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ALTERNATIVAS A LOS ANTIBIOTICOS DE USO ALIMENTARIO EN
RUMIANTES: PROBIOTICOS, ENZIMAS Y ACIDOS ORGANICOS

G. Caja’, E. Gonzélez', C. Flores', M.D. Carro’ y E. Albanell'
'Grupo de Investigacion en Rumiantes, Universidad Auténoma de Barcelona
’Departamento de Producciéon Animal, Universidad de Leén

1.- INTRODUCCION

Entre las acciones recientemente emprendidas por la Unién Europea (UE), en el marco
de la nueva politica de seguridad alimentaria y de creacion de la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA), destaca la aprobacion por el Consejo de Ministros de
Agricultura de la UE-15 en su reunion de 22/7/2003, sin debate y con pleno consenso, de la
nueva propuesta de directiva realizada por la Comisiéon Europea (CE) en 2002 para la
regulacion del empleo de aditivos en la alimentacion animal y la prohibicion del uso de
antibidticos como aditivo en alimentos. Esta propuesta COM(99)388-final, estd todavia siendo
debatida en la actualidad y sustituird a la antigua directiva del Consejo 70/524/CEE sobre
aditivos autorizados en alimentacion animal, que se ha visto sometida a miltiples revisiones.

Para los antibidticos la nueva propuesta establece su prohibicion generalizada, con un
periodo de uso restringido para 4 de ellos (hasta 1/1/2006), por tener un principio activo no
utilizado en humanos (avilamicina, flavofosfolipol, monensina sédica y salinomicina sodica).

Estas medidas, aunque esperadas, no por ello dejan de producir una problematica de
urgente y dificil solucion en la practica. Esto es debido a que, el empleo de muchos aditivos y
entre ellos los antibidticos, ademas de justificarse por razones econémicas inmediatas, tiene en
muchos casos una justificacion razonable debido a la mejora de la eficacia de los procesos
metabdlicos y de la salud de los animales.

El reto actual, para el sector ganadero y la industria de piensos compuestos, es
conseguir hacer rentables sistemas de produccién mas extensivos, que no hagan necesario el
uso de los antiguos aditivos que podian suponer un riesgo para la salud del consumidor o para
el medio ambiente, o conseguir unos efectos semejantes con el uso de productos naturales,
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nuevos y sin riesgo. En cualquier caso, la nueva directiva de la CE debera ser tenida en cuenta
y escrupulosamente respetada.

En la nueva directiva, de una manera general, las antiguas categorias de aditivos para
alimentacién animal se han reagrupado en 5 nuevas segun su funcién, y que corresponden a:

e Tecnologicos (conservantes, aglutinantes...)
e Sensoriales (colorantes, aromatizantes...)
e Nutricionales (vitaminas, aminoécidos...)
e Zootécnicos (mejoradores de la flora intestinal, promotores de crecimiento no
microbianos...)
Coccidiostaticos

Desaparecen asi la antigua categoria de ‘microorganismos’ y el término ‘probidticos’
por demasiado generales, y se sustituye por la de ‘aditivos zootécnicos’ en la que se incluyen
los microorganismos y enzimas.

La nueva directiva obligara a evaluar detalladamente los nuevos aditivos y a re-evaluar
los antiguos (en un plazo de 7 afios) para que demuestren su eficacia en animales (P <0.05 a P
< 0.1) y su seguridad (ausencia de riesgos) respecto a la salud humana, animal y el medio
ambiente. Las evaluaciones seran responsabilidad de la EFSA, que otorgara las autorizaciones
de uso para una determinada especie, una dosis maxima de empleo y por un periodo maximo
de 10 afios.

2.- EL ECOSISTEMA RUMINAL Y SUS POSIBILIDADES DE MEJORA

El ecosistema ruminal comprende una poblacion compleja de bacterias anaerdbicas
estrictas, hongos y protozoos (Forsberg y Cheng, 1992) definidos por la intensa presion
selectiva del ambiente ruminal. Estos microorganismos en simbiosis se adaptan a sobrevivir en
condiciones de anaerobiosis no estricta, altos ritmos de dilucion, altas densidades de células y
a la predacion protozoaria, y han desarrollado distintas capacidades para la utilizacion
eficiente de los complejos polimeros vegetales (i.e. celulosa y hemicelulosa). A pesar de su
complejidad, baja porosidad y variada capacidad de cristalizacion, los compuestos fibrosos de
las plantas son digeridos por la actividad simultdnea de todo el conjunto de enzimas
microbianas presentes en el rumen (Chesson y Forsberg, 1997).

Los alimentos que llegan al rumen son fermentados hasta convertirse en productos
metabdlicos comunes como son los 4cidos grasos voldtiles. Los acidos grasos volatiles son
absorbidos directamente desde el rumen y pueden ser usados tanto en procesos catabdlicos
(i.e. mantenimiento) como anabolicos (i.e. gluconeogénesis). Sin embargo, el proceso de
fermentacion, aunque tiene muchas ventajas, también resulta en significativas pérdidas de
energia en forma de metano, hidrogeno y calor. Asi por ejemplo, cuando si la glucosa
alimenticia se hiciese sobrepasar el rumen (‘bypass’) y se absorbiese en el intestino delgado, la
eficacia de utilizacion de su energia aumentaria un 30%.
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El rumen degrada y fermenta eficientemente los polisacaridos estructurales por medio
de un numero muy elevado de enzimas (polisacaridasas) producidas por su propia microbiota.
Por ejemplo, la degradacion de los arabinoxylanos, polisacarido estructural que se encuentra
en las paredes celulares de los forrajes y en el endospermo de los cereales, requiere una serie
de enzimas trabajando secuencialmente. Esencialmente, las enzimas que hidrolizan las
cadenas de arabinosa, el grupo acetil, el acido ferulico y el 4cido glucuroénico, actian primero
seguidas por las xilanasas que se encargan de fraccionar las principales cadenas de xilano. La
descomposicion de la celulosa necesita también de una serie de enzimas que incluyen endo-
1,4B-D-glucanasas, 1,43-D-glucano celobiohidrolasas y 3-glucosidasas.

La hidrolisis de los polisacaridos estructurales hasta azlicares fermentables es por tanto
un sistema complejo de cooperacion entre los microorganismos y sus enzimas. Estos aspectos
caracteristicos de los procesos fermentativos ruminales en su orden bioquimico y
microbiologico, son de una importancia primordial al momento de comprender y hacer mas
efectivas las tecnologias que incluyen las enzimas exdgenas como aditivos a los alimentos.

3.- PROBIOTICOS

Aunque la CE ha decidido no utilizar esta denominacion, a efectos legales, por
demasiado general, su empleo estd muy extendido y es favorablemente acogido por su
significado positivo en alimentacién animal. El concepto de probioticos tiene ya mas de un
siglo de antigiiedad y la introduccion del término se atribuye a Fuller (1989), aunque se ha
visto sometido a multiples definiciones, mas o menos completas. Tal vez la definicion mas
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) anaden que deben estar en una dosis suficiente para
modificar (por implantaciéon o colonizacién) la microflora de algiin 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 probidticos son principalmente bacterias
capaces de producir acido lactico, que son las mas conocidas, pero también se incluyen
bacterias no lacticas, levaduras y hongos (cuadro 1). Es importante destacar que ésta es una
primera e importante diferencia entre monogastricos y rumiantes, en lo que se refiere a las
posibilidades de utilizacion de los probioticos. 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 estimulacion
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.
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Cuadro 1.- Microorganismos utilizados como probioticos en los animales y el hombre
(R = especial interés en rumiantes).

Microorganismos Género Especies
L. acidophilus, L. plantarum,
. L. casei, L. rhamnosum, L. GG,
Lactobacilos .. X
(Lactobacillus) L. delbrueckii bulgaricus,
L. reuteri, L. fermentum, L. brevis,
L. lactis, L. cellobiosus
) B. b , B. ,
Bifidobacterias bifidum i longu@ )
(Bifidobacterium) B. thermophilus, B. infantis,
B. adolescents, B. animalis
Bacterias lacticas no S. thermophilus, S. lactis,
Estreptococos . o
esporuladas (Streptococcus) S. cremoris, S. salivarius,
(Gram +) P S. intermedius, S. leuconostoc
Enterococos E. faecali,
(Enterococcus) E. faecium
Lact
actococos L. lactis
(Lactococcus)
Pediococos Cre
, P. acidilactici
(Pediococcus)
Leuconostoc ,
L. mesenteroides
(Leuconostoc)
Bacterias lacticas Sporolactobacilos .
) S. inulinus
esporuladas (Gram+) (Sporolactobacillus)
. B. subtilis, B. coagulans,
. . Bacilos . .
Bacterias no lacticas . B. clausii, B. cereus (var. toyoi),
(Bacillus) . . .
esporuladas B. licheniformis,
Bactori T
ac er‘las‘proplo.mcas P. freudenreichii
(Propionibacterium)
S icet
Levaduras ACArOMICetos S. cerevisiae (R), S. Boulardii (R)
(Saccharomyces)
Aspergilos :
H A. A. R
ongos (Aspergillus) niger, A. oryzae (R)

La clasificacion taxondomica de muchos de los microorganismos que constituyen los
probioticos comerciales es confusa, llena de errores y en continua evolucion por lo que su
terminologia de etiquetado debe ser cuidadosamente revisada (Sanders et al., 2003). En
general se trata de bacterias Gram +, mientras que las patdgenas suelen corresponder a géneros
Gram — (Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli,...). Por otro lado, a efectos practicos,
las bacterias esporuladas resultaran mas féciles de manejar y resistentes a las condiciones
industriales de fabricacion de pienso.

MADRID, 23 y 24 de Octubre de 2003

XIX CURSO DE ESPECIALIZACION FEDNA




ALTERNATIVAS A LOS ANTIBIOTICOS DE USO ALIMENTARIO EN RUMIANTES 187

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 patdégenas o no deseables en el intestino.
Aunque existe controversia sobre los mecanismos de actuacion de muchos de los probioticos,
éstos trabajan fundamentalmente por ‘competencia de exclusion’ e incluyen la:

e Competicion por los receptores que permiten la adhesion y colonizacion de la
mucosa intestinal.

e Competicion por determinados nutrientes.

e Produccién de sustancias antimicrobianas.

e Estimulacion de la inmunidad de la mucosa y sistémica del hospedador.

Actualmente se ha introducido el término de ‘Prebidticos’ (Gibson y Roberfroid, 1995;
Snel et al., 2002) que corresponden a ‘ingredientes no digestibles de los alimentos que
benefician al hospedador, estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad de uno o
mas especies de bacterias indigenas del intestino grueso’. Los prebiodticos tienen la ventaja que
estimulan a bacterias de efectos favorables ya presentes en el intestino de un determinado
individuo y adaptadas a su ambiente. Todo parece indicar que se corresponden con los
oligosacaridos (manosa), polisacaridos no amilaceos (galactana) y almidones (Snel et al.,
2002).

3.1.- Las levaduras como probidtico en rumiantes

Las levaduras (Saccharomyces spp.) son sin duda uno de los probioticos mas
utilizados en alimentacion animal, tanto en monogastricos 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).

Efectos en vacas lecheras

Los valores medios esperados de la inclusion de levaduras vivas en la racion,
normalmente por alimentacion individualizada (‘top feeding’) o en raciones completas,
corresponden a ligeros aumentos de la ingestion, la produccion de leche y la grasa en la leche,
disminuyendo por lo contrario la proteina (Cuadro 2). La respuesta positiva a las levaduras
observada por van Vuuren (2003) ocurri6 en 10 de los 12 experimentos revisados, sin que se
pueda demostrar relacion entre el aumento de ingestion y el de produccion, o una clara
influencia del estado de lactacion.

Estos resultados son coherentes con la variacion de los productos finales de digestion
ruminal esperados al aumentar la celulolisis y el flujo de proteina microbiana, con un aumento
del acetato y disminucion del propionato. En consecuencia, los precursores de la lactosa deben
disminuir y de ahi el efecto negativo sobre la proteina.
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Cuadro 2.- Efectos relativos de la suplementacion con levaduras en vacas lecheras
(van Vuuren, 2003).

Item Control Tratamiento
(Rango de variacion) (Respecto a control, %)
Ingestion, kgMS/d 15.7-24.1 103 (94-113)'
Produccion de leche, kg/d 22.5-40.5 103 (96-118)
Composicion:
Proteina, % 2.87-3.57 99 (94-105)
“ kg/d 0.70 -1.27 102 (92-123)
Grasa, % 3.14-4.05 102 (94-115)
“ kg/d 0.74—-1.46 105 (91-116)

'Media (minimo-maximo)

A las levaduras se les atribuyen ademas ciertas propiedades de control del pH del
rumen, que ayuda a estabilizar, por lo que se recomiendan en raciones con mucho
concentrado y riesgo de acidez, Este es el caso al inicio de la lactacion, como
consecuencia de cambio de racidon, cuando es pequenias la proporcion de forraje y cuando
la racién base la constituye el ensilado de maiz. Por otro lado, las levaduras pueden
también considerarse como una fuente natural de vitaminas y acidos organicos (en especial
malico) para la poblacion microbiana del rumen, lo que sera posteriormente discutido.

Van Vuuren (2003) ha analizado las principales razones que justifican las diferencias
entre experimentos, destacando que, ademas de las debidas a las distintas cepas comerciales y
dosis y de levadura utilizada (media = 52x 109 cfu/d, variacion = 7 a 260 % 109 cfu/d), los
propios disefios experimentales condicionan las diferencias entre tratamientos. Debe ademas
tenerse especial cuidado en relacion a los tratamientos de fabricacion de piensos a los que se
les ha afiadido levadura, ya que éstas dificilmente soportan las temperaturas superiores a 65°C
y en ocasiones resultan contaminaciones con cepas naturales o entre tratamientos. En
consecuencia, resulta imprescindible la verificacion de la viabilidad de la dosis de levadura
utilizada en el pienso fabricado ya que los efectos como probiotico solo se atribuyen a las
levaduras vivas.

Efectos en ovejas lecheras

Aunque muchos de los experimentos que justifican los efectos positivos del empleo de
las levaduras en rumiantes se han realizado en ovino, en condiciones controladas de
laboratorio o en jaulas metabdlicas, existe muy poca informacion sobre sus efectos en
condiciones practicas en ovejas de ordefio. Los primeros resultados publicados corresponden a
Hadjipanayiotou et al. (1997), que no observaron efectos significativos del empleo de
levaduras en ovejas de ordefio alimentadas con elevadas cantidades de concentrado.

Un reciente experimento realizado por Caja et al. (resultados no publicados), en ovejas
lecheras de dos niveles de produccion al inicio de la lactacion y en condiciones controladas de

MADRID, 23 y 24 de Octubre de 2003 XIX CURSO DE ESPECIALIZACION FEDNA



ALTERNATIVAS A LOS ANTIBIOTICOS DE USO ALIMENTARIO EN RUMIANTES 189

viabilidad de las levaduras después de la granulacion, no observan diferencias en la ingestion,
produccion y composicion de leche de las ovejas por efecto de la suplementacion con
levaduras (Cuadro 3). Posiblemente la elevada ingestion y rapido ritmo de paso observados en
las ovejas lecheras hayan limitado los efectos de las levaduras debido a un bajo tiempo de
actuacion en el rumen.

Efectos en cabras lecheras

Respecto a los efectos del empleo de levaduras en la alimentacion de cabras
lecheras, aunque también existe escasa informacion publicada (Giger-Reverdin et al.,
1996; Hadjipanayiotou et al., 1997; Salama et al., 2002), todo parece indicar la ausencia de
diferencias entre tratamientos.

Estos resultados podrian ser consecuencia de las menores condiciones de acidez
ruminal y mayores ingestiones de materia seca, en relacion al vacuno lechero, observadas
en cabras lecheras. Otro factor a tener en cuenta es la temperatura de fabricacion de los
piensos, tal como indican Salama et al. (2002a) que utilizaron ademas levaduras en
combinacion con acido malico, sin mostrar efectos en la producciéon y composicion de
leche.

Cuadro 3.- Efectos de la suplementacion con levaduras en ovejas lecheras
(Caja et al., resultados no publicados)

Item Manchega Lacaune +=ES | Efecto
Control | Enzima | Control | Enzima (P<)
Ingestion, kg MS/d 2.84 2.95 3.59 3.30 0.09 | 0.344
Produccion de leche, 1/d
Real 1.47 1.54 2.63 2.59 0.13 | 0.944
Corregida por energia 1.51 1.52 2.55 2.49 0.12 | 0.887
Composicion, %
Grasa 7.71 7.19 7.10 6.92 0.27 | 0.009
Proteina total 6.05 6.06 5.70 5.78 0.09 | 0.527
Proteina verdadera 5.36 5.44 4.92 491 0.04 | 0.774
Caseina 4.58 4.59 4.32 4.39 0.10 | 0.465
Eficacia, | leche/kgMS 0.53 0.51 0.71 0.75 0.63 -
4.- ENZIMAS

Las enzimas son proteinas que producen todos los organismos vivos, desde
unicelulares al hombre, y estan presentes en practicamente todos los procesos naturales.
Actuan como biocatalizadores que aceleran y aumentan la eficacia de los compuestos que
intervienen en las reacciones quimicas, independientemente del estado energético en que
se encuentren. Las propiedades cataliticas de las enzimas se deben a la forma
tridimensional y la posicion de los aminoacidos reactivos dentro de su molécula de
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proteina. Sin las enzimas los alimentos no podrian ser digeridos. Se han descubierto mas
de 3.000 enzimas hasta la fecha.

En el contexto de los aditivos de alimentos para rumiantes, las enzimas tienen
interés para catalizar las reacciones degradativas que ocurren durante la digestion tanto de
los componentes de la pared celular (celulasas, xilanasas, -glucanasas, pectinasas...),
como de su contenido (amilasas, proteasas...). En el caso de los rumiantes, no se ha
considerado todavia de interés el empleo de fitasas y enzimas encargadas de degradar
toxinas presentes en algunas especies vegetales (i.e. tanasas) de la pared celular de los
alimentos.

4.1.- Actividad enzimatica del rumen

La variedad de enzimas presentes en el rumen viene dada, no sélo por la diversidad
de su comunidad microbiana, sino también por la multitud de enzimas fibroliticas
producidas por microorganismos individuales. La digestion eficiente de sustratos
complejos en el rumen requiere de la accion combinada de muchas enzimas.

Se han propuesto dos modelos para describir la organizacion del sistema de
enzimas fibroliticas siguiendo los mecanismos de sintesis y secrecion en células
individuales. En el primer modelo, las enzimas actuan individualmente y en sinergia para
efectuar la hidrdlisis de la celulosa. Este modelo tuvo su origen en investigaciones en
hongos aerdbicos representantes de algunos géneros que incluian Trichoderma spp. 'y
Phanerochaete spp., y ha sido revisado por Béguin y Aubert (1994). En el segundo
modelo, las enzimas individuales se acoplan formando un complejo multienzimatico (i.e.
celulosomas). El complejo multienzimatico celulosomal de la bacteria termofila
Clostridium thermocellum es el ejemplo mas estudiado de este modelo. Por otra parte,
muchas celulasas contenidas en compuestos complejos de alta peso molecular, se han
identificado en bacterias ruminales (i.e Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminococcus albus y
Fibrobacter succinogenes) y hongos ruminales (i.e. Neocallimastix frontalis y Piromyces
sp. (Forsberg et al., 1993).

Las bacterias mas comunes con actividad enzimatica sobre sustratos carbonados en
el rumen (Forsberg et al., 1993) son:

e Amiloliticas y dextrinoliticas: Bacteroides amylophilus, Streptococcus bovis,
Succinimonas amylolytica 'y Succinivibrio dextrinosolvens.

e Sacaroliticas: Bacteroides ruminicola, Butyrivibrio fibrisolvens y Selenomonas
ruminantium.

o Celuloliticas: Ruminococcus albu, R. flavefaciens, Fibrobacter succinogenes y
Bacteroides succinogenes.

La conversion de celulosa en glucosa y posteriormente en piruvato es un proceso
complejo y poco conocido. La celulosa aparece en las formas amorfa y cristalina, siendo la
forma cristalina la mas dificil de degradar en el rumen. La celulasa producida por R. albus
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degrada solamente la celulosa amorfa, mientras que las producidas por R. flavefaciens
pueden hidrolizar también la celulosa cristalina. Las mismas especies bacterianas que
degradan la celulosa son normalmente degradadoras de la hemicelulosa.

Las principales bacterias celuloliticas (R. albus, R. flavefaciens y F. succinogenes),
solo representan del 0.3-4% del total de la poblacion bacteriana (Krause et al., 1999). Los
hongos, por otra parte, representan aproximadamente el 8% de la biomasa microbiana,
aunque so6lo una porcion de éstos producen celulasas y hemicelulasas de alta actividad
(Trinci et al., 1994). Un ntimero limitado del protozoos cuenta también con un importante
papel en la digestion de la pared celular vegetal, pudiendo digerir del 5-21% de los
materiales celuldsicos en funcion del tipo de racion (Dijkstra y Tamminga, 1995).

En la practica, el factor primario limitante de la digestion de la celulosa parece ser
la disponibilidad de sitios especificos para desarrollar el proceso en el material vegetal,
mas que una baja actividad celulolitica. Sin embargo, las diferencias en las poblaciones
celuloliticas individuales entre distintas vacas son mayores que las atribuibles a la racion,
sugiriendo entonces que cada animal mantiene un conjunto unico de especies celuloliticas.
Esto pude ser resultado de diferencias en la masticacion de las paredes celulares de las
plantas, si se considera que el grueso de la digestion microbiana ocurre en la pared celular
secundaria (Wilson y Mertens, 1995). En consecuencia, deben esperarse diferencias
individuales en la respuesta a las enzimas y por ello pueden existir casos en que la
produccion endogena resulte insuficiente.

A partir de los estudios realizados sobre la estructura de la pared celular de las
plantas, se ha hecho evidente que un buen numero de elementos de caracter organizacional
determinan la naturaleza de los procesos de biodegradacion de dichas barreras fisicas en el
material vegetal. El mas importante de estos factores lo constituye la distribucion del
tamafio de los espacios entre los polimeros individuales que contribuyen a la estructura de
la pared y que es bastante similar en todas las especies de cultivos usadas en los propositos
de alimentaciébn. La medicion directa a través de una variedad de métodos de
comprobacion ha demostrado que la mayoria de estos espacios o poros tienen un didmetro
entre 2 y 4 nm (Chesson y Forsberg, 1997). Estas dimensiones no son suficientes para
permitir la difusién libre dentro de la pared por simples enzimas globulares con masas
mayores de ~20 kDa. La porosidad de la pared y su composicion cambia muy poco durante
el curso de su degradacion, incluso cuando mas del 70% de la materia seca ha sido
descompuesta.

La seleccion natural no ha producido sin embargo una solucion para superar esta
limitacion. En cambio, muchas de las bacterias y hongos ruminales han optimizado las
acciones de degradacion de la pared celular formando un ‘celulosoma’, adaptado a una
accion erosiva superficial sobre la pared celular de las plantas. Esto indica la reducida
probabilidad de que la introduccion de genes codificados para actividades enzimaticas
especificas en determinados microorganismos, tal como se ha hecho en el pasado
(Forsberg et al., 1993), mejore significativamente el proceso de degradacion de la fibra.

MADRID, 23 y 24 de Octubre de 2003 XIX CURSO DE ESPECIALIZACION FEDNA



192 G. CAJA, E. GONZALEZ, C. FLORES, M.D. CARRO y E. ALBANELL

Mas interesante parece ser la opcion de aplicar las técnicas de ingenieria genética al propio
celulosoma.

Con la erosion superficial como mecanismo predominante de la degradacion
microbiana de la pared celular, dos factores son particularmente importantes para aumentar
su eficacia. En primer lugar, el area superficial disponible para la colonizaciéon y, en
segundo lugar, la composicion quimica de la superficie disponible. La superficie esta
determinada por el procesado del alimento y la masticacion y/o rumia que separan las
células de la plantas y las exponen a la colonizacion. La eliminacion subsiguiente de los
polisacaridos de superficie puede, en células muy lignificadas, conducir a la aparicion de
una superficie en la que los polisacaridos restantes estén protegidos por compuestos
fenolicos. La cantidad de superficie que logra no sufrir el ataque microbiano por este
mecanismo es el producto de las proporciones de lignina presentes y el grado de
entrelazamiento a otros polimeros de la estructura, todo lo cual en su conjunto define la
magnitud de la degradacion (Forsberg et al., 1993).

El desarrollo de organismos ruminales capaces de digerir la lignina eficientemente
no parece ser una opcion viable actualmente debido a sus requerimientos aerobicos
estrictos, lo que limita que el proceso se realice a un ritmo compatible con el de paso hacia
tramos posteriores del digestivo. Una estrategia mas indicada parece ser la limitacion de la
lignificacion de las plantas por métodos de manejo (i.e. momento Optimo de corte,
pretratamiento quimico, fisico o mecanico de los forrajes) o genético (i.e. regulacion de la
biosintesis de la lignina y de los precursores de los taninos).

La modificacion de la sintesis de los precursores de la lignina raramente disminuye
su cantidad, pero tiene efectos sobre su composicion y propiedades (Boudet, 1998). Asi, la
regulacion de la enzima cinnamil CoA reductasa, que cataliza la reduccion de los acidos
fenolicos a su correspondiente aldehido, produce a mayores cantidades de acido fertlico
libre en la célula (Piquemal et al., 1998).

4.2.- Empleo de enzimas en rumiantes

Interes

Las enzimas exdgenas han sido ampliamente utilizadas en los monogdstricos, con
objeto de eliminar los factores antinutritivos de los alimentos, aumentar la digestibilidad de
los nutrientes, y complementar la actividad de las enzimas enddgenas principalmente en
aves (Classen et al., 1991; Bedford, 1993).

En el caso de los rumiantes, los primeros trabajos de investigacion sobre el empleo
de enzimas exdgenas proceden de la década de los 60 (Burroughs et al., 1960; Rovics y
Ely, 1962; Rust et al., 1965). Los variabilidad de los resultados obtenidos, unido a las
elevadas dosis y coste de produccion de las enzimas, hicieron desistir en su empleo.
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En la actualidad, la reduccion en los costes industriales de fermentacion y la
existencia de preparaciones enzimaticas de actividad mas alta y mejor definida, han vuelto
a plantear el interés por el estudio del papel de las enzimas fibroliticas en la alimentacion
de los rumiantes (Chen et al., 1995; Beauchemin et al., 1997; Mc Allister et al., 1999).
Trabajos recientes han demostrado asi que la suplementaciéon con enzimas exogenas
(celulasas y xilanasas) puede mejorar la digestibilidad ruminal y aumentar la produccion
de leche o el crecimiento de los rumiantes (Yang et al., 1999). Estos resultados resultan
sorprendentes para algunos autores al considerar el extenso potencial de las enzimas
fibroliticas endogenas de la microflora del rumen.

Entre las razones que justifican el empleo de enzimas en rumiantes, destacan las
sefaladas por Beauchemin y Rode (1996) y Hristov et al. (1996):

e La digestibilidad de la materia organica en rumiantes raramente supera el 90% y
resulta con frecuencia considerablemente menor.

e Se dispone actualmente de nuevos alimentos para rumiantes, muchos de ellos
subproductos de baja calidad, en los que las enzimas pueden ser de especial
utilidad para mejorar sus posibilidades digestivas.

Una posible justificacion del posible efecto beneficioso de la adicion de
polisacaridasas extracelulares seria que un ataque inmediato del material vegetal a
consumir, proporcionaria una disponibilidad adicional de carbohidratos que estimularia el
crecimiento y actividad de la poblacion ruminal, disminuyendo por tanto el tiempo (‘lag
time’) requerido para la colonizacién microbiana. El efecto neto puede llegar a equivalente
a un mayor tiempo de retencion dentro del rumen. Otra posibilidad es que dieran origen a
prebidticos, lo cual condicionaria el desarrollo de poblacién microbiana propia del animal,
tal como se ha comentado anteriormente.

En este sentido, diversos estudios han discutido los posibles modos de accion de las
enzimas (Judkins y Stobart, 1987; Feng et al., 1996; Hristov et al., 1998ab; Yang et al.,
1999). Aunque todavia no existe acuerdo sobre sus mecanismos de accidn, se considera
que las enzimas exdgenas pueden provocar efectos de origen multifactorial, actuando tanto
sobre la microbiota gastrointestinal como sobre el propio rumiante.

Fuentes de enzimas

Aunque existe una gran variabilidad de productos enzimaticos comercializados para
el ganado (Muirhead, 1996), los mas utilizados derivan fundamentalmente de un niimero
limitado de bacterias (n = 4), levaduras (n = 1) y hongos (n = 2), algunos de los cuales son
también utilizados como probidticos (ver Cuadro 1):

e Bacterias: Lactobacillus acidophilus (PB), L. Plantarum (PB), Bacillus subtilis
(PB) y Streptococcus faecium.
e Levaduras: Saccharomyces cerevisiae (PB).
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e Hongos: Aspergillus oryzae (PB) y Trichoderma reesei. Otras especies de
hongos, incluyendo Humicola insolens y Thermomyces amiginosus, estan siendo
comercializadas pero en una menor medida.

La digestion completa de los alimentos complejos requiere literalmente de la
intervencion de cientos de enzimas. Los preparados enzimdticos para rumiantes son
comercializados primeramente sobre la base de su capacidad para degradar la pared celular
de las plantas y, como tal, son frecuentemente referidos como celulasas o xilanasas. Sin
embargo, ninguno de estos productos comerciales constituye una preparacion exclusiva
con la participacion de una sola enzima aislada (Beauchemin y Rode, 1996), presentando
actividades enzimaticas secundarias como amilasas, proteasas o pectinasas.

La degradacion de la celulosa y la hemicelulosa requiere de enzimas especificos, y la
diferencia en sus proporciones relativas y actividades individuales determinara la eficacia
para la degradacion de la pared celular de las mezclas comerciales. Incluso dentro de una
especie microbiana aislada, los tipos y actividades enzimaticas pueden variar ampliamente,
dependiendo de la cepa seleccionada, del sustrato de crecimiento y de las condiciones de
cultivo empleadas (Considine y Coughlan, 1989; Gashe, 1992).

En la practica, la diversidad de actividades enzimaticas presentes en los preparados
comerciales puede resultar ventajosa, en el sentido de que una amplia variedad de sustratos
puede ser cubierta por un solo producto pero, al mismo tiempo, representa un problema en
el control de calidad y la extrapolacion de los resultados obtenidos.

Resultados en ganado vacuno

Los primeros estudios, realizados hace mas de treinta afios, que mostraron
diferencias significativas en la mejora de la ganancia de peso y del indice de conversion en
ganado vacuno, se basaron en suplementar las raciones con preparados enzimaticos de
actividad amilolitica, proteolitica y celulolitica (Burroughs et al., 1960; Rovics y
Ely,1962). Dichas mejoras se debieron principalmente a aumentos en la digestibilidad de la
materia seca y de la fibra (Rust et al.,1965).

Sin embargo, otros estudios (Burroughs et al., 1960) indicaron que las enzimas
exdgenas no mejoraron de manera consistente la respuesta de los animales. Ademas, los
efectos de los enzimas o sus mecanismos de actuacion no pudieron ser confirmados en
experimentos in vitro o de digestibilidad desarrollados en paralelo. La falta de informacion
sobre los productos enzimaticos usados y los métodos de suministro, hacen ademas muy
dificil la comparacion de los estudios.

La mayor parte de los resultados positivos proceden de estudios recientes en
ganado vacuno en crecimiento y lactacion (Krause et al., 1998; Rode et al., 1999; Yang et
al., 1999). Stokes y Zheng (1995) observaron mejoras del valor nutritivo de raciones
completas a base de heno de alfalfa y ensilados de alfalfa y trigo, al tratarlas con un
preparado de enzimas fibroliticas. El consumo de materia seca se incrementd cerca de un
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11%, mientras la produccion de leche lo hizo en un casi un 15%. Lewis et al. (1995)
también observaron efectos positivos al incluir enzimas en raciones semejantes a las
anteriores en de vacas lecheras. Las vacas suplementadas con enzimas produjeron 1.3 kg/d
mas de leche que las del control y su consumo de alimento aumenté en 2 kgMS/d.

Los resultados inconsistentes son al parecer causados por un nimero de factores
que incluyen la composicion de la racion, el tipo de preparado enzimatico usado, el
complemento de las actividades enzimaticas, el nivel de enzima suministrado, la
estabilidad de la enzima y el método y momento de aplicacion a la racion (Yang et al.,
1999).

El nivel optimo de adicion de enzimas depende del sustrato, lo cual indica la
necesidad de determinar los ritmos de aplicacion 6ptimos de cada preparado para sustratos
o alimentos especificos (Beauchemin et al., 1995). Algunos estudios han demostrado una
respuesta cuadratica a la suplementacion con enzimas, con respuestas reducidas o incluso
negativas al aumentar la dosis.

Sin embargo, esto por lo general ocurre cuando se suministran niveles demasiado
altos y muy por encima de lo economicamente justificable. Asi, Beauchemin et al. (1995),
han observado en terneros de engorde (Cuadro 4) que la ganancia de peso con heno de
alfalfa se increment6 un 30% a niveles bajos de enzima, pero no con los mas altos (4%).
Para el heno de fleo, enzimas adicionados al nivel mas alto (16%) mejoraron ganancia de
peso en un 36%, debido principalmente al incremento de la digestibilidad de la fibra
(17%).

Cuadro 4.- Efecto de la dosis de enzimas fibroliticas en raciones a base de forrajes en vacuno de
engorde (Beauchemin et al., 1995).

Item Dosis de enzima
Control 1x 2% 4x 8x 16x
Heno de alfalfa:
GMD, kg/d 1.03* | 1.27° | 1.28 | 1.34° | 1.19" | 1.12%
MSI, kg/d 102* | 10.8* | 10.5* | 11.7° | 10.9* | 10.3
IC, kg MS/kg 9.9 9.0 8.7 8.5 9.6 9.5
Heno de fleo:
GMD, kg/d 1217 | 1.32° | 1.13* | 1.24* | 127* | 1.64°
MSI, kg/d 8.8% 8.3%® | 7.5% | 92 | 86> | 9.3°
IC, kg MS/kg 7.3° 6.5° | 75> | 63* | 68° | 59°
Ensilado de cebada:
GMD, kg/d 1.12 1.15 | 099 | 1.02 | 1.12 | 1.11
MSI, kg/d 7.5% 8.1° | 6.8 | 7.8 | 7.3%® | 73®
IC, kg MS/kg 7.1 7.0 7.2 7.6 6.9 7.0

GMD = Ganancia media diaria de peso; MSI = Materia seca ingerida; IC = Indice de conversion;
. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias a P < 0.05.
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En los efectos sobre la produccion y composicion de leche en vacas, Beauchemin et
al. (1995) han sefialado ademas tendencias lineales de mejora cuando se anadieron enzimas
hasta lo que los autores consideran niveles medios de inclusion (Cuadro 5).

Cuadro S.- Efectos de la dosis de enzimas fibroliticas en la produccion y composicion de
leche en vacas alimentadas con raciones base de alfalfa (Beauchemin et al., 1995).

Dosis de enzima

Item

Control Baja Media
Ingestion, kgMS/d 20.4 20.7 20.7
Produccion de leche, kg/d 23.7° 24.6" 25.6°
Leche corregida 4%, kg/d 22.7° 23.3% 24.6"
Grasa, % 3.79 3.70 3.78
Proteina, % 34 34 34
Eficacia (kg leche/kgMSI) 1.20 1.22 1.29

ab. [ etras diferentes en una misma fila indican diferencias a P < 0.05.

Las tendencias divergentes, en condiciones aparentemente similares de
experimentacion, evidencian la complejidad de elegir la dosis de suplementacion de las
enzimas fibroliticas en rumiantes. Como consecuencia, los resultados de las
investigaciones deben analizarse como el producto de la interaccion de mas de un factor.
Ademds, como se puede observar, es mas dificil obtener respuestas positivas en la
suplementacion enzimatica del ensilado que en el heno. La carencia de respuesta en el
ensilado pudiera ser debida a la especificidad del sustrato, al método de aplicacion del
enzima, al tiempo requerido para que la enzima reaccione con el alimento o al contenido
de humedad del alimento.

Importancia de la forma y dosis de aplicacion de la enzima

Por otra parte, los efectos de enzimas exdgenas se maximizan cuando se aplica una
solucidon enzimatica acuosa sobre los forrajes secos. Se ha observado asi que, en estas
condiciones, se crea un complejo enzima-alimento estable que incrementa su efectividad.
Este complejo se produce rapidamente (en horas) y una vez estabilizado en el forraje, las
enzimas son estables y efectivas durante algunas semanas.

Aunque resulta razonable esperar que exista un efecto de la temperatura en el
desarrollo del complejo enzima-alimento, no se han observado diferencias cuando las
enzimas son aplicadas en un rango de temperaturas entre -30 y +35 °C. Sin embargo,
McAllister et al. (1999) observaron una mejora lineal de la digestibilidad in vitro del
ensilado de cebada cuando incrementaba la temperatura. No esta claro hasta el momento si
la diferencia se debe al tipo de alimento o a su contenido de humedad.

Como los forrajes y granos procesados son almacenados antes de su suministro a
los animales, esto proporciona una oportunidad ideal para el uso de los productos
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enzimaticos (Beauchemin et al., 1995). Las enzimas pueden ser aplicadas durante la
fabricacion del alimento, teniéndose la adecuada precaucion para asegurar que la
temperatura empleada durante el procesamiento esté dentro de los rangos aceptables para
los preparados enzimaticos en cuestion. Las temperaturas de procesamiento empleadas en
los alimentos tratados con enzimas para el caso de las aves pueden ser adaptables a
rumiantes.

Feng et al. (1992 ab) evaluaron la aplicacion de una solucién enzimatica
directamente sobre el forraje de pradera, no observando efectos cuando se anadid sobre el
forraje fresco o predesecado, pero si cuando se hizo sobre el forraje seco. En este caso, la
enzima aumento las digestibilidades de la materia seca y la fibra. De la misma forma,
segin Beauchemin y Rode (1996), la aplicacion de un nivel bajo de enzimas fibroliticas
sobre ensilado de alfalfa antes de su distribucion, no produjo efectos en la digestibilidad de
la materia seca. Sin embargo, cuando el mismo preparado fue afiadido al ensilado después
de que este habia sido deshidratado, la digestibilidad aument6 aproximadamente en un 3%.

Treacher et al. (1996) también han sefialado que los efectos de la adicion de
enzimas al ensilado de cebada son variables. En su estudio el preparado enzimatico fue
rociado diariamente sobre la porcidon de racion base (ensilado de cebada y cebada grano;
60% de la MS) de terneros de engorde y, aunque no se observaron efectos sobre la
ganancia de peso, la ingestion aumentd para el maximo nivel de adicion de la enzima.

La aplicacion directa de enzimas en el ambiente ruminal ha tenido una menor
repercusion desde el punto de vista productivo que la aplicacion al alimento antes de ser
suministrado a los animales. Treacher et al. (1996) compararon los efectos de rociar el
enzima en el forraje en relacion a la infusion directa en el rumen a través de una canula.
Las digestibilidades de la materia seca y la fibra resultaron mayores cuando el preparado
fue aplicado sobre el alimento. De hecho, la adicion directa en el rumen pudo realmente
disminuir la digestibilidad, tal como indican Treacher et al. (1996). Esto implica que, al
menos para ciertas mezclas enzimaticas, el uso del producto de manera directa sin haberse
previamente estabilizado en el alimento, tiene pocas posibilidades de provocar beneficios.

Aunque la aplicacioén de una solucion acuosa directamente al alimento favorece la
reaccion de la enzima con el sustrato, la posibilidad de obtener una respuesta beneficiosa
mediante el suministro directo de las enzimas con los suplementos también ha producido
efectos positivos (Burroughs et al., 1960). Sin embargo, segun la mayoria de las
experiencias hasta ahora publicadas, la cantidad de producto necesario (y su coste) es
significativamente mayor cuando se usa un preparado enzimatico seco en comparacioén con
su solucion acuosa.

En este sentido, Bowman et al. (2002) consideran que la adicion del enzima puede
realizarse en el concentrado a razon de 1 g/vaca y d, no encontrando diferencias
significativas respecto a su aplicacion en otras partes de la racion. La dosis de 1 g/d parece
ser la adecuada en raciones convencionales para vacas lecheras.
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En raciones con heno de alfalfa se han comprobado resultados positivos en
condiciones de engorde (Beauchemin y Rode, 1996). En ese estudio la suplementacién con
enzimas resultdé en un incremento del 13% de la ganancia de peso, sin cambios
significativos en la ingestion. Cuando se incorporé actividad celulasa, ademas de xilanasa,
al mismo preparado enzimatico, se elevo la ganancia de peso y la ingestion solo al menor
nivel de inclusion de la mezcla de enzimas, lo que indica la aparicidon de interacciones no
deseables en el rumen.

Con una preparacion enzimatica similar se elevd el valor nutritivo de las raciones
cuando el preparado enzimatico fue rociado en el ensilado justo antes de suministrarselas a
los animales, requiriéndose en este caso altos niveles de enzima para poder lograr una
relacion dosis-respuesta significativa (Cuadro 6).

Cuadro 6.- Efectos de la suplementacion del ensilado de maiz con enzimas fibroliticas en
ganado vacuno de carne (adaptado de Beauchemin y Rode, 1996).

Item Dosis de enzima
0 15x% 22.5x 30x
Ganancia peso, kg/d 1.06 1.07 1.12 1.23
(100) (101) (106) (116)
Ingestion, kgMS/d 6.6 6.3 6.3 6.2
(100) (95) (95) (94)
fndice conversion 6.22 5.88 5.63 5.05
(100) (95) 91) (81)

Sin embargo, Sanchez et al. (1996) no observaron la relacion dosis-respuesta en

una experiencia en la que se suplementd a una racioén de heno de alfalfa con tres niveles de
mezcla enzimatica en ganado vacuno lechero. Estos autores comprobaron que el nivel
intermedio de adicién de enzima fue mas efectivo que el mayor nivel empleado, lo que
confirmaria un tipo de respuesta cuadratica (Cuadro 7).

Cuadro 7.-Efectos del tratamiento del forraje con diferentes dosis de enzima (adaptado de
Sanchez et al., 1996)

Item Dosis enzima

Sin tratar 1.25 1/ton 2.5 1/ton 5 1/ton
Ingestion, kgMS/d 24.3" 26.2° 26.1° 26.6°
Leche corregida, kg/d 41.1° 42.1° 48.1° 41.9
Condicién corporal, 1-5 2.6° 3.0° 2.6° 3.0°

ab. T etras distintas en la misma fila indican diferencias a P < 0.05.

Sorprendentemente en este estudio se obtuvo una disminucion de la produccion de

leche corregida por grasa a niveles similares a los del tratamiento control en los animales

suplementados con mayor proporcidon de enzima, al tiempo que se elevaba el consumo de
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materia seca. Los autores sugieren un fraccionamiento de la energia hacia la mejora de la
condicion corporal al mayor nivel de adicion de enzima, pero se desconoce el mecanismo
que pueda hacerlo posible.

Beauchemin et al. (2000) destacaron que los efectos de la suplementacion con
enzimas resultaron mayores cuando las vacas se encontraban en balance energético
negativo, lo cual ha constituido una hipdtesis practicamente constante en la mayoria de los
trabajos de estos autores, cuestionandose asimismo el mecanismo mediante el cual la
suplementacion estimula el consumo y sin embargo sélo mejora los parametros de
digestibilidad en el nivel mas bajo de inclusion.

Las deficiencias en el balance energético de los animales se han visto atenuadas
con la adicion de enzimas fibroliticas a la racion (Rode et al., 1999; Yang et al., 2000).
Estos autores no reportan efectos sobre el consumo y los resultados en digestibilidad
difirieron con raciones similares al probarlas en vacas lecheras o en corderos,
probablemente por un efecto de la especie animal y sus diferencias en la fisiologia
digestiva. La digestibilidad obtenida en vacas manifest6 una significativa mejora con el
tratamiento enzimatico siendo la principal causa a su vez para una mayor produccion de
leche.

Beauchemin y Rode (1996) han resaltado algunos de los problemas con los que se
enfrenta el experimentador cuando estudia los efectos de las enzimas. Asi, los preparados
enzimaticos con alta actividad xilanasa y celulasa pudieran mejorar significativamente la
calidad nutritiva de la cebada al compararse con el maiz. Esto es debido a que aunque la
cebada contiene altos niveles de xilanos hay también altos niveles de B-glucanos que
contribuyen significativamente a su fraccion fibrosa. De hecho, es este componente de la
cebada el que se ha demostrado ser uno de los principales responsables de su pobre valor
nutritivo en aves. El polisacarido B-glucano ha sido por ello el objetivo de las enzimas 3-
glucanasa en las raciones para aves con gran éxito comercial (Annison, 1993). Las
xilanasas, por su parte, son mucho menos potentes contra la cebada y son inefectivas en el
caso del maiz, el cual contiene bajos niveles de ambos polisacaridos. En segundo lugar,
raras veces los granos de cereales contienen apreciables cantidades de celulosa, por lo que
no se debe esperar un gran efecto de enzimas celulasas en estas raciones. Recientes
resultados de Bowman et al. (2003) indican que la adicién de enzimas aumenta la
produccion de saliva en vacas lecheras, lo que se atribuye al efecto del aumento de los
productos de la digestion.

Resultados en ovino lechero

La utilizacion de una mezcla de enzimas fibroliticas (celulasa y xilanasa),
adicionada al pienso granulado al 0.47% (aproximadamente 0.5 g/d), ha sido recientemente
estudiada por Flores et al. (2002, 2003ab) en un ensayo de produccién con dos razas de
ovejas lecheras de diferente nivel de ingestion y produccion de leche. La comparacion de
ambas razas se realiz6 en los periodos de cria y ordefio, lo que permite el estudio de los
efectos de las enzimas en condiciones muy diversas. Los resultados obtenidos (Cuadro 8)

MADRID, 23 y 24 de Octubre de 2003 XIX CURSO DE ESPECIALIZACION FEDNA



200

G. CAJA, E. GONZALEZ, C. FLORES, M.D. CARRO y E. ALBANELL

indican la ausencia de efectos significativos en la ingestion, produccién y composicion de
leche de los dos tipos de ovejas y condiciones productivas.

Cuadro 8.- Efectos de la suplementacion con enzimas fibroliticas en ovejas lecheras durante
los periodos de cria y ordeiio (Flores et al., 2003).

Item Tratamiento (T) Raza (R) Efecto (P <)
Control | Enzima | Manchega | Lacaune | T R |TxR!
Periodo de cria:
Ingestion, kgMS/d 2.96 2.94 2.95 2.95 0.551 [0.916 | 0.001
Leche, 1/d 2.42 2.40 2.17 2.65 0.930 | 0.004 | 0.529
Leche estandarizada’ 2.09 2.10 1.84 2.36 0.92210.001 | 0.579
Eficicacia, ’kgMS 0.70 0.70 0.61 0.79 0.864 | 0.008 | 0.141
Composicion, %
Grasa 5.92 6.09 5.89 6.12 0.35110.219 | 0.706
Proteina 5.21 5.30 5.23 5.28 0.170 | 0.458 | 0.840
Caseina 3.96 4.03 3.98 4.01 0.116 | 0.431 | 0.718
Periodo de ordeno:
Ingestion, kgMS/d 2.90 291 2.66 3.16 10.839]0.001| 0.001
Leche, 1/d 1.79 1.82 1.26 2.35 0.797 1 0.001 | 0.188
Leche estandarizada’ 1.67 1.68 1.22 2.13 0.970{0.001 | 0.118
Eficicacia, ’kgMS 0.56 0.57 0.46 0.67 0.7650.001 | 0.385
Composicion, %
Grasa 6.83 6.53 7.07 6.28 0.060 | 0.001 | 0.620
Proteina 5.85 5.76 6.00 5.60 ]0.223]0.001 | 0.660
Caseina 4.48 4.41 4.60 4.29 0.294 1 0.001 | 0.545

nteraccion tratamiento enzima x raza

Resultados en caprino lechero

La utilizacion de una mezcla de enzimas fibroliticas (celulasa y xilanasa),
adicionada al pienso granulado al 0.47% (aproximadamente 0.4 g/d), ha sido recientemente
estudiada por Gonzalez et al. (2002, 2003) en un ensayo de produccion con cabras lecheras
que se completdé con la medida de la digestibilidad de las raciones. Los resultados
obtenidos (Cuadro 9) indicaron la ausencia de efectos en la ingestion, produccion y
composicion de leche también en el caso de las cabras.

Sin embargo, la adicion del enzima produjo una mejora importante de la
digestibilidad de la materia seca y de la materia organica (Cuadro 10). Dichas mejoras sélo
se tradujeron en mayores ganancias de peso y condiciébn corporal en las cabras
suplementadas con enzimas (Cuadro 9). Los altos valores de ingestion observados en estas

MADRID, 23 y 24 de Octubre de 2003

XIX CURSO DE ESPECIALIZACION FEDNA




ALTERNATIVAS A LOS ANTIBIOTICOS DE USO ALIMENTARIO EN RUMIANTES

201

cabras lecheras (4.7%PV), muy superior a los de vacuno, debieron limitar las posibilidades
de accion del enzima en el rumen como consecuencia del elevado ritmo de paso.

Cuadro 9.- Efectos de la suplementacion con enzimas fibroliticos en cabras lecheras a mitad

de la lactacion (Gonzalez et al., 2003).

Item Control Enzima + ES Efecto (P<)
Ingestion, kgMS/d 2.04 2.00 0.04 0.327
Produccion de leche, 1/d

Real 1.51 1.53 0.04 0.289
Corregida al 4% grasa 1.78 1.80 0.04 0.542
Composicion, %
Grasa 5.34 5.16 0.15 0.620
Proteina total 3.77 3.73 0.10 0.344
Proteina verdadera 3.54 3.53 0.11 0.387
Caseina 2.87 2.81 0.12 0.089

Eficacia, | leche/kg MSI 0.87 0.90 0.02 0.207
Cambio de peso, kg -0.1 +1.9 0.4 0.092
Cambio de condicion corporal +0.09 +0.19 0.06 0.136

Cuadro 10.- Efecto de enzimas fibroliticas en la digestibilidad de cabras lecheras (Gonzalez et

al., 2003).

Digestibilidad, % Control Enzima +=ES Efecto (P<)
MS 68.89 71.8971.89 0.810.81 0.014
MO 70.37 72.88 0.87 0.014
PB 59.59 63.03 2.20 0.066
FB 41.89 35.09 4.32 0.278
FND 52.59 55.26 1.51 0.248
FAD 46.35 50.46 1.98 0.186

La discusion conjunta de los resultados en ovino y caprino pone de manifiesto que,

a diferencia de las conclusiones obtenidas en el caso de las levaduras, el uso de enzimas
fibroliticos no aumento6 la produccion de leche ni la composicion en grasa, lo que parece
debia haberse producido. Mas bien al contrario, se observa un efecto de disminucion del
contenido en grasa de la leche, pero que no resultd significativo en todos los casos.

En todos los casos la ingestion resultd especialmente elevada, lo que pudo haber
producido un efecto de interaccion entre la dosis y el tiempo de actuacion de la enzima en
el rumen.
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5.- ACIDOS ORGANICOS
5.1.- Interés y modo de accion en rumiantes

Los acidos organicos se encuentran de forma natural en los tejidos bioldgicos, ya
que son productos intermedios de algunos ciclos metabolicos, y algunos de ellos se
producen también en el tracto digestivo de los animales durante los procesos de
fermentacion.

Estos acidos se utilizan frecuentemente como aditivos en la alimentacion de los
animales monogastricos, pero su uso en los animales rumiantes es todavia limitado. De
hecho, la mayoria de las experiencias realizadas en estos animales se reducen a los acidos
fumarico y malico, acidos dicarboxilicos que intervienen en el metabolismo del piruvato.
Cuando se utilizan como aditivos, los 4cidos orgédnicos pueden ser administrados como
tales, pero su manejo es problematico, ya que son liquidos corrosivos; por ello, resulta mas
conveniente la utilizacion de sus sales, que son solidas y mas faciles de manipular.

En los rumiantes, los hidratos de carbono de la racion se degradan en el rumen
hasta convertirse en piruvato, y éste es metabolizado por los microorganismos ruminales
para producir acidos grasos volatiles (principalmente acético, propidnico y butirico). Los
acidos fumdrico y malico son metabolitos intermedios de una de las vias metabolicas (la
llamada ‘via succinica’) por las cual el piruvato se transforma en propionato, evitando la
formacion de lactato (Figura 1). El propionato es absorbido en el rumen es transportado al
higado, donde se convierte en glucosa (gluconeogénesis) que sirve como fuente energética
o precursor de la sintesis de lactosa, proteina y grasa corporal.

Figura 1.- Esquema de la formacion y metabolismo de los dcidos grasos volatiles en el rumen
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Ce L7 Cs-Cs-Cs -
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El modo de accion de los acidos organicos no se conoce totalmente, pero en el caso
de los monogéastricos se ha observado que provocan modificaciones en la poblacion
microbiana del tracto gastrointestinal. En el caso de los rumiantes los 4cidos orgénicos (o
sus sales) ejercen su accion a nivel del rumen cuando son administrados con el alimento
(Carro y Ranilla, 2000). En diversos estudios in vitro (Russell y Van Soest, 1984;
Callaway y Martin, 1997) se ha observado que los microorganismos ruminales son capaces
de fermentar concentraciones 7.5 mM de malato entre 10 y 24 h. Esto significa que cuando
son administrados a estos niveles se transforman completamente en el rumen y no pasan al
tracto digestivo posterior, por lo que no dejarian residuos en los productos animales
destinados a consumo humano.

Si bien en la década de los ochenta se realizo algin estudio sobre los acidos
organicos como aditivos en la alimentacion de los rumiantes, ha sido so6lo a partir de los
afios noventa cuando se han llevado a cabo diversas experiencias para investigar sus
efectos sobre la fermentacion ruminal y su modo de accion. La amplia mayoria de estas
investigaciones se han llevado a cabo en condiciones in vitro, y son todavia pocas las
experiencias realizadas con animales. Por todo ello, la informacién existente en la
actualidad sobre los mecanismos de accion de los acidos organicos y sus efectos sobre los
procesos digestivos y productivos de los animales rumiantes es escasa.

5.2.- Efectos ruminales in vitro

Nisbet y Martin (1990; 1991) observaron que la adicion de fumarato y malato
(hasta alcanzar concentraciones 10 mM) multiplicaba por dos el crecimiento de
Selenomonas ruminantium en estudios in vitro.

S. ruminantium es una bacteria ruminal que puede llegar a representar hasta la
mitad del total de bacterias viables en el rumen en animales que reciben raciones con altas
proporciones de concentrados (Caldwell y Bryant, 1966). Esta bacteria fermenta un gran
nimero de monosacaridos (i.e. glucosa, fructosa y galactosa), disacaridos (maltosa y
lactosa) y oligosacéaridos para producir acetato, propionato y lactato como principales
productos finales. Otra caracteristica de esta bacteria es que muchas de sus subespecies
pueden utilizar acido lactico como fuente de energia. Cuando los rumiantes reciben
raciones ricas en hidratos de carbono rapidamente fermentables en el rumen se puede
producir una acumulacioén de acido lactico que provoca una disminucioén del pH ruminal.
Cuando el pH disminuye por debajo de 6.0 durante periodos de tiempo prolongados se
produce la llamada ‘acidosis ruminal’, que ocasiona una serie de alteraciones microbianas
y fisiologicas que provocan la disminucion de la digestion de la fibra, el descenso en la
ingestion de alimentos, diarrea, ulceras ruminales e incluso muerte.

Dado que en estudios in vitro se ha observado que el fumarato y el malato
favorecen la captacion y utilizacion del 4cido lactico por S. ruminantium (Nisbet y Martin,
1990), su administracion en las raciones de los animales podria disminuir las
concentraciones de este dcido en el rumen, y asi evitar los descensos acusados de pH y los
problemas de acidosis. De hecho, en diversos experimentos realizados con cultivos in vitro
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de microorganismos ruminales y con fermentadores semicontinuos se ha observado una
disminucién de las concentraciones de lactato (Carro et al., 1999; Lopez et al., 1999; Carro
y Ranilla, 2003a) y un aumento de los valores de pH (Callaway y Martin, 1996; Lopez et
al., 1999; Carro y Ranilla, 2003ab) cuando se utilizaron malato o fumarato como aditivos.

Por otra parte, S. ruminantium metaboliza el lactato que capta hasta propionato.
Debido a este proceso, en la mayoria de los estudios realizados con los acidos fumarico,
malico y aspartico (o con sus sales) se ha observado un aumento en la produccion y/o
concentracion de propionato, tanto en cultivos in vitro de microorganismos ruminales
(Asanuma et al., 1999; Carro y Ranilla, 2003ab; Ranilla y Carro, 2003), en fermentadores
semicontinuos (Carro et al., 1999; Lopez et al., 1999), como en el rumen de vacas lecheras
y terneros (Kung et al., 1982). Si el animal hospedador puede absorber una mayor cantidad
de propionato, dispondra previsiblemente de una mayor cantidad de glucosa y, por lo tanto,
de energia.

Otro aspecto interesante es que las cantidades de acetato y butirato producidas no
se han visto afectadas por la adicidon de estos acidos orgénicos, y en ocasiones incluso se
han registrado aumentos (Kung et al., 1982; Callaway y Martin, 1997; Carro y Ranilla,
2003ab; Ranilla y Carro, 2003). Las respuestas variables obtenidas en diferentes estudios
en lo podrian indicar que el tipo de racién base puede determinar los efectos de los acidos
organicos sobre la fermentacion ruminal. De hecho, en el Cuadro 11 se puede observar
como la adicién de malato, fumarato y aspartato a cultivos in vitro de microorganismos
ruminales, con maiz, cebada o trigo como sustratos, produjo distintos efectos en la
fermentacion ruminal segun el sustrato incubado.

Cuadro 11.- Efecto de la adicion de acidos organicos (10 mM) en condiciones ruminales in
vitro (Carro y Ranilla, 2003ab; Ranilla y Carro, 2003).

Acido Substrato pH! Acidos grasos volatiles dMO?
Acetato | Propionato | Butirato
Maiz +0.13* +6.3* +21.7* +28.2% +1.8*
Malato Cebada +0.12* +1.8 +19.3* +25.8* -1.5
Trigo +0.09* +3.9% +14.8%* +9.0* +0.5
Maiz +0.11* +12.1%* +29.1* +2.6 +4.5%
Fumarato |Cebada +0.11* +5.8% +36.2* -3.5 —-1.7
Trigo +0.11* +8.8* +33.9% —0.5 -1.3
Maiz +0.11* +13.2%* +29.5% +6.8* +9.2%
Aspartato | Cebada +0.19* +7.1%* +31.0%* +1.7 +1.5
Trigo +0.11* +8.1* +29.5% +3.0%* +0.5

' Diferencia respecto al control. > Porcentaje de variacion respecto al control, dMO = degradacion
de materia organica. *: Diferencia significativa respecto al control (P < 0.05).
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Otro de los efectos que se han observado tras la administracion de fumarato y
malato es una reduccion de la produccion de metano. ElI metano es uno de los productos
finales de la fermentacién ruminal y constituye una pérdida energética importante para el
animal, que oscila entre el 11-13% de la energia metabolizable de la racion. Por otra parte,
el metano contribuye al efecto invernadero, y el producido por los animales se estima que
puede representar entre el 15-20 % de la produccion global (Cicerone y Oremland, 1988).

Debido a estas razones, la busqueda de aditivos que reduzcan la produccioén de
metano ha sido un objetivo importante en produccion animal en los ultimos afos, y tanto el
acido fumadrico como el madlico parecen cumplir con este objetivo. Cuando existe
hidrégeno en el medio ruminal, S. ruminantium fermenta a ambos acidos y produce
succinato y propionato (Figura 1). Por medio de esta via disminuye la concentracion de
hidrégeno en el rumen y se reduce la cantidad de hidrogeno disponible para formar
metano.

En diversos experimentos in vitro realizados con cultivos de microorganismos
ruminales y con fermentadores semicontinuos se ha observado una disminuciéon de la
produccion de metano al afiadir fumarato (Asanuma et al., 1999; Lopez et al., 1999; Carro
y Ranilla, 2003b) y malato (Carro et al., 1999; Carro y Ranilla, 2003a) al medio. Sin
embargo, hay que sefialar que las reducciones de metano observadas en estos estudios son
bajas (3-17%), por lo que no debe considerarse a estas sustancias como un medio
realmente eficaz para reducir las emisiones de metano de los rumiantes.

Todo parece indicar que la respuesta de produccion de metano a los acidos
organicos depende del tipo de racion que se administra a los animales, y que el efecto
sobre la produccion de metano podria ser mas acusado en las raciones con un alto
contenido en forraje. De hecho, en un estudio in vitro en el que se incubaron con liquido
ruminal tres raciones con diferente relacion forraje:concentrado, se observé que los efectos
de la adicién de fumarato o malato sobre la produccion de acidos grasos volatiles también
eran variables en funcion de la racién utilizada como sustrato (Cuadro 12).

En resumen, tanto el fumdarico como el malico pueden producir un aumento de la
cantidad de propionico producido en el rumen a través de un doble mecanismo: por una
parte, estimulan la captacion y transformacién del lactico a propidnico que lleva a cabo S.
ruminantium (via acrilica), y, por otra, esta misma bacteria puede transformar a ambos
acidos en succinico y propidnico (via succinica).

Como consecuencia de la disminucion de los niveles de lactato en el rumen, otro
efecto beneficioso de la suplementacion con acidos organicos es frenar el descenso de pH
que se produce en los animales alimentados con grandes cantidades de concentrados.
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Cuadro 12.- Efecto de acidos organicos (8§ mM) segun la relacion forraje concentrado del
sustrato en condiciones ruminales in vitro (Garcia Martinez et al., resultados no publicados).

) Relacién F:C' 2 Acidos grasos volatiles 3
Acido pH - - dMO
en el sustrato Acetato | Propionato | Butirato
80:20 +0.05 +8.2% +37.5% +7.6* +4.3
Fumarato 50:50 +0.06* +6.3* +27.3% -1.0 +2.0
20:80 +0.06* +10.5%* +34.1* +2.6 +3.0
80:20 +0.04 +12.2%* +38.3* +14.1%* +4.7
Malato 50:50 +0.06* +8.5% +22.6* +2.0 +4.0
20:80 +0.08* +6.1* +28.1%* +3.4 +0.1

': Forraje: Concentrado. *: Diferencia respecto al control.
3: Porcentaje de variacion respecto al control; dMO = degradacion de la materia organica.
*: Diferencia significativa respecto al control (P < 0.05).

5.3.- Efectos en vacuno

Los estudios que se han realizado hasta el momento son limitados, y la mayoria de
ellos se han centrado en la utilizacién de 4cido malico y de malato sodico. A pesar de que
los resultados obtenido in vitro son claros, no siempre se han obtenido las mismas
respuestas en experimentos in vivo.

Asi, en unos de los primeros experimentos realizado con vacas lecheras y con
terneros, Kung et al. (1982) no observaron ningin efecto de la adicion de &cido malico
sobre el pH ruminal. Las dosis de acido malico seglin se tratase de vacas (70, 105 y 140
g/d) o de terneros (100 y 200 mg/kgPV).

Por el contrario, otros autores han observado aumentos del pH ruminal como
consecuencia de la administracion de malato. En diversas pruebas realizadas con terneros
que recibian una racion con un 60% de maiz aplastado, Martin et al. (1999) observaron que
la administracion de niveles crecientes de malato (0, 27, 54 y 80 g/d) producia un aumento
lineal del pH ruminal, de tal forma que en los animales que recibieron 80 g diarios de
malato el pH ruminal no descendi6 de 6.0 a lo largo del dia.

En otras pruebas realizadas con terneros que recibian una racion con un 77% de
copos de cebada (Montafio et al., 1999) el descenso del pH ruminal producido a las 2-3 h
de la administracion de la racion era menos acusado cuando los animales recibian 80 g/d
de malato (los valores medios de pH fueron 5.11 y 5.20 para el control y malato,
respectivamente).

Las diferencias entre los resultados de las distintas pruebas experimentales pueden
deberse a las caracteristicas de las raciones ingeridas por los animales. Asi, las respuestas
mas positivas en el pH ruminal se han observado cuando las raciones contenian altas
proporciones de cereales y provocaban bajos valores del pH ruminal. En el caso de las
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pruebas realizadas por Kung et al. (1982) los animales consumian ensilado de maiz ad
libitum y los valores de pH ruminal dos horas después de la administracion de alimento
oscilaron entre 6.9-71. Segun los resultados de estos estudios el malato podria controlar el
fuerte descenso de pH ruminal que se produce tras la ingestion de raciones ricas en
hidratos de carbono rapidamente fermentables (i.e., raciones con un alto contenido en
granos de cereales). Este efecto no se manifiesta cuando, debido a las caracteristicas de la
racion, no se produce una brusca disminucion del pH ruminal.

En un estudio realizado con vacas lecheras que recibian niveles de acido malico de
70, 105 y 140 g/d, Kung et al. (1982) observaron que el indice de conversion del alimento
(kg de alimento/kg de leche) fue un 3% menor en los animales que recibian la dosis mas
alta de malato que en el grupo control, si bien estas diferencias no fueron significativas. En
todas las vacas que recibieron acido malico se registraron concentraciones mayores de los
principales acidos grasos volatiles respecto a las del control, lo que podria indicar que el
acido malico provocd una mayor fermentacion de la racion.

Martin et al. (1999) realizaron varias pruebas con terneros en las ultimas fases de
cebo intensivo (cuadro 13) obteniendo diversos resultados. En general, la adicion de
malato a niveles crecientes (40-120 g/d) provoc6 un aumento lineal de la ganancia de peso
y una mejora del indice de conversion, lo que resulta de especial interés.

Cuadro 13.- Efecto de 1a dosis de malato en terneros en cebo intensivo
(Martin et al., 1999).

Ensayo Peso inicial n Duracion del | Malato | Ingestion GPV IC
(kg PV) ensayo (d) | (z/d) | (kgMS/d) | (kg/d) | (kg/kg)
0 10.8 1.86% | 5.81%
1 367 11 84 40 10.4 1.94% | 536*
80 113 2.11% | 5.36%
0 11.5 2.87% | 4.01*
10 60 11.7 3.35% | 3.49%
2 432 9 120 11.4 3.68% | 3.10%
0 12.7 1.92 6.61
52 60 12.3 2.05 6.00
120 12.0 1.90 6.32
0 8.57 1.72 4.98
: P * " 100 8.65 1.75 4.94

* Efecto lineal de la suplementacion con malato (P < 0.10).

Sin embargo, en algunas pruebas, las mejoras en los rendimientos productivos de
los animales s6lo se manifestaron en los periodos de adaptacion a las raciones de cebo, por
lo que Martin et al. (1999) sugieren que podria ser mas conveniente utilizar malato sélo
como aditivo durante la fase de transicion entre la cria y el cebo. Debe también tenerse en
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cuenta las diferencias entre los sistemas de alimentacion para el engorde de terneros
americano y europeo, lo que no permite una extrapolacion directa de los resultados.

5.4.- Efectos en cabras lecheras

Salama et al. (2002b) estudiaron los efectos de la suplementacion con malato (3.2 g
malato/kgMS de racidn) sobre la produccion y composicion de leche en cabras lecheras
durante toda la lactacion, no observando diferencias entre tratamientos. La principal causa
atribuida a la falta de efecto fue el elevado contenido en malato de la racion base (8.1 g
malato/kgMS) que contenia una importante cantidad de heno y granulado de alfalfa.

De una forma general los autores concluyen que debe tenerse en cuenta los
contenidos en malato de la raciéon y que, en particular, todas las leguminosas contienen
importantes cantidades de 4cido malico, por lo que los efectos esperados se veran
minimizados en estos casos. Por el contrario, el interés de los dcidos orgénicos es mayor en
las raciones a base de gramineas y con elevado aporte de concentrado, lo cual resulta
frecuente en determinados sistemas de produccion de caprino.

5.5.- Efectos en corderos de engorde

Algunos de los resultados mas positivos del empleo del acido malico se han
obtenido en corderos en cebo en las condiciones espafiolas. Los primeros resultados
publicados por Garin et al. (2000) indicaron una mejora del indice de conversion del
pienso al utilizar una mezcla de levaduras y malato sodico. La respuesta fue mas elevada a
dosis moderadas del producto.

A partir de estos resultados, Flores et al. (2003abc) han estudiado mas
detalladamente los efectos especificos del malato incluido en el concentrado de cebo de
corderos al 0.2%. La suplementacion con malato produjo un aumento de la velocidad de
crecimiento y una mejora del indice de conversion cuando los animales recibieron pienso
granulado, con altos contenidos en maiz o cebada, y paja ad libitum. Los efectos obtenidos
fueron mas marcados para la racion basada en cebada (Cuadro 14), apreciandose cambios
significativos en el pH del rumen, que fue mas elevado, y en las caracteristicas del epitelio
ruminal. De una forma especial, el malato redujo la gravedad de la paraqueratosis ruminal
y aumento el nimero de las papilas ruminales funcionales.

El estudio de la digestibilidad de los piensos, en condiciones ad libitum, indicé
mejoras en la digestibilidad del pienso, y en especial de la fibra, y puso en evidencia el
bajo consumo de paja por los corderos y su incapacidad de modificarlo para compensar los
efectos de la acidosis ruminal (Flores et al., 2003a)

Por el contrario, Cuesta et al. (2003) no han observado efectos positivos de la
suplementacion con malato en corderos en cebo que recibian una racion basada en maiz y
cebada. La diferencia de respuesta obtenida puede atribuirse a las condiciones
experimentales empleadas en los estudios, como son, entre otros, el tipo de racion, la dosis
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de malato y su forma de administracién, que en este Gltimo caso consistio en una Unica
dosis diaria.

Cuadro 14.- Efectos del malato en corderos en cebo intensivo

Ingestion | Ganancia

Autor Caracteristicas Malato - IC
(aio) del pienso Raza (%) plenso de peso (kg/kg)
kg/d) (g/d)

Flores et al. Cebada (66%) | Manchegay 0 0.95 259: 3.8°

(2003bc) Maiz (6%) Lacaune 0.2 0.92 330 2.9°
Maiz (60%) Manchega y 0 0.91° 299 3.3
Mandioca (7%) |Lacaune 0.2 0.84" 307 2.9

Cuesta etal. | Cebada (50%) Merina 0 0.82 292 3.0

(2003) Maiz (30%) 0.4 0.89 308 3.1

*>: Letras distintas indican diferencias significativas a P < 0.05 en la misma experiencia.

Tanto el 4cido fumdrico como el acido malico aparecen en la lista de aditivos cuyo
uso estd permitido en la UE (Directiva 70/524/CEE; N° EC E297 y E296 para el acido
fumaérico y malico, respectivamente). Ambos acidos se encuentran en el grupo de los
denominados ‘conservantes’ y se permite su uso en todos los alimentos destinados a todas
las especies de animales, sin que se indiquen dosis maximas o minimas de uso, ni
restriccion alguna en la edad de los animales a los que van destinados. Es decir, en la
actualidad no existe ningun impedimento legal que restrinja su uso, a pesar de que su
utilizacion como agentes promotores del crecimiento no estd todavia registrada. La
principal limitacion actual es el coste de fabricacion, aunque en algunos paises como Japon
su utilizacion como aditivo resulta economicamente rentable (Asanuma et al., 1999). Una
posible alternativa es combinar estos productos con otros aditivos que presenten acciones
sinérgicas en el tracto digestivo de los animales, como pueden ser los aditivos microbianos
o algunos extractos vegetales.

En resumen, los acidos fumdrico y malico se perfilan como aditivos de uso
potencial en la alimentacion de los rumiantes. Sin embargo, los resultados de los trabajos
realizados hasta la fecha con animales parecen indicar que la respuesta animal a estos
aditivos podria depender de las caracteristicas de la racion, por lo que probablemente solo
sean soOlo efectivos en determinados sistemas de produccion. Por otro lado, tampoco se
conoce claramente cual es su dosis Optima en las diferentes condiciones productivas. Es de
esperar que en los proximos afios se amplie el nimero de trabajos sobre estos dos acidos, o
incluso se investigue el efecto de otros acidos organicos, y que estas experiencias
contribuyan a aportar nueva informacién sobre el tema.
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