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Resumen

El objetivo de este estudio piloto fue evaluar el efecto de acido ferdlico
(AF) sobre el comportamiento productivo y metabolitos en orina en becerros
de destete precoz. Veintinueve becerros fueron distribuidos aleatoriamente
en 4 corrales (2 corrales por tratamiento). Los tratamientos: control y AF (10
ppm kg-1 peso vivo) por 30 dias. Se registraron los pesos de los animales,
se colectaron muestras de orina, al inicio y final de la suplementacién y el
consumodealimentoseregistrédiariamente.Se determinaronlos metabolitos
en orina por HPLC-DAD. No se encontraron efectos en el comportamiento
productivo (p >0.05). No se encontrd presencia de AF, trans-isoferulico ni de
sus conjugados en la orina, solo la excrecién de acido hipurico (AH) aumenté
en el grupo suplementado con AF (282.97ug mL-1) respecto al grupo control
(133pg mL-1). Los resultados sugieren que AF podria ser excretado como AH.

Palabras clave: 4cido ferulico, destete precoz, produccién bovina.

Abstract

This pilot study aimed to evaluate the effect of ferulic acid (FA)
supplementation on the productive performance and some of its metabolites in
the urine of early weaning calves. Twenty nine calves were randomly distributed
in 4 pens (2 pens per treatment). Treatments: control and FA (10 ppm kg-1 live
weight) for 30 days. Animal weights were recorded, urine samples were collected
at the beginning and end of supplementation, and recorded feed intake daily.
The excretion of metabolites in urine was determined by HPLC-DAD. FA did
not show an effect on productive performance (p > 0.05). It was not found the
presence of AF, trans-isoferulic, or its conjugated in the urine; only excretion of
hippuric acid (AH) increased in the group supplemented with AF (282.97ug mL-1)
compared to the control group (133ug mL-1). The results suggest that FA could
be excreted as HA.

Keywords: ferulic acid, early weaning, bovine production.
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INTRODUCCION

El destete precoz es una estrategia que favorece
mantener la condicion corporal de las vacas. Sin
embargo, tiene la desventaja que los becerros destetados
precozmente (30-90 dias de edad) no cubren sus
requerimientos diarios con el pastoreo, por lo que se
recurre a proveerlos con suplementos complementarios
que cubran sus requerimientos nutricionales minimos [1],
[2].

Por otro lado, en la produccién animal se utilizan
algunos promotores del crecimiento para aumentar la
ganancia de peso, mejorar la conversion de alimento y la
calidad de la carne en diferentes etapas del crecimiento
del bovino, pero principalmente en la etapa de finalizacion
en corral [3]. Tal es el caso del uso de compuestos
[-agonistas en la etapa de finalizacién para mejorar los
pardmetros productivos y de calidad de la carne. Sin
embargo, actualmente, en mercados internacionales se
han implementado normativas legales sobre el uso de
[3-agonistas en bovinos por lo que se ha hecho necesario el
investigar alternativas que puedan sustituirlos [4].

Dentro de estas alternativas se esta investigando
al acido ferulico (AF), un compuesto fendlico que se
encuentra principalmente unido a polisacaridos de los
tejidos vegetales, y se ha demostrado que tiene un efecto
promotor de crecimiento en etapas de finalizacién en
cerdos, borregos y ganado bovino [5-8]. Sin embargo,
este efecto no ha sido evaluado en etapas tempranas
del crecimiento de bovinos, por ejemplo, en becerros de
destete precoz.

Ademas, estudios encontrados con respecto a la
digestion y metabolismo del AF son escasos, en su
mayoria realizados en ratas y pocos en rumiantes, donde
basicamente se relacionan con la cinética de excrecion del
compuesto. El mecanismo por el cual el AF es metabolizado
aun no se ha determinado en monogastricos [9-12]. Sin
embargo, en rumiantes se han propuesto diversas rutas
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de conjugacion en el higado que incluyen la formacion de
glucoronidos, sulfatacién y asociacion a acidos benzoicos
[13].

Por lo tanto, debido a la carencia de informacién del
efecto de AF en becerros de destete precoz, el presente
estudio piloto evalué el efecto de la suplementacion del
AF en el desempefio productivo y en los metabolitos en
orina de los becerros en esta etapa de desarrollo bajo
condiciones comerciales.

MATERIAL Y METODOS
Diseino experimental

El trabajo experimental se llevd a cabo en las
instalaciones y corrales del Rancho “La Porchefa”,
localizado a una altitud de 449 m sobre el nivel del
mar, latitud 28° 58' 31.44" N y longitud 109° 23' 55.17"
W [14]. Los analisis de las muestras se llevaron a cabo
en los laboratorios de Analisis Instrumental, Andlisis de
Alimentos, y en el laboratorio de la Plataforma de Analitica
Instrumental del Centro de Investigacion en Alimentacion
y Desarrollo (CIAD, A.C.).

Se utilizaron 29 becerros machos, destetados de
manera precoz (90 +10 dias de edad) para ser preparados
para su venta. Los animales fueron de cruzas comerciales
con influencia racial 3% de Bos taurus (beefmaster y
simmbra), los cuales se distribuyeron al azar en 4 corrales,
tres de ellos con 7 animales y uno con 8. Todos los
procedimientos relacionados con el manejo de animales se
realizaron dentro de las pautas oficiales mexicanas para el
cuidado de animales que corresponden a la Norma Oficial
Mexicana NOM-051-ZO0-1995 para el trato humanitario
en la movilizacion de animales [15], que involucran el
manejo de animalesy el cuidado de éstos. Los tratamientos
consistieron en un grupo control y un grupo suplementado
con AF (Wakax Laboratorios MINKAB, S.A de CV, Guadalajara
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Jal, México), y fueron asignados completamente al azar
a dos corrales por tratamiento. Los corrales tuvieron una
dimensién 25 x 15 m, para alojar 7-8 animales, con area de
sombreado en cada corral, con comederos y bebederos
amplios. El agua fue proporcionada ad libitum

Dieta

Los animales del grupo control, fueron alimentados
con la dieta basal formulada con base a lo recomendado
por NRC [16] y a los animales del grupo suplementado,
se les alimentd con la dieta basal + Tmg AF kg™ de peso
vivo. El AF se agreg6 diariamente espolvoreando a la dieta
en el momento de ofrecer la porciéon de alimento por la
manana, con el fin de asegurar que todos los animales lo
consumieran. El alimento fue proporcionado con 20 %
adicional al consumo estimado para al peso del animal y
asi asegurar rechazo de alimento.

Los animales fueron alimentados con una dieta de
adaptacion al sistema intensivo por 8 dias, la cual tenia
una relacion forraje:concentrado de 70:30 y fue ofrecida
ad libitum. El forraje fue una combinacién de alfalfa y tazol
de sorgo.

La Tabla 1 muestra la formulacion de la dieta
utilizada en el periodo experimental, con una relacién
forraje:concentrado 40:60 respectivamente y se formuld
para proveer 0.97 Mcal de energia neta de ganancia/ de
alimento y 18.6 % de proteina cruda. En la misma tabla se
muestra el andlisis de la composicion proximal de la dieta,
utilizando para ello los métodos oficiales especificados en
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AOAC [17]. El analisis de la dieta cumple con los valores
de proteina y energia esperados de la formulacion vy
con los requerimientos de NRC [16]. Durante la etapa de
experimentacion la dieta fue proporcionada ad libitum
durante 30 dias.

Tabla 1. Ingredientes (kg ton™') y composicion quimica
(%) de la dieta formulada, para becerros destetados

precozmente.
T ngredientes | _(gton’) |
Alfalfa deshidratada 300
Paja de sorgo deshidratada 100
Harinolina 150
Maiz quebrado 320
Melaza 40
Pasta de Soya 80

Sal
Premix*premezcla minerales
Composicion calculada (%)

Materia seca 88.06
Proteina cruda 18.62
Energia ‘Metabolizable Neta de 0.97
Ganancia (Mcal/kg)

Composicion analizada (%)

Materia seca 86.06
Proteina cruda 18.60
Grasas totales 3.95
Cenizas 8.70
Energia Metabolizable Neta de 0.89

Ganancia (Mcal/kg)

* Premezcla Minerales: VIMIFOS’ (Mezcla balanceada
de minerales: Calcio, Fésforo, Potasio, Sodio, Cloro, Azufre,
Hierro, Zinc, Yodo, Magnesio, Cobre)
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Comportamiento productivo

Los becerros fueron pesados
individualmente al inicio y final
del periodo experimental en
una bascula Revuelta® (Torreon,
Coahuila, México). La ganancia
diaria de peso se obtuvo mediante
la diferencia entre el peso final y
el inicial, divididos entre los dias
de experimentacion (30 dias). El
consumo de alimento diario en los
becerros se determiné por diferencia
entre el peso del alimento ofrecido y el
rechazado. La conversién de alimento se
calculé dividiendo el consumo de alimento
promedio diario entre la ganancia de peso
promedio diaria para cada uno de los corrales.

Recoleccion de muestras orina

Las muestras de orina fueron recolectadas en cinco
animales en estado basal (inicio del experimento) de los
4 corrales y a los 30 dias de experimentacién, a la misma
hora, se recolectaron orina de dos animales para el grupo
control uno por corral, y de 4 animales para el grupo
suplementado dos por corral, debido a que el sistema de
produccion no fue modificado, esto condiciond el nimero
de muestra. La toma de muestra final se realizé entre las 8
y 9 h después de la suplementacidn con AF. La obtencion
de la muestra de orina se hizo estimulando los musculos
que circundan el area genital utilizando un recipiente
de plastico, posteriormente la orina fue filtrada usando
discos Durapore® con tamafio de membrana de 0.22 um
y transferida a tubos criogénicos. Las muestras de orina
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fueron trasportadas en recipientes
con hielo a las instalaciones de
CIADy se congelaron a-70° C para
" su posterior andlisis.

| Determinaciones de

1 metabolitos en orina
y
y En el andlisis por HPLC-

DAD se utilizd un sistema
cromatografico de alta
resolucion Agilent de la Serie

1100 conformado por un
degasificador, bomba cuaternaria,
auto muestreador y un detector de

arreglo de diodos. La columna utilizada

fue Supelco Nucleosil C18 (4.6 x 150 mm x

5 um) [18]. Para la identificacion y cuantificacion

de los compuestos fendlicos se utilizaron estandares de AF,

acido trans-isoferulico y acido hipurico (AH) de la marca
comercial Sigma-Aldrich® (USA).

La cuantificacion de los compuestos identificados se
llevé a cabo utilizando curvas estandar de: 20.36 a 2036
pHg mLT para acido hipurico; de 2 a 100 pg mL™" para acido
ferulico y de 1.96 a 98 ug mL™" para acido trans-isoferulico.
La identificacion de los compuestos en la orina fue
confirmada por andlisis de cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas en un cromatoégrafo de liquidos
de ultra alta presién asociado a un quadrupolo tiempo
de vuelo (UHPL-QTOF) Agilent 6530, con una columna
Supelco Nucleosil C18 4.6 x 150 mm x 5 um. Se utilizaron
los mismos estdndares mencionados anteriormente.
Los compuestos fueron confirmados por el tiempo de
retencidn y masa exacta.
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Analisis estadisticos

Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) para
un disefo completamente al azar, donde el factor principal fue el efecto de
los tratamientos experimentales. Para comportamiento productivo la unidad
experimental fue el corral. Las significancias fueron consideradas a una (p < 0.05)
en el error tipo I. Todos los datos fueron procesados en el paquete estadistico
NCSS version 2007 [19]. Los datos de metabolitos en la orina se reportaron las
medias de los grupos y en forma observacional, ya que no se modificé el sistema
de produccion y esto condicioné el nimero de muestra y limitdndolo para
realizar un andlisis estadistico mas amplio.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se muestra los resultados del comportamiento productivo
que se obtuvieron de los becerros destetados precozmente en los 30 dias de
alimentacién intensiva.

Tabla 2. Comportamiento productivo de becerros
destetados precozmente suplementados con AF.

N TRATAMIENTOS

Peso inicial (kg) 12853 +6.19 131.14+6.41 NS
Peso final (kg) 166.63 +796 173.03+8.23 NS
Ganancia diaria de peso (kg) 1.29 +0.07 1.41 +£0.07 NS
Consumo diario de alimento (kg) 5.77 £0.11 5.94 +0.11 NS
Conversién de alimento 454+0.13 427 +£0.13 NS

Los datos representan la media = el error estandar en kg. Animales: control
n=15/n=14 acido ferulico (AF); NS: no significativo (P>0.05).

El peso inicial de los becerros destetados estuvo dentro del intervalo rango
de 93.5y 189 kg donde la media de los tratamientos fue de 128.5 £ 6.19 kg para
el control y de 131.15 + 6.41 kg para el grupo suplementado. No se presentaron
diferencias (p = 0.05) entre el peso inicial de los tratamientos, lo que indica que
los animales fueron correctamente aleatorizados desde el inicio de la prueba.
El peso final se mantuvo con una media de 166.6 + 7.96 kg en el tratamiento
control y 173 + 8.23 kg en el tratamiento con AF. Los becerros suplementados
con AF incrementaron su peso final en un 10 % respecto al grupo control,
aunque este efecto no fue significativo (p > 0.05). Tampoco se encontrd
efecto significativo (p > 0.05) en la ganancia diaria de peso, en el consumo
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de alimento y en la conversién alimenticia del grupo de
animales suplementado con AF respecto al grupo control.
En relaciéon a la conversion alimenticia, considerada un
pardmetro importante del comportamiento productivo
porque relaciona la ganancia de peso con el consumo,
los becerros suplementados mostraron conversion 9.4
% menor que el tratamiento control. Esto se traduce en
que los becerros suplementados requirieron 9.4 % menos
alimento para ganar 1 kg de peso, lo cual es una mejora
desde el punto de vista productivo por el impacto que
representa en la disminucion de los costos y del tiempo de
alimentacién de los animales, aumentando el margen de
ganancia.

Conrespecto a la respuesta del AF sobre el desempeiio
productivo en rumiantes existen pocos reportes. Soberén
et al. (2012) [11] llevaron un periodo de suplementacién
de solo 5 dias, periodo muy corto para presentar efectos
en parametros productivos como la ganancia de peso y
la conversidn alimentaria y en etapa de finalizacion. Otros
autores realizaron sus estudios en etapa finalizacién,
sin embargo, en diferente especie y un periodo de
suplementacién similar (30-34 dias) [6],[7]. Macias-Cruz et
al. (2014) [7] suplementaron corderos con 10 ppm de AF
por 34 dias, sin embargo, el AF no mostré tener efectos en
ganancia diaria de peso, conversion alimenticiay consumo
de alimento. En cuanto al estudio de Pena-Torres (2014)
[6] solo encontré efecto (p < 0.05) en ganancia diaria de
peso en vaquillas suplementadas con 10 ppm de AF pero
no mostré efecto (p = 0.05) sobre el consumo y conversion
alimenticia. De tal manera que los parametros productivos
reportados no presentaron diferencias consistentes al
término de la alimentacion, coincidiendo sus resultados
con los del presente estudio. Es importante considerar
que, en etapas tempranas del crecimiento, los becerros
tienden a desarrollar la forma y la estructura 6sea, dando
como resultado un crecimiento muy acelerado, mientras
que en la etapa de finalizacion los animales incrementan
principalmente el desarrollo de musculo y deposiciéon de
grasa [20]. Debido a los pocos reportes y diferencias en
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condiciones experimentales en las que se han realizado,
es que se requiere de mayor investigacion de los posibles
impactos del AF en las diferentes etapas de produccion y
especies utilizadas.

La presencia de los metabolitos del AF en orina
evaluados fueron el acido ferulico, trans-isoferulico y
el acido hipurico. No se encontré la presencia de acido
ferdlico ni de su conjugado trans-isoferdlico en las
muestras analizadas a pesar de la sensibilidad del método
y del periodo de suplementacién (30 dias). Estos resultados
contrastan con otro estudio, donde se encontré AF en
su forma libre en la orina de borregos 5 h después de la
administracion de 3, 6, y 9 g de AF dia™. De ahi que, las
diferencias entre los resultados pueden deberse a la dosis
administrada (10 mg kg™ de peso vivo vs 3, 6, 9 dia'), asi
como al tiempo trascurrido entre la administracion y la
toma de muestra (8-9 h vs 5 h) donde ambos factores tienen
un efecto sobre la excrecidn y la velocidad de desaparicién
del AF en orina [11].

En estudios llevados a cabo enratas, el AF administrado
de manera oral no es detectable después de los 30 min de
su administracion, demostrando que el acido ferdlico tiene
una tasa de desaparicién muy rapida y un periodo de vida
media muy corto en un organismo monogastrico [21]. Por
otra parte, la cinética del AF en el organismo de rumiantes
fue analizada en vacas lecheras, donde observaron que
el AF incrementa la excreciéon en orina 45 min después
de la dosificacién y que a partir de las 2.5 h los niveles
disminuyeron hasta llegar a los normales en un plazo
maximo de 13 h. Esto bajo condiciones experimentales, de
dosis altas de AF y un periodo corto [12]. Los resultados
mencionados contrastan con los obtenidos en el presente
estudio, donde 9 h después de la dosis los compuestos (AF
y acido trans-isoferulico) no estaban presentes en la orina
de los becerros suplementados por treinta dias con 10
ppm AF y bajo condiciones comerciales.
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En cuanto al acido hipurico (AH), las medias de los
niveles detectados y cuantificados al inicio (dia cero) y
final (dia treinta) en las muestras de orina de los becerros
destetados precozmente del grupo control se muestran en
laFigura 1.La media de las concentraciones en los animales
al inicio de la alimentacién presenté valores superiores a
400 ug mL' cuando los animales eran alimentados con la
dieta de adaptacién (70 % forraje). En la misma figura se
presenta la media de las concentraciones de AH después
de 30 dias con la dieta experimental (40% forraje) donde
estos valores disminuyeron a 133 pg mL' se observa que
los animales que estaban siendo alimentados con mayor
proporcion de forraje excretaban mas AH en la orina que
los animales con una dieta con baja proporcién de forraje,
sugiriendo que existe una relacién entre la cantidad de
forraje y la excrecion de AH en la orina.

600+
i -T—
E
2 400 -1
o
L5 ]
=
2
T 200+
3
L
0 T T
Cl CF AF
——]
30 dias

Figura 1. Concentraciones de acido hipurico en la orina
de becerros destetados precozmente del grupo control
inicial (dia 0) N= 5, control final (dia 30) N=2y grupo
suplementado con acido ferulico (1 mg kg™ peso vivo/
dia) (N=4).

Araceli Pinelli-Saavedra et al.: Acido ferdlico en el comportamiento productivoy..

Estos cambios en la concentracién de acido hipurico
en la orina de rumiantes pudieran estar asociados con la
madurez y proporcion de los forrajes de la dieta, ya que
los pastos presentan una menor cantidad de compuestos
fendlicos a medida que maduran, mientras que aumenta
las concentraciones de lignina provocando que disminuya
la solubilidad, degradabilidad y disponibilidad de los
compuestos fendlicos y sugiere asi que disminuye la
formacion y excrecion de AH [22], [23]. Estos reportes
coinciden con lo sucedido en los becerros utilizados en
este estudio, que se les formuld una dieta la cual contenia
40 % de forraje deshidratado, dando como resultado que
la producciéon de AH disminuyé debido a la proporcion
de forraje en la dieta y la poca disponibilidad de los
compuestos fenolicos.

Por otro lado, es importante hacer notar que los
animales cuando fueron suplementados con AF durante
el periodo de alimentacion intensiva (40:60 forraje:
concentrado) revirtieron la respuesta y se encontré mayor
excrecion de AH en la orina en comparacién a los becerros
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del grupo control (Figura 1). También se observa que los
animales suplementados con AF presentan niveles de
excrecion de 4cido hipurico en orina superiores (282.97 ug
mL") con respecto a los animales del grupo control (133.0
pg mLT), lo cual siendo el AF un compuesto fendlico con
un anillo aromatico y a su vez siendo un precursor del
acido 3-fenilpropiénico, podria incrementar la excrecién
del acido hipurico en la orina de los rumiantes. Estas
observaciones indican que el acido ferulico suplementado
en la dieta aumenta la produccién de AH y este metabolito
sea una de las rutas en las que AF es metabolizado y
excretado en los rumiantes como se ha reportado en otros
trabajos [13], [22].

Como se menciond anteriormente, la excrecion
de acido hipurico esta directamente relacionada con
la concentracién de acidos fendlicos en la dieta. Sin
embargo, la disponibilidad de estos compuestos fendlicos
y la capacidad de los microorganismos del rumen para
degradarlos tiene un papel importante en el metabolismo
y excrecién en forma de AH [24]. Por lo que, en el presente
estudio, los animales a los que se les suplementé el AF libre
en la dieta con proporciones bajas de forraje mostraron
mayor excrecion de AH, lo que apunta a la relacion entre la
cantidad y disponibilidad de los compuestos fendlicos en
la dieta y la excrecién de AH.

Por otro lado, que aumente la excrecion de AH puede
contribuir a la reduccién, como inhibidor natural, de las
emisiones de N,O (6xido nitroso) con la manipulacion
de la dieta de los animales lo cual se puede traducir en
beneficios en la reduccién de la contaminacién ambiental
derivada de la produccion de ganado [25-27].

CONCLUSIONES
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Nuestros resultados preliminares, en este estudio piloto
mostraron que no hubo efecto en el comportamiento
productivo. Por otro lado, a pesar de incluir un nimero
bajo de animales se pudo observar que las concentraciones
mayores de AH en la orina de los becerros del grupo
suplementado con AF, confirma que el AF es metabolizado
y excretado por medio de este compuesto. No se detectd
la presencia de acido fertlico en su forma libre y trans-iso-
ferulico en la orina de becerros suplementados con AF. Por
lo que, es necesario con base en estos datos preliminares
continuar con la investigacion de los posibles impactos
del AF en las diferentes etapas de desarrollo y la cinética
de los metabolitos evaluados sobre todo su relacién con
AH, metabolito relacionado con la reduccién de emisiones
NO.,.
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