/ ' Universitat Autonoma de Barcelona
W

Facultat Veterinaria
Departament de Ciencia Animal y dels Aliments

Efectos de la suplementacion con enzimas fibroliticas en

cabras lecheras

Treball de Recerca

Eliel Gonzalez Garcia

Bellaterra (Barcelona) Julio, 2002



Efectos de la suplementacion con enzimas fibroliticas en cabras lecheras.......... 2

RESUMEN

Un total de veinticuatro cabras multiparas Murciano-Granadina a mitad de
lactacion (semanas 13 a 26) fueron usadas en un disefio “cross-over” simple para
evaluar el efecto de la suplementacion con un complejo de enzimas fibroliticas
exégenas (Promote®) sobre el consumo de alimento, la produccién y composicién
de la leche, y los cambios en peso vivo y condicion corporal en la lactacion. Al
finalizar la experiencia de lactacién (semanas 27 a 30), se eligieron ocho cabras
representativas (cuatro por tratamiento) para determinar la digestibilidad in vivo de
las raciones. Por ultimo, se estudié en condiciones in vitro, la degradabilidad de la
materia seca y de la fibra neutro detergente, asi como la produccién de gas de las
raciones experimentales. Las cabras recibieron “ad libitum” una racién completa
compuesta por 65% de forraje (mezcla de 50% alfalfa y 50% maiz planta entera
deshidratados) y 35% de concentrado al cual se le adicioné la enzima. Los
tratamientos correspondieron al tipo de concentrado: Control (C; sin enzima) y
Enzima (E; Promote®, incluido a 0.47 %). El consumo de alimento (2.02 kgMS/d),
la producciéon de leche (1.51 I/d), la leche estandarizada al 4% (1.80 I/d), y su
composicién (solidos totales, 13.9%; grasa, 5.25%; proteina bruta, 3.75%;
proteina verdadera, 3.54%) no fueron afectados por la enzima, aunque la caseina
tendioé a disminuir (C, 2.87%; E, 2.81%; P< 0.09). Los cambios en peso vivo (C, -
0.1 kg; E, +1.90 kg; P< 0.10) y en condicion corporal (C, +0.09; E, +0.19; P<0.14)
tendieron a ser mayores con el enzima. Las digestibilidades de MS (C, 68.9%; E,
71.9%) y MO (C, 70.4%; E, 72.9%) resultaron mayores (P<0.05) con la enzima, y
la de la FB tendi6 a decrecer (Control, 41.9%; Enzima, 37.6%; P<0.14), mientras
que las de la PB (61.9%), FND (54.3%) y FAD (48.8%) no variaron. Los
resultados de digestibilidad in vivo no pudieron ser confirmados en el experimento
in vitro, en el que ambas raciones presentaron valores de degradabilidad (MS,
51.8%; FND, 37.7%) y de produccién de gas (143 ml/gMS) a las 48h. La
suplementacion de la racion de cabras lecheras con Promote®, en las condiciones
de este estudio, no modificaron los rendimientos productivos en lactacion, a pesar

de mejorar las digestibilidades de la MS y de la MO.

(Palabras claves: enzimas fibroliticas, cabras, leche, ingestion, digestibilidad)



Efectos de la suplementacion con enzimas fibroliticas en cabras lecheras.......... 3

SUMMARY

Twenty-four multiparous Murciano-Granadina dairy goats in mid lactation
(weeks 13 to 26) were used in a single cross-over design to evaluate the effect of
supplementation with an exogenous fibrolytic enzyme complex (Promote®) on feed
intake, milk yield and composition, live-weight and body condition score change.
At the end of lactation trial, eight goats (four per treatment) were selected to
measure the total tract digestibility from week 27 to 30 of lactation. Degradability of
DM and NDF, as well as gas production, were also studied under in vitro
conditions. Goats received an ad libitum total mixed ration composed of 65%
forage (dehydrated mixture of 50% alfalfa and 50% maize-whole plant) and 35%
concentrate to which the enzyme was added. Treatments were according to
concentrate: Control (C; without enzyme) and Enzyme (E; Promote®, included at
0.47 % in the concentrate). Feed intake (2.02 kg DM/d), milk yield (1.51 I/d), 4%
ECM (1.80 I/d), and milk composition (TS, 13.9%; fat, 5.25%; CP, 3.75%; true
protein, 3.54%) were not affected by enzyme supplementation, although CN
tended to decrease in Enzyme treatment (Control, 2.87%; Enzyme, 2.81%; P<
0.09). Body weight change (Control, -0.1 kg; Enzyme, +1.90 kg; P< 0.10) and
body condition score change (Control, +0.09; Enzyme, +0.19; P<0.14) tended to
be higher with enzyme treatment. Digestibilities of DM (Control, 68.9%; Enzyme,
71.9%) and OM (Control, 70.4%; Enzyme, 72.9%) were higher (P<0.05) with
enzyme supplementation, CF digestibility tended to decrease (Control, 41.9%;
Enzyme, 37.6%; P<0.14), while those of CP (61.9%), NDF (54.3%) and ADF
(48.8%) were not affected with the enzyme addition. Total tract digestibility results
could not be supported by the in vitro trial on which similar effects were observed
both for degradability (DM, 51.8%; NDF, 37.7%) and gas production (143 ml/gDM)
at 48h. Supplementing dairy goat diets with Promote®, under the conditions of this

trial, did not affect lactation performance but enhanced DM and OM digestibility.

(Key words: fibrolytic enzymes, goat, milk, intake, digestibility)
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INTRODUCCION

Los altos costos de la produccion animal, en los que la alimentacién
representa del 40-60%, la disponibilidad de nuevas mezclas enzimaticas, y el
posible potencial econdmico a materializar con el empleo de suplementos
enzimaticos efectivos, ha contribuido a que en las ultimas décadas se incremente
el interés por el uso de enzimas como aditivos a la racién en los diferentes

sistemas de alimentacion animal.

Preparados enzimaticos con altos niveles de celulasa, hemicelulasa,
xilanasa y pectinasa, han sido usados para mejorar la calidad nutritiva de los
forrajes, ensilajes y raciones en especies monogastricas de importancia
econdmica como pollos de engorde y cerdos (Annison, 1992; Chesson, 1993;
Bhat, 2000). No obstante, los resultados referentes a la adopcion de estas

tecnologias en rumiantes han sido hasta el momento inconsistentes.

Algunos estudios, sin embargo, han demostrado mejoras sustanciales en la
digestibilidad del alimento y en los rendimientos productivos (Beauchemin et al.,
1999; Rode et al., 1999; Yang et al., 2000), mientras otros autores no han
encontrado diferencias e incluso algunos efectos negativos (Judkins y Sobart,
1987); aparentemente, los resultados inconsistentes hasta hoy obtenidos pudieran
atribuirse a un grupo de factores que incluyen: la composicion de la racién, el tipo
de preparacion enzimatica, el complemento de las actividades de las enzimas
enddgenas o exogenas, la dosis de inclusion del preparado enzimatico en la

racion, la estabilidad de la enzima, y el método de aplicacion (Yang et al., 1999).

Los trabajos desarrollados en esta tematica en rumiantes han sido
conducidos fundamentalmente con ganado vacuno (Burroughs et al., 1960; Feng
et al., 1996; Beauchemin et al., 2000), por lo que resulta de interés realizar llevar
a cabo este tipo de proyectos en otras especies de importancia econdmica como
es el caso de los pequeinos rumiantes (cabras y ovejas), diferentes en sus habitos
de consumo Yy fisiologia digestiva y en las cuales las enzimas fibroliticas pueden
constituir una nueva alternativa que contribuya a mejorar las estrategias de

alimentacion.
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|. REVISION BIBLIOGRAFICA

I. 1. Antecedentes

La salud humana, la seguridad ambiental y el bienestar animal, son algunos
de los temas que mas preocupan a los consumidores y que mas se repiten en las
agendas de los medios informativos y circulos politicos de todas las esferas de la
actividad humana a nivel internacional. Estos temas se han convertido en la
actualidad en centros de interés y relevancia mundial como consecuencia y reflejo
del acelerado incremento en los procesos de globalizacion de la cadena

alimentaria y de la industria de los alimentos.

Dentro de los ejemplos mas recientes en este sentido estan las controversias
relacionadas con los cultivos genéticamente modificados, el uso de antibidticos
promotores del crecimiento, los alimentos contaminados (dioxinas, pesticidas...) los
cuales, entre otros aspectos, han provocado la adopcion de una serie de medidas y
procedimientos de regulacién, comprobacién y control de la calidad encaminadas a
mantener y mejorar la confianza entre los productores y los consumidores finales.
Estos nuevos conceptos y tendencias, unidos al incremento del grado de
intensificacion de los sistemas de produccion animal, obligan a continuar
desarrollando nuevas estrategias que desemboquen en un uso mas eficiente de los
recursos naturales y econdémicos disponibles sin que se afecten los indicadores de
productividad y de satisfaccion de la demanda de alimentos de una poblacién en

crecimiento exponencial.

Los rumiantes “modernos” que han evolucionado en aspectos relacionados
con su genética y adaptacion ambiental, hacia sistemas de produccion mas
intensivos, han cambiado en sus necesidades nutricionales respecto a sus
ancestros, dentro de las cuales estan las diferencias en sus necesidades y
requerimientos nutricionales. En este sentido, existen algunas razones que
explican la inclusidon en la practica ganadera de hoy de muchos de los aditivos,

entre las que se encuentran (West, 2000):

e Mayor actividad metabdlica por animal, lo que requiere de Ila

suplementaciéon con nutrientes para alcanzar el adecuado balance.
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e« Los aditivos ayudan a mantener un deseable ambiente ruminal en las
raciones con mas concentrado y menos forraje. Los altos consumos de alimento y
produccion de leche condicionan la sintesis de compuestos organicos por parte
de los microorganismos del rumen, cuya actividad poblacional estara muy en

dependencia con lo que se le suministre al animal en la racion.

« Ante el considerable empleo de subproductos de bajo o variable valor
nutricional, resulta beneficiosa la suplementacion estratégica con algunos

elementos o nutrientes deficitarios

o Los aditivos son frecuentemente necesarios en momentos fisiologicos y
productivos de mayores necesidades nutricionales (gestacion, inicios de lactacion,

animales de alto potencial genético, etc.)

e Algunos aditivos pueden aumentar la inmunidad de los animales y su

resistencia por tanto a determinadas enfermedades

e Los aditivos mejoran por lo general las funciones microbianas ruminales y
pueden incrementar la digestién de la fibra en este compartimiento, asi como la

biosintesis proteica.

En correspondencia con el desarrollo de este tipo de tecnologias, la
suplementacién con enzimas fibroliticas exdégenas a la racion de los rumiantes se
ha convertido en los ultimos afios en una de las alternativas para aumentar la
eficiencia de utilizacion de los carbohidratos estructurales en el tracto digestivo de

estas especies (Beauchemin y Rode, 1996).

I.2. La estructura vegetal como factor fisico limitante del consumo

Generalmente se sefiala a los factores fisicos como los que mas
directamente influyen sobre el volumen inicial ocupado por la ingestion de un
alimento y el ritmo mediante el cual ese volumen es disminuido por la digestion y
velocidad de paso. El contenido de pared celular fibrosa es uno de los principales
factores que determinan este proceso, toda vez que sus estructuras son menos
solubles y ocupan mas espacio que el contenido celular (Akin, 1989). Los forrajes
contienen una gran proporcion de su materia organica (MO) (35-80%) en forma

de pared celular, lo cual proporciona la integridad estructural de la planta. Los
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carbohidratos estructurales, principalmente la hemicelulosa, la celulosa y las
pectinas, son degradadas por los microorganismos en el rumen, lo cual capacita a
los rumiantes a utilizar fuentes de energia que no pueden ser utilizadas

eficientemente por los monogastricos.

La distribucién de las diferentes moléculas dentro de la planta y las uniones
entre ellas seran factores importantes que afectan la facilidad con la cual los
microorganismos pueden romper las células (Jung y Allen, 1995) y al consiguiente
espacio ocupado por ellas en el tracto gastrointestinal. Las caracteristicas fisicas
de la pared celular o las particulas fibrosas por si mismas (tales como el origen
del tejido, su forma y disposicion y la gravedad especifica) afectaran el ritmo con
el que las particulas son degradadas y su relativa facilidad de transito (Wilson y
Kennedy, 1996), ademas de estar relacionadas con la resistencia a la reduccion

del tamano de particula.

Reid et al. (1988) encontraron un efecto significativo del tipo de fotosintesis
de la especie (C-3 6 C-4) o tipo de forraje (graminea o leguminosa) en las
pendientes e intercepto para las regresiones de la materia seca ingerida (MSI)
con relacion a la fibra neutro detergente (FND), tanto para ganado vacuno como
para ovino, indicando que el efecto de llenado puede variar con los diferentes
forrajes. Esto pudiera ser explicado por la distribucién de los polisacaridos
estructurales. Minson (1990) observé que para grupos de forrajes con similar
digestibilidad de la materia seca (DMS), el contenido de fibra seria mayor en
leguminosas que en gramineas, en pastos templados respecto a los tropicales y
en las hojas respecto a los tallos. Wilson y Kennedy (1996) sugirieron que la
menor digestibilidad de las gramineas tropicales con relacién a las de clima
templado y las leguminosas, refleja la presencia en ellos de una estructura fisica
mas rigida y entrelazada. Estos autores también plantean que la mayor
digestibilidad de las leguminosas con relacion a las gramineas puede estar

relacionada con el tamano de las hojas.

Las particulas de gramineas son inherentemente largas con una gravedad

especifica funcional (GEF) baja, mientras que las particulas de leguminosas al ser
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masticadas son cortas y de consistencia mas ‘gomosa” con alta GEF y por ello
tienden a escapar rapidamente del rumen. De esta manera, el consumo potencial
es dependiente no sélo del contenido de fibra en la racion, sino también de la
estructura original de la planta y de la via en la cual se degrada durante la

digestion.

El contenido de MS de los alimentos puede también influir sobre el volumen
de espacio ocupado en el tracto digestivo. El predesecado de las gramineas antes
de producirse un ensilado ha demostrado incrementar su consumo al compararlo
con la misma muestra no predesecada (Peoples y Gordon, 1989; Teller et al.,
1993), en ocasiones hasta un 44% (Romney et al., 1997). Una explicacion pudiera
ser que la efectividad de la masticacion durante la comida, asi como el ritmo de
degradacion de las particulas, se ve estimulado con un material mas seco. Sin
embargo, en los afnos recientes las ventajas en términos de produccion animal
han sido menos evidentes (Forbes, 1995), si se tiene en cuenta que el control de
la fermentacion en los ensilados humedos ha mejorado y las gramineas se siegan
en un estadio de madurez mas temprano, originando un material con mayor

digestibilidad en el que los efectos del predesecado no son tan significativos.

I. 3. Los carbohidratos estructurales. Introduccion a su clasificacion y
digestion

La reduccion del contenido de forraje en la raciéon y, por tanto, de su contenido
en fibra como resultado del empleo de altas proporciones de grano, esta
estrechamente relacionada con cambios en las concentraciones de grasa de la
leche y con desordenes metabdlicos tales como acidosis, abomaso desplazado,
abscesos en el higado, y un declive general de los parametros de la salud (Harris,
2001). ElI conocimiento de la importancia de una eficiente utilizacion de estos
compuestos en las raciones para rumiantes, constituye entonces uno de los
factores a tener en cuenta en la implementacion de adecuados sistemas de

alimentacion en cualquier explotacion ganadera.

Los hidratos de carbono desempefan cuatro papeles importantes en los

organismos vivientes: 1) como fuente de energia, mediante su combustion, 2)
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aportan atomos de carbono a la sintesis de otros componentes celulares, 3)
constituyen la forma principal de almacenamiento de energia quimica y 4) son

elementos estructurales de las células y los tejidos (Lenhinger, 1985).

Existen tres clases principales de hidratos de carbono: monosacaridos,
oligosacaridos y polisacéaridos (Figura |.1; McDonald et al., 1995). Los
monosacaridos o azucares sencillos estan constituidos por una unidad aislada de
polihidroxi-aldehido o cetona. EI monosacarido mas abundante es la glucosa,
azucar de seis atomos de carbono, que constituye la molécula combustible mas
importante para la mayor parte de los organismos, y que desempefa también el
papel de construccion de algunos de los polisacaridos mas abundantes, tales

como el almidén y la celulosa (Van Soest, 1982).

Los oligosacaridos estan constituidos por dos a diez unidades de
monosacaridos, unidas mediante enlaces glicosidicos. Entre ellos se encuentran
los disacaridos y los trisacaridos, que poseen dos y tres unidades de
monosacarido, respectivamente. Los polisacaridos estan integrados por cadenas

muy largas de unidades monosacaridas pudiendo ser lineales o ramificados.

La mayor parte de los hidratos de carbono de la naturaleza aparecen en
forma de polisacaridos de elevado peso molecular. En su hidrélisis completa,
mediante acidos, o con el concurso de enzimas especificos, producen moléculas

de monosacaridos, o de derivados de estos ultimos.

Los polisacaridos, que también reciben el nombre de glicanos, difieren en la
naturaleza de las unidades monosacaridicas recurrentes, en la longitud de sus
cadenas, y en el grado de ramificaciéon. Suelen agruparse en polisacaridos de
reserva (almidon, glucdégeno) y polisacaridos estructurales (celulosa,

hemicelulosa).

Los polisacaridos estructurales se sintetizan en el interior de las células,
pero son impelidos hacia el exterior, para formar una pared o cubierta que rodea a
la célula. En las plantas, la celulosa (Figura |. 2) es el componente principal de las
gruesas Yy rigidas paredes celulares, constituyendo mas del 50% de la materia

organica total de la biosfera.
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La membrana celular de los vegetales se inicia como una membrana
pectinica, que gradualmente va siendo sustituida por depodsitos de celulosa,
hemicelulosas y lignina . El contenido en pectina desciende notablemente segun
envejece la planta y se produce de forma simultdanea un incremento en el
contenido de lignina y celulosa. La hidrdlisis de la celulosa mediante su
tratamiento con acido sulfurico al 72% proporciona alrededor de un 98% de
glucosa, indicando que la celulosa esta constituida por residuos de glucosa unidos

mediante enlaces 1,4 glucosidicos.
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Figura l. 1. Clasificacion de los carbohidratos (adaptado de Mc Donald et

al.,1995)
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Figura I. 2. Estructura quimica de la celulosa.

La mayoria de los carbohidratos consumidos por los rumiantes son polimeros
de la glucosa que aparecen en forma de celulosa o almidén, por su parte la
fraccion fibrosa de éstos contiene fundamentalmente celulosa, hemicelulosa y
lignina, los cuales son los encargados de conformar la estructura de la planta, de
ahi el término “carbohidratos estructurales” o “carbohidratos de la pared celular”;
sin embargo, algunas dietas pueden contener cantidades importantes de
hemicelulosa y de pectina. Por consiguiente, para que tenga lugar su
fermentacion, la mayoria de los carbohidratos deben experimentar una hidrélisis

en el rumen (Chesson y Forsberg, 1997).

La celulosa es degradada por una enzima compleja, la celulasa (Figura I. 3),
la cual consta de dos unidades importantes como minimo: C-1, que rompe los
enlaces de hidrégeno, liberando cadenas de glucosa susceptibles a una posterior
hidrdlisis, y C-x, que hidroliza estas cadenas hasta celobiosa y glucosa. Las
celulosas parecen diferir en su capacidad para absorber el factor hidrolitico
(Beauchemin y Rode, 1996).
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GLUCOSE

Figura |. 3. Representacion esquematica de la destruccion de los enlaces

glicosidicos de la celulosa por una enzima celulasa.

Las hemicelulosas (xilanos) son un grupo heterogéneo de polisacaridos
asociados con la celulosa y la lignina de las membranas celulares de las plantas,
definiéndose por lo general como polisacaridos que son insolubles en agua, que
pueden ser extraidos con alcalis diluidos y que, tras la hidrdlisis acida, dan origen
a azucares y algunas veces azucares y acidos del azucar (Van Soest, 1982). Las
hemicelulosas contienen dos tipos diferentes de polisacaridos: polisacaridos de
cadena corta (o celulosanas) que forman parte de la propia estructura de la
celulosa y estan orientadas en la estructura micelar y polisacaridos amorfos

incrustados que se asocian intimamente con la lignina de la membrana celular.

Las celulosanas pueden consistir en pentosanas y hexosanas. Las
hemicelulosas que se encuentran aparentemente unidas a la lignina para formar
un componente estructural de la membrana celular contienen tanto azucares
como acidos uronicos. La celulosana mas comun es el xilano, un polisacarido que
aparece en casi todas las plantas y que es insoluble en agua, soluble en solucion
alcalina, hidrolizado con facilidad y levogiro. Tanto por su distribucion botanica
como por su importancia, el xilano se clasifica a continuacién de la celulosa y el
almidén, abundando en los cultivos anuales, particularmente en residuos
agricolas como tallos de maiz, vainas y pajas de cereales, pudiendo representar
del 15 al 30 % de los residuos. La forma en que se asocia con la celulosa podria
ser explicada por su capacidad para ser comprimido entre grupos intimamente

asociados en los que podria ocupar espacios en lugar de celulosa.
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Aparentemente, el xilano aparece enredado en la fibra de celulosa aunque no es

un componente de la region micelar cristalina.

I. 4. El ecosistema ruminal como fuente de enzimas

El rumen tiene dos funciones basicas:

» Producir energia a partir de fuentes de carbohidratos que de otra manera no
estarian disponibles para el animal; y

» Fijar nitrégeno no proteico de forma que pueda ser utilizado por el animal,

como es el caso de la proteina microbiana.

Estas funciones son llevadas a cabo por la microflora y microfauna del
rumen compuesta, principalmente por bacterias, hongos y protozoos mediante
una accién conjugada de todos los microorganismos que conviven en el

ecosistema ruminal y sus respectivos mecanismos de degradacion (Figura |. 4).

La microflora produce un volumen vasto de enzimas encargadas de
intervenir activamente en el proceso de degradacién del material alimenticio. La
complejidad de este sistema no puede ser subestimada. Los organismos
funcionan de manera sinérgica y competitiva y, debido a su gran diversidad,
pueden adaptarse a una amplia variedad de alimentos convirtiéndolos en
sustratos energéticos y en proteinas utilizables por el animal hospedero(Preston y
Leng, 1987). Muchos de estos alimentos son completamente inutilizables por
animales monogastricos. De esta manera los rumiantes representan un medio
idoneo para transformar fuentes de alimentos de distintas formas de presentacion

en productos de alta calidad y demanda por el ser humano (carne, leche y fibra).
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Para optimizar la produccion de los rumiantes, se requiere del desarrollo de
diferentes estrategias nutricionales con los siguientes objetivos (Preston y Leng,
1987):

1. Maximizar la fermentacién de los carbohidratos que son imposibles de
digerir en el intestino delgado

2. Minimizar la fermentacién de carbohidratos que son digeridos y absorbidos
en el intestino delgado

3. Maximizar la sintesis de proteina microbiana a partir del nitrdgeno no
proteico (NNP)

4. Minimizar la degradacion de la proteina alimenticia a nivel de rumen

El rumen es una adaptacién pre-péctica altamente especializada del tracto
digestivo que facilita el almacenamiento y procesamiento microbiano de una gran
cantidad de material vegetal (Hungate, 1988). La degradacién y utilizacion del
material vegetal ingerido por los rumiantes es regulado por factores inherentes a
las plantas, los animales y la poblacién microbiana ruminal (Forsberg y Cheng,
1992). El acceso de las enzimas digestivas a los nutrientes de las plantas es
gobernado en gran medida por las caracteristicas de éstas en cuanto a su
estructura, composicion, y las técnicas de procesamiento empleadas, entre otros
factores. La masticacion, salivacién y rumia efectuadas por el animal comienzan a
acondicionar la liberacion de nutrientes e incrementa su disponibilidad para las
enzimas digestivas microbianas. La degradacién y metabolismo de los
componentes del alimento (celulosa, hemicelulosa, almidén, proteina) llevada a
cabo por los microorganismos ruminales, suministra el carbono, energia,
aminoacidos (proteina microbiana) y vitaminas requeridas por el rumiante

huésped.
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Fiaura I. 4. Resumen de la diaestion v absorcién en el rumiante
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El ecosistema ruminal comprende una muy diversa poblacion de bacterias
anaerobicas estrictas, hongos y protozoos (Forsberg y Cheng, 1992) definidos por
la intensa presion selectiva del ambiente ruminal. Estos microorganismos en
simbiosis se adaptan a sobrevivir en condiciones de anaerobiosis, altos ritmos de
dilucién, altas densidades de células y la predacion protozoaria, y han
desarrollado la capacidad para la utilizacion eficiente de los complejos polimeros
vegetales (p.ej. celulosa y hemicelulosa). A pesar de su complejidad, la baja
porosidad y la variante capacidad de cristalizacién, los compuestos fibrosos de las
plantas son en efecto digeridos por la actividad simultanea de todo el conjunto de

enzimas microbianas presentes en el rumen (Chesson y Forsberg, 1997).

I. 4. 1. La actividad microbiana y enzimatica del rumen

La actividad enzimatica confirmada que existe en el rumen es muy diversa,
e incluye las enzimas que degradan los polimeros de las paredes celulares en las
plantas (celulasas, xylanasas, B-glucanasas, pectinasas, etc.), las amilasas, las
proteasas, las fitasas y las encargadas de degradar las toxinas presentes en un
grupo de especies vegetales (p.ej. tannasas). La variedad de enzimas presentes
en el rumen viene dada no sélo por la diversidad de su comunidad microbiana
sino también por la multiplicidad de enzimas fibroliticas producidas por

microorganismos individuales (Doerner y White, 1990; Yanke et al., 1995).

La digestion eficiente de sustratos complejos en el rumen requiere de la
acciéon combinada de muchas enzimas. Dos modelos han sido propuestos para
células individuales con el objetivo de describir la organizacion del sistema de
enzimas fibroliticas siguiendo la sintesis y secrecion de la célula. En el primer
modelo, las enzimas actuan individualmente y sinérgicamente para efectuar la
hidrdlisis de la celulosa. Este modelo fue originado a partir de investigaciones en
hongos aerdébicos representantes de algunos géneros que incluian el Trichoderma
y el Phanerochaete y ha sido recientemente revisado (Wood, 1992; Béguin y
Aubert, 1994). En el segundo modelo, las enzimas individuales se acoplan en un
complejo multienzimatico (p.ej. celulosomas). ElI complejo multienzimatico

celulosomal de la bacteria termofilica Clostridium thermocellum es el ejemplo mas
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extensivamente estudiado de este modelo (Bayer et al., 1998). Por otra parte, un
alto numero de celulasas contenidas en complejos de alta masa molecular, han
sido identificados en un numero de bacterias ruminales tales como Butyrivibrio
fibrisolvens, Ruminococcus albus y Fibrobacter succinogenes, asi como en los
hongos Neocallimastix frontalis y Piromyces sp. (Forsberg et al., 1993; Ali et al.,
1995; Fanultti et al., 1995).

Cuatro especies de bacterias, Bacteroides amylophilus, Streptococcus
bovis, Succinimonas amylolytica y Succinivibrio dextrinosolvens, son las bacterias
amiloliticas y dextrinoliticas mas comunes en el rumen, siendo las Bacteroides
ruminicola, Butyrivibrio fibrisolvens y Selenomonas ruminantium las bacterias
sacaroliticas mas representativas y Bacteroides succinogenes, Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus y Ruminococcus flavefaciens las celuloliticas
(Baldwin y Allison, 1983).

La celulosa aparece en las formas amorfa y cristalina, siendo la forma
cristalina la mas dificil de degradar en el rumen (Van Soest, 1982). La celulasa
producida por R. albus degrada solamente la celulosa amorfa mientras que las
producidas por R. flavefaciens pueden hidrolizar la celulosa cristalina. La
conversion de celulosa en glucosa y posteriormente en piruvato es un proceso
mas complejo y menos conocido. Las mismas especies bacterianas que degradan

la celulosa son degradadoras normalmente de hemicelulosa.

Las principales bacterias celuloliticas, R. albus, R. flavefaciens y F.
succinogenes, pueden representar del 0.3—4% del total de la poblacién bacteriana
(Krause et al., 1999; Weimer et al., 1999). Los hongos, por otra parte, representan
aproximadamente el 8% de la biomasa microbiana (Orpin, 1983), y so6lo una
porcidon de estos producen celulasas y hemicelulasas altamente activas (Trinci et
al., 1994). Un numero limitado del género protozoario cuenta también con un
importante papel en la digestion de la pared celular de las plantas, pudiendo
digerir del 5-21% de los materiales celuloliticos en dependencia de la racion
(Dijkstra y Tamminga, 1995). El factor primario limitante de la digestion de la

celulosa parece ser la disponibilidad de sitios especificos para desarrollar este
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proceso en el material vegetal mas que una baja actividad celulolitica (Dehority y
Tirabasso, 1998). Esta conclusién es confirmada por estudios similares llevados a

cabo por Weimer et al. (1999).

Sin embargo, Weimer et al. (1999) reportaron que las diferencias en las
poblaciones celuloliticas en vacas individuales fueron mayores que aquellas
atribuibles a la racion, sugiriendo entonces que cada animal mantiene un
ensamblaje unico de especies celuloliticas. Esto pudiera ser el resultado de
diferentes eficiencias en la masticacion de las paredes celulares de las plantas si
se considera que el grueso de la digestidon microbiana ocurre en la pared celular

secundaria (Wilson y Mertens, 1995).

I.5. La fermentacion de los carbohidratos en el rumen

Como en los monogastricos, en rumiantes los carbohidratos pueden ser
clasificados dentro de dos tipos: aquellos que son digeridos y absorbidos en el
intestino delgado (carbohidratos disponibles) y aquellos que no lo son. Los
carbohidratos esencialmente disponibles son (Kreikemeier et al., 1990): los
monosacaridos (glucosa, fructosa y galactosa), disacaridos (tales como lactosa y
las series de maltosa), y almidones. Los carbohidratos no disponibles son
esencialmente los que quedan sin digerir. Estos son en esencia los polisacaridos
no almidonados y los oligosacaridos (tales como las series de rafinosa y fructo-
oligosacaridos). Estos carbohidratos no disponibles son encontrados

mayoritariamente en el componente denominado fibra® de los alimentos.

La microflora del rumen no esta capacitada para distinguir entre estos dos
tipos de carbohidratos. Todos los alimentos que llegan al rumen son fermentados
hasta convertirse en los productos metabdlicos comunes como son los acidos
grasos de cadena corta (volatiles), metano y calor (Preston y Leng, 1987). Estos
acidos grasos son absorbidos directamente desde el rumen y pueden ser usados
tanto en los procesos catabdlicos como anabdlicos (p.ej. gluconeogénesis). El
proceso de fermentacion resulta en significativas pérdidas de energia en la forma

de metano, hidrogeno y calor. Asi por ejemplo, cuando la glucosa alimenticia
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elude el rumen (‘bypass’) y es arsorbida en el intestino delgado, la eficiencia de

utilizacion de la energia es capaz de incrementarse hasta un 30%.

La microflora del rumen degrada y fermenta los polisacaridos no amilaceos
(PNA) muy eficientemente. Si bien es cierto que hay una gran diversidad en los
tipos de polisacaridos encontrados en los alimentos, hay también un numero muy

alto de enzimas producidas por la microflora del rumen capaces de degradarlos.

Para la degradacion de los PNA a sus azucares constituyentes, lo cual es un
prerequisito para la fermentacién, se requiere de la accién coordinada de muchas
polisacaridasas. Por ejemplo, la degradacidn de los arabinoxylanos, un
polisacarido estructural que se encuentra en las paredes celulares de los forrajes
y en el endospermo de los cereales, requiere de un rango de enzimas trabajando
secuencialmente. Esencialmente las enzimas que destruyen las cadenas de
arabinosa, grupo acetil, acido ferulico y acido glucurénico actuan primero
seguidas por las xilanasas que se encargan de fraccionar las principales cadenas
de xilano. La descomposicién de la celulosa también requiere una serie de
enzimas las cuales incluyen endo-1,4B3-D-glucanasas, 1,4B-D-glucan

celobiohidrolasas y pB-glucosidasas.

La descomposicion de los PNA hasta azucares fermentables es por tanto un
sistema complejo de cooperacion entre los microorganismos y sus enzimas. Estos
aspectos caracteristicos de los procesos fermentativos ruminales en su orden
bioquimico y microbiolégico, son de una importancia primordial al momento de
comprender y hacer mas efectivas las tecnologias que incluyen las enzimas
exodgenas como aditivos a los alimentos. A pesar de ello, la digestion del material
fibroso es raramente completa en el rumen por lo que la de los factores que
limitan la degradacién de los PNA puede aportar elementos para la investigacion

en este campo.
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I. 6. Estrategias para superar las limitaciones a la degradacion microbiana
de la pared celular de las plantas

A partir de los estudios realizados sobre la estructura de la pared celular de
las plantas, se ha hecho evidente que un buen niumero de elementos de caracter
organizacional determinan la naturaleza de los procesos de biodegradacion de
dichas barreras fisicas en el material vegetal. El mas importante de estos factores
lo constituye la distribucién del tamafio de los espacios entre los polimeros
individuales que contribuyen a la estructura de la pared y que es bastante similar
en todas las especies de cultivos usadas en los propdsitos de alimentacién. La
medicion directa ha demostrado que la mayoria de estos espacios o poros tienen
un diametro entre 2 y 4 nm (Chesson y Forsberg, 1997; Gardner et al., 1999).
Estas dimensiones no son suficientes para permitir la difusion libre dentro de la
pared por simples enzimas globulares con masas mayores que ~20 kDa. La
porosidad de la pared (Gardner et al., 1999) y su composicion (Chesson et al.,
1986) cambia muy poco durante el curso de su degradacion, incluso cuando

~70% de la materia seca ha sido descompuesta.

La evolucién no ha producido una solucion para superar esta limitacion. En
cambio, muchas de las bacterias y hongos ruminales han optimizado un sistema
de actividades de degradaciéon de la pared celular en forma de celulosoma que
reconoce las limitaciones de difusion impuestas por la pared celular de las
plantas, y que esta altamente adaptado a un modo de accion superficial. Esto
hace ver la improbabilidad de que la introduccion de genes codificados para
actividades especificas, como se ha hecho en el pasado (Forsberg et al., 1997),
contribuya significativamente al proceso de degradacion. Quedaria, no obstante,
la opcidn de la aplicacion de las técnicas de ingenieria al celulosoma en si mismo
(Bayer et al., 1998).

Aceptando pues la superficie de erosion como el mecanismo fundamental
de la degradacion de la pared celular, dos factores son particularmente
importantes. En primer lugar, la cantidad de area superficial disponible para la
colonizacion microbianay, en segundo lugar, la composicidn quimica de la

superficie disponible (Din et al., 1991).
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La superficie disponible esta determinada por la preparacion del alimento y
los procesos de masticacion y/o rumia, los cuales abren las células de la planta y
las exponen a la colonizacion. La eliminacidn subsiguiente de los polisacaridos de
la superficie puede, en los tipos de células mas lignificadas, conducir al desarrollo
de una superficie inerte en la cual algunos polisacaridos remanentes estan
protegidos del ataque por la presencia de compuestos fendlicos.
Consecuentemente, el area superficial disponible alcanza un maximo para
disminuir después en el tiempo, resultando en una disminuciéon del ritmo de
degradacion. La cantidad de superficie que logra no sufrir el ataque microbiano
por este mecanismo es el producto de las proporciones de lignina presentes y el
grado de entrelazamiento a otros polimeros de la estructura, todo lo cual define la

magnitud de la degradacion en conjunto (Forsberg et al., 1997).

El desarrollo de organismos ruminales capaces de digerir la lignina no
parece ser una opcion de interés actual debido a los requerimientos aerdbicos
para que el proceso se realice a un ritmo compatible con el ritmo de paso. Una
estrategia mas adecuada en este sentido lo constituye la modificacion de la
lignificacion de las plantas usadas como alimentos para rumiantes mediante
practicas de manejo factibles (p.ej. control del momento Optimo de siega,
métodos de pretratamiento quimico, fisico o mecanico del forraje) aunque algunas

de ellas puedan ser cuestionables desde el punto de vista econdmico.

Las enzimas implicadas en la biosintesis de la lignina y los precursores de
los taninos han sido identificadas para su modificacion genética, habiéndose
producido también cultivos en los cuales una o mas de estas enzimas han sido
alteradas. En este sentido se ha observado que los compuestos de polimeros
fendlicos parecen tener una estructura mucho mas plastica que la que se pensaba
en un inicio (Ralph, 1997). Se ha encontrado ademas que la modificacién de la
naturaleza de los precursores raramente disminuye la cantidad de lignina
formada, pero si tiene efectos significativos sobre su composicion y propiedades
(Boudet, 1998).
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El bloqueo de una via bioquimica en un punto determinado puede también
conducir a la reorientacion del flujo de las moléculas precursoras. La regulacién
de la enzima cinnamyl CoA reductasa, que cataliza la reduccion de los acidos
fendlicos a su correspondiente aldehido, condujo a mayores cantidades de acido
ferulico libre presente en la célula (Piqguemal et al., 1998). Debido a la plasticidad
de la lignina, la identificacién de la magnitud de los enlaces cruzados entre
polimeros dentro de la pared celular, puede ser una via efectiva de alteracion de

las caracteristicas de su degradacion (Grabber et al., 1998).

Existe también un aumento en la valoracidon de la importancia de la
distribucion espacial del material de la pared celular dentro de la planta respecto a
su valor nutricional. Desafortunadamente, la aplicacion de este nuevo criterio a la
genética de nuevas variedades de cultivos ha sido obstaculizada por la carencia
de herramientas cuantitativas de mediciones rutinarias en la anatomia vegetal.
Los analisis de imagenes al microscopio han revolucionado los enfoques en este
sentido, permitiendo el reconocimiento automatizado de los tipos de células y
tejidos a ser usados como criterios de seleccion (Travis et al., 1996). Sin
embargo, la falta de conocimiento de las bases genéticas de la anatomia vegetal
ha provocado que el desarrollo de cultivos mejorados, usando elementos
anatémicos como criterio de seleccidn, esté restringido hasta el presente a la

genética convencional.

Actuando en otra direccion, recientes trabajos han demostrado que la
suplementacién con enzimas en la racion de rumiantes (celulasas y xilanasas)
puede incrementar la digestibilidad ruminal y la respuesta en produccion de leche
o en el crecimiento del ganado (Yang et al., 1999). Estos resultados resultan
sorprendentes para muchos autores al considerarse el amplio potencial de las
enzimas fibroliticas enddgenas producidas por la microflora del rumen. Una de las
explicaciones en este sentido esta relacionada con la posibilidad de producir un
efecto beneficioso por la adicion de polisacaridasas extracelulares enriquecidas
que darian como resultado un ataque inmediato del material vegetal a consumir,
proporcionando con ello una disponibilidad adicional de carbohidratos que

estimularia un crecimiento y actividad microbiana mas rapidos, disminuyendo por
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tanto el tiempo (“lag time”) requerido para la colonizacion microbiana. El efecto

neto puede ser el equivalente a un mayor tiempo de retencidén dentro del rumen.

|. 7. El uso de enzimas en las raciones de rumiantes

Las enzimas estan presentes practicamente en cualquier lugar, se
encuentran en los procesos naturales y son producidas por todos los organismos
vivos desde los unicelulares, pasando por las plantas, los insectos, los animales y
el hombre, y actuando en todos los casos como catalizadores de las funciones

mediante la aceleracion de las reacciones quimicas (Sheppy, 2001).

Sin las enzimas, los alimentos no podrian ser digeridos. Mas de 3000
enzimas han sido descubiertas, cuya totalidad estd compuesta por cadenas de
aminoacidos como cualquier proteina. Como resultado de la actividad enzimatica,
los ritmos de progresion de las reacciones quimicas se ven ampliamente
modificados independientemente del estado energético de que se trate. La forma
tridimensional y la posicién de los aminoacidos reactivos dentro de la molécula es

lo que confiere las propiedades cataliticas a las enzimas (Sheppy, 2001).

Las enzimas exogenas han sido ampliamente empleadas con la finalidad de
eliminar los factores antinutricionales de los alimentos, incrementar la
digestibilidad de los nutrientes existentes, y complementar la actividad de las
enzimas enddgenas en los animales monogastricos, principalmente aves de

importancia econdmica (Classen et al., 1991; Bedford, 1993).

Casi desde la primera apreciacion de que el normal funcionamiento del
sistema digestivo de todos los animales incluia la descomposicion de los
macronutrientes presentes en los alimentos por enzimas endodgenas, los
nutricionistas han intentado estimular este proceso mediante la aplicacion de
enzimas exdgenas, alcanzando los principales éxitos en las tecnologias aplicadas
a las especies monogastricas y, particularmente, en pollos de engorde. La ciencia
detras del uso de enzimas en pollos de engorde esta bien revisada (Annison y
Choct, 1991; Annison, 1993). Las razones principales que justifican el éxito de la

aplicacion de enzimas exdgenas en estas especies son:



Efectos de la suplementacion con enzimas fibroliticas en cabras lecheras.......... 27

» La estructura relativamente simple del tracto digestivo de los pollos,
particularmente sensible a alteraciones nutricionales lo cual puede ser
superado consecuentemente por las enzimas

» La adaptabilidad de estas especies como animales de laboratorio
relativamente baratos lo cual permite desarrollar experimentos bien disefiados
estadisticamente a gran escala, para elucidar los aspectos quimicos,
bioquimicos y fisiologicos que contribuyan a explicar lo registrado en las
observaciones nutricionales. Consecuentemente, la generacién de productos
es también estimulada por la facilidad de experimentacidon con dichas

especies.

Teniendo en cuenta lo anterior, el empleo de enzimas para mejorar la
calidad de las raciones de rumiantes puede ser visto como un reto mas lejano.
Aunque las mismas técnicas analiticas pueden ser aplicadas a los alimentos para

rumiantes, el tracto digestivo de estos resulta mucho mas complejo.

Aunuge los conocimientos sobre el rumen son bastante amplios, los intentos
para modificar su funcion con enzimas han sido mucho menos efectivos que los
obtenidos en pollos de engorde (Annison, 1992; Chesson, 1993). Sin embargo, a
pesar de la comprension acerca de las dificultades en el uso de estas tecnologias
en los animales poligastricos, teniendo en cuenta la complejidad del rumen, y lo
caro que resulta la utilizacion de ovinos o bovinos como animales experimentales,
existen marcadas oportunidades para el uso de enzimas exdgenas como aditivos
a los alimentos, las cuales se encuentran en dos observaciones principales
(Beauchemin y Rode, 1996; Hristov et al. 1996):

» La digestibilidad de la materia organica en rumiantes raramente alcanza el
100% y resulta con frecuencia considerablemente menor

» Estan siendo investigadas y desarrolladas nuevas materias primas
alimentarias para rumiantes, muchas de baja calidad, donde las enzimas
pudieran contribuir a su descomposicion en el rumen o en cualquier otro

compartimento del tracto digestivo.
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Algunos investigadores en la década de los 60 probaron el uso de enzimas
exodgenas en la racion de rumiantes (Burroughs et al., 1960; Rovics y Ely, 1962;
Rust et al., 1965) pero en aquellos momentos las respuestas fueron variables y no
se realizaron esfuerzos complementarios para determinar el modo de accién de
estos productos, aparte de que la produccion de enzimas exdgenas resultaba
cara y no era econémicamente factible la aplicacion de estos preparados en las
concentraciones necesarias para elucidar respuestas animales positivas vy
rentables. Las reducciones recientes en los costes de fermentacion, unido a la
existencia de preparaciones enzimaticas mas activas y mejor definidas, ha
estimulado a los investigadores en los ultimos afos ha reexaminar el papel de las
enzimas fibroliticas en la nutricibn de los rumiantes (Chen et al.,, 1995;
Beauchemin et al., 1997; Mc Allister et al., 1999).

Algunos estudios han intentado definir posibles modos de acciéon de estos
aditivos (Judkins y Stobart, 1987; Feng et al., 1996; Hristov et al., 1998 a,b; Yang
et al.,, 1999). Las enzimas exdgenas pueden producir un amplio numero de
efectos, tanto en la microflora gastrointestinal como en el propio animal rumiante.
Resulta por ello muy probable que las respuestas fisioldgicas a las enzimas

exogenas sean de un origen multifactorial.

I. 7. 1. Fuentes de enzima

Aunque existe una gran variabilidad de productos enzimaticos
comercializados para el ganado, estos se derivan fundamentalmente de sodlo
cuatro bacterias (Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus, L. plantarum vy
Streptococcus faecium), tres especies de hongos (Aspergillus oryzae,
Trichoderma reesei y Saccharomyces cereviciae) (Muirhead, 1996). Otras
especies de hongos, incluyendo Humicola insolens y Thermomyces amiginosus,

estan siendo comercializadas en una menor medida.

Tal como se ha comentado, las enzimas son biocatalizadores naturales
producidos por las células vivas para intervenir en reacciones bioquimicas
especificas. En el contexto de los aditivos de alimentos para rumiantes, las

enzimas son empleadas para catalizar las reacciones degradativas mediante las
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cuales los sustratos (p.ej. los alimentos) son digeridos a sus componentes
quimicos (p.ej. azucares simples, aminoacidos, acidos grasos). Estos
componentes son utilizados para el crecimiento celular, tanto por los

microorganismos ruminales como por el animal huésped.

La digestion completa de los alimentos complejos requiere literalmente de la
intervencion de cientos de enzimas. Los preparados enzimaticos para rumiantes
son comercializados primeramente sobre la base de su capacidad para degradar
la pared celular de las plantas y, como tal, son frecuentemente referidos como
celulasas o xilanasas. Sin embargo, ninguno de estos productos comerciales
constituye una preparacion pura con la participacion de una sola enzima aislada
(Beauchemin y Rode, 1996). Asi, actividades enzimaticas secundarias, tales
como amilasas, proteasas o pectinasas, estan invariablemente presentes. La
degradacion de la celulosa y la hemicelulosa requiere de enzimas, y la diferencia
en sus proporciones relativas y sus actividades individuales determinan la eficacia
para la degradacion de la pared celular de estos productos comerciales. Incluso
dentro de una especie microbiana aislada, los tipos y actividades enzimaticas
pueden variar ampliamente, dependiendo de la cepa seleccionada, del sustrato de
crecimiento y de las condiciones de cultivo empleadas (Considine y Coughlan,
1989; Gashe, 1992).

Resulta ventajosa la diversidad de las actividades enzimaticas presentes en
los preparados disponibles comercialmente, en el sentido de que una amplia
variedad de sustratos puede ser cubierta por un simple producto, pero al mismo
tiempo representa un problema en términos de control de calidad y extrapolaciéon

de los resultados de investigacion obtenidos con los diferentes preparados.

I. 7. 2. Resultados en ganado vacuno

Hace mas de treinta afos, varios estudios mostraron diferencias
significativas en la mejora de la ganancia media diaria (GMD) y el indice de
conversion de los alimentos en el ganado vacuno, mediante la suplementacion de

la racion con aditivos enzimaticos que presentaban actividad amilolitica,
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proteolitica y celulolitica (Burroughs et al., 1960; Rovics y Ely,1962; Perry et al.,
1966).

Dichas mejoras en la produccién animal se debieron principalmente a
incrementos en la digestibilidad de la materia seca y la fibra (Rust et al.,1965). Sin
embargo, otros estudios han demostrado que las enzimas exdgenas no han
mejorado de manera consistente la respuesta de los animales (Burroughs et al.,
1960), ademas de que el mecanismo mediante el cual el crecimiento se vid
estimulado no fue siempre confirmado en los experimentos de digestibilidad

desarrollados.

La carencia de informacion sobre los productos enzimaticos usados y los
métodos de suministro del producto, hacen aun mas dificil la comparacion entre
estudios. Los resultados inconsistentes al parecer son causados por un numero
de factores que incluyen la composiciéon de la racion, el tipo de preparado
enzimatico usado, el complemento de las actividades enzimaticas, el nivel de
enzima suministrado, la estabilidad de la enzima, y el método de aplicacion (Yang
etal.,1999).

El nivel 6ptimo de adicion de adicion de enzimas depende del sustrato, lo
cual indica la necesidad de determinar los ritmos de aplicacion 6ptimos de cada
preparado para sustratos o alimentos especificos (Beauchemin et al., 1995). Por
ejemplo, con heno de alfalfa, en ganado en crecimiento, la GMD se incrementé
con los menores niveles de enzima, pero no con los mas altos (Tabla I. 1),
incrementandose la GMD en un 30% por la adicién de la enzima en una cantidad
cuatro veces superior al nivel mas bajo (4X). Para el heno de fleo, los enzimas
adicionados al nivel mas alto (16X) mejoraron la GMD en un 36% debido

principalmente al incremento en un 17% de la digestibilidad de la fibra.

En producciéon y composicion de la leche en vacas, Beauchemin et al.
(1995) reportan tendencias lineales en la mejora de estos indicadores cuando se
afadieron enzimas hasta lo que los autores consideran niveles medios de

inclusion (Tabla 1. 2).
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Las tendencias divergentes en condiciones aparentemente similares de
experimentacion evidencian la complejidad del tema de la suplementacién con
enzimas fibroliticas en rumiantes, sobre todo a la hora de interpretar los
resultados que deben analizarse como producto de la interaccién de mas de un
factor.

Algunos estudios (Beauchemin et al., 1995; Tabla |. 1) han demostrado una
respuesta cuadratica a la suplementacion con enzimas observandose que esta
practica puede causar respuestas reducidas o incluso negativas. Sin embargo,
esto por lo general ocurre cuando se suministran niveles demasiado altos y muy

por encima de lo econdmicamente justificable.

Tabla I. 1. Efectos de diferentes niveles de enzimas fibroliticas aplicadas como
aditivos a heno de alfalfa, heno del fleo, y ensilado de cebada en la racién de

vacunos de engorde (Beauchemin et al., 1995).

Iltem Control 1X 2X 4X 8X 16X

Heno de alfalfa

GMD, kg/d 1.03? 1.27°°  1.28° 1.34° 1.19%° 1.12%
MSI, kg/d 10.22 10.8% 10.5° 11.7° 10.9° 10.32
Conversion, kg MS/kg ganancia 99 9 8.7 8.5 9.6 95

Heno de Fleo

GMD, kg/d 1.21° 1.32° 1.13% 1.24% 1.27° 1.64°
MSI, kg/d 8.8 8.3 75 92 86 93°
Conversion, kg MS/kg ganancia 7.3° 6.5% 75° 63* 6.8° 5.9%

Ensilado de cebada

GMD, kg/d 1.12 1.15 099 1.02 1.12 1.11
MSI, kg/d 7.5% 8.1° 6.8 7.8 73 7.3
Conversion, kg MS/kg ganancia 7.1 7 7.2 7.6 6.9 7

2® Medias con diferentes letras dentro de una misma columna difieren a ( P < 0.05).
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Tabla I. 2. Consumo de materia seca, produccién y composicion de la leche en
vacas alimentadas con raciones que contenian 45% de alfalfa tratada con niveles

Bajos o Medios de enzimas fibroliticas (Beauchemin et al., 1995).

Racion

Item Nivel Nivel
Control

Bajo Medio
MSI, kg/d 20.4 20.7 20.7
Produccion de leche, kg/d 23.7° 24.6% 25.6°
Leche corregida 4%, kg/d 22.7° 23.3% 24 .6°
Grasa, % 3.79 3.7 3.78
PB, % 34 3.4 3.4
Kg leche/kg MSI 1.2 1.22 1.29

2 Medias con diferentes letras dentro de una misma columna difieren a ( P < 0.05).

Por otra parte, los efectos de enzimas exdégenas son maximizados cuando
se aplica al forraje seco una solucion enzimatica acuosa. Se ha observado que en
estas condiciones se crea un complejo enzima-alimento estable que incrementa
su efectividad. Este complejo estable ocurre rapidamente (en horas) y una vez
estabilizado en el forraje seco, las enzimas son estables y efectivas durante
algunas semanas. Aun cuando resulta razonable esperar que exista un efecto de
la temperatura en el desarrollo del complejo enzima-alimento, no se han
observado diferencias en la eficacia cuando las enzimas son aplicadas al grano
de cebada seco en un rango de temperaturas de -30 a +35 °C. Sin embargo,
McAllister et al. (1999) observaron una mejora lineal para los parametros de
digestion in vitro del ensilado de cebada cuando incrementaba la temperatura. Si
esta diferencia se debe al tipo de alimento o a su contenido de humedad no esta

claro hasta el momento.

Los forrajes y granos procesados son almacenados antes de su suministro a

los animales, lo que proporciona una oportunidad ideal para el uso de los



Efectos de la suplementacion con enzimas fibroliticas en cabras lecheras.......... 33

productos enzimaticos (Beauchemin et al., 1995). Las enzimas pueden ser
aplicadas durante la fabricacion del alimento, teniéndose la adecuada precaucion
para asegurar que la temperatura empleada durante el procesamiento esté dentro
de los rangos aceptables para los preparados enzimaticos en cuestion. Las
temperaturas de procesamiento empleadas en los alimentos tratados con enzimas

para el caso de las aves pueden ser adaptables a rumiantes.

Como se ha visto es mas dificil obtener respuestas positivas en la
suplementacién enzimatica al ensilado de cebada que en el heno seco
(Beauchemin et al., 1995; Tabla I. 1). La carencia de respuesta en el ensilado de
cebada pudiera ser debida a la especificidad del sustrato, al método de aplicacion
del enzima, al tiempo requerido para que la enzima reaccione con el alimento o al

contenido de humedad del alimento.

Feng et al. (1992 a,b) evaluando la aplicacion de una solucion enzimatica
directamente al pasto, no observaron efectos cuando se afadié al heno fresco o
predesecado, pero si cuando se hizo con el pasto seco, donde la enzima
incrementd las digestibilidades de la MS y la fibra. Cuando se aplicé un nivel bajo
de enzimas fibroliticas en el ensilado de alfalfa antes de la alimentacion, no se
registraron efectos en la digestibilidad de la MS. Sin embargo, cuando el mismo
preparado fue afadido al ensilado después que este habia sido deshidratado, la
digestibilidad de la MS se vié incrementada en un 2.9% (Beauchemin y Rode,
1996).

Treacher et al. (1996) también han reportado que los efectos de la adicion
de enzimas al ensilado de cebada han sido variables. En este estudio un
preparado enzimatico fue rociado diariamente en la porcion de ensilado (60% de
MS) de una racion de ensilado de cebada y cebada grano. La adicién de enzimas

no mejoro la GMD, aunque la MSI aumento en el maximo nivel de adicion.

La aplicacion directa de enzimas en el ambiente ruminal ha tenido una
menor repercusion desde el punto de vista productivo que la aplicacion al

alimento antes de ser suministrado a los animales. Treacher et al. (1996)
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compararon los efectos de rociar el enzima en el forraje con relacién a la infusion
directa en el rumen a través de una canula. Las digestibilidades de la MS vy la fibra
resultaron mayores cuando el preparado fue aplicado al alimento (Tabla I. 3). De
hecho, la adicion directa en el rumen pudo realmente disminuir la digestibilidad de
la MS (Treacher, et al.,1996). Esto implica que al menos para ciertas mezclas
enzimaticas, el uso del producto de manera directa sin haberse previamente
estabilizado en el alimento, tiene altas posibilidades de provocar pocos o

ningunos beneficios.

Tabla I. 3. Digestibilidad de raciones con 45% del alimento tratado con diferentes

dosis de enzimas fibroliticas (MS)(adaptado de Treacher, et al.,1996).

Racion
ltem
Control  Baja Mediana
Digestibilidad FND

Rumen 30.7 34.9 36.9
Tracto digestivo total 38.8° 41.2% 43.6°
Consumo de prot. indegradable en rumen’, % 50.0° 47.7% 39.7°
Sintesis de prot. microbiana, g de nitrégeno/d 290 273 336

N total disponible absorcién en intestino, g/d 636 606 609

&P Medias con letras diferentes en la misma fila difieren ( P < 0.05).
! Proteina pasante.

Aunque la aplicacion de una soluciéon acuosa directamente al alimento
estimula la reaccion de la enzima con el sustrato, la posibilidad de obtener una
respuesta beneficiosa mediante el suministro directo de enzimas no puede ser
concluida o reglamentada totalmente si se tiene en cuenta que algunos estudios
mostraron efectos positivos con el suministro directamente en el suplemento
(Burroughs et al., 1960).
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Sin embargo, segun la mayoria de las experiencias hasta ahora publicadas,
la cantidad de producto (y su coste) es significativamente mayor cuando el uso de
un preparado enzimatico seco se compara con su solucion acuosa antes del

suministro a los animales.

Como ha sido comentado, las investigaciones sobre los efectos de las
enzimas en las raciones de rumiantes han registrado resultados tanto positivos
como negativos desde la década de los '60. Existen, sin embargo, algunos
estudios recientes que demuestran los efectos positivos de la suplementacién con
enzimas al ganado vacuno en estados fisioldgicos de crecimiento y lactacidon
(Krause et al., 1998; Rode et al., 1999; Yang et al., 1999).

Stokes y Zheng (1995) observaron mejoras del valor nutritivo en una dieta
mezclada a base de heno de alfalfa y ensilaje de alfalfa y trigo tratados con un
preparado de enzimas fibroliticas. EI consumo de materia seca se increment6 en

un 10.7%, mientras la produccion de leche lo hizo en un 14.8%.

Lewis et al. (1995) también observaron efectos positivos al incluir enzimas
en este tipo de raciones. Las vacas suplementadas con enzimas produjeron 1.3
kg/d mas de leche que las del tratamiento control. Al mismo tiempo, el consumo

de alimento aumento a niveles de 2 kg/d.

En raciones con heno de alfalfa Beauchemin y Rode (1996) han obtenido
resultados positivos. En ese estudio la suplementacidén con enzimas resulté en un
incremento del 13% de la GMD en vacunos de engorde sin cambios significativos
en el consumo de MS. Cuando se incorpord actividad celulasa ademas de la
xilanasa al mismo preparado enzimatico, se elevo la GMD y el consumo de MS

so6lo al menor nivel de inclusion.

Con una preparacion enzimatica similar se elevo el valor nutritivo de las
raciones cuando el preparado enzimatico fue rociado en el ensilado justo antes de

suministrarselo a los animales, necesitandose en este caso altos niveles de
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enzima para poder lograr una convincente relacién dosis-respuesta que provocara

los valores de GMD y consumo de MS observados (Tabla I. 4).

Tabla I. 4. Efectos de la suplementacién con enzimas fibroliticas al ensilado de

maiz en ganado vacuno (adaptado de Beauchemin y Rode, 1996).

Nivel de enzima (x1)

0 15x 22.5x 30x
GMD, kg/d 1.06 1.07 1.12 1.23
% del Control 100 101 106 116
MSI, kg/d 6.6 6.3 6.3 6.2
% del Control 100 95 95 94
Conversion, kg
MSI/kg 6.22 5.88 5.63 5.05
% del Control 100 95 91 81

Sanchez et al. (1996) presentaron datos menos convincentes sobre la
relacion dosis-respuesta en una experiencia en la que se suplementé al ganado
vacuno lechero con tres niveles de mezcla enzimatica afadida a una racion de
heno de alfalfa. Estos autores comprobaron que el nivel intermedio de adicion de

enzima fue mas efectivo que el mayor nivel empleado (Tabla I. 5).

Tabla I. 5. Comportamiento de vacas alimentadas con forraje tratado con

diferentes niveles de enzima (adaptado de Sanchez et al., 1996)

Enzima
Sin tratar 1.25 l/ton 2.5 l/ton 5 I/ton
MSI, kg/d 24.3° 26.2° 26.1° 26.6°
Leche
corregida, kg/d 41.12 42.12 48.1° 41.9
Condicioén
Corporal, 1-5 2.6° 3.0° 2.6° 3.0°

*Valores con letras diferentes difieren a P<0.05.
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Sorprendentemente en este estudio se obtuvo, en los animales
suplementados con mayor proporcidon de enzima, una disminuciéon de la
produccion de leche corregida por grasa a niveles similares a los del tratamiento
control, al tiempo que se elevaba el consumo de MS. Los autores sugieren un
fraccionamiento de la energia hacia la mejora de la condicién corporal al mayor
nivel de adicion de enzima, pero el mecanismo por el cual posiblemente esto

ocurre se desconoce hasta el momento.

Beauchemin et al (2000) destacaron que los efectos de la suplementacion
con enzimas resultaron mas relevantes cuando las vacas se encontraban en
balance energético negativo. Esto ha consituido una hipétesis practicamente
constante en la mayoria de los trabajos de estos autores, cuestionandose
asimismo el mecanismo mediante el cual la suplementacion estimulé el consumo
y sin embargo so6lo mejoro los parametros de digestibilidad en el nivel mas bajo de

inclusion.

Las deficiencias en el balance energético de los animales se han visto
atenuadas con la adicién de enzimas fibroliticas a la racion (Rode et al., 1999;
Yang et al.,, 2000). Estos autores no reportan efectos sobre el consumo y los
resultados en digestibilidad difirieron en raciones similares probadas en vacas
lecheras o en corderos, probablemente por un efecto de la especie animal y sus
diferencias en la fisiologia digestiva. La digestibilidad obtenida en vacas manifesté
una significativa mejora con el tratamiento enzimatico, siendo la principal causa

de una mayor produccion de leche.

Tal como ha ocurrido en los estudios con enzimas exdgenas en raciones
forrajeras, los experimentos con raciones a base de cereales han resultado poco
menos que contradictorios. Beauchemin y Rode (1996) encontraron que la
cebada tuvo mayores niveles de fibra y menores niveles de almidén al
compararse con el maiz. Asi, los preparados enzimaticos con alta actividad
xilanasa y celulasa pudieran mejorar significativamente la calidad nutritiva de la

cebada al compararse con el maiz.
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Este estudio de Beauchemin y Rode (1996) resulta de interés debido
fundamentalmente a que resalta algunos de los problemas con los que se
enfrenta el experimentador cuando estudia los efectos de las enzimas.
Primeramente, se advierte que aunque la cebada contiene altos niveles de xilanos
hay también altos niveles de R-glucanos que contribuyen significativamente a la
fraccion fibrosa. De hecho, es este componente de la cebada lo que ha
demostrado ser uno de los principales responsables de su pobre valor nutritivo
para aves. El polisacarido [3-glucano ha sido por ello el objetivo de las enzimas [3-
glucanasa en las raciones para aves con gran éxito comercial (Annison, 1993).
Las xilanasas, por su parte, son mucho menos potentes contra la cebada y son
inefectivas en el caso del maiz, el cual contiene bajos niveles de ambos tipos de
polisacaridos. En segundo lugar, raras veces los granos de cereales contienen
apreciables cantidades de celulosa por lo que no se debe esperar un gran efecto

de enzimas celulasas en estas raciones.

Como se ha indicado en todo lo antes expuesto, la gran mayoria de los
resultados, tendencias y conceptos en la tematica de la suplementacion con
enzimas fibroliticas han sido obtenidos en trabajos desarrollados con ganado
vacuno. Poco hay publicado con enzimas en ovinos y, nada que se conozca hasta
el momento, en el caso de las cabras. El presente trabajo busca contribuir de
alguna manera al estudio de los efectos de las enzimas fibroliticas en la especie
caprina, con la evaluacion de una mezcla comercial enzimatica de reconocida

actividad sobre los compuestos de la pared celular.

I. 8. Objetivos

El objetivo general de este trabajo ha sido evaluar los efectos del uso de
enzimas fibroliticas (Promote®) sobre el consumo de alimentos, la digestibilidad y
el comportamiento de cabras lecheras Murciano-Granadina a mediados de la
lactacion. En sintesis, se trata de comprobar cdmo responden las cabras ante la
suplementacién con enzimas fibroliticas mediante el analisis de algunos de los
principales indicadores productivos y la discusion de los resultados con lo

publicado en la literatura.
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El cumplimiento del objetivo general se ha logrado mediante el desarrollo de

los siguientes objetivos especificos:

» Conocer los efectos de la suplementacion con Promote® sobre la produccion
y composicion de la leche y los cambios en peso vivo y condicion corporal de

las cabras a mediados de lactacion.

> Determinar los efectos de la suplementacion con Promote® sobre los
indicadores de consumo Yy la digestibilidad del alimento en el tracto digestivo
relacionandolo con la respuesta productiva.

» Estudiar los niveles de degradabilidad de la MS, la FND y el potencial de

produccion de gas como resultado de la suplementacion.
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ll. MATERIALES Y METODOS

El experimento fue desarrollado en la Granja Experimental del S1GCE
(Servei de Granges i Camps Experimentals) de la Facultad Veterinaria, Universitat
Autonoma de Barcelona (UAB), Bellaterra, desde enero hasta mayo del afio 2001.
Los procedimientos experimentales fueron en todos los casos aprobados por el
Comité de Etica en Experimentacion Humana y Animal de la UAB (Referencia:
CEEAH: 01/330).

II. 1. Animales y tratamientos

Se utilizaron un total de veinticuatro cabras Murciano-Granadina a mediados
de lactacién (semanas 13 a 26) distribuidas en dos lotes equilibrados o
tratamientos (12 cabras por grupo), teniendo en cuenta sus niveles de produccién

de leche, peso vivo, condicidén corporal y numero de lactacion.

Las cabras recibieron una racién “unifeed” ad libitum compuesta por 65%
de forraje (mezcla deshidratada de 50% alfalfa y 50% maiz-planta entera) y 35%
de concentrado (Tabla Il. 1). La enzima (Promote®, Agribrands International, St
Louis, MI) fue afiadida durante el proceso de fabricacién al concentrado, estando
en correspondencia con los tratamientos: Control (Control sin enzima) y Enzima
(Promote®, incluido en una proporcion del 0.47% de la materia seca del
concentrado). La composicion quimica de la racion y el valor nutritivo de los

alimentos usados en el “unifeed” aparecen resumidos en la tabla Il. 2.
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Tabla Il. 1.Composicion en ingredientes de las raciones experimentales.

Ingredientes, % del alimento Mezcla forrajera Concentrado
Maiz-planta entera deshidratada 50.0 -
Heno de alfalfa deshidratada 50.0 -
Harina de alfalfa peletizada - 31.9
Harina de cebada - 11.5
Maiz molido - 11.7
Harina de soja-44 - 20.9
Harina de semilla girasol-completa - 22.3
CaCos - 1.0
Mezcla mineral-vitamina' - 0.3
Rovimix E-50 SD? - 0.01
Bioplex Zn® - 0.02

' Mezcla mineral-vitamina fue suministrada por Agribrands Europe, Barcelona, Espafia. La
preparacion contenia 10.5% Ca, 20.0 g/kg Mn, 17.5 g/kg Fe, 15.0 g/kg Zn, 250 mg/kg I, 100 mg/kg
Se, 50 mg/kg Co, 3600 klU/kg of vitamin A, 700 kIU of vitamin D3, 22000 1U/kg of vitamin E.

% Hoffmann-La Roche Ltd. Vitamins and Fine Chemicals Division (Basel, Switzerland). Contenia
50% acetato DL-a-tocopheryl.

® Alltech Ireland Ltd. (Dunboyne, Co. Meath, Ireland). Contenia 10% Zn.
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Tabla Il. 2. Composicidén quimica y valor nutritivo de los alimentos usados en las

raciones experimentales.

Item Mezcla Concentrados Racién Total
forrajera Control Enzima' Control Enzima

Contenido MS, % 92.66 90.79 90.83 92.01 92.02

Composicion, % MS
MO 91.5 90.4 90.2 91.1 91.0
PB 11.19 23.76 24.59 15.59 15.88
FB 30.9 18.8 16.3 26.7 25.8
FND 51.5 27.5 27.4 43.1 43.1
FAD 30.3 16.8 17.6 25.6 25.9
NE., Mcal por kg MS? 1.36 1.51 1.51 1.41 1.41
Ca, ¢ 13.8 11.3 11.3 12.9 12.9
P, g 3.0 5.0 5.0 3.7 3.7

Mezcla enzima fibrolitico (Promote®, Promote Technologies Group, Agribrands,
Minnetonka, MN) aplicada por aspersion al concentrado al 0.47% de la MS.
?Estimado a partir de las tables del INRA (1989).

El disefio experimental fue un “cross-over” simple con dos periodos de
medicion de 50 dias cada uno, asi como un periodo de adaptacion y otro de

“‘washing-out” para el cambio de racion de 14 dias, respectivamente.

Il. 2. Consumo de alimento

La racién fue ofrecida una vez al dia después del ordefio (10:00 h) al 130%
del consumo voluntario del dia anterior (en base materia seca). Las muestras de
concentrado, forraje deshidratado y rechazos fueron tomadas diariamente vy
posteriormente molidas a través de un tamiz de 1-mm de diametro en un molino
de acero inoxidable y homogeneizadas para su posterior analisis de MS, MO, FB,
FND, FAD, y PB (apartado II. 7).
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El consumo de materia seca individual (MSI) fue calculado diariamente

como la diferencia entre la cantidad de materia seca ofrecida y la rechazada.

[I. 3 Producciéon y composicion de leche

Las cabras se ordenaron una vez al dia (09:00 h) en una sala de ordefio tipo
“Casse” de 24 plazas (doce unidades de ordefo) en linea baja (Westfalia Surge
Iberica, Granollers, Barcelona). Las caracteristicas de funcionamiento de la
maquina de ordefo fueron: vacio de 42 kPa, ritmo de pulsacion de 90 ppm y una

relacion de pulsacion de 60:40.

La produccion de leche fue controlada individualmente una vez por semana
a las 09:00 h durante todo el periodo experimental. Las muestras para el analisis
quimico de la leche fueron obtenidas quincenalmente y conservadas con

dicromato potasico (0.03%) y analizadas el mismo dia.

La determinacion del contenido en grasa, proteina bruta, proteina
verdadera, solidos totales y caseina se realiz6 mediante un equipo de
espectroscopia de reflectancia en el infgrarrojo cercano (NIRS; InfraAlyzer 450,
Bran+Luebbe). Las lecturas se hicieron por duplicado, utilizando capsula de
aluminio con un paso 6ptico de 0.3 mm, siguiendo la metodologia descrita por

Albanell et al (1999) para leche de oveja.

II.4. Peso vivo y condicion corporal

A partir de la semana 15 de lactacion, las cabras fueron pesadas
semanalmente y la condicién corporal (CC) fue estimada también semanalmente

en un rango entre 1 y 5 segun la metodologia indicada por Hervieu et al. (1991).

[1.5. Digestibilidad

Al finalizar la experiencia en lactacion, ocho cabras (cuatro por tratamiento)
fueron seleccionadas para determinar, desde la semana 27 de lactacion hasta la
30, la digestibilidad in vivo de las raciones. Las cabras fueron alojadas

individualmente en jaulas de metabolismo.
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La duracion de la experiencia fue de 3 semanas incluyendo 2 semanas para
la adaptacion a las jaulas y a las raciones y 1 semana para la colecta total de
heces. Las raciones fueron suministradas ad libitum (130%) como “unifeed”, de
manera similar a la experiencia de lactacion, y fueron ofrecidas individualmente a
las 09:00 h. La disponibilidad de agua fresca y abundante fue constante. Durante
la semana de mediciones, la cantidad de alimento ofrecido y rechazado fue
registrada diariamente para determinar la MSI. Cada racion fue muestreada

diariamente y homogeneizada para cada animal.

La digestibilidad de los nutrientes fue medida mediante la técnica de colecta
total de heces. Las heces fueron recolectadas y pesadas diariamente durante la
semana de medicion donde. Al finalizar ésta, se mezclaron y se retuvo un 10% del

peso total de heces recolectadas.

Las muestras de alimento, rechazo y heces fueron molidas a un tamano de
particula de 1 mm para su posterior analisis de MS, MO, PB, FB, FND, FAD
(apartado Il. 7).

En esta fase experimental se calculo el balance energético para cada cabra
y tratamiento. La energia requerida para mantenimiento fue calculada a partir del
procedimiento descrito por Aguilera et al. (1990) en cabras lecheras de la raza
Murciano-Granadina en lactacion. La cantidad de energia requerida para la
produccion de leche fue estimada mediante la multiplicacion del volumen de
produccion de leche corregida al 4% de grasa x 0.745 (Mcal/kg), interpretandose
este ultimo valor como la densidad energética esperada de cada kg de leche
corregida. El consumo de energia se asumié como el resultado de la cantidad de
materia seca ingerida (MSI) por sus contenidos energéticos estimados a partir de
las tablas del INRA (1989).

La eficiencia de utilizacion de la energia para la produccién de leche fue
calculada como la proporcion de energia consumida que era destinada para los
propoésitos de mantenimiento y produccion de leche. La retencidn energética se
estimo a partir de la multiplicacién de los valores de cambio en peso corporal x

0.91 segun lo indicado por Aguilera et al. (1990).
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Il. 6. Degradabilidad y produccién de gas in vitro

El patrén de fermentacion microbiana de las raciones fue estudiado con la
medicion de gas producido durante la incubacion in vitro de las muestras,
siguiendo la técnica de Theodorou et al (1994). Las muestras de la racion total
para cada experimento fueron mezcladas en la misma proporcion que las
raciones suministradas en los experimentos de lactacion y digestibilidad in vivo, y

molidas a tamafo de particula de 1 mm.

Se evaluaron series de fermentacion, con botellas selladas por duplicado de
aproximadamente 800 mg de cada sustrato en cada serie. Se incluyeron ademas

como blanco, botellas duplicadas de la solucidén de incubacion pero sin sustrato.

Dos cabras de seleccién negativa del rebafio, que formaron parte en el
experimento de lactacion fueron sacrificadas y usadas como donantes de liquido
ruminal para el estudio de fermentacion in vitro. Las cabras fueron adaptadas a la
racion “unifeed” (1 cabra por tratamiento) y sacrificadas antes del suministro de
alimentos (07:30). El contenido ruminal de los dos animales fue extraido en su
totalidad, filtrado con una tela de malla fina y tomadas cantidades iguales para su
posterior uso como solucion inéculo a una proporcion 1:9 con la solucién buffer.
Las botellas fueron incubadas a 39 °C, y la presién de gas producida en cada
botella fue registrada mediante un manémetro HD8804 con una aguja de presion
TP 804 (DELTA OHM) después de 2, 4, 8, 20, 24, 32 y 48 horas de incubacion.
Las lecturas fueron convertidas a volumen con el empleo de una regresion lineal
de la presién medida en el mismo tipo de botella con volumenes de aire conocidos
El volumen de gas para cada tiempo de incubacién fue expresado por unidad de
materia seca incubada. Los residuos de la incubacion fueron recogidos y

analizados sus contenidos de MS y FND.
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Il. 7. Andlisis de muestras

Todos las muestras procesadas en el laboratorio, fueron analizadas por

duplicado.
Materia Seca

El contenido en materia seca (MS) de las muestras fue determinado

mediante secado a 105 °C en estufa de ventilacién forzada durante 24 h.
Materia Organica

La materia organica (MO) fue determinada mediante la incineracién total de
las muestras utilizadas para la determinacion de la materia seca en un horno
mufla a 550 °C durante 4 h de acuerdo con los métodos de AOAC (1990).

Proteina Bruta

Los contenidos de proteina bruta (PB) fueron mediante la determinacién del
nitrégeno total por el método de Kjehdahl (1883), y corrigiéndose el resultado por
el factor 6.25.

La digestion se llevé a cabo en un digestor “Digestion System 20, 1015
Digester” (Tecator) y la destilacion y valoracion de las muestras digeridas se
realizd en un aparato de destilacion-valoracion automatica “Kjeltec Auto 1030

Analyzer” (Tecator).
Fibra Bruta

La determinacién de fibra bruta (FB) se realizé mediante hidrdlisis sucesivas
(una acida y otra alcalina), de las muestras segun el método Weende de
Henneberg y Stohmann (1860), modificado por el AOAC (1990). Para ello se
utilizd un aparato incubador ANKOM?® Fiber Analyser (ANKOM Technology,
Fainport, NY).

Fibra Neutro y Acido Detergente

Para las determinaciones de la fibra neutro detergente (FND) y la fibra acido
detergente (FAD) se procedié de acuerdo con los métodos de Van Soest et al.
(1991).
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El analisis se realizd de forma secuencial utilizando un incubador ANKOM?%
Fiber Analyser (ANKOM Technology, Fainport, NY).

Il. 8. Andlisis estadistico

En la experiencia de lactacién, se calcularon las medias individuales por
cabra para cada periodo y para todas las variables, incluyendo el consumo de
alimentos, la produccién y composicién de leche, y las variaciones en peso vivo y
condicion corporal. Los datos fueron analizados usando el procedimiento
PROCMIXED con medidas repetidas de SAS (1996) teniendo en cuenta en el

modelo los efectos del animal, el periodo y el tratamiento:
Yi = p+ T+ P+ Cy + g

donde:

Y =observaciones para las variables dependientes,
u = media de todas las observaciones,

T = efecto del tratamiento, (i = 1, 2),

P; = efecto del periodo, (j = 1, 2),

Ck = efecto del animal, (k =1, 2, 3...24),

y

gij = error residual.

Los datos de digestibilidad in vivo fueron analizados mediante el
procedimiento GLM de SAS (1996) mientras la degradabilidad in vitro y la
produccion de gas fueron analizados de la misma manera por GLM pero con
medidas repetidas (SAS, 1996). Las diferencias fueron probadas usando la opcion
PDIFF de SAS y declaradas significativas a P< 0.05; las tendencias fueron
discutidas a P < 0.15.



Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

I11.2. Consumo

La tabla 1ll.1 presenta los valores obtenidos para el consumo de materia seca
por tratamiento a lo largo de todo el experimento de lactacion el cual resultdé elevado

para ambos grupos experimentales (4.8 % del peso vivo).

Como se puede observar, este parametro no fue afectado por la
suplementacion enzimatica (P=0.327), encontrandose resultados de 2.00 y 2.04 kg
de materia seca ingerida por cabra y dia como promedio para el tratamiento
suplementado con enzimas y el control, respectivamente, lo que al mismo tiempo
representd un 4.7 y 4.9% de ingestion (P=0.294) con relacién al peso corporal

promedio para cada grupo experimental.

Estos valores son considerados normales para la raza Murciano-Granadina
bajo las condiciones de explotacidn en que se desarroll6 la experiencia y las
caracteristicas de las raciones que recibieron, coincidiendo con los valores predichos
por Morand-Fehr y Sauvant (1989) y con los resultados obtenidos en otros trabajos
en condiciones similares con la misma raza a mediados de lactacion y que han sido
obtenidos por Peris et al. (1996) y Salama et al. (2002); no obstante, sorprendio la
tendencia general mostrada en cuanto a la ligera depresion paulatina de los niveles
de consumo voluntario en la misma medida en que avanzaba la experiencia, lo cual
pudiera estar relacionado con la fase de lactacion en que se encontraban las cabras
(de mediados hacia finales) y la consiguiente disminucidn de los requerimientos
nutricionales; esta tendencia, asi como la semejanza de los valores para ambos

tratamientos, se mantuvo constante a través de toda la experiencia (Figura Ill. 1).

Nuestros resultados estan de acuerdo con los publicados por otros autores en
estudios donde se afadieron diferentes dosis de preparados enzimaticos similares
con alta actividad celulasa y xilanasa tanto a la racion mixta total, como al forraje o al

concentrado, y donde no se han observado diferencias en el consumo de materia



seca en toros de engorde (Feng et al., 1996), novillas (Hristov et al., 2000) o vacas
lecheras (Rode et al., 1999; Yang et al., 1999; Kung et al., 2000; Yang et al., 2000).

Por el contrario, otros autores (Rode et al.,1999; Beauchemin et al., 2000)han
reportado efectos positivos con la suplementacién de enzimas fibroliticas exégenas
sobre el comportamiento de este indicador, sugiriendo que algunas mezclas de este
tipo son capaces de incrementar el consumo voluntario de vacas lecheras, pero
acotando que esta mejora en el consumo generalmente solo repercute en una mayor
produccion de leche en vacas en estadio temprano de lactacion debido
fundamentalmente al balance energético negativo que presentan los animales en
esta fase ; en otros estudios se ha observado también un incremento en el consumo
de alimento en ganado vacuno de engorde (Burroughs et al., 1960; Beauchemin et
al., 1995).

Tabla lll. 1. Efectos de la suplementacién con enzimas sobre el consumo de materia

seca (MSI) de cabras en lactacion.

MSI Control Enzima ES Efecto (P<)

kg/d 2.04 2.00 0.04 0.327

% de PV 4.9 4.7 0.1 0.294




Figura Ill. 1. Consumo de materia seca de cabras en lactacion suplementadas o no

con enzimas exogenas. Cada punto representa la media de 12 observaciones

(Control, oy o; y, Enzima, my )(ES = 0.041).
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[ll. 2. Produccién y composicion de leche

Las producciones de leche real o corregida al 4% de grasa en cabras
suplementadas con el complejo enzimatico no resultaron estadisticamente diferentes
a la de las cabras del tratamiento control (Tabla Ill. 2) (Figura Ill. 2). Aunque fueron
ligeramente inferiores a los reportados por Salama et al. (2002) para la misma fase
de lactacion mantuvieron una alta persistencia (96.5 %). De esta forma, el aumento
de la digestibilidad en MS y MO como producto de la adicién de enzimas fibroliticas
al concentrado (Tabla Ill. 4) no se tradujo en un incremento de los niveles de

produccion de leche.



Tabla Ill. 2. Efectos de la suplementacion con enzimas sobre la produccion y

composicién de la leche de las cabras a mediados de lactacion.

ltem Control Enzima ES Efecto (P<)

Producciéon de leche, I/d

Real 1.51 1.53 0.04 0.289
4% Corregida’ 1.78 1.80 0.04 0.542
Composiciéon de laleche, %
Solidos Totales 13.99 13.76 0.21 0.390
Grasa 5.34 5.16 0.15 0.620
Proteina bruta 3.77 3.73 0.10 0.344
Proteina verdadera 3.54 3.53 0.11 0.387
Caseina 2.87 2.81 0.12 0.089
Produccion comp. leche, g/d
Grasa 80.6 79.2 0.1 0.623
Proteina bruta 67.1 67.2 0.1 0.584
Proteina verdadera 51.7 52.1 0.1 0.095
Caseina 44.0 43.0 0.1 0.676
Leche corr./MSI 0.87 0.90 0.02 0.207

" Estimado de acuerdo a la ecuacion de Gaines: kg de 4% Leche Corr. = [0.4 + 0.15 x (% grasa)] x kg
leche.

Resultados similares han sido publicados por Beauchemin et al. (1999, 2000)
quienes no observaron los efectos esperados por las enzimas sobre los valores de
produccion de leche total y corregida a grasa o sélidos totales en vacas, lograndose
un aumento de la concentracion de proteina pero no en el rendimiento de esta en el
producto total. De esta manera argumentan también que los incrementos en
consumo de energia digestible no se tradujeron en una mejora de los rendimientos
productivos, relacionandolos al mismo tiempo con el balance energético positivo en
que se encontraban las vacas durante la experiencia, por o que sugieren un mayor

efecto en los casos de balance energético negativo.



En cambio, otras investigaciones llevadas a cabo también en vacunos (Rode et
al., 1999; Kung et al., 2000; Yang et al., 2000) mostraron que la aplicacion de un
preparado enzimatico ya sea a la racion integral “unifeed”, al forraje o al
concentrado, producido un aumento significativo de la produccién de leche (6-10%)
sin mejorar el porcentaje de los componentes de la leche, lo cual por lo general
atribuyen a que el significativo aumento en la produccion no se ve acompanado por
un aumento en los valores de MSI, resultando en inadecuados consumos de algunos
nutrientes limitantes de la sintesis de los compuestos que conforman la leche (Rode
et al., 1999).

Figura lll. 2. Produccion de leche (real, — ; 4% ECM ----- ) de cabras en lactacion
suplementadas o no con enzimas exogenas. Cada punto representa el promedio de
12 observaciones (Control, o y o; y, Enzima, m y e)(ES = 0.04 para real 6 4%

corregida).
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La composiciéon de la leche no difirid (P < 0.05) entre los tratamientos
experimentales (Tabla Ill. 2) y los valores fueron ligeramente superiores a los
obtenidos por Salama et al. (2002). No obstante, la concentracion de caseina fue
mayor y presentd una tendencia a disminuir con la adicion del Promote®. Sin

embargo, aunque no se encontraron diferencias significativas, los contenidos en



grasa observados en las cabras con racion suplementada con enzimas resultaron

numeéricamente menores con relacion a los del tratamiento control.

Rode et al. (1999) argumentaron en este sentido que el incremento en la
digestion de la fibra que conllevaria el uso de enzimas de este tipo, es capaz de
presuponer una reduccion en el contenido efectivo de FND en la racion, lo cual
podria redundar en la necesidad de una mayor concentracion de los elementos de la
pared celular en el alimento para poder mantener altos contenidos de grasa en la

leche en tales circunstancias.

[ll. 3. Cambios en peso vivo y condicion corporal

Los cambios en peso vivo y condicion corporal (Tabla Ill. 3) tendieron a
manifestarse favorables para el grupo experimental que recibié la suplementacion
con Promote® durante la lactacién (P= 0.092 y 0.136, respectivamente), y los efectos

fueron mas evidentes en la segunda mitad del experimento (Figura Ill. 3).

Tabla Ill. 3. Efectos de la suplementacion con enzimas sobre los cambios en peso

vivo (PV) y condicion corporal (CC) de cabras en lactacion.

ltem Control Enzima ES Efecto (P<)
PV, kg
Inicial 41.6 41.7 1.4 0.480
Final 41.5 43.6 1.7 0.068
Variacion —-0.1 1.9 0.4 0.092
CC, (1to 5)"
Inicial 2.34 2.41 0.04 0.125
Final 2.43 2.60 0.12 0.089
Variacion 0.09 0.19 0.06 0.136

"De acuerdo a Hervieu et al. (1991).



Estos resultados coinciden también con los obtenidos en otros estudios por
Burroughs et al. (1960) y Beauchemin et al. (1995) en los cuales aumento el ritmo de
crecimiento de machos vacunos cuando se aplicaron complejos enzimaticos
exdgenos al forraje seco, como consecuencia, segun los autores, de un incremento
en la digestibilidad del forraje sobre todo en el primer compartimento del tracto

digestivo aunque no obligatoriamente en todo el trayecto.

La tendencia evidenciada a mejorar la condicion corporal de las cabras pudiera
estar relacionada con los mejores valores de digestibilidad de la MS y la MO
obtenidos para el tratamiento suplementado (Tabla Ill. 4), asumiendo una posible
estimulacién de la produccion de acido propionico a partir de una presumible mejora
en la digestion de los almidones del concentrado como consecuencia de un mejor
acceso de los microorganismos ruminales al contenido celular, y la potenciacién de
los mecanismos de gluconeogénesis y almacenamiento de reservas corporales que
ello conlleva; este argumento queda en el plano de la especulacién al no
considerarse como variables de respuesta en nuestra experiencia la digestibilidad de

los almidones o la proporcién molar de AGV.

En ese sentido, Rode et al. (1999) evaluando el mismo producto (Promote®)
aplicado al concentrado, argumentaron que el incremento en la proporcién de acido
propionico ruminal y glucosa como resultado de la estimulaciéon de la digestion
postruminal, podrian haber estimulado la secrecion de insulina con el efecto indirecto
de depresion de la sintesis de grasa en la leche como consecuencia del aumento de
la lipogénesis en los tejidos adiposos. Estos argumentos estan en consonancia con
los valores de grasa numéricamente mas bajos obtenidos en nuestra experiencia
(Tabla Ill. 2).



Figura lll. 3. Cambios en peso vivo y condicion corporal de cabras en lactacion
suplementadas o no con enzimas fibroliticas exdgenas. (Control, oy o; y, Enzima, m

y ®; Peso vivo: SE = 0.4; Condicién corporal: SE = 0.06).
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[11.4. Digestibilidad
La tabla Ill. 4 expone los resultados obtenidos en la experiencia de

digestibilidad in vivo desarrollado al final de la experiencia de lactacién.

Las cabras en este experimento manifestaron producciones de leche y
consumos de materia seca similares a las obtenidas en condiciones ad libitum
establecidas en el disefio experimental. Aunque no existieron diferencias en los
niveles de MSI entre los tratamientos, las cabras suplementadas con enzimas a
presentaron valores mas bajos (P< 0.05) cuando se expresaron respecto al peso
vivo o al peso metabdlico (Tabla Ill. 4). Esto se considera una consecuencia de las
diferencias en peso vivo producidas durante el experimento de lactacion como ha

sido anteriormente mencionado.

Las cabras del tratamiento suplementado con enzimas fueron

aproximadamente 4 kg mas pesadas que las del tratamiento control, por lo que de



acuerdo a las predicciones del consumo realizadas para la especie por Morand-Fehr
y Sauvant (1989), se esperaba que este grupo consumiera como promedio una

cantidad diaria de 40 g de materia seca (2.2 g/d/PV kg®"

) por encima del grupo
control, lo cual no ocurri6 de esa manera sino que, por el contrario, las cabras que
no se suplementaron consumieron 12 g/d mas (10%) de materia seca con relacion a
su peso metabdlico que las del tratamiento con enzimas, por lo que se considera
que la suplementacién enzimatica produjo un efecto negativo sobre la MSI al final de
la lactacién. Esta conclusion se corresponde con la tendencia manifestada en el

consumo de materia seca en el experimento de lactacion.

Al contrario del comportamiento manifestado en los consumos de materia seca,
los valores en los indicadores de digestibilidades de la MS y la MO en el tracto
digestivo si resultaron significativamente diferentes (o tendientes a ello) entre los
tratamientos (P = 0.014 y 0.066, respectivamente), indicando mayores porcentajes
para el tratamiento Enzima (MS: 71.89% y MO: 72.88%) con respecto al Control
(MS: 68.89% y MO: 70.37%) (Tabla lll. 4). En cambio, las digestibilidades de la PB,
FB, FND y FAD no fueron significativamente afectadas (P>0.05) por Ila

suplementacion enzimatica.



Tabla Ill. 4. Digestibilidad de los nutrientes en cabras lecheras suplementadas o no

con enzimas.

ltem Control Enzima ES Efecto (P<)
MSI
kgMS 2177 2.130 0.106 0.774
gMS/kgPV 49.90 44.84 1.08 0.016
gMS/kgPV 075 128 118 3 0.042
Produccién de leche, I/d
Real 1.41 1.35 0.12 0.726
Digestibilidad, %
MS 68.89 71.89 0.81 0.014
MO 70.37 72.88 0.87 0.066
PB 59.59 63.03 2.20 0.278
FB 41.89 35.09 4.32 0.281
FND 52.59 55.26 1.51 0.248
FAD 46.35 50.46 1.98 0.186

Hasta el momento permanece oscuro el mecanismo por el cual el grupo
experimental que recibid el preparado de enzimas fibroliticas tendié a aumentar los
parametros de digestibilidad de la materia seca y organica, sin afectar
significativamente este indicador para los componentes de la pared celular de la

racion (objetivo principal del empleo de este tipo de aditivos).

La mayor digestibilidad de MS obtenida en nuestro estudio no afecté el
consumo de MS de las cabras tanto en el experimento de lactacion como en el de
digestibilidad, posiblemente como consecuencia de la denominada “teoria del hotel”
de Van Soest discutida por Beauchemin et al. (2000). De acuerdo con esta teoria las
enzimas hidrolizarian el contenido celular y los materiales solubles sin alterar la
estructura de la pared celular y, por tanto, sin representar un cambio en el efecto de

llenado ruminal.



En una serie de estudios se mostraron incrementos de las digestibilidades de
la MS y la MO en el rango entre 3 y 12% en ganado vacuno lechero (Beauchemin et
al., 1999; Rode et al.,, 1999; Yang et al.,, 1999). No obstante, en esos mismos
trabajos no se observaron diferencias en la digestibilidad ruminal de la MO (aparente
y corregida) y la MO entrante en el intestino (Beauchemin et al., 1999; Yang et al.,
1999).

Beauchemin et al. (2000) observaron, en un experimento con vacas lecheras a
inicios de lactacion, una respuesta cuadratica de la adicién de los enzimas sobre la
digestibilidad de la MS y la MO, observandose los mejores valores con los niveles de

aplicacion mas bajos.

Por el contrario, otros autores como Judkins et al. (1987), en corderos, y
Burroughs et al. (1960) y Krause et al. (1998) en ganado vacuno de ceba, no han
encontrado efectos significativos por la adicion de enzimas fibroliticas sobre las
digestibilidades de la MS y la MO.

En este sentido, Yang et al. (2000), tratando de confirmar la mejora de
digestibilidad obtenida en vacas encontraron resultados contradictorios al no
observar diferencias en dos experimentos de este tipo desarrollados con ovejas de la
raza Dorset, para lo cual especularon que al parecer la especie ovina responde de
manera diferente a la suplementaciéon enzimatica con relacion a la vacuna
aparentemente debido a que en vacas lecheras muchos alimentos potencialmente
digestibles escapan de la digestién a causa del limitado tiempo de retencién y el bajo

pH ruminal que estos animales presentan.

McAllister et al. (1999) reportaron por su parte que el tratamiento del ensilado
de alfalfa con un producto enzimatico similar al empleado en este estudio mejoro la
ganancia de peso diaria y la eficiencia de utilizacion del alimento en ganado vacuno
de carne, pero no representd un incremento de la digestibilidad de los nutrientes en
ovinos utilizados para evaluar la misma dieta en jaulas de metabolismo. Sin
embargo, otros estudios con ganado vacuno han reportado un incremento
significativo en la digestibilidad de la racion (Beauchemin et al., 1995; Beauchemin et
al., 1999; Feng et al., 1996; Krause et al., 1998; Yang et al., 1999).



De acuerdo con nuestros resultados, Burroughs et al. (1960) y Hristov et al.
(2000) en ganado vacuno de ceba y novillas, respectivamente, no encontraron
efectos de la suplementacion enzimatica sobre la digestibilidad de la pared celular
de la racion. Por otra parte, Judkins et al. (1987) no observaron diferencias en
raciones para corderos que contenian un 25% de granos suplementados con dos
dosis de un preparado enzimatico pero cuando los granos se redujeron al 10% de
inclusion, la digestibilidad de la pared celular fue mayor para las dosis enzimaticas
mas altas. Yang et al. (2000) también reportan no haber encontrado diferencias en

las digestibilidades de la FAD y FND en corderos en crecimiento.

Otros estudios han encontrado incrementos significativos en las
digestibilidades de la FND y la FAD con mezclas enzimaticas similares a la
empleada en nuestro estudio. Beauchemin et al. (1999) y Rode et al. (1999) en
estudios con vacas lecheras a inicios de lactacién observaron diferencias a favor de
las suplementadas con enzimas fibroliticas en el orden de 5 a 20% de incremento

con relacion al control para la FND y de 9.5 a 32% para la FAD.

Los niveles de inclusion de la enzima en la racién en vacas lecheras han
mostrado un efecto cuadratico sobre estas mismas digestibilidades (Beauchemin et
al., 1995, 2000; Yang et al., 1999) concluyéndose en muchos casos la conveniencia

de usar dosis no tan elevadas.

La suplementacion con enzimas también ha mejorado las digestibilidades de
FND y FAD en toros de ceba alimentados con dietas forrajeras (Beauchemin et al.,
1995; Feng et al.,1996; Krause et al., 1998).

Krause et al. (1998), en ganado vacuno de engorde con diferentes raciones, no
encontraron diferencias en patrones de fermentaciéon ruminal como el pH, la
produccion de acidos grasos volatiles (AGV) y las proporciones de sus
concentraciones molares, pero si en los niveles de digestibilidad de la FAD (14% de
incremento, en las raciones que contenian cebada y paja, y 55% en las que
contenian cebada y ensilaje). Estos autores concluyeron que la suplementacion con

enzimas fibroliticas podria significar un util medio para mejorar la digestién ruminal



en raciones con altos niveles de concentrado, pero las condiciones mas eficaces

para su aplicacién y el modo de acciéon estan aun por definir.

Aunque la digestibilidad de la PB no resulté mejorada con la adicién del
Promote® en nuestro estudio, otros autores como Rode et al. (1999), Beauchemin et
al. (1999) y Yang et al. (1999, 2000) observaron para el ganado vacuno un aumento
significativo de los niveles de digestibilidad del nitrégeno de 4.8-13% por encima de

los tratamientos control en sus respectivos estudios.

El incremento de la digestibilidad como consecuencia de la suplementacion de
enzimas fibroliticas en las raciones para rumiantes se ha traducido en una mejora de
los indicadores de produccion de leche en vacas en lactacion (Rode et al. 1999;
Yang et al., 1999; Kung et al., 2000) o en un aumento de la velocidad de crecimiento
y ritmos de conversién en ganado vacuno (Burroughs et al., 1960; Beauchemin et
al., 1995).

Nuestros resultados muestran que el peso vivo y la condicién corporal de las
cabras manifesté una tendencia a mejorar como resultado de una mejor eficiencia en
el balance energético (P < 0.15) como se muestra en la Tabla Ill. 5. Probablemente,
esto pudiera explicarse como una consecuencia de la estimulacion de la proporcion
molar de propionato como resultado de los incrementos de digestibilidad en MS y
MO.



Tabla Ill. 5. Balance energético en cabras lecheras suplementadas o no con

enzimas.

ltem Control Enzima ES Efecto (P<)

Balance energético, Mcal/d

Consumo NE_ 3.05 3.00 0.15 0.776
Energia en leche' 1.26 1.26 0.07 0.946
Energia mantenimiento? 1.48 1.58 0.05 0.246
Balance energético 0.32 0.15 0.08 0.172
Eficiencia energética * 0.912 0.989 0.027 0.138
PV, kg 43.63 47.50 2.21 0.261
Cambio en PV, g/d 7 17 3 0.196

'Estimado a partir de la composicion.
2 Calculado de acuerdo con Aguilera et al. (1990).
® Energia consumida — energia para mantenimiento y leche.

4 Energia en leche, ganancia de peso y mantenimiento/energia consumida.

La tabla Ill. 6 expone los resultados del potencial para la produccion de gas y

los niveles de desaparicion de la MS y la FND en ambas raciones bajo estudio.

Como se observa, la produccion de gas a las 48 h de fermentacion resulté ser
alta (143 ml/100 mg MS) y no fue afectada por la suplementacion enzimatica en
comparacién con el control, obteniéndose valores muy similares para los dos
tratamientos (Enzima, 143.9 vs. Control, 142.4 ml/100 mg MS).

Por otro lado, y en concordancia con lo encontrado para la produccion de gas,
la velocidad y el potencial de desaparicion de la MS (51.8%) y de la FND (37.7%)
tampoco varié ni con la racion ni con el in6culo. De esta manera la mejora de la
digestibilidad de la MS encontrada en la experiencia in vivo no pudo ser confirmada

en las condiciones in vitro.



Tabla Ill. 6. Efecto de la adicion de enzimas fibroliticos sobre la producciéon de gas, y

los niveles de desaparicion de la materia seca y la FND.

Efecto (P <)

ltem Control Enzima ES In6culo  Tratamiento

Produccién de gas'

a+b, ml/100 mg MS 142.4 143.9 0.18 0.343 0.442
c, h 0.056 0.051  0.001  0.282 0.292
Desaparicion MS, % 52.5 51.1 1.1 0.184 0.199
Desaparicion FND, % 39.6 35.7 4.1 0.215 0.324

! Datos analizados usando la ecuacion y=a+b(1-e ‘C*t) para el tiempo, (a + b) es la produccién de

gas potencial (ml/100 mg materia seca), ¢ es la constante de produccion de gas por hora.

En un estudio similar realizado por Yang et al. (2000) para comparar la
aplicacién de un complejo enzimatico con actividades semejantes al Promote® y
diferentes formas de presentacion de la racién (concentrado o racion integral), no se
obtuvieron efectos sobre la produccion de gas acumulada y sus ritmos de
produccion, aunque al medir el tiempo de retardo (“lag time”) encontraron una
tendencia a que este disminuyera en el concentrado y que se incrementara la
produccion de acidos grasos volatiles, lo que segun sus argumentos podria sugerir
que esta practica en raciones ricas en concentrados pudiera estimular un inicio de la
digestion mas rapido. En este mismo experimento, la desaparicién in vitro de la MS

fue numéricamente mas elevada para los dos tratamientos que recibieron el enzima.

A su vez, Feng et al. (1996), obtuvieron resultados similares en experimentos
in vitro desarrollados con raciones forrajeras, argumentaron que la aplicacion del
tratamiento enzimatico al alimento momentos antes de ser incubado difirid
significativamente del tratamiento donde el producto fue aplicado durante el proceso
de fabricacion y después almacenado como ocurrié en nuestro caso. En ese estudio,
desarrollado también con machos vacunos en crecimiento, la adicidon del preparado

enzimatico mejoro los valores de consumo, de digestibilidad, los ritmos de paso y los



porcentajes de degradabilidad ruminal in situ e in vitro con relacién al tratamiento

control.

Recientemente, Wallace et al (2001) han demostrado que la produccion de gas
in vitro en ensildos tratados con enzimas fibroliticas mostraron dependencia de la
concentracion enzimatica aplicada al medio. Las respuestas en la produccion de gas
disminuyeron de un 50% a 4% cuando la concentracién de la solucién enzimatica

afnadida al liquido de fermentacion disminuyo 10 veces (de 0.33 a 0.04 mi/100 ml).



IV. CONCLUSIONES

1.

La suplementacién de la racién de cabras lecheras con Promote®, bajo las
condiciones de este experimento, no afecta el comportamiento de los animales

en lactacion a pesar de estimular la digestibilidad de la MS y la MO.

El incremento en la digestibilidad de la MS in vivo no pudo ser confirmado en

condiciones in vitro.

Se produjo una tendencia a mejorar la condicion corporal de las cabras con
suplementaciéon enzimatica, probablemente explicada por un aumento de la

lipogénesis a partir de una mayor digestibilidad de la materia organica.

Futuras investigaciones en condiciones in vitro e in vivo seran necesarias para
arribar a conclusiones mas solidas sobre la efectividad del empleo de diferentes
mezclas de enzimas fibroliticos teniendo en cuenta otras variables como el
balance energético de los animales, la forma y momento mas adecuados para la
adicion al alimento, la relaciéon dosis:actividad enzimatica:respuesta, diversos

gradientes de humedad, de pH, etc.
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