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EXTRACTOS ENZIMATICOS FIBROLITICOS DE Fomes sp. EUM1 Y Cellulomonas
flavigena EN LA ALIMENTACION DE CORDEROS

Resumen general
Se realizaron tres experimentos para evaluar el efecto de extractos enzimaticos fibroliticos en el
forraje de una dieta integral para corderos. En el primer experimento se evaluaron tres extractos
de por su efecto en el crecimiento y la digestibilidad del alimento en corderos, utilizando dietas
con 60 % de forraje (30 % rastrojo de maiz y 30 % heno de alfalfa). EI disefio experimental fue
completamente al azar, se usaron 20 corderos Pelibuey (peso inicial 26.14 kg) y para los
tratamientos se adicionaron extractos enzimaticos (mL kg™ materia seca, MS, de alimento):
testigo (0 mL), 3.5 mL de extracto comercial de Trichoderma longibrachiatum, 21.1 mL de
extracto de Fomes sp. EUM1 y 2.47 mL de extracto de Cellulomonas flavigena. Se realiz6 un
ANOVA vy las medias fueron comparadas con la prueba de Tukey. No hubo efectos (P>0.05) en
el peso final y en el consumo de materia seca, pero la adicion del extracto de C. flavigena afectd
negativamente (P<0.05) la ganancia diaria de peso, la conversion alimenticia y la digestibilidad.
La adicion de extractos de enzimas exdgenas aumentod el porcentaje de butirato en el fluido
ruminal (P<0.05), pero no cambié la digestion ni la respuesta productiva de los corderos
(P>0.05). En el segundo experimento se evalud el extracto de Cellulomonas flavigena en la
respuesta productiva, digestibilidad y variables ruminales en corderos alimentados con una dieta
con 60% de forraje. El disefio experimental fue completamente al azar con tres tratamientos: 0,
5.0 y 7.5 mL de extracto kg™* MS de alimento y se usaron 24 corderos Pelibuey-Kathadin (23.28
kg de peso vivo inicial). Se realiz6 un ANOVA con contrastes polinomiales no ortogonales y las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey. No hubo efecto (P>0.05) en el consumo de
MS, ganancia diaria de peso y conversion alimenticia. El incremento en la dosis enzimética
disminuyo linealmente la digestibilidad aparente de la MS (P=0.06), FDN (P=0.10) y FDA
(P=0.06). La concentracion de N-NH;3; presentdé una disminucion lineal (P<0.05) y la
concentracion de AGV aumento linealmente (P<0.05), mientras que el acido butirico mostro una
respuesta cuadratica (P<0.05). La incorporacion del extracto de C. flavigena en la dieta no
aumento la digestidn ni la respuesta productiva en corderos con las dosis evaluadas. En el tercer
experimento se evalué el extracto de C. flavigena (0, 2.5, 7.5, 12.5 mL kg™ MS de alimento) en
la degradacion in vitro de la MS (DMS), fibra detergente neutra (DFDN) y &cida (DFDA) de una



dieta con 60 % de forraje, usando la primera fase de la técnica de Tilley y Terry a las 6, 12, 24,
48 y 72 h de incubacion. El disefio experimental fue bloques al azar generalizado y se realiz6 un
ANOVA con contrastes polinomiales no ortogonales y las medias se compararon mediante la
prueba de Tukey. El incremento en la dosis enzimética tuvo un efecto lineal en la DIVMS a las 6
h. La DIVFDN no se afect6 por el extracto desde las 6 a las 24 h, pero presentd una disminucion
cuadratica (P=0.06) a la dosis enzimatica a las 48 h. La DIVFDA mostro una respuesta lineal de
6 a 72 h. El extracto de C. flavigena incrementa la degradacion in vitro principalmente de la
celulosa de rastrojo de maiz y heno de alfalfa.

Palabras clave: enzimas fibroliticas exdgenas, Cellulomonas flavigena, Fomes sp. EUML,

consumo materia seca, digestibilidad, forraje, ovinos.



FIBROLYTICS ENZYMATIC EXTRACTS OF Fomes sp. EUM1 AND Cellulomonas
flavigena ON FEEDING OF LAMBS

General abstract
Three experiments were performed to evaluate the effect of fibrolytic enzymatic extracts on
forage of an integral diet for lambs. In the first experiment three fibrolytic enzyme extracts were
evaluated on lamb growth and feed digestibility, using diets with 60 % forage (30 % corn stover
and 30 % alfalfa hay). The experimental design was completely randomised, twenty Pelibuey
lambs were used (initial weight 26.14 kg) and by treatments were added enzymatics extracts (mL
kg of dry matter, DM, of feed): control (0 mL), 3.5 mL of Trichoderma longibrachiatum
commercial extract, 21.1 mL of Fomes sp. EUML1 extract and 2.47 mL of Cellulomonas
flavigena extract. ANOVA was performed and means were compared with Tukey test. There
were no effects on the final weight and dry matter intake, but daily weight gain and feed
conversion was shown to be negatively affected when Cellulomonas flavigena extract was added
(P<0.05). The addition of exogenous enzyme extracts increased the percentage of butyrate in
rumen fluid (P<0.05). Digestibility was negatively affected with C. flavigena extract. There were
no beneficial effects to digestion or in productive performance of lambs with the evaluated
extracts. In the second experiment, an enzymatic extract from Cellulomonas flavigena was
evaluated regarding productive performance, digestibility and ruminal variables of lambs fed a
diet with 60 % forage. Twenty-four Pelibuey-Kathadin lambs (23.28 kg initial weight) were
distributed in a completely randomized design with three treatments: 0, 5.0 and 7.5 mL of extract
kg™ DM of feed. ANOVA was performed with polynomial non-orthogonal contrasts and means
were compared by tukey test. There was no effect (P>0.05) on DM intake, daily gain or feed
conversion. An increase in the enzymatic dose linearly decreased the apparent digestibility of
DM (P=0.06), NDF (P=0.10) and ADF (P=0.06). The N-NHj; concentration showed a linear
decrease (P<0.05) and the VFA concentration was linearly increased (P<0.05), whereas butyric
acid showed a quadratic response (P<0.05). The incorporation of extract of Cellulomonas
flavigena in the diet did not increase the digestion or productive performance of lambs at the
evaluated doses. In the third experiment, an enzymatic extract of Cellulomonas flavigena was
evaluated (0, 2.5, 7.5, 12.5 mL kg™ DM of feed) on in vitro degradation of dry matter (DMD),



neutral detergent fiber (NDFD) and acid detergent fiber (ADFD) of a diet with 60 % forage. The
degradation was determined with the Tilley and Terry technique at 6, 12, 24, 48 and 72 h of
incubation. Experimental design was a generalized randomized block and ANOVA was
performed with polynomial non-orthogonal contrasts and means were compared by tukey test.
Increasing enzymatic dose had a linear effect (P=0.03) on DMD at 6 h. The NDFD was not
affected (P=0.49) by extract from 6 to 24 h, but presented a quadratic response (P=0.06) to
enzymatic dose at 48 h. The ADFD showed a linear response from 6 to 72 h (P=0.01). The
extract Cellulomonas flavigena increases in vitro degradation principally of the cellulose from

forages, as corn stover and alfalfa hay, used in ruminants feeding.

Key words: exogenous fibrolytic enzymes, Cellulomonas flavigena, Fomes sp. EUM1, dry

matter intake, degradation, forage, sheep.
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1. Introduccion general
Los carbohidratos estructurales de las paredes celulares de los forrajes y granos, generalmente
son hidrolizados por celulasas, xilanasas (Bhat y Hazlewod, 2001) producidas por los
microorganismos ruminales. Sin embargo, la digestibilidad total de la pared celular en el tubo
digestivo sélo llega a 65 % (Van Soest, 1982). Por ello, se ha propuesto utilizar enzimas
fibroliticas exdgenas (EFE) de origen micotico o bacteriano como xilanasas, celulasas, esterasas
y lacasas (Bhat y Hazlewod, 2001; Beauchemin et al., 2003; Niamke y Sun, 2004; Adenosogan
et al., 2007; Krueger y Adesogan, 2007; Graminha et al., 2008) para incrementar la hidrolisis de
la pared celular de los forrajes en la alimentacion en rumiantes.
Las EFE son aditivos que pueden mejorar la digestibilidad de la componentes fibrosos de los
alimentos y con ello incrementar la energia digestible en la produccién de rumiantes
(Beauchemin y Holtshausen, 2010). Hay varios resultados favorables por efecto de las EFE en la
produccién de leche (Adesogan et al., 2007; Gado et al., 2009) y carne tanto en bovinos
(McAllister et al., 1999; Balci et al., 2007) como en ovinos (Cruywagen y Zyl, 2008; Gado et al.,
2011; Salem et al., 2011). Lo anterior se debe a una mayor digestibilidad de la materia seca y de
la fraccion fibrosa de los forrajes tanto in vitro (Colombatto et al., 2007; Eun et al., 2007; Dean
et al., 2008; Rodrigues et al., 2008; Tang et al., 2008; Gallardo et al., 2010) in situ (Pinos-
Rodriguez et al., 2008; Hernandez, 2009; Gallardo et al., 2010) e in vivo (Pinos-Rodriguez et al.,
2002; Gado et al., 2009; 2011; Alvarez et al., 2009; Salem et al., 2011; 2012). Pero los
resultados no han sido consistentes, debido a la amplia diversidad de productos enzimaticos
comerciales y de condiciones experimentales.
En México, se han realizado estudios con productos enzimaticos comerciales adicionados a
forrajes convencionales como heno de alfalfa, pastos del género Brachiaria, heno de avena y
rastrojo de maiz (Pinos et al., 2002; 2008; Avellaneda et al., 2009; Alvarez et al., 2009;
Hernandez, 2009; Marquez-Araque et al. 2007) y no convencionales como cafia de azucar (Cano
et al., 2003; Gomez-Vazquez et al., 2003; Pelaez-Acero et al., 2008; 2011; Aranda et al., 2010)
utilizados en la alimentacion de los rumiantes. Los resultados son variables tanto en la digestion
de la fibra como en la respuesta productiva.
Por ello algunos investigadores han evaluado nuevas alternativas potenciales de productos
enzimaticos provenientes de hongos de la pudricién blanca como Fomes fomentarius (Villegas-

Castafieda et al., 2010), o de bacterias como Cellulomonas flavigena (Hernandez et al., 2011).



Estos estudios sugieren que la degradacion in vitro o in situ de pajas se puede aumentar mediante
la adicion de extractos de estos organismos (Marquez et al., 2007; Hernandez, 2009; Villegas-
Castafieda et al., 2010). Sin embargo, en la literatura revisada se encontraron pocos experimentos
con rumiantes, por lo cual los objetivos del presente estudio fueron: 1) determinar el efecto del
extracto enzimatico de Fomes sp. EUM1 y Cellulomonas flavigena en la respuesta productiva,
consumo Yy digestibilidad de nutrientes y en las variables ruminales en corderos alimentados con
una dieta con 60% de forraje; 2) evaluar el efecto de dosis crecientes de extracto de
Cellulomonas flavigena en la degradacion in vitro de la materia seca, fibra detergente neutro y

acida de una dieta con 60% de forraje.



1.1. Revision de literatura

1.1.1.Estructura de la pared celular de los forrajes

En los sistemas de produccion de rumiantes para obtener la mayor produccion de leche o carne
no solamente se requiere de un elevado consumo de forraje sino también una alta digestibilidad
de sus paredes celulares (Wilson, 1993). Ello se debe debido a que los rumiantes cubren la mayor
parte de sus requerimientos energéticos a través de la fermentacion de las paredes celulares de
los forrajes realizada por los microorganismos ruminales (Aman, 1993; Wilson, 1993). Asi,
Wilson (1993) y Jung y Allen (1995) han sefialado que la estructura morfoldgica de tejidos de los
forrajes pueden ser los principales factores que limitan el consumo, la digestibilidad y la energia
disponible en los rumiantes.

Las células de los forrajes estan rodeadas por estructuras bioguimicas complejas que le
proporcionan rigidez fisica, permiten el transporte de agua, y protegen contra el ataque de plagas,
conocidas como paredes celulares primarias y secundarias (Paulson et al., 2008). Segun Carpita
y McCann (2008), en las plantas con floracion se generan paredes primarias cuya estructura
béasica consiste en microfibrillas de celulosa recubiertas con glucanos entrecruzados, algunos de
los cuales se extienden y se interconectan con las microfibrillas vecinas; embebidas en una
matriz de polisacaridos acidos, que sirven como residencia para numerosas proteinas y enzimas
que funcionan en el establecimiento y degradacién de la pared celular; mientras que los rastrojos
0 pajas de gramineas contienen principalmente paredes celulares secundarias que son rigidas y

resistentes a la degradacion microbiana (Aman, 1993).

1.1.2. Polisacéridos de las paredes celulares de las gramineas y leguminosas
El forraje de gramineas y leguminosas tiene caracteristicas diferentes en la pared celular que se
reflejan en diferencias en los tipos de tejidos, partes de plantas, y en los cambios que se producen
durante la maduracion (Paulson et al., 2008). Segun Aman (1993), las paredes celulares de los
forrajes en términos generales estan compuestas por polisacaridos, proteinas, lignina, grupos
acetilos y componentes fendlicos; constituidas por pentosas (arabinosa y xilosa), hexosas
(glucosa, galactosa y manosa), 6-deoxi hexosas (ramanosa y fucosa) y acidos uronicos

(galacturonico, glucorénico y 4-O-metil glucorénico).



En términos generales los carbohidratos méas abundantes de la pared celular de los forrajes son la
celulosa, hemicelulosa y pectinas (Wilson, 1993; Jung, 2011). La hemicelulosa esta integrada por
xilanos, xiloglucanos y mananos (Aman. 1993). Las pectinas son mas abundantes en las
leguminosas que en las gramineas (Jung, 2011), mientras que la lignina estd compuesta por
unidades fenilpropanoides de monolignol (guaicil, siringil y hidroxifenil) ademas de los acidos
hidroxicinamicos, feralico y p-cumarico los cuales estan practicamente ausentes en las paredes
celulares de las leguminosas (Hartley y Ford, 1989).

Pero cuando se aislan los polisacéridos de la pared celular, a través de extracciones secuenciales
con solventes acuosos, se obtienen polisacaridos o fracciones de polisacaridos con diferencias
minimas en su estructura quimica; las cuales son divididas en cinco grupos: i) glucanos, que
incluyen a la celulosa, a los B-glucanos con enlaces 1,3 y 1,4 y a los xiloglucanos; ii)
rhamnogalacturonanos, arabinanos y arabinogalactanos; iii) mananos que incluyen a los
glucomananos y galactoglucomananos; iv) xilanos y v) glucoromananos.

Las gramineas generalmente estan integradas por arabinoxilanos, xilanos, 3-glucanos y celulosa
y un bajo contenido de sustancias pépticas (Aman, 1993); los cuales estan compuestos
principalmente por glucosa, xilosa, arabinosa y acidos urénicos. Segin Aman (1993) durante el
crecimiento y desarrollo de los pastos se incrementa el contenido de los carbohidratos
estructurales principalmente de celulosa, xilanos y lignina; disminuyendo el contenido de
proteina cruda y cenizas. Asimismo, en la fase de maduracién ademéas del incremento en
glucanos, xilanos y lignina se suman en importancia los B-glucanos y arabinoxilanos, mientras
que las sustancias pépticas disminuyen.

En las leguminosas, como el heno de alfalfa, los acidos uronicos, la glucosa, arabinosa y
galactosa son los residuos fibrosos mas importantes en una planta joven, mientras que la glucosa,
acido uronico, xilosa y lignina son los principales componente de una planta adulta. Es
importante destacar que el contenido de xilosa se incrementa hasta en seis veces durante la etapa
de madurez en las leguminosas (Aman, 1993).

Adicionalmente, otro componente estructural importante que limita el aprovechamiento de las
paredes celulares en las gramineas son los ferulatos 0 enlaces cruzados del acido ferulico (Ralph
et al., 1998). Segun Jung (2011) la esterificacion del acido feralico entre la hemicelulosa
(arabinoxilosa) y la lignina en las gramineas, puede llegar a tener un efecto negativo mayor en la

digestibilidad que la propia concentracion de lignina. Por ello, en estudios in vitro realizados por



Yang y Xie (2010); Yang y Yue (2012ab) se encontro una mayor biodegradacion de las paredes
celulares del rastrojo de maiz en el rumen por la accion sinérgica de esterasas endogenas del
hongo Neocallimastix sp. YQ1 que liberan &cido ferulico y por la participacion de hidrolasas de
los polisacéaridos (celulasas y xilanasas).

En el caso de las leguminosas se sugiere la existencia de los enlaces cruzados del &cido ferulico

entre la hemicelulosa y la lignina, pero no estan quimicamente caracterizados (Jung, 2011).

1.1.3. Hidrolisis enzimatica de la pared celular de los forrajes

En la hidrolisis de la pared celular de los forrajes en el tubo digestivo de los rumiantes participan
celulasas, xilanasas (Bhat y Hazlewod, 2001) producidas por los microorganismos ruminales.
Las celulasas més importantes son las endocelulasas (B-1,4 endoglucanasa, carboximetil celulasa
o B-1,4 glucanohidrolasa; E.C.3.2.1.4), exocelulasas (exoglucanasa, exo [-1,4 glucanasa,
celulasa B-1,4 celulobiosidasa; E.C.3.2.1.91), y B glucosidasas (celobiasa o glucohidrolasa,
E.C.3.2.1.21). En general, las endoglucanasas hidrolizan los polimeros a oligbmeros de celulosa.
Las exoglucanasas hidrolizan la celulosa a celobiosa y las B glucosidasas rompen los oligomeros
de celulosa o celobiosa a glucosa (Bhat y Hazlewod, 2001). Asimismo Bhat y Hazlewod (2001)
reportaron que las hemicelulasas mas importantes involucradas en la degradacion de la
hemicelulosa son las xilanasas (E.C.3.2.1.8) y las B-1-4 xilosidasas (E.C.3.2.1.37). Las xilanasas
incluyen las endoxilanasas, las cuales generan oligomeros de Xxilosa y las B-1-4 xilosidasas, que
hidrolizan las xilosas. Otras enzimas hemiceluloliticas como la f-manosidasa (E.C.3.2.1.25), a-
L-arabinofuranosidasa (E.C.3.2.1.55), a-D-glucoronidasa (E.C.3.2.1.139), a-D-galactosidasa
(E.C.3.2.1.22), acetil xilano esterasa (E.C.3.2.1.72), y la acido ferulico esterasa (E.C.3.1.1.73).

1.1.4.Enzimas fibroliticas ex6genas
Segun Van Soest (1982) la hidrolisis total de la pared celular de los forrajes en el tubo digestivo
solo llega a 65 %. Por ello se ha propuesto la utilizacion de enzimas fibroliticas exogenas (EFE)
como xilanasas, celulasas, esterasas y lacasas de origen fungico o bacteriano (Bhat y Hazlewod,
2001; Beauchemin et al., 2003; Niamke y Sun, 2004; Adenosogan et al., 2007; Marquez-Araque
et al., 2007; Krueger y Adesogan, 2007; Graminha et al., 2008) para incrementar la hidrolisis de
las paredes celulares principalmente de los forrajes. Las EFE generalmente son obtenidas a



través de fermentaciones en estado liquido y sélido por bacterias (Bacillus spp.) u hongos
aerobicos como Trichoderma spp., Aspergillus oryzae, Pleurotus ostreatus, Aspergillus niger,
Trametes spp. (Bhat y Hazlewod, 2001; Beauchemin et al., 2003; Niamke y Sun, 2004,
Marquez-Araque et al., 2007; Graminha et al., 2008).

1.1.5.Mecanismo de accion
Beauchemin et al. (2004) resumieron los efectos mas importantes que pueden explicar la
respuesta favorable generada por la accion de las enzimas fibroliticas exdgenas en rumiantes:

1. Efectos previos a la ingesta. Las enzimas son mas eficaces cuando se aplican en forma
liguida al alimento antes de la ingestion. Previo a la ingestion las EFE pueden ayudar a
eliminar las barreras estructurales que limitan la digestion microbiana del alimento en el
rumen lo cual favorece la liberacion de carbohidratos solubles. Ademas, la aplicacién
previa de las EFE puede aumentar la union de la enzima con el sustrato, lo cual puede
aumentar su resistencia a la proteolisis ruminal.

2. Efectos ruminales. La adicién de enzimas fibroliticas exdgenas en la dieta aumenta la
capacidad hidrolitica del rumen debido a un incremento en el ataque bacteriano, a la
estimulacién de poblaciones microbianas del rumen y a un efecto sinérgico con las
hidrolasas de los microorganismos ruminales. El efecto general es un aumento de la
actividad enzimatica en el rumen mejorando la digestibilidad de los componentes
fibrosos y no fibrosos de la dieta.

3. Efectos post-ruminales. Las EFE pueden permanecer viables en el intestino delgado
durante un tiempo suficiente para tener un efecto hidrolitico. Estos efectos son
significativos cuando las enzimas se administran directamente en el rumen o cuando son
adicionadas en alimentos hiumedos o en concentrados de una manera que permite una

facil solubilidad en el alimento y una rapida tasa de pasaje en el rumen.

Aunque el origen bioldgico de los productos enzimaticos puede ser similar, el tipo y
actividad enzimatica es variable, dependiendo del microorganismo y del sustrato o medio de
cultivo utilizado (Beauchemin et al., 2003). Al respecto, McCallister et al. (2001) y
Beauchemin et al. (2003) han sefialado que la variabilidad de la respuesta enzimatica
depende de la actividad enzimatica, cantidad o proporcion de enzima, especificidad
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enzimatica, estructura intrinseca de la pared celular de los forrajes (Jalilvand et al., 2008),

método de administracion de la enzima y nivel de productividad del animal.

1.1.6. Efecto de las enzimas fibroliticas exdgenas en la productividad de los ovinos
Aunque las enzimas fibroliticas exdgenas adicionadas en la dieta en ovinos no han modificado la
respuesta productiva (Giraldo et al., 2008; Pinos-Rodriguez et al., 2008; Almaraz et al., 2010).
Algunos estudios han reportado resultados favorables por efecto de las EFE en la produccion de
carne en ovinos (Cruywagen y Goosen, 2004; Cruywagen y Zyl, 2008; Gado et al., 2011; Salem
et al., 2011; Tirado-Estrada et al., 2011) obteniendo una ganancia diaria de peso mayor del 80 %
en comparacion con el tratamiento testigo. Las anteriores investigaciones sefialan que la
respuesta productiva favorable de las EFE en los ovinos se debe a un incremento en el consumo
de materia seca (Tirado et al., 2011), ocasionado por una mayor digestibilidad de la MS y de la
fraccion fibrosa de la dieta (Gado et al., 2011; Salem et al., 2011; Tirado-Estrada et al., 2011),
que se manifestd en una mayor ganancia diaria de peso y en una mejor conversion alimenticia
(Cruywagen y Goosen, 2004; Cruywagen y Zyl, 2008; Gado et al., 2011; Salem et al., 2011,
Tirado-Estrada et al., 2011).
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Cuadro 1.1 Respuesta productiva de corderos alimentados con dietas adicionadas con
enzimas fibroliticas exdgenas

Fuente Variable Testigo  Enzima Referencia
Forraje:concentrado GDP (g d™) 129 170* Cruywagen y Goosen, 2004
67:33 CMS (g d™) 1014 1079
CA (CMS GDP™) 7.87 6.35*
Forraje:concentrado  GDP (g d™) 99 118** Cruywagen y Zyl, 2008
60:40 CMS (gd™) 1054 1031
CA (CMS GDP™) 10.7 8.75*
Forraje ad libitum + GDP (g d™) 72 103* Salem et al., 2011
concentrado CMS (gd™) 742 744
CA (CMS GDP™) 10.4 7.3*
Forraje:concentrado  GDP (g d™) 130 250* Gado et al., 2011
40:60 CMS (g d™) 780 820
CA (CMS GDP™) 6.20 3.20*
Forraje:concentrado  GDP (g d™) 115 177* Tirado et al., 2011"
56:44 CMS (gd™ 817 911*
CA (CMS GDP™) 7.10 5.15*
Promedio® Incremento %
GDP (gd™) 89 163 83.2
CMS, (g d™) 670 917 36.7
CA (CMS GDP?) 8.4 6.1 27.2

'Promedio del total de las medias

** * = P<0.01; P<0.05; respectivamente

TLos valores del efecto con enzima fueron calculados con dos valores de medias.
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2. Efecto de extractos enzimaticos fibroliticos de Cellulomonas flavigena, Fomes sp. EUM1
y Trichoderma longibrachiatum en la respuesta productiva y en la digestibilidad de

corderos?

2.1. Resumen

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de tres extractos de enzimas fibroliticas por
su efecto en el crecimiento y la digestibilidad del alimento en corderos, utilizando dietas con 60
% de forraje. Veinte corderos Pelibuey (peso inicial £ 26.14 kg), fueron distribuidos en un disefio
completamente al azar. El experimento consisti6 en la adicion de extractos enzimaticos (mL kg™
de materia seca de alimento): testigo (0 mL), 3.5 mL de extracto comercial de Trichoderma
longibrachiatum, 21.1 mL de extracto de Fomes sp. EUM1 y 2.47 mL de extracto de
Cellulomonas flavigena. No hubo efectos en el peso final y en el consumo de materia seca, pero
la ganancia diaria de peso y la conversion alimenticia se afectd negativamente cuando se
adiciond extracto de Cellulomonas flavigena (P<0.05). La adicion de extractos de enzimas
exogenos aumento el porcentaje de butirato en el fluido ruminal (P<0,05). La digestibilidad se
vio afectada negativamente con el extracto de C. flavigena. No se observaron efectos benéficos

en la digestion ni en el comportamiento productivo de los corderos con los extractos evaluados.

2.2. Abstract

The objective of this experiment was to evaluate the effect of extracts of three fibrolytic
enzymatics for their effect on lamb growth and feed digestibility, using diets with 60 % forage.
Twenty Pelibuey lambs were used (initial weight 26.14 kg), distributed in a completely
randomised design. The experiment involved the addition of enzymatics extracts (mL kg™ of dry
matter (DM) of feed: control (0 mL), 3.5 mL of Trichoderma longibrachiatum commercial
extract, 21.1 mL of Fomes sp. EUML1 extract and 2.47 mL of Cellulomonas flavigena extract.

There were no effects on the final weight and dry matter intake, but daily weight gain and feed

' Enviado a Journal of Animal Feed Science for special issue “Exogenous Enzymes in Animal Nutrition: Benefits
and limitations”. Recibido 5 de octubre del 2012.
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conversion was shown to be negatively affected when Cellulomonas flavigena extract was added
(P<0.05). The addition of exogenous enzyme extracts increased the percentage of butyrate in
rumen fluid (P<0.05). Digestibility was negatively affected with C. flavigena extract. There were
no beneficial effects to digestion or in productive performance of lambs with the evaluated

extracts.

Palabras claves: enzimas fibroliticas, digestibilidad, Cellulomonas flavigena, Fomes sp. EUM1,
Trichoderma longibrachiatum.

2.3. Introduccion

Una de las aplicaciones de la biotecnologia en nutricién de rumiantes ha sido la adicion de
enzimas fibroliticas exdgenas para mejorar la digestibilidad de carbohidratos estructurales en
forrajes de alta calidad (Pinos et al., 2002; Colombatto et al., 2003; Amadou et al., 2004; Dean et
al., 2008). Estas enzimas son producidas comercialmente mediante fermentacién sélida o liquida
de cepas de hongos como Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Trichoderma reesei y
Trichoderma viride (Nadeau et al., 2000; McAllister et al., 2001). Pero los resultados son
variables e inconsistentes cuando estos productos son adicionados a forrajes de mala calidad
(Avellaneda et al., 2009; Carreon et al., 2010; Gallardo et al., 2010), los cuales se caracterizan
por un alto contenido de FDN y una digestibilidad ruminal reducida (Tan et al., 1996; Alvarez y
Combellas, 2005). Por lo tanto, es necesario identificar extractos enzimaticos capaces de mejorar
la digestion de este tipo de sustrato lignoceluldsico. Algunas enzimas potenciales previamente
evaluadas provienen de hongos de la pudricion blanca como Fomes fomentarius (Villegas-
Castafieda et al., 2010), o de bacterias como Cellulomonas flavigena (Hernandez et al., 2011).
Estos estudios sugieren que la digestion in vitro o in situ ruminal de pajas se puede aumentar
mediante la adicion de extractos de estos organismos (Marquez et al., 2007; Hernandez, 2009;
Villegas-Castafieda et al., 2010). En la literatura revisada se encontraron pocos estudios
realizados con rumiantes, por lo cual el objetivo de este experimento fue evaluar los extractos
enziméaticos de C. flavigena, F. sp. EUM1 y un producto comercial de Trichoderma
longibrachiatum en la respuesta productiva, consumo y digestibilidad de nutrientes y en las

variables ruminales en corderos alimentados con una dieta con 60 % de forraje.
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2.4. Materiales y métodos

2.4.1. Animales y alimentacién

El estudio se realiz6 de diciembre a febrero del 2010 en la Granja Experimental de Ganaderia del
Colegio de Postgraduados en el Campus Montecillo, Estado de México, México; bajo la
supervision del Comité Académico del Colegio de Postgraduados, de acuerdo con la regulacién
establecida en la Ley de Proteccién Animal decretada por el Estado de México, México. Se
utilizaron 20 corderos Pelibuey (26.14 + 1.73 kg de peso vivo inicial), los cuales fueron
distribuidos al azar en jaulas metabdlicas individuales para evaluar los extractos enzimaticos
(tratamientos). Previo al inicio de la prueba, todos los animales fueron desparasitados con
Ivermectina, y vitaminas (A, D y E), las cuales fueron proporcionadas en el periodo de 10 dias de
adaptacion a la dieta. La dieta se suministro a las 08:00 h y 16:00 h y se formul6 de acuerdo con
las recomendaciones del NRC (1985); y contenia 60 % de forraje (30 % de rastrojo de maiz y 30
% de heno de alfalfa) y 40 % de concentrado (15 % de maiz, 10 % de sorgo, 6 % de pasta soya, 7
% melaza, 1 % de urea 'y 1 % de una premezcla de minerales). La composicion de la dieta en MS
(ID 934.01) fue de 918.8 g kg™ y de proteina cruda 156.4 g kg (AOAC, 2005; ID 954.01),
420.4 g kg™ de FDNa (FDNa analizada con amilasa termoestable sin sulfito de sodio y expresada
incluyendo cenizas residuales) y 247.4 g kg™ de FDA (expresada incluyendo cenizas residuales)

de acuerdo con el procedimiento descrito por Van Soest et al. (1991).

2.4.2.Enzimas

Las enzimas utilizadas fueron de T. longibrachiatum (Promote NET, Cargill Corp., Minneapolis,
MN, USA), F. sp. EUM1 y C. flavigena. El extracto de F. sp. EUM1 se obtuvo a través de una
fermentacion sélida con rastrojo de maiz (Villegas-Castafieda et al., 2010) y C. flavigena fue
obtenida a través de una fermentacion liquida realizada con bagazo de cafia de azucar (Vega-
Estrada et al., 2002). El contenido de proteina (Bradford, 1976) y la actividad celulolitica y
xilanolitica (Loera y Cordova, 2003) se determinaron mediante la expresion de la actividad (Ul)
por mL del extracto, definiendo la Ul como la cantidad de enzima que libera 1 umol de xilosa

(xilanasas) o glucosa (celulasas) por mL min™ (Cuadro 1.1). Con esta informacion, la dosis
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enzimatica se seleccioné (mL de extracto kg® MS de alimento) con base en la actividad

xilanolitica correspondiente.

2.4.3. Tratamientos

Los tratamientos fueron dosis equivalentes a 47.50 Ul mL™ de actividad xilanolitica del extracto
por kg MS de alimento: testigo (0 mL), 3.5 mL de extracto de T. longibrachiatum, 21.1 mL of
extracto de F. sp. EUM1 y 2.47 mL of extracto de C. flavigena. Los extractos se diluyeron en
300 mL de agua destilada. Dicha solucion se asperjé en el forraje, antes de ser mezclada con los

otros alimentos de la dieta, previo a la alimentacion de los corderos.

2.4.4.Respuesta productiva

La prueba fue de 42 dias, en la cual cada cordero se pesaba cada 14 dias después de un ayuno de
12 h para determinar la ganancia diaria de peso (GDP, g d™). El consumo de materia seca de
alimento (CMS, kg d™ MS) se registré diariamente, y la conversioén alimenticia (CA) se calcul6
dividiendo el CMS entre la GDP. A la mitad de la prueba, se recolectaron heces directamente de
cada cordero por 5 dias consecutivos, para determinar la digestibilidad de la MS con respecto a
la concentracion de cenizas insolubles en acido que se utiliz6 como un marcador interno (Keulen
y Young, 1977). Ademas se determin0 la digestibilidad de la FDN y FDA (Van Soest et al.,
1991).

2.4.5.Variables ruminales
Una muestra de 50 mL de fluido ruminal se recolectd utilizando una sonda esofagica en cada
cordero durante el ultimo dia de la prueba. EI pH se midié inmediatamente con un potenciémetro
portatil (ORION, modelo SA 210, USA) vy el resto del fluido ruminal se conservo acidificandolo
con 2 mL de &cido metafosférico al 25%. Las muestras se mantuvieron en congelacion (-20°C)
hasta realizar el analisis de los AGV por cromatografia de gases (Erwin et al., 1961) usando 2 pL
inyectados a un cromatografo de gases Perkin Elmer (modelo Claurus 500, USA) con
automuestreador y equipado con una columna capilar FFAP (15 m longitud), temperatura de
inyector de 240 °C, detector de ionizacion de flama (FID) de 250 °C y de horno de 80 °C (1 min)
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con incrementos de 20 °C min™ hasta alcanzar 140 °C (3 min) y una velocidad de gases (H y N)
de 40 mL min? y 400 mL min™ para el aire. La concentracién N-NH; se determiné por
espectrofotometria (McCullough, 1967). Una muestra (2 mL) del liquido ruminal descongelado
se centrifugd 10 min a 3000 rpm, del sobrenadante se colectaron 20 pL y se depositaron en tubos
de ensaye (10 mL) adicionando 1 mL de fenol y 1 mL de hipoclorito de sodio. Las muestras se
incubaron 30 min en bafio maria a 37 °C y se adicionaron 5 mL de agua destilada para su
dilucion, se agitaron en un vortex (Genie 2, modelo G-560, USA) y se ley0 en un
espectrofotometro de luz ultravioleta visible CARY 1-E VARIAN (Perkin Elmer, modelo lamda-
40, USA) a una DO de 630nm.

2.4.6. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados de acuerdo con un disefio experimental completamente al azar
considerando cuatro tratamientos y cinco repeticiones. Se utilizé el programa GLM del SAS 9.0

(2002) y las medias se compararon con la prueba de Tukey (Steel et al., 1997).

2.5. Resultados

2.5.1.Respuesta productiva y digestibilidad

No se observaron cambios (P>0.10) en los pesos finales y en el consumo de materia seca. Las
ganancias diarias de peso y la conversion alimenticia s6lo mostré diferencias (P<0.05), con la
mejor tasa observada en el tratamiento testigo (Cuadro 2.2). La digestibilidad de la MS, FDN y
FDA se redujo (P <0.01) con el extracto de C. flavigena mientras que los demas extractos no

tuvieron ningun efecto (Cuadro 2.3).

2.5.2. Fermentacion ruminal

Los extractos de C. flavigena y T. longibrachiatum mostraron un incremento (P<0.05) en el
contenido de butirato, mientras que el de F. sp. EUM1 fue intermedio, y el testigo fue atin menor
(Cuadro 2.4). Las demas variables (pH, N-NHj3, acetato y propionato) ruminales no fueron

modificadas por las enzimas exogenas.
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2.6. Discusion

Los resultados de consumo de alimento, ganancia de peso y conversion alimenticia son similares
a los reportados por autores que utilizaron enzimas fibroliticas exogenas, sin observar cambios
en el consumo y en la respuesta productiva en rumiantes (Krause et al., 1998; Pinos et al., 2002;
Wang et al., 2004; Pinos et al., 2008). En experimentos con corderos usando dietas con una alta
proporcién de forraje con dosis de 12 g™ d de enzima obtenidos a partir de Aspergillus niger y T.
longibrachiatum no se presentd ningln efecto en la digestibilidad ni en el consumo de alimento
(Giraldo et al., 2008). Sin embargo, en otros estudios con dosis mas elevadas de enzima (60 g™
d) de T. longibrachiatum en novillos, hubo un aumento de peso y mejor conversion alimenticia
(Balci et al., 2007); lo que indica que la dosis puede ser un factor en la respuesta productiva.

El uso de enzimas de Trichoderma en pruebas in vitro e in vivo mostraron un aumento en la
actividad microbiana en funcion del sustrato y la dosis utilizada (Wallace et al., 2001; Martins et
al., 2006; Giraldo et al., 2008; Gémez-Vazquez et al., 2011), y cuando las enzimas afectaron la
pared celular, la digestibilidad de los forrajes se incrementd (Castro et al., 2004; Gomez-
Vazquez et al., 2011). El efecto de la adicion de las enzimas producidas por el hongo F.
fomentarius en dietas para rumiantes se ha evaluado in vivo, y también hay registros que
muestran efectos beneficiosos de las enzimas exdgenas de este hongo en incubaciones in vitro
(Levin y Forchiassin, 1997; Marquez-Araque et al., 2007). Asimismo, en condiciones in situ hay
incrementos en la digestibilidad cuando el extracto de C. flavigena se ha adicionado en heno de
alfalfa y en subproductos agricolas como rastrojo de maiz y cafia de azlcar (Hernandez, 2009).
Sin embargo, los resultados del presente estudio no mostraron efectos benéficos in vivo por la
adicion de ambos productos enzimaticos.

Varios autores coinciden con las observaciones de este experimento con respecto a la falta de
respuesta en pH, N-NH3; y AGV (Hristov et al., 2000; Pinos et al., 2002; Beauchemin et al.,
2003), por efecto de enzimas fibroliticas de A. niger y enzimas T. longibrachiatum. Sin embargo,
Giraldo et al. (2007) reportaron incrementos en la produccion de &cido acético y butirico in vitro
al adicionar enzimas de T. longibrachiatum en una dieta con 70 % de heno de graminea y 30 %
de concentrado, pero sin cambios en pH ni en la produccion de acido propionico. Ademas,
Villegas-Castarfieda et al. (2010) al adicionar extracto de F. fomentarius en paja de sorgo, en una
evaluacion de produccién de gas in vitro, no observaron cambios en la produccion total de AGV

ni en la concentracion de N-NH; despues de 12 y 24 h de incubacion.
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El incremento de acido butirico reportado en este experimento, se pudo generar por la liberacion
de carbohidratos sencillos como glucosa, posiblemente como resultado de la presencia de
enzimas fibroliticas de T. longibrachiatum y C. flavigena. Estas enzimas han aumentado las
poblaciones de protozoos que producen butirato (Luther et al., 1966; Williams et al., 1986), en
particular Dasytricha ruminantium (Yarlett et al., 1985). Considerando que un aumento en la
digestibilidad de la fibra no esta asociada con la produccién de butirato, un incremento en la
actividad de la bacteria Butyrivibrio fibrisolvens (Diez-Gonzélez et al., 1999; Marounek y
Duskova, 1999), también puede aumentar el &cido butirico en el rumen. La disminucién en la
digestibilidad por el extracto de C. flavigena podria estar asociada con la liberacion de glucosa,
la cual inhibid la actividad de las enzimas celuloliticas de algunos microorganismos micéticos
del rumen (Barichievich y Calza, 1990). Adicionalmente varios autores (Martinez-Trujillo et al.,
2003; Barrera-Islas et al., 2007; Mejia-Castillo et al., 2008; Pérez-Avalos et al., 2008) también
han reportado contenidos de endo-1,4-B-xilanasas, B-glucosidasas y glucoronoarabinoxylanas en

el extracto de C. flavigena, las cuales también pudieron contribuir en la inhibicion enzimatica.

2.7. Conclusion

La adicion de enzimas obtenidas de Fomes sp. EUM1 y Cellulomonas flavigena en el forraje de
la dieta no incrementa la digestién ni el comportamiento productivo en corderos en las dosis
evaluadas. El extracto de Cellulomonas flavigena puede afectar negativamente la digestibilidad

in vivo.
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Cuadro 2.1 Actividad enzimética y contenido de proteina de los extractos enzimaticos
fibroliticos
Fuente enzimatica

Trichoderma Fomes sp. Cellulomonas EE®

Elementos® _ _ .
longibrachiatum EUM1 flavigena
Actividades enziméticas, Ul mL™
Celulasas® 3.47 2.85 2.66 1.19
Xilanasas® 13.57 2.25 19.19 1.04
Lacasas® - 0.021 - 0.003
Proteina, mg mL™ 0.49 0.31 0.46 0.01
% Error estandar de la media
® umol of glucosa liberada por mL min*
¢ umol of xilosa liberada por mL min™
¢ umol of ABTS oxidado por mL min ™.
Cuadro 2.2 Efecto de enzimas fibroliticas en la respuesta productiva de corderos
Enzimas
Elementos ) Trichoderma Fomessp. Cellulomonas  EE? P
Testigo
longibrachiatum EUM1 flavigena

PV inicial, kg 25.68 26.26 26.16 26.46 0.87 0.93
PV final, kg 34.24 32.94 34.74 32.62 1.14 0.52
CMS, gd* 1082 1030 1124 1116 53 0.60
GDP, gd* 220° 158° 206" 160° 17 0.04
CA, CMS GDP™ 5.17 7.78 5.76 7.53 0.57 0.01

Error estandar de la media

®°Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P<0.05).
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Cuadro 2.3 Efecto de enzimas fibroliticas en la digestibilidad de la dieta consumida por los
corderos

Enzimas
Elementos _ Trichoderma Fomes sp. Cellulomonas  EE? P
Testigo ) ) )
longibrachiatum EUM1 flavigena
MS,gkgt  770.1° 744.9° 724.4° 605.1° 18.4 0.0001
FDN, gkg® 703.6" 675.0° 644.6° 527.8° 21.6  0.0002
FDA, gkg® 598.7° 598.8" 586.7" 405.4° 26.67 0.0002

®Error estandar de la media

b“Media con letra distinta entre Iineas son diferentes (P<0.05).

Cuadro 2.4 Efecto de enzimas fibroliticas en las variables de fermentacion ruminal en los
corderos

Enzimas
Elementos ) Trichoderma Fomes sp. Cellulomonas EE* P
Testigo
longibrachiatum EUM1 flavigena

pH 6.74 6.59 6.83 6.86 0.11 0.32
N-NHs, mg dL™ 0.48 10.22 6.96 9.98 1.82 0.58
Acidos grasos volatiles, (mol 100 mol™)

Acético 62.44 60.24 63.45 60.84 0.96 0.11
Propiodnico 26.86 25.27 23.16 25.11 1.05 0.14
Butirico 10.70° 14.49° 13.38" 14.05" 0.91 0.04
AGYV total, mM L™ 72.11 93.32 79.09 91.94 7.80 0.20

Error estandar de la media

®Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P<0.05).
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Efecto del extracto enzimatico fibrolitico de Cellulomonas flavigena en la

respuesta productiva, digestibilidad y variables ruminales en corderos

Effect of a fibrolytic enzymatic extract from Cellulomonas flavigena on

productive performance, digestibility and ruminal variables in lambs
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3.

Efecto del extracto enzimatico fibrolitico de Cellulomonas flavigena en la respuesta

productiva, digestibilidad y variables ruminales en corderos?

3.1. Resumen

El objetivo de este experimento fue evaluar el extracto enziméatico de Cellulomonas flavigena
por su efecto en la respuesta productiva, digestibilidad y variables ruminales en corderos
alimentados con una dieta con 60 % de forraje. Se usaron 24 corderos Pelibuey-Kathadin (peso
vivo inicial + 23.28 kg) y se distribuyeron en un disefio completamente al azar con tres
tratamientos: 0, 5.0 y 7.5 mL de extracto kg™ MS de alimento. No hubo efecto (P>0.05) en el
consumo de MS, ganancia diaria de peso y conversion alimenticia. EI incremento en la dosis
enzimatica disminuyé linealmente la digestibilidad aparente de la MS (P=0.06), FDN (P=0.10) y
FDA (P=0.06). La concentracién de N-NH3; presenté una disminucion lineal (P<0.05) y vy la
concentracion de AGV se aumentd linealmente (P<0.05), mientras que el acido butirico mostrd
una respuesta cuadratica (P<0.05). La incorporacion del extracto de Cellulomonas flavigena en la

dieta no aumentd la digestion ni la respuesta productiva en corderos con las dosis evaluadas.

3.2. Abstract

The objective of this experiment was to evaluate the extract from Cellulomonas flavigena for
their effect on productive performance, digestibility and ruminal variables of lambs fed a diet
with 60 % forage. Twenty-four Pelibuey-Kathadin lambs (23.28 kg initial weight) were
distributed in a completely randomised design with three treatments: 0, 5.0 and 7.5 mL of extract
kg™ DM of feed. There was no effect (P>0.05) on DM intake, daily gain or feed conversion. An
increase in the enzymatic dose linearly decreased the apparent digestibility of DM (P=0.06),
NDF (P=0.10) and ADF (P=0.06). The N-NH3 concentration showed a linear decrease (P<0.05)

and the VFA concentration was linearly increased (P<0.05), whereas butyric acid showed a

? Enviado a Journal of Animal Feed Science for special issue “Exogenous Enzymes in Animal Nutrition: Benefits
and limitations”. Recibido 15 de octubre del 2012.

30



quadratic response (P<0.05). The incorporation of extract of Cellulomonas flavigena in the diet

did not increase the digestion or productive performance of lambs at the evaluated doses.

Palabras claves: enzimas fibroliticas exdgenas, consumo materia seca, digestibilidad,

fermentacién ruminal, ovinos

3.3. Introduccién

Las enzimas fibroliticas exdgenas (EFE) se usan para mejorar la digestibilidad de la pared celular
de los forrajes e incrementar el consumo de materia seca y la energia digestible en los rumiantes
(Beauchemin y Holtshausen, 2010). Sin embargo los efectos de las enzimas fibroliticas
comerciales no siempre son constantes (Beauchemin et al., 2003; McAllister et al., 2001;
Beauchemin y Holtshausen, 2010). Por ello, se ha evaluado nuevas alternativas potenciales a
partir de microorganismos utilizados en la produccién de biocombustibles como Cellulomonas
flavigena (Pérez-Avalos et al., 2008; Amaya-Delgado et al., 2010; Rojas-Rejon et al., 2011).
Cellulomonas flavigena es una bacteria que cultivada en fermentacién liquida produce un
extracto enzimatico con una gran variedad de xilanasas y celulasas (Sanchez-Herrera et al.,
2007; Peérez-Avalos et al., 2008; Abt et al., 2010) que pueden hidrolizar a los carbohidratos
estructurales de la pared celular de los forrajes para su utilizacion en la alimentacion de
rumiantes (Pérez-Avalos et al., 2008). Segin Herndndez et al. (2011), las enzimas de C.
flavigena tienen un tiempo medio de degradacion in vitro de 23.9 h, lo cual le confiere
resistencia a la proteolisis ruminal bacteriana. En estudios in situ aumenté la degradabilidad de la
FDN y FDA de rastrojo de maiz y heno de alfalfa al adicionar extracto enzimatico de C.
flavigena (Hernandez, 2009). Pero en la literatura revisada se encontraron pocos estudios con
rumiantes, por lo cual el objetivo de esta investigacion fue evaluar dosis crecientes de extracto
enzimatico de C. flavigena (EEC) en la respuesta productiva, digestibilidad y variables ruminales
en corderos alimentados con una dieta con 60 % de forraje integrado por rastrojo de maiz y heno
de alfalfa.
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3.4. Materiales y métodos

3.4.1. Animales y alimentacion

El estudio se realiz6 de mayo a agosto del 2011 en el Rancho El Trece de la Universidad
Auténoma de Chapingo, en Huitzilac Morelos, México, bajo la supervision del Comité
Académico del Colegio de Posgraduados, de acuerdo con la regulacion establecida en la Ley de
Proteccion Animal decretada por el Estado de Morelos, México. Se utilizaron 24 corderos F1
Pelibuey-Kathadin (23.28 = 3.52 kg de peso inicial), los cuales fueron distribuidos al azar en
jaulas metabdlicas individuales para evaluar dosis crecientes de extracto (tratamientos). Previo al
inicio de la prueba, todos los corderos fueron desparasitados con lvermectina, y vitaminas (A, D
y E), durante el periodo de 10 dias de adaptacion a la dieta. La dieta se suministré a las 08:00 h 'y
16:00 h y se formulé de acuerdo con las recomendaciones del NRC (1985); y contenia 60 % de
forraje (30 % de rastrojo de maiz y 30 % de heno de alfalfa) y 40 % de concentrado (15 % de
maiz, 10 % de sorgo, 6 % de pasta soya, 7 % melaza, 1 % de urea y 1 % de una premezcla de
minerales). La composicion de la dieta en MS (ID 934.01) fue de 953.6 g kg™ y de proteina
cruda 156.9 g kg? (AOAC, 2005; ID 954.01), 429.7 g kg de FDNa (FDNa analizada con
amilasa termoestable sin sulfito de sodio y expresada incluyendo cenizas residuales) y 263.7 g
kg™ de FDA (expresada incluyendo cenizas residuales) de acuerdo con el procedimiento descrito
por Van Soest et al. (1991).

3.4.2.Enzimas

El extracto se obtuvo a través de una fermentacién liquida realizada con bagazo de cafia de
azucar (Vega-Estrada et al., 2002). El extracto tuvo una actividad xilanolitica vy
carboximetilcelulolitica (CMCasas) de 19.20 y 2.67 Ul mL™ (Loera y Cordova, 2003) definiendo
la Ul como la cantidad de enzima que libera 1 umol de xilosa (xilanasas) o glucosa (celulasas)
por mL min™. Con esta informacién, la dosis enzimatica se seleccioné (mL de extracto kg™ MS

de alimento) con base en la actividad xilanolitica correspondiente.
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3.4.3. Tratamientos

Los tratamientos fueron dosis equivalentes a 95.0 y 142.5 Ul mL™ de actividad xilanolitica del
extracto por kg MS de alimento: testigo (0 mL), 5.0 y 7.5 mL de extracto. El extracto se diluyd
en 240 mL de agua destilada y esta solucion se asperjo en el forraje antes de ser mezclada con

los otros alimentos de la dieta.

3.4.4.Respuesta productiva y digestibilidad

La prueba fue de 42 dias, en la cual cada cordero se pesaba cada 14 dias después de un ayuno de
12 h para determinar la ganancia diaria de peso (GDP, g d). El consumo de materia seca de
alimento (kg d* MS) se registré diariamente, y la conversion alimenticia (CA) se calcul6
dividiendo el CMS ente la GDP. A la mitad de la prueba, se recolectaron heces directamente de
cada cordero por 5 dias consecutivos, para determinar la digestibilidad de la MS con respecto a
la concentracion de cenizas insolubles en &cido utilizado como un marcador interno (Keulen y
Young, 1977). Ademas se determind la digestibilidad de la FDN y FDA (Van Soest et al., 1991).

3.4.5.Variables ruminales

Una muestra de 50 mL de fluido ruminal se recolectd utilizando una sonda esoféagica en cada
cordero durante el Gltimo dia de la prueba. EI pH se midié inmediatamente con un potenciémetro
portatil (ORION, modelo SA 210, USA) inmediatamente y el resto del fluido ruminal se
conservo acidificandolo con 2 mL de acido metafosforico al 25 %. Las muestras se mantuvieron
en congelacion (-20°C) hasta realizar el analisis de los AGV por cromatografia de gases (Erwin
et al., 1961) usando 2 pL inyectados a un cromatografo de gases Perkin ElImer (modelo Claurus
500, USA) con automuestreador y equipado con una columna capilar FFAP (15 m longitud),
temperatura de inyector de 240 °C, detector de ionizacion de flama (FID) de 250 °C y de horno
de 80 °C (1 min) con incrementos de 20 °C min™ hasta alcanzar 140 °C (3 min) y una velocidad
de gases (H y N) de 40 mL min™ y 400 mL min™ para el aire. La concentracién N-NH; se
determind por espectrofotometria (McCullough, 1967). Una muestra (2 mL) del liquido ruminal
descongelado se centrifugd 10 min a 3000 rpm, del sobrenadante se colectaron 20 pL y se

depositaron en tubos de ensaye (10 mL) adicionando 1 mL de fenol y 1 mL de hipoclorito de
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sodio. Las muestras se incubaron 30 min en bafio maria a 37 °C y se adicionaron 5 mL de agua
destilada para su dilucién, se agitaron en un vortex (Genie 2, modelo G-560, USA) y se leyo en
un espectrofotometro de luz ultravioleta visible CARY 1-E VARIAN (Perkin Elmer, modelo
lamda-40, USA) a una DO de 630nm.

3.4.6. Analisis estadistico

Los datos de consumo Yy digestibilidad aparente de la MS, FDN y FDA; PV inicial y final asi
como la GDP, la CA vy las variables ruminales (pH, NH3, AGV) se analizaron utilizando el
programa GLM del SAS 9.0 (2002). Se utilizaron contrastes polinomiales para probar el efecto
del incremento en la dosis de enzima entre los tratamientos evaluados. Los coeficientes de los
contrastes no ortogonales fueron determinados utilizado el programa IML del SAS 9.0 (2002).

Las medias se compararon con la prueba de Tukey (Steel y Torrie, 1986).

3.5. Resultados

3.5.1.Respuesta productiva y digestibilidad

No hubo efecto (P>0.05) en el PV final, consumo de MS, GDP y CA (Cuadro 3.1). El
incremento en la dosis del extracto disminuyo linealmente la digestibilidad aparente de la MS
(P=0.06), FDN (P=0.10) y FDA (P=0.06).

3.5.2.Variables ruminales

El incremento en la dosis del extracto disminuyd linealmente (P=0.002) la concentracion de N-
NH; (P<0.05), provocé una disminuciéon cuadratica (P<0.05) en la concentracion de &cido
butirico y un efecto lineal (P<0.05) en la concentracion total de AGV.

3.6. Discusién

El comportamiento productivo (Cuadro 3.1) de los corderos fue similar a otros experimentos
(Giraldo et al., 2008; Pinos-Rodriguez et al., 2008; Almaraz et al., 2010; Awawdeh y Obeidat,

2011), en los cuales utilizaron EFE sin obtener cambios en el consumo, GDP y en la conversion
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alimenticia. Sin embargo los resultados de este experimento contrastan con 24 % y 19 % de
incremento promedio en la GDP y conversion alimenticia reportado por Cruywagen y Goosen
(2004) y Cruywagen y van Zyl (2008), en corderos alimentados con dietas con 60 % de forraje
adicionada con enzimas de Aspergillus terreus var. carneus al utilizar una dosis 3.4 veces
superior en actividad xilanolitica al de este experimento. Asimismo Gado et al. (2011) y Salem
et al. (2011; 2012) también registraron una mayor GDP, CA y digestibilidad de la dieta en
corderos por adicionar un producto enzimatico comercial mixto de bacterias anaerdbicas
ruminales y enzimas fibroliticas (xilanoliticas y celuloliticas), amiloliticas y proteoliticas con una
dosis xilanolitica 5 veces inferior a este experimento. Estos resultados sugieren que la
variabilidad en la respuesta productiva en los rumiantes no solo depende de la dosis enzimatica,
sino también del tipo y actividad enzimatica, al igual que de la especificidad enzima-sustrato
(Beauchemin et al., 2003), estabilidad enzimatica (Hristov et al., 1998) o la propia naturaleza del
forraje (Jalilvand et al., 2008).

El uso del extracto enzimatico fibrolitico de Cellulomonas flavigena en estudios in situ
incremento la digestibilidad de la FDN y FDA de rastrojo de maiz y heno de alfalfa (Hernandez,
2009). Sin embargo, la disminucion lineal en la digestibilidad in vivo que se present6 en esta
investigacion (Cuadro 3.2) por el incremento gradual de la dosis del extracto enzimatico de
Cellulomonas flavigena, indica que pudo haber una modificacion en las poblaciones microbianas
fibroliticas en el rumen (Wang et al., 2001; Nsereko et al., 2002) probablemente por una
liberacion de carbohidratos solubles (Krausse et al., 2003; Wang et al., 2004) del forraje
(Berthiaume et al., 2010) y de los demas componentes de la dieta. EI mecanismo por el cual el
extracto enzimatico de C. flavigena disminuyé la degradacién del alimento en los corderos es
desconocido. Sin embargo la gran diversidad de CMCasas y xilanasas presentes en el extracto
enzimatico (Sanchez-Herrera et al., 2007; Pérez-Avalos et al., 2008; Abt et al., 2010) pudieron
contribuir en el incremento de carbohidratos més faciles de degradar para los microorganismos
ruminales; lo cual pudo generar una represion catabdlica por carbono (Forero y Sanchez, 2008)
tanto en las bacterias (Moat et al., 2002) como en los hongos (Suto y Tomita, 2001) ruminales
que pudo inhibir la transcripcion de genes estructurales relacionados con la utilizacion de las
fuentes de carbono secundarias (Moat et al., 2002; Forero y Sanchez, 2008). Adicionalmente, se
ha reportado la existencia de quitinasas (Reguera y Leschine, 2001; Fleuri y Sato, 2005; Abt et
al., 2010;) y endo-1,3-f-D-glucosidasas (Tang-Yao et al., 2002; Fleuri y Sato, 2005) en el
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extracto enzimatico producido por especies del género Cellulomonas; las cuales también
pudieron afectar la quitina y los 1,3-p-D-glucanos de las paredes celulares de los hongos
ruminales, lo cual seria una contribucion adicional a la reduccion de la digestibilidad de los
nutrientes consumidos (Cuadro 3.2).

La falta de respuesta en pH y en las proporciones de &cido acético y propionico por el
incremento gradual de la dosis del extracto enzimatico de C. flavigena (Cuadro 3.3) contrasta
con lo reportado por Pinos-Rodriguez et al. (2002) y Gado et al. (2011) quienes obtuvieron una
mayor produccion en AGV en corderos, debido a una mayor digestibilidad de la fibra de la dieta.
Leng (1993) reportd que durante el proceso de fermentacion ruminal, cuando no se tiene un
déficit de NH3; amoniacal, el flujo de carbono se orienta hacia una mayor captura del ATP
disponible para la sintesis de proteina microbiana. Pero la baja concentracion de NH3; amoniacal
y la mayor cantidad de AGV totales obtenidos por el incremento gradual de las enzimas en este
experimento (Cuadro 3.3), sugieren que se pudo presentar una disminucion en la actividad
proteolitica que decrecio la cantidad de amoniaco en el rumen. Esta situacion favorecio la mayor

captura de ATP disponible para la produccion de AGV.

3.7. Conclusion

La incorporacién del extracto enzimético de Cellulomonas flavigena en el forraje de la dieta no
incrementa la digestion ni el comportamiento productivo en corderos en las dosis evaluadas. En
futuras investigaciones es necesario determinar en el extracto enzimético de Cellulomonas
flavigena cepa CDBB-531 el posible contenido de quitinasas y proteasas y su efecto de estas

enzimas junto con las xilanasas y celulasas en las poblaciones de los microorganismos ruminales.
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Cuadro 3.1 Efecto del extracto enzimético de Cellulomonas flavigena en la respuesta productiva
de corderos

Dosis, mL kg™ MS de alimento P
Elementos EE® _ _
0 5.0 7.5 Lineal Cuadratico
PV inicial, kg 23.08 23.61 23.15 1.30 0.92 0.77
PV final, kg 32.38 32.61 31.99 1.43 0.89 0.78
CMS, g d? 1134 1169 1143 53.56 0.84 0.67
GDP, ¢ d* 220 216 209 10.60 0.49 0.78
CA, CMS GDP™ 5.22 5.61 5.67 0.32 0.30 0.82

®Error estandar de la media
PProbabilidad de un efecto significativo a la dosis de enzima (efecto lineal y cuadratico)

“Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P<0.05).

Cuadro 3.2 Efecto del extracto enzimatico de Cellulomonas flavigena en la digestibilidad de la
dieta consumida por los corderos

Dosis, mL kg™ MS de alimento P°
Componente EE? _ _
0 5.0 7.5 Lineal Cuadratico
MS, g kg™ 696.9° 644.9° 672.4% 11.8 0.06 0.03
FDN, g kg'l 610.0 550.9 571.7 194 0.10 0.18
FDA, g kg'l 585.2 533.1 526.7 23.1 0.06 0.65

®Error estandar de la media
bProbabilidad de un efecto significativo a la dosis de enzima (efecto lineal y cuadratico)

“dMedia con letra distinta entre lineas son diferentes (P<0.05).
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Cuadro 3.3 Efecto del extracto enzimatico de Cellulomonas flavigena en las variables ruminales
en corderos

Dosis, mL kg™ MS de alimento P
Elementos EE?
0 5.0 7.5 Lineal Cuadrético

pH 6.97 6.78 6.87 0.09 0.33 0.31
N-NH;, mg dL™ 12.67°  10.07™ 7.76° 1.00  0.002 0.59
Acidos grasos volatiles, (mol 100 mol™)

Acético 73.50 74.25 75.58 0.81 0.58 0.19
Propiodnico 15.18 16.70 16.40 0.89 0.28 0.53
Butirico 11.32° 9.06° 11.02°  0.60 0.38 0.01
AGV total, mM L™ 37.35°  46.04*  56.70° 317  0.0004 0.30

®Error estandar de la media
PProbabilidad de un efecto significativo a la dosis de enzima (efecto lineal y cuadratico)

“/Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P<0.05).
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Efecto del extracto enzimatico fibrolitico de Cellulomonas flavigena en la

degradacidn in vitro de una dieta totalmente mezclada con 60% de forraje

Effect of fibrolytic enzymatic extract from Cellulomonas flavigena on in vitro

degradation of total mixed ration of 60% forage
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4. Efecto del extracto enzimatico fibrolitico de Cellulomonas flavigena en la degradacion

in vitro de una dieta totalmente mezclada con 60 % de forraje®

4.1. Resumen

El objetivo de este experimento fue evaluar el extracto enzimatico de Cellulomonas flavigena (0,
2.5,7.5,12.5 mL kg™ MS de alimento) en la degradacion in vitro de la materia seca (DMS), fibra
detergente neutra (DFDN) y acida (DFDA) de una dieta con 60 % de forraje. La digestion se
determind con la primera fase de la técnica de Tilley y Terry a las 6, 12, 24, 48 y 72 h de
incubacion utilizando un disefio experimental de bloques al azar generalizado. El incremento en
la dosis enzimatica tuvo un efecto lineal en la DIVMS a las 6 h. La DIVFDN no se afecto por el
extracto desde las 6 a las 24 h, pero present6 una disminucion cuadratica (P=0.06) a la dosis
enzimatica a las 48 h. La DIVFDA mostré una respuesta lineal de 6 a 72 h. El extracto de
Cellulomonas flavigena incrementa la degradacion in vitro principalmente de la celulosa de

forrajes, como rastrojo de maiz y heno de alfalfa, utilizados en la alimentacion de rumiantes.

4.2. Abstract

The objective of this experiment was to evaluate the effect of enzymatic extract of Cellulomonas
flavigena (0, 2.5, 7.5, 12.5 mL kg™ DM of feed) on in vitro degradation of dry matter (DMD),
neutral detergent fiber (NDFD) and acid detergent fiber (ADFD) of a diet with 60 % forage. The
digestion was determined with the Tilley and Terry technique at 6, 12, 24, 48 and 72 h of
incubation using an experimental design of generalized randomised block. Increasing enzymatic
dose had a linear effect (P=0.03) on DMD at 6 h. The NDFD was not affected (P=0.49) by
extract from 6 to 24 h, but presented a quadratic response (P=0.06) to enzymatic dose at 48 h.

The ADFD showed a linear response from 6 to 72 h (P=0.01). The extract Cellulomonas

* Enviado a Journal of Animal Feed Science for special issue “Exogenous Enzymes in Animal Nutrition: Benefits
and limitations”. Recibido 10 de octubre del 2012.
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flavigena increases in vitro disappearance principally of the cellulose from forages, as corn

stover and alfalfa hay, used in ruminants feeding.

Palabras claves: enzimas fibroliticas exdgenas, degradacion, forraje, rumiantes

4.3. Introduccién

Las enzimas fibroliticas exdgenas (EFE) han sido relacionadas con una mayor degradabilidad de
la pared celular de los forrajes y con algunos cambios en la fermentacion ruminal (Pinos-
Rodriguez et al., 2002; Giraldo et al., 2008) con incrementos en la respuesta productiva en
rumiantes (Cruywagen y Zyl, 2008; Gado et al., 2009). Sin embargo los efectos de las enzimas
comerciales en rumiantes no siempre son constantes (Beauchemin et al., 2003; McAllister et al.,
2001). Por ello, algunos investigadores han evaluado nuevas alternativas potenciales a partir de
microorganismos como Cellulomonas flavigena (Hernandez et al., 2011); debido a que su
extracto contiene una gran variedad de xilanasas y celulasas (Sanchez-Herrera et al., 2007;
Santiago-Herndndez et al., 2007; Abt et al., 2010); las cuales al adicionarlas al forraje pueden
proporcionar monosacéridos que pueden ser utilizados en la nutricion de rumiantes (Pérez-
Avalos et al., 2008).

Se ha propuesto el uso de Cellulomonas flavigena como una alternativa biotecnoldgica para la
produccion de biocombustibles (Pérez-Avalos et al., 2008; Amaya-Delgado et al., 2010; Rojas-
Rejon et al., 2011) pero también puede ser usado en alimentacion de rumiantes (Herndndez et
al., 2011). EIl objetivo de este estudio fue evaluar dosis crecientes de extracto enzimético de

Cellulomonas flavigena en la degradacion in vitro de una dieta con 60 % de forraje.

4.4. Materiales y métodos

4.4.1. Extracto enzimatico y dieta

El extracto enziméatico de Cellulomonas flavigena utilizado (Hernandez et al., 2011) tuvo una
actividad xilanolitica y carboximetilcelulolitica de 19.19 y 2.66 Ul mL™, respectivamente. Las
dosis (tratamientos) evaluadas fueron 0.0, 2.5, 7.5, 12.5 mL kg™ MS de alimento diluidas en 240,

237.5, 232.5 'y 227.5 mL de agua destilada, respectivamente. Antes de asperjar el extracto en el
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forraje se molieron cada uno de los elementos de la dieta en un molino Willey (Arthur H.
Thomas Company, Philadelphia, PA, USA) con malla de 1 mm. Después de agregar la enzima a
los forrajes estos se mezclaron con el concentrado elaborando una dieta integral; la cual contenia
60 % de forraje (30 % de rastrojo de maiz y 30 % de heno de alfalfa) y 40 % de concentrado (15
% de maiz, 10 % de sorgo, 6 % de pasta soya, 7 % melaza, 1 % de urea y 1 % de una premezcla
de minerales). La composicién de la dieta en materia seca fue de 918.8 g kg™ (ID 934.01), y de
proteina cruda 156.4 g kg™ (AOAC, 2005; ID 954.01); con 420.4 g kg™ de FDNa (FDNa
analizada con amilasa termoestable sin sulfito de sodio y expresada incluyendo cenizas
residuales) y 274.4 g kg™ de FDA (expresada incluyendo cenizas residuales) de acuerdo con el

procedimiento descrito por Van Soest et al. (1991).

4.4.2.Degradacion in vitro

Después de 16 h de aplicacion del extracto, se pesaron 0.5 g de dieta dentro de bolsas ANKOM®
F57 (ANKOM Technologies, Macedon, NY, USA). Fluido ruminal fue obtenido de 3 toros
Holstein (450 kg PV) con canula ruminal, alimentados con 60 % de forraje (35 % heno de avena
y 25 % de ensilado de maiz) y 40 % de concentrado con 16 % de proteina cruda; mas agua a
libre acceso. ElI manejo de los animales fue previamente aprobado por el Comité Académico del
Colegio de Posgraduados, de acuerdo con la regulacion establecida en la Ley de Proteccién
Animal decretada por el Estado de México, México. La degradacion in vitro de la materia seca
(DIVMS) de la dieta fue determinada utilizando la primera fase de la técnica de Tilley y Terry
(1963). Los periodos evaluados fueron a las 6, 12, 24, 48 y 72 h en una incubadora Daisy
ANKOM® modelo D200 (ANKOM Technologies). La degradacion in vitro de la fibra detergente
neutro (DIVFDN) y éacido (DIVFDA) se determinaron de forma secuencial a través del anélisis
de los residuos obtenidos en la DIVMS determinando las concentraciones de FDN y FDA de
acuerdo con la metodologia de Van Soest et al. (1991) en un analizador de fibora ANKOM®
modelo 200 (ANKOM Technologies) utilizando dos tubos (repeticiones) para cada tiempo de

incubacion; la prueba de fue repetida tres veces.
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4.4.3. Analisis estadistico

Los resultados de DIVMS, DIVFDN y DIVFDA se analizaron de acuerdo con un disefio de
bloques generalizados completamente al azar utilizando el programa GLM del SAS 9.0 (2002).
Se utilizaron contrastes polinomiales para probar el efecto del incremento en la dosis de enzima
entre los tratamientos evaluados. Los coeficientes de los contrastes no ortogonales fueron
determinados utilizado el programa IML del SAS 9.0 (2002). La comparacion de medias se

realiz6 a través de Tukey (Steel y Torrie, 1986).

4.5. Resultados

La DIVMS present6 una respuesta lineal (P<0.05) con el incremento en la dosis del extracto
enzimatico (Cuadro 4.1); presentandose una mayor desaparicion a las 6 h de incubacion. La
DIVFDN por efecto del extracto no se modificd (P >0.05) desde las 6 a las 24 h de incubacion
del alimento (Cuadro 4.2). A las 48 h el incremento en la dosis de enzima provoco una
disminucion cuadratica (P=0.06) en la DIVFDN. El incremento en la dosis del extracto afectd
linealmente (P>0.05) la DIVFDA (Cuadro 4.3) desde las 6 a las 72 h de incubacion de la dieta.

4.6. Discusién

Aunque algunas EFE no han mejorado la DIVMS con enzimas exogenas (Avellaneda-Cevallos
et al., 2009; Gonzalez-Garcia et al., 2010); la respuesta lineal en la DIVMS obtenida a las 6 h de
incubacion por efecto del extracto enziméatico de Cellulomonas flavigena coincide con lo
reportado por Pinos et al. (2001) y Moreno et al. (2007) cuando incubaron heno alfalfa y una
dieta con 40 % del mismo forraje adicionada con 2 g kg™ MS de xilanasas de Aspergillus niger y
Trichoderma viride. Los resultados de este experimento confirman que las enzimas estimulan la
fase inicial de degradacion del sustrato (Giraldo et al., 2008; Moreno et al., 2007).

Sin embargo, la DIVFDN de 6 a las 24 h de incubacion de la dieta (Cuadro 4.2) contrasta con la
mayor digestion reportada por Eun et al. (2007) y Moreno et al. (2007) cuando adicionaron
endoglucanasas y xilanasas comerciales en heno de alfalfa y una dieta con 50 % del mismo
forraje durante las primeras 24 h de incubacion. La disminucion cuadratica (P=0.06) en la

DIVFDN que se presentd a las 48 h de incubacion se pudo deber a un descenso en el pH,
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generado por una mayor disponibilidad de carbohidratos no estructurales (Grant, 1994;
Gonzalez-Garcia et al., 2010).

El efecto observado en DIVMS y en DIVFDN confirman que la respuesta por efecto de enzimas
fibroliticas exdgenas en la digestibilidad en rumiantes puede ser variable dependiendo del tipo y
cantidad de enzimas, asi como de la interaccion enzima-sustrato y de la proporcion
forraje:concentrado (McAllister et al., 2001; Beauchemin et al., 2003; Giraldo et al., 2008).

La respuesta lineal en la DIVFDA (Cuadro 4.3) por efecto del extracto enzimatico de
Cellulomonas flavigena que se presentd desde las 6 a las 72 h de incubacion de la dieta, se puede
explicar por la acciéon de las celulasas del extracto (Sanchez-Herrera et al., 2007; Santiago-
Hernandez et al., 2007; Abt et al., 2010) en la hidrolisis de la pared celular; las cuales pudieron
haber liberado carbohidratos solubles (Pérez-Avalos et al., 2008) del forraje de la dieta incubada
que pudo afectar negativamente la DIVFDN a las 48 h de incubacion (Cuadro 4.2).

4.7. Conclusién

El extracto enziméatico de Cellulomonas flavigena incrementa la desaparicién in vitro
principalmente de la celulosa en forrajes, como el rastrojo de maiz y heno de alfalfa, utilizadas

en la alimentacién de rumiantes.
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Cuadro 4.1 Coeficiente de degradacion (g degradados g incubados™) in vitro de la materia seca

de una dieta con 60% de forraje adicionada con extracto enzimatico de Cellulomonas flavigena

_ Dosis, mL kg™ MS de alimento P
Incubacién, h EE® _ :
0 25 75 125 Lineal Cuadratico
6 0.289 0.297¢  0.287° 0.302° 0.002 0.03 0.08
12 0.449 0.448 0.450 0.450 0.011 0.91 0.99
24 0.565 0.552 0.561 0.555 0.009 0.67 0.88
48 0.711 0.683 0.683 0.685 0.013 0.28 0.29
72 0.746 0.736 0.742 0.745 0.008 0.88 0.58

®Error estandar de la media
PProbabilidad de un efecto significativo a la dosis de enzima (efecto lineal y cuadratico)

“dMedia con letra distinta entre lineas son diferentes (P<0.05).

Cuadro 4.2 Coeficiente de degradacién (g degradados g incubados™) in vitro de la fibra
detergente neutro de una dieta con 60% de forraje adicionada con extracto enzimético de

Cellulomonas flavigena

_ Dosis, mL kg™ MS de alimento P
Incubacién, h EE? _ _
0 2.5 7.5 12.5 Lineal  Cuadratico
6 0.272 0.283 0.263 0.258 0.016 0.43 0.84
12 0.494 0.480 0.483 0.468 0.019 0.46 0.97
24 0.519 0.515 0.538 0.503 0.010 0.58 0.13
48 0.807 0.787 0.778 0.801 0.009 0.72 0.06
72 0.762 0.717 0.766 0.773 0.013 0.12 0.30

®Error estandar de la media
PProbabilidad de un efecto significativo a la dosis de enzima (efecto lineal y cuadratico)
“IMedia con letra distinta entre lineas son diferentes (P<0.05).
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Cuadro 4.3 Coeficiente de degradacién (g degradados g incubados™) in vitro de la fibra

detergente &cido de una dieta con 60% de forraje adicionada con extracto enzimatico de

Cellulomonas flavigena

_ Dosis, mL kg™ MS de alimento P°
Incubacién, h EE® : :
0 2.5 7.5 125 Lineal Cuadratico
6 0.293 0.321 0.370 0.403 0.022 0.0094 0.69
12 0.347°  0.374% 0.420  0.473° 0.013  0.0004 0.89
24 0.490° 0.506" 0.566° 0.592° 0.009  0.0001 0.37
48 0.640 0.627 0.673 0.686 0.017 0.0314 0.91
72 0.689¢ 0.739° 0.730° 0.732° 0.007 0.0213 0.03

®Error estandar de la media

PProbabilidad de un efecto significativo a la dosis de enzima (efecto lineal y cuadratico)

“®Media con letra distinta entre lineas son diferentes (P<0.05).
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5. Conclusiones generales

Los resultados de los experimentos de ésta investigacion muestran que la adicion de extracto
enziméatico de Fomes sp. EUM1 y Cellulomonas flavigena en dietas con 60% de forraje no
incrementan la digestion ni la respuesta productiva de corderos.

Existe la posibilidad de que la adicion del extracto enzimatico de Cellulomonas flavigena, en
ciertas dosis, pueda disminuir la digestibilidad aparente de la MS y fibra de las dietas. Sin
embargo, la adicion del extracto enzimético de Cellulomonas flavigena in vitro incrementa la
degradacion de la celulosa proveniente de forrajes como el rastrojo de maiz y heno de alfalfa.

Las diferencias encontradas entre los efectos en la digestibilidad de la fibra de forrajes en las
pruebas in vivo e in vitro con el extracto enziméatico de Cellulomonas flavigena sugieren que
ademas de la dosis enzimatica pueden existir otros factores, como es el tipo de tipo enzimas y
estructura intrinseca del sustrato, que pueden estar afectando la respuesta productiva en corderos.
Por ello, es necesario continuar con estos estudios para determinar las condiciones
experimentales en las cuales éstos productos enzimaticos puedan mejorar la hidrolisis de la pared

celular de los forrajes.
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