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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el impacto que tiene sobre la respuesta
productiva la adicién de extracto de Salix babylonica, enzimas exdégenas ZADO ®
en dietas para corderos y estimar la sintesis de proteina microbiana mediante la
excrecion urinaria de derivados puricos (DP). Se utilizaron 16 corderos de raza
Suffolk (28.5 £ 2 kg PV) alojados en jaulas individuales donde recibieron su
comida y agua de forma individual durante 60 dias, con 10 dias de adaptacion a la
dieta, posteriormente se colocaron en jaulas metabdlicas individuales durante 7
dias, los corderos fueron asignados a cuatro tratamientos, se alimentaron dos
veces al dia (0800-1600 h) con 30% de concentrado (16% de PC, 3,2 Mcal EM / kg
MS) y 70% de ensilaje de maiz (8% de PC, 2,8 Mcal EM / kg MS) como dieta basal
(CONTROL), y se les adiciono extracto de Salix babylonica (30 ml / d) (SB),
enzimas exdgenas ZADO ® (10 g / d) (EZ) y Salix babylonica extracto (30 ml / d) +
enzimas exdgenas ZADO ® (10 g / d) (EZSB). Los tratamientos se analizaron en un
disefio completamente al azar. LA GDP y CA fueron mejores (P <0.05) en EZSB
con respecto al resto de los tratamientos, el consumo de agua fue mayor (P<0.05)
para SB en comparacion con los tratamientos, el CMS fue mayor (P<0.05) para los
corderos de EZ y la digestibilidad de MS y MO fue superior (P<0.05) en EZ y EZSB;
en cuanto a la ingestion de N fue superior (P<0.05) en EZSB y EZ y la menor
excrecion de N con un 11.7 % fue para EZSB; para la excrecion de DP, EZSB fue
superior (P<0.05) en la excrecion de alantoina, &cido Urico fue superior (P<0.05) en
los corderos del tratamiento EZ y SB mientras que la excrecion de DPT fue mayor
(P<0.05) en EZSB para creatinina no se encontraron diferencias (P>0.05) entre
tratamientos. Como conclusion la adicion de 10 g de enzimas fibroliticas exdgenas o
en combinacion con extracto de Salix babylonica en la dieta de las ovejas, aumenta

los pardmetros productivos y la sintesis de proteina microbiana.
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ABSTRACT

We used 16 Suffolk lambs (28 = 0.8 kg BW) housed in individual cages for 60 days
allotted to four treatments, feed with 30 % concentrate (16% CP, 3.2 Mcal ME / kg
DM) and 70 % corn silage (8 %CP, 2.8 Mcal ME/kg DM ) as a basal diet (CONTROL)
, and were added Salix babylonica extract (30 ml / d) (SB), exogenous enzymes
ZADO ® (10 g / d) (EZ) and exogenous enzymes ZADO ® + S. babylonica extract
(10 g + 30 ml / d respectively) (EZSB) then placed in individual metabolic cages and
determined digestibility balance. The treatments were analyzed in a completely
randomized design. The ADG and FC were higher ( P < 0.05) in EZSB compared to
other treatments, water consumption was higher ( P < 0.05) for SB relative to other
treatments, DMD was higher ( P < 0.05 ) for EZ, and digestibility of DM and OM was
higher ( P < 0.05) for EZSB and EZ, N intake was higher ( P < 0.05) for EZ and
EZSB; excretion of allantoin and uric acid was higher ( P < 0.05) EZSB than EZ and
SB; TPD excretion was higher ( P < 0.05) in EZSB. No significant differences ( P >
0.05 ) were observed for creatinine between treatments. The A / C ratio was higher
for EZSB( P < 0.05) compared to CONTROL followed for EZ and SB. The Microbial
nitrogen was ( P < 0.05 ) higher for EZSB vs. CONTROL and Metabolizable protein
was ( P < 0.05) lower for SB compared to EZSB . In conclusion the addition of 10 g
of exogenous fibrolytic enzymes or in combination with Salix babylonica extract in
the diet of sheep, increases production parameters having a positive impact on the

use of N and microbial protein synthesis.

Keywords : purine derivatives , additive lambs , allantoin, plant extract.
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[. INTRODUCCION

La busqueda de alternativas de alimentacion de bajo costo y de minimo uso
de insumos externos para apoyar la produccién animal en las zonas de escasez
de México ha propiciado la exploracion de fuentes alimentarias no convencionales.
El elevado costo de la alimentacion suplementaria a base de concentrados
proteicos ha motivado al estudio y utilizaciébn de arbéreas forrajeras, que tengan
un mayor valor nutricional. En México existen arboles nativos, que pueden ser una
alternativa para las condiciones en la época seca, cuando los forrajes son

escasos y de mala calidad (Palma et al., 1995; Jiménez Peralta et al., 2011).

Para el afio 2025 se espera que la actual poblacion humana se incremente
en un 60% vy la superficie urbanizada aumente alrededor del 70-80%, los que en
forma conjunta, producirdn un aumento considerable de la demanda de alimentos
(Delgado et al. 1999). La actual producciéon de alimentos de origen animal,
enfrentara en el corto plazo un importante desafio para aumentar de manera
considerable las actuales producciones pecuarias, conjuntamente para ese mismo
afo, la demanda de las fuentes energéticas para la alimentacibn animal sera
mayor, ya que alcanzara el doble de lo que se produce actualmente. Esta mayor
demanda en la produccion de alimentos de origen animal debe realizarse dentro
del concepto de sustentabilidad, es decir, incrementando la productividad por
animal y no el rendimiento por unidad de superficie (Ramos et al., 1998). Esta
situacion ha hecho que los cientificos de diversas disciplinas evalten distintas
alternativas para hacer un uso mas eficiente de los alimentos empleados en la
alimentacion animal, particularmente los granos y los forrajes. En la alimentacion
de rumiantes se han estado investigando diversas alternativas, tales como la
seleccion de granos y forrajes de mayor valor nutricional (Bafiuelos et al., 1995), la
manipulacion de los microrganismos ruminales (Mendoza et al., 1995), el uso de

aditivos que modifiquen el patron de la fermentacion ruminal (Miranda et al., 1996),
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el desarrollo de préacticas de alimentacion mas eficientes, el reciclaje de excretas
(Martinez- Avalos et al., 1998, Borquez et al., 2011) el empleo de alimentos no
convencionales (Ortega et al. 1998), el uso de tratamientos quimicos o bioldgicos
en los alimentos (Martinez et al., 1995; Montafiez et al., 2004), el uso de enzimas
exdgenas para incrementar la digestibilidad de las paredes celulares (Pinos-
Rodriguez et al., 2002) y del almidén (Mora et al. 2002; Buendia et al. 2003;
Gutiérrez et al. 2005: Rojo et al. 2005; Zinn et al., 2011). Recientes reducciones en
los costos de la fermentacion junto con mas activos y bien definidos productos
enziméaticos, han llevado a los investigadores a volver a examinar el papel de las

enzimas exogenas en la produccion de rumiantes (McAllister et al., 1999).

Las enzimas exdgenas representan una alternativa para incrementar la
productividad y reducir los costos en la alimentacion de los rumiantes (Mendoza,
1995; Bart y Oliver, 2001). Mejoran la digestibilidad del almidon o favorecen la
degradacion de los carbohidratos estructurales de la pared celular, ya que su uso
ha reportado incrementos en la digestibilidad de la fibra (ensilados y alfalfa) (Yang
et al., 1999). Pero existen pocas investigaciones empleando esquilmos agricolas,
para eficientar la digestion y utilizacion de los nutrimentos de estos alimentos
(Tirado et al., 2001; Carredn, 2003). Mientras los metabolitos secundarios de los
extractos de plantas resultan ser una alternativa en la alimentacion animal ya que
cuentan con la capacidad de cambiar la actividad de la fermentacién ruminal
microbiana. Dicha actividad es consecuencia de la accién de los metabolitos

secundarios como lo son los taninos, saponinas y aceites esenciales

El presente estudio tiene como finalidad analizar el impacto de extracto de
Salix babylonica y enzimas exdgenas fibroliticas (ZADO) sobre la respuesta
productiva, digestibilidad y sintesis de proteina microbiana en corderos en

crecimiento.
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II.LREVISION DE LITERATURA

2.1. Anatomia del rumen

Los rumiantes se caracterizan por su capacidad para alimentarse de pasto o
forraje. Esta caracteristica se basa en la posibilidad de poder degradar los hidratos
de carbono estructurales del forraje, como celulosa, hemicelulosa y pectina, muy
poco digestibles para las especies de estbmago simple o no-rumiantes. Basada en
esta diferencia fundamental, la fisiologia digestiva del rumiante adquiere
caracteristicas particulares. La degradacion del alimento se realiza
mayoritariamente por digestion fermentativa y no por accibn de enzimas
digestivas, y los procesos fermentativos los realizan diferentes tipos de
microorganismos a los que el rumiante aloja en sus diverticulos estomacales (DE).
Por esta razdén tenemos que tener presente que al alimentar a los rumiantes
primero estamos alimentando a los microorganismos rumiales, y que para su buen
desarrollo tiene que haber un medio ruminal favorable para ello. De esta forma hay
una simbiosis entre las bacterias y el animal. Esta digestion fermentativa, si bien
favorece al rumiante al permitirle degradar hidratos de carbono estructurales,
también afecta la digestion de todos los demés componentes de la dieta,
expuestos a los mismos procesos fermentativos, sin que esto represente siempre
una ventaja desde el punto de vista del mejor aprovechamiento del alimento.
(Relling y Mattioli. 2003).

El ternero nace con su aparato digestivo adaptado a una dieta lactea, y por lo
tanto, propia de un no-rumiante. Por esta razon los DE, no funcionales, son
pequefios al nacimiento y el cierre de la gotera esofagica desvia la leche
directamente al abomaso. La gotera esofagica es una estructura anatomica que
conecta el esd6fago con el abomaso. Bajo condiciones normales de alimentacién

los DE se van desarrollando mientras se hacen funcionales (Cuadro 1).
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Cuadro 1 - Capacidades relativas de las divisiones del estdmago del ternero en

funcién de la edad, expresadas como porcentaje de la capacidad gastrica total.

RETICULO- OMASO % ABOMASO %
RUMEN %
NEONATO 40 4 56
3 SEMANAS 48 4 36
7 SEMANAS 66 4 23
ADULTO 85-90 3-5 8-9

(Relling y Mattioli, 2003).
2.2. Ecosistema microbiano ruminal
2.2.1. Microorganismos ruminales

Los microorganismos ruminales han habitado en €l durante poco mas de 70
millones de afios y se ha formado una relacién de ecologia (Oekologie, del griego
oikos que significa “casa” y logos “ciencia’) ruminal, donde el rumen es un
ecosistema microbiano con complejas interrelaciones. El sistema microbiano
ruminal es un activo proceso regulado mediante complejos mecanismos
bioguimicos. En el rumen existe una fase gaseosa donde podemos encontrar
metano (CH;) y CO,, y otra acuosa que tiene dos estratos: estrato ventral (90 %
agua y 10 % MS), donde estan las particulas de alimento de mayor densidad y de
forraje con mas de 12 h de digestion; estrato superior (80 % agua y 20 % MS)
conformado por un manto de forraje de baja densidad. Por tanto, los estratos
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difieren en composicion y actividad microbiana; en la fase acuosa los
microorganismos son anaerobios estrictos, con una menor cantidad de anaerobios
facultativos. Las bacterias forman la mayor parte de esos microorganismos, hay un
méximo de 40 % de protozoarios y menos de 8 % de hongos. Cheng y Costerton
(1980) postularon que los microorganismos del rumen pueden ser clasificados en
tres grupos: (I) los microorganismos que se adhieren a la pared del rumen, (Il) los
gue viven libremente y (lll) los que estan adheridos a las particulas del alimento.
Este ultimo grupo representa 75 % del total de microorganismos ruminales y
desde el punto de vista ecoldgico son los que presentan las mayores ventajas, ya
gue los otros pueden ser removidos del rumen mas rapidamente por el flujo de la
digesta. Un factor importante para alcanzar una actividad microbiana éptima es
gue los microorganismos dispongan de los sustratos necesarios para Su
mantenimiento y crecimiento. En ausencia de energia fermentable y algunos otros
nutrientes exdgenos, el 60 % de las bacterias ruminales podrian morir en un 14
lapso de tiempo de 2 horas y alrededor del 30 % o mas podrian lisiarse debido a la
inanicion (Hespell, 1979). Por tanto, es necesario garantizar energia y nitrégeno
suficiente y ademas minerales, vitaminas, péptidos y aminoacidos, si se quiere
obtener una velocidad de digestién de la fibra y una sintesis de proteina éptima.
Como se puede observar el ecosistema ruminal es enormemente complejo,
responde a cambios dietarios y la optimizacibn de la fermentaciébn ruminal
dependera en gran medida del entendimiento que se logre tener de los

mecanismos reguladores de los procesos que tienen lugar en el rumen.
2.2.2. Bacterias ruminales

La mayor parte de las bacterias del rumen son anaerobias estrictas, pero existe un
porcentaje considerable de ellas que son anaerobias facultativas, capaces de vivir
en presencia de oxigeno y ademas, de utilizarlo (Van Soest, 1994). Las bacterias
suponen el 50-60% de la masa microbiana del rumen (Stewart y Bryant, 1988) y

de los grupos microbianos que viven en él son las que tienen el ritmo de
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generacion mas elevado y la menos tasa de retencion, constituyendo, por
consiguiente, la mayor fuente de nitrégeno para el rumiante. Las bacterias que
habitan el rumen se pueden clasificar de diferentes formas. Una de las més
extendidas es la basada en el sustrato que utilizan (Yokohama y Johnson, 1988).
Los forrajes fibrosos se degradan por las denominadas bacterias celuloliticas. Su
actividad se debe a un complejo enzimatico extracelular con funciones especificas
para la degradacion de la celulosa, hidrolizando los enlaces B 1-4 hasta glucosa
(Yokohama y Johnson, 1988). Son anaerobias estrictas, y su rango 6ptimo de pH
oscila entre 6,3 y 6,8; si el mismo desciende por debajo de 6,3 su actividad se ve
afectada. Existe la idea de que las bacterias que hidrolizan carbohidratos
complejos utilizan nitrdgeno amoniacal, mientras que las que fermentan azlcares
simples utilizan proteina preformada (Russell et al., 1992). Su ritmo de crecimiento
depende ademas de la disponibilidad de &cidos grasos de cadena ramificada,
siendo un grupo de crecimiento lento cuya tasa de renovacion ronda las 18 horas.
Predominan en el rumen cuando el animal recibe dietas con elevada proporcion de
forraje, disminuyendo su numero si aumentan los carbohidratos solubles (Grant y
Mertens, 1992). Como &cido graso principal producto de su metabolismo se
obtiene acido acético, y en menor medida acido propiénico y acido butirico. La
hemicelulosa y las pectinas también son degradadas gracias a enzimas
extracelulares producidas por algunas bacterias celuloliticas, y también hay grupos
que utilizan especificamente estos sustratos (Van Soest, 1994).

El almidén se degrada por las bacterias amiloliticas por medio de enzimas
extracelulares que rompen aleatoriamente los enlaces a 1-4 de las cadenas del
mismo (Yokohama y Johnson, 1988). Sintetizan la proteina a partir de
aminoacidos y también de amoniaco. Ademas son menos sensibles a las
variaciones del pH ruminal, con un valor éptimo de crecimiento que oscila entre
5,5y 6,6 (Hoover, 1986). Predominan en el rumen de animales alimentados con

dietas con elevada proporcion de carbohidratos solubles. Muchas bacterias
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amiloliticas también pueden fermentar azlcares sencillos y carbohidratos de bajo
peso molecular liberados durante la hidrdlisis de otros mas complejos, pero sin
adherirse a las particulas. Producen mayor cantidad de acido propiénico que las
celuloliticas. Existen especies con una actividad degradante especifica para un
determinado sustrato. Algunas bacterias utilizan los &cidos organicos (lactico,
succinico, formico) resultantes de la fermentacion llevada a cabo por otros
microorganismos (Wolin et al., 1997). De esta forma se eliminan del medio ruminal
productos que, de acumularse en exceso, podrian inhibir la fermentacion (@rskov
y Ryle, 1990). La proteina contenida en el alimento se degrada mediante enzimas
producidas por las bacterias proteoliticas. En el proceso de degradacion de la
cadena polipeptidica intervienen diferentes especies en cada uno de los pasos. En
primer lugar se produce la protedlisis rompiéndose las proteinas y los péptidos
entran al interior de las bacterias donde son degradados a aminoécidos que
posteriormente formaran parte de la proteina microbiana o desaminados para dar
lugar a acidos grasos volatiles, amoniaco y acidos carboxilicos (Stewart y Bryant,
1988). Los acidos grasos volatiles producidos durante la fermentacion de las
proteinas son el isobutirico, el isovalérico y el 2-metilbutirico. Las bacterias pueden
formar directamente aminoacidos a partir de nitrdbgeno no proteico (como
amoniaco, nitratos y urea) y acidos grasos volatiles. La urea es degradada por las

bacterias ureoliticas que forman parte importante de la flora epimural.

Cada mililitro de contenido ruminal alberga alrededor de 10 000 a 50 000 millones
de bacterias, siendo estos los microorganismos mas abundantes. Las bacterias se
encuentran en una gran variedad de géneros y especies por lo menos 28 especies
funcionalmente importantes, las cuales se agrupan de acuerdo a su actividad. La
mayoria de las bacterias son anaerobias estrictas, que no pueden sobrevivir en
presencia de oxigeno, sin embargo también se encuentran presentes organismos
facultativos. Segun Gonzalez (2002) la mayoria de las bacterias que podemos

encontrar en el rumen son anaerobias estrictas, Gram negativas donde se
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observan bacilos, cocos, cocobacilos, espiroquetas y esporoformes, siendo las
principales responsables de fermentacion ruminal. Algunos de los principales

grupos de bacterias, de acuerdo con el substrato utilizado, son los siguientes:

Celuloliticas: Bacteroides ruminicola, Butyrivibrio fibrisolvens, Fibrobacter

succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, R. albus.

Hemiceluloliticas: Butyrivibrio  fibrisolvens, Fibrobacter  succinogenes,

Ruminococcus flavefaciens, R. albus.

Amilolticas: Bacteroides amylophilus, B. ruminicola, Streptococcus bovis,

Succinomonas amilolitica.

Proteoliticas: Bacteroides amylophilus, B. ruminicola, Butyrivibrio fibrisolvens,

Streptococcus bovis .
Pectinoliticas: B. fibrisolvens y Lachnospira multiparus y varios protozoarios.

Cuadro 2. Caracteristicas generales de las bacterias que habitan en el rumen.

ORGANISMO MORFOLOGIA ~ MOVILIDAD ~ PRODUCTOS DE DNA
FERMENTACION (mol%C+G)
Fibrobacter BACILO - Succinato, acetato, 45-51 Celulosa
succinogenes formiato
Butyrivibrio BACILO + Acetato, formiato, 41 Celulosa
fibrisolvens CURVADO lactato, butirato, H2
y CO2
Ruminococcus COCO - Acetato, formiato,
albus H2y CO2
Clostridium BACILO + Acetato, formiato, 43-46 Celulosa
lochheadii (ESPORA) butirato H2 y CO2
Ruminococcus COCO Acetato, succinato 39-44 Celulosa
Flavefaciens y H2
Clostridium BACILO Acetato, formiato, - Celulosa
polysaccharolyticum (ESPORA) butirato y H2
Bacteroides BACILO - Formiato, acetato y 40-42 Celulosa y
ruminicola succinato almidon
Ruminobacter BACILO - Formiato, acetato y 49 Almidon
amylopHilus succinato
Selenomonas BACILO + Acetato, propionato 49 Almidon
ruminantium CURVADO y lactato
Succinomas OVALADO + Acetato, propionato - Almidon
amylolytica Yy succinato
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Continuacion...

Streptococcus COCO - Lactato 50 Almidon
Boris
Selenomonas BACILO + Acetato y 54 almidon
lactilytica CURVADO Succinato
MegaspHaera COCO - Acetato, 38-41 Lactato
elsdenii propionato,

butirato, valerato,
coproato, H2 vy

CO2
Viellonella COCO Acetato, propionato - Lactato
parvula y H2
Lachnospira BACILO + Acetato, formiato, - Lactato
multiparus CURVADO lactato, H2 y CO2
Anaerovibrio BACILO Acetato, propionato - Pectina
lipolytica y succinato
Eubacterium BACILO Formiato, butirato, 44-47 Lipolitico
ruminantium lactosa y CO2
Lactobacilos ruminis bacilo lactosa 44-47 azucares
Lactobacillus BACILO Lactosa 34-37 azucares
vitulinus
Methanobrevi- BACILO - Lactosa 31 Xilano
bacter
ruminantium
Methanomicrobium BACILO + CH4 (de H2 + CO2 49 metanogenos
mobile o formiato)
Eubacterium BACILO Lactosa 'y H2 36 metanogenos

oxidoreducens

(Gonzaélez, 2002)

Como bien se conoce la mayor parte de los nutrientes energéticos que
consumen los rumiantes se encuentran en la celulosa, hemicelulosa, y pectina de
la pared celular asi como en el almidon del contenido celular, de aqui la
importancia de estos microorganismos en la alimentacion de estos animales.
Ademas, B. amilophylus, Selenomonas ruminantium, y Streptococcus bovis, al
igual que algunas cepas de B. succinogenes, sintetizan amilasas (para fermentar
almidon), mientras que Megasphaera elsdenii utiliza azlcares solubles. También
algunas bacterias degradan componentes toxicos de la dieta como los
aminoacidos mimosina y sus derivados, componentes del forraje de Leucaena,
fenoles vegetales como la cumarina (1,2 benzopirona), la canavanina, analoga a la
arginina, componente de la leguminosa Canavalia ensiformis, que inhibe algunas

bacterias del rumen, pero es hidrolizada por otras. A pesar del papel de las
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poblaciones protozoaria y fungica del rumen en la digestion de la pared celular
vegetal, parece claro que son las bacterias los microorganismos mas activamente
implicados en este proceso, tanto cualitativamente, por su alta actividad
enzimética, como a nivel cuantitativo, por la magnitud de su repercusion debida a

su elevada concentracion en el rumen.
Bacterias metanogénicas

Las bacterias metanogénicas forman parte del dominio de las
Argueobacterias, que incluye tres tipos de bacterias: metanogénicas, las que
producen metano; halofilas extremas, las que viven en medios salinos extremos, y
termoaciddfilas, las que subsisten en ambientes calientes y acidos. De los tres
tipos, las que predominan son las metanogénicas y han sido estudiadas por un
gran numero de autores (Galindo, 2006). Los metan6genos son quizas los
organismos anaerdbicos mas estrictos, requiriendo no solo condiciones libres de
oxigeno, necesitan también un potencial redox menor que —330mM. La mayoria
tiene tiempos de duplicacion que va desde varias horas a varios dias. Estos
factores imposibilitaron el estudio de metandégenos en cultivos puros hasta
mediados de la década de los 70, cuando el desarrollo de técnicas anaerdbicas
perfeccionadas y camaras de anaerobiosis seguras, simplificaron el crecimiento,
aislamiento y manipulacion de las bacterias metanogénicas. Otro impedimento
para su estudio fue su débil crecimiento. El estudio de su nutricion, especialmente
sus altos requerimiento de niquel, permitié el crecimiento suficiente para realizar
estudios bioquimicos que demostraron vias metabodlicas completamente nuevas
(Galindo et al, 2006).

Las bacterias metanogénicas encontradas en el rumen son las siguientes:
Methanobacterium formicicum bryantii; Methanobrevibacter ruminantium smithii;

Methanomicrobium mobile; Methanosarcina barkeriy; Methanoculleus olentangyi
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Han sido encontrado grupos de bacterias metanogénicas sobre la superficie del
protozoario entodiniomorfido, estando controlada su actividad probablemente por

la concentracion de hidrégeno en el liquido ruminal.
2.2.3. Protozoarios ruminales

El nimero de protozoarios en el rumen es mucho menor que el de bacterias
(10° a 10° por ml) aunque, por su tamafio, los protozoarios pueden representar
hasta el 40% de N total a nivel ruminal y proporcionar el 60% de los productos de

la fermentacion microbiana (Orpin, 1984).

Los protozoos del rumen son anaerobios estrictos y pertenecen a dos grupos
taxdnomicos, holotricos y entodiniomorfos, estos dltimos presentan una mayor
variedad de especies (Cuadro 3) estos ultimos presentan una mayor variedad de
especies. Los holotricos, se presentan en su totalidad cubiertos por finos cilios,
son moviles y utilizan carbohidratos no estructurales, fundamentalmente solubles.
Los entodiniomerfos son mas especificos en sus requerimientos nutricionales vy

morfolégicamente presentan mayor complejidad (Orpin, 1984)
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Cuadro 3. Clasificacién por especies de los protozoarios ruminales con los

sustratos preferentemente fermentados (Van Soest, 1994).

HOLOTRICOS Isotricha Almidon y azucares
Dasytricha Almidén y azucares

ENTODINIOMORFOS Entodinia Almidon

Epidinium Almidon y hemicelulosa

Ophryoscolex Almidon

Diplodinium Celulosa

Eudiplodinium Celulosa

Polyplastron Celulosa

2.2.4. Hongos ruminales

Junto con la poblacién de bacterias y protozoos existe en el rumen una
poblacion importante de hongos. Estos hongos son anaerdbicos y colonizan los
tejidos lignoceluloliticos de las plantas participando en la degradacion de la fibra
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(Orpin y Joblin, 1988). Los hongos se hallan firmemente asociadas a las particulas
de digesta y ello hace posible su permanencia en el rumen a pesar de su largo
tiempo de generacion, la cantidad de masa fungica que alcanza finalmente el

duodeno es pequefia.

Los hongos son capaces de digerir y utilizar celulosa y hemicelulosa y
presentan la ventaja, sobre las bacterias celuloliticas, de ser capaces de penetrar
las paredes celulares lignificadas permitiendo el posterior acceso de las enzimas
bacterianas a dichas estructuras mejorando la digestibilidad de la fibra (Van Soest,
1994).

2.2.5. Factores que afectan la poblacién de microorganismos del rumen

Existen muchos estudios acerca del desarrollo de la mejor poblacion
microbiana ruminal y los factores que controlan su balance. Algunos de estos
factores estan ligados a la fisiologia de diferentes especies (maxima velocidad de
crecimiento, afinidad por el sustrato, energia metabdlica, resistencia a pH acidos y
compuestos toxicos, habilidad para adherirse a las particulas de la planta, etc).
Esto depende del hospedero y su alimento (composicién de la dieta, frecuencia de
comidas, cantidades ingeridas, aditivos del alimento, forma en la cual el alimento
es presentado, etc.) y de la naturaleza de las relaciones establecidas entre las
diferentes poblaciones durante la evolucion, como la competencia, el sinergismo,

la predacion, el mutualismo, etc.

Generalmente se acepta que los principales factores que modifican la

poblacién de microorganismos del rumen son:
* La dieta y su manipulacion
» Cantidad y frecuencia en el suministro de alimentos

» Cambios diurnos y estacionales
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* Procesamiento de la dieta

» Competencia entre protozoos y bacterias
* Especie animal

» Edad

Existen otras variables, que pudieran ser factores, las que también influyen
en el numero y representacion de especies microbianas, entre estas tenemos: El
consumo Yy su velocidad, la selectividad al pastar, la fertilidad del suelo, la
situacién geogréfica, el clima. Estos influyen en la cantidad y calidad de nutrimento

que se ofreceran a los microorganismos del rumen.
2.2.6. Importancia de los microorganismos ruminales

Los microorganismos ruminales constituyen un elemento de vital
importancia para el mantenimiento de los animales poligastricos, esto se refleja si
se tiene en cuenta que del 55 al 85 % de la energia metabolizable (EM) total
derivada del alimento consumido, es absorbida desde la pared ruminal como
acidos grasos volatiles (AGV) obtenidos a partir de la accién microbiana sobre
este. La mayoria de las bacterias y de los hongos, pero pocos protozoarios,
pueden utilizar amoniaco. En vacas lecheras, la proteina microbiana sintetizada
por las bacterias proteoliticas (en especial los géneros Prevotella, Selenomonas y
Butyrivibrio) y las bacterias que sintetizan aminoacidos, proporciona casi 60 % de
los aminoacidos que llegan al duodeno, lo cual aumenta a 90 % en rumiantes

alimentados con dietas bajas en proteina.

La proteina que puede aportar la masa microbiana ruminal representa lo
siguiente, respecto al total disponible: 44 % en borregos, 48 % en vacas, 51 % en
terneros, 45 % en novillos (alimentados con paja y grano de cebada), 39 % en
novillos (alimentados con paja de cebada); ademas, proporciona todos los
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aminoacidos indispensables y 60 a 90 % del requerimiento energético y
nitrogenado para los rumiantes. En areas donde existe escasez de este nutriente,
la optimizacion de proteina microbiana, a través de un uso eficiente de los
recursos disponibles localmente, es un alcance sostenido y efectivo hacia la
mejora en la produccion de los rumiantes, aun en areas que dispongan de fuentes
proteicas, el aumento de la eficiencia biolégica de la sintesis de la proteina
microbiana es la clave para la mejora del costo de produccion y reduce la
contaminacion con N del ambiente (Orskov, 1997). Autores como Angeles (2002)
plantean que en los rumiantes, la presencia de bacterias, protozoarios y hongos le
permite cubrir hasta el 100% de sus requerimientos energéticos a partir de
carbohidratos estructurales como celulosa, y hemicelulosa, le permite utilizar
fuentes de nitrdgeno no proteinico (urea, amoniaco) para cubrir una parte de sus
necesidades de proteina y ademas, lo hace independiente de una suplementacion
de vitaminas hidrosolubles para cubrir sus requerimientos. Gracias a los
microorganismos ruminales cada 15 kg de materia seca consumidos por el animal,

10 kg son degradados y fermentados por lo que pueden ser aprovechados.
2.2.7. Modulacién de la fermentacion ruminal.

Existen varias alternativas para modular la fermentacion ruminal, como la
adiciéon de aditivos que estimulen la proliferacién de bacterias especificas (aditivos
microbianos y los &cidos organicos); por otro lado estan los que inhiben la
proliferacion de microrganismos (extractos de plantas y los anticuerpos

policlonales)(Calsamiglia, 2005).

2.2.8. Alternativas para disminuir la emision de gases en fermentacion

ruminal

Diversos autores seflalan que existen diversos factores alternativos la
disminucién de la metanogenesis, Johonson y Johonson (1995), mencionan que la

adicibn de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga disminuye la
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metalogénesis porque se convierte en una alternativa metabdlica para el
hidrogeno, dando como resultado una reduccién del nimero de protozoarios que
aparentemente contribuye a una declinacién en la poblacion de metanogenas
ademas se supone gque la toxicidad de algunos acidos grasos de cadena larga

sobre las bacterias metanogénicas también tienen un gran efecto.

2.3. La alimentacién de los rumiantes

La alimentacion representa el componente mas importante en los costos de
produccién y es determinante en el comportamiento productivo de los animales.
Es esencial considerar los tipos de dietas, calidad y precision de estas, asi como

de los ingredientes que las conforman (Sanchez, 2002).

Garré y Leon (2002), establecen que los animales mal alimentados,
retardan el crecimiento y tienen desarrollo incompleto, lo que repercute en los
pesos vivos de los mismos sin el aseguramiento de una racion balanceada seria
sumamente dificil obtener resultados aceptables en los pesos de los corderos,

tanto al nacimiento como al predestete, destete y postdestete.

Los aditivos son usados rutinariamente en la alimentacion animal con tres
fines fundamentales: mejorar el sabor u otras caracteristicas de las materias
primas, piensos o productos animales, prevenir ciertas enfermedades, y aumentar

la eficiencia de produccion de los animales.

El rango de aditivos utilizados con estos fines es muy amplio ya que bajo
este término se incluyen sustancias tan diversas como algunos suplementos
(vitaminas, provitaminas, minerales, etc.), sustancias auxiliares (antioxidantes,
emulsionantes, saborizantes, etc.), agentes para prevenir enfermedades

(coccidiostaticos y otras sustancias medicamentosas) y agentes promotores del
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crecimiento (antibidticos, probidticos, enzimas, etc.). Dentro del grupo de los
aditivos antibidticos estan aquellos que se utilizan como promotores del
crecimiento de los animales, y que también son denominados "modificadores

digestivos"

2.3.1. Aditivo

Son todos aquellos ingredientes y compuestos que se adicionan a los
alimentos y cuyo uso mejora en alguna forma la apariencia, la vida en bodega, la
aceptacion, la ingestion, digestion, absorcion o metabolismo de los alimentos

aunque, en rigor, no sean estrictamente esenciales para la nutricién animal
Tipos de aditivos

¢ Antibidticos

¢ Probioticos

¢ Sustancias antioxidantes

¢ Sustancias aromaticas y saborizantes

¢ Coccidiostaticos y otras sustancias medicamentosas

¢Emulsionantes, estabilizantes, espesantes y gelificantes

+Colorantes incluidos los pigmentos

+Conservantes

+Vitaminas, provitaminas y otras sustancias de efecto analogo quimicamente bien
definidas

+0Oligoelementos

+Agentes ligantes, antiaglomerantes y coagulantes
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+Reguladores de la acidez
¢Enzimas
+Microorganismos

+Ligantes de radionucleidos

2.3.2. Antibioticos como promotores del crecimiento

La descripcion de las propiedades de los agentes antimicrobianos como
promotores del crecimiento data de finales de los afios 40. Este efecto se
manifiesta al adicionar a los piensos cantidades subterapeuticas de antibioticos.
Sin embargo ante el empleo masivo de antibi6ticos, es probable que esto genere
resistencia a los antibioticos entre bacterias en especial aquellas que pueden ser
agentes etiolégicos para enfermedades en el hombre, en algunos paises se ha
prohibido adicionar antibiéticos en la alimentacion animal como promotores del
crecimiento, decision que ha tenido un fuerte impacto en produccion animal y ha
determinado la necesidad de iniciar lineas de investigacion encaminadas a la
busqueda de alternativas del uso de no antibiéticos como promotores del

crecimiento.

Los efectos asociados a la inclusion de un aditivo antimicrobiano en un
pienso es prevenir problemas digestivos, incrementar el consumo del alimento y
por ende mejorar el estado general del animal, factor que repercute
econdmicamente ya que determina una reduccion de los costos de produccion. El
mayor beneficio de utilizar promotores de crecimiento podemos basarlo en que
son capaces de controlar a la poblacion microbiana del tracto gastrointestinal,
fendbmeno que se traduce en una mejora en la absorcion de nutrientes y en

consecuencia en la disminucion de proliferacién de microrganismos patégenos.
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2.3.3. Resistencia bacteriana a los antibioticos

Frecuentemente, el posible desarrollo de resistencia a las bacterias ha
motivado a la prohibicion de muchos de los antibidticos promotores de crecimiento
en la nutricion animal. En la Union Europea el uso de avilamicina, flavofosfolipol,
monensina, y salinomicina fue permitido hasta enero de 2006; en México aun se
usan varios de ellos sin restriccion. Por lo tanto, cientificos en la produccion animal
y productores de ganado estan investigando nuevos aditivos alimenticios que
puedan beneficiar la salud animal y la produccién de alimentos (Chen et al., 2008).
Una de las alternativas mas estudiadas en los ultimos afios es el uso de extractos

de plantas o aceites esenciales (Mellor, 2000).

Los extractos de plantas pueden potencialmente ser usados como aditivos
alimenticios, especialmente considerando la enorme biodiversidad que puede ser
explotada. Estos extractos son ampliamente usados en la alimentacién humana, y
en aplicaciones bioguimicas y farmacéuticas. De hecho, existen evidencias de que
éstos ofrecen un potencial como promotores de crecimiento en cerdos. Asimismo,
la preocupacion en relacién a la resistencia a los antibiéticos en la industria del
ganado, ha llevado a minimizar o eliminar el uso de tales compuestos en EUA y
Europa (Chen, 2008).

Esto representa considerables oportunidades para el desarrollo de varios
tipos de aditivos. Asi, el uso de aceites esenciales de plantas como aditivos
funcionales para el ganado se percibe con mucho interés. Los componentes de los
aceites esenciales con efectividad antibacterial son, e.g. carvacrol, timol, eugenol,
perillaldehido, acido cinamaldehido y cinAmico. Se ha demostrado que estos
compuestos presentan propiedades antimicrobiales, antioxidantes y antifingicas.

Se reporta también que mejoran al comportamiento animal debido a su efecto en
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la estimulacion de la salivacion y secreciones de enzimas pancreaticas o por tener

un efecto bactericida directo sobre la flora microflora intestinal (Hardy, 2002).

2.3.4. Probi6ticos

Su empleo estd muy extendido y es favorablemente acogido por su
significado positivo en alimentacion animal. EI concepto de probidticos tiene ya
mas de un siglo de antigiiedad y la introduccién del término se atribuye a Fuller
(1989), aunque se ha visto sometido a multiples definiciones, mas o menos

completas.

Tal vez la definicibn més adecuada sea la propuesta por Havenaar y Huisin
't Veld (1992), segun la cual los probidticos son: ‘cultivos simples o mezclados de
microorganismos Vivos que, aplicados a los animales o al hombre, benefician al
hospedador mejorando las propiedades de la microflora intestinal original’. Van
Eys y den Hartog (2003) afiaden que deben estar en una dosis suficiente para
modificar (por implantacion o colonizacion) la microflora de algin compartimiento

del digestivo del hospedador.

En la practica suelen presentarse bajo formas destinadas a ser
administradas en el agua o en el pienso. Los microorganismos que constituyen los
probiéticos son principalmente bacterias capaces de producir acido lactico, que
son las mas conocidas, pero también se incluyen bacterias no lacticas, levaduras y
hongos. Es importante destacar que ésta es una primera e importante diferencia
entre monogastricos y rumiantes, en lo que se refiere a las posibilidades de

utilizacién de los probidticos.
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Esto es debido a que los rumiantes son capaces de producir importantes
cantidades de lactato y lactobacilos en el reticulo-rumen en condiciones naturales
de acidez (i.e. raciones con elevado concentrado). Resulta asi que uno de los
puntos de mayor interés del empleo de probidticos en rumiantes es controlar la
acumulacion de lactato en el rumen, lo que se intenta conseguir por medio de la
estimulacién de los microorganismos utilizadores de lactato y estimuladores de la
sintesis de propionato. En este papel, pocos probidticos han sido todavia
estudiados en el caso especifico de los rumiantes. A efectos practicos los pre-
rumiantes deberian considerarse como monogastricos, aunque este concepto

debe entenderse como temporal o funcional ocasional.

El objetivo de administrar probidticos es establecer una microbiota intestinal
favorable antes de que los microorganismos productores de enfermedades
puedan colonizar los intestinos, aunque, en el caso de las bacterias productoras
de acido lactico, éste también inhibe la proliferacion de muchas bacterias
potencialmente patdgenas o no deseables en el intestino. Aungue existe
controversia sobre los mecanismos de actuacion de muchos de los probiéticos,

éstos trabajan fundamentalmente por ‘competencia de exclusién’ e incluyen la:

Competicidn por los receptores que permiten la adhesion y colonizacion de la

mucosa intestinal.

% Competicién por determinados nutrientes.
% Produccion de sustancias antimicrobianas.

% Estimulacion de la inmunidad de la mucosa y sistémica del hospedador.
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Las levaduras como probidtico en rumiantes

Las levaduras (Saccharomyces spp.) son sin duda uno de los probiéticos

mas utilizados en alimentacién animal, tanto en monogéastricos como en

rumiantes. Existe un relativo consenso de que las mejores respuestas en

rumiantes se han observado en el caso de vacas lecheras, y los efectos

reconocidos en rumiantes se atribuyen al aumento de la celulolisis ruminal y del

flujo de proteina microbiana al intestino (Newbold, 2003; Van Vuuren, 2003).

Cuadro 4. Microorganismos usados en alimentacién animal

probidticos

Bacterias lacticas lactobacillus
(Gram+)
no esporuladas

Bifido-bacteruim

Streptococcus

Enterococcus

Lactococcus

Pedicoccus

Leuconostoc
Bacterias lacticas sporolactobacillus
(Gram +) esporuladas

Streptococcus

nwunuwnm

Wrormmonononooooorrrre e

. acidophilus (Figura 1)
. casei

GG

. bulgaricus

. plantarum

. bifidum

. brevi

. longum

. termophilus
. animalis

. termophilus
. lactis

. leuconostoc
. faecali

. faecium

lactis

. acidilactici
. mesenteroides
. inilinus

. termophilus
. lactis
. leuconostoc

como
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Figura 1. L. acidophillus (Kunkel, 2001)

2.3.5. Enzimas exb6genas

Las enzimas exdgenas representan una alternativa para incrementar la
productividad y reducir los costos en la alimentacion de los rumiantes (Mendoza,
1995; Bart y Oliver, 2001). Las enzimas exdgenas, mejoran la digestibilidad del
almidon o favorecen la degradacion de los carbohidratos estructurales de la pared
celular, ya que su uso ha reportado incrementos en la digestibilidad de la fibra
(ensilados y alfalfa) (Lewis et al., 1999; Yang et al., 1999). Pero existen pocas
investigaciones empleando esquilmos agricolas, para eficientar la digestién y
utilizacién de los nutrimentos de estos alimentos (Tirado et al., 2001; Carreon,
2003). Por lo tanto el objetivo de esta investigacion fue evaluar la adicion de dos
complejos enzimaticos exdgenos fibroliticos en el comportamiento productivo de
ovinos pelibuey en un sistema de alimentacion intensiva y determinar la

rentabilidad econdmica del sistema.

e ——————
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Cuadro 5. Efectos de la suplementacion con enzimas en ganado vacuno de
engorde a base de forraje (Beauchemin et al., 1995)

Dosis de enzima
Control 1x 2x 4x

Heno de alfalfa:
ADP, kg/d 1.27bc 1.28b¢ 1.193b¢  1,122b
MSI, kg/d 10.8* 10.5* 10.9°  10.32
IC, kg MS/kg ! 9.0 8.7 9.6 9.5

Heno de fleo:
ADP, kg/d
MSI, kg/d
IC, kg MS/kg

Ensilado de cebada:
ADP, kg/d
MSI, kg/d
IC, kg MS/kg

2.3.6. Extractos de vegetales

La utilizacion de plantas y de hierbas medicinales, o de alguno de sus
componentes, se plantea actualmente como una de las alternativas mas naturales
a los APC. Algunas plantas (anis, tomillo, apio, pimiento, etc.) contienen aceites
esenciales que les confieren propiedades aromaticas. Tal y como se ha observado
en diferentes experimentos, la utilizacibon de estos aceites puede producir
aumentos de la ganancia diaria de peso similares a los registrados con APC en
cerdos y pollos (Piva and Rossi, 1999). Otras plantas, como los citricos (naranja,
pomelo, mandarina, etc.) contienen bioflavonoides que también pueden producir
efectos positivos sobre los rendimientos productivos de los animales. Los
mecanismos de accion de estas sustancias, y de otras extraidas de diferentes
plantas, no se conocen totalmente, y varian segun la sustancia de que se trate,

pero algunos de los mecanismos propuestos son: disminuyen la oxidacion de los

Karla Ivonne Valdés Medina 24



Impacto de extracto de sauce llorén (Salix babylonica)
y enzimas exdgenas en dietas para corderos

aminoacidos, ejercen una accién antimicrobiana sobre algunos microorganismos
intestinales y favorecen la absorcion intestinal, estimulan la secrecion de enzimas
digestivos, aumentan la palatabilidad de los alimentos y estimulan su ingestion, y
mejoran el estado inmunoldgico del animal. En el caso de los animales rumiantes
se han realizado menos experiencias, pero existen ya productos comerciales a

base de extractos de Yucca shidigera.

La utilizacién de estos extractos (ricos en saponinas) provoca en el rumen
un descenso de las bacterias Gram+ y de los protozoos, lo que se traduce en una
reduccion de los niveles de amoniaco en el rumen, aumenta la producciéon de
acidos grasos volatiles y puede incluso incrementar la sintesis microbiana. En los
animales no rumiantes estos extractos han demostrado también su actividad,
ejerciendo su efecto antiprotozoario y mejorando el estado inmunoldgico de los

animales.

Los extractos de plantas forman parte de lo que se denomina "zona gris" en
los aditivos, un grupo de sustancias "toleradas" pero no admitidos como aditivos
de manera estrictamente legal. Los extractos vegetales entrarian dentro del grupo
de aditivos clasificado como "sustancias aroméaticas y saborizantes", en el que se
incluyen "todos los productos naturales y los productos @ sintéticos
correspondientes”, y que pueden utilizarse en todas las especies animales, sin
restriccion alguna en su edad o en la dosis de producto. Dada que estos productos
son muy bien aceptados por el consumidor, son una de las alternativas a los APC
con mas futuro, y la basqueda de nuevas sustancias representa una importante
area de investigacion en el campo de los aditivos alimentarios. Sin embargo,
también presentan algunos inconvenientes, ya que la obtencion de extractos
vegetales es en muchos casos complicada y costosa, las dosis efectivas de los
mismos pueden ser elevadas, y en muchos casos se trata de compuestos

volatiles. Ademas, es necesario conocer la procedencia de estos productos para
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gue su utilizacion sea realmente segura, o que actualmente no resulta facil. De
esta manera se pueden utilizar las hojas del sauce lloron para elaborar extracto

para utilizarlo como aditivo en la alimentacion de los animales.

2.3.6.1 Sauce llorén

Nombre Comun: Sauce Lloron,. Nombre Cientifico: Salix babylonica L., Familia:

Salicaceae, Clase: Magnoliopsida

Descripcion

Es un arbol caducifolio de 8 a 12 m de altura (excepcionalmente 26 m), con
ramas delgadas, flexibles, largas, colgantes casi hasta el suelo (Figura 2). Su
tronco tiene la corteza fisurada. Hojas linearlanceoladas, de 8 a 15 cm de
longitud., acuminadas, borde finamente aserrado, Peciolo corto, pubescente. Las
inflorescencias brotan junto con las hojas, tiene amentos cilindricos de 2 a 5 cm de

longitud., con flores de color amarillo palido. Florece en primavera.

Figura 2. Arbol de Sauce llorén

(Salix babylonica)
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2.4. Proteina microbiana ruminal

Con respecto a la nutricién proteica de los rumiantes, uno de los principales
objetivos es proporcionar cantidades y tipos adecuados de proteina, para asi
obtener el méximo rendimiento. Los rumiantes tienen la ventaja de no requerir
proteina de calidad especifica, ya que los microorganismos del rumen digieren las
proteinas del alimento y sustancias simples como urea y otras fuentes de
nitrogeno no proteico (NNP), convirtiéndolos en proteina bacteriana de excelente
calidad (AFRC, 1996).

De esta manera, la proteina que escapa de la degradacion ruminal es mas
costosa (economicamente hablando) que la proteina microbiana, por lo que la
eficiencia en la produccion de esta tiene un fuerte impacto en la produccién
animal. A esto se le ha dado un enfoque nutricional y econdmico, explotando
fuentes de NNP de bajo costo, permitiendo que los microorganismos sinteticen
proteina de alta calidad, las cuales satisfacen los requerimientos de aminoacidos
del animal (Herdt, 2003).

2.4.1. Digestion de la proteina en los rumiantes

Las bacterias ruminales son las responsables de la degradacién de la
proteina aunque también pueden intervenir los protozoarios (Orskov, 1982) y los
hongos anaerobios del rumen (Wallace y Cotta, 1988) cuya ausencia causa una

disminucion significativa de la protedlisis (Broderick et al., 1991)
2.4.2. Sintesis de proteina microbiana.

La replicacion y actividad metabdlica de los microorganismos ruminales dan
origen a la proteina microbiana; que tiene un importante papel en la nutricién de
los rumiantes, debido a que su composicidon aminoacidica es similar a la proteina
de los principales productos animales (Orskov, 1988). La proteina total digestible

(aminoacidos) se define como proteina metabolizable y esta compuesta por
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proteina microbiana digestible y proteina dietaria no degradable a nivel (AFRC,
1996).

Durante su paso por el rumen, gran parte de las proteinas son degradadas
hasta aminoacidos, los cuales dardn origen finalmente a los &cidos grasos
volatiles, dioxido de carbono y amoniaco (Herdt, 2003). EI amoniaco es utilizado
por los microrganismos ruminales, si existe suficiente energia, para la sintesis de
proteina microbiana (Orskov, 1988). En circunstancias normales al menos el 70%
de las proteinas de origen microbiano son sintetizadas a partir de amoniaco
(AFRC, 1996).

Parte del amoniaco no puede ser fijado por los microorganismos del rumen,
por lo que se absorbe y es llevado por la sangre hasta el higado, donde se
transforma a urea. La mayor parte de la urea es excretada a través de la orina,
con un consiguiente gasto energético para el animal, otra parte vuelve al rumen y

el restante es excretado en la leche (Orskov, 1988)

Se ha sefialado que el 66 a 75% de los amino&cidos absorbidos por el
rumiante derivan de la proteina microbiana, por lo que ésta es considerada la
fuente proteica primaria para los rumiantes (Dewhurst et al., 2000; NRC, 2001).
Balcells et al., (1992) indican que el 59% de la proteina que llega al intestino
delgado corresponderia a origen microbiano. De esta proteina microbiana, el 25%
corresponde a acidos nucleicos (adenina y guanina), los cuales no pueden ser
utilizados por el rumiante para la sintesis de tejidos, leche, etc. (Smith y Mc Allan,
1970), por lo que son transformados por el higado en derivados puricos (
alantoina, acido Urico, xanthina, hipoxanthina), para posteriormente ser
eliminados a través de la orina (Tamminga y Chen 2000), saliva y en leche (
Gonzalez Ronquillo et al. 2003). Por lo tanto, el 75% de la proteina microbiana
corresponde a proteina microbiana verdadera, como proteinas, péptidos y

aminoacidos libres, de los cuales el 85% es digestible a nivel intestinal. De esta
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forma, el 64% de la proteina microbiana corresponde a proteina microbiana
digestible (AFRC. 1996)

Las bacterias ruminales son las responsables de la degradacion de la
proteina, aunque también pueden intervenir los protozooarios (Orskov, 1982) y los
hongos anaerobios del rumen (Wallace y Cotta, 1991), cuya ausencia provoca una

disminucién significativa de la protedlisis (Broderick et al., 1991)

Los rumiantes se caracterizan por tener el rumen- reticulo, el cual contiene
una gran cantidad de poblacién microbiana, capaz de fermentar los carbohidratos
y las proteinas de origen alimenticio, la energia liberada de estas reacciones de
fermentacion es utilizada por las bacterias del rumen para su crecimiento y
reproduccion, estimandose que en promedio se producen 35g de proteina
microbiana por Mcal de EM (ARC, 1984) (Figura 3.). Estas bacterias una vez
digeridas al pasar por el abomaso pueden llegar a constituir entre el 60 y 80% de

la proteina que llegue al duodeno.
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Figura 3. Sistema de proteina metabolizable (AFRC, 1993)

PB
‘ a ‘ ( be/ck) *
Pd (1) Psd

1—(a+be/ck)

| l ADIN + 0.1 Psd

EMF Pd > Pmic

35 g Pmic/ Meal EM 0.75 l

Pmic. v

Pd ( r) proteina rapidamente degradable en rumen, PD (l) proteina parcialmente
degradable en el rumen. Pmic proteina microbiana, PmicV proteina microbiana verdadera, Pmic
vD, proteina microbiana verdadera digestible en intestino delgado, Psd proteina sin degradable en
el rumen, PsdD proteina sin degradar digestible en intestino delgado, ADIN nitr6geno insoluble en

detergente acido, EMF energia metabolizarle fermentable, Pmet proteina metabolizable.

2.4.3. Factores que influyen en la sintesis de proteina microbiana.

El importante papel que juegan los microorganismos ruminales en la
produccion de proteina microbiana, hace que las raciones de los rumiantes deban
ser formuladas para permitir el maximo crecimiento microbiano (Carro, 2001), con
lo cual se lograria aumentar la eficiencia de la sintesis de proteica microbiana
(AFRC, 1996), para que este crecimiento y produccién sean adecuados, se
necesita de energia y de nitrogeno (Herdt, 2003). Ambos factores son los que

mayormente influyen en la sintesis proteica a nivel ruminal y su grado de

Karla Ivonne Valdés Medina 30



Impacto de extracto de sauce llorén (Salix babylonica)
y enzimas exdgenas en dietas para corderos

sincronizacion influye en la utilizacion de la proteina degradable en el rumen y en

el aumento de la produccion animal (Kolver y Muller, 1998).

El suministro de nitrégeno y energia a los microorganismos ruminales a
través de la suplementacién con concentrado, ha sido sugerido como un medio
para mejorar la sincronia ruminal (Kolver y Muller, 1998), traduciendose en un
mejoramiento en la sintesis de proteina microbiana del rumen. Como sefala
Berndt (2005), un concentrado rico en fibra digestible fermenta mas lento en el
rumen, sincronizando mejor las necesidades de los microrganismos ruminales de
vacas en pastoreo. Por otro lado, el uso de concentrados amilaceos por su rapida
fermentacion en el rumen, promueven un incremento en la acidez con disminucién
del pH ruminal, alterando la ecologia microbiana y el consumo de materia seca
(Sniffen y Robinson, 1987). Este proceso llevaria a altas tasas de sustitucion de
forraje por concentrado, esperandose un efecto negativo en el funcionamiento
ruminal (Berndt, 2005). Sin embargo, Rearte (1997), sefiala que el suplemento
cualquiera que fuese, sélo modificaria el ambiente ruminal, cuando tenga un
efecto mayoritario y significativo en el consumo de materia seca, siendo de al
menos un 40 % del total de racion.

2.4.4. Derivados puricos (DP)

En la década de los sesenta diversos autores observaron que la sintesis de
proteina microbiana en el rumen estaba relacionada con el flujo total de
polinucledtidos en el duodeno (Ellis y Pfander, 1965) y con la excrecion urinaria de
DP (Topps y Elliot, 1965). Tanto las purinas como los &cidos nucleicos por ser
constituyentes de los microorganismos, se clasifican como marcadores

microbianos internos (Santos et al.. 2001).

Las bases puricas provenientes de los acidos nucleicos de origen
microbiano, al ser metabolizadas constituyen la principal fuente de DP urinarios

(origen exdgeno) y sélo una pequefia fraccion proviene de los acidos nucleicos de
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los tejidos (origen enddgeno) (Tamminga y Chen, 2000; Gonzalez Ronquillo et al.,
2003). Su excrecion diaria estad relacionada directamente con la cantidad de
purinas absorbidas al dia (Chen et al., 1990; Verbic et al., 1990). Es por esto que
la excrecion de DP provee una medida de la cantidad de acidos nucleicos
microbianos absorbidos por el duodeno y por lo tanto de la sintesis de proteina

microbiana en los rumiantes (Chen et al., 1991).
Origen y destino.

Los DP se originan de tres fuentes posibles: bases paricas de
microrganismos ruminales, purinas dietéticas y purinas de origen enddgeno, esta
tltima como resultante del recambio tisular de los animales,por lo que sélo
representan una pequefia fraccion de los DP (Tamminga y Chen, 2000) siendo su
excrecion diaria, de 530 pmol/kg PV®" en bovinos (Chen y Gomes, 1992). El
valor de excreciébn no es constante entre especies, asi como dentro de las
mismas existe una variacion correspondiente a la etapa fisiologica del animal
(Chen et al., 1990; Orellana et al., 2001), aunque segun Chen et al. (1992), la
excrecion endogena de derivados puricos esta relacionada proporcionalmente

con el peso metabdlico del animal.

En rumiantes el producto final del catabolismo de las purinas son la
alantoina (A), acido arico (AU), hipoxantina (HX) y xantina (X) como se mencioné
anteriormente, y se les conoce como derivados puricos (DP) (Fujihara et al.,
1987). Sin embargo en la orina de los bovinos, solamente se ha encontrado
alantoina y acido urico, debido a que poseen una alta actividad de la enzima
xantina oxidasa en la sangre y tejidos, convirtiendo la xantina y la hipoxantina en
acido urico previa a la excrecion por la orina (Valadares et al.,, 1999).
Consecuentemente, la alantoina es la mas importante en los bovinos (Bargo et al.,
2002), encontrandose entre un rango de 89 a 97% en vacas (Giesecke et al.,
1994; Gonda et al., 1996; Vagnoni et al., 1997).
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2.4.5. Estimacion de la sintesis de proteina microbiana a partir de la

excrecion urinaria diaria de Derivados puricos.

Para maximizar la eficiencia de utilizacion de las proteinas, es necesario
cuantificar la sintesis de este nutriente por parte de los microorganismos
ruminales. La falta de métodos simples y precisos es uno de los problemas mas
importantes para obtener informacion fiable (Chen y Gomes 1992; Carro 2001).
Existen métodos que utilizan canulas intraruminales y animales fistulados, que
normalmente son costosos, tediosos y poco concordantes con la preocupacién

actual por el bienestar animal (Tamminga y Chen, 2000).

Actualmente se ha desarrollado el método de la cuantificacion diaria de la
excrecion urinaria de los DP como una alternativa de gran precision y utilidad,
éticamente adecuada y concordante con los derechos de los animales, esta
cuantificacion permite calcular por férmulas la cantidad de &cidos nucleicos
microbianos metabolizados por el animal (Tamminga y Chen 2000). Esta
metodologia ha sido estudiada y recomendada por Verbic et al. (1990) y Faichney
et al. (1995), los cuales han utilizado un alto nivel de confiabilidad, realizando la
metodologia ya sea en la coleccion total de orina o a través de la toma de

muestras puntu ales.

Para lograr obtener la totalidad de los DP excretados diariamente, se
requiere la recoleccién total diaria de orina, pero para hacerlo aplicable a
condiciones de animales en produccién y pastoreo es necesario simplificarlo hasta
obtener muestras puntuales de orina. Esto es posible ya que la producciéon de DP
es constante durante el dia (Chen et al., 1992) y la dilucién de la orina se puede
corregir mediante la concentracion de la muestra urinaria con un marcador interno

o externo (Orellana et al.,1998).

Segun Chen y Orskov (2004), el uso de la relacién entre los derivados de

purinay la creatinina, es una alternativa a la colecta total de orina. La propuesta se
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basa en el supuesto tedrico de que la creatinina puede ser utilizada como
marcador interno para la estimacion del volumen total de orina por dia (Gonda et
al., 1995), ya que es excretada por la orina en forma constante, presenta una
variacion minima y es independiente, tanto del consumo de alimento como de la
produccion (Orellana et al., 1998). Sin embargo, la creatinina es dependiente del
peso del animal por lo que su valor debe ser corregido por el peso metabdlico
(Creatinina*PV®"®) (Chen y Orskov, 2004).

Al utilizar muestras puntuales de orina se disminuye la sensibilidad de los
resultados, no obstante, permite destacar diferencias entre distintos manejos de
alimentacion, por lo cual os resultados no se deben tomar como valores absolutos,

sino como valores comparativos (Tamminga y Chen 2000).

La utilizacion de la excrecién de DP para estimar la sintesis microbiana de
proteina presenta varias ventajas, entre ellas, su rapidez, facilidad y el hecho de
reflejar cambios en la eficiencia de digestién y absorcion de los microorganismos
(Carro 2001), pero la ventaja principal es que se trata de una técnica no invasiva,
de esta manera se descartan los posibles trastornos en el comportamiento
alimentario de los animales o en su motilidad digestiva, producidos por la

implantacion de canulas (Calsamiglia et al., 1996).
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Figura 4. Estimacion de la sintesis de proteina microbiana en el rumen.

Desaminacidn

Xantina
Hipoxantina
Acido drico
Alantoina

Acidos Nucleicos
Isucledtidos
Nucleosidos
Bases puricasy pirimidicas
B.P.

Karla Ivonne Valdés Medina

35



Impacto de extracto de sauce llorén (Salix babylonica)
y enzimas exdgenas en dietas para corderos

1. JUSTIFICACION

El uso de enzimas como aditivos en dietas para rumiantes ha tenido interés
en los dltimos afos. Las enzimas exdgenas se han utilizado ampliamente para
eliminar los factores anti-nutricionales de los alimentos, para aumentar la
digestibilidad de los nutrientes existentes, y para complementar la actividad de las

enzimas endogenas.

Los extractos de plantas pueden potencialmente ser usados como aditivos
alimenticios, especialmente considerando la enorme biodiversidad que puede ser
explotada. Estos extractos son ampliamente usados en la alimentacién humana, y
en aplicaciones bioquimicas y farmacéuticas. De hecho, existen evidencias de que
ofrecen un potencial como promotores de crecimiento en cerdos. Asimismo, la
preocupacion en relacion a la resistencia a los antibioticos en la industria del
ganado, ha llevado a minimizar o eliminar el uso de tales compuestos en Europa.
Por lo tanto, los cientificos en ciencia animal y productores estan investigando
nuevos aditivos alimenticios que puedan beneficiar la salud animal y la produccién
animal (Chen, 2008).
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IV. HIPOTESIS

El consumo de alimento, la ganancia de peso, conversion y la sintesis de
proteina microbiana en el rumen presentan un comportamiento diferente entre los
tratamientos de los extractos forrajeros de Salix babylonica, enzimas exdgenas y

su combinacion.
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V. OBJETIVOS

5.1. General

Analizar el impacto de extracto de Salix babylonica y enzimas exégenas
sobre la respuesta productiva, digestibilidad y la sintesis de proteina microbiana

en corderos.

5.1.1. Especificos

- Determinar la composicién quimica de la dieta

- Determinar el consumo voluntario (Kg MS/dia) en ovinos

- Determinar la digestibilidad de las dietas (Kg MS/dia) en ovinos

- Estimar la sintesis de proteina microbiana a partir de la excrecion de derivados

puricos en orina en ovinos
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VI. MATERIALES Y METODOS

Generalidades del area de estudio

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la Posta
Zootécnica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Auténoma del Estado de México, ubicada en el Cerrillo Piedras Blancas en
Toluca, localizada a 19° 24” latitud norte y 99° 41” latitud oeste en relacién con el
meridiano de Greenwich, a una altura de 2640.5 m, de clima templado con lluvias
en verano, temperaturas media anual de 12 a 14 °C y una precipitacion media
anual de 1000 a 1200 mm?® (INEGI, 2010)

El procesamiento y respectivo analisis de las muestras se realizé en el

Laboratorio de Bromatologia del Departamento de Nutricion de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UAEM.

Karla Ivonne Valdés Medina 39



Impacto de extracto de sauce llorén (Salix babylonica)
y enzimas exdgenas en dietas para corderos

6.1. Animales y dietas

Se utilizaron 16 borregos raza Suffolk, cuyo peso promedio es de 28 + 0.8
kg PV. la dieta estuvo compuesta a base de concentrado (purina), ensilado de
maiz, extracto de Salix babylonica y enzimas exdgenas. En el estudio se
evaluaron cuatro tratamientos en un periodo de 80 dias de los cuales los 10 dias
se utilizaron para la adaptacion de los animales, 60 dias para evaluar el

comportamiento productivo y 7 dias posteriores para el estudio metabdlico de los

animales.
C: TESTIGO Concentrado 30% + ensilado 70%
S: EXTRACTO Concentrado 30% + Ensilado 70% + Extracto de
Salix babilonyca (30ml/animal/dia)
E: ENZIMAS Concentrado 30% + Ensilado 70% + Enzimas
Exdgenas (10g/animal/dia)
SE: EXTRACTO Concentrado 30% + Ensilado 70% + Extracto de
Salix babilonyca (30ml/animal/dia) + Enzimas
+
Exdgenas (10g/animal/dia)
ENZIMAS

Una vez al dia se les administro extracto via oral antes del alimento y las
enzimas se ofrecieron en 100 g de concentrado antes del alimento. Los animales

fueron alimentados dos veces al dia a las 8:00 y 15:00 h.
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6.2. Elaboracion del Extracto

Se buscaron
arboles de sauce
lloron

\

Se colectaronlas
hojas

(80%)

Se filtro,
desechando el
solido

(Salem et al., 2006)

Se guardo en
refrigeracion

G
Se molieron las
hojas con una
licuadora
convencional con
agua (20%)
80/10/10

Hasta ser
administrado

|
\_ %

Se dejaron reposar

por 72 h,

posteriormente se
pusieron en baino
maria a 39°C por 60

min
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6.3. Manejo de los animales

16 ovinos con un peso promedio 25-30 kg PV, se agruparon en 4
tratamientos quedando 4 corderos en cada tratamiento. El experimento consto de
80 dias de los cuales 10 dias fueron para adaptar a los animales a la dieta, 60
dias permanecieron en corrales individuales de 1.5 x1.5 m, provistos de agua y
alimento ad libitum, en esta etapa se peso el alimento y el agua diariamente y el
peso de los animales al inicio y cada 15 dias para evaluar el comportamiento
productivo; posteriormente.se colocaron en jaulas metabdlicas individuales,
durante este periodo se colectaron muestras de heces, orina, alimento

diariamente.

6.3.3. Coleccion de datos y muestras

Al inicio del periodo experimental se tom6 una muestra representativa del
concentrado y ensilado de la dieta que se les ofrecio a los animales, para su
posterior andlisis. Se pesaron los animales al inicio del experimento y cada 15 dias
durante 60 dias. Durante la fase experimental se pesé el alimento ofrecido y el

rechazado al igual que el agua consumida y rechazada de manera individual.

Una muestra de alimento y forraje fue colectada y depositada en bolsas de
papel para determinar su composicidn quimica, se registro la cantidad del
alimento ofrecido y rechazado y se colecto una muestra de heces, 10% de la
cantidad de heces que excreto cada borrego, esta muestra fue conservada en

congelacion hasta su posterior analisis.

Se colectdé una muestra de orina diariamente (10%) adicionando 50ml de
acido sulfarico al 10%, con el objetivo de mantener un valor de pH < 3 y evitar la

degradacion microbiana de sus derivados puricos. Se registro el volumen de la
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orina producida. Posteriormente se congelaron para su analisis de derivados

puricos.

Se tomo una muestra de liquido ruminal por sonda esofégica a cada uno de
los animales al final del experimento, a las 0,4, 8 y 12 h post ingestion, se midio
pH.

6.5. Andlisis de laboratorio

Las muestras de alimento, forraje y heces fueron pesadas, se secaron en
una estufa de aire forzado (60 ° C, 48 h), luego fueron molidas (molino Wiley, 3
mm) para determinar la materia seca (MS), materia organica (MO), extracto etéreo
(EE) y nitrogeno (N) multiplicado por 6,25 para obtener el contenido de proteina
cruda (PC) (AOAC, 1990) y el fraccionamiento de Fibra Neutro Detergente
(FDN),Fibra Acido Detergente (FDA) y lignina segiin Van Soest et al (1992).

Se realiz6 el analisis convencional de heces y alimento segun AOAC (1990)
para MS (#934.01) ceniza, (#942.05), N (#954.01) y Extrato etereo (#920.39). La fibra
detergente neutra (FDN, Van Soest et al., 1991), fibra acido detergente (FDA) y
lignina se analizaron utilizando un ANKOM200 (ANKOM Technology Corporation,
Macedonia, NY, USA). FDN se utiliz6 con alfa amilasa. Las muestras de orina
fueron sometidas a la determinacién de N (nitrdgeno) (AOAC, 1990) y otra parte
para determinar los derivados puricos (PD) y creatinina segun el método descrito
por Balcells et al. (1992).

En el liquido ruminal se determind la concentracion de acidos grasos
volatiles (AGV) y nitrégeno amoniacal. Los AGV's se determinaron mediante la
técnica de Jouany (1882) para lo cual se colectaron 4 ml de liquido ruminal
previamente filtrado y se mezclan con 1 ml de solucion desproteinizante
compuesta por cloruro de mercurio (2ml/ml), acido fosforico (2% v/v) y 4 metil

valerico como estandar interno (2mg/ml), las muestras se agitaron y centrifugaron
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a 3000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se almacena en un tubo con
tapdén a 20°C para su posterior analisis. Para Nitrégeno Amoniacal se usoé el
método propuesto por Charney Marbach (1962). El liquido ruminal se filtr6 a través
de 4 capas de gasa y se mezclé en partes iguales con una solucion de &cido
clorhidrico al 10% se afiadieron 3ml posteriormente se colocaron 3ml de liquido
ruminal y posteriormente en un tubo con tapa se centrifugaron a 25 000 rpm

durante 10 min
6.6. Calculos y andlisis estadistico

El nitrégeno microbiano (MN) y proteina metabolizable (MP) se determinaron

usando las siguientes ecuaciones:

Nitrégeno microbiano = (PD/0.52)/(0.92x1.97) = X donde mmol/dia (Belenguer et
al. 2002), donde

PD: derivados puricos (mmol/d)
Proteina Metabolizable (g N/dia) = MN x 0.75x0.85 (AFRC, 1993), donde
MN: Nitrégeno Microbiano (g/d)

Los datos se analizaron con el procedimiento SAS (2002) en el cual se utilizé un
disefio completamente al azar con el modelo estadistico Yij = p + Ti + Eij

Donde
Ti: Son los tratamientos
Eij: Es el error experimental

Se realiz6 una comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (P < 0.05)
(Steel et al., 1980).
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Abstract

Sixteen Suffolk lambs with 28.5 + 2 kg BW were housed in individual cages for 60 days
and allotted to four treatments in a completely randomized design to determine the effect of
administration of Salix babylonica (SB) extract and/or exogenous enzymes of ZADO® on
lambs performance. Lambs were feed with 30% concentrate (16% CP, 3.2 Mcal ME/kg
DM) and 70 % corn silage (8 %CP, 2.8 Mcal ME/kg DM) as a basal diet (control). SB
extract was administered at 30 mL/d (SB), exogenous enzymes ZADO® direct fed at 10 g/d
(EZ), while, the last treatment contained exogenous enzymes ZADO® at 10 g/h/d + SB
extract at 30 mL/d (EZSB). Lambs of the treatment EZSB had the highest average daily
gain (ADG) and feed conversion through the period of the experiment. However, during the
first 30 d SB was more effective for ADG (P<0.05) than EZ and vice versa during the last
30 d of the experiment. Water consumption was higher for SB, followed by EZ and EZSB
compared to control. Intake of DM and OM intakes were increased (P<0.01) in EZSB
followed by EZ treatment which had highest NDF, ADF (P<0.001), and N (P=0.002)
intakes. The treatment of EZSB had the highest (P<0.0001) nutrient digestibility compared
to the other treatments. Combination of EZ and SB had the best (P=0.001) N balance.
Allantoin, total purine derivatives (PD), allantoin/creatinine ratio, and PD/creatinine were
increased (P<0.05) in EZSB compared to the other treatments. However, EZ
supplementation increased (P=0.001) uric acid concentration, whereas the microbial
nitrogen (g N/d; P=0.001) and metabolizable protein (g N/d; P=0.005) were increased in
EZSB versus the other treatments. It could be concluded that addition of 10 g of exogenous

enzymes ZADO® in combination with Salix babylonica extract in the diet of lambs
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increased feed intake, nutrient digestibility, and daily gain with a positive impact on the use
of N and microbial protein synthesis.
Keywords: Exogenous enzymes, Lambs, microbial protein, Digestibility, Plant extract.
Abbreviations: ADF, acid detergent fiber; ADG, average daily gain; C, creatinine; CP,
crude protein; DM, dry matter; EZ, exogenous enzymes; EZSB, exogenous Enzyme +
Salix babylonica extract; EE, ether extract; FC, feed conversion; h, hour; LW, live weight;
mL, milliliter; mm, millimeters; N, nitrogen; NDF, neutral detergent fiber; OM, organic
matter; PD, purine derivatives; pH, potential of hydrogen; SB, Salix babylonica extract.
1. Introduction

Recently, nutritionists have to search for natural strategies of low cost and easy
application in order to improve animal performance (Durmic and Blache, 2012). Antibiotic
and ionophores have very successful results for reducing energy and protein losses in the
rumen (McGuffey et al., 2001). However, the use of antibiotics in animal feeds is facing
reduced social acceptance due to the potential of appearance of residues in animal products
(Russell and Houlihan, 2003). In addition, their use has been banned in the European Union
since 2006 (Official Journal of the European Union, 2003). For these reasons, there is an
interest in the using of medical plants and plant extracts as alternatives based on their
potent properties and complex bioactivity (Durmic and Blache, 2012). In Mexico, there are
rich native trees that can be an alternative when forages are scarce and of poor quality in
the dry season (Palma et al., 1995). The use of plants or its extracts as a feed additives is
restricted by its secondary compounds content as there are inverse relationship between

secondary compounds concentration and animal performance (Vasta and Luciano, 2011;
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Salem et al., 2011; 2013a). The ideal concentrations can modify and support the utilization
of nutrients in the rumen (Salem et al., 2014).

It has been observed that plant extracts containing secondary metabolites have the ability
to change the activity of the rumen microbial fermentation, such as stimulating digestion,
antimicrobial, antioxidant, appetite stimulant, anti-inflammatory, antiseptic, antiprotozoal,
ruminal NHs-N sensor (Kamel, 2001; Wallace et al., 2002: Mejia-Hernandez et al., 2014).
This activity is due to the action of secondary metabolites such as tannins, saponins and
essential oils. Moreover, it is known that microbial protein is an important part in the N
flow of post-digestive tracts in ruminants, so that the excretion of purine derivatives and
flow into the duodenum of purine bases have been used as a parameter to estimate the
microbial protein flow in ruminants (Balcells et al., 1992).

The use of exogenous enzymes in the animal feed as a feed additive improves the
nutritional value of the foliage of trees due to the occurrence of solubilization in the dietary
fiber. Morgavi et al. (2000) showed that the use of exogenous enzymes has the potential to
improve the quality of fodder trees used as natural additives for ruminant feeding.
Exogenous enzymes can stimulate increasing the total number of viable bacteria, increasing
fiber digestion and improving the ability of rumen bacteria to ingest and degrade feed and
secondary metabolites. It also could increase the amount of crude protein available for
microbial metabolism of the animals which may increase fiber digestibility and the
metabolizable energy density of the diet (Salem et al. 2012). The exogenous fibrolytic
enzymes can work synergistically with exogenous rumen microbial enzymes and thus could

increase the digestion and nutritive value of fibrous diet (Morgavi et al., 2001).

Karla Ivonne Valdés Medina 49



Impacto de extracto de sauce llorén (Salix babylonica)
y enzimas exdgenas en dietas para corderos

An assumption was developed for the synergetic effects resulted from the combination
between SB extract and direct fed enzyme on animal performance. Optimal doses from
plant extract (i.e., optimum doses of secondary metabolic compounds) with optimum doses
from enzyme may have cumulative effects on animal performance. Rivero et al., (2012,
2013) tested the effect of administrating 30 mL of SB extract in a combination with 10 g of
ZADO® on performance of Suffolk lambs. Their results indicated that EZ and SB as a
single or combined feed additives promoted growth performance without altering animal
health or affecting cellular immune response or blood chemistry.

Therefore, the aim of this study was to determine the effects of administering SB extract
or/and exogenous enzymes on performance of lambs fed corn silage and concentrate as
basal diet.

2. Materials and methods
2.1. Animals and treatments

Sixteen Suffolk male lambs (28.5 + 2 kg BW) were divided into 4 treatments to be fed
control (30% concentrate + 70% silage), SB (30 mL extract/animal/d), EZ (10g
ZADO®/animal/d), and their mixture EZSB (10 g ZADO®+30 mL extract/d). Extract was
orally administered individually once daily with a 30 mL syringe before feeding; while, the
enzymes were provided in 100 g concentrate DM before feed to assure of their intake.
Animals were housed in individual cages and offered concentrate and silage (Table 1) twice
daily (0800 and 1600 h) for 60 days, with 10 days of adaptation to the diet. Feed and water
intake were recorded every day. Animal’s weight was recorded every 15 days to estimate

the average daily gain (ADG, g/d) and feed conversion (FC, g/d). Animals were housed in
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individual metabolic cages for 7 days in which feces, urine and feed samples were collected
daily. 5% sulfuric acid was add to the urine to keep the pH<3.0 in order to prevent
proliferation of bacterial pathogens potentially destructive of purine derivatives present in
each sample collected, then samples were frozen (-20 °C) for later analysis.

Table 1
Chemical composition of corn silage and concentrate mixture as well as the ingredients of
the concentrate (g/kg DM)

Concentrate Corn silage
Dry matter’ 880 360
Organic matter 325 342
Crude protein 157 72
Ether extract 120 85
Neutral detergent fiber 160 445
Acid detergent fiber 28 111
Lignin 8 18
Ingredient of concentrate
Corn grain flacked 200
Corn grain cracked 260
Sorghum grain 154
Molasses sugarcane 100
Distilled dry grain 100
Soya bean meal 96
Wheat bran 70
Na COOHj3; 10
Mineral mixture” 10

'DM expressed as g/kg fresh silage.

Mineral/vitamin premix (25) (Vitamin A (12 000 000 1U), Vitamin D3 (2 500 000 IU),
Vitamin E (15 000 IU), Vitamin K (2.0 g), Vitamin B1 (2.25 g), Vitamin B2 (7.5 g),
Vitamin B6 (3.5 g), Vitamin B12 (20 mg), Pantotenic acid (12.5 g), Folic acid (1.5 g),
Biotin (125 mg), Niacin (45 g), Fe (50 g), Zn (50 g), Mn (110 g), Cu (12 g), I (0.30 g), Se
(200 mg), Co (0.20 g).

2.2. Preparation of silage
For the realization of corn silage, whole corn plants were cut at the beginning of bolting

at a height of 20 to 25 cm and particle size of 0.5 to 1 cm. Plants were ensiled and compact
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with a tractor, covered with black plastic and tires, and then allowed to ferment for a further
1 year for use in the feeding of the sheep of this study.
2.3. Preparation of extract

The preparation of extract was described by Salem (2012). Briefly, SB leaves collected
from five different willow trees were blended in a Wiley mill (model TORKEY). One kg of
leaves in 8 L of methanol/ethanol/distilled water, 10/10/80 (v/v/v), was allowed for 48 h at
room temperature and then it was placed in a water bath for 60 minutes at 30°C. The
solution was filtered with gauze, discarding the solid fraction, and liquid fraction was
retained at 4°C.
2.4. Laboratory tests

Samples of feed and feces were weighed, dried in a forced air oven (60°C/48 h), then
were ground (Wiley mill, or 3 mm). Conventional analysis of feed and fecal samples was
carried out according to AOAC (1990) for dry matter (DM, #934.01), ash (#942.05), N
(#954.01) and ether extract (EE, #920.39). The neutral detergent fiber (NDF, Van Soest et
al., 1991), acid detergent fiber (ADF) and lignin (AOAC, 1990; #973.18) analyses were
determined using an ANKOM200 Fibre Analyzer unit (ANKOM Technology Corporation,
Macedon, NY, USA). NDF was assayed with alpha amylase in the NDF. Both NDF and
ADF are expressed without residual ash. Urine samples were subjected to the determination
of N (AOAC, 1990), and another part for determining purine derivative (PD) and creatinine
in urine according to the method described by Balcells et al. (1992).

2.5. Calculations and statistical analysis
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Microbial nitrogen (MN) and metabolizable protein (MP) were determined using the
following equations:

Microbial Nitrogen = (PD/0.52)/(0.92x1.97) = X mmol/d (Belenguer et al. 2002) , where
PD, purine derivatives (mmol/d)

Metabolizable protein (g N/d) = MN x 0.75x0.85 (AFRC, 1993)

MN, microbial nitrogen (g/d)

The growth performance data were analyzed with the SAS procedure (2002) in which a
completely randomized design was used with the statistical model, Yij =i + 6i + Eij, where
T; are the treatments, and E;; is the experimental error. Results comparison were performed
using Tukey's test at P <0.05 (Steel et al., 1980).

3. Results

Table 2

Average daily gain (g/d), water consumption (L/d), feed intake (g/d) and digestibility (g
digested/g ingested) of the diets supplemented with exogenous enzymes and/or Salix
babylonica extract in lambs (n=5)

Diets

Control EZ SB EZSB SEM P value
Initial live weight (g/kg®”)  12.6 12.3 12.6 12.1 2.52 0.988
Average daily gain after
d 15 96° 105° 116%° 150° 15.4 0.002
d 30 121 119 130 162 16.8 0.011
d 45 101° 121° 102° 1572 12.6 <0.001
d 60 97¢ 125° 101°° 160? 13.1 <0.001
Feed conversion 5.92 5.1 5.7% 4.4° 0.87 <0.001

e ——————
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Water intake after

d 15 0.90° 0.93° 1.42° 0.91° 0.322 0.001
d 30 0.86° 0.96° 1.25°% 0.97° 0.715 0.002
d 45 1.43° 1.39° 1.36° 1.58° 0.912 0.001
d 60 1.55° 1.59° 1.54° 1.65° 0.187 0.032
Intake and digestibility
Dry matter
Intake 567" 636° 574 699 21.38 <0.001
Digestibility 0.703>  0.857*  0.777* 0.877*  0.0582  <0.001
Organic matter
Intake 521° 578° 528° 685 15.9 0.01
Digestibility 0.746°  0878°  0.810° 0.889°  0.0316  0.001
Crude protein
Intake 412° 465 437% 452% 14.3 0.002
Digestibility 0.821°  0.924*  0.827* 0.922°  0.0245  0.001
Neutral detergent fiber
Intake 160° 228° 186" 2012 13.6 0.001
Digestibility 0.301° 0.665°  0.476°  0.694*  0.1625  0.001
Acid detergent fiber
Intake 108° 154° 125° 135° 10.4 <0.001
Digestibility 0.455° 0.739%  0592° 0.761*°  0.0943  0.001

Diets supplemented with of exogenous enzyme (EZ, 10 g/h/d), S. babylonica (SB, 30
ml/h/d) extract and their combination (EZSB).

®\Means with different superscripts in the same raw are significant (P<0.05).

Live weight (LW)*" of lambs showed a homogeneity between different treatments
(P>0.05). Lambs of the treatment EZSB had the highest ADG (g/d) through the period of
the experiment; after 15 d (P=0.002), after 30 d (P=0.0112), after 45 to 60 d (P<0.001).
However, during the first 30 d the treatment SB had higher (P<0.05) ADG versus EZ and
control; while EZ treatment increased (P<0.05) ADG versus SB and control during the last
30 d of the experiment. Lambs of EZSB followed by EZ and then SB increased (P<0.001)
FC ratio versus control lambs (Table 2).

Water consumption (P=0.001) increased in SB, followed by EZ during the first 15 d and
in EZSB during the second 15 d (i.e., after 30 d) compared to control. However, during the

period from 45 d to 60 d, lambs of EZSB consumed more water (Table 2).
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Intake of DM and OM increased (P<0.05) in EZSB followed by EZ treatments
compared to the other treatments, whereas NDF and ADF intakes increased (P<0.001) in
EZ treatments. Regarding nutrient digestibility, EZSB increased (P<0.001) DM, OM, NDF,
ADF digestibility (Table 2).

Table 3
Nitrogen utilization, purine derivatives and creatinine excretion in lambs fed corn silage

and concentrate supplemented with mixture of exogenous enzymes and/or Salix babylonica
extract (n = 5)

Diets®

Control EZ SB EZSB SEM P value
N utilization, g/d
N intake 33.0° 46.9°  38.2° 41.4° 4.12 0.002
N excreted
Feaces 5.7% 5.1° 4.8° 4.1° 0.54 0.001
Urine 11.7° 206  17.2° 11.8° 1.23 0.001
N balance 15.5° 2128 16.2° 25.5° 2.32 0.001
Purine derivatives (PD), mmol/d
Allantoin (A) 12.2° 133" 126° 14.4° 1.01 0.001
Uric acid 4.45° 5.32° 502 4.38° 1.82 0.001
Total PD 21.7° 18.2°  16.2¢ 23.9° 1.36 0.001
Creatinine (C) 25.9 17.7 18.2 16.7 1.38 0.052
Ratio
AIC 0.50¢ 0.75°  0.69° 0.86° 0.053  0.002
PD/DOMI (mmol/kg) 0.027 0.016  0.018 0.024 0.0092 0.057
PD/C (mmol/mmol) 0.83" 1.03°>  0.90° 1.43 0.043  0.001
MN (gN/day) ° 23.02*° 1923 17.21° 25.39° 1.481  0.001
MP (gN/day) * 10.07* 8.44>  751° 11.08° 0.985  0.005

!Diets supplemented with of exogenous enzyme (EZ, 10 g/h/d), S. babylonica (SB, 30
ml/h/d) extract and their combination (EZSB).

’Microbial nitrogen (MN) = (PD/0.52)/(0.92x1.97) = X mmol/day

*Metabolizable protein (gN/day) = MN x 0.75x 0.85 (AFRC, 1993)

2cdpeans with different superscripts in the same raw are significant (P<0.05).

The highest (P=0.002) N intake was observed with EZ treatments with the lowest

(P=0.001) N extracted in the urine. However, the control group had the lowest N intake but
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with the highest (P=0.001) N extraction in the feaces. The highest (P=0.001) N balance was
recorded with the EZSB treatment followed (P=0.001) by EZ treatment (Table 3).

Concentrations of allantoin, total PD, allantoin/creatinine ratio (P=0.002), and
PD/creatinine (P=0.001) were increased in EZSB compared to the other treatments, while
uric acid concentration increased (P=0.001) in EZ. Both of microbial N (g N/d; P=0.001)
and metabolizable protein (g N/d; P=0.005) were increased in EZSB followed by control
treatment compared to the other treatments (Table 3).
4. Discussion
4.1. Daily weight gain, nutrients intake, and digestibility

A limited number of exogenous enzymes and phytogenic extracts have been
commercially introduced in the market. In our study, the ADG of lambs through the
experiment period (i.e., 60 d) was improved by 51.6% with EZSB followed by 13.3% for
EZ, and then by 8.2% for SB compared with the control treatments. The different feed
additives (i.e., EZ, SB, EZ+SB) improved the intake and digestibility of DM, OM, NDF,
and ADF compared to control. These improvements were reflected on the feed conversion
ratios which were improved also by 25.7% for EZSB, 13.5% for EZ, and the by 3.2% for
SB treatments. The increased feed intake, nutrient digestibility, and daily gain with the
administration of SB extract and/or enzymes may be related with the positive effects of
metabolites contained in the extract (Jiménez-Peralta et al., 2011; Rivero et al., 2012:
Salem et al., 2014), and/or the action exerted by the enzymes (Rivero et al., 2012).
Researches have demonstrated that a positive correlation between feeding animal on diets

supplemented with fiber-degrading enzymes and their performance and its modes of action
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are uncertain. Hydrolysis of dietary fiber before ingestion, provision of readily fermentable
substrates for ruminal microorganisms and enhancing synergistic between microbial
enzymes activity in the rumen are possible mechanisms (Morgavi et al., 2004; Holtshausen
et al., 2011; Salem et al., 2013). Moreover, other positive improvements were observed as
results of enzymes administration including enhanced microbial colonization of feed by
increasing numbers of ruminal fibrolytic microbes (Morgavi et al., 2000) or non-fibrolytic
(Colombatto et al., 2003), increased rate of fiber degradation in the rumen, increased rumen
microbial protein synthesis (Salem et al., 2013, 2014), and total tract digestibility (Gado et
al.,, 2011; Khattab et al., 2011). However, increased fiber fractions digestion may also be
related with reduced digesta viscosity (Hristov et al., 2000) or altered ruminal fermentation
(Nsereko et al., 2002). Previous reports using the same enzyme product have also shown
that nutrient digestibility were increased (Gado et al., 2011; Khattab et al., 2011; Salem et
al., 2013).

Many studies (Salem et al.,, 2011, 2014) showed an improved animal growth
performance and nutrient digestion when the extract of SB was administered to animals.
These effects may be due to positive impacts of plant secondary metabolites on ruminal
microorganism activity (Jiménez-Peralta et al., 2011; Salem et al., 2012). Administration of
plant extracts may increase muscle deposition with more meat quality (Mapiye et al., 2010)
due to increased amino acid flow to the duodenum (Mueller-Harvey, 2006). Improved their
daily gain also may be related with the ability of SB extract to reduce portion of methane
produced during fermentation making more energy available for growth (Jiménez-Peralta

et al., 2011). In fact, about 8 to 12% of the digestible energy ingested by ruminants is lost
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in the rumen as methane (Busquet et al., 2006). Within the rumen, some bacteria species
are capable of metabolizing the active compounds of the extract including phenolics (Varel
et al., 1991), alkaloids (Wachenheim et al., 1992), saponins (Hu et al., 2005; Hart et al.,
2008) and utilize them as an energy source. These metabolites also may act as catalysts for
fiber degradation through increasing access of fibrolytic bacteria to the cell-wall
components (Jiménez-Peralta et al., 2011). Phenylpropanoic acid and phenylacetic acid
have been reported to improve cellulose degradation and growth of Ruminococcus albus
(Stack and Cotta, 1986).

The increased of water consumption in the SB treatment, it is suspected due to the
astringency that has the extract. Mera (2004) found that the tannins present in the plants can
precipitate the salivary proteins, causing an unpleasant astringent taste in the mouth. Forbes
(1995) reported that animals consume more water, to adjust the osmotic balance in the
gastrointestinal tract.

4.2. Nitrogen utilization and purine derivatives

Both of EZ and EZSB treatments increased N intake by about 42.1 and 25.5% followed
by SB treatments with 15.8% compared to control. At the same time, EZSB and EZ
treatments improved N balance by 64.3 and 36.6% compared to control. However, SB
improved it with 4.1% only. SB extract had beneficial effects on diet's CP digestibility with
increasing microbial protein production (Jiménez-Peralta et al., 2011). Extract with active
metabolites like tannins can improve N utilization through their impacting and binding with
plant proteins in the rumen and preventing microbial degradation causing an increased

amino acid flow to the duodenum from the rumen (Mueller-Harvey, 2006). Besides having
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a protective effect on the protein in the rumen, SB extract has the ability to promote
duodenal absorption of amino acids and minimizes the excretion of nitrogen (Athanasiadou
and Kyriazakis, 2004; Jiménez et al., 2011). Salem et al., (2014) stated that Salix
babylonica extract supplementation to the diet of growing lambs caused a greater ADG
with increased DM intake during the experimental period.

Increased of N intake with both of EZ and EZSB treatments may be related with
increased nutrients digestibility caused by addition of enzymes (Gado et al., 2009: Salem et
al., 2013) which may be due to creation of a stable enzyme—feed complex (Kung et al.,
2000; Colombatto et al., 2003). These results indicate a better utilization of nutrients,
reducing environmental pollution in the soil, excess of N excreted in the environment,
avoiding being transformed to nitrous oxide ( NO), which contributes to the greenhouse
effect (Elizondo, 2006 ). These results are similar to Pinos-Rodriguez et al. (2002) who
indicated that fibrolytic enzymes have a favorable impact on N balance in sheep fed alfalfa
or ryegrass hay.

Some authors were established a relationship between the amount of digestible OM
intake and the urinary excretion of PD (Balcells et al., 1993; Perez et al., 1997). However,
others found no differences in the PD excretion in urine with different intakes of OM (Chen
et al., 1992). A positive relationship between DMI and urinary excretion of PD (Vercoe,
1976) or OMD and urinary excretion of PD in sheep (Balcells et al., 1993), goat (Lindberg,
1985) and cow (Liang et al., 1994) have been described. The values reported in this study
for EZSB are higher than the values reported for sheep (18.9 -22.3) (Antoniewicz and

Pisulewski, 1982; Balcells et al., 1993). Salem et al. (2013) found that feeding steers on
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ZADO® caused an increased total purine derivatives and allantoin compared to those of
control (i.e., no enzyme addition). However, Gado et al. (2009) found no differences
between Brown Swiss cows fed the same enzyme preparation (i.e., ZADO®) or those of no
enzymes fed.

The efficiency of microbial protein synthesis increases with the increasing feed intake
(ARC, 1984). The ability of feeding the enzyme preparation to increase total viable rumen
bacterial numbers and rumen microbial N synthesis may be due, at least in part, to
increased fiber digestion and an improved capacity of rumen bacteria to digest feed. Our
results indicate that when enzyme with SB extract were supplemented to the lambs, it
increased the quantity of microbial protein available to animal metabolism, and that
increased fiber digestibility and increased the net energy density of the ZADO® enzyme
diet. Addition of SB extract was expected to stimulate positive effect on increasing
degradabilities of CP and cell-wall constituents, as well as increasing MP. Salem et al.
(2014) found that administration of SB extract caused an in vitro ruminal MP production
from lambs fed high concentrate diet.

From obtained results, it was observed how a cumulative positive effects were obtained
as a result of combing both SB extract with enzymes. The most important factor should be
the doses of administered additives (Jiménez-Peralta et al., 2011; Salem et al., 2013, 2014).
Rivero et al., (2012, 2013) stated positive effects on Suffolk lambs performance with no
effects on blood chemistry when both SB extract and enzyme ZADO® were administered

together in their lambs.
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5. Conclusion
The supplementation of Salix babylonica extract with exogenous enzymes ZADO® as an

additive in a basal diet at rate of 30 mL SB/d, 10 g ZADO®/d improved the nutrient

digestibility and live weight gain of growing lambs. Combination of the two feed additives

had a positive impact on the use of N and microbial protein synthesis.
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VIIl. DISCUSION

Un ndmero limitado de estas enzimas se han introducido comercialmente en el
mercado. Su uso en la alimentacion de corderos en el presente estudio aumento el
consumo y digestibilidad de la MS, MO, FND, FAD, estos resultados son similares
a los reportados por Salem et al. (2011) en los cuales mostr6 que los corderos a
los que se les ofrecieron 10 g / animal / dia de enzimas ZADO ® aumentan la
digestibilidad de los nutrientes y GDP en ovejas y cabras, mejorado la utilizacién
de los nutrientes para promover su degradacion y la absorcién. Gado et al. (2011)
demostré que el ensilaje de pulpa de naranja con la enzima ZADO ®, aumento la
digestibilidad, fermentacion ruminal y GDP en corderos, agregando el EZ mejoro el
GDP por encima de 32% y digestibilidad de la MS en un 18%,

Mientras que los extractos de plantas han sido introducidos en la dieta de
animales como un aditivo natural para reducir el uso de aquellos que tienen
efectos secundarios adversos. Tabbaa Titi (2004) observdé en estudios de
ganancia de peso, que el peso final en el ganado ovino fue mayor que en aquellos
alimentados sin el aditivo. MC Lure et al. (1991) realizaron dos pruebas en
corderos destetados a los 50 dias en las dietas que incluyen maiz, soya y heno de
alfalfa, con ganancias diarias obtenidas entre 170-220 g/dia en corderos de
engorde intensivo, mientras Fimbres et al, (2002) encontr6 una mayor conversion
de 4.1 a 10,3 kg cuando aumenta la cantidad de forraje de 0 a 30%. Cruywagen et
al, (2007) también observé que la adicion de enzimas en la dieta de forraje mejora
el crecimiento y conversion alimenticia en corderos. Sugiri6 que las enzimas
pueden introducirse ampliamente en la alimentacion animal. Estos resultados son
similares a los que se reportan en el presente estudio, puesto que mayor GDP y
CA es en aguellos animales que fueron suplementados con la administraron de

las enzimas y extracto de SB.

El aumento en el consumo y digestibilidad de la MS, MO y CP, con la
administracion de extracto de SB y las enzimas puede deberse a los efectos
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positivos de los metabolitos que contiene la planta sobre la fermentacién ruminal
(Jimenez Peralta et al., 2011) y la accion ejercida por las enzimas. Del mismo
modo, la digestibilidad de nutrientes fue favorecida en el tratamiento EZSB tal vez
por la capacidad que tienen los microorganismos del rumen para degradar
metabolitos, segun Hu et al (2005) y Hart et al (2008) y por los compuestos
fendlicos (Varel y Jung, 1986; Varel et al., 1991) sugiere su uso como una fuente
alternativa de energia, estos resultados son compatibles con Pinos - Rodriguez et
al (2002), quien demostré que estas enzimas tienen un impacto positivo sobre la
ingesta y digestion en ovejas, mientras que Dean et al (2007) no encontré efectos

positivos cuando los afiade enzimas fibroliticas en dietas con pastos tropicales.

El aumento del consumo de agua en el tratamiento de SB, se sospecha que
debido a la astringencia que tiene el extracto, Mera (2004) observé que los taninos
presentes en las plantas pueden precipitar las proteinas salivales, causando un
astringente sabor desagradable en la boca. Forbes (1995) pudieron constar que
los animales consumen mas agua, para ajustar el balance osmaético en el tracto

gastrointestinal.

En el balance de N tuvieron diferencias significativas (P < 0.05), tratamiento con
EZ y SB tuvo mayor impacto positivo en comparacion con el resto de los
tratamientos, estos resultados son similares a Pinos Rodriguez et al. (2002)
quienes indicaron que las enzimas fibroliticas tienen un impacto favorable en el
balance de N en ovejas alimentadas con heno de alfalfa o rye grass, los resultados
indican una mejor utilizacion de los nutrientes, lo cual puede reducir la
contaminacion ambiental en el suelo, exceso de N excretado en el medio
ambiente, evitando ser transformado a oOxido nitroso (N2O), que contribuye al
efecto invernadero (Elizondo, 2006).

Parece haber consenso sobre el establecimiento de una relacidén entre la cantidad

de la ingesta de MO digestible en pequefios rumiantes y la excrecion urinaria de
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PD (Chen et al.,, 1992; Balcells et al., 1993; Pérez et al., 1997), pero algunos
autores no encontraron diferencias en la excrecion de PD en la orina con las
diferentes ingestas de MO (Chen et al., 1992) una relacién positiva entre CMS y la
excrecion urinaria de DP (Vercoe, 1976) o DMO y la excrecién urinaria de DP en
ovinos (Laurent et al. 1983; Han et al.,, 1992; Balcells et al., 1993), cabras
(Lindberg, 1985) y bovinos (Liang et al., 1994). Los valores reportados en este
estudio para EZSB son superiores que los valores reportados para ovejas (18,9-
22.3) (Antoniewicz y Pisulewski, 1982; Balcells et al., 1993). La eficiencia de la
sintesis de proteina microbiana aumenta con el consumo de alimento (ARC,
1984). Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con Salem et al.,
(2011), quienes mencionan que puede ser debido a que los rumiantes son
capaces de adaptar el consumo de plantas lefiosas con alto contenido de
compuestos secundarios tales como en combinacion con Salix babylonica y la

enzima ZADO ® mejoran la actividad de los microorganismos ruminales.
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IX. CONCLUSION

La suplementacion de Salix babylonica y enzimas exdgenas ZADO ® como aditivo
en una dieta basal, mejoran el comportamiento productivo lo cual favorece la
utilizacion de los nutrientes administrados en la dieta y el uso de alantoina y
derivados puricos totales resulta ser un indicador de la sintesis de proteina

microbiana ya que no fue afectada por la adicion de SB, EZ o su combinacion.
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