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Abstract

The effects of adding a commercial source of a-amylase, an experimental protease or their
combination on dry matter and nutrient intake and digestibility and several blood parameters were
determined in lambs fed a basal diet of 34% ground corn, 40% tropical grass hay, and 26% soybean
meal providing 21% dietary starch. Twelve crossbred lambs (22 kg) were assigned to one of four
diets: no additive control (1) or diets containing a-amylase (2), protease (3), or their combination (4).
Diets (DM basis) were offered daily at 4% of animal BW in four 28-day experimental periods
consisting of 21 d of adaptation to the diet followed by 7 d of complete fecal collection. In each
period, feed offered, orts, and feces were collected, quantified, and analyzed for DM, starch, CP, and
NDF contents to determine intake and digestibility. Blood samples were collected from individual
lamb at the end of each experimental period to determine glucose, BHB, NEFA, and insulin
concentrations. Data were analyzed according to a 4 x 4 Latin Square experimental design.
Treatments contrasts were performed using least squares means adjustment for multiple comparisons
(Tukey-Kramer) between diets as follows: enzymes (2, 3 and 4) versus no enzymes (1), amylase (2
and 4) versus no amylase (1 and 3) and protease (3 y 4) versus no protease (1 and 2). In additional
research the structural changes of hydrated corn grain treated or not with the enzymes were observed
after 0, 6 and 24 hours using a scanning electronic microscope. In the feeding trial, DM intake was
similar across treatments (1106, 1088, 1105 and 1088 g/d for control, and diets containing a-amylase,
experimental protease or their combination, respectively). Adding protease to the diet decreased
(P<0.05) starch consumption (248 vs. 255 g/d) and increased, but not significantly, NDF digestibility
(48.6 vs 46.8%) as compared to that of lambs fed without the experimental enzyme. Adding enzymes
to the diet tended (P<0.10) to decrease blood BHB concentration below the control level (4.26 vs. 4.68

mg/dL). Blood NEFA concentration tended to increase (P<0.10) in lambs fed a-amylase compared to
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those fed without a-amylase (0.17 vs. 0.14 mEg/L). Insulin level tended (P<0.10) to increase in lambs
fed protease versus lambs not receiving the enzyme (80.3 vs. 71.8 pmol/L). Glucose level was similar
for all experimental treatments. Both exogenous enzymes influenced blood metabolites, however a
greater effect was observed in lambs fed the protease. Under electron microscopic examination
structural changes in the starch-protein matrix and in the starch granule in hydrated corn grain treated
with the exogenous enzymes were observed. Starch agglutination and zeina degradation occurred

progressively due to enzyme activity.
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Resumen

Se determinaron los efectos de la adicion de una fuente comercial de a-amilasa, una proteasa
experimental o su combinacion sobre la ingestion y la digestibilidad de la materia seca y nutrientes y
varios parametros sanguineos en corderos alimentados con una dieta basal compuesta por 34% de
maiz molido, 40% heno de hierba tropical y 26% de harina de soya proporcionando 21% de almidon.
Doce corderos mestizos (22 kg) fueron asignados a uno de cuatro tratamientos: ningun aditivo (1) o
dietas con adicion de la a-amilasa (2), la proteasa (3) o la combinacion de ambas enzimas (4). Las
dietas (en MS) se ofrecieron diariamente al 4% del PV de los animales en cuatro periodos
experimentales de 28 dias que consistieron en 21 dias de adaptacién a la dieta, seguida por 7 dias de
recoleccion fecal completa, cuando se pesé el alimento ofrecido, el rechazado y las heces. Se
analizaron muestras de estos materiales para contenido de MS, almidén, PB, y FDN para determinar el
consumo Y la digestibilidad. Al final de cada periodo experimental se obtuvieron muestras de sangre
de cada cordero para determinar las concentraciones de glucosa, BHB, AGNE e insulina. Los datos se
analizaron de acuerdo con un disefio experimental cuadrado latino 4 x 4. Se realizaron contrastes de
los tratamientos utilizando la media de los cuadrados minimos esperados ajustados para
comparaciones multiples (Tukey-Kramer), de las siguientes combinaciones; dietas conteniendo
enzimas (2, 3, y 4) versus sin enzimas (1), aquellas con la amilasa (2 y 4) versus sin amilasa (1y 3) y
dietas con proteasa (3 y 4) versus sin la misma (1 y 2). En investigacion adicional se observaron los
cambios estructurales en grano de maiz hidratado y tratado o no con las enzimas en cuestion después
de 0, 6 y 24 horas usando un microscopio electronico de rastreo. En el ensayo de alimentacion el
consumo de MS fue similar en todos los tratamientos (1106, 1088, 1105 y 1088 g/d para las dietas 1,
2,3y 4 enorden). Laadicion de la proteasa disminuyo (P<0.05) el consumo de almidon (248 vs. 255

g/d) y aumentd, no significativamente, la digestibilidad de FDN (48.6 vs 46.8%) en comparacion con
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el tratamiento sin la enzima. La adicion de enzimas a la dieta tendi6 (P<0.10) a disminuir la
concentracion sanguinea de BHB por debajo del nivel testigo (4.26 vs. 4.68 mg/dL). La concentracion
de AGNE en la sangre tendié a aumentar (P<0.10) en corderos alimentados con a-amilasa versus sin
a-amilasa (0.17 vs 0.14 mEg/L). EI nivel de insulina tendié (P<0.10) a aumentar en corderos
alimentados con la proteasa en comparacion con los corderos alimentados sin la enzima (80.3 vs. 71.8
pmol/L). Los niveles de glucosa fueron similares para todos los tratamientos. Ambas enzimas
exogenas influyeron sobre los componentes sanguineos, pero se observé un mayor efecto con la
proteasa. Bajo examen microscopico de electrones se observaron cambios estructurales en el granulo
de almidon y en la matriz proteica en el grano de maiz tratado con las enzimas exdgenas. Ocurrid
progresivamente aglutinacion de los granulos de almidén y degradacion de la zeina, debido a la

actividad de las enzimas.
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1.0 Introduccion

La alimentacion representa el mayor costo variable que enfrentan los productores pecuarios, por
lo que conviene evaluar nuevas estrategias para alimentar los animales y obtener una produccion
costo efectiva. El no encontrar una forma viable de alimentar el hato, obteniendo ganancias en la
produccion, podria resultar en el cese de operaciones de diferentes industrias. Por ello es de
suma importancia continuar realizando investigaciones en busca de nuevas opciones para
mejorar el consumo voluntario, la digestibilidad y la eficiencia de utilizacién de los alimentos
ofrecidos.

En sistemas intensivos de produccion animal, la utilizacion de dietas con una alta proporcion de
granos de cereales es una practica comdn. Las dietas tipicas para ganado especializado para la
produccion de leche son de alta densidad energética y su contenido de proteina bruta es mayor de
16%.

La digestion ruminal del almiddn ejerce un gran efecto sobre el comportamiento productivo de
los rumiantes alimentados con dietas altas en granos (Huntington, 1997; Britton y Stock, 1986).
Con el objetivo de mejorar la digestibilidad de dietas altas en almidén se han creado
procesamientos fisicos como el rolado en seco y a vapor, entre otros (Owens et al., 1997).
También se ha evaluado la utilizacion de enzimas exdgenas como amilasas y proteasas, para
mejorar el valor nutritivo de tales dietas (Rojo-Rubio et al., 2001). Las enzimas amiloliticas son
de uso comun en las industrias alimentarias para catalizar la hidrdlisis de almidon (Reilly, 1985).
Estas enzimas incrementan la digestibilidad in vitro del almidon. Se han adicionado las mismas
en dietas para rumiantes altas en granos (Mora-Jaimes et al.,, 2002) y han mejorado el

comportamiento productivo de ovinos (Romero et al.,1992). Sin embargo, para uso con



rumiantes, a las enzimas amiloliticas y proteoliticas se les ha prestado menos atenciéon (Rojo-
Rubio et al., 2001) que a otras clases de enzimas como las fibroliticas.

Las enzimas exoOgenas afadidas a la dieta fortalecen la actividad amilolitica presente
naturalmente en bacterias y también protozoarios (Mendoza et al. 1994, 1993) y hongos (Yanke
et al. 1993) ruminales. Rojo-Rubio et al. (2001) reportaron que la adicién de una amilasa
termoestable, aislada de Bacillus lichenformis, increment6 la digestion in vitro del almidon
aportado por el sorgo y maiz ingeridos. También se ha estudiado el uso de las enzimas para
aumentar la produccion de leche, logrando Klingerman (2009) un resultado positivo.

En cambio, Weiss et.al (2011) afiadieron a la dieta una amilasa exdgena sin ver un efecto ni en la
digestibilidad de energia, o de almiddn, ni en la producciéon de leche. En la investigacion
presente se estudia si la adicion de una fuente de a-amilasa comercial y una proteasa
experimental o la combinacién de ambos al alimento ofrecido a ovinos aumentara el consumo
voluntario y digestibilidad de la MS, PB, almidon y FDN vy si habr& un efecto de dicha adicion

sobre la concentracion sanguinea de varios metabolitos y una hormona.



2.0 Objetivos

Determinar el efecto de la adicion de una a-amilasa comercial y una proteasa experimental o su
combinacidn, sobre el consumo voluntario, la digestibilidad de MS, PB, almidon y FDN vy

algunos parametros fisioldgicos en ovinos.

Observar mediante microscopia de electrones el efecto de las aludidas adiciones enzimaéticas
sobre los granulos de almidon y la fraccion proteica presentes en el granulo de maiz partido e

hidratado.



3.0 Revision de Literatura

3.1  Sistemas de Produccion de Pequefios Rumiantes

La crianza de caprinos y ovinos para la produccion de carne, leche o fibra a nivel mundial se ha
desarrollado mediante las tres clases de sistemas: extensivos, semi-intensivos e intensivos. Esta
clasificacion se basa entre otras caracteristicas en la disponibilidad y tipo de alimento que
consumen los animales. Cada sistema presenta sus ventajas y desventajas y su adopcion
dependera, entre otros factores, de razones geograficas, sociales, econémicas y ambientales en

una region determinada.

3.1.1 Sistema Extensivo

Los sistemas extensivos de produccion animal se basan en la utilizacion de especies ganaderas de
interés zootécnico capaces de aprovechar eficazmente los recursos alimentarios naturales
mediante el pastoreo (Martin et al., 2001). Los animales se mantienen gracias al forraje
pastoreado sin ningln tipo de restriccion. Los sistemas de este tipo son muy comunes en
regiones tropicales y en paises en vias de desarrollo. Seglin Sanchez Hermosillo (2001), los
forrajes tropicales pueden ser clasificados en las tres categorias: pastos de gramineas,
leguminosas y follajes de alta calidad. Las gramineas, son las especies forrajeras més
disponibles y utilizadas en los sistemas extensivos, pero generalmente su valor nutritivo es
menor que el de las leguminosas o follajes de alta calidad. Las diversas especies de gramineas
forrajeras en condiciones normales presentan una digestibilidad alrededor del 50% y un
contenido de PB entre 4 a 8%. Estas caracteristicas nutricionales pueden mejorarse, llegando a
subir la digestibilidad a un maximo de 60%, mediante excelente manejo y préacticas de

fertilizacion. EI segundo grupo de forrajes tropicales, las leguminosas, cuentan tipicamente con



digestibilidades entre 50% — 70% y contenidos de PB de 16 a 26%. Al referirse a follajes de alta
calidad, se trata de plantas cuyas digestibilidades rondan los 70 a 90% y que presentan
contenidos de PB similares a las leguminosas (16 a 26%), pero a diferencias de éstas, no tienen
la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico. Siguiendo la tradicién llevada para los bovinos en
los trépicos, los ovinos y caprinos han sido alimentados principalmente a base de pastos. Las
producciones obtenidas bajo condiciones de pastoreo son generalmente modestas, debido a los
pastos de limitado valor nutritivo utilizados. Ademas son necesarias grandes extensiones de
terreno para que los pequefios rumiantes puedan obtener todos los nutrientes requeridos mediante
la basqueda y consumo selectivo de hojas anchas, frutos y espigas (Sanchez Hermosillo, 2001).
En Puerto Rico la produccion de caprinos y ovinos se realiza generalmente en sistemas
extensivos basados en la alimentacion de pasturas nativas naturalizadas. Sin embargo, debido a
las limitaciones geograficas de la isla no existen muchos predios tan extensos y con tal variedad
de vegetacién como para que los ovinos o caprinos puedan alimentarse bien. Por ello los

sistemas semi-intensivos o intensivos comienzan a implementarse.

3.1.2 Sistema Semi-Intensivo

En un sistema semi-intensivo los animales pastorean, pero en adicion se les ofrece suplementos
para satisfacer todos sus requerimientos nutricionales, compensando la pobre calidad vy
disponibilidad estacional del pasto. La alimentacion suplementaria es la manera mas facil pero
también la mas costosa de proporcionar suficiente energia y proteina a los animales (Sanchez
Hermosillo, 2001). La utilizacion de aditivos en este tipo de sistema de produccion para mejorar
el valor nutritivo de los alimentos, es otra practica que busca una mejor utilizacion de los pastos

y forrajes por parte de los pequefios rumiantes.



3.1.3 Sistema Intensivo

En estos sistemas los animales estan en confinamiento, y se les provee todo el alimento necesario
para satisfacer sus requerimientos nutricionales de mantenimiento y produccion. Es comun la
utilizacion de raciones mixtas completas que contienen una alta proporcion de granos de
cereales, como maiz y trigo, que sirven de fuente de energia y proteina. Otros granos utilizados
incluyen trigo, avena, cebada, sorgo y centeno, y generalmente se incorporan en proporciones de
hasta 80% en la dieta, acompariado con un 15% de una fuente de fibra. Las limitaciones al uso
de estas dietas, ademas del costo, incluyen una mayor incidencia de enfermedades metabdlicas si
el manejo es inadecuado. La porcion fibrosa en la alimentacion del rumiante, ademas de un
tamafio lo suficientemente grande de las particulas en la dieta, es necesaria para estimular la
rumia, proceso vital para la salud del complejo reticulo-ruminal. Durante la rumia ocurre la re-
masticacion del alimento, lo que genera un mayor flujo de saliva que actda como amortiguador
en el rumen (Mertens, 1997). Dietas bajas en fibra y con alto contenido de granos generalmente
mejoran la eficiencia alimenticia, pero son mas propensas a causar desordenes metab6licos como
acidosis, ruminitis, laminitis e incluso cojera. Se ha dedicado mucha investigacion a evaluar el
uso de aditivos, ya sean sustancias amortiguadoras, indculos microbianos o enzimas para mejorar

la utilizacion de este tipo de dietas.

3.2  Carbohidratos en la Dieta del Rumiante

La funcion principal de los carbohidratos en la alimentacion es el aporte energético. Se
encuentran almacenados en las plantas mayormente en forma de compuestos complejos de alto
peso molecular (polisacaridos). Estos estan formados por unidades basicas (monosacaridos)
cuya molécula contiene los tres elementos carbono, hidrogeno y oxigeno. Los carbohidratos son

los constituyentes mayoritarios de los tejidos vegetales, y se hallan distribuidos entre la pared



celular y el contenido celular, ademas, constituyen el tipo de nutriente de mayor consumo por los
animales de interés pecuario después del agua. De los carbohidratos incluidos en los tejidos
vegetales, se denominan estructurales aquellos presentes en la pared celular y no estructurales los
localizados en el contenido celular. La dieta aporta ambos tipos de carbohidratos y pueden ser

utilizados por los rumiantes.

3.2.1 Carbohidratos Estructurales

Estos son polimeros presentes en la pared celular, cuyas unidades basicas 0 mondmeros son
monosacaridos, unidos éstos entre si por los enlaces glicosidicos tipo B. La celulosa, un
homopolisacarido formado por una cadena lineal de glucosa; y la hemicelulosa, un
heteropolisacarido con cadenas ramificadas de varias hexosas y pentosas, son los dos principales
carbohidratos estructurales presentes en la pared celular. Los enlaces tipo [ hacen que estos
carbohidratos no puedan ser degradados por enzimas producidas por ningdn mamifero. En
conjunto con otros componentes presentes en la pared celular, como lignina y pectina, estos
polisacaridos forman la fibra.

La fibra es necesaria en la dieta de los rumiantes para un funcionamento éptimo del sistema
gastrointestinal (G.l.). Un método analitico usado para cuantificar el contenido de pared celuar
de los alimentos, perteneciente al sistema desarrollado por P.J. Van Soest y colaboradores
(1991), se denomina fibra detergente neutro (FDN). EI contenido de FDN determinado en un
alimento es un buen indicador del tiempo que un rumiante dedicara a masticar el mismo y el
tiempo de masticacion se relaciona a su vez con la secrecion de saliva, rica en fosfatos y
bicarbonatos. Estos tienen una funcion amortiguadora, neutralizando los acidos organicos que se
producen durante la fermentacion y manteniendo el pH rumianl dentro de limites adecuados de

6.9 a 7.2 (Lechartier y Peyraud, 2010; Tafaj et al., 2007; Delgado, 2005).



3.2.2 Carbohidratos No Estructurales

Este grupo abarca azucares y otros carbohidratos solubles presentes en el contenido celular.
Cuando su molécula se forma de més de una unidad de monosacaridos (oligosacaridos y
polisacaridos), éstas unidades se encuentran unidas por enlaces tipo a. Los granos de cereales
tienen un alto contenido de este tipo de carbohidratos, representando de un 50 — 70% del peso
seco (Agama-Acevedo et al., 2005). Entre los granos de cereales mas utilizados en dietas para
rumiantes se encuentran el maiz, trigo, avena, cebada y sorgo (Knowlton et al., 1996), siendo el
maiz el de mayor utilizacion. Los alimentos concentrados y las dietas ofrecidas a los rumiantes
para maximizar su potencial productivo suelen contar con una alta proporcion de granos cereales

y de almidon.

3.2.2.1 Almidén

El almidon, es un polimero de unidades de glucosa compuesto por macromoléculas de dos
diferentes estructuras. La molécula de la amilosa presenta cadenas lineales compuestas por
mondmeros unidos por enlaces al-4, mientras la de amilopectina presenta cadenas ramificadas
del monomero unidos por enlaces al-4 y a1-6 (Agama-Acevedo et al., 2005). El almidon es de
rapida degradabilidad en el rumen a diferencia de los carbohidratos estructurales fibrosos
presentes en la pared celular. El deseo de maximizar la produccion por los rumiantes de leche o
carne, ha llevado a la utilizacién de dietas altas en almidon (Lechartier y Peyraud, 2010). La
eficacia de utilizacion del almidon en dietas para rumiantes puede verse afectada por diversos
factores, entre ellos la variedad y el procesamiento previo del grano, el tiempo de retencion y la
tasa de pasaje por el complejo reticulo-rumen y su porcentaje de inclusion en la dieta. Se ha

investigado diversas alternativas para mejorar la eficiencia de utilizacion del almidon a nivel



ruminal y post-ruminal (Rojo Rubio et al., 2007, 2005; Knowlton et al., 1996; Mendoza et al.,
1994, 1993). EIl manejo inadecuado de dietas con un alto contenido de almiddn puede generar
como consecuencia desordenes metabolicos como acidosis ruminal e inapetencia (Lechartier y

Peyraud 2010; Yang y Beauchemin, 2009; Rustomo et al., 2006; Beauchemin et al., 2003).

3.2.3 Maiz

Este es el grano mas utilizado como fuente de energia en dietas para rumiantes. La estructura del
grano de maiz incluye las siguientes partes: una cuticula, el pericarpio, el endospermo, el germen
y el pedicelo (Figura 1; Paredes Lopez et al., 2009). Su componente quimico mas abundante es
el almidén. La variedad botanica de que proviene el grano y su contenido de almidon afectara la
funcionalidad del maiz para sus diferentes tipos de usos, incluso para consumo humano (Narvéez
Gonzalez et.al, 2007; Agama-Acevedo et al., 2005). Entre los componentes estructurales del
grano de maiz, el germen contiene la informacién genética ademas de almacenar vitaminas,
minerales y aceites. EI pericarpio, la cubierta externa que protege el grano, contiene fibra,
minerales y vitaminas. El endospermo conforma en promedio el 82% del peso del grano y
almacena almiddn en asociacion con proteinas. Esta estructura esta formada por una region
harinosa clasificada como suave y otra vitrea de consistencia dura (Figura 2; Narvaez Gonzalez
et al., 2007). Se ha encontrado que el almidon presente en el maiz puede tener una mayor o
menor degradabilidad de acuerdo con las proporciones de endospermo vitreo y harinoso
presentes en el grano. Cuando el endospermo vitreo se encuentra en mayor proporcion, el

almiddn es menos digerible e inversamente (Robultti et al., 1973).



cuticula
pericarpio
endospermo

germen

pedicelo

Figura 1: Partes del Grano de Maiz (Paredes Lépez et al. 2009)

Duro

Germen

Figura 2: Localizacion de endospermo duro y suave en granos de maiz cortados longitudinalmente
(Narvéaez Gonzalez et al., 2007)
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3.2.3.1 Proteinas del Grano de Maiz

Alrededor del 52% de la proteina presente en el grano de maiz es la zeina (una prolamina),
ubicada principalmennte en el endospermo. La zeina representa aproximadamente el 60% de la
proteina del endospermo, en maices normales es la principal reserva de proteina en el grano
(S&nchez et.al, 2007). Las prolaminas se caracterizan por ser solubles en soluciones alcohdlicas.
Hay también albdminas (solubles en agua) y globulinas (solubles en soluciones de sales), que
constituyen alrededor de 22% de las proteinas y se encuentran concentradas en el germen.
Finalmente, estan las glutelinas (solubles en soluciones alcalinas o acidas diluidas) que aportan
aproximadamente al 25% de la proteina total y se localizan en el germen y el endospermo
(Paredes Ldpez et al., 2009; Sanchez et al., 2007).

Dentro de la estructura del grano de maiz, la fuerza de adhesion entre la proteina zeina y el
almidon es menor que la adhesion entre los mismos granulos de almidon (Robutti et al., 1973).
Este tipo de conformacion podria dificultar el mecanismo de adhesion que los microorganismos
que habitan en el complejo reticulo-rumen requieren para degradar la molécula de almidén. Por
otro lado es necesario tener en cuenta el tamafio de las particulas, ya que se ha observado que el
quebrantamiento del granulo del almidén aumenta grandemente a medida que disminuye el

tamarfio de la particula (Robutti et al., 1973)

3.3  Digestion de Nutrientes por los Rumiantes

Debido a las caracteristicas anatomicas-fisiologicas del tubo digestivo, especificamente la
division de su estbmago en cuatro compartimientos y la fermentacién microbiana que ocurre en
los primeros dos de los mismos (reticulo-rumen), los rumiantes tienen la habilidad de degradar
fracciones fibrosas no utilizables o degradables por enzimas digestivas propias de los animales

mamiferos (Dehority, 2000). A diferencia de otras especies y como resultado de las poblaciones
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microbianas existentes en el complejo reticulo-rumen, los rumiantes son capaces de degradar
fibra, utilizar fuentes de nitrégeno no proteico y sintetizar amino &cidos esenciales y vitaminas

del complejo “B” y la vitamina K (Dehority, 2000).

3.3.1 Carbohidratos Estructurales

El término fibra dietética se define como todo material vegetativo no digerido por enzimas
propias de los animales mamiferos. Los polisacaridos celulosa y hemicelulosa, componentes
fibrosos presentes en la pared celular de las plantas, son los principales carbohidratos
estructurales degradables por los microorganismos del complejo reticulo-rumen (Weimer, 1992).
La degradacion de estos dos polisacaridos requiere la intervencion de enzimas producidas por los
microbios. Ademas de la celulosa y hemicelulosa, la pared de las plantas se compone de pectina,
silice y lignina.

La hidrolisis de los carbohidratos estructurales comienza con la adhesion de las células
bacterianas a las particulas del alimento. Una vez adheridas al sustrato, las bacterias producen
celulasas y hemicelulasas que hidrolizan los enlaces tipo B que unen las unidades de glucosa que
forman la celulosa y los enlaces del mismo tipo que unen las hexosas y pentosas que forman la
molécula de hemicelulosa. La pectina es un polisacéarido cuya molécula contiene como principal
monomero &cido galacturonico, y que también es degradada por pectinasas microbianas. Los
monosacaridos y derivados de éstos que la aludida hidrdlisis libera, representan una fuente de
energia para los microorganismos. El metabolismo microbiano produce acidos grasos volatiles
(AGV’s) de cadena corta (2 a 8 carbonos), que representan la principal fuente de energia para el
rumiante luego de su absorcién, que ocurre principalmente a través de la pared ruminal. Los
AGV’s que se producen en mayor cantidad en el complejo reticulo-rumen son los cidos acético,

propidnico y butirico, compuestos que poseen 2, 3 y 4 carbonos en su molécula respectivamente.
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Otro producto principal de la fermentacién de los carbohidratos por los microorganismos en el
reticulo-rumen son los gases, mayormente CO, y CHy, que el rumiante elimina eructandolos. De
estos dos gases la eliminacion de CH,4, pero no de CO; representa una pérdida de energia
(ineficiencia alimentaria peculiar en los rumiantes) (Bach et al., 2005). Tres de las especies
bacterianas con mayor capacidad celulolitica, o de hidrolizar celulosa, en el complejo reticulo-
rumen son Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens y Fibrobacter succinogenes (Miron
et al., 2001; Weimer, 1992). Otras bacterias que hidrolizan hemicelulosa son Butyrivibrio
fibrosolvens y Prevotella ruminicola, mientras que Lachnospira multiparus es un ejemplo de una
especie que tiene la capacidad de degradar pectina. Ademas de las bacterias existen hongos con
capacidad fibrolitica, como Neocallismastix frontalis, Neocallismastix patriciarium y Piromyces
communis. Protozoarios de los géneros Entodinium, Epidinium y Eudiplodium también tienen
capacidad celulolitica (Donmez et al., 2003). En cambio, la lignina, otro compuesto que forma
parte de las paredes celulares vegetales, es indigerible tanto por las enzimas de los

microorganismos como las del animal huésped.

3.3.2 Carbohidratos No Estructurales

Los azlcares simples y el almidon localizados en el contenido interior de la célula vegetal, son
los principales carbohidratos no estructurales que consumen los rumiantes. Aunque el rumiante,
como otros mamiferos, produce enzimas que degradan el almidon en el duodeno, existen en el
complejo reticulo-rumen microorganismos (bacterias y protozoarios) que producen amilasa e
hidrolizan el almidén a nivel ruminal anterior a su llegada al duodeno. Las bacterias con mayor
capacidad amilolitica en el complejo reticulo-rumen incluyen Streptococcus bovis, Ruminobacter
amilophilus, Succinomonas amilolitica, Bacteroides amilophilus y Selenomonas ruminantium

(Negaraja and Titgemeyer, 2007). Los protozoarios de los géneros Dasytricha e Isotricha
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utilizan azucares simples como fuente de energia y los Isotricha hidrolizan también el almidén.
La hidrdlisis y metabolismo de almidédn por las bacterias amiloliticas generan como productos
principales AGV’s y 4acido lactico. A diferencia de las bacterias tipo celuloliticas, estos
microorganismos que degradan el almidon generan una menor proporciéon de acido acético y
mayor de &cido propionico (Negaraja y Titgemeyer, 2007).

A nivel préctico, las proporciones de los AGV’s, el &cido lactico y los gases producidos a nivel
ruminal dependera del tipo de dieta. Cuando ésta incluye granos cereales con su alto contenido
de almidén, aumenta la produccion de &cido propionico y disminuye la de &cido acético y de

gases a nivel ruminal, ademas de que se produce &cido lactico.

3.3.3 Compuestos Nitrogenados

A diferencia de los mamiferos no rumiantes y las aves, los rumiantes adultos en mantenimiento
no tienen requerimientos dietéticos de proteina ni requieren que la dieta contenga los
aminoacidos esenciales. Esta menor dependencia de los abastos dietéticos se debe a las
poblaciones microbianas que habitan en el complejo reticulo-rumen, cuyos requerimientos de
nitrégeno en la materia ingerida fluctian entre 1.28 a 1.92% y son equivalentes del 8 al 12% de
PB.

Las fuentes de nitrégeno utilizables por el rumiante incluyen la proteina verdadera contenida en
los alimentos y también compuestos nitrogenados no proteicos (NNP) (Bach et al., 2005).
Después de consumida, una parte variable de la proteina verdadera es hidrolizada en el complejo
reticulo-rumen por proteasas microbianas procedentes de especies como Prevotella ruminicola y
Lachnospira multiparus. Esto da origen a péptidos y amino acidos libres, substratos que son
rapidamente desaminados con liberacion de amoniaco y formacion de compuestos con cadenas

de carbono de largo variable. Estos compuestos y el nitrdgeno amoniacal (N-NHs) son utilizados
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por los microorganismos para la sintesis de sus propias proteinas y otros constituyentes de la
celula. En un caso tipico aproximadamente el 65% de la proteina bruta consumida es degradada
en el rumen (RDP; “Rumen Degradable Protein”), mientras que la porcidn proteica del alimento
que escapa de la degradacion a nivel ruminal (RUP; “Rumen Undergradable Protein”), es de
aproximadamente 35%. Esta porcidén que no se degrada en el reticulo-rumen se conoce como
proteina sobrepasante o de escape (Bach et al., 2005).

La hidrdlisis de fuentes de NNP, por ejemplo la urea, ocurre mediante la accién de bacterias tipo
epidurales, que son aquellas que habitan adheridas a las paredes del complejo reticulo-rumen.
Este tipo de bacteria produce la enzima ureasa que hidroliza la molécula de urea con formacion
de dos moléculas de amoniaco y una de didxido de carbono. El amoniaco es utilizado por los
microorganismos como fuente de nitrogeno para la sintesis de proteina microbiana. El exceso de
amoniaco que no se usa para dicho fin, se absorbe a través de las paredes ruminales y pasa en la
sangre al higado donde se convierte nuevamente en urea, compuesto que puede ser excretado a

través de la orina o reciclado al tracto GI por medio de la saliva.

3.4  Componentes Sanguineos Relacionados con el Metabolismo Energético

Como resultado de la digestion, metabolismo y utilizacién de nutrientes presentes en los
alimentos ingeridos; los carbohidratos, las proteinas, los lipidos y otros, y en dependencia de su
relacion con los requerimientos energéticos del animal, varia la concentracion en la sangre de
algunos componentes indicadores del estado nutricional y balance energético del organismo
(Pinto-Santini et al., 2009). Los &cidos grasos no esterificados (AGNE); el cuerpo cetdnico, p-

hidroxibutirato (BHB); la glucosa y la hormona insulina son algunos de estos componentes.
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3.4.1 Acidos Grasos No Esterificados

Denominados también como acidos grasos libres, éstos se liberan en el plasma sanguineo cuando
se moviliza el tejido adiposo, para satisfacer las necesidades metabdlicas del animal,
principalmente la necesidad de energia (Nufiez Ochoa y Boauda, 2007; Bowden, 1971). Los
lipidos de la sangre incluyen los AGNE junto a glicéridos, ésteres de colesterol, colesterol libre,
fosfolipidos y &cidos grasos de cadena corta (Bowden, 1971). Los periodos de balance
energético negativo del animal obligan a la movilizacion de grasa corporal, reflejada en un
aumento en los AGNE sanguineos (Ingvartsen y Andersen, 2000). Los animales rumiantes se
caracterizan por concentraciones de AGNE en la sangre inferiores a las de no rumiantes de
tamafio corporal similar. AUn asi, su concentracion es un factor importante en la homeostasis
calorica del cuerpo. Logicamente, se ha observado que en ovinos sub-nutridos la concentracion
de AGNE en la sangre es superior a la de aquellos animales alimentados adecuadamente

(Fernandez-Foren et al., 2011; Al-Qarawi, 2004).

3.4.2 Insulina

Esta hormona reguladora metabolica que circula en la sangre es liberada por el pancreas. Juega
un papel en la regulacion del consumo voluntario (Chase et al., 1977; Baile, 1975). Actla a
nivel celular promoviendo el metabolismo de glucosa (Duygu Udum et al., 2008); su secrecion
se acelera por la alimentacion (Sano, et al., 1999) y es inhibida por la subnutricién (Jimeno et al.,
2001). Ovinos en ayuno desarrollan un estado de resistencia insulinica (Recabarren et al., 2000).
Aunque se espera en animales rumiantes que los niveles sanguineos de glucosa y de insulina
estén directamente relacionados, no toda investigacion ha establecido una relacion estrecha entre

las concentraciones de ambos componentes (Duygu Udum et al., 2008). Las diferentes vias de
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utilizacion de los carbohidratos entre animales no rumiantes y rumiantes podria explicar sus
diferentes relaciones glucosa-insulina en la sangre.

3.4.3 p-Hidroxibutirato

Se produce este compuesto mayormente como resultado del metabolismo de &cido butirico en la
pared reticulo-ruminal. EIl B-hidroxibutirato (BHB) es uno de los llamados cuerpos cetdnicos
que aumentan su concentracion en el plasma sanguineo del animal cuando existe una deficiencia

energética (Nufiez Ochoa y Boauda, 2007; Whitaker et al., 1999).

3.4.4 Glucosa

La concentracion sanguinea de glucosa en los rumiantes es considerablemente menor que la de
los no-rumiantes. Esto se debe a que de los carbohidratos ingeridos por los primeros se
fermentan casi todos los digeribles en el complejo reticulo-rumen (Duygu Udum et al., 2008;
Delgado, 2005). Los rumiantes dependen de la glucogénesis (formacion de novo de glucosa en
el higado) para obtener su glucosa. EI mayor precursor en este proceso es el acido propionico,
producido en el rumen y absorbido a través de la pared de dicho 6rgano (Sano, et al., 1999);
otros precursores son el acido lactico, glicerol y algunos aminoacidos.

Es posible que ésta sea la razon por la cual no se ha encontrado relacién entre los niveles de
insulina y glucosa en el rumiante, ya que la glucosa presente depende de su sintesis en el higado
y no de la glucosa dietética. Investigaciones sobre los factores que afectan los niveles de glucosa
sanguinea en los rumiantes han reportado resultados diversos. En algunos casos los niveles de
glucosa en la sangre no han reflejado diferencias en los regimenes de alimentacién (Duygu
Udum et al., 2008), pero se ha observado que una subnutricion causa una disminucién en los
niveles de glucosa (Fernandez-Foren, et al., 2011), y que los niveles son menores en animales en

ayuno que en animales alimentados (Recabarren et al., 2000).
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3.5  Aditivos en la Nutricion Animal

La utilizacién y evaluacion de aditivos para mejorar diversas caracteristicas de los alimentos para
animales ha sido el objetivo de muchas investigaciones a traves de los afios. En lo que respecta a
los animales rumiantes, la mayoria de los estudios se han basado en la evaluacion de aditivos
para manipular la fermentacion ruminal, ya sea aquellos que alteren el ambiente del rumen, como
las sustancias amortiguadoras; compuestos que modifiquen la actividad metabdlica y poblacion
de ciertos microorganismos, como los ionéforos; y compuestos que degraden ciertos nutrientes
mejorando asi la utilizacion de los alimentos, como los microorganismos de alimentacion directa

(DFM) o algunas enzimas (Pinos Rodriguez y Gonzalez Mufioz, 2000).

3.5.1 Enzimas como Aditivos en la Nutricion de Rumiantes

Los catalizadores producidos y empleados por los seres vivos, son de naturaleza organica y
reciben el nombre de enzimas. Las enzimas modifican la velocidad de las reacciones quimicas,
sin aparecer en los productos finales (McDonald et al., 1999). Se ha evaluado la utilizacion de
enzimas exogenas en dietas para rumiantes en busca de efectos tales como aumentar el consumo
voluntario y la digestibilidad de los alimentos, remover sustancias antinutricionales o manipular
la fermentacion en el complejo reticulo-rumen para reducir la formacién productos de excrecion
dafiinos al medio ambiente (Walsh et al., 1993; Campbell y Bedford, 1992). Las enzimas
exogenas utilizadas son producto de la biotecnologia, los diversos tipos de los cuales actian en
ambientes con intervalos amplios de pH (4 — 9) y de temperatura (30 a 90°C); también pueden
trabajar sinérgicamente con las poblaciones microbiales del rumen e incrementar la
degradabilidad de los alimentos con liberacion de sus nutrientes. Para estos propdsitos se han
evaluado enzimas que degradan componentes de la pared celular como celulasas y

hemicelulasas, y del contenido celular, incluyendo amilasas, proteasas, fitasas y lipasas
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(McCleary, 2000).

Se ha investigado extensamente el uso de varias enzimas celuloliticas para incrementar la
digestion ruminal de la fibra y mejorar la produccion en los rumiantes, pero se ha dado menos
atencion a las enzimas amiloliticas y proteoliticas, cuyo uso podria mejorar el aprovechamiento
alimentario de los granos. Otra opcion para promover la productividad del ganado es el uso de
mezclas de enzimas exdgenas, tales como la combinacion de amilasas, proteasas, celulasas y
hemicelulosas.

En las industrias pecuarias se hace algin uso de las enzimas exdgenas para mejorar la
degradabilidad ruminal de la fibra y del almidén presente en los alimentos utilizados con los
rumiantes (Rojo-Rubio et al., 2001). La adicion de enzimas al alimento de los animales puede
ser beneficiosa para aumentar la digestibilidad al remover factores antinutricionales o reducir la
formacién de sustancias dafiinas al medio ambiente. Contrario al caso de los mamiferos no
rumiantes y las aves, en los rumiantes la mayoria de las investigaciones han tenido como
objetivo la evaluacion de enzimas exdgenas tipo fibroliticas con miras a mejorar la digestibilidad
de los carbohidratos estructurales. Las diversas preparaciones enzimaticas se clasifican como
aditivos y proceden mayormente de especies de bacterias, como Bacillus subtilis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum y Streptococcus faecium; o de especies de levaduras como
Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei y Saccharomyces cerevisiae (McAllister et al., 2001).
Las principales enzimas fibroliticas estudiadas son celulasas, xilanasas y pectinasas y la
respuesta a su utilizacion para mejorar el valor nutritivo de los forrajes ha sido variable. La
actividad de estas preparaciones enzimaticas puede verse afectada por diversos factores que
incluyen el pH, la temperatura, las condiciones del experimento, el producto base de la enzima,

la cepa microbiana seleccionada y/o el sustrato utilizado para su produccién (Officer DI., 2000;
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Lee et al., 1998; Rodriguez, 1996; Coughlan, 1989).

En una investigacion local Tous-Rivera et al. (2010) aplicaron en forma rociada, dos enzimas
fibroliticas comerciales, derivados de Trichoderma longibratum y Aspergillus reesei, y
aportadoras principalmente de celulasas y xilanasas, a HGT de ocho semanas de rebrote y
obtuvieron mejoras sustanciales en la calidad nutritiva. Pinos Rodriguez et al. (2002) usaron
ovejas canuladas para estudiar una enzima fibrolitica exdgena aplicada a heno de gramineas o
leguminosas y observaron que la enzima puede cambiar la fermentacién ruminal, el consumo y
la digestibilidad de acuerdo al valor nutritivo del forraje. Krueger et al. (2008) aplicaron un
coctel multienzimatico a hierba bermuda madura, lo que redujo el largo de la fase de latencia en
la multiplicacién microbiana, mejoré la eficiencia de la fermentacion ruminal y aceler6 el flujo
saliente del rumen, pero no afectd la digestion de la MS. Giraldo et al. (2008) demostraron que
una enzima exdgena de actividad xilanasa y otra de actividad endoglucanasa afiadidas
directamente al rumen de ovinos fistulados, pueden incrementar la actividad fibrolitica y
estimular el crecimiento de las bacterias celuloliticas, pero sin observar interaccion entre ellas.
Ldpez Soto et al. (2006) verificaron que una enzima fibrolitica actu6 en forma sinérgica con el
proceso de maceracion, resultando en una mejora del valor nutricional de forrajes de baja
calidad. En cambio, Szasz et al. (2002) no encontraron un efecto beneficioso sobre el consumo y
la digestibilidad en ganado de carne cuando adicionaron a la paja de semilla de “bluegrass” (alta
en fibra) una preparacion enzimatica con actividad de celulasa y xilanasa. Peters et al. (2010)
tampoco observaron efectos sobre la concentracion de nitrogeno microbial, la digestibilidad
aparente de las fracciones de MS, MO, FDN y FDA, ni en la produccion o composicion de la
leche en vacas lecheras cuando afiadieron una enzima fibrolitica con actividad de celulasa y

xilanasa a una racion mixta completa.
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Aunque en menor magnitud, la utilizacion de amilasas y proteasas para mejorar la digestién
ruminal del almidon procedente de los granos, también ha sido el objetivo de varias
investigaciones (Rojo-Rubio et al., 2001). La actividad amilolitica de los microorganismos
ruminales se da principalmente por medio de enzimas extracelulares como las provenientes de
cepas microbianas como Streptoccocus bovis, Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminobacter
amylophilus, Prevotella ruminicola y Selenomonas ruminantium (Cotta, 1988). Se ha alegado
que la utilizacion de enzimas exdgenas con actividad de amilasa en la alimentacion de vacas
lecheras puede mejorar la digestibilidad total del almidon dietético y aumentar la produccion de
leche y la eficiencia alimenticia, mejorando asi el aprovechamiento del maiz consumido

(Hutjens, 2013).

3.5.1.1 Proteasas

Los esfuerzos por evaluar la utilizacion de proteasas como aditivos en las dietas para rumiantes
han sido limitados. Esto puede deberse a la preocupacion por un posible efecto negativo causado
por la degradacion de otras enzimas digestivas que son de naturaleza proteica. EIl proposito de
adicionar proteasas a dietas con alta proporcion de almidon de maiz es, ademas de aumentar la
digestibilidad de la proteina dietética, promover la digestion del almidén al facilitar la liberacion
de los granulos unidos a la zeina que actia como un agente adhesivo entre las moléculas del
polisacarido. También se ha mencionado que las amilasas pueden ser (tiles al actuar
sinérgicamente con las enzimas extracelulares sintetizadas por las bacterias ruminales
amiloliticas aln cuando las condiciones fisicoquimicas del rumen no sean las dptimas (Rojo-

Rubio et al., 2001).
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3.5.2 Otros Aditivos Utilizados en Dietas Para Rumiantes

3521 lonoforos

Los iono6foros son compuestos lipoliticos capaces de ligar cationes como potasio, sodio, calcio y
magnesio a través de la membrana celular de organismos procariotes y eucariotes (Russell y
Strobel, 1989). EIl uso de ionoforos en la alimentacion de los rumiantes ha sido un avance
biotecnoldgico importante ya que mejora la eficiencia productiva en forma consistente y
efectiva. Aunque existen diversos iondforos los mas utilizados en la alimentacion de rumiantes
son los carboxilicos, como monensina y lasalocida (Pinos Rodriguez y Gonzélez Mufioz, 2000).
La monensina se une selectivamente a cationes monovalentes, mientras que lasalocida se une a
iones monovalentes y bivalentes (Elsasser, 1984). Ambos iondéforos poseen actividad de
antibiotico débil, sus moléculas son de estructura lineal, con presencia de oxigeno y de varios
grupos funcionales como carboxilo, hidroxilo y amino. Dichas propiedades quimicas afectan
algunas bacterias ruminales, debido a que interrumpen el intercambio i6nico y modifican los
gradientes protonicos y cationicos de la membrana celular (Pinos Rodriguez y Gonzélez Mufioz,

2000).

3.5.2.2 Probidticos

La adicion de probioticos a la dieta para fortalecer la alimentacion tiene una larga historia, pero
recientemente ha aumentado el interés por su estudio (Hong et al., 2005). Un probiético puede
ser definido de varias maneras, segun Kritas et al., (2006) se trata de microorganismos
disponibles en suficiente cantidad para alterar la microflora del tracto digestivo del animal
hospedero. Krehbiel et al. (2003); Hong et al. (2005); Taras et al. (2006) lo definen como
microorganismos vivos que al consumirse le brindan algin beneficio al hospedero por mejorar el

balance de microorganismos en el intestino. También se describe como la alimentacién directa
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de microorganismos (Ghorbani et al., 2002). Los probidticos son de interés como posibles
sustitutos para los antibidticos y otros quimicos cuya adicion a las dietas es problematica (Musa
et al., 2009). A nivel comercial la Administracion de Drogas y Alimentos (Food and Drug
Administration) obliga a los manufactureros de estos productos a llamarlos “Direct Feed
Microbials” (DFM) y los mismos deben cumplir con los requisitos de ser especificos para uso en
un animal hospedero dado, resistir destruccion en las diversas regiones del tracto GI, mostrar
estabilidad genética y ser seguros y no patégenos (Krehbiel et al., 2003).

Los probidticos no solamente se utilizan en animales de produccion pecuaria incluyendo aves,
porcinos, peces, bovinos y conejos, sino también en la alimentacién humana. Incluso productos
para consumo humano conteniendo probidticos del género Lactobacillus se mercadearon tan
temprano como la década del 1920 en Japon (Musa et al., 2009).

Los probidticos han sido menos estudiados en los rumiantes que en los no rumiantes, mamiferos
y aviares. Sin embargo, experimentos en becerros lactantes, corderos y toretes para engorde
indican que, tal como los antibidticos, los probiéticos mejoran el desempefio productivo y
reducen la incidencia de diarrea (Kritas et al., 2006). EI concepto original de afadir probiéticos
a la dieta del ganado vacuno era principalmente obtener efectos beneficiosos postruminales
mediante el establecimiento de una microflora intestinal deseable (Ghorbani et al., 2002;
Krehbiel et al., 2003). En estudios mas recientes, la suplementacion con probi6ticos en caprinos
para carne ha disminuido las poblaciones de E. Coli y Salmonella en las heces fecales, lo que es
de interés para la proteccion del medioambiente (Whitley et al., 2009).

Existen indicaciones de que los probidticos también pueden producir beneficios ruminales
(Krehbiel et al., 2003). Uno de los desordenes ruminales mas comunes es la acidosis. Para

lograr el efecto deseado se precisan bacterias capaces de competir con la actividad de las

23



bacterias productoras de acido lactico en el rumen y asi disminuir la concentracion de este acido
y prevenir o aminorar la acidosis. Por ejemplo, los bovinos que consumen dietas bien altas en
granos cereales experimentan con frecuencia acidosis ruminal subaguda, pero si se afade
bacterias utilizadoras de &cido lactico, como Propionilbacterium o una combinacion de ésta con
otras cepas, se puede evitar esta condicion (Ghorbani et al., 2002). Megasphera elsdenii es otra
especie que ayuda a prevenir la acumulacion de acido lactico y combatir la acidosis (Krehbiel et

al., 2003).

3.5.2.3 Sustancias Amortiguadores

Estos aditivos acttan neutralizando los acidos organicos y mitigando las variaciones del pH en el
complejo reticulo-rumen. Tienen limitaciones précticas de incorporacion dietética para no
desmejorar la palatabilidad, pero su inclusion puede favorecer la digestibilidad de los alimentos.
Se han utilizado muchas sustancias como amortiguadores, sin embargo el bicarbonato sédico es
el mas estudiado y su utilizaciéon esta generalizada en la alimentacion de rumiantes para la
produccién de carne y leche. El bicarbonato sédico se puede administrar de muchas formas (ad
libitum, en bloques para lamer, en el pienso, etc.), pero la forma mas eficiente y segura es la

inclusién continuada a un 1% en las raciones mixtas completas.
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4.0 Materiales y Métodos

El experimento de alimentacion se realizé en el Proyecto de Pequefios Rumiantes localizado en
la Finca Alzamora de la Universidad de Puerto Rico, Recinto de Mayagiiez, UPRM (Figuras 3 y
4). El objetivo fue determinar en corderos el efecto de una fuente comercial de a-amilasa, una
proteasa experimental y la combinacion de ambas al incluirse en una dieta cuya composicion
incluy6 21% de almiddn, sobre el consumo voluntario (CV) y digestibilidad de la materia seca
(MS), PB, almidén y FDN y sobre algunos componentes sanguineos. El experimento se llevo a
cabo entre los meses de octubre 2012 y febrero 2013 y tuvo una duracion de 84 dias en adicion a

7 dias preliminares de adaptacion de los animales al manejo y a la dieta experimental.

Figura 4: Pabelldn Proyecto de Pequefios Rumiantes
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4.1  Animalesy Dieta

Se utilizaron 12 ovinos criollos alimentados segin sus requerimientos nutricionales teoricos
(NRC, 2001) y con un peso vivo (PV) promedio inicial de 22 kg. Los animales se alojaron en
jaulas individuales de dimensiones (1.5.2 x 1.22 x 1.30 m), provistas de comederos de piso y
bebederos automaticos (Figura 5). Los ovinos se desparasitaron antes del comienzo del
experimento mediante tratamiento con antihelminticos comerciales y se permitieron
acostumbrarse a las instalaciones fisicas y rutina de manejo durante 7 dias. Durante el periodo
experimental, tres ovinos elegidos aleatoriamente se sometieron a cada uno de los cuatro
tratamientos a evaluarse; T1, control (sin aditivo), T2, a-amilasa comercial (1.2g/d), T3, proteasa
experimental (0.3g/d) y T4, la combinacion a-amilasa + proteasa. La seleccion de la dosis de la
enzima a-amilasa usada en el presente estudio se basé en un trabajo previo de Klingerman et al.
(2009), quienes analizaron diferentes dosis de la enzima y obtuvieron resultados positivos sobre
la produccién de leche. Por otro lado la dosis de proteasa experimental fue la recomendada por

los investigadores que nos facilitaron dicha enzima.

Cuadro 1 Formula porcentual de la dieta experimental en términos de almidon, proteina bruta y
fibra detergente neutro, de los ingredientes y segun la aportacién de cada ingrediente individual

Contenido (%)

Fraccion Quimica Grano de Maiz Heno Soya Total
(Por Ingrediente)
Inclusion en la Férmula 34.00 40.00 26.00 100.00

(Composicién Individual)

Almidon 60.60 0.00 190 e
Proteina Bruta 9.40 5.00 53.40 W —meeeee--
FDN 11.80 72.20 {0 J—

(Aportado en la Dieta)

Almidon 20.60 0.00 0.49 21.10
Proteina Bruta 3.20 2.00 13.80 19.00
FDN 4.00 28.80 2.86 35.70
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Figura 5: Jaulas de piso utilizadas en el experimento

Los animales se alimentaron con cantidades equivalente al 4% del PV en base seca diariamente
con una dieta compuesta de 40% heno de gramineas tropicales (HGT), 34% maiz partido y 26%
harina de soya, con un contenido teérico de 21% almidon y 19% PB (Cuadro 1). El HGT se
compro a un productor comercial de forrajes, se transportd al proyecto de pequefios rumiantes y
se picd mecanicamente “(trituradora de ramas Vermeer: BC1230A) a un tamafio tedrico de
particula de 5 a 10 cm para uso en el experimento. Dicho paso fue en busca de la uniformidad de
las dietas y para reducir la selectividad animal (Figuras 6 y 7). Se analizaron muestras de cada
uno de los ingredientes utilizados para determinar contenidos de MS, mediante el secado al
horno a 65°C durante 48° horas, y de PB, almidon y FDN en un laboratorio comercial (Dairy
One Forage Lab., Itaca. NY).

Las dietas usadas se prepararon con o sin el aditivo correspondiente para cada ovino individual.
Diariamente se ofrecio la racion de heno en un comedero y en otro comedero los granos de maiz
y soya. Estos se mezclaron manualmente y se almacenaron en envases de plastico (Figuras 8, 9

y 10). Las dietas se ofrecieron a los ovinos en dos porciones diarias iguales, a las 8:00 a.m. y
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2:00 p.m. Habia bloques de sal y minerales disponibles en las jaulas y a cada animal se le

inyectd intramuscularmente un complejo nutricional aportador de vitaminas A, Dy E.

Fig. 8. Pesaje de un Figura 9. Transferencia de un Figura 10. Almacenamiento de
componente dietético componente al envase de mezcla  raciones listas

El disefio experimental fue un cuadrado latino 4 x 4 con tres repeticiones. El experimento constd
de cuatro periodos de 28 dias, de los cuales 21 dias fueron de adaptacion a las respectivas dietas

y 7 dias de recoleccién de datos comparativos.
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4.2 Consumo Voluntario

Se pesaron los ovinos al inicio y al final de cada periodo (Figura 11) y se usO el PV para
determinar la cantidad del ofrecimiento individual de la dieta. Durante los 7 dias de recoleccion
de datos, en cada periodo experimental, se cuantificé el alimento ofrecido (Figura 12, 13y 14) y
rechazado (Figura 15 y 16) para determinar el consumo voluntario. Se tomaron muestras del
alimento ofrecido y rechazado y se analizaron las mismas para determinar el contenido de las

cuatro fracciones citadas y asi determinar el consumo de cada una individualmente.

Figura 11: Pesaje de un ovino

Fig. 12. Pesaje de alimento a ofrecer Figura 13. Ofreciendo Heno Figura 14. Ovinos consumiendo
alimento ofrecido
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Figura 15: Recogido de alimento rechazado ‘ Figura 16: Pesaje heno rechazado
4.3  Digestibilidad Aparente de la Materia Seca, PB, FDN y Almidon

Para estas determinaciones se utilizaron bolsas recolectoras de heces ajustadas a los animales
(Figura 17 y 18). Diariamente durante 7 dias en cada periodo, las heces recolectadas se pesaron
en su totalidad y se tomo una alicuota de las mismas (15% del total; Figura 19). También se
sigui6 tomando muestras del ofrecimiento y rechazo de las dietas. Las muestras compuestas de
las dietas y las heces por ovino individual se analizaron para determinar los contenidos de las

cuatro fracciones segun indicado anteriormente.

Figura 17: Bolsa Recolectora de  Figura 18: Recolectando heces Figura 19: Pesaje de heces
heces totales excretadas
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4.4  Indicadores Sanguineos del Estado Metabdlico

Al finalizar la fase comparativa de cada periodo experimental se tomaron muestras de sangre
individuales que se enviaron al Diagnostic Center for Population and Animal Health (DCPAH),
localizado en la ciudad de East Lansing en Michigan State University, para determinar las
concentraciones de los metabolitos B-hidroxibutirato (BHB), acidos grasos no esterificados
(AGNE) y glucosa, ademés del nivel de actividad de la hormona insulina. Las muestras de
sangre se colectaron de la vena yugular utilizando una aguja de 20 x 1%’ y un tubo Vacutainer
™ ‘hecho de plastico, sin aditivo anticoagulante (Figura 20 y 21). Se centrifugaron las muestras
a 1,600 rpm durante 20 minutos y se colectd el suero sobrenadante para someterse a los analisis

antes mencionados (Figura 22, 23 y 24)

Figura 20: Obtencion de sangre Figura 21: Muestra de sangre obtenida
de la vena yugular
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Fig.22: Centrifugacion de Fig. 23: Suero (capa Fig. 24: Obtencidn del
muestras de sangre superior) en muestra suero usando pipeta
sangre centrifugada

45  Estructura del Grano Segun Revelada por el Microscopio Electrénico de Rastreo

Para determinar los efectos de la adicion de la a-amilasa, la proteasa o la combinacion de ambas
en la estructura del grano de maiz se tomaron fotografias de muestras del maiz hidratado y
tratado con las enzimas, también un testigo sin tratamiento enzimatico, bajo un microscopio
electronico de rastreo. El instrumento usado esta ubicado en El edificio de Biologia UPRM. Para
realizar la hidratacion se prepararon cuatro bandejas con 10kg de maiz partido y se le agregd un
10% de agua (1L H,0O/10kg maiz; Figura 25). Al maiz previamente hidratado en las bandejas se
le adiciono las enzimas a las dosis equivalentes utilizadas en la prueba in vivo; T2, a-amilasa
comercial (5.6g/bandeja); T3, proteasa experimental (1.2g/bandeja) y T4, la combinacién de
ambas enzimas. Del maiz hidratado con o sin enzima de cada bandeja se tomaron muestras (250
g) en triplicado que se guardaron en bolsas plasticas para ser expuestas a temperatura ambiente
durante 0, 6 y 24 horas (Figura 26). Después de cada periodo de tiempo de exposicion las
mezclas se secaron al horno a 65°C durante 48 h y se transportaron al Laboratorio de

Microscopia Electronica del Departamento de Biologia. Muestras del maiz sometido a cada
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tratamiento se prepararon para examinarse utilizando cilindros especiales, pegandolas con cinta
adhesiva de carbon en los cilindros y bafidndolas en oro (Figura 27), segun las especificaciones

del manufacturero. Las fotografias fueron tomadas con el microscopio de rastreo (Figura 28)

utilizando una resolucion de 2000x.

Figura 25: Hidratacion de Maiz Figura 26: Muestras de maiz hidratado 0, 6 y 24 horas

Figura 27: Muestras a retratar Figura 28: Microscopio de Rastreo
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4.6 Analisis Estadisticos

Para determinar el efecto de la adicion de las enzimas sobre las variables dependientes: CV y
digestibilidad de las cuatro fracciones dietéticas y las caracteristicas sanguineas, los datos se
analizaron segun un disefio experimental cuadrado latino 4x4 con tres repeticiones, utilizando el
procedimiento GLIMMIX del programa estadistico SAS (2009). Ademas se efectuaron pruebas
de contrastes de los cuadrados medios esperados, utilizando la prueba Tukey-Krammer para
establecer diferencias significativas. Los contrastes en cuestion fueron los tratamientos sin
enzima vs enzimas (T1 vs T2, T3 y T4), a-amilasa vs. sin a-amilasa (T2 y T4 vs T1y T3) y
proteasa vs sin proteasa (T3y T4 vs T1y T2). (SAS, 2009)

El Modelo utilizado fue: Yij=p+oitPj+Yi+sij

Y = variable dependiente (e.i. CV y digestibilidad de las dietas y caracteristicas sanguineas)

w=  media general estimada
aj=  efecto del tratamiento
Bj=  efecto del periodo experimental

Y= efecto del ovino
gij= Error experimental (30 gl)
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5.0 Resultados y Discusién

Tal como formulada, la dieta experimental contenia 21.1% de almidon, 19.1% de PB y 35.7% de
FDN, valores que satisfacen los requerimientos tedricos de los ovinos utilizados en el
experimento (Cuadro 2; NRC, 2001). En este experimento, el consumo promedio general de PB
consumida fue de 169, 217, 253, 269 g/d, en los cuatro periodos sucesivos.

Cuadro 2 Requerimientos Nutricionales Tedricos por Dia de Ovinos en Crecimiento

Consumo presumido de MS  Requerimient

PV (Q) Ganancia en PV/d (g) g % PV 0 de PB (g)
20,000 250 1,000 5 167
30,000 300 1,300 4.3 191
40,000 345 1,500 3.8 202

El consumo diario como porcentaje del peso corporal en base seca fue similar entre los cuatro
tratamientos experimentales con variacion desde 3.63% a 3.73% (Figura 29). EIl ofrecimiento
diario de MS dietética fue equivalente al 4% del PV, lo que indica que los animales solo
rechazaron una cantidad equivalente a 0.37% al 0.27% del peso vivo. Ademas, no se observd
inapetencia ni algin caso de enfermedad u otro problema de salud durante el transcurso de la

investigacion.

6
4 3.64 3.63 3.73 3.68

<
| u
0

Tratamientos

i T1: Control @ T2: Amilasa - T3: Proteasa & T4: A+P

Figura 29: Consumo diario de MS como %PV por tratamiento
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La adicion de la a-amilasa comercial, la proteasa experimental o la combinacién de ambas
enzimas no resulto en efectos principales significativos sobre el consumo y la digestibilidad de la
MS vy las otras fracciones consideradas, ni sobre los componentes de la sangre evaluados

(Cuadros 3y 4).

Cuadro 3 Niveles de probabilidad de los efectos principales de los tratamientos y periodos
experimentales sobre el consumo, digestibilidad y componentes sanguineos

Probabilidad
Componente Tratamiento Periodo
Consumo
MS 0.878 0.001
Almidon 0.137 0.001
PB 0.361 0.001
FDN 0.744 0.001
Digestibilidad
MS 0.231 0.001
Almidon 0.229 0.064
PB 0.717 0.283
FDN 0.312 0.001
Componentes Sanguineos
BHB 0.303 0.043
AGNE 0.278 0.605
Insulina 0.178 0.098
Glucosa 0.652 0.016

El significativo efecto principal verificado sobre el consumo de la MS y nutrientes entre los
cuatro periodos, se puede adjudicar al crecimiento continuo de los animales y el aumento en el
peso de estos, siendo el PV promedio de 22, 29, 34 y 36 kg del primero al cuarto periodo,

respectivamente.
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Cuadro 4 Efecto de la adicion de una fuente de o amilasa comercial, de una proteasa
experimental y la combinacion de ambas enzimas en la dieta sobre el consumo y la
digestibilidad de nutrientes y concentracion de componente en la sangre

Tratamiento Experimental

Control Amilasa Proteasa A+P
Componente T1 T2 T3 T4 EEM*
Dietas (g/d
Ofrecido
MS 1235.80 1218.87 1201.65 1193.49  40.82
Almidon 257.46 254.13 250.43 248.42 8.47
PB 207.09 204.37 201.42 199.88 6.82
FDN 441.43 435.04 429.09 426.71 14.66
Rechazado
MS 129.61 131.28 96.78 104.94  21.99
Almidén 0.72 0.00 0.00 1.68 0.89
PB 6.88 6.56 4.83 6.19 1.27
FDN 92.06 94.52 69.68 72.63 15.69
Consumido
MS 1106.19 1087.60 1104.87 1088.55 38.42
Almidon 256.74 254.13 250.43 246.74 8.61
PB 200.20 197.80 196.58 193.68 6.58
FDN 349.37 340.52 359.41 354.08 16.72
Digestibilidad (%)
MS 72.96 72.09 72.04 71.86 0.64
Almiddn 98.91 98.00 98.93 99.04 0.42
PB 76.05 75.45 75.92 75.86 0.66
FDN 48.15 45,55 48.75 48.42 1.61
Parametros de la Sangre
BHB, mg/dL 4.69 4.17 4.24 4.37 0.31
AGNE, mEg/L 0.14 0.17 0.13 0.18 0.02
Insulina, pmol/L 73.42 70.17 84.00 76.67 6.70
Glucosa, mmol/L 4.19 4.20 4.13 4.03 0.12

1 Error éstandar de la media
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Al efectuar comparaciones entre las medias de tres combinaciones de tratamientos; los con
amilasa versus sin amilasa (T2+T4 vs T1+T3), los con proteasa versus sin proteasa (T3+T4 vs
T1+T2) y el control (ninguna enzimas) versus los tres tratamientos con adicion de enzimas (T1
vs T2+T3+T4); se detectaron algunas diferencias significativas en las variables evaluadas
(Cuadros 5y 6). Los corderos alimentados con la proteasa experimental en la dieta (T3 y T4)
consumieron menos almidén (P<0.05) que aquellos sin recibir la enzima (T1y T2). También se
verifico una tendencia (P = 0.09) a mayor consumo de almidon en los corderos control (T1) que
en los alimentados con una 6 ambas enzimas en la dieta (T2, T3 y T4). La diferencia (P<0.05)
detectada en la digestibilidad de la MS favoreci6 el control (T1) sobre los tratamientos que
incluyeron enzimas (T2, T3y T4).

Referente a los componentes de la sangre evaluados, al realizar los contrastes de las
combinaciones de los tratamientos se encontré que la concentracion de BHB tendié (P=0.08) a
ser menor en corderos alimentados con la amilasa comercial (T2), la proteasa experimental (T3)
0 la combinacién de ambas enzimas (T4) que en el control (T1). Se observ6 una tendencia
(P=0.064) en la disminucion de la concentracion de AGNE en animales alimentados con dietas
conteniendo a-amilasa (T2 y T4) que en aquellos sin la enzima (T1 y T3). En corderos
alimentados con proteasa en la dieta (T3 y T4) los niveles de insulina tendieron (P=0.08) a ser

superiores que en aquellos alimentos sin esta enzima (T1y T2).
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Cuadro 5 Niveles de probabilidad de los contrastes de los cuadrados medios esperados
por tratamiento ajustado por la prueba de comparaciones multiples Tukey-Krammer

amilasa vs proteasa vs enzimas vs
Variable no amilasa no proteasa no enzimas
(T2+T4vs T1+T3)  (T3+T4vs T1+T2) (T2+T3+T4 vs T1)
Consumo
MS 0.4189 0.9931 0.6144
Almidon 0.3166 0.0344 0.0874
PB 0.3121 0.1431 0.1699
FDN 0.5731 0.3508 0.8923
Digestibilidad

MS 0.1795 0.1902 0.0439
Almidon 0.3194 0.1871 0.5785
PB 0.4821 0.7675 0.5675
FDN 0.2755 0.1964 0.7097

Componentes de la Sangre

BHB 0.3489 0.5542 0.0800
AGNE 0.0640 0.7854 0.4921
Insulina 0.2793 0.0855 0.5295
Glucosa 0.6825 0.3188 0.5918

En este experimento al adicionar la proteasa experimental en dietas para corderos conteniendo
21% de almiddén disminuy6 (P < 0.05) el consumo de almidén, aunque esto puede no ser de
importancia a nivel practico, dada la pequefa diferencia entre estos valores (248.6 vs 255.4 g/d).
El consumo del polisacarido tendi6 a ser menor también en las tres dietas con enzimas (250.4
g/d) que en el control (256.7 g/d). Resultd significativa (P < 0.05) la disminucién en la
digestibilidad de la MS (73.0 vs 72.0 %) en las dietas con las enzimas versus el control. Al
utilizar la a-amilasa comercial no se observaron efectos sobre el CV, ni la digestibilidad de las
fracciones estudiadas.

En otros estudios relacionados se han encontrado efectos positivos, negativos o ninguno al

utilizar aditivos de enzimas exdgenas en dietas para rumiantes. Muchas de esas investigaciones
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han tenido como objetivo la evaluacion de enzimas exdgenas tipo fibroliticas para mejorar el
consumo Y la digestibilidad de los carbohidratos estructurales presentes en la pared de las células
vegetales.

Cuadro 6 Contrastes ajustados por comparaciones multiples de los cuadrados medios
esperados de las respuestas evaluadas de las combinaciones de los tratamientos

amilasa vs no proteasa vs no enzimas vs no

Variable amilasa proteasa enzimas
Consumo, g/d

MS 1088.08 1105.53 1096.71 1096.90 1093.67 1106.19

Almidén 250.44 253.59 24859%  255.44°  250.43Y  256.74%

PB 195.74 198.39 195.13 199.00 196.02 200.20

FDN 347.30 354.39 356.75 344.95 351.34 349.37
Digestibilidad, %

MS 71.98 72.50 71.95 7252 72.00%  72.96"

Almidén 98.52 98.92 98.99 98.46 98.66 98.91

PB 75.65 75.99 75.89 75.75 75.74 76.05

FDN 46.99 48.45 48.59 46.85 4757 48.15
Parametros de la Sangre

BHB, mg/dL 4.27 4.46 431 4.43 4.26" 4.69°

AGNE, mEg/L 0.17¢ 0.14Y 0.15 0.16 0.16 0.14

Insulina, pmol/L 73.42 78.71 80.33° 71.79Y 76.94 73.42

Glucosa, mmol/L 4,12 4.16 4.08 4.20 412 4.19

2P Medias con letras diferente dentro de cada comparacién difieren (p<0.05)
Y2 Medias con letras diferente dentro de cada comparacion difieren (p<0.10)

Aungue en menor magnitud, la utilizacion de enzimas exdgenas para degradar los componentes
presentes en el contenido celular de los granos de cereales ha sido también objeto de
investigaciones en los ultimos afios. La adicion de una a-amilasa en la dieta para vacas lecheras,
conteniendo 26 a 31% de almidon procedente mayormente de granos secos de maiz, no afecto el
consumo voluntario, ni la produccién y la composicion quimica de la leche, pero se observo una
tendencia a aumentar la digestibilidad de la FDN al adicionar la enzima (Weiss et al., 2011).

Semejante efecto no se manifestd en el experimento presente. Se ha sugerido que un efecto
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beneficioso de la adicion de a-amilasa exdgena sobre la digestibilidad de FDN, si lo hubiera,
seria una consecuencia de una mayor eficiencia de utilizacion de almidén a nivel ruminal
(Tricarito et al., 2008). Posiblemente la alimentacion cruzada de oligosacaridos entre los
microorganismos reticulo-ruminales, como resultado del aumento en la degradabilidad del
almidon al adicionar la enzima, podria ser el mecanismo para esta mejora en la digestibilidad de
la pared celular (Russell et al., 1981). Segun otra explicacién, al mejorar la degradabilidad del
almidon en el complejo reticulo-ruminal mediante la adicion de a-amilasa, se mantienen niveles
méas consistentes de ciertos sustratos que requieren bacterias utilizadoras de &cido l4ctico,
estimulando asi la transformacion de &cido lactico en otros compuestos y consecuentemente
reduciendo la acidez del contenido reticulo-ruminal. Un pH ruminal menos &cido y mas estable
beneficia la poblacion de las bacterias celuloliticas y hemiceluloliticas, mejorando
consecuentemente la digestibilidad de la FDN. La l6gica de estas posibles explicaciones podria
aplicarse también al caso de una mejora en la digestibilidad de la FDN como resultado indirecto
de la accion de una proteasa sobre los granulos de almidén en el maiz, siendo esto compatible
con el efecto de la enzima observado en el presente estudio (48.59 vs 46.85%; aunque a P<0.20)
(Cuadro 5y 6).

Una tercera teoria postula que la adicion de oa-amilasa exdgena a la dieta resulta en
fermentaciones ruminales secundarias, que generan sustratos en forma de ciertos AGV de cadena
ramificada, necesarios éstos para el crecimiento y proliferacion de bacterias celuloliticas, lo que
a su vez resulta en un aumento en la degradabilidad de las paredes celulares. Una cuarta teoria
plantea que adicionar a-amilasa exogena a la dieta genera una competencia entre las diversas
bacterias ruminales que degradan almidon como sustrato, con disminucion en las poblaciones de

aquellas que producen acido lactico en mayor proporcion.
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Gencoglu, et al. 2010 evaluaron el efecto de la adicion de a-amilasa en dietas con alto o bajo
contenido de almidén (27.1 y 20.7%) en vacas lecheras lactantes y observaron un mayor
consumo de MS vy digestibilidad de la mayoria de los otros nutrientes con la excepcion del
almidon, que fue similar con o sin adicion de la enzima en animales alimentados con la dieta
baja en almidon. El peso vivo y el indice de condicién corporal de los animales no fueron
afectados por los tratamientos. Dilorenzo et al. (2010) suplementaron una dieta basada en granos
de maiz en forma de hojuelas secadas a vapor o el mismo grano rolado seco, con adicioén de a-
amilasa exdgena a 600 KNU/ kg MS y no obtuvieron un efecto sobre la digestibilidad de
nutrientes ni el rendimiento de novillos en engorde. Asimismo, Ferraretto, et al. (2011)
adicionaron amilasa exdgena a una dieta para vacas lactantes baja en almidon, lo que result6 en
beneficio minimo sobre el rendimiento y la composicion de la leche. Rojo et al., (2005)
observaron una disminucion en el CV a medida que aumentaba el nivel de o-amilasa
suplementaria en la dieta. En dicho experimento se evaluaron in vivo dos enzimas exdgenas
industriales, una a-amilasa de Bacillus licheniformis y una glucoamilasa de Aspergillus niger.
Usaron seis corderos (30 kg PV) equipados con canulas ruminales y duodenales, cuya dieta
incluyé 700g/kg MS de granos de sorgo, para determinar el efectos de las enzimas sobre la
ingestion, digestibilidad y fermentacion ruminal. A medida que la adicion de o-amilasa
aumento, disminuyo el consumo de MS y de almiddn, pero a su vez aument6 la digestibilidad de
estas dos fracciones. Esto sugiere que dicha enzima podria tener utilidad en rumiantes a los
cuales se les ofrecen dietas altas en granos pero de relativa baja digestibilidad.

La utilizacion de proteasas como aditivo en dietas para rumiantes ha sido menos evaluada que la
adicion de a-amilasa. En el presente experimento se observd una menor ingestacion de almidon

conjuntamente con una tendencia a mayor concentracion de insulina en la sangre de los corderos
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al recibir las dietas conteniendo proteasa versus las sin proteasa. Con respecto a la
digestibilidad, se infiere que la adicion de la proteasa ocasiona cambios en la superficie externa
de las proteinas que cubren el germen y endocarpio del grano de maiz, lo que en teoria
provocaria un aumento en su degradabilidad ruminal y/o digestibilidad intestinal del almidon.
Sin embargo en este experimento la ventaja sobre la digestibilidad de almidon fue escasamente a
favor de proteasa vs no proteasa (T3 + T4 vs T1 + T2) (98.99 vs 98.46%, P<0.19). En teoria la
mayor degradacion del almidén pudo ocasionar un aumento en la absorcion posterior de glucosa
a nivel intestinal y por ende un aumento en la concentracion de insulina tal como se observo.

El hecho de que la utilizacién de enzimas como aditivo en dietas para rumiantes resulta en
cambios en la concentracion de algunos componentes sanguineos sugiere que existen efectos
sobre el metabolismo de los lipidos e hidratos de carbono en el cuerpo. DeFrain et al., (2005)
estudiaron la suplementacion con a-amilasas en dietas para vacas lactantes y verificaron
diferencias en los niveles sanguineos de indicadores claves del metabolismo energético, como
cuerpos ceténicos, hormonas y glucosa. En cambio los efectos de la suplementacion enzimatica
sobre la composicion de la leche fueron minimos. Estos autores observaron que las
concentraciones plasmaticas pre-parto de BHB y AGNE aumentaron en vacas alimentadas con
adicion de a-amilasa exdgena en la dieta en comparacion con los animales sin recibir la enzima.
En las vacas lecheras post-parto las concentraciones plasmaticas de glucosa mostraron una
tendencia ascendente como resultado de la adicion de a-amilasa en la dieta. Se sugirié que estos
cambios, en BHB y AGNE pre-parto y glucosa post-parto, podrian ser el resultado de un cambio
hacia menor dependencia del metabolismo de grasas y mayor en la utilizacion de carbohidratos
en vacas suplementadas con la a-amilasa. Otros autores han observado que ovinos sub-nutridos

presentan concentraciones de AGNE superiores a las de animales con una alimentacion adecuada
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(Fernandez-Foren et al., 2011; Al-Qarawi, 2004). Nufiez Ochoa y Boauda (2007) notaron que la
concentracion de BHB en la sangre de corderos tiende a aumentar cuando hay deficiencias
energeéticas en las dietas. La secrecion de insulina es acelerada por la buena alimentacion (Sano
et al., 1999) y al contrario inhibida por la subnutricion (Jimeno et al., 2001). En el presente
estudio se verifico una tendencia a disminuir la concentracion de BHB en corderos alimentados
con las enzimas en la dieta (4.26 vs. 4.69 mg/dL; Cuadro 6). La adicion de a-amilasa en la dieta
tendio a aumentar la concentracion de AGNE (0.17 vs. 0.14 mEqg/L; Cuadro 6) en relacion a
corderos alimentados sin la enzima. En cambio los niveles de glucosa fueron similares entre
todos los tratamientos experimentales. A pesar de las diferencias citadas en los niveles de BHB
e insulina en la sangre entre corderos con o sin las enzimas suplementarias, los niveles de estos
componentes y los de glucosa se mantuvieron dentro de los limites normales para ovinos
(Cuadro 7). La excepcidn a esto la constituyeron los niveles de AGNE, que fueron inferiores a
los publicados como guias de lo normal.

Cuadro 7 Valores Normales de Metabolitos Energéticos en Sangre Ovina

Metabolito Valor Normal Referencia
Glucosa 2.4 — 4.4 mmol/L Wittwer, 2006
BHB 2.08-6.25 mg/dL Wittwer, 2006
AGNE <0.6769 mEq/L Wittwer, 2006
Insulina 16.67-250 pmol/L Duygu Udum et al., 2008

Microscopia de Rastreo

A través de microscopia de rastreo a una resolucion de 2000X se investigo los efectos de la
adicion de ambas enzimas sobre la estructura del granulo de maiz, sacando fotografias al
momento de hidratado y 6 y 24 horas mas tarde. En la Figura 30 se presenta una imagen del

granulo de maiz hidratado sin la adicion de enzimas en la cual se identifican los componentes
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que se presumen susceptibles a ser degradadas por la a-amilasa comercial, la proteasa
experimental o la combinacion de ambas enzimas.
En esta fotografia se puede observar la superficie mayormente lisa o poco rugosa y la forma casi

esférica de los granulos de almidén (GA) rodeadas por cuerpos de proteinas o fraccion proteica

(FP; Zeina), que acta como agente adhesivo entre los granulos.

Figura 30: Fotografia con microécopia de rastreo del grano de maiz a una resolucion de 2000X

a. Granulos de almidon (GA)
b. Fraccion proteica (FP)

Inmediatamente o al momento (hora 0) de adicionar las enzimas al maiz hidratado ya se pueden
observar el comienzo de cambios en la estructura del grano (Figura 31). Al tratar el maiz con a-
amilasa solo o combinada con la proteasa la forma mayormente esféricas del los GA se torna en
forma irregular que presenta una superficie menos lisa. Se detecta también una mayor
aglutinacion, tal vez como resultado de la posible gelatinizacion de los GA que podria deberse a
la accién de la proteasa al degradar la FP (zeina) de la cubierta del grano. Estos cambios

observados en la estructura del grano hidratado al momento de estar en contacto con las enzimas,

45



podrian atestiguar la efectividad de un medio acuoso para aumentar la actividad enzimatica y
facilitar o acelerar la degradacion de los componentes que son sus sustratos correspondientes.
Los efectos progresivos de la actividad enzimética para cambiar la estructura del grano de maiz
hidratado se siguen apreciando en la fotografia tomada después de 6 horas (Figura 32). Los GA
contindan perdiendo su superficie lisa y esfericidad original, y los cuerpos de proteinas se
reducen a pequefios trozos. Se observa los GA con estructuras rugosas y aglutinacion de los
mismos. En la imagen obtenida a las 24 horas de adicionar las enzimas (Figura 33), se observa la
continuada disociacion del GA con la FP, cambios que son mas apreciables en el maiz tratado
con la combinacion de ambas enzimas. También se nota, que la superficie de los GA del maiz
tratado con a-amilasa tiene una apariencia mas porosa, lo que no se observan en los GA en
ausencia de la enzima. Esta porosidad resultaria de la accion hidrolitica de la a-amilasa sobre los
enlaces a-glicosidicos que unen las unidades de glucosa en la molécula de almidén. Existe muy
poca informacion publicada sobre los cambios que ocurren en la estructura de los granos como
resultado de la adicion de enzimas exdgenas antes o durante el proceso fermentativo para la
produccion del ensilaje. En la presente investigacion, fueron notables los cambios observados
utilizando el microscopio de rastreo, en la forma, aspecto y distribucién de los GA 'y la FP en
maiz hidratado y tratado con o sin enzimas. Podemos inferir que la adicion de las enzimas en un
medio acuoso acelerd los cambios progresivos observados en los componentes estructurales del
maiz al compararse con el maiz hidratado sin las enzimas. Hoffman et al. (2007) estudiaron
cambios en la estructura del grano himedo en maiz de alta humedad ensilado durante 240 d y
observaron que durante el proceso de ensilamiento la superficie del granulo de almidén se puso
porosa Yy rugosa y ocurrié aglutinacion de las particulas como resultado de la degradacion de la

cubierta proteica del grano.
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Proteasa Experimental Amilasa + Proteasa

Figura 31: Fotografia utilizando el microscopio de rastreo a una resolucion de 2000X del efecto de la adicion de la a-amilasa
comercial y la proteasa experimental sobre la estructura del grano de maiz al momento de hidratarse
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Proteasa Experimental Amilasa + Proteasa

Figura 32: Fotografia utilizando el microscopio de rastreo a una resolucion de 2000X del efecto de la adicion de la a-amilasa
comercial y la proteasa experimental sobre la estructura del grano de maiz 6 horas después de hidratarse.
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Amilasa Comercial

Proteasa Experimental Amilasa + Proteasa

Figura 33: Fotografia utilizando el microscopio de rastreo a una resolucion de 2000X del efecto de la adicion de la a-amilasa
comercial y la proteasa experimental sobre la estructura del grano de maiz 24 horas después de hidratarse




6.0 Conclusiones

Efecto de la adicidn en la dieta de enzimas a-amilasa y proteasa sobre:
Consumo de alimento
e No se encontraron efectos significativos sobre el consumo voluntario de
MS, PB y FDN por los ovinos, entre las cuatro dietas experimentales
e EI consumo de almiddn se vio afectado negativamente (p<0.05) por la
presencia de la enzima proteasa experimental, tanto sola como en
combinacion con o-amilasa, en comparacion con las dietas sin la
proteasa.
Digestibilidad de las dietas
e Se observd una menor digestibilidad de MS (p<0.05) al afiadir una o
ambas enzimas en las dietas de los ovinos, en comparacion con el testigo.
Parédmetros sanguineos indicativos del estado fisioldgico
e Tendié (p<0.10) a aumentar el nivel de AGNE por la presencia de la
enzima a-amilasa en la dieta de los ovinos.
e Por el contrario, el nivel de BHB tendié (p<0.10) a disminuir por la
presencia de las enzimas en la dieta.
e La actividad de insulina tendi6 (p<0.10) a aumentar al afiadir proteasa a
la dieta.
e La concentracién de glucosa no sufrié ningin cambio relacionado a las

dietas experimentales.
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Cambios en la estructura microscopica de maiz partido hidratado y tratado
con enzimas

e La observacion de agujeros en la superficie en los granulos de almidén en
presencia de a-amilasa a la hora cero indica que al momento en que la
enzima hace contacto con el maiz hidratado comienza en seguida la
hidrolisis.

e Se detectd un grado de hidrdlisis del almidon tan grande o hasta mayor
con la a-amilasa sola que con la combinacion de las dos enzimas lo que
sugiere que la proteasa actud sobre la a-amilasa, interfiriendo con su
actividad.

e Fue evidente la gelatinizacion progresiva en los granulos de almidén en
los tratamientos de a-amilasa a las 6 y 24 horas, lo que también apoya el
supuesto que la a-amilasa trabaja mejor sobre el almiddn sin la presencia
de proteasa. También sugiere que la a-amilasa trabajaria mejor sobre el

alimento hidratado, en vez de afiadirla en la dieta de los ovinos.
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7.0 Recomendaciones

Durante los 112 dias de este experimento dividido en 4 periodos, se observaron algunas
diferencias significativas (P<0.05) y tendencias (P<0.10) en variables de consumo vy
digestibilidad de las dietas, asi como en ciertos parametros fisiolégicos en los ovinos,
pero no queda claro cuan importante puede ser la adicion dietética de las enzimas en los
rumiantes a nivel practico. Estas enzimas merecen un estudio mas a fondo para
determinar los efectos de su adicion en dietas con diferentes niveles de almidon.

Por otro lado, en fotos tomadas por el SEM de muestras hidratadas de maiz partido se
observaron efectos de las enzimas sobre los granulos del almidén. Por ello se
recomienda que se realicen futuras investigaciones para probar el tratamiento previo con
enzimas proteasa y a-amilasa de los alimentos a utilizarse en la dieta de los ovinos u otra
clase de rumiante.

La magnitud del efecto encontrado en el presente estudio al afiadir las enzimas en la dieta
de los rumiantes no justifica su utilizacion en la practica. Debe estudiarse mas a fondo
este topico con miras a lograr un mayor efecto favorable de las enzimas. Los cambios
observados en los granulos de almidon del maiz hidratado, por la adicién de las enzimas,

despierta interés sobre el uso de aplicacion previa de las enzimas a alimentos hidratados.
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9.0 Apéndice

Cuadro 8 Cambio en Peso Vivo Segun el Periodo Experimental

Ovino Peso Inicial Peso al final de cada periodo (kg)

(kg) 1 2 3 4
1 19.09 23.64 30.45 33.18 36.36
2 23.64 29.55 35.45 37.27 40.91
3 21.82 27.73 32.73 35.45 37.27
4 16.36 27.73 29.09 32.73 35.45
5 20.91 27.73 30.91 32.73 35.45
6 23.64 29.55 33.64 36.82 38.18
7 24.55 31.82 38.18 41.82 4591
8 20.45 26.36 31.82 34.55 37.27
9 27.27 37.27 43.64 45.45 50.00
10 22.73 28.64 31.82 34.55 37.27
11 21.82 28.18 32.73 35.45 40.00
12 22.73 28.18 32.73 34.55 36.36
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