
ponibles hasta ahora presentaban ciertas 
limitaciones, tanto por su falta de prec isión 
como por la di ficu I tad de apl icarios en los 
sistemas de producción animal extensivos. 

La técnica más utili zada para estimar la 
ingestión se basa en el cá lculo de la produc­
ción fecal (mediante un marcador externo 
indigestible) y la digestibilidad de la dieta 
(análisis de la digestibilidad in vitro). El 
marcador más utilizado ha sido el óxido 
crómico, aunque plantea problemas al no 
ser tot<Jlmente indigestible y presentar 
variaciones diurnas en su excreción en he­
ces (Korn y LUCKEY, 1972; LANGLANDS, 
1975; PR!GGE et al., 198 1 ). 

El cálculo de la digestibilidad de la diero 
es aún más delicado, ya que pequeñas des­
viaciones en su estimación pueden ocasio­
nar graves errores en el cálculo de la inges­
tión (LANGLANDS, 1975 y 1987). El anál isis 
de la digestibilidad in vitro, (TILLEY y TE­
RRY, 1963), presenta e l inconven iente de 
que estima un va lor de digestibilidad único 
para cada alimento, sin tener en cuenta las 

posibles diferencias en la efici encia digesti­
va entre dist intos animales. Otro problema 
es la recogida de muestras de dieta. que 
puede ser manual o utili zando animales fis­
tulados en el esófago (VAN ÜYNE y TüRREL, 
1964; MCMA NUS, 198 1 ). La utili zación de 
animales fistulados asume que éstos reali­
zan Ja misma selección de dieta que los no 
fistulados, pero lo cierto es que el manejo de 
los animales en el momento de recogida de 
las muestras puede afectar a la se lección de 
dieta: se mantiene a los animales hambrien­
tos, lo cual les impide ser selectivos y tien­
den a consumir las especies más abundantes 
(JUNG y KoüNG, 1985); se limita el pastoreo 
a una pequeña zona, con lo cual la variación 
espacial en la distribución ele las plantas 
puede no quedar representada; se utilizan 
pocos an imales, etc. El método asume tam­
bién que las ex trusas recogidas en un mues­
treo de 15-30 minutos reflejan el global de 
la dieta diaria, lo cual en el caso de pastos 
heterogéneos no es cie110. ya que se ha com­
probado que la composición botánica de las 
muestras de extrusa va variando a lo largo 
del día (ÜBIHOA, 1970; NEWMAN et al., 
1994; PARSONS et al .. 1994). Otro método 
alternativo es la recogida manual de mues­
tras de pasto simulando Ja conducta de pas­
toreo mostrada por los animales (LE Du y 
PENNING, 1982), aunque en pastos heterogé­
neos este método es solo cualitativo, pues se 
basa en la identificación y recogida del 
material vegetal consumido, pero no aporta 
información sobre la proporción de los dis­
tintos componentes en la dieta. 

Respecto a la estimación de la composi­
ción de la dieta de los herbívoros en pasto­
reo, la mayor parte de los métodos hasta 
ahora uti lizados sólo permiten estimaciones 
cualitativas de las especies vegetales consu­
midas. Los datos obtenidos por observación 
de la conducta de pastoreo de los animales 
pueden ser inexactos cuando e l pasto es he-
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terogéneo (SANDERS et al., 1980), debido a 
Ja dificultad de distinguir los componentes 
vegetales que están siendo seleccionados, 
incrementándose el riesgo de error en los 
casos en que los animales pastan de noche. 
El análisis del contenido del rumen, utiliza­
do fundamentalmente en el estudio de ani­
males salvajes (MARTÍNEZ et al., 1985; 
HERALDOYA, 1990), conlleva el sacrificio 
del animal. Otra técnica es el análisis micro­
histológico de las heces, mediante Ja identi­
ficación de los fragmentos de cutícula de las 
distintas especies vegetales (MclNNIS et al., 

J 983), método cualitativo que presenta cier­
tos problemas debido a la digestión diferen­
cial entre especies y partes vegetales (VA­
YRA y HOLECHEK, 1980) y a Ja dificultad de 
reconocimiento de determinados restos vege­
tales (SANDERS et al., 1980). 

El método más utilizado ha sido el análi­
sis de las ex trusas obtenidas con animales 
fistulados en el esófago (McMANUS, 1981; 
FORBES y BEATTIE, j 987; HODGSON et al., 

1991 ), dado que Jos fragmentos vegetales 
están menos degradados que en el rumen o 
en las heces y la identificación de las espe­
cies es más fácil. Pero ya hemos comentado 
los inconvenientes del uso de fistulados 
para equiparar la muestra con la dieta selec­
cionada por el resto de animales. 

Debido a la problemática que ofrecen 
todas estas técnicas, recientemente se ha 
orientado la investigación hacia la utiliza­
ción de los n-alcanos como marcadores 
fecales para estimar la ingestión y la com­
posición de la dieta. El objetivo de la pre­
sente revisión es poner en conocimiento de 
los investigadores la metodología de los n­
alcanos, iniciada en la década de los 80, sus 
posibilidades, limitaciones y últimas nove­
dades. 

l95 

Alcanos: definición y localización 

Los n-alcanos son hidrocarburos alifáti­
cos saturados que se representan con la fór­
mula CnH2n+l· Suponen entre un 3 y un 20 
o/o del total de compuestos de las ceras insa­
ponificadas de la cutícula de las plantas y, 
como regla general en todas las especies, los 
alcanos de cadena impar están presentes en 
cantidades mucho mayores que los de cade­
na par. Los más abundantes son los com­
prendidos entre el C25 (pentacosano, con 
una cadena hidrocarbonada de 25 átomos de 
carbono) y el C35 (pentatriacontano, de 35 
átomos de carbono), siendo el C29 (nonaco­
sano), C3 l (hentriacontano) y C33 (tritria­
contano) los dominantes en todas las espe­
cies. 

Los alcanos, al igual que el resto de Jos 
componentes de la cutícula, presentan dife­
rentes concentraciones según las especies 
vegetales, plantas y partes de la misma plan­
ta (HERBIN y ROBINS, 1969; TULLOCH, J 976 
y 1981; BAKER, 1980; MALOSSINI et al., 
1990; DovE y MAYES, 1991; LAREDO et al., 
199 J; DovE et al. 1996). Incluso se han 
observado diferencias en el contenido de 
alcanos entre plantas en distinto grado de 
madurez y sometidas a condiciones climáti­
cas diferentes (LA REDO et al., 1991 ; DovE et 
al., 1996). 

Estimación de la ingestión 

Los n-alcanos no se comportan como 
marcadores ideales ya que no son completa­
mente indigestibles, sino que se produce 
cierta absorción de los mismos a su paso por 
el intestino delgado (MAYES et al., 1988). 
En realidad su recuperación en heces varía 
en función de la longitud de cadena, desde 
valores en torno al 40% para el C25 hasta el 
94% para el C36. 
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A pesar de ello, MAYES et al. ( l 986a) 
propusieron su utilización como marcadores 
para estimar Ja ingestión, al comprobar que 
dos alcanos de longitud de cadena consecu­
\iva (C32 y C33) presentaban la misma 
recuperación fecal. Dichos autores desarro­
llaron un método para estimar la ingestión, 
consistente en la utilización simultánea de 
un alcano presente en las plantas (C33) 
como marcador interno para estimar la 
digestibilidad de la dieta y un alcano dosifi­
cado (C32) como marcador externo para 
estimar la producción fecal. 

De forma que se calcula la ingestión (I) 
como: 

D32 
!= ---------

H32 X ?33 - ?32 

H33 

(ec. l) 

donde: 

l= ingestión diaria (kg MS) 
D32= cantidad de C32 dosificada diaria­

mente (mg) 
H32= concentración de C32 en heces 

(mg/kg MS) 
H33= concentración de C33 en heces 

(mg/kg MS) 
P32= concentración de C32 en el pasto 

(mg/kg MS) 
P33= concentración de C33 en el pasto 

(mg/kg MS) 

Dosificación de los a/canos sintéticos 

Para estimar la ingestión es preciso dosi­
ficar diariamente a los animales con el alca­
no C32 como marcador externo. Si se quie­
re estimar también la digestibilidad de la 
dieta, se dosifica un alcano de alta recupera­
ción fecal (C36) como marcador externo 
para calcular la producción fecal. 

Se dosifican los alcanos durante 6 días en 
el caso de los ovinos y 7 días en los vacu­
nos, hasta que se estabiliza su nivel en el 
tracto digestivo. A partir de ese momento se 
sigue dosificando durante cuatro días más, 
tomándose muestras de heces del recto. A lo 
largo del período de estudio deben tomarse 
muestras de la dieta consumida por los ani­
males. 

La dosis diaria de alcano sintético se cal­
cula en relación con el nivel de ingestión 
previsible que van a obtener los animales. 
de manera que la concentración de alcanos 
presente en las heces no sea muy diferente 
entre el alcano natural (C33) que proviene 
de la dieta y el dosificado (C32), con el fin 
de minimizar posibles errores en el análisis 
cromatográfico. Es preciso evitar la dosifi­
cación de cantidades excesivas del alcano 
externo, ya que debido a su naturaleza cérea 
podría no disolverse correctamente en el 
tracto digestivo (VuucH et al., 1991 ), pro­
duciéndose un error en la estimación de Ja 
ingestión. 

Existen diversos métodos de dosifica­
ción. Inicialmente MAYES et al. ( l 986a) 
dosificaron los animales con pellets hechos 
con tiras de papel, previamente impregnado 
con alcanos. Posteriormente DovE et al. 
(1988) y VuuCH (1990) propusieron la utili­
zación de cápsulas de gelatina que contie­
nen los alcanos impregnados en polvo de 
celulosa. Se ha comprobado que ambos mé­
todos de dosificación son igual de precisos 
(DovE et al., l 989b), siendo la preparación 
de las cápsulas de gelatina menos trabajosa. 
No obstante, al dosificar los alcanos en una 
matriz muy fina se disuelven con demasiada 
rapidez, con lo cual es necesario dosificar 
dos veces al día para obtener una excreción 
uniforme del marcador, lo que complica el 
manejo de los animales e incluso puede in­
terferir en la actividad de pastoreo. En cam­
bio, los pellets liberan los alcanos más len-
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tamente y es suficiente con dosificar una 
vez al día, por lo que de momento se siguen 
aconsejando su utilización. 

Otro método en experimentación es la 
utilización de un dispositivo intraruminal 
para la liberación continua y uniforme de 
los alcanos en la digesta, basado en el desa­
n-ollado por LABY ( 1981) para dosificar oxi­
do crómico (ELLIS eral., 1981: LABY et al., 
1984; FURNIVAL et al., 1990 a y b; PARKER et 
al., J990). Dicho dispositivo es introducido 
en el rumen y libera los alcanos de forma 
continuada durante un período de 20-30 
días (MAYES et al., 1991; DovE y MAYES, 
1993), lo cual simplifica el manejo de los 
animales, aumenta la precisión de la técnica 
y facilita su utilización en el caso de los ani­
males salvajes. 

Precisión de la estimación de la ingestión 

El método se ha contrastado en estudios 
realizados en jaula metabólica tanto con 
ovino (MAYES et al., l 986a; BECHET y Tu­
LLIEZ, J990; MAYES et al., 1991; VULICH et 
al., 1991; DovE y MAYES, 1993) como con 
vacuno (MAYES et al., l 986b; ÜJLLON y 

STAKELUM, 1988; 0HAJURUKA y PALMQUIST, 
1991; RoBAINA et al., 1993; OLIVÁN y 
OsoRo, l 995b), con animales en distintos 
estados fisiológicos y distintos tipos de 
dieta , incluso recibiendo alimentación su­
plementaria (MAYES et al., J 986a; DovE et 
al., 1995; DovE y OLIVAN, 1997), obtenién­
dose buenas estimaciones de la ingestión, 
con diferencias máximas del 3 o/o en ovino 
(VuucH et al., 199 J) y 11 % en vacuno 
(0LIVÁN y 0SORO, 1995b). 

En condiciones de pastoreo, donde la in­
gestión real es desconocida, sólo pueden 
compararse ingestiones estimadas por el 
método de los alcanos con las estimadas por 
otros métodos, corno el del óxido crómico y 
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la digestibilidad in vitro. Comparando am­
bos métodos en ganado ovino utilizando 
pastos de Phalaris aquatica y Trifolium 
subterrcmeum (DovE et al., l 989a) y raigrás 
y trébol (HEPP, 1989) se obtuvieron datos 
aparentemente más fiables por el método de 
los alcanos. 

La precisión de la estimación de Ja inges­
tión depende fundamentalmente de las si­
guientes variables: 

• Concentración del alcano natural en la 
dieta. El forraje ingerido por el animal debe 
tener una concentración mínima del marca­
dor interno C33, de manera que pueda ser 
cuantificada con suficiente precisión. CA­
ssoN et al. ( J 990) sugirieron que esta canti­
dad debería ser de 50mg/kg MS, aunque la 
concentración crítica dependerá de la preci­
sión analítica del laboratorio y de la exacti­
tud requerida en la estimación de la inges­
tión. 

• Obtención de una muestra representati­
va del pasto consumido. Dado que se preci­
sa conocer la cantidad de C32 y C33 ingeri­
da por el animal en su dieta para poder 
estimar la ingestión, es importante que la 
muestra de pasto recogida sea representati­
va de la dieta. 

Debido a las dificultades para obtener 
dicha muestra, particularmente en pastos 
heterogéneros, es aconsejable observar la 
conducta de pastoreo y muestrear a mano 
las distintas especies seleccionadas por los 
herbívoros en las comunidades vegetales de 
que disponen. Se analiza el contenido en 
alcanos (C32 y C33) de los distintos compo­
nentes vegetales utilizados por el animal, se 
estima la proporción de cada uno de ellos en 
la dieta (x, y, z en Ja ec. 7) y se calcula la 
concentración de alcanos C32 y C33 ingeri ­
da por eJ animal (P32 y P33 en la ec. 1 ). 
Este cálculo se realiza individualmente para 
cada uno de los animales en estudio, con lo 
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cual se obtendrá una estimación individual 
y precisa de la ingestión y digestibilidad de 
su dieta. 

• Patrón de excreción de los alcanos en 
heces. Al igual que ocurría con el óxido cró­
mico, se han observado variaciones en la 
excreción fecal de los alcanos a lo largo del 
día (DOVE y MAYES, 1991 ). Esto plantea el 
problema de la obtención de una muestra 
fecal que sea representativa de la media dia­
ria. No obstante, se ha comprobado que la 
relación fecal C32/C33 es constante a lo 
largo del día, siempre que se dosifique una 
vez al día con pellets de papel (MAYES et al., 
l 986a), o dosificando dos veces al día con 
cápsulas de gelatina (DovE et al. , l 989b) 
con lo cual la precisión de la estimación de 
la ingestión no se ve afectada. 

Estimación de la digestibilidad 

Como ningún alcano natural presenta al­
tas recuperaciones en heces, el cálculo de la 
digestibilidad se realiza indirectamente (ec. 
2) a partir de la estimación de la ingestión 
(mediante el par de alcanos C32-C33, ec. 1) 
y de la producción fecal , determinada por la 
recogida total de heces o mediante la dosifi­
cación de un marcador externo (el óxido 
crómico o un alcano de alta recuperación 
fecal como el C36, ec. 3). 

Ingestión - Producciónfecal 
Digestibilidad=--- - - -----

Ingestión 

(ec. 2) 

Si se dosifica C36 como marcador exter­
no, se estima la producción fecal a partir de 
la cantidad de C36 dosificada y la concen­
tración encontrada en heces (corregida res­
pecto a su recuperación fecal): 

D36 
Producción fecal --H-

3
-
6
---

Rec. fecal 

(ec. 3) 

siendo: 

036= cantidad de C36 dosificada diaria­
mente (mg) 

H36= concentración de C36 en heces 
(mg/kg MS) 

En condiciones de campo no puede cal­
cularse la recuperación fecal absoluta del 
C36, por lo cual se asume la media obtenida 
en estudios realizados en jaula metabólica 
con ovino (0,94) y vacuno (0,85). 

Precisión de la estimación de la 
digestibilidad 

DOVE y COOMBE ( 1992), en un estudio 
realizado en jaula metabólica con ovinos, 
comprobaron que los alcanos C3 I y C33, 
utilizados como marcadores internos, per­
miten estimar con precisión la digestibilidad 
de la dieta. También en jaula metabólica con 
ovinos, DovE y ÜL.I VÁN ( 1997) obtuvieron 
buenas estimaciones de la digestibilidad a 
partir del cálculo de la producción fecal 
(dosificando C36 como marcador ex terno) 
y de la ingestión (con el par de alcanos 
C31 /C32 o C32/C33), según las ecuaciones 
2 y 3. 

Estimación de la composición de la dieta 

La técnica de los alcanos ofrece posibili­
dades para el estudio de la composición de 
la dieta seleccionada por los animales en 
pastoreo, permitiendo estimar la proporción 
en la dieta de componentes del pasto que 
presenten un patrón de alcanos muy diferen­
te, como es el caso de gramíneas y legumi-
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nasas o herbáceas y leñosas. En el Cuadro l 
se muestra el patrón de alcanos de distintas 
especies vegetales. 

El método consiste en comparar la con­
centración ele alcanos encontrada en las 
heces de los an imales con el conten ido de 
alcanos de los posibles componentes ele Ja 
dieta. Se estab lecen sistemas de ecuaciones 
en las que se iguala la cantidad de alcano 
estimada en Ja dieta "E"(cantidad consumi­
da ele cada especie vegetal, incógnita, por su 
concentración de un alcano) con Ja cantidad 
de alcano que realmente se ingirió en la 
dieta HR" (concentración de alcanos en 
heces corregida respecto a la recuperación 
fecal ): 

E=R 
xA i + vBi + z.Ci = Hi 

(ec. 4) 
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siendo: 

x =proporción del componente vegetal A 
en la dieta 

v= proporción del componente vegetal B 
en la dieta 

z.= 1-x-y= proporción del componente ve­
getal c en Ja dieta 

Ai= concentración del alcano i en el com­
ponente A 

Bi= concentración del alcano i en el com­
ponente B 

Ci= concentración del a lcano i en el 
componente c 

Hi= concentración en heces del alcano 
i/recuperación fecal. 

Es necesario corregir la concentración de 
alcanos en heces respecto a la recuperación 

CUADRO 1 
CONCENTRACIÓN DE ALCA NOS (mg/kg MS) EN DISTINTAS ESPECIES 

VEGETALES 
TABLE l 

ALKANE CONCENTRATION (mglkg DM) IN DIFFERENT PLA NT SPECIES 

Al canos Agrostis- Nardus Cal luna Ulex Erica Erica E rica Genista 
Fes tuca stricta vulgari s gal li vagans cine rea umbeJlata hi span ica 

C2 1 1, 1 1,3 8,9 OJ 1.5 2,7 2, 1 35,7 
('23 3,8 11 ,6 9. 1 0,5 8,8 7,2 3,4 85,8 
C24 3,0 4.4 4.4 2, l 7,2 6,l 6,1 14, 1 
C25 14,4 19,9 15.8 4,7 18. 1 18,0 17,6 17 1,7 
C26 2,8 5,0 9,9 3.6 12,5 7.1 7.7 13,7 
C27 22,7 7\ 1 75,4 22, 1 60.5 45,1 5 1,2 322,7 
C28 5,4 18, 1 26.6 10.2 25,6 12,9 12,9 46,1 
C29 136,6 535.9 289,9 68,4 257,3 2 15,6 239,7 845,2 
C30 9,3 26,3 35, 1 16.7 58,2 38,7 30,9 17,6 
C3 1 272, 1 647.9 939,8 189,3 1542, 1 1196,7 580,6 194,2 
C32 7.3 17,5 58,8 6,4 94,4 59,4 35,9 4,4 
C33 115, 1 243,5 685,5 14,:l 709,3 493,4 235 ,7 6,7 
C35 11 ,9 5,5 20 ,1 1,0 2,5 2,8 1,9 0,7 
C36 1,8 2,5 1 ,7 2,4 0.8 2,2 3, 1 1,4 



200 Urili¿ación de la récnirn de lo.1 11-alcanos err esrudios de i11gesrión v selección de diera ... 

feca l. Sí no, el cálculo de estimación de la 
composición de la dieta se desviará hac ía 
las especies vegetales que contengan mayo­
res concentraciones de alcanos de longitud 
de cadena larga (los de mayor recuperación 
fecal). 

Para conseguir una solución única, el nú­
mero de ecuaciones que pueden establecer­
se (y por tanto de alcanos en los que se 
puede basar el cálculo) debe ser igual al nú­
mero de especies vegetales en la dieta . Pero 
dado que se dispone de mayor número de 
alcanos que de especies vegeta les en el cál­
culo. se utili zan métodos de optimización 
de mínimos cuadrados (DovE et al., 1993; 
SALT el al., 1994; MAYES et al., 1994, 1997; 
NEWMAN et al.. 1995 ; DovE y MooRE. 
1996) que calculan las incógnitas minimi ­
zando las desviaciones al cuadrado entre el 
patrón de alcanos observado en las heces 
(R) y el estimado en la dieta (E). 

'""'[R E]2 

L - ale: / ... 11 

(ec. 5) 

Siendo A, B y C los posibles componen­
tes mayoritarios de Ja dieta se ca lcula su 
proporc ión en la dieta se leccionada por cada 
animal (x, y, z) como: 

L,[Hi - (xA i + yBi + zCi)] ~"'"',, 
(ec. 6) 

La concentración total de alcanos es ma­
yor en las heces que en los componentes de 
la dieta, debido al proceso de digestión. Por 
el lo MAYES et al. ( 1997) aconsejan expresar 
las cantidades de alcanos relativas a la con­
centración total de alcanos, tanto en las he­
ces como en la dieta: 

L.[ Hi 
Ht 

xAi + vBi + zCi ]2 
xA t + yBt +zCt ale. ! ··" 

(ec. 7) 

donde: 

x= proporc ión del componente vegetal A 
en Ja dieta 

y= proporción del componente vegetal B 
en la dieta 

z=l-x-y= proporción del componente ve­
geta l e en la dieta 

Ai= concentración de l alcano i en el 
componente A 

Bi= concentración del alcano i en el 
componente B 

Ci= concentrac ión de l alcano i en el 
componente e 

At= concentración total de alcanos en A 

Bt= concentración total de alcanos en B 

CT= concentración total de alcanos en C 

Hi= concentración en heces del alcano 
i/recuperación feca l 

Ht= concentrac ión total de alcanos en 
heces/recuperación fecal 

Sin embargo, DovE y MOORE ( 1996) pro­
ponen util izar las concentraciones absolutas 
de alcanos. en lugar de las proporciones re­
lativas de cada uno respecto a la concentra­
ción total, lo cual tiene la ventaja de que el 
cálculo permite también estimar la digesti­
bilidad total ele la dieta. 

Precisión de la es1imacir)11 de lo 
composicián de la die/a 

Este método ha sido comprobado sati s­
factoriamente en ovinos y cap1inos en jaula 
metabólica, alimentados con dos especies 
vegetales diferentes: gramíneas (Agros­
ti s/Festuca) y Calluna (brotes verdes), rai­
grás inglés y trébol blanco, raigrás inglés y 
junco (MAYES el al., 1997). 
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Los estudios en pastoreo han dado res ul­
tados muy satisfactorios (MAYES er al .. 

1994; SALT et al., 1994; ÜLlVÁN, 1995; 
ÜL! VAN el al. J 997a y b), aplicándose inclu­
so al estudio de la selección de dieta de ani­
males sa lvajes, como el rebeco en la monta­
ña central asturiana (PÉREZ-BARBERÍA el al., 
1997). 

La precisión de la estimación de la com­
posición de la dieta en estudios de campo 
depende fundamentalmente de dos factores: 

• Cílcu lo de la recuperación feca l de 
todos los alcanos estudiados (desde e.1 C2 I 
hasta el C36) con el fin de corregir los va lo­
res encontrados en las heces, para estimar la 
concentración de alcanos ingerida en la 
dieta (término Hi en ecuación 4 y 7). Dicha 
corrección puede obtenerse de estudios en 
jaula metaból.ica o dosificando a los anima­
les una mezcla de alcanos sintéticos de dis­
tinta longitud de cadena (p.ej. C24, C28, 
C32 y C36) para estimar la recuperación 
fecal de todos ellos por interpolación 
(ÜLlVÁN, 1995; MAYES et al., 1997). No se 
conoce con precisión si factores corno la 
composic ión de la dieta o el nivel de inges­
tión afectan al porcentaje de recuperación 
fecal ele los al.canos. Como precauc ión es 
conveniente es timar la recuperación de los 
alcanos en heces en las condic iones particu­
lares de cada estudio. 

• !den ti ficac ión de los componentes ve­
getales consumidos (especies y partes vege­
tales). La técn ica de los alcanos permite 
estimar la proporción de distintos compo­
nentes vegeta les en la dieta, pero es necesa­
rio conocer con precisión los componentes 
que consume el an imal. Dichos componen­
tes serán ana lizados y su patrón de alcanos 
será introd ucido en e l aná li sis matemático. 
Para el lo es preciso reali zar una observación 
cuidadosa del comportamiento ingestivo de 
cada especie an imal en estudio. 
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Manejo de las muestras 

Las muestras de pasto y heces se conser­
van congeladas a -20ºC, hasta que se proce­
de a su secado y molienda. Respecto al se­
cado. se ha aconsejado desde un principio 
li ofilizar las muestras, ya que en ciertas 
pruebas preliminares se observó que eJ se­
cado en estufa reducía la concentración de 
alcanos estimada en algunas especies vege­
tales, probablemente debido a un aumento 
de la dificultad de extracción más que por 
evaporación de los alcanos (DovE y MAYES, 
l 99 1 ). No obs tante , Ouv AN y OsoRo 
( l 995a) comprobaron que el secado de 
muestras de heces y heno en es tu fa a 40ºC 
no afecta a la extracción de los alcanos de 
cadena larga (de l C3 I al C36) con lo cual 
puede utilizarse este método de secado 
cuando se quiere estimar la ingestión y di ­
gestibilidad de la dieta. En cambio, el se­
cado en estufa parece afectar a la extracción 
de alca nos de cadena corta (del C2 I al C30), 
con lo cual si se pretende estimar la compo­
sición ele la dieta sería necesario liofilizar la 
muestra . Una vez secas, las muestras se 
muelen, evitando cualquier calentamiento 
del molino, y se pasan por un tam iz de 1 
mm. 

Posteriormente se conservan las mues­
tras en bolsas herméticas para evitar la 
humedad. Para conservación a largo plazo 
es conven iente envasarlas al vacío. 

Analisis y determinacion de alca nos en 
las muestras 

Extracción de afcanus de fo mue.sira 

l . Muestras de pasto y heces 

MAY ES et al. ( l 986a) desarroll aron la 
metodología de extracción ele los alcanos de 
las muestras. En un comienzo, se real izaba 
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una extracción Soxhlet de la muestra (de 
heces o de pasto). seguida de una saponifi­
cación y posterior ex tracción de los alcanos 
con heptano. En la actualidad se obtienen 
buenas extracciones rea lizando una saponi­
ficación de la muestra (0,5 g de heces ó 1 ,5 
g de hierba + 200 mg de estándar in terno) 
en KOH 1 M en etanol (7 mi para heces, 14 
mi para pasto) durante 14 h. (según los auto­
res oscila entre 3 h. y 16 h: D1LLON y STA KE­
LUM, 1990; VuuCH et al., 1991; DovE, 
1992). A continuación se deja enfriar Ja 
muestra y se continúa el proceso de ex tra­
cción con n-heptano (7 mi heces, 14 mi pas­
to). ÜLIVÁN et al. ( 1994b) y ÜLIVÁN y Oso­
RO ( 1997) encontraron que dicha ex tracción 
debe rea li zarse sobre la muestra cal iente (a 
65 ºC). de lo contrario la extracción de los 
alcanos de cadena larga resul ta incompleta. 

Tras la extracción con heptano, la mues­
tra es filtrada por una columna de silica gel 
de 5 mi de volumen, para retirar pigmentos, 
alcoholes y lípidos. En ocasiones algunos 
pigmentos no son reten idos por la columna, 
pero esto no afecta al aná li sis de la muestra. 
Tras e l paso por la columna, la muestra se 
recupera con heptano y se concentra a 500 
µ I parn proceder al análi sis cromatognífico. 

2. Muestras de pellets 

El contenido de alca nos en los pel lets se 
determina por ex tracción Soxh let con éter 
de petróleo (60-80º) durante dos horas . Se 
ana li za e l pellet completo en el caso de 
pellets de ovino o caprino ( l ,6 g) o una sub­
muestra de 1 gen el caso de pellets de vacu­
no (9 g para vacas, 4,5 g para terneros) a la 
que se añade una cantidad de los estándar 
internos C22 y C34 (70 mg ovino, 100 mg 
vacuno), para e l posterior análisis cromato­
gráfico. 

Análisis cmmatográfico 

El análisis de la muestra se realiza por 
cromatografía en fase gaseosa. Se obtienen 
buenos resu ltados inyectando 0.5 mi de Ja 
muestra por inyecc ión on-column en una 
columna DB- 1 megabore de 15 m x 0,530 
mm. empleando un inyector de temperatura 
programable con autoinyección. El flujo de 
gas portador (He) es de 15 rnl/min. El inyec­
tor sigue un programa de temperatura (80ºC 
durante 0,2 min, 200ºC/min hasta 380ºC), Ja 
co lumna también (200ºC durante 1 min, 
6ºC/min hasta 300ºC, 6 min a 300ºC), y el 
detector FID se mantiene a 350ºC. 

Se ca lculan las concentraciones con el 
método de l estándar interno, añadiendo a la 
muestra un alcano prácticamente inexistente 
en ella (generalmente se util iza C34) al co­
mienzo del proceso de extracción. Dado que 
el proceso de extracción puede ser incom­
pleto, a pesar de realizarlo en caliente, es re­
comendable utilizar dos estándar internos 
(C22 y C34), que cubran el rango de alcanos 
a estud iar. Así se puede comprobar que la 
extracción ha sido completa y corregir las 
áreas de todos los alcanos segün la re lación 
obtenida en tre ambos estándar internos 
(ÜLIVÁN y ÜSORO, 1997). 

Es aconsejable evitar la utilización de 
viales cromatográficos con tapón de goma y 
silicona, ya que tras el primer pinchazo la 
muestra se va contaminando de hidrocarbu­
ros (ÜLIVÁN, no publicado). 

Otras utilidades del método 

Es1imación de la composición bo1ánica de 
mezclas vegetales 

El método de los alcanos se puede utili­
zar para estimar la composición botánica de 
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mezclas vegetales y de extrusas obtenidas 
mediante fístulas esofágicas. ev itando el 
laborioso trabajo de separación manuaJ. 
Para ello se analiza el contenido de alcanos 
en cada una de las especies puras y el de la 
mezcla. Posteriormente se plantean ecua­
ciones simultáneas para cada uno de los 
alcanos estudiados o se utiliza el método de 
los mínimos cuadrados (sin necesidad de 
aplicar ninguna corrección respecto a la 
recuperación fecal ) para estimar la propor­
ción de cada especie en la mezcla. DovE 
( 1992) consiguió buenas estimaciones de la 
composición de una mezcla de espec ies 
vegetales compuesta por gramíneas (Lolium 
perenne y Holcus lanatus) y legumi nosas 
(Trifolium subterraneum). 

Consumo de partes vegetales 

Las diferencias en concentración de alca­
nos existentes entre distintas partes vegeta­
les (hojas , vainas, ta llos y flores) (LAREDO 
et al., 1991; BAKER y KLETN, 1994; DovE et 
al. , 1996) permite utili zar esta técnica para 
estimar su proporción en Ja dieta. 

No se ha determinado el número máx imo 
de componentes de la dieta (especies o par­
tes vegetales) que podrían distinguirse, aun­
que los estudios realizados sugieren que es 
posible discriminar entre 6 a 1 O componen­
tes (MAY ES el al., 1995). 

Otros marcadores fecales 

Se están investigando las pos ibilidades 
de utilización de otros componentes de las 
ceras cuticulares (a lquenos, alcoholes de 
cadena larga) como marcadores para esti ­
mar la composición de la dieta (DovE y 
ÜLI YÁN, no publicado). Dichos compuestos 
también muestran distintas concentraciones 
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según las especies y partes vegetales y po­
drían obtenerse en el mismo proceso analíti­
co. Su utilizac ión conjunta con los alcanos 
penniti1ía ampliar el rango de componentes 
vegetales que podrían ser di stinguidos en la 
dieta. 

Aplicación de la rérnica de los a!u1J1os con 
/ierbfroros no ru111 ic111tes 

Recientemente se ha investigado la apli­
cación del método de los alcanos para esti­
mar la ingestión en herbívoros no rumiantes 
como caballos y ponies (CUDDEFORD y MA­
YES, no publicado) y cerdos (GANNON y MA­
YES, no publicado), con resultados satisfac­
torios. Dichos autores han observado que la 
recuperación fecal de los alcanos en es tos 
animales no presenta variaciones en rela­
ción a la longitud de cadena, tal como ocu­
rre en los rumiantes. 

También se ha utili zado esta metodo logía 
para esti mar la composición de la dieta en 
herbívoros silvestres como Ja liebre de mon­
taña (Le pus timidus ) (HULBERT, 1993) y el 
wombat austral iano (Lasiorhinus kreffrii ) 
(WOOLMOUG H e l al , 1994), obteniéndose 
una información valiosísima sobre la utili­
zac ión ele Jos recursos por estos animales. 

Conclusiones 

El desarrollo del método de los alcanos 
ha permitido mejorar la precisión en la esti ­
mación de Ja ingestión obtenida por los ani­
males en pastoreo respecto a las técnicas 
tradicionalmente utili zadas, ya que calcula 
la digestibilidad de la dieta obtenida por 
cada animal en estudio (lo cual evita las 
desviaciones ocasionadas por diferencias en 
la diges tibilidad de la dieta obtenida por 



204 Utili~ución de /a térnica de los n-alcw10s rn estudios de ingestión r selección de dietn .. 

animales de diferente edad, estado fisiológi­
co o ni ve] de ingestión) y se so luciona el 
problema derivado de la recuperación feca l 
incompleta del marcador externo, pues se 
basa en la relac ión alcano interno/alcano 
externo encontrada en las heces. 

La estimación de la composic ión de la 
dieta es más del icada, ya que deben identifi­
carse y muestrea rse con precisión las espe­
cies vegetales o partes de las plantas que los 
animales ingieren y es necesario calcular en 
cada ocasión Jas recuperaciones feca les de 
alcanos. No obstante, comparado con la uti­
li zac ión de animales fi stulados en el esófa­
go, el método de los alca nos permite estimar 
Ja composición ele la dieta que los an imales 
seleccionan a lo largo de todo el día. sin fac­
tores que afecten a su comportamiento, e 
incluso parece presentar la posibilidad ele 
estimar qué partes vegetales está se leccio­
nando el animal. 

El método ya está siendo uti 1 izado en 
condiciones de campo, para estimar la in­
gestión y composición de la dieta en ovinos 
(Yuuo-1 et ol., 1991 ; SALT et al. , 1992 y 
1994; ÜLIYÁN. 1995; ÜLIVÁN et al. 1997b), 
vacunos (ÜSORO et al. , 1993 ; OuvAN et al., 
l 994a. l 997a; RooK et al., J 994; FERRER 
CAZCARRA y PETIT, 1995; l-"LRR ER CAZ­
CARRA et al. . 1995; MALOSS lNJ (! /al .. 1995) 
y caprinos (MERCHANT y RIACH. l 994; Ou­
VÁN et ol. l 997b) en todo tipo de pastos. 

Todavía se conti núa investigando sobre 
las posibilidades de la técnica y quedan nu­
merosos interrogantes sobre su utili zac ión, 
sus ventajas e inconvenientes. No obstan te. 
este método ha cubierto buena parte de las 
deficiencias que presentaban las metodolo­
gías utili zadas para la estimac ión de la 
ingestión y selección de dieta de los rumian­
tes en pastoreo, pos ibi litando mejorar e l 
conocimiento de la interacción pasto x ani ­
mal. 
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