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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la adicion de una
enzima fibrolitica exégena comercial con principal actividad xilanolitica sobre la
desaparicion in sacco de sorgo alfalfa, rastrojo y una dieta integral para
finalizacion de rumiantes y la adiciéon de 0.0, 2.0 y 3.0 g kg* de la enzima. Se
empled una vaca Holstein canulada en rumen la cual, fue alimentada con una
dieta constituida con 75 % de forraje y 25 % de concentrado, sorgo, alfalfa y
rastrojo de maiz. El analisis de datos se realizd6 mediante un disefio
completamente al azar. La desaparicion in sacco de sorgo alfalfa, rastrojo y una
dieta integral no se afecté por la accion del extracto enzimético exdégeno
xilanolitico comercial (p>0.05). De la misma forma, no se encontraron cambios
significativos (p>0.05) en el pH ruminal a las 12 horas de incubacion. La
concentracion de &cido acético mostro mayor cantidad con la adicién de 3 g de
extracto enzimatico xilanolitico en comparacion con la dosis de 0 g de inclusion
(58.44 vs 49.95), el acido propionico y butirico no tienen diferencias estadisticas
(p>0.05). Con lo cual se puede concluir, que la desaparicion in sacco de la FDN y
FDA no se afectd por la accion del extracto enzimético exdgeno xilanolitico
comercial, ademas, no se afectd el pH, concentraciones de &cidos grasos

volatiles, en dietas en finalizacion de rumiantes.
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1. INTRODUCCION

La demanda de alimentos con alto valor biologico de origen animal como leche
y carne para consumo humano, ha ido en incremento debido al crecimiento
exponencial de la poblacién, por lo cual, se busca un mejor abastecimiento y que
éste sea de calidad y producido de forma sustentable, esta situacion aunado a la
competencia indirecta (humano-animal) por los granos; por otra parte la
disponibilidad de granos y forrajes de buena calidad para el ganado es deficitaria,
por lo cual, los productores y especialistas en rumiantes deben optimizar el
empleo de los recursos disponibles y mejorar la alimentacion con el propdsito de
incrementar la eficiencia en la produccién animal. Ya que los sistemas de
produccién de rumiantes se han visto afectados por los incrementos en el precio
de insumos para la elaboracién de alimentos, ya que en confinamientos se les
proporciona una dieta, elaborada con forraje y granos (rastrojo de maiz, melaza,

maiz, sorgo, entre otros; (Macedo y Castellanos, 2004).

El incremento en costo de los insumos empleados en la alimentacién de
rumiantes ha hecho que las ganancias econdmicas para los productores sean
reducidas, lo que ocasiona la disminucion y cierre de unidades de produccion
(FAO, 2010). Ya que en condiciones de produccion intensiva los rumiantes son
alimentados con dietas altas en concentrados (granos) que van del 60 a 95 %,
donde los principales cereales para la finalizacibn son maiz y sorgo (Mendoza y
Ricalde, 1995).

En el caso de los rumiantes que son capaces de aprovechar los nutrimentos
de la fibra de los forrajes, debido a los microorganismos existentes en el reticulo-
rumen que producen enzimas degradadoras de los componentes de la pared
celular, fermentandolos a carbohidratos facilmente disponibles (van Soest, 1994;
Zinn y Ware, 2002, Sanchez et al., 2012). Dentro de estas fibras, se encuentran
los esquilmos o subproductos agricolas que son el remanente vegetal post
cosecha (SAGARPA, 2012; Mendoza y Ricalde, 2015), siendo un insumo con



poco valor nutritivo, debido a su baja digestibilidad de la materia seca, contenido

de nitrégeno y minerales (Fuentes et al., 2001, Mendoza et al., 2008).

Por lo cual estos subproductos agricolas tienen el potencial para la
alimentacion de rumiantes, aunque existe la desventaja que estos productos son
altamente lignificados, lo cual impide o limita el que se ofrezca en altas cantidades
en la racién debido a la baja degradacion en condiciones ruminales, motivo por el
cual es necesario buscar alternativas de alimentacion animal, implementar
técnicas que ayuden a disminuir los costos de produccién, y mejoraren las
condiciones nutricionales de los rumiantes (Mejia et al., 2011). Una alternativa
importante puede ser el empleo de enzimas fibroliticas exdgenas que incrementen
el aprovechamiento de los forrajes, estas enzimas son productos de
microorganismos como bacterias (Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus, L.
plantarum y Streptococcus faecium) y hongos (Aspergillus oryzae, Trichoderma

reesei y Saccharomyces cervisiae) (McAllister et al., 2001).

Existen pocas investigaciones con el uso de forrajes de baja calidad como
el rastrojo de maiz y la adicibn de enzimas fibroliticas, las cuales observan
resultados diversos en las variables estudiadas (Tirado-Estrada et al., 2001;
Yescas et al. 2004). Aunque al emplear forrajes de calidad como los ensilados de
maiz, cebada, alfalfa y cafia de azlcar, incrementa la digestibilidad de la fibra por
la adicién de enzimas fibroliticas (Krause et al., 1998; Lewis et al., 1996; Yang et
al., 1999; Pinos, 1999; Gomez, 2003; Wallas et al., 2001; Valdés et al., 2014).






2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas de la produccién rumiantes en México

Los pequefios rumiantes como los ovinos tienen una alta capacidad de adaptacion
a diferentes altitudes, climas y relieves, por lo que su crianza se encuentra
presente en todo el mundo (Garibaldi, 2018). Esta actividad es de relevancia e
importancia para los paises subdesarrollados ya que infiere en la generacion de
empleos, ademas de ser fuente de ingresos y abastecen a las comunidades
(Herrero et al., 2013). Sin embargo, la mayoria de los sistemas productivos de
carne de pequefios rumiantes en México se encuentran restringidos al sector
social de medianos o bajos ingresos; ademas de considerarse como una actividad
secundaria, por lo que el mercado nacional tiende a ser abasteciendo de forma
insuficiente y con animales de muy baja calidad (desecho), presentando
deficiencias competitivas con paises industrializados (Duarte et al., 1996; de la
Pefia et al., 2009).

Es por ello que se han buscado estrategias gubernamentales cuya intencion
es mejorar los ciclos de producciéon de rumiantes mediante el posicionarse en una
actividad competitiva y rentable (Chauvet, 1999; Castillo et al., 2014),
obteniéndose un incremento en la produccion de carne de rumiante de hasta 13
veces en 10 afios (2007-2017; SIAP, 2017) siendo la carne de res la que presenta
una tasa de crecimiento mayor a las demas (1.8% anual; FIRA, 2017).

Con la implementacion de estas estrategias y el incremento de la produccion
de carne de rumiantes en México han logrado reducir la importacion de carne de
bovino (del Moral y Murillo, 2015) y cordero (Partida et al., 2013), aunque todavia
se reporta importacién de estas carnes impactando de forma negativa la balanza
econdmica nacional (SAGARPA, 2008) y a los ovinocultores nacionales ya que la
carne de cordero importada tiende a ser mas barata que la carne nacional
(Martinez et al., 2010; del Moral y Murillo, 2015). En este sentido, las estimaciones

hacia 2021 sefialan un crecimiento de la ganaderia bovina nacional pero con un



crecimiento mayor de las importaciones, situacion que puede trasladarse también
a la carne de ovinos (Carrera et al., 2015).

Por lo cual, es importante mejorar los sistemas de produccion para asi poder
hacerle frente al déficit de carne nacional (Gongora et al., 2010; Hernandez et al.,
2011), dentro de estas mejoras, las tecnologias nutricionales pueden incrementar
el rendimiento productivo animal, disminuyendo los ciclos de produccion o los

costos (Bouwman et al., 2005).

2.2. Sistemas productivos de rumiantes y sus caracteristicas

La clasificacion de los sistemas productivos de rumiantes son dadas en
relacion al producto final, la extension de la cual son dependientes para realizar la
produccion, la zona en la que se encuentra la unidad de produccion y su nivel
productivo (Valerio et al., 2009; Carrera et al., 2015). En cuanto al producto final,
para pequefios rumiantes como los ovinos, existen los sistemas productores de
lana (Purvis y Franklin, 2005), los asociados a produccion de leche (Barillet et al.,
2005; Marnet y Komara, 2008) y los productores de carne (Chauvet, 1999;
Mendoza et al., 2007).

En cuanto a la extension necesaria para mantener la produccion y el nivel de
produccién, por lo cual o han clasificado en extensivos, semi-intensivos e

intensivos (Cuadro 1; Hernandez et al., 2011).

Los sistemas intensivos no necesitan de una extension de territorio grande
ya que existe la posibilidad de estabular a los corderos reduciendo el espacio
necesario y disminuyendo impactos ambientales. A cargo de los sistemas
intensivos la engorda de corderos para carne tiene un tiempo de finalizacién corto
y tiene la ventaja de mantener a los corderos confinados donde no tienen que
gastar energia para obtener su alimento por lo que tienen un rapido retorno

econémico (Joy & Bernue, 2014).



En cuanto a su tecnificacion, algunos de estos sistemas han optado por
invertir en instalaciones adecuadas, tecnologias reproductivas y nutricionales para
incrementar la produccion, se han caracterizado por una alta inversion en
infraestructura y equipo (Mufoz-Osorio et al., 2007). En cuanto a su alimentacion,
se utilizan bajos porcentajes de fibra y cantidades elevadas de cereales con el
objetivo de incrementar el nivel productivo y acelerar el retorno econdmico
(Mendoza et al., 2017). La base de esta intensidad productiva se encuentra en
estrecha relacion con la composicion de la dieta ya que, este aumento en la
inclusién de almidones elevan los niveles de energia y se obtiene ganancias de
peso mayores que sistemas asociados a forrajes (Seré y Steinfeld, 1996),
finalizando los animales es este tipo de sistema en aproximadamente 90 dias
(Armero & Falagan 2015).

Algunos sistemas productivos que utilizan forrajes como principal alimento
han buscado suplementar con cereales o concentrados a los corderos con los que
cuentan, buscando incrementar la produccion sin embargo, en la mayoria de los
casos no esta formulados de forma correcta (Corona et al., 2014). Esta estrategia
de optimizar los forrajes y administrar raciones que suplementen las deficiencias
energéticas, podrian mejorar la produccion de ovinos (Géngora-Pérez et al.,
2010). A pesar de los beneficios econdmicos del sistema intensivo, la mayoria de
los ganaderos no ingresan a este sistema de produccién debido a los costos en
instalaciones y alimentacién necesarios y optan por producir dentro de sistemas

de produccién con menor inversion.

Los sistemas extensivos son aplicados a praderas en las que los rumiantes
suelen alimentarse durante un periodo de tiempo prolongado y en donde la
mayoria del forraje nativo puede ser de regular a mala calidad nutricional teniendo
aportes nutricionales variables durante las diferentes épocas del afio (Dunn et al.,
2010). Estos sistemas necesitan en la mayoria de los casos una amplia extension
de terreno y derivado de la baja inversion en alimento son los mas utilizados a

nivel global (Golding et al., 2011; Hernandez et al.,, 2011), ademas de que no



requieren una inversion elevada en infraestructura y maquinaria (Beker et al.,
2009).

De forma semejante al mundo, en México, los sistemas de produccion de
ovinos utilizan de forma mayoritaria el sistema extensivo. Sin embargo, una de las
grandes desventajas de estos sistemas es el elevado gasto de energia de los
ovinos que representa el caminar durante largos periodos y la baja
biodisponibilidad energética que aportan los forrajes que consumen, lo cual lo
encasilla como el sistema mas bajo en cuanto a productividad comparado con los
sistemas intensivos y con el pastoreo rotativo (Rojas et al., 2011; Carrera et al.,
2015). La practica de este sistema suele realizarse sin controles de carga animal y
sin utilizar limitaciones de espacio de las praderas por lo que, se alteran las
condiciones de la pradera, impactando de forma negativa la regeneracion del
forraje (Molina et al., 2013).

Una de las principales causas del agotamiento de los pastizales es la
homogenizacion de las especies vegetales que no son preferidas por los corderos
(Dunn et al., 2010) y el agotamiento de las especies que suelen elegir sin
permitirles un tiempo de reproduccién y recuperacion (Cingolani et al., 2005).
Existen reportes donde se confirma que el sobrepastoreo reduce la biomasa
disponible afectando los aportes de los forrajes a la dieta de los corderos (Herrera
et al., 2011). Por lo cual, la blusqueda de controles de las praderas que eviten la
perdida de biomasa vegetal y disminuyan el impacto ambiental secundario a la

produccién son de amplio interés.

El pastoreo rotativo puede disminuir el deterioro de la pradera y optimiza el
forraje disponible en ella (Taboada & Micucci, 2009), ya que, utiliza un medio
controlado donde se permite recuperar el forraje de una pradera, es utilizado en
unidades de produccion que cuentan con poco espacio por lo que, el terreno es
dividido en praderas pequefias que son sembradas con pastos forrajeros en los

gue los corderos son rotados de forma continua en cada pradera cada



determinado tiempo, lo cual depende de la carga animal y el tipo de forraje
sembrado, obteniendo un tiempo de reposos en el cual la pradera puede
recuperarse (Briske et al., 2008;Taboada & Micucci, 2009).

El uso de tecnologias forrajeras puede incrementar el rendimiento productivo
de la pradera y aportar mayor cantidad y calidad de nutrientes para los corderos
gue se encuentran pastoreando (Pearce et al., 2008). Existen evidencias donde
praderas mejoradas sembradas con rye grass perene (Lolium perenne) y trébol
blanco (Trifolium repens) tienen mayor rendimiento productivo, un mayor
crecimiento estacional y mas tolerancia al pastoreo (Waghorn y Clark, 2004; Grace
et al., 2018). Se ha comprobado que el mejoramiento de las praderas con pastos
forrajeros y leguminosas ha incrementado el rendimiento de corderos destetados
(Golding et al., 2011) y se calculan incrementos en la produccién de carne y leche

por la gestion de forrajes mejorados (Argel, 2006).

Los factores que afectan el desarrollo de la biomasa y promueven la
homogenizacion de especies son de forma principal la carga animal y la intensidad
de pastoreo (Barth et al., 2014). La biomasa es la cantidad total de especies
vegetales en una pradera en tiempo determinado la cual esta influenciada por el
crecimiento de la planta, la precipitacion pluvial o riego, el clima en donde se
encuentra la pradera y la tolerancia al pastoreo que tiene cada forraje (Wise &
Abrahamson, 2007). En la mayoria de las situaciones donde se utiliza pastoreo
extensivo o trashumante se ha reportado disminucion de la biodiversidad y perdida
de especies vegetales hasta causar desertificacion (Ji et al., 2005). Algunos de los
motivos reportados que podrian ser causa de desertificacidon secundaria al
pastoreo son una gran cantidad de animales pastoriles alimentandose en las
praderas y compactando el suelo mediante el pisoteo, defoliacion excesiva y
deposiciones de heces y orina que afecta los microorganismos del suelo alterando
los nutrientes (Devi et al., 2014; Li et al., 2015).



Por otra parte, la defoliacidbn excesiva de las plantas y vegetales en las
praderas afecta fisiolégicamente las plantas por la disminucion de tejido vegetal
presente en cada planta, circunstancia que disminuye la fotosintesis activandose
el proceso de regeneracion de tejido y por consecuente la planta se adecua a un
ambiente de estrés y de adaptacion a la defoliacién (Peng et al., 2007). Por estas
razones, la carga animal es uno de los factores mas importantes a controlar para
obtener un buen manejo de la pradera, esto con el fin de que los recursos
forrajeros no se deterioren y el sistema pueda perdurar (Guzman et al., 2017). En
sistemas donde la intensidad del pastoreo es alta han observado afectaciones en
el comportamiento reproductivo de las plantas, lo cual ha afectado la biomasa de
la pradera y disminuye la cantidad de forraje en la proxima estacion de pastoreo
(Barth et al., 2014); sin embargo, en ocasiones donde las praderas son manejadas
correctamente el pastoreo aumenta la cantidad de biomasa debido a un mayor
aporte de materia organica proveniente de las heces de los borregos (Jerrentrup et
al., 2015).

Para esto se debe establecer el nUmero de animales que pueden alimentar
una pradera sin afectar sus condiciones de regeneraciéon (Animut et al., 2005).
Una de las formas de determinar la carga animal de una pradera, se ha
categorizado las especies pastoriles en unidades animales, cada unidad animal
equivale a un bovino de 450 kg y su cria por hectarea de pradera, como se

muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Equivalencias de unidad animal para diferentes especies.

Ganado Unidad Animal
Bovino 450 kg y su cria 1.00
Toro adulto mayor de 2 afios 1.25
Oveja con cria 0.20
Cabra con cria 0.17
Semental 0.12

(Adaptado: Villalta et al., 2016; Guaman et al., 2017)



El caso de los ovinos, son cinco ovejas con su cria los que representa una carga

animal.

La calidad de los forrajes se relaciona con el contenido de nutrientes y su
digestibilidad. Asimismo, la cantidad y la calidad de los forrajes se pueden ver
afectado por las fluctuaciones ambientales que pueden modificar la morfologia y
tasa de desarrollo (Ramirez, 2003). Han encontrado que los forrajes templados
tienen un mayor contenido de PC, FDN y mayor degradacién que los forrajes
tropicales (Cuadro 2).

Cuadro 2. Contenido de PC y FDN y la degradacion de la MS de forrajes templados y

tropicales.
Forrajes PC FDN DMS Referencia
%

Templados
Alfalfa (Medicago sativa var. Moapa) 20.86 45.82 75.80 Pinos et al. (2002)
Pasto Ballico (Lolium perenne var. 1481 64.22 74.00 Pinos etal. (2002)
American tetraploid)

Tropicales
Leucaena (Leucaena leucocephala) 18.60 34.60 73.23 Kuetal. (1999)
Pasto Estrella (Cynodon nlemfuensis) 8.98 77.04 - Gbémez (2003)
Pasto Estrella (Cynodon nlemfuensis) - - 63.80 Kuetal. (1999)
Cafia de azucar (Saccharum 250 47.14 66.50 Gobmez (2003)
officinarum)
Taiwan (Pennisetum purpureum) 6.79 70.90 67.30 Gbémez (2003)

En el caso del nitrégeno (proteina cruda), es el nutriente que puede influir
mas en la calidad del forraje y la respuesta esté afectada por la especie, dosis y
modo de aplicacion del N, edad de rebrote y factores climaticos entre otros

(Herrera, 1985). Cuando los suelos van de baja a mediana fertilidad la carga

10



animal posible es de 0.2 a 2.0 animales por ha' para pastos nativos y para
gramineas introducidas las cargas animales pueden ir de 1 a 2 animales ha?;
asimismo al ser fertilizados pueden mantener de 2 a 4 animales por ha! y con

altas dosis de fertilizante y riego de 4 a 8 animales por ha'* (Trujillo, 1980).

Uno de los factores para establecer el adecuado manejo del pastizal lo
constituye la carga animal, es decir el nUmero de animales por hectarea que
soporta un pastizal en un periodo de tiempo. Para definir la tasa de carga optima
deben tomarse en cuenta parametros entre los cuales estan la tasa de crecimiento
de los forrajes, la accesibilidad del forraje para el animal, el valor nutritivo y la
composicién botanica. La carga animal afecta la cobertura, persistencia y
estabilidad de la pastura; el adecuado manejo de la pastura no solo preserva al
pastizal de la degradacién, sino que también puede considerarse un factor
determinante para incrementar la produccion primaria y consecuentemente
incrementar la produccion animal. El incremento de carga es beneficioso siempre
y cuando se esté pastoreando dentro de la 6ptima presion de pastoreo (Entrena et
al., 1998).

En las regiones tropicales han realizado diversos estudios sobre la carga
animal con forrajes; donde han observado que, si existe una alta disponibilidad de
MS del pasto cuando son fertilizados y mantenidos bajo riego durante todo el afio,
las ganancias de peso pueden ser mantenidas, aunque se incremente la carga
animal de 4 a 8 animales ha, con ganancia de peso de 560 y 570 g dia? en
novillas pastoreadas en pasto pangola (Digitaria decumbes Stent) (Zamora et al.,
1985). En la produccién de leche en vacas de doble propdsito manejadas en
pasturas asociadas de pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) con matarraton
(Gliricidia sepium) y leucaena (Leucaena leucocephala), bajo un sistema de
pastoreo rotativo, en unidades de 0.25 ha, delimitadas mediante cercas
electrificadas, con un tiempo de ocupacion de 2 dias y 74 dias de descanso. La
carga animal fue de 2.15 UA hal. La produccién de leche de 1.42 + 0.517 kg
lactancia! 0 2656.20 kg ha!* afio! de leche (Ruiz-Silvera et al., 1999).
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En las regiones templadas de México, han observado que en praderas de
ballico perenne se puede tener una carga animal de 11 a 13 bovinos (2,100 kg de
peso vivo inicial) durante las épocas de primavera y verano; las ganancias diarias
de peso por animal con estas cargas animal han sido de 0.648 a 1.00 kg dia*. En
otofio-invierno, la carga animal que se puede reducirse alrededor de 50 %, debido
a la disminucion en la produccion de forraje en estas estaciones del afio. Estudios
con vacas lecheras Holstein en areas templadas de Meéxico, indican que se
pueden obtener de 3,843 a 4,400 kg de leche por vaca por afio y de 19,000 a
22,000 litros de leche por hectarea por afio, con una carga animal de cinco vacas
por hectarea. Estas producciones se obtuvieron con una utilizacion minima de

granos en la alimentacion diaria de las vacas (2 kg dia!) (Nafiez et al., 2002).

2.3. Estructuray composicion de las paredes celulares de los

forrajes

Los rumiantes dependen para su alimentacion de materiales vegetales fibrosos
(gramineas, leguminosas) como cafia de azucar y rastrojo de maiz, los cuales son
capaces de utilizar, mediante microorganismos ruminales como bacterias,
protozoarios y hongos anaerobicos, esenciales para la digestién y fermentacion de
alimentos fibrosos que de otra manera no podrian ser aprovechadas (Church,
1993).

2.3.1. Pared celular de las plantas

La pared celular de las plantas superiores esta constituida por tres capas: lamina
media, pared primaria y pared secundaria (Figura 1); los integrantes quimicos de
la pared celular primaria, de la secundaria y la lamina media tienen una
determinada organizacion en el espacio, lo que origina dos fases denominadas,
microfibrilar y amorfa, ambas difieren en organizacién de los polimeros y otros

compuestos de menor tamafo (iones y agua principalmente) que la integran. Las
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paredes celulares son quimicamente complejas, pues estan constituidas por una
mezcla de carbohidratos, proteinas, lignina, agua, algunos iones y moléculas
inorganicas y en algunos casos estan presentes otras moléculas como cutina y

suberina (Garcia y Pefia, 1995; Taiz y Zeiger, 2007).

citoplasma

Figura 1. Regiones de la pared celular (PP: pared primaria, PS: pared secundaria
y LM: lamina media (Brett y Waldro, 1990).
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2.4, Componentes de la pared celular

2.4.1. Celulosa

La fase microfibrilar est4d formada por cadenas de celulosa que es un polimero
lineal de unidades de glucosa con enlaces glucosidicos -1,4 (Figura 2) llamado
glucana. En la pared celular un namero variable de cadenas, o moléculas
individuales, de celulosa se unen y forman agregados, dando origen a las
microfibrillas (fase microfibrilar de la pared celular). Las microfibrillas de la celulosa
tienen dos formas de organizacion, la primera es en regiones donde los grupos
hidroxilo (-OH) de los azUcares que las constituyen tienen un arreglo simétrico
preciso (regién cristalina; Figura 2) que le da una resistencia a la tension, y en
regiones menos ordenadas (region para-cristalina, no cristalina o amorfa),
compuesta por moléculas de agua y residuos de polisacaridos no hemicelulésicos,
ubicados en el exterior del eje de simetria de las microfibrillas (Figura 2; Garcia y
Pefla, 1995). En la naturaleza la celulosa se encuentra unida con otros

polisacaridos como xilosa o lignina.

La estructura cristalina de la celulosa estd formada por fibras que son
cadenas apretadas juntas en compactos agregados rodeados por una matriz de
otros constituyentes celulares. Las cadenas de glucosa se unen por enlaces de
hidrégeno entre unidades de azucar y enlaces adyacentes. La conformaciéon de la
celulosa favorece la formacion de enlaces y explica la unién fuerte de la celulosa
con otros componentes celulares que son resistentes a la degradacion biolégica y
la hidrdlisis acida. La digestién de la celulosa depende de la cristalinidad y la
asociacion fisicoquimica con otros compuestos celulares como la lignina que son
resistentes a la digestion (Chaudhry, 1998). La fase amorfa esta formada por dos
grupos de polisacéaridos: las sustancias pécticas y las hemicelulosas; ademas de
proteinas estructurales y cataliticas, compuestos fendlicos, agua y minerales
(Garcia y Peia, 1995; Taiz y Zeiger, 2007).
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Figura 2. Estructura de celulosa. (a) Fragmento de una cadena de celulosa
(Sjostrom, 1981) y (b) representa la region cristalina (micelar) y no cristalina de las
fibrillas de celulosa (Brett y Waldron, 1990).

2.4.2. Pectinas

Son macromoléculas de composicién compleja, con base a la conformacién de su
cadena principal se clasifican en seis tipos de estructura. Esta cadena de las
sustancias pécticas de la pared primaria puede ser un polimero de &acido
poliurénico, y por la abundancia relativa de los residuos de ramnosa, arabinosa y
galactosa en algunas regiones de esta cadena se identifican tres estructuras
quimicas denominadas: ramnogalacturonanas tipo | y Il y homogalacturonanas.
También pueden estar presentes otros tres polimeros: arabinanas, galactanas y
arabinogalactanas, caracterizado por algun tipo de monosacérido (Garcia y Pefa,
1995; Taiz y Zeiger, 2007).
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2.4.3. Hemicelulosa

La hemicelulosa es un carbohidrato de estructura compleja y heterogénea,
formada por diferentes azucares, dentro de los cuales destacan la glucosa, xilosa,
manosa, arabinosa, galactosa y acido galacturdnico. Las hemicelulosas pueden
clasificarse en tres grupos de acuerdo con el monosacarido mas abundante como
la xilanasa, que incluye a las arabinoxilanas y a las xiloglucanas, la mananas que
incluyen a las glucomananas, glucuromananas, entre otras y galactanas en las
gue se encuentran las galactomananas y arabinogalactananas (Garcia y Pefia,
1995; Chaudhry, 1998;).

Las hemicelulosas contribuyen a la plasticidad y porosidad de las paredes
celulares, lo que es relevante para el intercambio de metabolitos y agua entre las
células. Respecto a su interaccion con las otras moléculas de la pared celular las
evidencias experimentales indican que existen complejos pectinas-hemicelulosas,
pectinas-hemicelulosas-proteinas, pectinas-hemicelulasas-proteina-polifenoles vy
celulosa-hemicelulosa. Estos complejos pueden ser estabilizadas por diversos
tipos de interacciones quimicas, pero parece que los puentes de hidrégeno juegan
un papel importante, ya que se ha demostrado que algunas clases de
hemicelulosas forman extensas redes de puentes de hidrogeno entre ellas
mismas, con las substancias pépticas y con las regiones externas, no cristalina, de
las microfibrillas de celulosa, lo que podria repercutir en la plasticidad de las
paredes celulares (Figura 3; Garcia y Pefia, 1995). La digestibilidad de la
hemicelulosa puede estar reducida por lignina. Esto se presenta en plantas en
estado de madurez que contiene acido urénico de la hemicelulosa y compuestos

fendlicos de lignina (Chaudhry, 1998).
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Figura 3. Representacion de los puentes de hidrégeno entre las hemicelulosas y

entre ellas y las microfibrillas de celulosa (Garcia y Pefia, 1995).

2.4.4. Proteinas

La pared celular tiene por lo menos seis tipos de proteinas estructurales y un gran
namero de proteinas cataliticas o enzimas. Entre las proteinas presentes en la
pared celular estdn las extensinas, proteinas ricas en glicina, prolina,
arabinogalactananas, lectinas, tioninas y cisteina. Ademas, existen otras menos
estudiadas como la histidina-triptofano; por otro lado, entre las proteinas cataliticas
se han identificado: peroxidasas, invertasas, a y B-manosidasas, B-glucanasas
(celulasas), arabinosidasas, a y B-galactosidasas, fosfatasas, pectinasas, pectin-
metil-esterasas y malato-deshidrogenasa (Garcia y Pefa, 1995).
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2.4.5. Lignina

Polimero amorfo, formado por monémeros del fenil-propano; los precursores de la
lignina son tres alcoholes arométicos: cumarol, coniferol y sinapol. La lignina se
distribuye entre las microfibrillas de celulosa (Figura 4), incrementando la
resistencia a la tension y la fuerza de compresion de la pared (Garcia y Penia,
1995). La lignina es compuesta de alto peso molecular que le da rigidez a la pared
celular de las plantas y limita la disponibilidad de carbohidratos estructurales a la
accion de microorganismos ruminales (van Soest, 1994). Un factor importante es
que la madurez de plantas incrementa el contenido de lignina dando como
resultado una baja digestibilidad. Ademas de la lignina pueden estar presentes
otros compuestos fendlicos, entre los que se destacan con mayor frecuencia estan
el acido ferulico, el cual se esterifica con la arabinosa y la galactosa constituyendo

parte de los denominados fenoles hidrolizables (Garcia y Pefia, 1995).

AOH

E Lignina
N Hemicelulosa

% Celulosa

= Estructura de la pared celular vegetal = Estructura quimica de la lignina

Figura 4. Conformacion de la pared celular con la lignina

18



2.4.6. Silice

El silice es un compuesto que complementa a la lignina fortaleciendo la rigidez de
la pared celular. Este tiene influencias en el metabolismo de los carbohidratos
promueve la acumulacion de azlcar y baja el contenido de proteina y lignina. En
los pastos el contenido de silice va a depender de la concentracion en el suelo y
su disponibilidad, ademas de la transpiracion y especie de planta. En ocasiones se
presenta una inhibicion en la digestibilidad de la pared celular en algunos forrajes.
En forrajes templados puede disminuir la digestibilidad de la MS de 2 a 3 unidades
por unidad de silice. Asimismo, la digestibilidad de la materia organica disminuye
de 0.5 a 1.5 unidades. Existe una hipotesis que sefiala que el silice puede formar
complejos con los componentes de la pared celular y mediante este mecanismo
disminuir la digestibilidad de la pared celular y afectar la palatabilidad de los

forrajes al ser abrasivos (Van Soest, 1994).

2.5. Fermentacion de alimentos en los rumiantes

2.5.1. Carbohidratos energéticos y estructurales de los vegetales

Dependiente del sistema de produccion en el que estén establecidos, la dieta de
los rumiantes se ha basado en pastos, forrajes y cereales (Argel, 2006). Dentro de
los granos se encuentra presente un carbohidrato que es estrictamente de reserva
energética para el desarrollo de las plantas post germinacién. Este es el almiddn,
el cual puede ser utilizado como energia por las bacterias rumiantes y
dependiendo de la especie de cereal del que provenga presenta diferentes tasas
de digestibilidad ruminal (Allen, 2000; NRC, 2001) y por las caracteristicas de sus
enlaces es mas digestible que los carbohidratos que forman parte de la estructura

vegetal (Avellaneda et al., 2009).

Como ya se menciono la estructuralmente, estos vegetales estan formados

por cadenas de glucosa y enlaces glucosidicos que forman celulosa, una
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agrupacion de polimeros de xilosa llamada hemicelulosa (Avellaneda et al., 2009)
y si son jovenes o maduros (edad fenoldgica) la lignina (Xinxin et al., 2015). Esta
fracciones de fibra son indispensables para que los rumiantes ya que puedan
mantener una salud adecuada (Lu et al., 2005). Al ser ingeridos por los rumiantes,
estos alimentos pasan por un proceso fermentativo que ayuda a digerir forrajes
toscos que no son de importancia para otras especies de mamiferos (Agrawal et
al., 2014). En este proceso, los carbohidratos son degradados a sus respectivos
monomeros Yy la energia liberada es ocupada por los microorganismos ruminales
los cuales, derivado del proceso de fermentacién generan acidos grasos volatiles y
proteina microbiana de los que se pueden nutrir directamente al rumiante (Church,
1993).

La camara fermentativa donde se da este proceso es el rumen, el cual es
indispensable para la degradabilidad de la fibra; el proceso fermentativo se da en
el reticulo-rumen que cuenta con el 75 % de tracto gastrico del rumiante (Church,
1993), donde la degradacion mecanica de los forrajes es fundamental para
incrementar el volumen donde actta la microbiota (Guerin et al., 2006). Ademas,
son involucradas otras tres estructuras (reticulo, rumen y omaso) que fermentan
los alimentos a través de procesos complejos (Romero, 2012). El omaso recibe el
bolo alimenticio proveniente del rumen y lo compacta para extraer el agua y
reabsorberla para llevarlo al abomaso que tiene actividad glandular liberando
enzimas digestivas y absorber los nutrientes de sobrepaso en el duodeno (Clauss
et al., 2016).

2.5.2. Microorganismos ruminales y su papel en la fermentacion

El rumen por si solo, no cuenta con enzimas que puedan hidrolizar las uniones de
glucositos B 1,4 y 1,6 que contienen los carbohidratos estructurales (Galindo et al.,
2017). La degradacion de estos enlaces lo realizan las bacterias, hongos y
protozooarios ruminales (Cuadro 3; Agrawal et al., 2014), que de forma simbidtica
utilizan las fracciones indigestibles de la fibra para obtener energia y genera

productos de desecho que utilizan los rumiantes como nutrientes (Bravo & Wall,
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2016). La adhesién correcta de estos microrganismos a los sustratos beneficia la
hidrolisis de las paredes vegetales y asi la degradacion de los alimentos (Flint et
al., 2012; Chaucheyras-Durand et al., 2015).

Cuadro 3. Principales microorganismos ruminales degradadores de fibra.

Genero Microorganismos

Butyribivrio fibrisolves
Fibrobacter succinogenes

Bacterias
Ruminococcus albus
Ruminococcus flavefasie
Neocallimastix
Hongos Piromyces

Orpinomyces

_ Epidinium
Protozoarios _ .
Diplodinium

Adaptado de White et al (1993)

De los microorganismos presentes en el ambiente ruminal, las bacterias son
la poblacibn méas abundante, al agrupar el mayor porcentaje del microbioma
(Hungate, 2013). Algunas de estas bacterias son especificas en la degradacion de
componentes y por ello pueden clasificarse (Louis y Flint, 2009). Como es el caso
de las bacterias celuloliticas, las cuelas son de importancia para romper los
enlaces de celulosa (Kamra, 2005) sin embargo, algunas de estas bacterias no
pueden romper estructuras de xilano, por lo que pueden hacer sinergia con otros
microorganismos que tienen disponibles hemicelulasas y pectinasas (Flint et al.,
2012). Por su parte, las bacterias amiloliticas como Ruminobacter amylophilus,
son las mas encargadas de la desaparicion del almidén (Pereira et al., 2016). Para
que el proceso de degradacion del almidon se realice se necesita primero de la
accion de enzimas celuloliticas para poder liberar el almidon presente en la

capsula de los granos. Estas bacterias también aportan proteina que puede ser
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utilizada por los rumiantes, situacion que puede disminuir la inclusion de

ingredientes proteicos en la raciones (Wright y Klieve, 2011).

Otros microorganismo importantes en el funcionamiento ruminal son hongos
y levaduras, los cuales, son principales productores de enzimas fibroliticas, por lo
gue suelen predominar en el rumen de animales que consumen raciones con alto
porcentaje de fibra (Belanche et al., 2012). Estos, tienen una elevada proporcion
de enzimas y ademas, por su rizoide se adhieren con gran fuerza al sustrato
acelerando la digestion de particulas fibrosas (Lee et al., 2000). Los organismos
fibroliticos necesitan del funcionamiento digestivo de protozoarios y arqueas
metanogénicas, la cuales en una relacién simbidtica utilizan el hidrogeno que es
liberado de la degradacién de paredes ruminales y lo eliminan junto a otros
productos de desecho (Ishaq et al., 2017). Por esta razén, se suele afectar la
poblacién de estas bacterias cuando se hacen cambios bruscos de racion
(Morgavi et al., 1994), sin embargo, existen reportes de bacterias fibroliticas que
pueden resistir pH acidos que generan dietas alcalinas, los géneros Alternaria ssp
y Mucor spp han sido reportados en cereales y en in6culos ruminales de animales
gue consumen concentrados (Lee et al., 2015). Se ha reportado que el incremento
de protozoarios ruminales ayuda a la depredacion de bacterias fibroliticas

alterando su desarrollo (Morgavi et al., 1994).

Dependiendo del porcentaje de carbohidratos energéticos de las raciones,
los protozoos pueden representar hasta el 50 % de la microbiota ya que estan
implicados en la digestién del almidén (Wright y Klieve, 2011). Con este porcentaje
la poblacién bacteriana del rumen puede disminuir afectando el aporte de proteina
microbiana, por lo que es importante considerar este aspecto al balancear
raciones para finalizacion (Abreu et al.,, 2004). Existen algunas técnicas
encargadas de defaunar de protozoarios a rumiantes con el objetivo de
incrementar la digestibilidad y asi optimizar el aporte de energia y mejorar la
ganancia de peso (Bello y Escobar, 1997). Algunos protozoarios como las

arqueas, a través de unas estructuras con las que cuentan (hidrogenosomas)
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utilizan el hidrogeno y el CO:2 liberados del proceso de fermentacién ruminal y
forman CH4 como desecho, en un proceso de transferencia de hidrégenos que es
determinante para que no se acumule en rumen y tenga consecuencias

desfavorables (Castillo-Gonzélez et al., 2014).

De acuerdo con Pickering et al. (2015) como resultado de este proceso
fermentativo se obtienen principalmente acidos grasos volatiles (AGV; acetato,
propionato y butirato), importantes ya que estos pueden ser transformados en
energia en el higado de los rumiantes y gases secundarios de nula importancia

nutricional como metano (CHa4) y didxido de carbono (CO2).

2.5.3. Acidos grasos volatiles

Derivado del proceso de digestién de los carbohidratos estructurales, se obtienen
gases de deshecho provenientes del proceso fermentativo. Algunos de estos
gases son amoniaco, &cidos organicos (succinato, formato, lactato), algunos
productos de desecho como etanol, diéxido de carbono (COz2), metano (CHa4) y se
obtienen acidos grasos volatiles (Posada y Noguera, 2005). Los acidos grasos
volatiles (AGV) principales son acetato, propionato y butirato y representan hasta
el 80 % de la energia metabolizable del rumiante (Siciliano-Jones y Murphy, 1989),
siendo el propionato el principal precursor de glucosa (DeFrain et al., 2005). Por
su parte, mucho del porcentaje de butirato que se produce es transformado de
forma inmediata en B-hidroxibutirato y es almacenado como energia de reserva en
forma de grasa y algunas células ruminales lo utilizan para obtener energia
(Tagang et al., 2010). Mientras tanto, el acido acético tiene funciones fisiologicas
ya que algunos autores le adjudican propiedades procinéticas gastrointestinales y

ademas puede aportar una parte de la grasa de la leche (Scheppach, 1994).

Cada uno de estos acidos tiene proporciones molares las cuales pueden
variar dependiendo de la racion administrada por ejemplo, se estima que los

corderos que consumen raciones formuladas con alta inclusién de forrajes aportan
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70 % de butirato, 20 % de propionato y 10 % de butirato y los corderos que
consumen concentrados con altos porcentajes de granos 50:35:15,
respectivamente (Remond et al.,, 1995). La absorcién de estos se da 90 % en

rumeny 10 % en omaso e intestino (France y Dijkstra, 2005).

2.6. Uso de los cereales para produccion de pequefios rumiantes

La utilizacion de cereales en la alimentacion de pequefios rumiantes es de
importancia cuando se busca mejorar los rendimientos productivos. En la
actualidad a nivel mundial la demanda de los cereales es ocupada principalmente
por el uso de la industria pecuaria, seguido del consumo humano que es casi
igualado por la industria de produccién de biodiesel (FIRA, 2014a). Ademas de la
saturacion en la utilizacion de los cereales como maiz, se ha reportado una
disminucién en el cultivo de este cereal provocado por el cambio climético, ya que
se ha disminuido la cantidad y calidad de este cereal por ser susceptible a
temperaturas extremas (Gutiérrez et al., 2018). Por lo que el mercado de granos
pude ser afectado por demanda, disponibilidad del producto y estacionalidad del

cultivo.

Ademas del impacto en el precio de los cereales, la saturacion del uso de
estos y el incremento en el costo de produccion y venta (Romero, 2012), se ha
incrementado la crisis alimentaria (FAO, 2015), lo cual incrementa la cantidad de
hambruna en el mundo (Katz et al., 2008). Ademas, el incremento exponencial de
la poblacién, el cambio de uso de suelo de agricola a habitacional, la competencia
humana-animal y la produccion de bioetanol agravan la crisis alimentaria
(Hochman et al., 2014). Por esto, de forma anual se agotan las reservas

mundiales de cereales y se reportan incrementos en los precios (FIRA, 2015).

Aunque su utilizacion mejora la digestibilidad y el aporte de energia
mejorando los rendimientos productivos de bovinos, caprinos y ovinos, es

importante buscar alternativas y estrategias tecnologicas que puedan reducir la
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inclusién de cereales y tengan la capacidad de mantener o mejorar la produccion
(Bargo et al., 2002). En este sentido, la utilizacion de estrategias que mejoren la
digestibilidad de forrajes o incremente sus aportes de energia podria ayudar a
reducir las inclusiones de maiz, sorgo y otros cereales ya que, los rumiantes

pueden obtener nutrientes de los forrajes (Beker et al., 2009; Meale et al., 2013).

2.7. Importancia de los forrajes en la alimentacion de rumiantes

Los forrajes son las partes vegetativas de las gramineas o de las
leguminosas que contienen una alta proporcion de fibra (mas de 30 % de FDN).
Los forrajes son requeridos en la dieta de rumiantes en forma fisica tosca
(particulas de 1 a 2 mm de longitud). Una fuente de fibra en las dietas de
rumiantes son los residuos de cosechas y subproductos agroindustriales de baja
calidad nutritiva, estos residuos son las partes de las plantas que quedan en el
campo después de cosechar el cultivo principal (rastrojo de maiz, paja de
cereales, bagazo de cafia de azUcar entre otros). La forma de ofrecer los forrajes 6
residuos de cosechas puede ser pastoreo, cosechados 6 preservados (ensilados)
y tratados (con productos quimicos, enzimas fibroliticas exdgenas entre otros)
(Wattiaux y Howard, 2001).

La fibra contenida en los forrajes es un nutriente que contribuye al
mantenimiento del funcionamiento ruminal (llenado y estimulo de las
contracciones ruminales) y de las condiciones ruminales (pH), lo cual esta en
funcién de la composicién de la fibra, la degradacion y la forma de presentacion al

ofrecerla (Calsamiglia, 1997).

2.8. Disponibilidad de los forrajes para alimentacion de rumiantes

Las estaciones del afio y las variaciones en el ambiente relacionadas con la
localizacion geografica alteran la calidad de forraje, aun cuando los forrajes se
cosechen en estados morfolégicos similares (Ramirez, 2003). Las gramineas

contienen un mayor contenido de proteina en primavera y al principio de verano,
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épocas en que el crecimiento es mas activo que en el otofio y el invierno
(Morrison, 1985).

Los forrajes son usados extensivamente en las regiones tropicales de
México para la alimentacion del ganado lechero y carne o de doble propdsito.
Estos se caracterizan por contener un alto porcentaje de fibra detergente neutra
(FDN) y un bajo contenido de proteina cruda (PC). Estas caracteristicas quimicas
determinan que los pastos tengan baja digestibilidad y por lo tanto menor consumo
voluntario de la materia seca (MS), y bajo aporte de nitrdgeno para la sintesis
microbiana en el rumen. Este problema se agrava en el periodo de secas, donde
se refleja en una baja produccién de los animales y, en algunos casos, éstos ni
siquiera pueden cubrir los requerimientos de energia para el mantenimiento del
peso vivo (Ku et al., 1999). En la regién templada en México las mayores
producciones de forrajes se obtienen en la primavera y verano, disminuyendo en

otofio e invierno (Nufiez et al., 2002).

2.9. Factores que afectan la digestibilidad de la fibra

La digestibilidad de la fibra (potencial de fermentacién), se encuentra en funcién
de la velocidad con la cual la fibra es fermentada y el tiempo de retencion en el
rumen. La tasa de digestion (fibra digerida por unidad de tiempo), depende de las
caracteristicas fisicoquimicas de la fibra (Allen y Mertens, 1988). La tasa de pasaje
también tiene un efecto sobre la digestibilidad de la fibra, cuando la tasa de pasaje
se incrementa la digestibilidad baja. La tasa de pasaje esta en funcion del tiempo
de retencion el cual va a depender del tipo de dieta, edad del animal, tamafio de

particula entre otros (Allen y Mertens, 1988).

La fraccion indigestible de la fibra tiene efecto sobre el consumo y
digestibilidad de la MS de los forrajes, esta fraccion se relaciona con el contenido
de lignina presente. La lignina puede ser solubilizada durante la fermentacion

dependiendo de la planta y el estado de madurez. El contenido de lignina va de 5
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a 25 % del contenido celular de la planta con valores altos para leguminosas que
para pastos (Allen y Mertens, 1988). La lignina de los pastos es considerada mas
soluble en alcalis que la lignina contenida en las leguminosas. El problema de la
lignificacion es que la digestibilidad estd regulada por las caracteristicas
intrinsecas de la celulasa vegetal, que de los componentes y la proporcion de
estas fracciones bioquimicas (FDA y FDN). Las leguminosas generalmente
muestran grandes uniones de lignina con celulosa y pequefias uniones de
hemicelulosa y los pastos presentan unas mayores uniones de lignina con la

hemicelulosa.

Los taninos estan presentes en arboles forrajeros, leguminosas, cereales y
granos y son una limitante para la utilizacion de los alimentos. El efecto
antinutricional esta asociado con su habilidad para combinarse con las proteinas,
polimeros como la celulosa, hemicelulosa y pectina, y minerales afectando su
digestibilidad (McSweeney et al., 2001).

El tamafio de particula juega un papel importante en la digestibilidad de la
fibra cuando se tienen particulas pequefias se incrementa el flujo hacia reticulo-
omaso con un menor tiempo de retencion en el rumen, disminuyendo la
digestibilidad con un mayor consumo y cuando las particulas son grandes existe
un incremento en la rumia y un mayor tiempo de retencion en rumen (Allen y
Mertens, 1988). Por tanto, la digestibilidad de la fibra estda directamente
relacionada con la accion de los microorganismos ruminales que depende del
namero de microorganismo, la disponibilidad de sitios para colonizar, la cantidad
de fibra, las especies presentes y la habilidad de estas para colonizar la fibra.

Asi mismo la accién de los microorganismos va a estar afectada por la
presencia de sustrato, tasa de dilucibn y depredacion de bacterias por los
protozoarios. Biologicamente puede estar afectada por afinidad al sustrato,
mecanismos que regulan el catabolismo, requerimientos para mantenimiento y un

maximo crecimiento microbiano. Los factores fisicoquimicos del ambiente ruminal
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como el pH, potencial de oxido-reduccion, temperatura, presion osmotica, presion
hidrostatica y viscosidad, asi como la disponibilidad de N-NHs afectan la

digestibilidad de la fibra por microorganismos ruminales (Allen y Mertens, 1988).

2.10. Aditivos que mejoran digestibilidad de forrajes

Debido a la demanda de alimentos, la problematica mundial en la utilizacion de
cereales y el necesario incremento de la produccion pecuaria es necesaria la
basqueda de tecnologias y estrategias que puedan mejorar la digestibilidad de
compuestos fibrosos y asi disminuir la inclusion de granos en las raciones (Eckard
et al., 2010). Dentro de las alternativas mas utilizadas para el mejoramiento

productivo, se encuentra el uso de aditivos alimentarios.

Algunas caracteristicas de los aditivos son mejorar la palatabilidad y la
calidad bioquimica de las raciones, satisfacer algunas necesidades alimenticias de
los animales, disminuir el impacto ambiental secundario a las actividades
ganaderas mediante modificaciones de la microbiota ruminal, tener efecto sobre la
disminucién parasitaria y mejorar las variables productivas (Durmic et al., 2014).
En este sentido, Plascencia (2015) menciona que tienen la capacidad de mejorar
el comportamiento productivo o las caracteristicas de los productos finales por

medio del mejoramiento de las raciones.

2.10.1. Prebid6ticos y Probiéticos

La utilizacion de probidticos y prebidticos en raciones para rumiantes podria
tener efectos positivos en su salud digestiva ya que se incrementa el porcentaje de
bacterias anaerobias y celuloliticas ruminales lo cual causa un incremento en su
actividad y disminuye el sustrato para bacterias patdogenas o que no tienen
importancia en la produccion de acidos grasos volatiles (Martines y Rodriguez,
2018). Otro de los beneficios reportados es la competencia con bacterias acido-

lacticas por los azucares disponibles, disminuyendo la incidencia de acidosis
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ruminales y manteniendo el pH adecuado para que se realice la fermentacion
(Razo, 2018). Estas mejoras podrian traducirse en mejoras para la degradacion de

fibra y en la produccion de acidos grasos volatiles lo que mejoraria la produccion.

2.10.2. Antibidticos en rumiantes alimentados con forrajes

Una de las cualidades de los promotores del crecimiento es la disminucion de
bacterias Gram positivas ruminales siendo uno de los métodos de incremento en
el comportamiento productivo y la disminucién de gases de efecto invernadero
(McAllister y Newbold, 2008). La desventaja mayor de su utilizacion es el impacto
negativo a la salud publica por el riesgo que implica la resistencia bacteriana a los
antibiéticos por lo que la Unién Europea ha prohibido su utilizacién (Anadén et al.,
2006; Jouany y Morgavi, 2007; Thrune et al., 2009).

Los quimicos mas utilizados son monensina y lasalocida, los cuales se
encuentran dentro del grupo de los ionéforos y fueron descubiertos buscando un
tratamiento para las coccidiosis sin embargo, se encontraron incrementos en
propionato ruminal y mejor relaciébn acético:propionico en los animales que
recibian tratamiento (Martineau et al., 2007; Takahashi, 2011). De esta misma
forma, la utilizacion de antibidticos como aditivos nutricionales ha sido parte del
incremento del &cido propionico sin reportarse acidosis ruminales, disminuciones
en las emisiones de gases de efecto invernadero y mejor utilizacion de la proteina
(Jouany y Morgavi, 2007; Kobayashi, 2010), beneficios que mejoran el rendimiento
productivo (Russell & Houlihan, 2003). Existe evidencia de que los ionéforos han
generado resistencia bacteriana cuando se utilizan a largo plazo por lo que,

también disminuye su efecto productivo (Kobayashi, 2010).

29



2.10.3. Enzimas

Como ya se mencioné anteriormente, la pared celular de las plantas esta
constituida por celulosa, hemicelulosa y lignina que para su degradacion, las
enzimas de microorganismos ruminales hidrolizan para degradar celulosa y
hemicelulosa, pero la red conformada por compuestos fendlicos es altamente
indigestible y no aprovechable en nutricion de rumiantes (Giraldo et al., 2008). La
mayoria de los forrajes ofrecidos a los rumiantes sobre todo a los de sistemas
extensivos, son bajos en digestibilidad por el estado de lignificacion de la planta
(Rojo-Rubio et al., 2007), por lo que se han buscado alternativas para incrementar
la digestibilidad.

Las enzimas son catalizadores proteinicos que regulan la velocidad a la
cual se realizan procesos biolégicos. Se encuentran en las mas notables de las
biomoléculas conocidas debido a su extraordinaria especificidad y a su poder
catalitico (Lenninger, 1993). La catalisis es un incremento de la velocidad de
reaccion quimica con un incremento en la temperatura. El termin6é de sustrato se
describe como la sustancia con la cual la enzima es activada. Algunas reacciones
enzimaticas requieren ademas de enzima y sustrato, una estructura no proteica o
cofactor para la eficiencia en la reaccion de catalisis enzimatica. Asi mismo el
terminé de inhibidor es usado para describir el rango de compuestos que reducen
la tasa de reaccion enzimatica. El uso de estas enzimas ha tomado fuerza
después de que se prohibiera el uso de promotores de crecimiento en la
alimentacion animal por la union Europea en el 2006 y debido al desarrollo
biotecnolégico se ha facilitado su obtencion y disminuido los costos de su

produccion (Inal et al., 2010).

Para la caracterizacion precisa de una enzima es importante estandarizar
las unidades en que se exprese su actividad. La Comision Internacional de
Enzimas recomiendan la siguiente definicion: unidad internacional (Ul) de una

enzima es definido como la cantidad con la cual se puede catalizar la
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transformacién de 1 micromol de sustrato por minuto, o donde mas de una
ligadura de cada molécula de sustrato es atacada, 1 microequivalente del grupo
interesado por minuto bajo condiciones definidas. La actividad especifica se
expresa como unidades de enzima por miligramo de proteina. La actividad
molecular es definida como unidades por micromol de enzima a una concentracion
Optima de sustrato, que es el nimero de moléculas de sustrato transformado por

minuto por molécula de enzima (Hall et al., 1982).

Esta clasificacion depende de los sustratos en los que actie la enzima por
ejemplo, las fibroliticas (celuloliticas o xilanasas) responsables de la degradacion
de los compuestos fibrosos. Las celulasas son enzimas capaces de degradar
celulosa en la pared celular de los forrajes, mientras que las xilanasas permiten
descomponer los xilanos en oligosacaridos, los cuales pueden ser utilizados como
energia (Rojo-Rubio et al.,, 2007). La obtencion de estas enzimas exdégenas es
mediante algunas especies bacterianas (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum y Streptococcus faecium), hongos y levaduras (Aspergillus oryzae,
Trichoderma reesei y Saccharomyces cerevisiae), siendo Saccharomyces la

levadura enzima mas utilizada en nutricion de rumiantes (Thrune et al., 2009).

Al adicionar enzimas fibroliticas se ha reportado aumento de la digestién
ruminal de la fibra, lo cual, también ha mejorado la produccion. Para adicionar los
compuestos enzimaticos se ha probado adicionarlos de forma directa a los
concentrados o aplicarlo de forma previa a los forrajes antes de ser consumidos
por el animal (Dean et al., 2008; Ranilla et al., 2008). Por lo cual, son atractivas en
raciones que incluyen alto porcentaje de inclusion de forrajes de buena calidad
como alfalfa o forrajes conservados como ensilado de maiz para mejorar la
digestibilidad (Giraldo et al., 2008). Al incrementarse la digestion de las paredes
celulares también han mostrado incremento en el aporte de energia de las
raciones al incrementar la disposicion de los azucares contenida en los enlaces de
la fibra tosca (Muwalla et al., 2007; Avellaneda et al., 2009). En este sentido,

Valdes et al. (2014) reportaron aumento del consumo voluntario, mayor ganancia
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diaria de peso y por lo tanto mayor conversién alimenticia al utilizar enzimas

fibroliticas en una racion para corderos con forraje como ingrediente principal.

La actividad enzimatica es afectada por diversos factores de los cuales los
mA&s importantes son concentracion de sustrato, cofactor, enzima, pHy

temperatura con la cual la reaccion es procesada.

2.10.3.1. Concentracion de sustrato y su influencia en la reaccién

enzimaéatica

En la concentracion de sustrato, mientras no hay catélisis la reaccion quimica
muestra una relacion lineal con respecto a la concentracion de sustrato. La tasa de
catalisis de la reaccion de la enzima muestra un efecto de saturacion con un
incremento en la concentracion de sustrato. A una baja concentracion la velocidad
de la reaccion es directamente proporcional a la concentracion de sustrato, pero
como la concentracion se incrementa, la velocidad de la reaccion declina dando

como resultado una hipérbola.

La ecuacion de Michaelis-Menten describe la relacién entre la velocidad de

reaccion de la enzimay la concentracion de sustrato.

_FmaxS
" Ks+S

Cuando S es igual a Ks, V es igual a ¥2 Vmax. La concentracion del sustrato
se encuentra al dar la velocidad media es conocida como la constante de
Michaelis (Km), bajo esta condicion Km = Ks. En una reaccion enzimatica, la
relacion entre la disociacién constante y la velocidad constante pueden ser mas
compleja y el Km puede no igualar la disociacion constante del complejo enzima
sustrato. EIl Km es definido como la concentracion de sustrato la cual da la

velocidad media maxima y normalmente se mide en moles /litro (Hall et al., 1982).
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2.10.3.2. Relacion del pH

El pH puede influir de diferentes maneras en el sustrato y la enzima. Los valores
extremos de pH pueden dar cambios en la estructura de la proteina de la enzima
gue son irreversibles alterando la estabilidad de la enzima. Los cambios i6nicos
del sustrato pueden afectar la unién de sustrato con la enzima. Asi mismo los
cambios i6nicos en la molécula de la enzima pueden afectar la afinidad con el

sustrato, al modificar el Km y la Vmax (Hall et al. 1982).

2.10.3.3. Temperatura

En general al elevarse la temperatura se incrementa la velocidad de la reaccion
enzimatica. Este efecto es un resultado de la interaccion de dos factores. El
primero es un efecto directo de una cinética en la velocidad de reaccion y resulta
en un incremento en la velocidad. El segundo efecto se relaciona con la
estabilidad de la enzima y envuelve una inactivacion de la enzima o

desnaturalizacion de la proteina de la enzima (Hall et al., 1982).

2.10.4. Inhibidores de enzima

Los inhibidores de enzima se clasifican como competitivos y no competitivos. Los
inhibidores competitivos afectan al sustrato, y su efecto se puede reducir al
incrementar el sustrato. El inhibidor no competitivo se combina con la enzima en
algunos casos puede reducir su actividad, pero no son afectados cuando se
incrementa la concentracién de sustrato. La inhibicidbn de la enzima puede ser
reversible (Hall et al., 1982).
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2.10.5. Celulasas y xilanasas

Las celulasas y xilanasas son producidas por bacterias y hongos aerobios,
anaerobios, mesofilos, termofilos y extramofilos. Los hongos y bacterias aerobios
generalmente producen celulasas y hemicelulas extracelulares. Las bacterias
(Ruminococcus albus, R. flavefaciens, Fibrobacter succinogenes, Acetivibrio
cellulolyticus) y hongos anaerobios (Neocallimastix frontales, N. patriciarum,
Piromyces equi) producen celulasas en forma de un complejo multienziméatico
(Bhat y Hazlewood, 2001). Los sistemas de celulasas contienen endoglucanasa
(1, 4-B-D-glucan glucanohidrolasa), exoglucansa o celobiohidrolasa (1, 4-B-D-
glucan celobiohidrolasa) y pB-glucosidasa o celobiasa (B-D-glucosida

glucohydrolasa) (Bhat y Hazlewood, 2001).

Para determinar la actividad de celulasas se utiliza la carboximetil celulosa,
asimismo se ha encontrado que algunas endoglucanasas actian en sinergismo
con celobiohidrolasas durante la solubilizacion de celulosas cristalina. La actividad
de la celobiohidrolasa es determinada por medio de la produccion de azucares
reductores utilizando como sustrato el Avicel (celulosa cristalina). La actividad de
la B-D-glucosida se determina por la produccién de glucosa y o-l-p-nitrofenol para
celobiosa y o-l-p-nitrofenil para B-D-glucosa. La actividad total de las celulasas
comprende la actividad de la endoglucanasa, la exoglucanasa y la B-glucosidasa,
esta actividad enzimatica esta determinada por la solubilizacién de la fibra de
algodoén, papel filtro 6 Avicel los cuales contienen un alto porcentaje de celulosa
cristalina. La actividad de la xilanasa generalmente se determina por la produccion
de azucares reductores relacionados con la hidrolisis de xilan (Bhat y Hazlewood,
2001).

Los ensayos cualitativos se realizan para seleccionar microorganismos por
tincion que produzcan niveles altos de celulasas y xilanasas o para identificar y
caracterizar estas enzimas. Dentro de los sustratos utilizados para los ensayos

cualitativos de enzimas estan el xilan insoluble y el remazol brillante azul-xilan que
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son los ideales para seleccionar microorganismos productores de xilanasa en un
medio de agar solido. Similares métodos usan remazol brillante azul -carboximetil-
celulosa o carboximetil-celulosa pueden ser utilizados para seleccionar
microorganismos productores de endoglucansa, los cuales son teflidos con congo
rojo (Bhat y Hazlewood, 2001).

2.11. Especificidad de sustratos para celulasas y xilanasas

Las endoglucanasas son especificas para separar ligaduras -1, 4-glucosidico de
celulosa amorfa, aumentan y sustituyen celulosa y celuolisacaridos. Algunas
endoglucanasas son inactivas sobre celulosa cristalina y celobiosa, pero pueden
actuar sobre los enlaces (-1, 3 y B-1, 4 de la glucosa de la cebada. Las
celobiohidrolasas y exaglucanasas son altamente activas sobre la celulosa
amorfa, pero también degradan celulosa cristalina y celuolisacaridos pero es baja
la degradacion. Estas enzimas actuan sobre uniones (-1, 4 de cadenas de
celulosa, pero son inactivas sobre celobiosa, carboximetil y hidroxietil celulosa.
Las B-glucosidasas se pueden clasificar como aril B-D-glucosidasas (hidrolizan
exclusivamente aril- B-D-glucosidico), celobiosas (hidrolizan diglucosidicos vy
celuoligosacaridos) y B-glucosidasas que se caracterizan por hidrolizar aril y alfil B-
D-glucosidico y B- 1,1-, B- 1,2-, B- 1,3-, B- 1,4-, y B- 1,6- ligado a diglucosidico,
ademas substituye o no celuolisacaridos (Bhat y Hazlewood, 2001).

2.11.1. Modo de accion de celulasas y xilanasas

Todas las endoglucanasas actian aumentando y sustituyendo las regiones
amorfas de la celulosa al azar y relacionandose con glucosa, celobiosa y
celuolisacaridos. Las celobiohidrolasas hidrolizan HzPOas- aumentando celulosa y
Avicel secuencialmente por remocion de unidades de celobiosa de reduccién o no
reduccion final de la cadena de celulosa. Las endoglucoanasa y celobiohidrolasa

actian juntas sobre la hidrolisis de celulosa cristalina. Posteriormente la B-
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glucosidasa completa la hidrdlisis al separar los celuoligosacaridos y celobiosa ha

glucosa (Bhat y Hazlewood, 2001).

Algunos hongos como el Penicillum pinophilum y Talaromyces emersonii,
producen una exoglucanasa que cataliza la remocién de glucosa de la no
reduccion final de celudextrinas, pero no interactian con endoglucanasas durante
la hidrdlisis de celulosa cristalina. Hongos anaerobios como el Neocallimastix
frontalis, Neocallimastix patriciarum, usan diferentes mecanismos para degradar
celulosa comparados con los hongos aerobios. El Neocallimastix frontalis produce
un componente de enzimas denominado factor de solubilizacion de celulosa
cristalina. El factor de solubilizacion de celulosa cristalina del Neocallimastix
frontalis esta formado por endoglucanasa, B-glucosidasa y probablemente
celobiohidrolasa (Bhat y Hazlewood, 2001).

Las celulasas de origen bacteriano adoptan diferentes mecanismos para la
hidrélisis de celulosa. Los hongos aerobios Cellulomonas, Pseudomonas,
Thermoactinomycetes, Thermobifida fusca y Microbispora y el anaerobio
Clostridium stercorarium produce un sistema de celulasas similar a los hongos
aerobios y degradan celulosa por la cooperativa interaccion del sistema de
celulasa. En contraste las bacterias termofilicas anaerobias como la Clostridium
thermocellum degradan celulosa cristalina efectivamente por medio de una alta

masa molecular multienzimatica llamada celulosoma (Bhat y Hazlewood, 2001).

El modo de accion de las endoxilanasas de origen fungal y bacteriano, es
separando el enlace B-1, 4 del xilan relacionados con xilobiosa, xilotriosa y
sustitucién de oligomeros que tienen dos a cuatro residuos. La hidrélisis completa
del xilan requiere del sinergismo de varias enzimas con diferentes sitios de accion.
Existen tres tipos de sinergismo entre las enzimas para la hidrolisis del xilan, el
homosinergismo de la Neurospora crassa, Talaromyces byssochlamydoides y
Trichoderma barziamon, donde las endoxilanasas de varias especies, 0 mezcla de

endoxilanasas y [-xilosidasas, cooperan en la hidrélisis del xilan. El
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heterosinergismo se ha reportado entre acido ferulico esterasas y endoxilanasas,
a-L-arabinofuranosidasas y endoxilanasas, acetil xilan esterasas y endoxilanasas,
0 entre a-glucoronidasas y endoxilanasas. El anti sinergismo ocurre cuando la
accion de un tipo de enzima evita la accibn de una segunda enzima (Bhat y
Hazlewood, 2001).

2.12. Actividad enzimatica en pruebas in vitro

Existen diversos trabajos in vitro, para determinar la actividad de enzimas
fibroliticas, con el objetivo de evaluar si pueden ser utilizados como aditivos para
incrementar la degradabilidad de la fibra en dietas para rumiantes. Algunos de
esos trabajos son como los aportado por Nsereko et al. (2000) quienes realizaron
un ensayo con sustratos puros para determinar la actividad enzimatica de enzimas
fibrolitica comerciales como: Sumizyme X (SX), Multifect xilanasa (MX), Liquicell
2500 (LQ), Depol 40 (DP) y unas mezclas de enzimas (B y PB), las enzimas se
originan de Trichoderma spp. A pesar de que las enzimas se originan de
Trichoderma spp su actividad es diferentes con respecto a los sustratos. La
actividad celulolitica (celulosa y celulosa 1, 4- B celobiosidasa) de la B-glucanasay
la 1,3, (4)-B-glucanasa, fueron altas para SX (496 y 257 umol de glucosa por g de
enzima min* respectivamente), LQ (503 y 116 ymol de glucosa respectivamente)
y bajo para MX (101 y 20.80 pmol de glucosa por g de enzima mint
respectivamente). Asi mismo, SX (198 y 137 umol de glucosa por g de enzima
mint) contiene altos niveles de actividad endo-1,4-B-xilanasa y a-amilasa, pero
ambas actividades fueron bajas en LQ (90.5 y 7.37 ymol de glucosa por g de
enzima mint respectivamente). En la MX la actividad predominante fue la
actividad xilanasica (130 umol de glucosa por g de enzima min) y bajas actividad
celulolitica, B-glucanasa y endo-1, 3, (4)-B-glucanasa (101 y 20.80 pmol de
glucosa por g de enzima min? respectivamente). La SX y LQ contienen altos
niveles de actividad de p-glucosidasa (7595 y 4118 pmol de glucosa
respectivamente), varian entre 5 y 20 puntos que las preparaciones de las otras

enzimas.
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La actividad de la B-D—xilolasidasa y la a-L-arabinofuranosidasa fueron
altas para MX (4300 y 478 pumol de glucosa por g de enzima min?
respectivamente) y PB (843 y 1832 umol de glucosa por g de enzima min*
respectivamente); (-galactosidasa fue alta para DP (3006 pmol de glucosa por g
de enzima min! respectivamente) y baja para PB (55.40 umol de glucosa por g de
enzima min respectivamente), pero tuvieron baja actividad en los otros sustratos.
La MX y SX contenian alta actividad del acetil xilan esterasa (38253 y 53575 pmol
de glucosa por g de enzima min! respectivamente) de 7 a 10 puntos mas que las
otras preparaciones (Nsereko et al., 2000).

Por su parte, Morgavi et al. (2001) determinaron la actividad enzimatica de
cuatro preparaciones comerciales de Trichoderma longibrachiatum (A, B, C,y D) y
una preparacion E de origen fungal. La actividad celulolitica fue de 337, 468, 243,
396 y 316 umol mint g*(micromoles de azlicares reductores por minuto por gramo
de producto enziméatico) para las preparaciones A, B, C, D y E respectivamente, y
de 2736, 1200, 2120, 342 y 600 pmol min' g para actividad xilanasica de las
preparaciones A, B, C, D y E respectivamente.

Al igual que Colombatto et al. (2003b) evaluaron la hidrdélisis de celulosa
(©), xilan (X) y una mezcla de celulosa con xilanolitica (CX), con diferentes niveles
de enzima (0.51, 2.55y 5.1 uL g* de MS), encontraron un incremento significativo
de azucares reductores para X y CX después de 20 h de incubacién a 20 °C. Con
C solo el nivel méas alto de enzima incremento la relacion de azucares reductores.
Posteriormente Colombatto et al. (2003c) determinaron la actividad enzimética de
dos productos enzimaticos observando actividad xilanasica de 28 a 3228 pmol
mint g, endoglucosidasa de 0 a 1047 umol min? g, exoglucanasa de 0 a 181

umol mint gy xilosidasa de 0 a 20 ymol mint g1.

Sin embargo, Krause et al. (1998), determinaron la actividad enziméatica de
un producto comercial (Promote), que contenia actividad celulolitica, xilanasica y

bajos niveles de amilasa; la actividad enzimatica fue 31.0 y 43.4 ymol min?t g*
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para celulasas y xilanasas respectivamente (incubados a 50 °C a un pH 5.5). Al
respecto Rode et al. (1998) reportaron la actividad del Promote de 25.9 Ul (umol
mint g?%), 51.4 Ul para actividad celulolitica y xilanasica respectivamente
(incubados a 39°C a un pH 6.5).

Por su parte, Yang et al. (2000) observaron que la actividad celulolitica y
xilanasica fue de 1168 + 17 Ul (nanomoles de azucares reductores por miligramo
de producto enzimatico por minuto) y 138 = 13 Ul respectivamente, donde el
producto enziméatico se origin6 de Trichoderma longibrachiatum (incubados a 39°C
a pH 6.5 por 1 h).

2.13. Actividad enzimatica en pruebas de digestibilidad in vitro

Existen varios reportes en donde obtienen la efectividad del extracto enzimético
sobre la digestibilidad empleando técnicas in vitro, tal como lo realizado por
Morgavi et al. (2000a) reportan que la B-1,4-endoglucanasa con preparacion de
carboximetilcelulosa en presencia de liquido ruminal fue estable por 6, 2 y 4 horas,
para Aspergillus niger, Trichoderma viride y Irpex lacteus respectivamente. La
actividad con xilanasa fue mas estable que con la carboximetilcelulosa, excepto
para Irpex lacteus el cual perdié el 60% de la actividad xilanasica después de 2
horas de incubacién. La xilanasa de Aspergillus niger no fue afectada por la
incubacion y la xilanasa de Trichoderma viride mantuvo el 75 % de la actividad
inicial hasta las 6 horas de incubacion. La actividad de la carboximeticelulasa se
mantuvo estable hasta las 6 horas, para el Aspergillus niger, Trichoderma viride y
Irpex lacteus, mantuvieron el 100, 60 y 50 % respectivamente al final de la
incubacion. Asi mismo al adicionar albimina de suero de bovino (0.5 g IY) a la
incubacion se incrementd la vida media de la B-glucosidasa (Trichoderma viride)
de 0.5 a 3 horas.

Por otra parte, se realizd un estudio para determinar la resistencia de dos
preparaciones de Trichoderma longibrachiatum (B y D), incubadas durante 6 h con

liquido ruminal obtenido 2 h antes y 2 h después de la alimentacion. La actividad
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enzimatica fue menos estable cuando se utilizo el liquido ruminal tomado antes de
la alimentacion, disminuyendo la actividad celulolitica en un 25 % (B baja
concentracion) y 40 % (B alta concentracién). Al utilizar liquido ruminal obtenido
después de la alimentacion la actividad celulolitica solo disminuy6 18 % (B baja
concentracion) y B concentracion alta la actividad celulolitica no fue afectada. La
preparacion D fue menos estable con el liquido ruminal tomando antes de la
alimentacion. La estabilidad de las enzimas ruminales después de la alimentacion
puede ser el resultado de algunos factores como reduccion en la actividad
proteolitica del rumen por la disminucion en el pH y por tanto una reduccién en la
poblacién proteolitica ruminal y las proteinas solubles liberadas por el alimento

pueden contribuir a la estabilidad de las enzimas (Morgavi et al., 2001).

De igual manera, Morgavi et al. (2000b) estudiaron las interacciones entre
la actividad de enzimas exdgenas (Trichoderma longibrachiatum) y enzimas de
microorganismos ruminales (obtenidas de animales alimentados con dietas altas
en fibra y bajas en fibra) en un rango de pH 4.5 a 6.5 incubadas a 39 °C. Donde la
méaxima actividad celulolitica fue a pH 6.0 para las enzimas ruminales fue de 131
+13 y 141 £+ 8 nmol (nanomoles de glucosa por minuto por miligramo de producto
enzimatico) para la dieta alta en fibra (AF) y baja en fibra (BF) respectivamente. La
actividad AF disminuye rapidamente debajo de pH 6.0, pero la fraccion BF
mantiene una relativa alta actividad a pH bajo.

Las enzimas exdgenas fueron mas activas a pH 4.5. La mezcla de celulasa
y xilanasa (CX) liber6 370 £ 3.2 nmol y la celulasa (C) liber6 500 + 41 nmol. La
actividad celulolitica disminuy6 con el aumento de pH, a pH 6.5 la actividad de la
CX 'y C fue de 40 % y la xilanasa (X) no pudo ser cuantificada cuando se incubd
con carboximetilcelulosa. La actividad xilanolitica fue alta para las enzimas
ruminales a pH 6.0 a 6.5 comparadas con las enzimas exogenas donde el pH
optimo fue de 5.0. Las combinaciones de AF y BF con C incrementaron la
liberacion de azucares reductores en un 35 % mientras que con CX fue de 20 %.

Sin embargo, el sinergismo con C fue mas evidente a pH bajo (4.5 a 5.0), con CX
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fue mayor a pH 5.0 y con X la actividad celulolitica fue baja y no se pudo
cuantificar (Morgavi et al., 2000b). La combinacion de enzimas ruminales con la
xilanasa exdgena incrementd6 marcadamente arriba del 100 % la liberacion de
azucares reductores cuando se incubo con xilan. Al combinar con M la extension
de la degradacion fue menor y con C no presentd sinergismo. Cuando se
combinaron las enzimas ruminales con enzimas exdgenas para degradar FDN de
ensilado de maiz se presento sinergismo. El incremento mas evidente fue a pH 5.0
a 6.0 (Morgavi et al., 2000b).

Colombatto et al. (2003c) determinaron el efecto de enzimas en ensayos in
vitro sobre la fraccion liquida y las particulas asociadas con el alimento. Utilizaron
como sustratos celulosa (CE), xilanasica (XYL) y una combinacion de celulosa
xilan (CEXYL). La adicion de enzima fue de 0, 0.51 y 2.55 uyL g?! de MS de
sustrato (testigo, 1x y 5x respectivamente), adicionando liquido ruminal. La adicién
de enzima del nivel 5x incrementé (P<0.05) la actividad xilanasica a las 0 y 6 h de
incubacion para todos los sustratos. Al final de la incubacién (48 h) la actividad
xilanasica fue alta con el nivel de enzima 1x con CE, pero disminuy6 con CEXYL.

La adicion del nivel de enzima 5x incrementd (P<0.05) la actividad inicial (O
h) de la endoglucanasa en el XYL y CEXYL, pero no en CE. La actividad de la (3-
D-glucosidada después de la hora cero se incrementd (P<0.05), con ambos
niveles de enzima en presencia de XYL y CEXYL, donde la actividad en CE fue
incrementada (P<0.05) por el nivel de enzima 5x. En XYL y CEXYL se observaron
diferencias (P<0.05) después de las 6 h de incubacion con el nivel de enzima 5x.
A las 48 h de incubacion la adicion de enzima disminuy6 (P<0.05) la actividad 3-D-
glucosidasa en CEXYL. Al final de la incubacién la adicién de enzima disminuyé la

actividad enzimatica de la B-D-xilosidasa con CEXYL (Colombatto et al., 2003c).

A las 6 h de incubacion la actividad de la a-L-arabinofuranosidasa fue
incrementada (P<0.05) al nivel de enzima 5x con XYL y este efecto fue mantenido

por 48 h de incubacién. No se encontraron diferencias (P>0.05) en CE y CEXYL
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durante las primeras 6 h de incubacion. Consistente con los resultados para (3-D-
glucosidasa y [-D-xilosidasa, al final a-L-arabinofuranosidasa fue reducidos
(P<0.05) por la adicion de enzima en CEXYL. En la fraccién asociada a particulas
de alimento, la adicién del bajo nivel de enzima incrementé (P<0.05) la actividad
xilanasica a las 6 h de incubacion con CE, pero produce una disminucion (P<0.05)
en XYL y CEXYL (Colombatto et al., 2003c).

En contraste la actividad xilanésica se increment6 (P<0.05) por el alto nivel
de enzima después de las 18 h de incubacion en todos los sustratos. La actividad
enzimatica de la endoglucanasa tuvo la misma tendencia que la actividad
xilanasica, excepto que no hay diferencias entre el XYL tratado con enzima y el
testigo después de las 18 h de incubacion. La actividad de la -D-glucosidasa se
incrementd (P<0.05) a las 6 h de incubacion con CE tratado con enzima, pero
disminuy6 (P<0.05) en CEXYL tratada con enzima. A las 18 h de incubacién, el
XYL tratado con alto nivel de enzima disminuyé (P<0.05) la actividad de la B-D-
glucosidasa. La actividad de la a-L-arabinofuranosidasa se increment6 (P<0.05) a
las 6 h de incubacion con XYL tratado con 5x, pero con el CEXYL disminuyo la
actividad de la a-L-arabinofuranosidasa, con la adicién de la enzima (Colombatto
et al., 2003c).

Colombatto et al. (2003b) determinaron el efecto del pH y la adicién de
enzima in vitro. La adicién de enzima no afecto la degradacion verdadera de MS y
MO. La degradacion de la FDN y FDA fue incrementada a bajo pH (P<0.004). La
degradacion de la hemicelulosa fue incrementada (P<0.001) como resultado de la
adicién de enzima, pero la celulosa no fue afectada. Los AGV disminuyeron su
concentracion a pH bajo, pero la adicion de enzima no afecto la concentraciéon
molar de AGV. La concentracién de gas disminuyé a pH bajos, encontrandose una
proporcion de COz2 alta (P<0.04) a pH alto. El total de bacterias fue alto a bajo pH
en comparacion del pH alto. Cuando se estimo la actividad enzimatica en la fase
liquida del contenido fermentado, la actividad de endoglucanasa y B-D-xilosidasa

fueron bajas (P<0.04) a pH bajo. Por otra parte, la actividad proteolitica fue alta
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(P<0.001) a bajos pH. La adicién de enzimas exdgenas incremento6 la actividad
(P<0.06) de exoglucanasas (P<0.11). Se presentd interaccion (P<0.01) pH X

enzima para B-D-xilosidasa, incrementando la actividad a pH alto.

2.14. Produccién de gas in vitro con adicion de enzimas fibroliticas

exdgenas

Los métodos in vitro e in situ han sido utilizados para estimar la degradabilidad de
la materia organica (MO)de los alimentos para rumiantes (Tilley y Terry, 1963;
Orskov et al., 1980). Estos métodos estiman la desaparicion de sustratos en el
rumen (in situ) 6 liquido ruminal con buffer (in vitro). La cinética de degradacion
puede determinar la diferencia en el residuo después de varios tiempos de
incubacion. Sin embargo, no siempre puede utilizarse estas técnicas como es el
caso de la fermentacion de sustratos solubles que no pueden ser cuantificados
(Pell y Schofield, 1993).

Sin embargo, existe una alternativa para determinar la cinética de
degradacion del alimento, por medio de la produccion de gas, en la cual la
cantidad de gas producida se relaciona directamente con la fermentacion ruminal
(Menke et al., 1979; Theodorou et al., 1994; Rymer y Givens, 2002). La cinética de
produccién de gas depende de una secuencia de procesos. Los sustratos tienen
una parte soluble que fermenta rapidamente después de la incubacion.
Posteriormente ocurre una fermentacién gradual de la parte insoluble del sustrato,
la cual debe estar hidratada y colonizada por microorganismos ruminales antes de
que ellos puedan fermentar (Van Milgen y Murphy, 1993).

El comportamiento de la tasa de produccion de gas va a depender de la
concentracion inicial de microorganismos ruminales, asi como de su habilidad para
fermentar y utilizar los productos de la fermentacion para crecimiento (Hidayat et

al., 1993). Los sustratos y sus componentes pueden ser resistentes a estos
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procesos a diferentes tiempos de incubacion, dando como resultado diferencias

sustanciales en la produccion de gas (Groot et al., 1996).

Matematicamente la descripcion de los perfiles de la produccion de gas
permite el analisis de datos y la comparacion de sustratos o caracteristicas del
medioambiente de la fermentacién, lo cual puede dar informacion de la

composicion y la fermentacion (rapida y lenta) de los sustratos (Groot et al., 1996).

La técnica de produccion de gas es facil de reproducir mediante jeringas
largas de vidrio (Hidayat et al., 1993; Khazaal y Orskov, 1994), o un sistema
manometrito (Garg y Gupta, 1992; Waghorn y Stafford, 1993), lo que permite
obtener una tasa de produccion de gas la cual puede describirse con una cinética
de primer orden, asumiendo una tasa constante fraccional de fermentacion
(Orskov y McDonald, 1979).

En Alemania, la prueba de gas in vitro es extensivamente usada para la
estimacion de la digestibilidad in vivo y la energia metabolizable en rumiantes
(Menke et al., 1979; Menke y Steingass, 1988). A nivel mundial la prueba de gas in
vitro ha incrementado el interés debido a la posibilidad de estimar la tasa y
extension de la degradacion en una muestra por una serie de mediciones a
diferente tiempo, obteniendo el volumen de gas acumulado (Blimmel et al., 1990;
Khazaal et al., 1994).

En la técnica de Menke y Steingass (1988) la produccién de gas es medida
por la conduccion del gas producido por fermentacion en un medio hermético,
dentro de jeringas y determinando la evolucion del gas con el tiempo, del ascenso
estimado del émbolo de la jeringa. Sin embargo, la técnica de Menke y Steingass

(1988) ha sido modificada por el sistema de transductor de presion.
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Pell y Shofield (1993) modificaron el sistema de transductor de produccion
de gas, con un censor de presion y un programa de computacion. Observaron que
la produccién de gas in vitro puede estimar la fermentacion de la fraccion soluble e
insoluble de los sustratos, asimismo encontraron que las tasas de produccion de
gas varian para la fraccion soluble e insoluble del sustrato. También sefialan que
los analisis de produccidn de gas consideran todas las fuentes de energia
metabolizable y estiman las diferencias entre ellas (monosacaridos, polisacaridos,
pectinas, almidon, celulasa y hemicelulasa), por medio de su conversién a CO2 y
CHa.

Hidayat et al. (1993) estimaron mediante la produccion de gas in vitro el
efecto de incrementar la densidad bacteriana, lo que dio como resultando un
aumento en la tasa de fermentacion. Al adicionar nuevamente bacterias no hubo
efecto sobre la tasa de fermentacion. Asi mismo al adicionar protozoarios a una

suspension de bacterias (6ptima concentracion) la fermentacion no se incremento.

Theodorou et al. (1994) desarrollaron una técnica simple de produccion de
gas, usando un transductor de presion, para evaluar la cinética de fermentacién de
pastos incubados in vitro con microorganismos ruminales, esta técnica tiene
potencial para evaluar las caracteristicas de fermentacion del rumen de un gran

namero de muestras a un tiempo dado.

Khazzal y Orskov (1994) sefialan que la técnica de gas in vitro tiene
ventajas comparada con la técnica in situ, el efecto de factores antinutricionales es
menos concentrado en el medio y menos claro de observar. Comparada con la
técnica de digestibilidad in vitro, la técnica de gas in vitro permite el monitoreo de
la cinética de fermentacion del alimento sobre un largo periodo de incubacion,
utiizando un gran numero de tubos por tratamiento después de diferentes
periodos de incubacion. Lo cual permite que en la técnica de produccion de gas de
una idea de la velocidad y volumen de la respuesta biologica mediante la
produccion de gas.
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Zinash et al. (1996) determinaron que la desaparicion de materia seca in
situ de forrajes, pueden ser predecibles con la produccion de gas in vitro, analisis
quimicos (N y FDN) o digestibilidad in vitro. Sin embargo, la técnica de produccion
de gas permite determinar un mayor nimero de muestras a un costo menor por

muestra.

Groot et al. (1996) utilizaron un sistema de analisis multifase para la cinética
de produccion de gas en la fermentacion in vitro de alimentos para rumiantes. El
valor de los parametros del modelo y la estimacion de la tasa maxima de
fermentacion para cada fase en la caracterizacion de la composicion y
degradabilidad de los alimentos. Ellos sefalan tres fases la primera es la digestion
de carbohidratos solubles y proteinas con una tasa de digestion r4pida, la segunda
fase se relaciona con la fraccion insoluble potencialmente digestible y la fase final
de los componentes de sustratos con baja digestibilidad o un cambio brusco en la

poblacién microbiana.

Rymer et al. (1999) evaluaron el incremento de liquido ruminal de 5 a 30 %,
dando como resultado una disminucion del pH final y un incremento en la
produccion de gas total, disminuyendo el tiempo Lag y el tiempo medio de la
méaxima produccion de gas. La produccion de gas de los alimentos esta en funcion
de los mismos, la naturaleza del in6culo con el cual es fermentado y las
condiciones en las que la fermentacion es realizada. Asi mismo los autores
sugieren que la tasa de fermentacion de los componentes soluble del alimento,

esta limitada por la actividad de la poblacién microbiana en el indculo.

En relacion al consumo voluntario de materia seca y la digestibilidad de la
materia seca consumida estos pueden ser predecibles con las constantes de
produccion de gas in vitro, con un adecuado modelo que describa la cinética de
fermentacion, con un analisis de regresion. La bifase de la ecuacion de Michaelis-
Merten explica el 60 % de la variacion del consumo de materia seca y el 94 % de

la variacion de la digestibilidad de la materia seca consumida (produccion
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continua, asimismo la produccién de gas a las 8 h explica el 76 y 48 % de la
variacion para el consumo de materia seca y la digestibilidad de la materia seca

respectivamente (Rodrigues et al., 2002).

Se ha observado que la adicion de almiddn, celulosa y pectina a paja
tratada con amoniaco afecta la produccion de gas; cuando se adiciono pectina la
produccion de gas fue mayor en relacion a la adicion de almidon y celulosa,
ademas la adicion del almidon y la celulosa disminuyeron la produccion de gas en
relacion a la paja tratada con amoniaco cuando se incubd sola (Fondevilla et al.,
2002).

Algunos autores han reportado que la técnica de produccion de gas in vitro
también puede estimar la dinAmica de fermentacion de los alimentos y predecir el
modelo de fermentacién ruminal (perfil de AGV) (Brown et al., 2002; Rymer y
Givens, 2002).

La técnica de produccion de gas in vitro es una técnica simple y sensible
que se ha desarrollado para proveer informacién precisa sobre la cinética de la
digestibn de alimentos utilizados en rumiantes. Theodorou et al. (1994)
concluyeron que la determinacién de los perfiles de produccion de gas usando un
transductor de presién es un sencillo adelanto y un procedimiento barato. La
técnica provee informacion precisa la cual puede ser utilizada para predecir las
tasas de digestion de las fracciones solubles e insolubles, pero potencialmente
digestibles, determinar donde los compuestos del alimento inhiben el crecimiento
microbiano, el consumo de materia seca, digestibilidad de la materia seca, asi
como el perfil de AGV, de los alimentos con respecto a su fermentabilidad (valor
nutritivo) in vitro.

Entre las desventajas que presenta el método de analisis de la fermentacion
in vitro, es que esta en funcion de la naturaleza de los alimentos y del in6culo con
el cual es fermentado y las condiciones en la que la fermentacion es realizada, por

lo tanto, una limitante de la técnica es el indculo (Rymer et al., 1999).
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Hidayat et al. (1993) estimaron la contribucibn de bacterias en la
degradacion de heno y paja de cebada mediante la produccion de gas como
medicion de la actividad fermentativa. EI aumento en la densidad de bacterias
(0.067, 0.1, 0.2 y 1 de volumen original) incrementé la tasa de produccién de gas
(26. 73, 32, 32.3* y 28.8%) para la degradacion del heno, los resultados con la
paja no presentaron diferencias al incrementar la densidad de bacterias a las 72 h

de incubacion.

La técnica de produccién de gas in vitro se ha utilizado para evaluar el
efecto de productos enzimaticos en dietas para rumiantes. Yang et al. (2000)
evaluaron un producto enzimatico (Trichoderma longibrachiatum), la dosis utilizada
cuando se aplico al forraje fue de 50 mg de enzima disueltos en 20 ml de agua
para un kilogramo de MS y 50 mg por cada kilogramo de concentrado, la dieta
utilizada consistié en 62 % concentrado y 32 % forraje para vacas lactantes, los
tratamientos fueron testigo (T), tratamiento en la cual las enzimas fueron
adicionadas en el forraje (TEF) y la adicion de enzima en el concentrado (TEC); el
liguido ruminal fue obtenido de borregos alimentados con concentrado y ensilado
de cebada, la incubacién fue por 48 h a 39 °C, la produccion de gas (9.36, 9.38, y
9.01 ml/100 mg de MS para T, TEF y TEC respectivamente) y la tasa de
produccion de gas (0.130, 0.140 y 0.140 h! para T, TEF y TEC respectivamente),
no fueron afectados por la adicion de enzima (Yang et al., 2000).

Sin embargo el TEC disminuy6 el tiempo Lag (0.14° en relacién a 0.812 y
0.822 para T y TEF respectivamente), lo que indico que la adicién de la enzimas al
concentrado favorecen la iniciacion de la digestion. La desaparicion de MS no
presentd diferencias entre los tratamientos, no asi la concentracion total de AGV
donde la concentracion fue mayor para TEC con respecto al T (50.52 y 46.4"), este
resultado puede estar relacionado con la teoria de que la aplicacion de enzimas en
el concentrado da como resultado una mayor digestion ruminal; sin embargo los
resultados de produccion de gas y desaparicion de MS no lo confirmaron,

asimismo los valores del total de AGV in vitro son menores que los que se
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presentan en ensayos in vivo, lo que podria explicar que los efectos de la adicion

de enzimas in vitro sean minimos o imperceptibles (Yang et al., 2000).

Wallace et al. (2001) sefialan que la actividad enzimatica puede ser una
limitante de la digestion de la fibra a nivel ruminal; al evaluar dos productos
enzimaticos A y B (Trichoderma longibrachiatum) ambos tuvieron una respuesta
lineal (P<0.001) en la tasa de produccion de gas en las primeras 8 h al incubar
ensilado y forraje de maiz, disminuyendo conforme bajaba la concentracion de
enzima, lo que se atribuye al modo de accion de A y B; la produccion de gas se
incrementd con la enzima A, observandose una produccion de gas a las 48 h de
122 ml (liquido ruminal + enzima + ensilado de maiz 0.2 g), 84 ml (liquido ruminal
+ enzima), 57 ml (liquido ruminal + ensilado de maiz 0.2 g) y 5 ml (liquido ruminal)
con una dosis 1 ml enzima (esta dosis es mayor a la recomendada por el
fabricante) diluido en 30 ml solucién enzimatica.

Sin embargo cuando la dosis fue de 0.012 ml por 30 ml la produccion de
gas disminuyo presentando valores de 57 ml (liquido ruminal + enzima + ensilado
de maiz 0.2 g), 8 ml (liquido ruminal + enzima), 55 ml (liquido ruminal + ensilado
de maiz 0.2 g) y 5 ml (liquido ruminal), la enzima B tuvo similar comportamiento
gue la enzima A, lo que sugiere que una limitante del uso de las enzimas como
aditivos en la alimentacion de rumiantes es la tasa de fermentacion ruminal del
ensilaje (Wallace et al., 2001).

Al incubarse sustratos puros como xilan, celulosa y xilan-celulosa con
diferentes niveles (0, 0.5, 2.55 y 5.1 yL/g MS) de enzima (derivado de Trichoderma
reesei) que contenia actividades celuloliticas y xilanasicas; la adicién de enzima
incrementd la produccion de gas (mL/ g de MO a las 96 h de incubacion) sin
embargo no se encontraron diferencias entre el nivel bajo y alto de adicién de
enzima para los tres sustratos, esta respuesta posiblemente se debe a que el
producto enzimatico compitio con Fibrobacter succinogenes por la disponibilidad
del sitio de union en la celulosa o una respuesta cuadratica en el nimero de
bacterias viables. En relacion a la presentacion de la maxima tasa de produccion

de gas en los diferentes sustratos, la celulosa presentd su maxima tasa de
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produccion de gas entre las 30 y 36 h de incubacion, para el xilan fue a las 10 h de
incubacion. La combinacion de xilan—celulosa se encontraron dos tasas de
produccion de gas la primera de 4 a 10 h y la segunda de 24 a 36 h de incubacion
y el tratamiento testigo present6 dos tasas de produccion de gas a las 10 y 19 h de
incubacion (Colombatto et al., 2003a).

Un punto importante es identificar la actividad enzimatica del producto para
tener una aproximacion de la respuesta del mismo en la fermentacién ruminal, lo
cual puede realizarse al estimar la produccion de gas y poder desarrollar un
producto enzimatico para una determinada dieta. Indirectamente debe de tomarse
en cuenta los requerimientos de los microorganismos ruminales para poder
promover la degradacion de la fibra nivel ruminal. Se han observado coeficientes
de correlacion entre la actividad enzimética de polisacéridasas y la produccion de
gas en extractos enzimaticos (A. Niger, P. funiculosum, T. reesei y T. viride) con
incubacién de celulosa cristalina presente en el ensilado (r? = 0.79) y forraje (r?
=0.88) de maiz; sin embargo, esta respuesta en términos de produccién de gas no
fue proporcional a la concentracion y actividad de la enzima (Wallace et al. 2001).

2.15. Enzimas fibroliticas exdgenas en dietas para rumiantes

Las enzimas son productos de microorganismos como bacterias (Bacillus
subtilis, Lactobacillus acidophilus, L. plantarum y Streptococcus faecium) y hongos
(Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei y Saccharomyces cervisiae), estas
enzimas son utilizadas en la alimentacion de rumiantes (McAllister et al., 2001).

Las enzimas son biocatalizadores producidos por células vivas que actdan
en reacciones especificas. Las enzimas en la alimentacion de rumiantes tienen la
funcidn de catalizadores sobre sustratos que son digeridos en compuestos simples
(azlUcares, aminoacidos o acidos grasos). La preparacion de enzimas para

rumiantes se basa principalmente en su capacidad para degradar la fibra de las
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plantas. La degradacion de celulosa y hemicelulosa requiere de diversas enzimas,
las cuales difieren en proporcion y actividad. EI comportamiento de una sola
enzima y una mezcla de enzimas tienen diferente impacto sobre la degradacion de
la fibra de las plantas. La diversidad de actividad enzimética que tienen los
productos comerciales enziméticos es una ventaja, ya que pueden actuar sobre

diferentes sustratos (McAllister et al., 2001).

Las enzimas fibroliticas exdgenas han utilizado como aditivos en ensilados.
La aplicacién de celulosas y xilosas promueven el potencial de degradacién en un
10 % de rastrojo ensilado. Asimismo, Feng et al. (1996) adicionaron enzimas en
dosis baja (2.10 ml/kg de MS) y alta (5.26 ml/kg de MS), los tratamientos fueron 4
el testigo (sin enzima), celulasas, xilanasas y una combinacion de celulasas y
xilanasas en heno, heno hidratado y pasto fresco, observando la digestibilidad in
vitro (43.5 %) e in situ (31.1 %) de la MS del heno con la combinacion de celulasas

y Xilanasa (dosis alta) fue mayor con respecto a los demas tratamientos.

Meesk et al. (2002) observaron un incremento en la produccion diaria de
leche de 16.7 a 17.7 kg, con una dieta a base de ensilado de avena y ensilado de
avena adicionado con enzimas. Sin embargo, no hubo efecto sobre la ganancia de
peso o la condicién corporal de los animales.

Yang et al. (2000) al adicionar al concentrado enzimas fibroliticas exdgenas
en vacas lecheras, encontraron que la produccion de leche diaria se incremento
de 35.3 a 37.4 kg. Sin embargo, al adicionar las enzimas a los forrajes no hubo
efecto (35.2 kg). Asi mismo, las enzimas no modificaron la composicion de la
leche.

En ganado de carne se ha observado que la ganancia de peso en novillos
se incremento en un 7 % con el uso de enzimas fibroliticas exdégenas (Burroughs
et al. 1960). Al respecto Beauchermin et al. (1995) reportaron un incremento del
10 % en consumo voluntario y 30% en ganancia de peso en novillos con la adicion

de enzimas fibroliticas. Por su parte Lewis et al. (1996), utilizaron una combinacién
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de celulasas y xilanasas en novillos alimentados con una dieta 70 % forraje y 30 %
heno de cebada. EI consumo de MS y FDN no se incrementd, pero la
digestibilidad de la MS, FDN y FDA se increment6é con la adicion de enzimas.
Cuando se aplicaron las enzimas directamente al rumen la digestibilidad del forraje
disminuy6é comparada con la aplicacion de enzima al heno. Al respecto Hristov et
al. (2000) al suministrar intraruminalmente enzimas fibroliticas (carbometilcelulasa,
xilanasa, B-glucana y amilasa) a 0, 100, 200 y 400 g/d, a vaquillas alimentadas con
ensilado (14 %) y grano rolado (85.5 %) de sorgo, encontraron que la adicién de
enzimas disminuye el pH ruminal e incrementa la concentracion de NHs y la
digestibilidad in situ de MS.

Se han realizado varios trabajos sobre el efecto de enzimas fibroliticas
exogenas en el comportamiento animal. Cano et al, (2003) no encontro efecto
sobre la ganancia de peso en toretes en pastoreo con la adicion de enzima,
observando valores de 584 kg con adicidon de enzima (cafia de azucar + urea) y
580 kg sin enzima (cafia de azlcar +urea). Resultados similares encontrd Carredn,
(2003) con novillos en crecimiento alimentado con una dieta a base de rastrojo de
maiz (picado o molido) y heno de alfalfa, suplementado con sorgo, pollinaza y
pasta de soya, la ganancia de peso no presenté diferencia entre tratamientos
(rastrojo de maiz picado (0.800 kg), rastrojo de maiz picado + enzima (1.3 kg),
rastrojo de maiz molido (1.1 kg), rastrojo de maiz molido + enzima (1.2 kQ).

Por otra parte, Gomez, (2003) observo un efecto positivo en la ganancia de
peso y conversién alimenticia, cuando adiciono 0, 15y 30 g de enzimas fibroliticas
por animal/dia (Fibrozyme), en novillos en pastoreo (estrella de Africa)
suplementados con cafia de azucar integral. En un segundo trabajo con novillos
en pastoreo (estrella de Africa) suplementados con cafia de azlcar enriquecida
(Saccharina), la ganancia de peso mejoro con la adicion de 15 g de Fibrozyme
(0.634 kg) y 30 g de Fibrozyme (1.059 kg) en relacion al testigo (0.488 kg). La

ganancia de peso tuvo una respuesta lineal, debido a que la enzima mejoro el
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consumo de nutrientes digestibles de la cafia de azlcar y la cafia de azlcar

enriquecida (Saccharina).

Las enzimas fibroliticas también tiene efecto en dietas altas en granos
utilizadas en bovinos de carne, Krause et al., (1998) encontré que al adicionar
enzimas fibroliticas (celulasas y xilanasas), en dietas altas en grano (cebada) se
incrementd la digestibilidad total del tracto digestivo de la fibra detergente acida
(FDA) en un 28 %.

Los resultados del uso de enzimas fibroliticas en el comportamiento de
animales son muy variados debido a factores propios de la enzima como pueden
ser origen, actividad enzimética, pH Optimo, temperatura éptima, método de
aplicacion, asi como las caracteristicas fisicoquimicas de la fibra de los sustratos.
Debido a estas variaciones en los resultados del uso de enzimas fibroliticas, no se
puede hacer recomendacion general para el uso de enzimas, esto va a depender

del producto enzimatico de que se trate.
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3. JUSTIFICACION

Debido al crecimiento exponencial de la poblacion y al interés de incrementar la
calidad en la alimentacion humana, existe la necesidad de disminuir o eliminara la
posible competencia por cereales entre la alimentacion humana y animal, para
esto es importante que los especialistas y profesionales (MVZ, zootecnistas,
nutridlogos, entre otros) de la produccion animal, se enfoquen en la basqueda y
evaluacion de alternativas en donde se incremente la utilizacion de hidratos de
carbono estructurales, con la finalidad de disminuir la inclusion de granos en la
alimentacion de rumiantes, debido a su naturaleza del sistema digestivo del
rumiante, dentro de estos se encuentra las enzimas fibroliticas exdégenas, las
cuales en investigaciones previas han observado que incrementa la digestibilidad
de la fibra al emplear forraje de calidad (ensilados de maiz, cebada, alfalfa y cafia
de azulcar), aunque al emplear subproductos o esquilmos agricolas, los resultados
son variables. Por usos y costumbre, ademas de su disponibilidad y bajo costo en
el centro del pais, se emplean insumos de baja calidad como el rastrojo de maiz,
el cual contiene aproximadamente 4.20 Kcal g* de energia, cantidad similar a la
que presenta el grano de maiz (4.45 Kcal g?), con la Unica desventaja que este
altimo se conforma por carbohidrato no estructurales y el rastrojo esta clasificado
como estructural (celulosa, hemicelulosa) y abundante lignina por ser un insumo
fenolégicamente maduro. Por lo cual, es de importancia conocer y conducir esta
investigacion, en donde se empleen la incorporacion de un complejo enzimatico
fibrolitico comercial en una dieta para rumiantes con rastrojo de maiz, esto para
poder aprovechar los aportes energéticos, aunado a que estos tipos de forrajes se
obtienen relativamente a bajos costos en la zona, por lo cual se favoreceria la

rentabilidad de las unidades de produccion de rumiantes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la adicion de una enzima fibrolitica exégena comercial con
principal actividad xilanolitica sobre la digestibilidad in sacco de sorgo alfalfa,

rastrojo y una dieta integral para finalizacion de rumiantes

4.2. Objetivos especificos

Obtener la digestibilidad in sacco de grano de sorgo y forrajes (alfalfa y rastrojo de
maiz), ademas de una dieta integral para finalizacién con la adicién de una enzima

xilanolitica exdgena comercial.

Conocer el efecto de la adicion de una enzima fibrolitica (xilanolitica) exdgena

comercial sobre las variables ruminales de pH y acidos grasos volatiles
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5. HIPOTESIS

La adicion de un producto enzimético fibrolitico exdgeno comercial en alimentos
(sorgo, alfalfa y rastrojo de maiz) y dieta integral incrementa la desaparicion de la
fibra detergente neutro y acido empleando la técnica in sacco, y condiciones
ruminales mejorando asi el aprovechamiento de los insumos empleados en la

formulacion de raciones para rumiantes.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Desaparicion in sacco de la dieta e ingredientes

La investigacién se llevo a cabo en la Posta Zootécnica y en el Laboratorio
Multidisciplinario de Investigacion del Centro Universitario UAEM Amecameca de
la Universidad Autbnoma de Estado de México, localizada en el municipio de
Amecameca, ubicado al sur del oriente del Estado de México, sus coordenadas
geograficas son longitud 98°37°34” y 98°49'10”; latitud 19°3’12” y 19°11°2”. Se
encuentra a una altura sobre el nivel del mar de 2420 m. Los limites del municipio
son: al norte, con el municipio de Tlalmanalco; al este el estado de Puebla; al sur,
los municipios de Atlautla y Ozumba; y al oeste, los municipios de Ayapango y
Juchitepec.

La superficie del municipio es de 181.72 km?, ademas ocupa el lugar 44 por su
extension y representa el 0.8 % del territorio estatal. El clima predominante es
templado subhumedo cb (w2) con régimen de lluvias de mayo a octubre, la
temperatura media anual es de 14.1°C; presentando el mes mas frio en enero con
2.4 °C promedio, pero en febrero o diciembre la temperatura puede descender
hasta - 8°C. El mes mas caluroso es abril con 24 °C en promedio, pero la maxima
temperatura extrema puede llegar hasta 34°C en mayo o de 32 °C en octubre y
diciembre. La precipitacion anual es de 935.6 milimetros, febrero es el mes mas
seco (6.2 mm), seguido por diciembre (6.5 mm) y marzo (7.0 mm) julio es el mas
lluvioso (341 mm), le sigue agosto (338 mm) y junio (321.4 mm) (INEGI, 2009).

Para determinar la desaparicién in sacco se emple6 una vaca Holstein, con
canula ruminal (PV de 480 = 30 kg), la cual fue alimentada por mafiana y tarde
(8:00 y 19:00 h) con acceso ad libitum de agua. Al inicio del experimento se

determind el peso del bovino mediante una cinta para medir el diametro del torax,
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desparasitados con Ivermectina® (1 mL 50 kg via subcutanea) y vitaminados con
Vigantol ADE® (3 mL animall). La alimentacion se le proporciono
aproximadamente 25 dias al bovino, considerando los primeros 7 dias de
adaptacién a la dieta, 7 dias de muestreo para desaparicion in sacco y 21 dias
para medir el pH y la concentracion de acidos grasos volatiles, empleando una
dieta constituida con 75 % de forraje y 25 % de concentrado, y balanceada de
acuerdo con los requerimientos nutricionales para bovinos en finalizaciéon (NRC,
2000). Los forrajes fueron picados a un tamafio de particula aproximado de 4 cm.
A la dieta integral (Cuadro 4) se le determino el contenido de materia seca (MS), y
proteina cruda (PC) (AOAC, 1990), y fibra detergente neutro (FDN) y fibra
detergente acido (FDA) por la técnica de Van Soest et al. (1991).

El extracto enzimético fibrolitico comercial con actividad xilanolitica se
aplicé en dosis de 0.0, 2.0 y 3.0 g kg* de dieta, el complejo enzimatico fue
disueltos en 500 mL de agua potable, y se mezclaron con la dieta correspondiente
24 h antes de ofrecérselo al bovino. El bovino fistulado se emple6 Unicamente
como incubador, para desarrollar la técnica de desaparicion in sacco, descrita por
Vanzant et al. (1998). Para lo cual se emplearon bolsas de poliseda de 10 x 20 cm
(9@ poro de 52 + 10 um), selladas con un termosellador para bolsas de 20 cm de la
marca Dili®. Las bolsas fueron identificadas con marcador indeleble para
posteriormente secadas a 60 °C por 24 h, trascurrido el tiempo fueron
estabilizadas en un desecador y pesadas. Posteriormente se llenaron por
duplicado con aproximadamente 5 g de dieta experimental e ingredientes (sorgo,
alfalfa y rastrojo de maiz), previamente molidos, con un molino marca Thomas
Willey®, y una malla de 2 mm, tanto la dieta experimental como los ingredientes
fueron asperjados con el extracto enzimético xilanolitica comercial 24 h antes. Una
vez pesado el contenido dentro de las bolsas, fueron selladas para evitar fugas de

la muestra.
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Cuadro 4. Dieta experimental y composicién quimica

Ingredientes MS (%)
Sorgo 69.00
Pasta de soya 4.00
Minerales? 2.00
Heno de alfalfa 15.00
Rastrojo de Maiz 10.00

Composicion quimica de dieta experimental

PC 14.72
FDN 28.23
FDA 17.95
EM (Mcal kg) 2.66
ENm (Mcal kg?) 1.74
ENg (Mcal kg?) 1.13

1 Ruminsal plus por cada kg contiene: Ca, 130 g; P 50 g; Na, 109 g; Cl, 200 g; Fe,
4.30 g; Mg, 3.33 mg; Cu, 80 mg; Co, 66.6 mg; |, 4 mg; Se, 70 mg; Zn, 80 mg

a valores de NRC (2000).
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Posteriormente fueron introducidas en el rumen por 6, 12, 24, 48 y 72 h de
incubacion. Las bolsas se retiraron del rumen transcurrido el tiempo
correspondiente, se lavaron con agua hasta quedar limpias, posteriormente fueron
secadas a temperatura ambiente por 48 horas, luego deshidratadas en una estufa
de aire forzado a 55 °C por 24 h y pesadas para calcular el contenido de MS. Los
duplicados de cada muestra se mezclaron en forma homogénea para obtener una
sola. Se determiné la cantidad de FDN y FDA de acuerdo con Van Soest et al.
(1991). Todos los procedimientos antes mencionados, para determinar la
desaparicion in sacco se realizaron por duplicado en dos corridas, para obtener un

resultado confiable en el andlisis estadistico.

6.2. Recoleccién del fluido ruminal

La semana siguiente al periodo de incubacion inicio el proceso para recoleccion de
liquido ruminal. Durante 3 semanas (21 dias) se aliment6 al bovino con la racion
basal (F:C 75:25) y se fue adicionando por semana la enzima fibrolitica comercial
semana uno (0 g kg), semana dos (2 g kg) y semana tres (3 g kg'). La toma de
liquido ruminal se realiz6 los dias 7, 14 y 24 a las 12 h post alimentacion. Se
tomaron 50 mL de liquido ruminal el cual, fue filtrado con doble gasa y se tomd la
lectura del pH con un potenciémetro portéatil (ORION modelo SA 210) ademas, de
cada muestra se guardaron 3 mL en alicuotas plasticas (3 alicuotas por
tratamiento), a los cuales se les adicioné 0.8 mL de acido metafosférico al 25 %
(v/v) y se conservaron en congelacion (-4°C) para posteriormente, medir la

concentracion de acidos grasos volatiles (AGV).
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6.3. Concentraciéon de Acidos grasos volatiles (AGV)

Se colectaron las muestras de liquido ruminal conservadas en congelacion y
fueron centrifugadas a 12,000 G durante 10 min; el sobrenadante se colocé en
viales de vidrio de 1 mL y fueron procesadas para obtener la concentracién de
AGV mediante la técnica de Erwin et al. (1961) utilizando 2 yL de muestra
inyectada a un cromatografo de gases (Perkin Elmer Clarus 580, utilizando una
columna capilar de 30 m x 0.25mm x 0.25um (Agilent Technologies, modelo HP-

FFAP) y nitrégeno como gas acarreador.

6.4. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un disefio completamente al
azar generalizado, con tres tratamientos (dosis: 0.0, 2.0 y 3.0 g kg de dieta, del
complejo enzimatico) y dos corridas como repeticiones, para esto se utilizé el
procedimiento GLM de SAS (SAS, 2002) y se realizaron polinomios ortogonales
para determinar efectos lineales y cuadréaticos con un nivel de significancia de P<
0.05.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Degradabilidad in sacco de FDN y FDA de la dieta e ingredientes

En la fibra detergente neutro (FDN) no se observaron efectos por la adicion del
extracto enzimatico xilanolitico comercial, no encontrando diferencias (p>0.05) en
la degradabilidad de las dietas experimentales e ingredientes (Cuadros 5). Estos
resultados coinciden con los reportados por Kung et al. (1991); Sheperd y Kung
(1996); Teacher et al. (1996); Hristov et al. (1998); McAllister et al. (1999);
McAllister et al. (2000) y Yescas et al. (2004). También resultados similares

presentaron Lewis et al. (1996), Yang et al. (1998), Beauchemin et al. (1999),
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Rode et al. (1999), Yang et al. (2000), quienes, al mezclar extracto enzimético,
tanto xilanoliticos como celuliticos, 24 h antes de ofrecer el alimento, como se
realizO en este experimento, de igual manera no se encontraron cambios
significativos. Por su parte Krause et al. (1998) al alimentar a novillos con 95 %
concentrado y 5 % forraje (ensilado de cebada o paja de cebada) adicionada con
extracto enzimatico xilanolitico y celulolitico comercial, no encontraron diferencias
(p>0.05); sin embargo, observaron un incremento numérico en la digestibilidad de
la FDN con la paja de cebada (1.7 %) con respecto al testigo, y comparado con el
ensilado de cebada (4 %).

En el caso de los forrajes, alfalfa y rastrojo de maiz, de igual manera no se
encontraron diferencias en los efectos lineales ni cuadraticos (p>0.05) unicamente
en el sorgo a las 12 h de incubacion presentando ademas de un efecto lineal
(p<0.05), destacando en la con mayor digestibilidad al adicionar 3 g del extracto
enzimatico xilanolitico (Cuadro 5).

De igual manera la degradabilidad de la fibra detergente acido (FDA),
tampoco no se observaron efectos por la adicion del extracto enzimatico
xilanolitico comercial ya que al ser adicionado a la dieta integral y forrajes alfalfa y
rastrojo de maiz, no se observaron diferencias (p>0.05) en los contrastes, ni
respuesta lineal o cuadratica (Cuadros 6). Estos resultados coinciden con los
publicado por Beauchemin et al. (1995), Feng et al. (1996), Lewis et al. (1996),
Krause et al. (1998), McAllister et al. (2000), Beauchemin et al. (2000), Rode et al.
(1999), Meneses et al. (2001), Tirado-Estrada. (2001) y Yescas et al., (2004). Por
su parte Lewis et al. (1996), observaron que la aplicacion de los extractos
enzimaticos fibroliticos a los forrajes, antes de la alimentacién de novillos aumenta

el consumo y la digestibilidad de FDA favoreciendo el aprovechamiento de la fibra.
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Cuadro 5. Digestibilidad in sacco de la FDN con adicion extracto enzimatico
xilanolitico comercial (%)

P
Horas deincubacion  pey  4oEEX  +3EEX EEM  Lineal Cuadratico
Heno de alfalfa
6 13.44 12.26 12.55 0.87 0.53 0.55
12 27.07 27.43 26.28 1.08 0.53 0.96
24 30.92 31.90 30.34 1.18 0.51 0.63
48 37.16 36.36 36.39 1.49 0.49 0.22
72 42.09 42.48 41.20 1.26 0.20 0.75
Rastrojo de maiz
6 13.44 12.26 11.75 1.00 0.28 0.33
12 23.07 23.83 21.48 2.63 0.63 0.77
24 30.92 31.90 30.34 1.18 0.51 0.63
48 37.10 36.36 36.39 1.49 0.49 0.22
72 42.91 42.69 42.91 1.03 0.60 0.93
Sorgo
6 22.57 22.23 21.72 251 0.15 0.23
12 36.75 38.36 38.89 3.05 * 0.19
24 46.34 47.51 50.38 2.73 0.17 0.24
48 60.77 57.87 58.58 2.37 0.96 0.15
72 73.20 71.75 71.04 1.54 0.57 0.08
Dieta integral
6 25.11 28.90 23.26 3.04 0.78 0.85
12 35.40 36.14 31.24 6.12 0.51 0.67
24 49.66 45.25 46.44 6.65 0.53 0.66
48 56.34 54.93 56.51 4.48 0.73 0.87
72 57.06 60.83 55.81 6.49 0.93 0.77

-EEX = Testigo; +2EEX = 2 g'* kg de dieta de FZ; +3EEX = 3 g kg de dieta de FZ

EEM: Error estandar de la media; 3Efectos: lineal y cuadratico; *** (p<0.01), **

(p<0.05).
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Es posible que el principal factor limitante, de la actividad del extracto
enzimatico xilanolitico comercial, sobre la degradabilidad de la FDN y FDA en este
experimento seria la composicion de la misma dieta integral (75 % forraje y 25 %
concentrado), ya que en teoria la poblacion de bacterias amilolitica son las que
predominarian en el ambiente ruminal, aunado a esto puede tenerse en
consideracion la disminucion del pH debido a la presencia de Strptococus bovis,
generador de lactato y bajo este ambiente ruminal inhibe la proliferacion de
bacterias fibroliticas (Mendoza y Rojo 2002), ademas que el pH bajos inhiben las

actividades de los extractos enzimaticos exdgenos fibroliticos (Zinn et al., 2002).

Por otra parte, el posible crecimiento de bacterias degradadoras de almidén
(amiloliticas), haga que las enzimas exdgenas xilanoliticas (origen proteico), sirven
como alimento altamente proteico para las los microorganismos ruminales, como
es el caso de las proteasas que en las primeras horas de la digestion hidrolizan a
las enzimas exdégenas (Pinos et al., 2002) impidiendo que actien sobre el material
fibroso hidrolizando los carbohidratos estructurales contenidos en las dietas
(Stokes, 1992).

7.2. pH ruminal

No se encontraron cambios significativos (p<0.05) en el pH ruminal a las 12
horas de incubacion (Figura 5.), lo cual coincide con lo obtenido por Kung et al.
(1998); Beauchemin et al. (2000); Hristov et al. (2000); Bowman et al. (2003). Por
su parte Karnezos (2000) adicionando el extracto enzimatico exdgeno xilanolitica,
empleado en esta investigacion observaron cambios en la fermentacion ruminal,
con una disminucion en el pH. Por su parte Beauchemin et al. (1999) y Yang et al.
(1999) al adicionar Extractos enzimatico fibroliticos (EEF) comercial en la dieta no
observaron cambios en la concentracion de pH en ovinos alimentados con rastrojo
de maiz, alfalfa y 10 o 25 % de grano. McAllister et al. (1999) no encontraron
cambios (p>0.05) en el pH ruminal de bovinos en finalizacién alimentados con

ensilaje de cebada.
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Cuadro 6. Digestibilidad in sacco de la FDA con adicidn extracto enzimatico
xilanolitico comercial (%)

P
Horas deincubacion  pey 4 opEX  +3EEX EEM  Lineal Cuadratico
Heno de alfalfa
6 10.98 10.75 10.66 2.03 0.53 0.44
12 19.92 19.98 20.56 2.19 0.25 0.47
24 26.20 26.84 27.14 2.60 0.16 0.70
48 36.03 34.95 35.19 1.62 0.57 0.34
72 39.22 39.07 39.28 2.03 0.82 0.59
Rastrojo de maiz
6 10.82 10.57 10.60 10.60 0.53 0.44
12 19.82 19.84 20.36 20.36 0.25 0.24
24 25.80 26.44 25.94 25.94 0.28 0.88
48 34.43 32.75 34.59 34.59 0.44 0.24
72 39.22 39.07 39.28 39.28 0.82 0.59
Sorgo
6 13.39 14.55 10.60 2.04 0.25 0.29
12 26.72 26.81 20.36 4.59 0.15 0.26
24 45.77 44,11 25.94 2.71 0.86 0.14
48 55.11 55.02 34.59 1.97 0.96 0.36
72 61.48 60.84 39.28 1.27 0.43 0.45
Dieta integral
6 10.84 9.25 10.90 2.12 0.97 0.22
12 21.37 19.63 21.21 3.56 0.96 0.63
24 31.59 33.03 32.27 2.47 0.21 0.51
48 35.62 36.01 36.41 2.69 0.77 0.67
72 38.92 38.97 38.04 1.24 0.43 0.48

-EEX = Testigo; +2EEX = 2 g'! kg de dieta de FZ; +3EEX = 3 g kg de dieta de FZ
EEM: Error estandar de la media; 2Efectos: lineal y cuadratico; *** (p<0.01), **

(p<0.05).
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Sin embargo, estos resultados difieren de los reportado por McAllister et al.
(2000), quienes reportaron un incremento en el pH, en borregos alimentados con
forraje en comparacion con los alimentados con concentrado, aunque no existio
efecto en la digestibilidad con la adicion de la EEF. Pinos et al. (2002) observé que
las EEF disminuyeron (p<0.05) el pH ruminal en borregos alimentados con heno
de alfalfa y no tuvieron efecto cuando consumieron heno de pasto ballico. Lewis
et al. (1996) mencionan que las EFE adicionadas al forraje y al animal disminuye
el pH en novillos alimentados con pasto. Por su parte Basurto (2002) menciona
que las EEF con actividad xilanolitica o celulitica actian mejor bajo condiciones de
temperatura entre los 30° a 50° C y con pH de 3.5 a 5.5; sin embargo, en este

experimento no resulto asi.

5.9
5.85
58
5.75
5.7
5.65
56

5.55
-EEX +2EEX +3EEX

Figura 5. pH del fluido ruminal en bovinos a las 12 horas de incuabacion post
alimentacion con dietas adicionada con la enzima exdgena xilanolitica

comercial.

El pH bajo en este estudio pudo deberse la composicion de la dieta de
finalizacion y esto a su vez a la presencia de bacterias como Streptoccocus bovis,
Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminobacter amylophilus, Prevotella ruminicola y

Selenomona ruminantium (Huntignton, 1997). El pH ruminal afecta la digestion de
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la fibra debido a la influencia que tiene sobre la tasa de crecimiento de las
bacterias celuloliticas, ya que estas no crecen en pH > 6.0 debido a que no
regulan la concentracion intracelular de aniones a pH bajos (Russell y Wilson,
1996). Por su parte Mertens y Ely (1982) mencionan que un pH superior a 6.0

favorece la degradacion de la MS de la fibra.

7.3. Acidos grasos volatiles

En este estudio se observaron diferencias significativas (p<0.05) en la
concentracion de AGV (Figura 6), destacando que en el acido acético se observa
que el tratamiento testigo y al que se le adiciono la dosis de 3 g de extracto
enzimatico xilanolitico comercial mostraron mayor cantidad de este AGV en
comparacion con la dosis de 2 g. En la concentracion de acido propionico se
puede observan que al adicionar 2 g del extracto enzimatico exdgeno xilanolitica
comercial muestra cambios numéricos, aunque con el analisis estadistico no son
detectados (Figura 6). En el butirico no se observaron diferencias (p>0.05)
comportandose las concentraciones sin variacion las entre tratamientos.

Estos resultados son similares a los observados por Judkins y Stobart (1998);
Yescas et al. (2004) en ovinos; Feng et al. (1996); Lewis et al. (1996); Hristov et al.
(1998); Krause et al. (1998); Beauchemin et al. (1999); Tirado-Estrada et al. (2001)
en novillos y vacas lecheras no encontraron diferencia en las concentraciones de

acido acético y propiodnico.
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60
50
40
30
20
10
0 ="y
Acético Propidnico Butirico Acético:Propi
dnico
W -EFE 57.39 25.84 16.75 2.35
O +2EEF 49,95 33.35 16.68 1.54
+3EEF 58.44 28.78 12.76 2.53

Figura 6. Porcentaje de AGV en el liquido ruminal al adicionar la enzima
exdgena xilanolitica comercial.
abc Valores de las media en el mismo renglén con diferentes literales

son diferentes (p<0.05)
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8. CONCLUSION

La desaparicion in sacco de la FDN y FDA no se afecto por la accion del
extracto enzimatico exdgeno xilanolitico comercial, ademas, no se afecto el pH ni
las concentraciones de acidos grasos volatiles, en dietas para finalizacion de
rumiantes.

Por lo cual, se sugiere seguir realizando investigaciones con este aditivo
fibrolitico para tratar de eficientizar el uso de forrajes en rumiantes en etapa de

finalizacion.
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