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Comparacion de dos métodos in vitro para estimar la digestibilidad de ensilados de maiz (Zea
mays) de sistemas de produccién de leche en pequefia escala

RESUMEN
Comparacion de dos métodos in vitro para estimar la digestibilidad de
ensilados de maiz (Zea mays) de sistemas de produccion de leche en
pequefia escala
En el presente trabajo, se estimd y comparo la digestibilidad de ensilados de maiz
en sistemas de produccién de leche en pequefia escala, a través de la
comparacion de dos métodos in vitro: a) digestibilidad Daisy Il - Incubator Ankom
Techonology con liquido ruminal y b) digestibilidad enzimatica.
Se evaluaron los resultados de ambos métodos mediante la comparacion de
medias apareadas con T-Student.
El trabajo de laboratorio fue realizado en las instalaciones del Instituto de Ciencias
Agropecuarias y Rurales (ICAR) de la Universidad Autonoma del Estado de
México, con muestras de ensilados de maiz recolectadas de 2011 a 2014 de
unidades de produccion de bovinos productores de leche en sistemas de pequefia
escala localizadas en el municipio de Aculco, Estado de México.
Los resultados indican que existen diferencias estadisticas significativas (P<0.05)
entre el método de incubacién de digestibilidad Daisy Il - Incubator Ankom
Techonology con liquido ruminal y el método de digestibilidad enzimatica. La
digestibilidad promedio de la materia seca (MS) del ensilado de maiz (Zea mays)
fue de 717 y 706 g/kg MS para el método de incubacién con Daisy Il - Incubator
Ankom Techonology con liquido ruminal y el método de digestibilidad enzimética, y
para materia organica (MO) la digestibilidad promedio fue de 819 y 811 g/kg MO,
respectivamente.
Se concluye que la técnica para la determinacion in vitro de la digestibilidad de
ensilados de maiz por el método de digestibilidad enzimatica, no es una opcién de
eleccion al presentar diferencias significativas en comparacion con el método

digestibilidad Daisy Il - Incubator Ankom Techonology con liquido ruminal.
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I. INTRODUCCION

La composicion quimica de los alimentos permite estimar el contenido de los
nutrientes; sin embargo, esto no determina la disponibilidad que tienen para los
animales (Shimada, 2003). Se entiende por digestibilidad la porcién de alimento
ingerido que una vez digerido no es excretado, indicador a partir del cual es
posible estimar la calidad nutricional de los alimentos (Tilley y Terry, 1963; Minson,
1990).

A lo largo de la historia se ha buscado desarrollar técnicas que permitan hacer una
estimacion de la digestibilidad de los alimentos. Si bien, se han logrado desarrollar
meétodos in vivo e in vitro exitosos, han sido estos ultimos los que mas difusion han
tenido.

Determinar la digestibilidad por métodos in vivo involucra mayores costos por
conceptos de manutencion de los animales y alimentacion; mientras que la
determinacién de la digestibilidad por métodos in vitro disminuye los costos
acarreados por los conceptos antes mencionados, minimiza el uso de animales
con fines de investigacion y permite el andlisis de un mayor numero de muestras
simultdneamente, dentro de las diferencias existentes entre la evaluacion de la
digestibilidad empleando liquido ruminal contra el uso de enzimas, estas ultimas
no tienen variaciones en los resultados como consecuencia del uso de animales
(Brum et al., 1999; Ruiz, 2011).

Tilley y Terry (1963) desarrollaron el método de digestibilidad usando liquido
ruminal, técnica que hasta hoy en dia sigue vigente, pero que por cuestiones
relacionadas con el bienestar animal esta siendo reconsiderada como técnica para
estimar la digestibilidad.

El desarrollo de meétodos de evaluacion de la digestibilidad a través de
compuestos sintéticos (enzimas) esta obteniendo mayor difusion, estas técnicas
buscan simular las condiciones y procesos que ocurren de forma natural en el

interior del aparato digestivo.
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Dentro del grupo de alimentos empleados en la produccién de leche, los forrajes
tienen un papel fundamental, tanto por su aporte nutricional, como por los
menores costos requeridos para su produccion.

Los costos de alimentacion en las unidades de produccion de leche, representan
el 70% de los costos de produccion (Espinoza-Ortega et al., 2007), una alternativa
para disminuir los costos de alimentacion, es el uso de forrajes de calidad; la
calidad de un forraje esta determinada por la relacion cantidad-nivel de consumo,
la digestibilidad, los nutrientes contenidos y la capacidad en que estos son
metabolizados (Giraldo et al., 2007).

La fuente de alimentacion de la lecheria en sistemas de produccion de leche en
pequefia escala (SPLPE) principalmente es a base de forrajes, destacando los
rastrojos, arvenses, praderas nativas y cultivadas, ensilados y henos (Castelan-
Ortega et al., 2008).

El maiz al ser un alimento con alto contenido de carbohidratos solubles y
capacidad para disminuir el pH resulta ser una opcién viable para ser ensilado y
ser suministrado a los animales como fuente de energia (Khan et al., 2012;
Martinez-Fernandez et al., 2015); es importante conocer la digestibilidad de los
ensilados de maiz producidos en los SPLPE, porque esta informacion nos permite
estimar la proporcion de nutrientes presentes que tienen potencial para ser
absorbidos (Giraldo et al., 2007).

El presente trabajo se enfoc6 en la comparacién de la digestibilidad del ensilado
de maiz por medio de dos técnicas in vitro, la de incubacion con liquido ruminal, y

mediante incubacion con enzimas.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Sistemas de produccion de leche

Odermatt et al. (1997) clasificaron los sistemas de produccién en tres grupos:
lecheria intensiva del norte del pais, lecheria tropical y lecheria en sistemas de
produccioén de leche en pequefia escala.

La lecheria intensiva del norte del pais se caracteriza por tener unidades de
produccion grandes y altamente especializadas. La utilizacion de concentrados es
muy alta en la alimentacion del ganado, ocasionando altos costos de produccion y
una elevada produccion lactea (Odermatt et al., 1997).

La lecheria tropical suele llamarse ganaderia de doble propdsito, se ubica en las
costas del pais y es un sistema semi especializado; presenta bajos indices de
produccion de leche (Odermatt et al., 1997).

Lecheria en SPLPE: se caracteriza por involucrar a distintos miembros de la
familia durante todo el proceso de produccion; los hatos van de 3 a 35 animales
por unidad de produccion; la fuente de alimentacién del ganado es principalmente
a base de forrajes, destacando los rastrojos, arvenses, praderas nativas y
cultivadas, ensilados, henos y concentrados (Castelan-Ortega et al., 2008), con
producciones medias de 15 a 19 kg de leche/vaca/dia (Hemme et al., 2007). La
produccion ganadera a pequefia escala es una importante fuente de empleo y
alimentos en muchas areas rurales (CEPAL, FAO, IICA, 2009); por lo que los
SPLPE son considerados como una opcion para el desarrollo rural sostenible por
las caracteristicas y capacidad de adaptacion a condiciones adversas (Arriaga-
Jordan et al., 1997).
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2.2. Sistemas de produccion de leche a pequefia escala en México

A nivel mundial, México ocupa el lugar numero 16, en produccion de leche, con
una produccién de cerca de 11 millones 209 mil toneladas, contribuyendo con el
1.7% a la produccién mundial de leche (SIAP, 2015).

Los SPLPE representan a nivel nacional el 37% de la produccion nacional (FAO,
2010).

Dentro del pais, los principales estados productores de leche son Jalisco (18%),
Coahuila (12%), Durango (9%), Chihuahua (9%), Guanajuato (7%), Veracruz (7%),
México (5%) e Hidalgo (4%) (SE, 2012).

El estado de México, se posiciona en el séptimo lugar a nivel nacional en la
produccion de leche, en comparacioén con el afio pasado, el estado de México
presentd una merma en su produccion del 1.7%, con lo que actualmente se
encuentra aportando el 4.1% a la produccién anual (SIAP, 2014; SIAP, 2015).

2.3. Alimentacion del ganado en sistemas de produccion de leche a

pequefia escala

La disponibilidad de insumos para la alimentacién del ganado, influye de manera
directa en la rentabilidad de una unidad de produccién de leche. Los costos de
alimentacion en las unidades de produccién de leche, representan el 70% de los
costos de produccion (Espinoza-Ortega et al., 2007).

De manera ideal, los alimentos proporcionados al ganado deben ser suficientes, y
tener la calidad necesaria para satisfacer sus requerimientos nutricionales,
ademas de que se produzcan a bajo costo (Rinne et al., 2006; Espinoza-Ortega et
al., 2007).

Una alternativa para disminuir los costos de alimentacion, es el uso de forrajes de

alta calidad, dentro de los que se encuentra el ensilado de maiz (Zea mays), por lo
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gue es importante conocer las caracteristicas particulares de este forraje (Arriaga-
Jordan et al., 2001; Martinez-Fernandez et al., 2015).

La alimentacion de los SPLPE, se basa en forrajes, entre los que destacan las
praderas nativas o cultivadas, forrajes conservados y esquilmos de los cultivos
(Arriaga-Jordan et al., 2002; Heredia-Nava et al., 2007), adicional a estos, se suele
suplementar la alimentacion del ganado con alimento comercial, es importante
resaltar, que la alimentacion varia segun la época del afio y los recursos con que
se cuenta.

Entre los forrajes cultivados que destacan en los SPLEP, se encuentra el maiz
(Zea mayz), que es empleado en diferentes presentaciones fisicas: en forma de
forraje fresco, ensilado, heno y rastrojo (Alfonso-Avila et al., 2012; Espinoza-
Ortega et al. 2007).

2.3.1. Ensilaje

Se define como ensilaje al proceso que tiene por objetivo la conservacién de
forrajes verdes, a través de un proceso de fermentacion anaerdbica, con el cual se
reduce la pérdida de materia seca y nutrientes (Duniére et al., 2013; Weinberg et
al., 2013).

La ensilabilidad es la capacidad que tiene un forraje de tener una fermentacion de
calidad, depende de factores como el contenido de materia seca, los carbohidratos
solubles y la capacidad tampén (Duniere et al., 2013; Weinberg et al., 2013;
Martinez-Fernandez et al., 2015).

Olmos (2014) menciona que existen diez aspectos que determinan la calidad del
ensilado de maiz (Zea mays): la variedad de maiz, el manejo agronomico que se
haga al cultivo, el estimado de consumo diario para conocer el tamafio de la cara
del silo, el porcentaje de materia seca, el tamafio de particula y el proceso para

obtenerla, el llenado del silo, la aplicaciobn de inoculantes, el proceso de
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compactacion, el sellado del silo y el manejo de la cara del ensilado una vez
abierto.

Las plantas contienen dos tipos de carbohidratos, los carbohidratos estructurales,
gue forman la pared celular y los carbohidratos no estructurales o de reserva, que
contienen los nutrientes necesarios para el crecimiento de la planta. Dentro de los
carbohidratos de reserva se encuentran el almidén y los carbohidratos solubles,
los cuales son una importante fuente de energia tanto para la planta como para los
microorganismos encargados de la fermentacion en el proceso de ensilaje. La
cantidad y calidad de carbohidratos solubles de una planta, varian entre especies
vegetales, siendo mas abundantes en las gramineas que en leguminosas y la
madurez de la planta, disminuyendo con el paso del tiempo (Khan et al., 2012;
Duniére et al., 2013; Martinez-Fernandez et al., 2015).

La capacidad tampon se define como la resistencia que tienen las plantas para
modificar su pH, capacidad que se ve influenciada por los carbohidratos solubles
(Martinez-Fernandez et al., 2015).

El objetivo que tiene el uso de aditivos durante el proceso de ensilaje es mejorar
las caracteristicas del producto final. Existen dos grupos en los que se clasifican
los aditivos, los reductores y los estimuladores de la fermentacion. El primer grupo
se caracteriza por inhibir el desarrollo de fermentaciones indeseadas, en este
grupo entran los acidos minerales y acidos organicos; en el segundo grupo entran
los in6culos bacterianos, enzimas, nutrientes y absorbentes que como su nombre
lo indica favorecen la fermentacion (Contreras-Govea et al., 2011; Duniére et al.,
2013; Martinez-Fernandez et al., 2015).

Una vez que las plantas se encuentran con el contenido necesario de materia
seca para tener un ensilado de calidad, y que estas son cortadas, comienzan a
ocurrir cambios. Si bien la actividad celular continta por determinado tiempo, estas
comienzan a hacer uso de las fuentes de energia disponibles, hasta que el
oxigeno es completamente consumido, las células dependientes de oxigeno se

desactivan. Sin embargo, los microorganismo facultativos del CO2 son capaces de
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mantenerse activos y generar una fermentacion lactica y con ello la disminucién
del pH (Khan et al., 2012; Duniere et al., 2013; Weinberg et al., 2013).

La desactivacion de las células vegetales favorece la proliferacion de bacterias de
la familia Enterobacteriaceae, el desarrollo de estas bacterias se incrementa en
temperaturas que van de los 18 a los 25°C y cesa al llegar a un pH de 4.2, este
proceso es conocido como fase acética (Khan et al., 2012; Duniere et al., 2013;
Martinez-Fernandez et al., 2015).

Una vez concluida la fase acética, comienza la fase lactica, este proceso esta a
cargo de bacterias lacticas con la capacidad de transformar los carbohidratos
solubles en &cido lactico. Es necesario que exista un pH de 3 a 4 y anaerobiosis
para que este proceso sea llevado a cabo de forma exitosa. Concluido este
proceso el forraje puede llamarse ensilado (Khan et al., 2012; Duniére et al., 2013;
Weinberg et al., 2013; Martinez-Fernandez et al., 2015.).

Existen algunas alteraciones durante el proceso de ensilaje que deterioran la
calidad de un ensilado; la aparicién de bacterias del género Clostridium es una de
las mas importantes ya que favorece una fermentacién butirica, en condiciones de
pH mayores a 4, con lo que se favorece la putrefaccion del forraje y el desarrollo
de toxinas dafiinas para el ganado. Una de las causas de este problema es la
deficiente compactacion del forraje (Cheli et al., 2013; Liu et al., 2013).

Otro factor que determina el crecimiento del género Clostridium, es el contenido de
materia seca en el ensilado. Debido a que en condiciones de baja humedad tienen
un mayor crecimiento. Cuando el porcentaje de materia seca es de 20% o0 menos,
los clostridios incrementan su actividad, mientras que con un 30% de materia seca
su crecimiento se ve limitado (Martinez-Fernandez et al., 2015). Por su parte
Olmos (2014) sugiere que cuando se tiene de un 30 a 38% de materia seca la
calidad del ensilado es mayor.

El maiz (Zea mays) es considerado el forraje Optimo para ensilar, debido

principalmente a su alto contenido de carbohidratos y su capacidad para disminuir
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el pH (14.8-35.1 meq NaOH/100 g MS) (Nkosi et al., 2009; Khan et al., 2012;

Martinez-Fernandez et al., 2015).

2.4. Caracteristicas del aparato digestivo de los rumiantes

La rumia es una de las caracteristicas que junto con la conformacion del
estdbmago, distingue a un animal rumiante de un no rumiante. El rumen, a
diferencia del estbmago de otros animales, se encuentra integrado por cuatro
compartimentos: rumen, reticulo, omaso y abomaso; funcionalmente se considera
al rumen y al reticulo como una sola unidad: Complejo Reticulo-Rumen, sitio
donde ocurre la fermentacion y asimilacion de nutrientes (Sisson y Grossman,
1982; Relling y Mattioli, 2003).

La fermentacion ruminal es resultado de la accion metabolica de los
microorganismos que viven en simbiosis en el rumen. Los microorganismos del
rumen son esencialmente bacterias y protozoarios, estas poblaciones entran al
organismo del recién nacido por el contacto con animales adultos, la ingesta de
alimentos solidos y el consumo de agua. En los rumiantes, la degradacion de los
sustratos moleculares por accion de los microorganismos se realiza por hidrolisis
enzimatica (Relling y Mattioli, 2003; Contraras y Noro, 2010).

El rumen ocupa cerca del 75% de la cavidad abdominal. La capacidad ruminal
varia de acuerdo a la raza; sin embargo de forma general se habla de una
capacidad de 100 a 150 litros en adultos, la capacidad del complejo reticulo-rumen
va de 110 a 235 litros y la del abomaso es de 10 a 20 litros (Contraras y Noro,
2010).

De acuerdo a Relling y Mattioli (2003) para que se realice el proceso de
fermentacion por accion de los microorganismos ruminales, es necesario que en el

complejo reticulo-rumen se mantengan en condiciones especificas de:
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a. Anaerobiosis. La ausencia de oxigeno es necesaria para que los
microorganismos, que viven en simbiosis en el rumen, obtengan energia a
través de la via glucolitica.

b. Aportes de nutrientes. La nutricion de los rumiantes es dependiente de la
nutricion de la poblaciéon de microorganismos ruminales, se debe alimentar
a los microorganismos para que estos alimenten al rumiante.

c. Eliminacién de los productos de desecho del metabolismo ruminal que son
los acidos grasos volatiles (AGV), gases y alimento no digerido. Si se
acumula de forma excesiva los AGV e H*, se produce un incremento en la
presion osmotica del rumen, ocasionando la disminucion del pH. Los AGV
son sustraidos a través de la absorcion de las paredes del rumen, mientras
que el H* se elimina en forma de metano. Los gases producto de la
fermentacion ruminal, especialmente CO2 y CHa, se eliminan a través del
eructo. El alimento no digerido continta el transito por el resto del aparato
digestivo, hasta eliminarse via fecal.

d. pH. El rango de pH que necesitan los microorganismos ruminales para un
desarrollo normal va de 5.5 a 6.9, los cambios extremos en el pH favorecen
el desarrollo de microorganismos que alteran el funcionamiento del rumen.

e. Presion osmdética. La presion osmdética del contenido ruminal es de 300
mOsm/l, con lo que se evita la pérdida descontrolada desde el liquido
intersticial hacia el rumen o de forma inversa.

f. Temperatura. A fin de favorecer el crecimiento bacteriano, la temperatura
ruminal se mantiene entre 38 y 42°C.

Los rumiantes han desarrollado un aparato digestivo que les permite aprovechar
forrajes ricos en celulosa, hemicelulosa y lignina, gracias a la presencia de
microorganismos. La poblacién microbiana del rumen esta integrada por bacterias,
protozoarios, hongos, bacteriéfagos y ocasionalmente levaduras; manteniendo
una relacion de sinergismo con los rumiantes (Carrillo, 2003; Yang et al., 2004;
Carmona et al., 2005).
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Sin embargo, los rumiantes carecen de enzimas celuloliticas propias, que les
permitan obtener glucosa para la sintesis de piruvato y la formacion de AGV; para
lograr esto es necesario el crecimiento y multiplicacion de los microorganismos
ruminales (Carrillo, 2003; Contraras y Noro, 2010).

El nimero de bacterias varia entre 101° a 10! por mililitro de liquido ruminal. Esta
concentracion se ve afectada por el pH ruminal y la dieta. La flora celulolitica se
desarrolla mejor en pH de 6.0 a 6.9 y la amilolitica a pH de 5.5 a 6.0 (Relling y
Mattioli, 2003; Wright y Klieve, 2011). Dentro del grupo de los anaerobios estrictos
destacan las bacterias celuloliticas y hemiceluloliticas (encargadas de degradar y
fermentar los hidratos de carbono estructurales de la pared celular), bacterias
aminoliticas (fermentan los hidratos de carbono de reserva de granos, almidon),
bacterias sacaroliticas (fermentan carohidratos simples, azucares vegetales),
bacterias lactoliticas (degradan el lactato), bacterias lipoliticas (degradan las
grasas), bacterias proteoliticas (degradan las proteinas), bacterias ureoliticas
(hidrolizan la urea) y bacterias metanogénicas (producen metano) (Carrillo, 2003;
Relling y Mattioli, 2003; Wright y Klieve, 2011).

Los protozoarios se desarrollan a pH superior a 6, se encuentran en menor
nimero en comparacién con las bacterias, se habla de 104 a 10° por mililitro de
liqguido ruminal. A diferencia de las bacterias, los protozoarios son capaces de
sintetizar proteina a partir de nitrdgeno no proteico (NNP) (Wright, 2011).

Los hongos representan cerca del 8% de la biomasa ruminal. Son de gran
importancia para la actividad celulolitica, se habla de 10® a 108 por mililitro de
liqguido ruminal (Relling y Mattioli, 2003; Wright y Klieve, 2011).

2.5. Digestibilidad
La composicion quimica de los alimentos permite estimar el contenido de los

nutrientes, sin embargo, esto no determina la disponibilidad que tienen para los
animales (Shimada, 2003).
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La estimaciéon de la degradabilidad y la digestibilidad de los alimentos permiten
establecer el valor nutritivo que tienen, y ayudar a formular dietas balanceadas
para los animales (Bochi-Brum et al., 1999).

Se entiende por digestibilidad la porcion de alimento ingerido que desaparece en
el tracto digestivo o en un proceso de laboratorio, como consecuencia de la
solubilizacion y ataque se los microorganismo ruminales (Tilley y Terry, 1963;
Minson, 1990); la degradabilidad se refiere a cantidad de alimento que se
descompone en sus elementos, como consecuencia de procesos bioldgicos o
qguimicos (Giraldo et al., 2006).

La digestibilidad de un alimento puede ser estimada por técnicas in vivo como in
vitro. Las pruebas in vivo se caracterizan por ser métodos invasivos para los
animales, ser costosas como consecuencia de la manutencion de los animales y
tardadas por el tiempo y nimero de muestras que se pueden incubar a la vez. Las
pruebas in vitro pueden emplear inéculos microbiolégicos y enzimas, por lo que
resultan menos laboriosas, costosas y rapidas, comparadas con las pruebas in
vivo (Church y Pond, 2003).

El presente trabajo se enfoc6 en la comparacion de dos técnicas in vitro,
digestibilidad mediante incubacion con liquido ruminal y digestibilidad mediante

incubacién con enzimas.

2.5.1. Método de digestibilidad Daisy Il - Incubator Ankom Techonology con

liquido ruminal

El principio de este método es simular la fermentacion del rumen en condiciones in
vitro, lo que se logra a través de la mezcla de soluciones compuestas por
minerales, fuentes de nitr6geno y agentes reductores que ayudan a mantener la
anaerobiosis caracteristica de este proceso, mas la adicion de liquido ruminal.
Esta mezcla se incuba por 48 horas a temperatura constante de 39.2 + 0.5°C, con

agitacién circular constante (Daisy Il - Incubator Ankom Techonology)
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2.5.2. Método de digestibilidad enzimatica

Los métodos de digestibilidad con uso de enzimas, han incrementado su
aceptacion en el campo de la nutricion porque han demostrado tener resultados
confiables para estimar el valor nutritivo de alimentos, principalmente de forrajes
(Riveros y Argamentaria, 1987).

Jones y Hayward en 1973 desarrollaron el método de digestion mediante pepsina-
celulasa, empleando una mezcla comercial de celulasa, posteriormente en 1975,
incluyeron un pretratamiento con pepsina mejorando la semejanza de estos
valores con los obtenidos en pruebas in vivo.

El uso de enzimas potencializa la estimacion de la digestion ruminal; sin embargo,
el resultado se ve afectado por variaciones en el pH, tiempo de incubacion,
condicion de saturacién de las enzimas y la temperatura (Villalobos et al., 2000).
La técnica propuesta por Riveros y Argamentaria (1987), al igual que en la
propuesta por Tilley y Terry (1963) busca simular condiciones de incubacién
semejantes a las condiciones in vivo, sin embargo tiene como particularidad un
pre-tratamiento de las muestras con solucién Fibra Detergente Neutro (FDN) para
romper las paredes celulares, a continuacién son incubadas con una mezcla
comercial de enzimas (Cellulase Onozuka R-10 extraida de cepas de
“Trichoderma viridae”) que contiene celulasa 1.0U/mg, pectinasa, 0.4U/mg, o-

amilasa 0.6U/mg y proteasas 0.01U/mg.
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ll. JUSTIFICACION

La evaluacion de la calidad de los alimentos permite balancear dietas que
satisfagan las necesidades nutrimentales de los animales y que tengan una
produccion satisfactoria, aspectos que son fundamentales para que una
produccion de cualquier tipo sea rentable; con base en la necesidad de conocer
esta informacion se desarrollaron distintos métodos para determinar la
digestibilidad de los alimentos.

Si bien por mas de cuatro décadas el uso de animales fistulados para la extraccion
de liquido ruminal ha sido una practica comun que ha contribuido a la evaluacion
de la digestibilidad de los alimentos, hoy en dia y como resultado de la restriccién
del uso de animales con fines de experimentacion, es necesario perfeccionar
métodos que permitan conocer la digestibilidad de los alimentos sin que sea
necesario el uso de animales; la determinacién de la digestibilidad con enzimas es
una opcioén viable que elimina el uso de animales, disminuye el tiempo requerido
para este procedimiento y elimina costos por conceptos de alimentacion y manejo

de animales donadores.
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IV. HIPOTESIS

Existen diferencias en los valores de la digestibilidad de la materia seca (MS) y la
materia organica (MO) de ensilados de maiz (Zea mays) producidos en la zona
lechera del municipio de Aculco, Estado de México, entre el método Daisy Il -
Incubator Ankom Techonology de fermentacion in vitro con uso de liquido ruminal

y el método de digestibilidad enzimatica (con Onozuka R-10).
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V. OBJETIVOS

a). Estimar la digestibilidad en muestras de ensilados de maiz (Zea mays) con dos
meétodos in vitro: Daisy Il - Incubator Ankom Techonology de fermentacion con uso
de liquido ruminal y el método de digestibilidad enzimatica.

b). Evaluar si existen diferencias estadisticas entre el método Daisy Il - Incubator
Ankom Techonology de fermentacion con uso de liquido ruminal y el método de
digestibilidad enzimatica en ensilados de maiz (Zea mays).

c).Determinar la composicion quimica de ensilados de maiz (Zea mays)
empleados en la alimentacion de sistemas de produccion de leche a pequefia

escala.
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VI. MATERIAL
6.1. Material biologico
6.1.1. Animal
Se utilizé un bovino, hembra de 500 kg fistulada en rumen, de la posta zootécnica
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma
del Estado de México.
6.1.2. Forrajes
Se analizaron 40 muestras de ensilado de maiz, recolectadas de 2011 a 2014 en
el municipio de Aculco, Estado de México; empleados para la alimentacion de
vacas lecheras en sistemas de produccion de leche en pequefia escala.
6.2. Material de laboratorio
Las muestras recolectadas fueron procesadas en el laboratorio de andlisis de
alimentos y forrajes del Instituto de Ciencias Agropecuarias y Rurales (ICAR) de la
Universidad Autonoma del Estado de México, utilizando el material y reactivos

necesarios para realizar el analisis quimico de acuerdo a los procedimientos

establecidos con uso de los equipos del laboratorio.

VIl. METODO

Las muestras de ensilado de maiz (Zea mays) fueron secadas en estufa de aire

forzado para su desecacion de 60°C por 48 horas, aunque la destilacion con
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tolueno y el secado al vacio (AOAC, 1960) son las técnicas de desecacion
recomendadas para este tipo de muestras para evitar una subestimacion de la
materia seca por la pérdida de acidos grasos volatiles y alcoholes, sin embargo,
diversos autores (De Boever et al., 1997; Heredia-Nava et al., 2007; Weinberg y
Chen et al., 2013) han realizado la desecacion de muestras de ensilado a esta
temperatura.

Posteriormente las muestras de ensilado de maiz (Zea mays) fueron molidas en
un molino Pulvex y tamizadas en una malla de 2 mm.

De acuerdo a lo descrito en el Manual operador del Daisy Il - Incubator Ankom
Techonology, se utilizaron bolsas filtro (F57) con un tamafio de poro de 5 um, se
agrego6 0.5g de muestra a cada bolsa para la digestibilidad con liquido ruminal y
1.0g para la digestibilidad enzimética de acuerdo a lo descrito en la técnica

propuesta por Riveros y Argamentaria (1987).

7.1. Composicion quimica de las muestras

Las determinaciones que se realizaron a cada una de las muestras fueron: cenizas
(CN) mediante los protocolos de la AOAC (1990), proteica cruda (PC) por el
método Kjeldahl (N x 6.25), fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente
(FAD) mediante Ankom Technology (2005). Se determiné la energia metabolizable
(EM) (((0.156) (digestibilidad in vitro)— 0.535) de acuerdo a Macle et al. (1999).

7.2. Estimacion de la digestibilidad

7.2.1. Digestibilidad con liquido ruminal método Daisy Il - Incubator Ankom

Techonology

El principio de este método es establecer condiciones de incubacién semejantes a

las condiciones in vivo. Se lleva a cabo en 4 jarras de digestion con capacidad de
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2 litros, a las cuales se le adiciona dos soluciones (A y B), compuestas por

minerales, fuentes de nitrégeno y agentes reductores, en cada jarra de digestion

fueron colocados dos litros de soluciones con las siguientes proporciones: 1.330 L

de solucién A 'y 266 ml de solucién B, esto para ajustar un pH de 6.8 y 400 mL de

liquido ruminal; al concluir la incubacion de 48 horas se aflade una tercera

solucién (C); la composicion de las soluciones es la siguiente (Daisy Il - Incubator

Ankom Techonology):

Cuadro 1. Soluciones empleadas para el método de digestibilidad Daisy Il -

Incubator Ankom Techonology con liquido ruminal.

Solucién Reactivo Cantidad
g/L
KH2PO4 10.0
Fosfato de potasio monobasico
MgSOa4 7H20 0.5
Sulfato de magnesio
Solucion A NaCl 0.5
Cloruro de sodio
CaClz2 2H20 0.1
Cloruro de calcio
CHaN20 0.5
Urea
Na2CO3 15.0
Solucién B Carbonato de sodio
Na2S-9H20 1.0
Sulfuro de sodio
NaCi12H25S04 30.0
Lauril Sulfato de Sodio
18

Aurora Sainz Ramirez




Comparacion de dos métodos in vitro para estimar la digestibilidad de ensilados de maiz (Zea
mays) de sistemas de produccién de leche en pequefia escala

Solucion C
(Fibra Neutro

Detergente)

C1oH14N2Naz
Sal disddica etileno diamino tetra acetato

dihidrogenado

18.61

Na2B40O7 10H20

6.81

Tretraborato de Sodio decahidratado

Na2HPOa4 4.56

Fosfato de sodio dibasico anhidro

CeH1404 10.0
Trietilenglicol

Previa utilizacion de las bolsas de incubacion, estas se colocaron en
acetona por 3 a 5 minutos, y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Se pes6 cada bolsa de filtro F57 y se registro el peso (W1).

. Se puso a cero la balanza y se pes6 0.5 g de muestra (W2) directamente en
la bolsa de filtro.

La bolsa fue sellada térmicamente.

5. Una vez realizadas las soluciones, se colocaron en bafio de agua hasta que

alcanzaron una temperatura de 39.2 + 0.5°C.

Previa extraccion del liquido ruminal, se precalentaron dos termos con
capacidad de 1L con agua a 39°C, el liquido ruminal se colecto de una vaca
adulta fistulada, de raza Holstein con un peso promedio de 500 kg. La
recoleccion del liguido ruminal se realizé en las primeras horas de la
mafiana y se filtr6 a través de tela manta de cielo, y se llevo al laboratorio.
En el laboratorio, se mezclo en cada jarra de digestion la solucion A, la By
el liquido ruminal en las proporciones antes mencionadas.

. Se colocaron 20 muestras y un blanco (bolsa sin muestra sellada) en cada
jarra de digestion.

. Se saturo con COz por 5 minutos cada una de las jarras de digestion.
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10.Se colocaron las jarras de digestion en el incubador Daisy previamente
calentado a 39.2 + 0.5°C y se encendieron los interruptores de calor y
agitacion, se inicio la incubacion por 48 horas.

11.Transcurridas las 48 horas se desechd el liquido y las muestras se
enjuagaron con agua fria.

12. Se secaron las muestras en una estufa de aire forzado a 102 + 2°C durante
4 horas y se pesaron las muestras.

13. Posteriormente se procesaron las muestras en el analizador de fibras
(Ankom 200), usando la solucion C (FND), siguiendo las indicaciones de
Ankom Technology (2005).

14.Después de terminar el proceso en el equipo Ankom 200, las muestras
fueron remojadas durante 5 minutos en acetona, transcurrido este tiempo
se sacaron las muestras.

15. Una vez que se evaporo completamente la acetona de las muestras, se
colocaron en la estufa de aire forzado a 102 + 2°C durante 4 horas.

16. A continuacion las muestras fueron pesadas.

La férmula empleada para estimar la digestibilidad in vitro de la materia seca
(DIVMS), y de la FND, se realiza de acuerdo a las especificaciones de Daisy Il -
Incubator Ankom Techonology:
DIVMS =100 - (W3 - (W1 x C1)/(W2)) x 100
Doénde:
Wi1=Peso de la bolsa
W2=peso de la muestra
W3 (peso de la muestra seca)= incubacion y FDN
C1= Peso de la bolsa corregida (peso del blanco final/peso del blanco inicial)

17.Finalmente las muestras fueron colocadas en una mufla a 550°C durante 3

horas, para determinar el contenido de cenizas y calcular la materia

organica residual, la digestibilidad in vitro de la materia organica (DIVMO)
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se calculé por diferencia de peso entre la materia organica inicial menos la

materia organica residual.

7.2.2. Método de determinacidon enzimatica

La técnica propuesta por Riveros y Argamentaria (1987), al igual que en la
propuesta por Tilley y Terry (1963) busca simular condiciones de incubacion
semejantes a las condiciones in vivo, sin embargo tiene como particularidad un
pre-tratamiento de las muestras con solucion Fibra Detergente Neutro (FDN) para
romper las paredes celulares.

Se llevé a cabo en 4 jarras de digestion con capacidad de 2 litros, a las cuales se
le adiciono dos soluciones (A y B), cloranfenicol y Cellulase Onozuka R-10.

Para realizar la primera solucion (A) se hizo la disolucion de acetato sodico
trinidratado en 1L de agua destilada a 40°C, para la solucién B se disolvieron 5.9
mL de &cido acético glacial en un litro de agua destilada a 40°C, esta mezcla se

realizo para cada una de las jarras de digestion.

Cuadro 2. Reactivos empleados para el método de digestibilidad enzimética

por jarra de digestion.

Reactivo Cantidad g
Cloranfenicol 0.1
Cellulase Onozuka R-10 1.0
Acetato sédico trihidratado (Solucion A) 13.6
Acido acético glacial 100% pureza (Solucion B) 5.9

1. Previa utilizacion de las bolsas de incubacion, estas se colocaron en
acetona por 3 a 5 minutos, y se dejaron secar a temperatura ambiente.

2. Se peso cada bolsa de filtro F57 y se registro el peso.
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3. Se taro la balanza y se pes6 1.0 g de muestra directamente en la bolsa de

filtro.

La bolsa se sell6 térmicamente.

Las muestras se procesaron en el analizador de fibras (Ankom 200),
usando la solucion C (FND), siguiendo las indicaciones de Ankom
Technology (2005).

6. Después de terminar el proceso en el equipo Ankom 200, las muestras se
remojaron durante 5 minutos en acetona, transcurrido este tiempo se
sacaron las muestras.

7. Una vez que se evaporo completamente la acetona de las muestras, se
metieron a una estufa de aire forzado a 102 + 2°C durante 4 horas.

8. A continuacion las muestras fueron pesadas.

Una vez realizadas las soluciones, se afiadié paulatinamente la solucién B a
la solucion A, hasta que se obtuvo un pH final entre 4.6 - 4.7.

10. A la mezcla de solucion A y B, se afiadié 1.0 gramo de Cellulase Onozuka
R-10 y 0.1 gramos de cloranfenicol.

11. Se colocaron la mezcla de solucién A y B, Cellulase Onozuka R-10 y
cloranfenicol, junto con un maximo de 18 muestras y un blanco (bolsa sin
muestra sellada) en cada jarra de digestion.

12.Se ubicaron las jarras de digestion en el incubador Daisy previamente
calentado a 40°C, se encendieron los interruptores de calor y agitacién, se
inicid la incubacion por 24 horas.

13.Transcurridas las 24 horas se desecho el liquido y se realizaron 5
enjuagues con 2L agua destilada a una temperatura de 60°C

14. Posteriormente se coloc6 cada muestra en charolas de aluminio en la
estufa de aire forzado a 102+1 °C durante 12 h.

15. Trascurridas las 12 horas se retiraron las charolas de la estufa de aire
forzado, y se colocaron por 30 minutos en un desecador.

16. Después fueron pesadas, se anoté como: Tara + Residuo de la incubacion.
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17. Las charolas de aluminio fueron llevadas a la mufla a una temperatura de
550°C por 3 horas. Terminada la incineracion las charolas de aluminio se
colocaron en desecadores.

18.Una vez que las charolas se aluminio se enfriaron fueron pesadas, se anoto

como: Tara + Cenizas de incubacion.

La formula empleada para la obtencion de la digestibilidad in vitro de la materia
organica (DIVMO), fue:

MO inicial — ((Tara + Residuos de incubacién) — (tara + cenizas de incubacién) ) = 100
MO inicial

DIVMO =

Donde:
MO inicial = materia organica inicial

{materio seca — cenizas )

MO inicial = 100 = peso muestra (g)

7.3. Anédlisis estadistico

Los resultados se analizaron de acuerdo a un disefio de muestras apareadas
mediante una prueba “t” de Student (Schefler, 1979), utilizando la media de las
diferencias entre ambas muestras.

El método de muestras apareadas se recomienda cuando a una misma unidad
experimental se le aplican dos tratamientos (Schefler, 1979).

Diferencia de las medias
EEDM

Doénde:
EEDM = Error estandar de la diferencia de las medias.
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VII.  LIMITE DE ESPACIO

Las muestras de ensilado de maiz (Zea mays) fueron recolectadas en unidades de
produccion de sistemas de produccién de leche a pequefia escala (SPLPE)
localizadas en el municipio de Aculco, en el noroeste del Estado de México, con la
cabecera municipal ubicada en las coordenadas 20° 06’ de latitud norte y 99° 50’
de longitud oeste, la altitud de la cabecera del municipio alcanza 2,440 metros
sobre el nivel del mar (INEGI, 2009).

El trabajo de laboratorio se realizé en los laboratorios del Instituto de Ciencias
Agropecuarias y Rurales (ICAR) de la Universidad Autonoma del Estado de
México, ubicado en Campus El Cerrillo, km. 3 Carretera a Tlachaloya, Toluca,

Estado de México.
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IX. LIMITE DE TIEMPO
El experimento comenzé en julio de 2015, realizandose en el siguiente orden:
e Mayo a Junio: capacitacion de trabajo y uso del material de laboratorio y
realizacion de la revision de literatura.

e Julio: coleccidn, conservacion y procesado de muestras.

e Agosto: Andlisis de laboratorio. Determinacion de la digestibilidad Daisy Il -

Incubator Ankom Techonology y método de digestibilidad enziméatica.

e Septiembre: Analisis estadisticos, interpretacion de los resultados y

escritura de la tesis.
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X. RESULTADOS

10.1. Composicion bromatoldgica de los ensilados de maiz

Los resultados de la composicion quimica de los ensilados de maiz se presentan

en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Composicion quimica (g/kg MS) de ensilados de maiz.

Proteina Fibra Fibra Materia Energia
Ensilados | Cruda | Detergente | Detergente | Organica | Metabolizable
de maiz Neutro Acido MJ kg MS

78%5.75 | 496+55.28 | 222+14.98 | 919.3+26.69 10+.19

10.2. Digestibilidad de la materia seca y de la materia organica de los

ensilados de maiz

Los resultados de digestibilidad de la materia seca (DMS) de los ensilados de
maiz se presentan en el Cuadro 4; la informaciébn muestra que se encontraron
diferencias (P<0.05) en la DMS entre los dos métodos in vitro usados. Con el
método Daisy Il con liquido ruminal la DMS fue 11 g (1.53 %) mayor lo que implica
s6lo una pequeia diferencia a favor de este método in vitro.

Los resultados de digestibilidad de la materia organica (DMO) de los ensilados de
maiz se presentan en el Cuadro 4; de forma similar se observa que hubo
diferencias (P<0.05) entre las técnicas in vitro usadas.

Con el método Daisy Il con liquido ruminal la DMO fue 8.23 g (1.54 %) mayor lo

gue implica s6lo una pequenfia diferencia a favor de este método in vitro.
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Cuadro 4. Digestibilidad de la materia seca y de la materia organica de los

ensilados de maiz estimada con el método de Digestibilidad Daisy Il -

Incubator Ankom Techonology con liquido ruminal y con el método de

Digestibilidad enzimatica.

Métodos para estimar la

Digestibilidad MS

Digestibilidad MO

digestibilidad (g/kg MS) (9/kg MO)
Digestibilidad Daisy Il - Incubator
Ankom Techonology con liquido 717 811
ruminal
Digestibilidad enzimatica 706 843
EEDM! 0.198 0.119
Probabilidad P<0.05 P<0.05
'EEDM: Error estandar de la diferencia de las medias.
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XI. DISCUSION

La composicion quimica en cuanto al contenido de proteina, fibras, cenizas y
energia del ensilado son similares a los resultados obtenidos por otros autores (De
Boever et al., 1997; Heredia-Nava et al., 2007; Weinberg y Chen et al., 2013).
Diversos autores (Richards et al., 1995; Rinne et al., 2006; Ruiz et al., 2011)
coinciden en que el método de estimacion de la digestibilidad basado en la técnica
propuesta por Tilley y Terry (1963) con liquido ruminal aporta resultados
confiables. Sin embargo, los resultados obtenidos con este método pueden verse
afectados por diversos factores como son la especie animal, el consumo de
materia seca y especialmente la dieta (Holden, 1999).

La dieta ideal de un animal donador de liquido ruminal, debe ser rica en forrajes,
por lo menos dos terceras partes, y con una baja cantidad concentrado, a fin de
gue exista una mayor cantidad de bacterias y por lo tanto de enzimas celuloliticas
que realizan una mejor fermentacion de forraje (Tilley y Terry, 1963; Holden,
1999).

Tilley y Terry (1963) sefialan que para que los resultados de digestibilidad con el
uso de liquido ruminal sean confiables se debe tener un control estricto de la
temperatura, pH y anaerobiosis del liquido ruminal durante el desarrollo de la
técnica, ademas de evitar la fuga de gas durante la incubacion.

Terry et al. (1978) y Jancik et al. (2011) mencionan que el uso de enzimas para
estimar la digestibilidad resulta reproducible, exacto, rapido, cémodo y de féacil
estandarizacion.

Flores et al. (2003) reportan que al realizar un pre tratamiento con pepsina o con
solucion fibra detergente neutro a las muestras que seran incubadas con celulosa
para estimar la digestibilidad, se logra obtener mayor correlacion con los
resultados obtenidos con el método que emplea liquido ruminal.

Flores et al. (2003), Ruiz (2011) y Kowalski et al. (2014) coinciden en que el uso

del método enzimatico permite subsanar las restricciones de las comisiones de
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ética de los organismos internacionales y nacionales de investigacion con relaciéon
al uso de animales, eliminar el efecto de los animales y disminuir la mano de obra.
La obtencién de menores valores de digestibilidad con el método enzimatico en
comparacion con el uso de liquido ruminal puede ser el resultado de factores de la
concentracion de las enzimas, la duracion de la incubacion, el pre tratamiento
dado y el tipo de lavado post incubacion que reciben las muestras (Ruiz, 2011;
Barchiesi-Ferrari et al., 2011).

Eun et al. (2007) mencionan que ademas del tiempo de incubacién, el tipo de
enzimas empleadas tiene efectos importantes sobre los resultados de
digestibilidad.

Rinne et al. (2006) mencionan que la falta de uniformidad en los métodos de
estimacion de la digestibilidad con enzimas, complica la semejanza en los
resultados obtenidos, dificultando la formulacién de conclusiones generales.

De Boever et al. (1997) encontraron que la digestibilidad mediante el uso de
enzimas en ensilados de maiz se ve afectada cuando el forraje es cortado en una
etapa fenoldgica avanzada y contiene una mayor cantidad de materia seca.
Barchiesi-Ferrari et al. (2011) al usar la mezcla comercial de enzimas Cellulase
Onozuka R-10, encontraron resultados similares a los del presente trabajo, cuando
se uso una concentracion de enzimas similar a la aqui empleada, una incubacion
de 24 horas y lavado post incubacién. Sin embargo, los resultados fueron distintos
al aumentar la incubacion a 48 horas, afiadir una mayor cantidad de enzimas y

realizar lavados post incubacién con acetona.
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Xll.  CONCLUSIONES

Los resultados de la digestibilidad estimada a través del método de digestibilidad
Daisy Il - Incubator Ankom Techonology con liquido ruminal y con el método
enzimatico de la MS y la MO, presentan consistencia y repetitividad entre
muestras.

Con base en los resultados obtenidos, se acepta la hipétesis alternativa, que
establece que existen diferencias entre los resultados obtenidos con el método de
digestibilidad con liquido ruminal y con el método enzimético para estimar la
digestibilidad de ensilados de maiz.

Entre las ventajas que presenta el método de digestibilidad Daisy Il - Incubator
Ankom Techonology con liquido ruminal, destacan la confiabilidad, repetitividad y
la posibilidad de analizar un gran nimero de muestras simultaneamente, por lo
qgue el método de digestibilidad con liquido ruminal es una opcién viable para

estimar la digestibilidad de ensilados de maiz.
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X, SUGERENCIAS

Con base en los resultados obtenidos, se recomienda continuar usando el método
de digestibilidad Daisy Il - Incubator Ankom Techonology con liquido ruminal para
estimar la digestibilidad de ensilados de maiz en el Instituto de Ciencias
Agropecuarias y Rurales (ICAR).

En este trabajo, las diferencias entre los dos métodos son minimas, de 1.5%
menos para MS y 1% menos para MO; aunque las diferencias son
estadisticamente significativas (P<0.05). Lo anterior habla de lo consistente de
ambos métodos al presentar una variacion aleatoria muy pequeia.

Ante las pequefias diferencias encontradas, se sugiere continuar la evaluacion del
método de digestibilidad enzimética para la determinaciéon de la digestibilidad in
vitro, tanto con una base mayor de muestras de ensilado de maiz como con otras
especies de forrajes y concentrados para poder tener la valoracién completa de
este método.

Se propone realizar un estudio similar con diferente tiempo de incubacion,
concentracion y lavado post incubacién, a fin de evaluar el efecto de esas

variables en los resultados.
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