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DCI: digestibilidad por cenizas insolubles (en acido).

Cl: cenizas insolubles (en &cido).

TM: tiempos de medicion (de produccion de gas en horas en la etapa in vitro en el
presente trabajo).

F.V.: fuentes de variacion en la tabla de analisis de varianza.

GL: grados de libertad en la tabla de analisis de varianza.

SC: suma de cuadrados en la tabla de andlisis de varianza.

CM: cuadrados medios (6 varianza de cada fuente de variacion).

Fcal: “F” calculada 6 “F” de Fisher (razén de varianza de tratamiento/varianza del error).
P>F: Probabilidad de error estimado por Statistical Analysis System (SAS, por sus siglas
en Ingés) al rechazar la hipotesis nula.

R* coeficiente de determinacion.- Relacion cociente de suma de cuadrado de tratamiento
entre suma de cuadrado total (indicador de precision del experimento).

C.V.: coeficiente de variacion.- Medida de precision de un experimento (generalmente
expresado en porciento).

ATP: adeosin trifosfato.- Medida de energia de los ciclos metabdlicos celulares.
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RESUMEN

Dos preparaciones enzimaticas comerciales: Fibrozyme (F) y Promote (P) se aplicaron en
forma independiente a muestras de rastrojo de maiz (RM) a dosis de 1.5 g-kg™ y 0.2 g kg™
de materia seca (MS), respectivamente, a 24 h 6 0 h, antes de iniciar la incubacion in vitro
en un fluido ruminal modificado. Ademas, se afiadieron juntos o independientes a las
muestras, dos aditivos quimicos: urea (U) o hidroxido de calcio (cal apagada, C), 48 h
antes de la incubacion in vitro a dosis de 0.75 o 1.5%. Las combinaciones de enzimas y
aditivos arrojaron 16 tratamientos (F o P solos, F+C o U, P+C o U, F+C+U o P+C+U a 24
0 0 h; T1-T16) y un testigo sin enzimas ni aditivos (T0). Mediante un disefio bloques al
azar generalizado (2 corridas y 4 repeticiones por corrida) y utilizando un modelo logistico
no lineal se evaluaron volumen maximo de gas (Vmax), tasa fraccional (S) y fase lag (FL);
ademas se evaluaron a 24 h las producciones de CO,, CH,4; CO,:CH,;; ademas se
midieron la materia seca desaparecida (MSD), fibra detergente neutro residual (FDNr),
digestibilidad in vitro (DV) de la MS, AGVt, masa microbiana (MM) y adherencia
microbiana (AM). A 24, 48, 60 y 72 h se evaluaron la degradaciéon de la materia organica
(DMO) y la DMO fraccional (DMOV/t); a 24 y 48 h se estimaron energia metabolizable (EM)
y energia neta de lactancia (ENL). Mediante un disefio completamente al azar con 4
repeticiones por tratamiento se evaluaron AGVt, AA, AP, AB, AA:AP y nitr6geno
amoniacal (N-NHz) a 24 h. Por lo general los tratamientos con aplicacion enzimatica a O h
(T9-T16) superaron a TO y al resto de los tratamientos en S, AP, MSD, FDNr, DV, AP,
DMO (a 48, 60y 72 h), DMT/t (en todos los tiempos), EM (a 48 h) y ENL (a 48 h) (P<0.05).
En N-NHj; los tratamientos que incluyeron U superaron a TO (P<0.05). En el resto de las
variables no hubo diferencias entre tratamientos y TO. En la etapa in situ se evaluaron las
mismas combinaciones entre preparados enzimaticos y aditivos quimicos pero
Unicamente se aplicaron las enzimas a 0 h y se incluyeron dos testigos, el primero:
muestras de rastrojo de maiz molido + soluciébn melaza:agua (T0) y el segundo: rastrojo
de maiz solo (T00). Se midi6 digestibilidad a 24, 48, 72 y 96 h en arreglo factorial (10x4) y
los tratamientos fueron confundidos dentro de enzimas. Se evaluaron digestibilidad in situ
de MS (DIS) y FDNr. En la etapa in vivo solo se evaluaron los tratamientos F (T1), P (T2),
F+C (T3), P+C (T4), F+C+U (T5), P+C+U (T6) y un testigo [(dieta base+56% de
RM+melaza:agua (T0)]. Se utilizaron 42 borregos (21 machos 19 kg y 21 hembras, 17 kg

en un disefio bloque generalizado (sexo) con 3 repeticiones por sexo y seis repeticiones
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por tratamiento. En DIS los tratamientos F+C y F+C+U asi como P+C (a 48 h) y P+C+U (a
48 y 72 h) superaron a TO y TOO (P<0.05), pero no hubo diferencias en FDNr. En la etapa
in vivo, los siguientes tratamientos reportaron valores superiores a TO: T1, T2 y T6 en
ganancia de peso; T1, T4, T5 y T6 en conversion alimenticia; T1, T2, T3, T5 y T6 en
porcentaje de AA; T1, T2 y T3 en porcentaje de AP y concentracion de AGVt; y, T3, TS5y
T6 en digestibilidad por cenizas insolubles (P<0.05). En el resto de la variables: consumo
de alimento, pH, porcentaje de AB, proporcion AA:AP, concentracion de N-NH;, tasa de
desaparicion de FDN, FDA vy lignina no hubo diferencias entre tratamientos y TO. Los
tratamientos que mejores resultados reportaron en las tres etapas experimentales fueron:
F+C, P y P+C+U seguidos por F y P+C; con aplicacion enzimética a O h en todos los
casos. Se concluye que Fibrozyme 6 Promote, solos o combinados con cal o urea, tienen
efectos positivos sobre la degradacién del rastrojo de maiz in vitro e in situ, y pueden

mejorar el comportamiento productivo en ovinos.
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ABSTRACT

Two commercial enzyme preparations: Fibrozyme (F) and Promote (P) were
independently added to corn stubble samples at 1.5 g-kg™* and 0.2 g kg™ of dry matter
(DM), respectively, at 24 h or 0 h before in vitro incubation in a modified ruminal fluid. Also,
two chemical additives: urea (U) or calcium hydroxide (mineral lime, C) were added
together or separately to the samples, 48 h before in vitro incubation at levels of 0.75 or
1.5%. The combination of enzyme preparations and chemical additives resulted in 16
treatments (F or P alone, F+C or U, P+C or U, F+C+U or P+C+U at 24 h or O h; T1-T16)
and a control without enzymes or additives (T0). Maximum gas volume (Vmax), fractional
rate (S) and lag phase (FL) were evaluated through a generalized randomized blocks
design (2 runs and 4 replicates per run) using a nonlinear logistic model; in addition, CO,,
CH4 and CO,:CH,4 were evaluated at 24 h; also, dry matter disappearance (MSD), residual
neutral detergent fiber (FDNr), in vitro digestibility (DV) of MS, total volatile fatty acids
(AGVt), microbial mass (MM) and microbial adherence (AM) were measured. Organic
matter degradation (DMO) and fractional DMO (DMO/t) were evaluated at 24, 48, 60 and
72 h; metabolizable energy (EM) and net energy of lactation (ENL) were estimated at 24
and 48 h. AGVt, acetic acid (AA), propionic acid (AP), butyric acid (AB), AA:AP ratio and
ammonia nitrogen (N-NHz) were evaluated at 24 h using a completely randomized design
and 4 replicates per treatment. In general, treatments with enzyme preparation added at 0
h (T9-T16) were better than the control and the rest of the treatments in S, AP, MSD,
FDNr, DV, AP, DMO (at 48, 60 and 72 h), DMT/t (at all times), EM (at 48 h) and ENL (at
48 h) (P<0.05). In N-NHs, treatments with U were better than TO (P<0.05). For the rest of
the variables, there were no differences between treatments and TO. In the in situ phase of
the study, the same combinations between enzyme preparations and chemical additives
were evaluated, but enzyme preparations were added only at 0 h, and two controls were
included: the first contained ground corn stubble + molasses:water solution (T0), and the
second one consisted of corn stubble alone (T0O0). Digestibility was measured at 24, 48, 72
and 96 h in a factorial array (10x4) and the treatments were confounded within enzyme
preparations. In situ digestibility of dry matter (DIS) and FDNr were evaluated. In the in
vivo phase, the only treatments evaluated were F (T1), P (T2), F+C (T3), P+C (T4),
F+C+U (T5), P+C+U (T6) and a control [(basal diet+56% of RM+molasses:water (T0)].

Forty two sheep [21 males (19 kg) and 21 females (17 kg)] were utilized in a generalized
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block (sex) design with 3 replicates per sex and 6 replicates per treatment. Regarding DIS,
treatments F+C and F+C+U as well as P+C (at 48 h) and P+C+U (at 48 and 72 h) were
better than TO and TOO (P<0.05), but there were no differences in FDNr. In the in vivo
phase, the following treatments reported values better than TO: T1, T2 and T6 in weight
gain; T1, T4, T5 and T6 in feed conversion; T1, T2, T3, T5 and T6 en AA level; T1, T2 and
T3 in AP and AGVt levels; and T3, T5 and T6 in digestibility by insoluble ash (P<0.05). For
the rest of the variables: feed intake, pH, AB level, AA:AP ratio, N-NH; level, FDN, FDA
and lignin disappearance rates, there were no differences between treatments and TO.
The treatments which reported the best results in all three experimental phases were:
F+C, P and P+C+U followed by F and P+C with enzyme preparation added at 0 h. It is
concluded that Fibrozyme or Promote, alone or combined with mineral lime or urea, have
positive effects on the in vitro and in situ degradation of corn stubble, and can improve the

productive behavior in ovine cattle.
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1. INTRODUCCION

En la regién Centro-Norte de México, la mayoria de los forrajes disponibles para los
rumiantes son fibrosos, ricos en lignocelulosa, bajos en digestibilidad y pobres en
proteina, minerales y energia disponibles. La digestibilidad generalmente es inferior al
60% y el contenido de proteina cruda varia entre 3 y 5%; tal es el caso de las pajas y
rastrojos de los cereales (Riquelme, 1984; Leng, 1991). Por tal motivo la basqueda de un
aprovechamiento eficiente de dichos esquilmos por los rumiantes es un campo en el que
contindan trabajando intensamente los investigadores en biotecnologia y nutricion animal
(Eun y Beauchemin, 2007a). En México, aproximadamente el 80% del rastrojo de maiz se
destina a la nutricion de rumiantes. Aunque su utilizacion, sin el apoyo de otros
suplementos, ocasiona que dicho esquilmo se aproveche sélo parcialmente cubriendo en
parte las necesidades basicas de mantenimiento. Por tal motivo, recientemente se han
estado evaluando diversos tipos de preparaciones enzimaticas microbianas como aditivos
para mejorar el aprovechamiento de pajas y rastrojos por los rumiantes. Sin embargo, su
actividad e impacto alin no se han evaluado completamente, debido a una gran variedad
de tipos de preparados enzimaticos que existen actualmente, los cuales se han
desarrollado a partir de diferentes géneros y especies de hongos. Asi mismo, los
principios activos de dichos preparados enzimaticos y su forma de accidn sobre los
diferentes componentes de la fibra de los forrajes han impedido hasta este momento su
evaluacién completa al corto plazo, sobre todo si se toma en cuenta que interactian de
manera distinta dependiendo del tipo de substrato (Gémez-Vazquez et al., 2003). De esta
manera los resultados son variables en lo que tiene que ver con indicadores y parametros
de descomposicion y degradacion de los componentes de la pared celular, con el
propésito de liberar principalmente una buena cantidad de energia retenida especialmente
en carbohidratos de tipo estructural. Algunos investigadores reportan efectos marginales
para distintos tipos de preparaciones enzimaticas (Bergamaschine et al., 2006; Souza et
al., 2006a), mientras que otros han encontrado efectos de moderados a importantes
(McAllister et al., 1999; Yu et al., 2005; Dosualdo et al., 2006; Souza et al., 2006b;
Colombatto et al., 2007; Eun y Beauchemin, 2007a). Por otra parte, en los Ultimos afios
esta cobrando vigor de nuevo la aplicacién de aditivos quimicos que algunas décadas

atras se habian investigado con insistencia en la degradacion de forrajes fibrosos,



particularmente en rastrojo de maiz por ser el esquilmo méas abundante en México. Se
utilizaron con relativamente buenos resultados productos como el hidréxido de sodio
(NaOH), urea, amoniaco (NH3), entre otros. Posteriormente, se incluyeron productos
organicos activos como los probiéticos, en especial la levadura de cerveza
(Saccharomyces cerevisiae) entre muchos otros productos. Sin embargo, en aquel tiempo
se considerd que el uso de &lcalis resultaba caro, de tal modo que quedaron fuera del
alcance de los medianos y pequefios productores. Por su parte, los probidticos si bien
resultaron en un aporte importante de proteina microbiana (Leng, 1991; Church y Pond,
1996), su efecto no fue significativo con relacion a la degradacion de la fibra de los
forrajes y cuestionable desde el punto de vista econémico. Lo mismo fue cierto cuando se
utilizaron suplementos proteicos o fuentes energéticas y nitrogenadas, aunque en este
ultimo caso, si se observaron incrementos moderadamente importantes en el
aprovechamiento de los diferentes componentes celulares, especialmente, los de la fibra
(Hernandez et al., 1992). No obstante, una buena cantidad de investigaciones en el
campo de los forrajes fibrosos ha cobrado un nuevo impulso, pues la combinacién de
productos quimicos adicionados previamente a los forrajes en periodos cortos o
relativamente largos, ya sea a esquilmos altamente lignificados o bien, a forrajes en
ensilado, o también a subproductos de la agroindustria, o distinguiendo entre forrajes de
gramineas y leguminosas, han mostrado resultados importantes en cuanto a una mayor
degradacion de éstos a la vez que mejoran el comportamiento animal, especialmente en
rumiantes, cuando se han combinado preparaciones enzimaticas con aditivos quimicos y
probibticos. Todo parece indicar la existencia de sinergismo entre los productos antes
referidos, ya sea porque algunos rompen de inicio algunos enlaces de alta resistencia del
complejo lignocelulésico, dejando la celulosa expuesta a un ataque mas directo y efectivo
de enzimas del tipo de las endo y exoglucanasas y xilanasas, principalmente. Pero
también, se ha encontrado que un mantenimiento del pH ruminal en niveles cercanos al
Optimo adecuado (neutro, pH 7.0), favorece una proliferacién de bacterias fibroliticas del
ambiente natural del rumen con un consecuente sinergismo entre las enzimas naturales y
las exdégenas, generalmente producidas por ciertas especies de hongos, mejorando con
ello, la degradacion de la fibra contenida en la pared celular. El objetivo del presente
trabajo evaluar la actividad fibrolitica de algunos preparados enziméticos comerciales
(Fibrozyme® y Promote®) derivados del cultivo de algunos hongos, sobre la degradacion

y digestibilidad de los componentes de la pared celular del rastrojo de maiz (Zea mays).



Los preparados enzimaticos fueron evaluados solos o en combinacion con algunos
aditivos (urea y cal) buscando con ello un posible sinergismo para mejorar la digestibilidad
y el aprovechamiento del rastrojo de maiz principalmente en la época de estiaje.



2. ANTECEDENTES

2.1. Definicién y formulacion del problema

Cuando un forraje presenta niveles de digestibilidad por debajo del 60%, o incluso en
casos mas criticos por debajo del 55%, con un contenido de proteina cruda (PC) menor al
5%; como es el caso de las pajas de cereales y de algunas leguminosas o bien de
zacates, leguminosas y arbustivas que al alcanzar su madurez fisiolégica se vuelven
sumamente fibrosas e indigestibles para los rumiantes (Riquelme, 1984; Gutiérrez, 1991;
Leng, 1991), entonces el transito digestivo especialmente en la cAmara ruminal es lento,
al grado de afectar negativamente el consumo voluntario del animal, impidiendo cubrir los
requerimientos nutricionales con frecuencia por debajo del nivel de mantenimiento. En
este sentido, es comun observar pérdidas significativas de peso en animales adultos y el
cese total del crecimiento en animales jévenes, a la vez que la salida al mercado se
retarda por cinco afios o mas (Riquelme, 1984; Reyes et al., 1997). Se han realizado
numMerosos proyectos de investigacion con el propésito de mejorar el aprovechamiento de
los forrajes fibrosos, entre los que destacan el uso de alcalis para degradar los enlaces de
alta resistencia, que la lignina y los silicatos crean, atrapando fuertemente a la celulosa y
la hemicelulosa, asi como fracciones importantes de proteina cruda de la pared celular
(Riquelme, 1984; Valdéz y Nufiez, 1984; Eraso y Hartley, 1990; Hatfield, 1993a; Church y
Pond, 1996). Con igual propdsito, se ha investigado con cierta medida de éxito, el uso de
probidticos para mejorar y potenciar los diferentes eventos de la fermentacion y digestion
ruminal, especialmente en esquilmos agricolas con alto contenido de fibra (Miranda et al.,
1996; Jouany et al., 1998). Actualmente, el uso de enzimas exdgenas capaces de
degradar fracciones de la pared celular esta adquiriendo mayor importancia, ya que el
propésito fundamental es liberar los componentes energéticos como la celulosa,
hemicelulosa y pectinas. Adicionalmente, se pretende liberar la proteina retenida en el
complejo lignocelulésico (Van Soest, 1982; Jung et al., 1998; Souza et al., 2006c; Medina
et al., 2006; Eun y Beauchemin, 2007a; Eun y Beauchemin, 2007b). Por lo tanto, el
aprovechamiento eficiente de los forrajes completamente maduros, con 10% o mas de
contenido de lignina y silicatos continla siendo un reto para la mayoria de los

investigadores en biotecnologia agricola y en nutricion de rumiantes.

4



3. JUSTIFICACION

En México, el rendimiento promedio anual de rastrojo de maiz estimado entre 1997-2002
fue de 48.1 Mt y el de rastrojo de sorgo fue de 6.5 Mt (FAOSTAT, 2004). Sin embargo,
este enorme volumen de pajas y rastrojos, asi como de las grandes reservas naturales de
forrajes de gramineas nativas y endémicas de México, aun estan sin aprovecharse de
manera eficiente en la produccion de rumiantes. Es interesante notar que la suma de
pajas, rastrojos y subproductos agroindustriales, adicionados a la produccion anual
estimada de forrajes nativos naturales es del orden de los 200 Mt de materia seca (MS),
derivadas de una extensién aproximada de 40x10° ton (INEGI, 1994). A pesar de tal
potencial, con frecuencia las pérdidas anuales de inventarios ganaderos por muerte son
alarmantes, sobre todo en los largos estiajes de la época seca, especialmente en la
region Centro-Norte del pais. La ganaderia en estos casos es pobre y poco competitiva,
con bajos indicadores y parametros de produccion, frente a los competidores del pais del
norte. Aungque se estima que los esquilmos agricolas aportan entre el 18 y 20% del total
de la energia producida, tradicionalmente se han utilizado de manera poco eficiente en la
alimentacién del ganado. Del total de rastrojo de maiz producido, aproximadamente el
80% se utiliza en la alimentacion del ganado como ingrediente predominante, sobre todo
durante la época seca del afio, no obstante se hace con una tecnologia pobre. De esta
manera el 32% del rastrojo se utiliza por el ganado en pastoreo directo, el 21% en grefia,
el 10% empacado, el 11% molido y sélo el 6% es incluido en dietas elaboradas a base de
granos como aporte de fibra (Castafieda y Monroy, 1984; Valdéz y Nufiez, 1984). De
acuerdo al volumen total estimado de forrajes fibrosos producidos cada afio en nuestro
pais (200 Mt de materia seca, MS), sobre todo considerando el contenido de energia
almacenada en ellos, se podria cubrir la necesidad de consumo alimenticio de 40 millones
de unidades de rumiantes de 450 kg cada uno/afio, si se estima un consumo de MS diario
por animal del 3% de su peso vivo. Sin embargo, la calidad nutricional de la mayoria de
estos forrajes, especialmente en términos de energia, PC y nitrégeno no proteico (NNP)
disponibles es bajo y s6lo podria cubrir una tercera parte del volumen de ganado indicado
cuando la digestibilidad aparente de éstos es igual o menor al 55%. Mas aun, tal uso
potencial es posible sélo en el supuesto caso de que se colecte, se almacene y se utilice

oportuna y eficientemente (Gutiérrez, 1991; Leng, 1991; Church y Pond, 1996).



A pesar de todo, la importancia de los esquilmos agricolas en la alimentacion del ganado
radica principalmente en su enorme volumen disponible, ligado al hecho de que el forraje
de buena calidad producido particularmente en la extensa zona de secano del Centro —
Norte de México no satisface la demanda del ganado existente (Valdéz y Nufiez, 1984).
Ademas, los forrajes de buena calidad nutricional, se producen a costos mucho mayores
que los esquilmos, desde el punto de vista econémico y desgaste de los recursos
naturales de suelo y agua. De hecho, los nuevos sistemas de producciéon con rumiantes,
exigen la aplicaciébn de tecnologias que hagan un uso mas racional de los recursos
naturales, basados en un enfoque de sustentabilidad del proceso productivo, del medio y
de los recursos que se utilizan (NRC, 1989; Liebhardt et al., 1990). Otros aspectos que
limitan el uso eficiente de los forrajes fibrosos es su elevado costo relativo, debido a su
bajo contenido de nutrientes disponibles por unidad de peso. Asimismo, se requieren
grandes espacios de almacén por el gran volumen que estos ocupan. Sin embargo, se
reconoce que el uso de tales recursos es una necesidad insoslayable, toda vez que de no
hacerlo, éstos se convierten en basura que contamina, en pérdidas importantes de
nutrientes para el humano y de materia prima para mdltiples procesos industriales

(Mozammel y Mostafa, 1992).

Dentro del rumen tiene lugar la digestion de la celulosa y otros polisacaridos de las
plantas con que se alimentan una gran cantidad de mamiferos herbivoros. La
fermentacion se lleva a cabo gracias a la actividad de poblaciones microbianas. Una gran
cantidad de especies de mamiferos son no rumiantes y por lo tanto, carecen de las
enzimas necesarias para digerir la celulosa, que es el polisacarido mas abundante en la
biosfera. De este modo, el beneficio social y econémico que le reportan a la humanidad
algunas especies de animales domésticos como la vaca, la oveja y la cabra, entre otras,
es de incalculable valor. A través de estas especies de animales, los seres humanos
pueden incorporar a su dieta, enormes volimenes de energia y proteina de excelente
valor biolégico, asi como un aporte moderado de minerales y vitaminas mediante el
consumo de una variedad de alimentos de origen animal. En este contexto, el uso de

preparados enzimaticos y aditivos quimicos podria contribuir a:



e Hacer un uso mas eficiente de los forrajes fibrosos que México produce afio tras
afo e incorporarlos como alimentos de origen animal de elevado valor biologico al
consumo de los seres humanos.

e Evitar pérdidas de peso en la época de estiaje y crecimiento escalonado, en
bovinos para carne, ovinos y caprinos.

e Reducir costos de produccién y de crianza de reemplazos y mantenimiento de
vientres improductivos durante la gestacion en sistemas extensivos y semi-
intensivos de bovinos productores de carne, ovinos y caprinos.

e Reducir los ciclos de produccion en bovinos productores de carne a 3-4 afios para
hacer la ganaderia de México mas competitiva respecto a los Estados Unidos,
Canada y la Uni6n Europea.

e Evitar las ventas masivas de animales en la época critica del afio, a precios
desleales.

e Evitar muertes masivas de ganado por inanicion sobre todo en las zonas
desérticas y semidesérticas de México, asi como la consecuente pérdida anual de

inventario ganadero.

Existe la necesidad de realizar investigaciones que conduzcan a una mejor utilizacion y
aprovechamiento de los esquilmos agricolas (rastrojos/pajas), siendo la utilizacién de
enzimas flngicas (tanto de preparaciones comerciales como de preparaciones
novedosas) una de las estrategias mas promisorias en la actualidad, en combinacion

sinérgica con aditivos quimicos.



3.1. Hipotesis

Los tipos de preparaciones enzimaticas fibroliticas exdgenas y la adicién de productos
quimicos modifican la tasa y velocidad de degradacién de los componentes fibrosos de la
pared celular, las proporciones de acidos grasos volatiles (acético, propionico y butirico),
el patron de nitrdgeno amoniacal (N-(NHs) e incrementan la digestibilidad y tasa de

desaparicion de la materia seca del rastrojo de maiz bajo condiciones in vitro e in situ.

El rastrojo de maiz tratado con preparaciones de enzimas fibroliticas exdgenas y aditivos
guimicos, adicionado a una dieta basica, afecta el comportamiento animal, patrones de
fermentacion, digestibilidad y tasa de desaparicién de la fibra detergente neutro y acido,

en ovinos.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de preparaciones enziméticas fibroliticas exdgenas y aditivos quimicos
sobre la degradacion de los componentes de la pared celular de la fibra de rastrojo de
maiz, los patrones e indicadores de la fermentacion ruminal mediante la produccion de
gas in vitro, la tasa de desaparicion de la fibra y digestibilidad in situ y el comportamiento

in vivo en borregos.

4.2. Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro la tasa de degradacion y digestibilidad del rastrojo de maiz tratado con
preparaciones enzimaticas fibroliticas exdgenas a diferentes tiempos, solas o en

combinacién con aditivos quimicos, en comparacién con el testigo del mismo sustrato.

2. Evaluar in vitro el efecto de tratar el rastrojo de maiz con preparados enzimaticos y
aditivos quimicos sobre indicadores y patrones de la fermentacion ruminal, cinética de la
biomasa microbiana e indicadores de la liberacion de energia, mediante la técnica de

produccion de los gases.

3. Evaluar la digestibilidad in situ a diferentes periodos de incubacion ruminal de la
materia seca (MS) y tasa de desaparicion de la fibra detergente neutro (FDN) del rastrojo

de maiz con y sin tratamiento enzimatico y quimico.

4. Evaluar los efectos de la actividad enzimatica exdgena y aditivos quimicos sobre el
rastrojo de maiz tratado y adicionado a una dieta base sobre el comoprtamiento
productivo en ovinos, patrones de concentracion de acidos grasos volatiles y nitrégeno
amoniacal, tasa de degradacion de las fracciones residuales de la fibra y digestibilidad por

cenizas insolubles, en ovinos.



5. Correlacionar los resultados de digestibilidad y tasas de degradacion de los
componentes fibrosos de la pared celular, derivados de las etapas in vitro e in situ con las

variables de comportamiento animal medidas en la etapa in vivo.
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5. REVISION DE LITERATURA

5.1. Factores que afectan el valor nutricional de los forrajes

5.1.1. Fracciones principales de la fibra

Existe una gran variacién en la composicion fisica y quimica de los forrajes, y ésta a su
vez, tiene efectos marcados sobre el grado de aprovechamiento por el animal. Sin
embargo, la mayoria de los investigadores concuerdan en que el grado de madurez, la
especie forrajera y algunos elementos climaticos especialmente la temperatura, afectan
considerablemente la calidad nutricional de la mayoria de los forrajes (Villanueva, 1998).
Dichos factores deben ser tomados en cuenta si se desea hacer un uso mas eficiente del

potencial nutricional de los forrajes.

Un analisis detallado sobre las diferentes fracciones de la fibra fue propuesto por Van
Soest y Robertson (1985) donde se utilizan dos tipos de sustancias para separar y
cuantificar los diferentes componentes estructurales de la fibra. La porcion que es
insoluble en detergente neutro, segln estos autores, estd compuesta basicamente por
celulosa, hemicelulosa, lignina, cutina y silice, a la cual se denomina fibra detergente
neutro (FDN), ésta, constituye esencialmente la pared celular y correlaciona inversamente
con el consumo voluntario del animal. La porcidn que es insoluble en un detergente acido,
constituida basicamente por celulosa, lignina, cutina y silice, después que la hemicelulosa
fue disuelta, recibe apropiadamente el nombre de fibra detergente acido (FDA), ésta,
correlaciona inversamente con digestibilidad. Ambas fracciones de la fibra se determinan
al hervir en un digestor, una muestra de materia seca del forraje o del alimento
previamente pesada durante una hora, y al final por diferencia de peso, se obtiene la

materia seca desaparecida (MSD) y la materia seca residual (MSR).

Por lo tanto, mejorar la digestibilidad de los forrajes es uno de los principales objetivos de
los programas de mejoramiento genético (Méchin et al., 2001). Por mucho tiempo la

estimacion de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) y digestibilidad
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han servido como pardmetros decisivos en la calidad de los forrajes. En muchos estudios
se ha encontrado una correlacion alta y negativa entre la fibra detergente neutro con la
digestibilidad, motivo por el cual, FDN es el predictor mas facilmente medible de la ingesta
animal. Dado que aproximadamente el 70% de la variacion en la produccion animal se
atribuye a las diferencias en el potencial de la ingesta del ganado (Stendal et al., 2006), la
seleccioén dirigida a reducir la concentracion de FDN se ha usado como un mecanismo
para mejorar la capacidad de ingesta de los rumiantes (Casler, 2005). La pared celular no
es completamente digestible debido a muchos procesos que se llevan a cabo dentro de
ella, pero la digestion estda mas inversamente correlacionada con el porcentaje de
lignificacién que ocurre durante su desarrollo (Hatfiel y Fukushima, 2005). La lignina se ha
reconocido como un indicador de baja calidad especialmente en pastos tropicales y
subtropicales, los cuales tienen menor digestibilidad que los pastos de climas templados
(He et al., 2003); se sabe que la digestibilidad de la celulosa varia inversamente al
contenido de lignina, por lo tanto FDA, estd correlacionada negativamente con la
digestibilidad. Una dieta rica en lignina es poco digestible y se considera de baja calidad.
No obstante, los forrajes de pastos, los de gramineas cultivadas como el maiz y los de
leguminosas como la alfalfa, cuando presentan bajo contenido de lignina, favorecen la

produccion animal reduciendo los costos.

5.1.2. Formacién de la pared celular y calidad del forraje

El contenido celular es el material no lignificado facilmente solubilizado en detergente
neutro; constituye la parte mas disponible del forraje para el animal; estd compuesto por
lipidos, azlcares, acidos organicos, nitrdgeno no proteico, proteina soluble y pectinas
(Van Soest, 1982).

Las paredes celulares de las plantas son los mayores reservorios de carbono fijado en la
naturaleza, la pared celular forma tres capas morfolégicamente bien diferenciadas
denominadas: pared primaria, lamina media y pared secundaria. Estas le confieren rigidez

y estructura a los forrajes.

» La pared primaria contiene de 9 a 25% de celulosa. Largas moléculas no ramificadas

de celulosa se enlazan para formar fibras cilindricas llamadas microfibrillas, las cuales
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estan inmersas en una matriz de otros materiales, como hemicelulosa (que constituye

el 25-50% de la pared primaria), sustancias pécticas (10-35%) y proteinas (10%).

= La pared secundaria, esta conformada por tejidos xileméaticos, que cuando maduran
dan sostén a la planta; esta pared es mucho mas gruesa que la primaria y esta
compuesta por celulosa (41-45%), hemicelulosa (30%) y lignina (22-28%). Las
sustancias pécticas se mantienen adheridas a células adyacentes y forman la lamina

media.

El decremento de la degradabilidad de la pared celular durante la maduracion limita el
valor nutricional de los alimentos para los rumiantes. Los tallos maduros estan formados
principalmente por un tipo de xilema no degradable y la pared celular es compuesta por
polisacaridos. La degradabilidad de la pectina permanece aun en estados de madurez,
pero la degradabilidad de la celulosa y hemicelulosa se declina al tiempo en que el xilema
secundario crece. La digestibilidad de la alfalfa, por lo tanto, se incrementaria si la

lignificacion del xilema secundario se redujera (Jung et al., 2002).

Ademas, la arabinosa y xilosa (pentosas); glucosa, galactosa y manosa (hexosas);
ramnosa y fructosa (6-desoxihexosas) y los acidos galacturénico, glucurénico y 4-O-metil
glucurénico (acidos urénicos); y las ramnogalacturonanas, glucanos, mananos, xilanas y
glucuromananas son los carbohidratos mas abundantes de la pared celular (Miranda,
1998).

5.1.2.1. Pectinas

Son compuestos que se encuentran inmersos en la pared primaria celular y lamina media
y estan conformados por cadenas de ramnogalacturonana (l y Il; constituida por residuos
de 4, a-D-galacturénico y 2, a-L-ramnosa) y homogalacturonana (que contiene uniones de

residuos de 4, a-D-galacturénico cuyos grupos carboxilo estan esterificados).
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5.1.2.2. Celulosa

Es el polimero mas abundante en las paredes celulares y estd formada por unidades de
glucopiranosilo con enlaces 3 (1-4); sus cadenas son planas con numerosos puentes de
hidrégeno que le confieren sus propiedades fisicas y quimicas. El nimero de glucosas en
una molécula de celulosa puede ser entre 50 y 15 000; cada una esta en conformacion de
silla. Las cadenas de celulosa estan unidas mediante puentes de hidrégeno formando
microfibrillas que se agrupan en fibras, unidas por interacciones de van der Waals. En las
paredes celulares de las plantas, las fibrillas de celulosa estan muy densamente
empaguetadas y dispuestas en haces paralelos; rodean la célula constantemente
formando capas cruzadas. Estas fibrillas se hallan aglutinadas por una matriz de otros

polimeros: hemicelulosa, pectina y extensina (Vilches, 2002; Macarron, 1992).

5.1.2.3. Hemicelulosa

Esta constituida por varios heterpolisacéaridos, los mas abundantes son: xilanas, mananos
y glucanos. Su funcién es unir la lignina a la celulosa (La Grange et al., 2001; Macarron,
1992). Este grupo amplio de polisacaridos se une a la celulosa mediante mdultiples
puentes de hidrégeno. La porcion principal de la hemicelulosa esta constituida por xilanas
(cadenas lineales de xilosas unidas por enlaces 3 (1-4) y cadenas laterales de residuos de
arabinosa, &cido glucuronico y acido 4-O-metil-glucurénico. Las B-1,4-xilanas son
encontradas en la mayoria de las paredes secundarias de las plantas y representan mas

del 35% del total del peso seco de ciertas plantas.

Las xiloglucanas son cadenas de D-glucosa unidas por enlaces B (1-4), sustituidos por
cadenas laterales de xilosa, galactosa y fructosa; las xiloglucanas se asocian a las
microfibrillas de celulosa. Su disponibilidad es variable y su determinacién se logra con la

accion combinada de FDN y FDA.

5.1.2.4. Lignina

Es un polimero grande de elevado peso molecular que se forma por deshidrogenacién

enzimatica de alcoholes derivados del fenilpropano. Las enzimas mediadoras que la
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forman, acoplan los monolignoles en las paredes celulares y funciona como mecanismo
de soporte, transporte de agua y minerales y defensa vascular de plantas terrestres
(Hatfiel y Fukushima, 2005). Se puede decir por lo tanto que el papel de la lignina es
cementar los polisacaridos de la pared vegetal y actuar como barrera contra la
degradacion microbiana del material lignocelulésico (Macarron, 1992).

No obstante, dado a que su propia hidrélisis requiere varias condiciones debido a su
complejidad quimica, la lignina limita la utilizaciéon de la biomasa de la planta, reduciendo
la digestibilidad del forraje (He et al., 2003); después de su oxidacién se obtienen
derivados alcohdlicos que pueden clasificarse en tres grupos: p-cumarilico, coniferilico y
sinapilico. De los primeros se derivan los acidos p-cumarico y acido ferdlico, de los cuales
se sintetiza la lignina. En otros estudios, la lignina es formada por una polimerizacién
rapida de monolignoles que tiene resultados similares en la degradabilidad, mientras que

en la oxidacion se acoplan xilanas a la lignina (Grabber, 2005).

Algunos estudios indican que el acido feralico impacta negativamente la degradacion de la
pared celular especialmente de tejidos jovenes, lo que sugiere que la concentracién de
acido ferudlico en uniones estéricas de los polisacaridos de la pared celular primaria provee
la iniciacion de los sitios de unién de la lignina (Jung et al., 1998; Morrison et al., 1998).
Por otra parte, cada unidad de lignina disminuye en dos unidades la degradabilidad de la
pared celular, en consecuencia, una reduccién en la concentracion de lignina o &cido
ferdlico se asocia a un incremento en la digestibilidad del forraje (Delgado et al., 2002;
Grabber, 2005). En pastos el papel que juegan los enlaces de acido ferulico en las
uniones con los xilanos y la lignina, resulta en paredes menos degradables (Hatfield et al.,
1999).

Debido a la complejidad de la biosintesis de la pared celular de las plantas, aun es
pobremente conocido el mecanismo en que la lignina restringe la degradacion de la fibra
(Grabber, 2005); esto limita el progreso en el desarrollo de cultivares con mejor
digestibilidad.

Dado que la lignina es un polimero altamente resistente a la degradacion y generalmente

pasa a través del rumen sin modificaciones, es dificilmente medida en los forrajes (Hatfiel
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y Fukushima, 2005). Numerosos métodos han sido disefiados para medir los niveles de
lignina en diferentes especies de plantas, su determinacion y valoracion se puede realizar
mediante el uso de permanganato dando lugar a la llamada lignina permanganato, o bien
usando &cido sulfarico (H,SO,) al 72%, para separarla de la celulosa, lo que cominmente
se conoce como lignina detergente acido (LDA). Recientemente, el uso del bromuro de
acetilo ha recibido especial atencion como método de determinacion. Actualmente se
determina a partir del residuo que queda después de la determinacion de la fibra
detergente acido, es decir, después de remover la hemicelulosa (Van Soest y Robertson,
1985).

5.1.2.5. Lignocelulosa

Es insoluble en detergente acido (FDA). Se compone de celulosa, lignina y compuestos
nitrogenados de reacciones de Maillard (los cuales son producidos entre proteinas y

carbohidratos a causa de un calentamiento excesivo).

5.1.2.6. Silica

Este componente reduce considerablemente la digestibilidad de la fibra. Se determina por

tratamientos de cenizas insolubles en acido bromhidrico (HBr).

5.1.3. Grado de madurez

El grado de madurez en muchos casos esta correlacionado con la época del afio, sobre
todo en gramineas. En el caso del rastrojo de maiz el proceso de madurez es rapido,
pues se asocia con el fin del ciclo productivo, ya que al llenar el grano se translocan los
nutrientes de la biomasa vegetal al grano, entonces sobreviene un proceso acelerado de
madurez fisiol6gica. No obstante, alin en especies perennes ocurre una senescencia de
gran parte del material vegetativo y su calidad disminuye. En un experimento donde se
evalu6 el rendimiento de PC (kg ha™) para cuatro especies de gramineas, se observé en
todos los casos una reduccion considerable al pasar de una época a otra dentro del

mismo afo. Los zacates Rhodes (Chloris gayana, Kunth), anual sin riego; Buffel
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(Cenchrus ciliare L.), perenne sin riego; y Lolium (Lolium multiflorum), anual con dos
riegos de auxilio, tuvieron descensos de 1600, 1200 y 1550 a 700, 400 y 1050 kg de PC
para las tres especies en el orden indicado. S6lo en el caso del zacate Ballico (Lolium
perenne) con riego constante ocurrid un ligero aumento al pasar de otofio-invierno a
primavera-verano, por estar siempre bajo riego. Los autores concluyeron que el contenido
de PC fue significativamente superior (p<0.01) en la época otofio-invierno, puesto que
gran parte de la cosecha se realiz6 entre septiembre y diciembre, mientras que en las
mediciones realizadas entre febrero y abril (reportadas como primavera-verano) el
contenido de PC fue considerablemente menor. Ellos también sefalaron que las especies
Chloris gayana y Cenchrus ciliare fueron mucho mas afectadas que las de Lolium,
encontrandose una interaccion época x especie significativa (P<0.01) y de igual manera la
interaccion de ambas especies de Lolium por época también resulté significativa (P<0.01).
Estos resultados indican que la calidad, en este caso medida en funcién del contenido de
PC, fue afectada por la época del afio, el tipo de especie forrajera y el nivel de humedad
disponible (Tirado et al., 1999).

Resultados parecidos fueron reportados por Chéavez et al. (1984) quienes evaluaron
algunos indicadores de la composicién quimica, digestibilidad in vitro de la materia
organica (DIVMO) y el promedio de energia metabolizable (EM), en muestras aleatorias
de la dieta que consumian bovinos productores de carne en un rancho en el norte de
México. Los resultados indican la tendencia general a disminuir el contenido de PC, la EM
(Mcal kg™ de MS) y la DIVMO, en tanto que el porcentaje de FDN, celulosa y lignina
aumentaron al pasar por las etapas de crecimiento, floracién, madurez y latencia. Otros
investigadores han encontrado resultados similares. Estos resultados destacan las
variaciones de comportamiento en la composicion quimica para algunos componentes
celulares, la DIVMS, DIVMO y contenido de EM (Mcal kg™ de MS). Sin embargo, en un
primer caso se traté de bovinos pastoreando en un matorral inerme parvifolio, mientras
que en el otro caso se tratd de un pastizal amacollado arborescente. De todos modos, las
tendencias resultaron muy parecidas aun tratandose de indicadores distintos. Finalmente,
ya que el contenido de lignina se incrementa con el tiempo de duracién del depdsito, se
han encontrado correlaciones negativas entre el tiempo de maduracion y los parametros

de calidad relacionados con la fibra (Braden y Smith, 2004).
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5.1.4. Especie y temperatura

Existe una gran variacion también en la composicién quimica de los forrajes debido a la
especie y la temperatura. Los pastos perennes de zonas calidas generalmente presentan
mayores contenidos de carbohidratos estructurales (CE) que aquéllos que son de climas
frios (Van Soest, 1982). No obstante, el contenido de almidén y pectina es
considerablemente mayor en las leguminosas que en los pastos de gramineas, en tanto
gue los pastos presentan un contenido considerablemente mayor de hemicelulosa y un
contenido de celulosa moderadamente mas alto. Esto indica que existen diferencias
marcadas entre gramineas y leguminosas y entre zonas climéticas. Windham et al. (1983)
realiz6 un estudio comparativo entre tres pastos de graminea de clima célido y tres de
clima frio. Encontré que las concentraciones de celulosa resultaron méas altas en las
especies de clima calido que en las de climas frios variando de 319 g kg™ a 251 g kg™ de
MS. Las concentraciones de hemicelulosa promediaron 354 g kg™ y 245 g kg™ de MS,
para los climas calidos y frio, respectivamente. Sin embargo, no se observé una tendencia
clara en la proporcion de hemicelulosa a celulosa entre especies, las cuales fueron de
0.76 para zacate Bermuda [(Cynodon dactylon (L.), Pers.] y de 1.18 para el zacate
Orchard (Dactylis glomerata L.) para ambos tipos de clima calido y frio. Resultados
semejantes fueron reportados por Cherney et al. (1988). Por su parte Buxton et al. (1987)
encontraron que la proporcion de hemicelulosa a celulosa varié de 0.57 a 0.70 en pastos

maduros de climas templados y de 0.32 a 0.40 en leguminosas maduras.

5.1.5. Efecto de la temperatura

Respecto al efecto particular de la temperatura, se presume que el punto inicial de
incidencia sobre el proceso de formacion de carbohidratos estructurales y otros
componentes menos digestibles durante la formacion de la pared celular, lo hace
mediante condicionar la actividad de las enzimas implicadas en la produccion de
fotosintatos y en la derivacion de éstos, ya sea a la estructuracion de las paredes
celulares, o a la acumulacion de metabolitos del contenido celular. Debido a que existen
reacciones que determinan la sintesis de los constituyentes de la pared celular, se

presume que éstas son reguladas por enzimas (Nishitani y Masuda, 1979). Se sabe en
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general que la funcién de una enzima es reducir la energia de activacién (Ea) requerida
para la reaccién de un proceso. Todas las enzimas actian a una temperatura 6ptima,
aunque por encima de ésta, probablemente interfiere con la afinidad y union enzima-
sustrato, al cambiar la conformacion tridimensional de ellas (Nobel, 1988). Es posible que
la temperatura influya en las concentraciones de varios constituyentes de la pared celular
y las uniones entre ellos. Lamentablemente, no existe virtualmente informacion disponible,
concerniente a los efectos directos de la temperatura sobre las reacciones que provocan
la formacién de las paredes celulares en las plantas. No obstante, existe un conjunto de
evidencias circunstanciales, como por ejemplo, la relacibn generalmente positiva que se
da entre la temperatura y las concentraciones de material estructural (Wilson et al., 1991),
las cuales sugieren la existencia de pasos de control, dependientes de la temperatura,

para discriminar entre fotosintatos a la pared celular y al contenido celular.

Dirven y Deinum (1977) mostraron un descenso de 80 g kg™ de MS en la DIVMS en
zacate Festuca (Festuca arundinaceae Schreb.) cuando la temperatura aument6 de entre
10 y 15°C a entre 20 y 25°C. Wilson y Minson (1980) resumieron los resultados de varios
experimentos relacionando temperatura:digestibilidad y concluyeron que las hojas de
pastos de zonas frias mostraron en promedio un descenso de 6.6 g kg™ en DIVMS por
cada grado centigrado de incremento en la temperatura durante el crecimiento de las
plantas. Generalmente, los resultados tienden a evidenciar el hecho de que al aumentar la
temperatura en la zona de crecimiento de las plantas, sobre todo en estados mas
avanzados de edad, suele aumentar la velocidad de formacion de los componentes

indigestibles de la pared celular en la mayoria de los forrajes.

5.1.6. Efecto de la lignina sobre la degradacion de la fibra

La digestidon de polisacaridos que forman parte de la pared celular en los forrajes fibrosos
se ve fuertemente limitada por la presencia de compuestos polifendlicos (Akin y Chesson,
1990). Consisten primariamente de lignina y acidos fendlicos que estan quimicamente
ligados a la lignina o directamente a polisacaridos de la pared celular o a ambos (Ralph y
Helm, 1993). La lignina es el principal componente no polisacarido de la pared celular en
las plantas. Es considerada practicamente indigestible por los rumiantes (Church y Pond,

1996) a la vez que esta implicada en limitar la digestion de otros polisacaridos y proteinas
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estructurales de la pared celular (Jung y Ralph, 1990). Las ligninas en los forrajes han
sido llamadas tradicionalmente lignina medular (core lignin) y son polimeros
fenilpropanoides altamente condensados formados a partir de una polimerizacion
deshidrogenativa de los alcoholes precursores primarios p-cumarilico, coniferilico y
sinapilico durante la formacion de la pared secundaria (Dean y Eriksson, 1992). Por otra
parte, la denominada lignina no medular (non-core lignin) incluye acidos fendlicos
esterificados y eterificados, los cuales pueden estar unidos a la lignina medular o
directamente a los polisacaridos de la pared celular (Jung y Deetz, 1993). La lignina no
medular se puede extraer de la pared celular mediante el uso de alcalis o acidos, mientras
gue las ligninas medulares son resistentes a tales reactivos. Para Jung y Deetz (1993) la
lignificacién es la deposicién general de fenilpropanoides en el desarrollo de la pared
celular de la planta. Es este proceso biosintético el elemento clave para entender cémo
los tipos de lignina limitan la degradabilidad de los polisacéaridos de la pared celular en el

rumen.

La correlacién negativa entre la concentracion de lignina y digestibilidad del forraje es bien
conocida, sobre todo dentro de una misma especie en varios estados de crecimiento
(Reeves, 1987). Sin embargo, dicha relacion no siempre se mantiene entre especies
diferentes o entre especies a un mismo estado de desarrollo (Jung y Casler, 1991; Jung y
Russell, 1991). Por ejemplo, se ha encontrado que la concentracion de lignina
generalmente es mayor en leguminosas que en los zacates a estados similares de
desarrollo, pero a concentraciones iguales de lignina las leguminosas son mas digestibles
que las gramineas. Un estudio conducido por Buxton y Russell (1988) evalud la relacion
entre contenido de lignina y digestibilidad de la pared celular en zacate Bromo Suave
(Bromus inermis Lyss.), zacate Orchard (Dactylis glomerata L.), alfalfa (Medicago sativa
L.), trébol Pata de P4jaro (Lotus corniculatus L.) y trébol rojo (Trifolium pratense L.). Ellos
concluyeron que el efecto inhibitorio de la lignina permanganato sobre la extension de la
digestibilidad de la FDN fue 62% mayor en zacates que en las leguminosas. Cuando se
usoO un andlisis de correlacion para describir por separado la relacién entre contenido de
LDA y MS digestible para zacates y leguminosas, se obtuvieron asociaciones de
correlacion negativa, sugiriendo una relacion distinta entre gramineas y leguminosas

respecto a lignina y digestibilidad (Van Soest, 1964). Se observd que generalmente a
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niveles similares de digestibilidad, los niveles de LDA en las leguminosas fueron dos

veces mayores a los observados en las gramineas.

Aunque aun no se entiende completamente el mecanismo por el cual la degradacion de la
celulosa y la hemicelulosa en el rumen es limitada por los compuestos fendlicos, se cree
que la estrecha asociacion fisica que la lignina guarda con estos componentes, asi como
la cantidad de enlaces covalentes que entre ellos se establecen, son los factores
principales que limitan el acceso de las enzimas hidrolasas producidas por los
microorganismos del rumen a los sustratos de forrajes fibrosos (Chesson, 1993). Se ha
demostrado que con el uso de materiales mutantes de sorgo, maiz y mijo perla
[Pennicetum glaucum (L). R. Br.] bajos en lignina, en comparacion con sus isolineas
normales, se produce una relacidbn negativa entre la concentracion de lignina y la
digestibilidad del forraje; indicando ademas, que los mutantes de nervadura marrén son
tipicamente bajos en concentracién de lignina y mas digestibles que sus respectivas
lineas normales (Weding et al., 1989). Sin embargo, debe puntualizarse que las
diferencias entre los genotipos mutantes y los normales, con relacibn a la tasa de
degradacion de los componentes de la pared celular, son tanto cualitativas (tipo de
conformacion fisica entre lignina y carbohidratos estructurales) como cuantitativas
(cantidad de enlaces covalentes entre lignina y carbohidratos estructurales (Fritz et al.,
1990). También cuando se ha delignificado el forraje mediante algunos agentes quimicos
oxidativos se ha incrementado la digestibilidad de otros constituyentes de la pared celular.
Se han usado con ese propésito permanganato de potasio y perdxido de hidrégeno
(Fahey et al., 1993).

El punto de mayor atenciéon son los acidos fendlicos de la matriz de la pared celular,
especialmente los acidos p-cumarico y ferdlico. Ambos existen como monémeros unidos
por enlaces ésteres y éteres y como dimeros (Hartley y Ford, 1989). Cuando se han
evaluado las concentraciones de estos acidos fendlicos esterificados en zacates se
observa que éstos aumentan con la maduracién fisiolégica de los pastos, pero en la
mayoria de los casos es atribuible al aumento en concentracién de los niveles del &cido p-
cumarico (liyama y Lam, 1990). En el caso del acido ferulico se han observado
concentraciones iguales de enlaces ésteres y éteres cuando se trata de pastos de

gramineas, en cambio es mucho menor la concentracion de residuos eterificados para el
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acido p-cumaérico. Por su parte, Jung y Deetz (1993) en una revision de varios autores,
sobre las concentraciones de lignina no medular en el forraje de diversas especies de
gramineas, cultivadas y no cultivadas, observaron mayor concentracion de é&cido p-
cumarico esterificado para la mayoria de las especies cuando se trata del tallo, siendo
comparativamente menor la concentracion de acido ferulico esterificado, excepto en los
casos de las laminas de las hojas e internudos superiores de zacate Bromo Suave, zacate
Switch y trigo. Sobresalié especialmente la alta concentracion de &cido p-cumarico en el
tallo del maiz, que ademas no posee formas eterificadas para ambos 4cidos ferulico y p-
cumarico, pero si contiene los dos tipos de enlace que se conjuntan en el acido
dehidrodiferulico. Esto sugiere que la digestibilidad del rastrojo de maiz podria ser
comparativamente menor, sobre todo cuando la relacion hoja:tallo sea muy baja. Estudios
posteriores mostraron que el acido p-cumarico fue el responsable por la correlacion
negativa con la digestibilidad de los forrajes, y permitié concluir a algunos investigadores,
gue su forma esterificada tiene mayor poder para inhibir la degradacién de la pared celular
de los forrajes, que el acido ferdlico (Buxton, 1989; Fritz et al., 1990); aunque tal
conclusion no ha sido consistente e incluso ha llegado a ser cambiada o revertida (Jung y
Ralph, 1990). Mas bien, es posible que los residuos de acido ferulico implicados en los
puentes de enlaces éteres y ésteres entre arabinoxilanas y lignina medular, estén en
mayor proporcion en los genotipos menos digestibles que en aquéllos mas digestibles.
Chesson (1988) propone que el sitio preciso de ubicacion de los enlaces ésteres en el
complejo arabino-xilanas es el factor principal que explica la digestibilidad aumentada de

los forrajes de gramineas cuando han sido tratados con alcalis.

5.2. Degradacion de las fibras en el rumen

El rumen es una auténtica camara de fermentacion para las pajas y rastrojos, ya que
posee una poblacion abundante y variada de microorganismos, principalmente bacterias y
algunos hongos (Hungate, 1966; Bauchop, 1981; Hobson et al., 1988) que producen
ciertas enzimas con actividad fibrolitica en condiciones anaerobias, temperatura estable
(alrededor de 40° C) y pH adecuado (entre 6.5 y 7.5). La alteracion de estos estandares
por cambios bruscos, especialmente del tipo de alimentacién reduce notablemente la
actividad microbiolégica, con la consiguiente pérdida de degradacion del sustrato. La

celulosa es degradada principalmente por las especies de bacterias Ruminococcus
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flavafaciens, R. albus y Fibrobacter succinogenes (Bryant, 1973). En el caso de la
hemicelulosa son esencialmente las mismas especies, sb6lo se afiade la especie
Butyrivibrio fibrisolvens, la cual tiene importancia menor en la degradacion de celulosa,

pero juega un papel importante en la degradacién de xilanas.

La degradacién de la celulosa se produce por contacto directo de las bacterias
celuloliticas con el sustrato cuando éstas se adhieren a la superficie de la pared celular,
colocando las enzimas que producen en contacto estrecho con el sustrato. La hidrolisis
completa de la celulosa se alcanza mediante la accién de varias enzimas extracelulares
gue se encuentran ya sea en la superficie del organismo o son secretadas al medio
circundante. Estas enzimas pueden ser endo f (1-4) glucanasas que rompen en forma
aleatoria en sitios clave los polisacéridos en oligosacaridos, liberando celobiosa; exo 8 (1-
4) glucanasa que atacan los oligosacaridos terminales no reducidos, liberando celobiosa;
y B (1-4) glucosidasa, que degrada la celobiosa a glucosa. La celulosa aislada es
degradada completamente por los microorganismos del rumen, pero se limita su
aprovechamiento total cuando esta asociada con la lignina. La formacion de una red
compleja celulosa-lignina crea una celulosa cristalinizada o cristalina que reduce
notablemente el acceso del ataque enzimatico a la celulosa, lo cual disminuye su
degradacién y aprovechamiento en forma proporcional al grado de cristalizacién al
compararla con sustratos purificados (Coughlan, 1992). No obstante, esto Ultimo no debe

tomarse como un patrén establecido (Hatfield, 1993b).

Para degradar la hemicelulosa actlan las enzimas endo y exo-glucanasas que
depolimerizan y solubilizan las cadenas principales del polisacarido. Enseguida los
residuos hemicelulésicos son degradados mediante un grupo especifico de glicosidasas
(Dehority, 1993). Su degradacion generalmente es parcial, pues los residuos de xilosa se
reportan como menos digestibles que la arabinosa, y el complejo xilosa:arabinosa, se
correlaciona negativamente con la digestibilidad del forraje y hasta es usado como un
indicador de la calidad del mismo (Albrecht et al., 1987).

Las pectinas son degradadas dentro del rumen por enzimas de actividad pectinliasas y

pectinesterasas (White et al., 1993). En adicion a las bacterias celuloliticas que degradan
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las pectinas, la especie Lachnospira multiparus es considerada como la pectinolitica mas
importante (Dehority, 1993).

5.3. La proteina cruday la actividad de los microorganismos del rumen

La PC es considerada como uno de los nutrientes mas importantes en la dieta de los
animales, puesto que pequefias variaciones en contenido de proteinas en los alimentos,
produce fuertes efectos en los procesos fisiolégicos como la reproduccion, crecimiento y/o
engorda y lactancia (Gutiérrez, 1991). La mayoria de los esquilmos agricolas son
generalmente bajos en este nutriente e incluso también lo son en el contenido de
nitrdgeno no proteico (NNP), lo cual constituye una fuerte limitante para la utilizacion
eficiente de esta clase de forrajes (Gutiérrez, 1991). Cuando el nivel de nitrégeno en el
liquido ruminal es deficiente, la poblacion de microorganismos disminuye, incluyendo las
bacterias fibroliticas, lo cual hace que se reduzca la degradacién de los componentes de
la pared celular y por consecuencia, disminuye el grado en que el alimento es digerido, la
tasa de paso del alimento a través del tracto digestivo y el consumo de alimento.

Para que la poblaciéon microbiologica del rumen contintie creciendo y se mantenga en la
cantidad apropiada para realizar una actividad eficiente, se requiere que el nivel de
amoniaco al interior del rumen, se mantenga por encima de los 200 mg de N L™ por un
periodo considerable de dias para asegurar una alta tasa de crecimiento microbiana, a la
vez que paralelamente se incrementa la digestion del forraje (Leng, 1991; Church y Pond,
1996). Por su parte Satter y Slyter (1974) sugirieron que entre 50 y 80 mg de nitrégeno
amonio (N-NH,) L™ de fluido ruminal, es el valor éptimo para mantener al maximo el
crecimiento microbiano, dato que ha sido ampliamente aceptado. Sin embargo, otros
estudios realizados en Australia han indicado que el nivel éptimo de amonio en el fluido
ruminal debe ser alrededor de 200 mg de N L™ para forrajes de baja digestibilidad; incluso
hasta cuando la digestibilidad del forraje en bolsas nylon alcanz6 su punto 6ptimo a los
100 mg de N-NH; L™ (Perdok et al., 1988). El contenido de PC y/o NNP varia en funcién
de la especie forrajera, la edad de la planta, época del afio y condiciones climaticas. Por
ejemplo, existen evidencias de que las especies de pastos de gramineas de metabolismo

C4 tienen comparativamente mayores concentraciones de carbohidratos estructurales y
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menor cantidad de PC que las de metabolismo C3. Respecto a las condiciones climéticas
se ha encontrado que las especies forrajeras de climas célidos tienden a depositar una
mayor cantidad de carbohidratos estructurales en sus paredes celulares que se
correlaciona con un menor contenido de PC (Thorvaldsson, 1992). Por otra parte, las
épocas del afio en que se induce la floracion y la senescencia de las especies forrajeras,
o bien, cuando la especie en forma natural alcanza su estado de madurez fisiologica por
edad, también se correlacionan con una menor disponibilidad de PC y mayor cantidad de
carbohidratos estructurales y compuestos lignocelulésicos (Villanueva, 1998). De modo
gue, cualesquier factor que provoca una disminucién en el contenido de PC y del
contenido de NNP, impacta en forma negativa el crecimiento en las poblaciones
bacterianas en el rumen y por consecuencia limita la produccién de enzimas fibroliticas, lo

gue ocasiona una reduccion en el aprovechamiento de las fibras de los forrajes.

5.4. Aplicaciones de nitrégeno no proteico

Una cantidad importante de trabajos de investigacion reportan efectos positivos sobre la
aplicacion de nitrégeno a las dietas ricas en forrajes con elevados contenidos de fibra,
principalmente pajas de cereales y rastrojo de maiz, en las décadas de los 70 y los 80.
Probablemente la practica mas difundida es la amonificacién del forraje, porque aumenta
la cantidad de N disponible en el alimento, lo que a su vez mejora la digestibilidad y el
consumo de MS por el animal. Corah (1990) revisoé los resultados de varios trabajos sobre
amonificacion de pajas en Estados Unidos y Canada y report6 un doble efecto positivo, se
incrementd el contenido de N y el consumo de alimento. Sundstol (1991) reporto
incrementos porcentuales en digestibilidad de la materia organica (DMO) y consumo de
MS de forrajes tratados con urea, amonio e NaOH, respecto a forrajes no tratados. Estos
y muchos otros resultados dejan bien establecido el papel importante que juega el
contenido de PC y de NNP, sobre la degradacion de los forrajes a nivel del rumen. Por lo
tanto, existe la necesidad de liberar la mayor cantidad posible de compuestos
nitrogenados de la pared celular de los forrajes, para mejorar la degradacion de los

carbohidratos estructurales e incrementar adicionalmente el aporte de energia.
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5.5. Fermentacién en el rumen

Dentro del rumen (también conocido como panza o herbario) tiene lugar la digestion de la
celulosa y otros polisacaridos de las plantas con que se alimentan una gran cantidad de
mamiferos herbivoros. La fermentacion se lleva a cabo gracias a la actividad de
poblaciones microbianas. Una gran cantidad de especies de mamiferos son no rumiantes
y por lo tanto, carecen de las enzimas necesarias para digerir la celulosa que es el
polisacérido mas abundante en el reino vegetal, de este modo el beneficio social y
economico que le reportan a la humanidad algunas especies de animales domésticos
como la vaca, la oveja y la cabra, entre otras, es de incalculable valor. A través de estas
especies de animales, los seres humanos pueden incorporar a su dieta enormes
volumenes de energia y proteina de excelente valor bioldgico, asi como un aporte
moderado de minerales y vitaminas mediante el consumo de una variedad de alimentos

de origen animal.

El alimento permanece en el rumen alrededor de 9 horas. Durante este periodo el
conjunto de enzimas hidrolasas que liberan las bacterias y protozoarios celuloliticos,
descomponen la celulosa en disacaridos de celobiosa y unidades de glucosa libre. La
glucosa ahora experimenta una fermentacién bacteriana produciendo AGV principalmente
acético, propionico y butirico y otros gases como biéxido de carbono y metano.
Posteriormente los AGV pasan a través de la pared del rumen al torrente sanguineo y
luego el animal los oxida como su fuente principal de energia. Los niveles de AGV en un
rumen estable son 60 mM de acetato, 20 mM de propionato y 10 mM de butirato (Bruck et
al., 1987). Un incremento en la tasa de descomposicién de la celulosa y de todo el
complejo de la matriz de la pared celular es deseable, si se quiere utilizar de manera mas
completa y eficiente la energia potencial de los forrajes fibrosos, en particular el rastrojo
de maiz, las pajas de cereales y otros subproductos de cosechas y subproductos

agroindustriales.
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5.6. Principios activos de las preparaciones enziméticas fibroliticas

exdgenas

Independientemente de la mezcla béasica y de la forma que tome el producto final, se
pueden sefialar especificamente dos grupos de enzimas que forman parte de las
preparaciones fibroliticas disponibles en el mercado: 1) Celulasas. Son una mezcla
compleja de proteinas que actuan para hidrolizar enlaces  (1-4) en las cadenas de
celulosa de la pared celular; 2) Xilanasas. Actlan para separar los xilanos que se
encuentran enganchados por enlaces éster a las cadenas de hemicelulosa a través de los

acidos p-cumarico y ferulico.

Hipotéticamente, estas preparaciones comerciales de enzimas exdégenas pueden actuar
iniciando la degradacién de polisacaridos estructurales, previo a la digestion ruminal, o
complementando la actividad de enzimas fibroliticas producidas por los microorganismos

del rumen (Dawson y Tricarico, 1999).

Algunos autores resumen la actividad de estas enzimas de la siguiente manera (Murrieta
et al., 2002; Idareta, 2004; Pastor, 2004; Redondo, 2004):

» Endo-B-glucanasas (E.C. 3.2.1.4): Rompen los enlaces [-glucosidicos en forma
aleatoria, principalmente enlaces internos de las moléculas de celulosa en regiones
amorfas, promoviendo un rapido decremento en la longitud de la cadena, un lento
incremento de los grupos reductores libres y en consecuencia, sitios de ataque para las

exoglucanasas.

Exo-B-glucanasas (Celobiohidrolasas; CBH; E.C. 3.2.1.91): Atacan gradualmente las
moléculas de celulosa por los extremos, liberando subunidades de celobiosa, dando
como resultado un incremento rapido en los azlcares o grupos reductores y poco
cambio en el tamafio del polimero. Dentro de las celobiohidrolasas, se distinguen dos
tipos: celobiohidrolasas de tipo | (CBH |) y celobiohidrolasas de tipo Il (CBH II), que se
diferencian en su especificidad por el extremo de la molécula de celulosa que atacan.
Mientras las CBH | actlan sobre los extremos reductores, las CBH Il liberan unidades

de celobiosa a partir de los extremos no reductores (Goikotxea, 2005).
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= B-glucosidasas (E.C. 3.2.1.21): Hidrolizan la celobiosa producida en pasos anteriores y
celodextrinas de bajo peso molecular y participan indirectamente en la degradacion de
la celulosa al hidrolizar la celobiosa que inhibe las celobiohidrolasas.

La degradacion total de la celulosa involucra el sinergismo entre los tres componentes
enzimaticos: las endoglucanasas atacan las regiones amorfas de las fibras de celulosa
creando asi sitios de accidén para las exoglucanasas que actlan sobre las regiones
cristalinas de la fibra. Las B-glucosidasas ejecutan el Gltimo paso de la hidrdlisis e impiden

la acumulacion de celobiosa (Vilches, 2002).

Ademas de las celulasas, las xilanasas son enzimas hidroliticas que también participan en
el rompimiento de enlaces glicosidicos B (1-4) de la celulosa y hemicelulosa. Los xilanos
son heteropolisacaridos formados por un esqueleto de B-D (1-4) xilopiranésido, cuya
degradacién ocurre por la accién sinérgica de un grupo de enzimas (Ponce y Pérez, 2002;
La Grange, 2001):

Arabinofuranosidasa (E.C. 3.2.1.55): Hidroliza las cadenas laterales de arabinosa.

= Acetil xilan esterasas (E.C. 3.1.1.72): Liberan grupos acetatos.

= Glucuronidasa (E.C. 3.2.1.139): Remueve las cadenas laterales de 4&cido

glucurénico a partir de unidades de xilosa.

= B—xilanosidasas (E.C. 3.2.1.37): Actlan sobre oligosacéridos cortos, llevando a

cabo la hidrdlisis de los enlaces ( (1-4) aril-xilopiranésido para producir xilosa.

= Endo-B-xilanasas (E.C. 3.2.1.8) actla sobre los xilanos y xilooligosacéaridos

produciendo una mezcla de xilooligosacaridos.

5.7. Uso de enzimas fibroliticas exdgenas en alimentacion animal

Recientemente se han producido una gran cantidad de preparaciones enzimaticas

comerciales a través de procesos de fermentacion y de la biotecnologia, que son
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biol6gicamente activas y pueden ser agregadas a la dieta de los rumiantes para estimular
y mejorar la digestion de los componentes fibrosos (Dawson y Tricarico, 1999).
Actualmente ha crecido el interés por utilizarlas como suplementos en las dietas para
rumiantes (Dawson, 1993). No obstante, se reconoce que la investigacion sobre la
aplicacion de la tecnologia de enzimas, para usarse en la produccion de rumiantes, se
encuentra en su etapa inicial. Recientemente se han realizado algunos estudios, para
definir primero, las condiciones bajo las cuales las enzimas exdgenas son mas capaces
de potenciar una respuesta positiva en produccion. No obstante, aln no se sabe con
exactitud si el mayor beneficio de la aplicacién de enzimas ocurre en el pretratamiento del
forraje con algun periodo largo de almacenamiento antes de usarse, o en el tratamiento
previo de éste al momento de alimentar al animal o después de que el alimento ha

entrado al animal (Howes, 1998).

Son numerosos los estudios realizados in vitro que han demostrado el efecto positivo de
las preparaciones de enzimas fibroliticas para mejorar los procesos asociados con la
digestion de las fibras. Estos efectos generalmente estan relacionados con un incremento
en la tasa inicial de desaparicion de la MS y en particular de la FDN. Cuando muestras de
forrajes fibrosos son inoculados con bacterias de liquido ruminal de animales
suplementados con enzimas, previamente o adicionando dosis de enzimas al cultivo in
vitro, en la mayoria de los casos los efectos de aumento en la tasa de desaparicion de la
MS (TDMS) se observan entre 6 y 12 h (Dawson y Tricarico, 1999). Parece que tanto las
enzimas naturales producidas por los microorganismos ruminales inoculados, como las
exogenas afadidas, siguen el mismo patron de comportamiento que se da en el ambiente

ruminal de animales alimentados con forrajes fibrosos (Van Soest, 1994).

En un estudio realizado por Dawson y Tricarico (1999) donde se evalué el efecto de
afadir una preparacion de enzimas fibroliticas exégenas al cultivo in vitro de un sustrato
fibroso, ellos observaron que la desaparicion de la MS por hora se incrementd en un
17.1% durante las primeras 12 h, superando al testigo (4.25 contra 3.63%). En cambio a
18 h, el aumento solo fue del 3.8% (2.90 contra 3.01%). Todo parece indicar que cuando
se trata de sustratos altos en fibra, las enzimas exdgenas potencian la digestion inicial de
la actividad enzimética natural, pero después de 12 h, ocurre un fendmeno de

compensacion al inactivarse la enzima afadida. Ellos también evaluaron los procesos de
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fermentacion mediante la aplicacion de tres preparaciones enzimaticas (celulasa, xilanasa
y celulasa + xilanasa) a cultivos de sustrato de heno de Festuca in vitro contra un
tratamiento testigo (liquido ruminal sin enzima). Se midieron los niveles de AGV totales,
de acetato, de propionato, de butirato, utilizacién de carbohidratos (UC) y la proporcion
acetato:propionato. En general los tratamientos de enzima fueron superiores al testigo
(P<0.05) excepto en produccion de acetato con la enzima celulasa y la tasa
acetato:propionato con la enzima xilanasa. Estos resultados muestran que la adicion de

enzimas afecta los patrones de fermentacion in vitro.

En otro estudio, Tricarico et al. (1998) demostraron que tanto la TDMS como la UC fue
superior (P<0.10) en cultivos in vitro sobre heno de Festuca suplementado con Fibrozyme
mas liquido ruminal procedente de animales alimentados exclusivamente con heno de
Festuca sin suplemento enzimatico, en comparacion con cultivos similares pero sin afiadir
enzimas al medio, aunque sdélo hubo efecto a 12 h y no a 18 h. En otra fase de este
mismo estudio la desaparicién in vitro de la materia seca (DIVMS) fue mayor (P<0.05) a
12 h, en los cultivos in vitro de heno de Festuca, inoculados con liquido ruminal de
animales alimentados sélo con heno de Festuca suplementado con enzimas (Fibrozyme),
en comparacion con los cultivos que recibieron inéculos de animales alimentados con la
misma dieta pero sin enzimas (testigo). Sin embargo, no mejoré la UC ni hubo efectos a
24 h. En cambio en otra dieta a base de heno de Festuca + 50% de concentrado no hubo
diferencias entre tratamientos y testigo para la DIVMS ni a 12 ni 24 h. Sin embargo, la UC
fue mejor (P<0.05) tanto a 12 como a 24 h. Se observan efectos de especificidad de las
enzimas fibroliticas hacia dietas fibrosas. Aunque en ambos casos el efecto sobre la
estimulacion en la degradacién de los componentes de la pared celular del forraje no son
lineales respecto al tiempo ni al tipo de dieta. En la fase in situ de este estudio no se

registrd ningln efecto significativo sobre las mismas variables, incluyendo el pH.

Pinos-Rodriguez (1999) reportd incrementos significativos (P<0.05) en la desaparicion de
la MS de alfalfa y ballico con la inclusién de dosis crecientes de enzima con liquido
ruminal a 48 y 72 h; igualmente se registr6 un aumento en la desaparicion de la FDN
(DFDN) en ambas especies de 6 a 72 h asi como la desaparicion de la fibra detergente
acido (DFDA) de ballico de 3 a 12 h y la de alfalfa de a 3, 12, 24, 48 y 72 h (P<0.05). La

desaparicion neta de la FDN de la alfalfa aument6 entre 48 y 72 h (P<0.05), pero la de la
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FDA del ballico disminuyé a las 12 h (P<0.05). Los resultados en general, muestran
efectos no lineales sobre los parametros estudiados cuando se combinan los factores:

especie forrajera con tiempo y niveles de enzima.

Comportamientos parecidos a los indicados anteriormente fueron reportados por
Beauchemin et al. (1995) quienes con dosis de inclusiones crecientes de enzimas sobre
una dieta de alfalfa los promedios de ganancia diaria de peso en ganado siguieron una
tendencia de tipo cuadrética, con valores mayores en niveles intermedios de inclusion de

enzimas.

Resultados semejantes en estudios de laboratorio fueron reportados por Gwayumba y
Christensen (1996), quienes también trabajaron con combinaciones de celulasa y
xilanasa. La FDA disminuyé significativamente (P<0.05) entre los forrajes tratados y el
testigo. En heno de alfalfa (30.9 contra 19.9%), en el heno de pasto (36.1 contra 26.1%),
paja de avena (55.7 contra 39%), grano molido (26 contra 20.7 %), ensilaje de cebada
(27.7 contra 21%) y fenogreco maduro (57.0 contra 42.3%), respectivamente. En este
mismo estudio, la fraccion de la FDN decrecié de manera similar (P<0.05); en tanto que la
proporcion de proteina y carbohidratos disponibles aumenté considerablemente. Esto
significa que se incrementd la disponibilidad de las diferentes fracciones de la pared
celular de los forrajes referidos, a medida que las enzimas fibroliticas degradaron tanto la

porciéon de la FDA como la FDN.

Diversos estudios han sugerido que el uso de enzimas del tipo de la celulasa y xilanasa,
pueden tener un efecto importante sobre la degradacion de la celulosa y otros
componentes adicionales de la pared celular, de modo que una mejora en la digestion del
forraje, se traduce en una mayor velocidad de paso, y por lo tanto, una tasa de

desaparicion mas rapida de los forrajes fibrosos del tracto ruminal (Lewis et al., 1996).

En un estudio realizado, novillos de engorda recibieron heno de pasto o paja de cebada
tratada con enzimas fibroliticas suministrada a una tasa de 1.65 mL/kg de materia seca
del forraje. En este caso mejoraron las digestibilidades de la materia seca (DMS), de la
fibra detergente neutro (DFDN), y de la fibra detergente &cido (DFDA (Lewis et al., 1996).

Algo semejante fue lo reportado por Feng et al. (1996) quienes observaron que mejoraron
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significativamente las digestibilidades de la MS, FDN y FDA cuando novillos productores

de carne fueron alimentados en forma directa con enzimas fibroliticas.

Por otra parte, Fredeen y McQueen (1993) reportaron un incremento de la digestibilidad
del 4.9% en un ensilado de una mezcla de leguminosa (alfalfa) y graminea (Timothy) al

cual se afiadié una preparacion de enzimas y luego se administré a borregos.

En un estudio metabdlico realizado por Pinos-Rodriguez (1999), donde se aplicaron dosis
crecientes de enzimas (Fibrozyme) via canula ruminal a cuatro borregos, se encontré una
mejora (P<0.05) en la digestibilidad in situ de la MS, FDN y FDA. Ademas, mejoré la
digestibilidad aparente de los nutrientes nitrogenados en alfalfa, asi como el N retenido
para ambos forrajes (P<0.05). También, aumentd la concentracion de AGV totales por
efecto de las enzimas a 3 y 6 h en ambos forrajes, disminuy6 el porcentaje de acetato y la
proporcion acetato:propionato a 3 h con ballico y el butirato a 12 h con alfalfa y aumento el

propionato y butirato a 3 h con ballico (P<0.05).

Zinn y Salinas (1998) evaluaron la influencia del Fibrozyme sobre la digestiéon de la fibra
en un primer experimento (E1) y su correlacion con el consumo y crecimiento de novillos
alimentados con una dieta para crecimiento con 78% de concentrado en un segundo
experimento (E2). En E1 se trataron novillos via canula rumen/duodenal. En E1 se
incrementd la digestion ruminal de la FDN en un 23% con la adicién de la enzima
(Fibrozyme) y también mejoré en 5% la digestién ruminal del nitrégeno (P<0.05). En E2
aumento el peso final en 3%, el promedio de ganancia diaria de peso en 6% y el consumo
de materia seca en 4.5%. Concluyen que un aumento en consumo es el reflejo del
incremento en la digestion de la FDN. Ademas, concluyeron que en dietas altas en
energia la adicion de enzimas puede estimular la digestion de la fibra y por consecuencia

mejorar el consumo de MS y el crecimiento animal.

En otro estudio realizado por Lewis et al. (1996) sefalan que aunque la tasa de
desaparicion de la MS no difirid significativamente entre sustratos in situ, la tasa de
desaparicion de la FDN si fue mas rapida para los pastos tratados con enzimas que en los
no tratados. Anteriormente Stokes (1987) ya habia obtenido resultados semejantes a los

reportados por Lewis et al. (1996), al utilizar el ensilado de pasto-leguminosa tratado con
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enzimas. Ademas, Feng et al. (1996) obtuvieron resultados similares a los consignados
anteriormente, cuando aplicaron enzimas directamente a pasto seco antes de la
alimentacién. Por otro lado, cuando el sustrato de pasto no fue tratado con enzimas, las
tasas de desaparicion de la MS y de la FDN no difirieron entre tratamientos, indicando una
menor degradacion de la fibra del forraje (Lewis et al., 1996).

Por otra parte, cuando se emplearon enzimas fibroliticas en dietas ricas en grano, se
observé una importante interaccion entre éste y el tipo de forraje fibroso; denotando
ademas, que no hubo una mejora sustantiva en la digestion de los ingredientes, lo cual
indico a su vez una alta especCCificidad de las enzimas para actuar sobre determinados
componentes de la dieta (Beauchemin et al.,, 1997). Sin embargo, al usar enzimas
especificas para fibras en dietas altas en ésta, el comportamiento es diferente. Treacher
et al. (1996), en el segundo de tres experimentos al alimentar 98 novillos Simmental x
Charolais durante 120 dias, usando una mezcla de celulasas y xilanasas a cuatro niveles
de concentracion sobre el ensilaje de cebada y cebada rolada, registraron un incremento
significativo lineal en el peso de los animales a medida que aumenté el nivel de la mezcla
de enzimas. Ademas, los efectos cuadraticos sobre el promedio de ganancia diaria,
eficiencia en conversion alimenticia y digestibilidad de la materia seca también fueron

importantes a medida que cambio el nivel de enzimas en la dieta.

Maki et al. (1998) no encontraron efecto alguno sobre la desaparicion de la MS 'y el pH in
situ para la interaccién de tiempo de medicion x niveles de enzima en cebada rolada y
entera, sin embargo, en la cebada roladatenzima (2.4 L/t de MS) se incremento
significativamente la digestibilidad de la MS, lo cual se reflejé en un pH mas bajo. En este
sentido existen evidencias de que las enzimas fibroliticas exdgenas pueden servir para
minimizar las depresiones en la digestion de la fibra en periodos de bajo pH ruminal
(Lewis et al., 1996; Dawson y Tricarico, 1999). No obstante, respecto a esta variable los
resultados son inconsistentes pues una gran cantidad de investigadores no han
encontrado alteraciones por la aplicacion de enzimas, aunque es mas comuan que

disminuya cuando se incrementa la degradacion de la fraccion neutra de la fibra.

Yescas et al. (2004) al evaluar dos dosis (0y 1 g kg™) de la enzima comercial Fibrozyme,

la cual contiene particularmente xilanasas y endoglucanasas, en rastrojo de maiz y avena,
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encontraron que la concentracion de aminoacidos fue mayor a las 12 h para los
tratamientos sin enzima que en los tratamientos con enzima. Asi mismo, se han reportado
respuestas positivas a la cantidad de Fibrozyme, asociada al incremento de consumo y
mayor digestibilidad de la materia seca en becerros alimentados con diferentes dietas.
Otros autores indican que Fibrozyme puede incrementar la ingesta de nutrientes de la
cafa de azucar lo que mejora la ganancia diaria de peso (Gomez-Vazques et al., 2003).
Ademas, la adicion de enzimas exdgenas en la ingesta directa en borregos, puede
incrementar la digestibilidad de la proteina cruda, hemicelulosa y FDN en heno de alfalfa 'y
Rye Grass, mejorar el balance de N e incrementar la concentracion de AGV (Pinos-
Rodriguez et al., 2002). Todo lo anterior indica que las enzimas fibroliticas pueden
cambiar la fermentacion ruminal, la ingesta y digestibilidad de los forrajes con diferentes

valores nutritivos.

Por otra parte, Tricarico y Dawson (2005) emplearon dos preparaciones de enzimas
comerciales Allsyme PT y Allsyme C, y sus combinaciones para probar la produccién de
AGV in vitro en varias dietas. Estos autores encontraron que la adicion de xilanasas
incremento la produccion de AGV totales en una dieta a base de heno de festuca (P<0.05)
sin cambio en la proporcion acetato:propionato. Por otra parte, la adicion de
endoglucanasa increment6 la produccion total de AGV en una dieta basada en heno de
festuca en un 36%. La combinacién xilanasa+endoglucanasa aumenté la produccion de
AGV y redujo la proporcion de acetato:propionato; los efectos de la suplementacién de
dichas enzimas en la producciéon de AGV in vitro variaron dependiendo de los sustratos
utilizados; la suplementacion con endoglucanasa redujo consistentemente la proporcién
acetato:propionato en todos los sustratos probados. Estos resultados sugieren que la
actividad de la xilanasa puede ser mas importante en dietas que contienen alfalfa y la
actividad de la endoglucanasa puede ser mas importante en dietas que contienen heno de
pasto 0 maiz. Se observd que el efecto de la combinacion de ambas enzimas fue
generalmente mas alto que el de las enzimas individuales; la actividad de la
endoglucanasa y xilanasa difieren en la capacidad para afectar la produccion de AGV en
el rumen. Por lo que la endoglucanasa mejora la eficiencia de la fermentacion pero reduce

la proporcién acetato:propionato.
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Eun et al. (2007a) evaluaron las actividades de productos enzimaticos que contenian
endoglucanasas y xilanasas sobre heno de alfalfa. Estos productos tienen un rango
amplio de actividad de endoglucanasas y xilanasas en sustratos puros y condiciones
tipicas del rumen. Se determinaron la degradabilidad de la materia organica y la
concentracion de AGV a 18 h de incubacién y se encontrd correlacion entre la actividad
de las endoglucanasas y la degradabilidad de la materia organica (r=0.71; P<0.01). La
produccion de AGV no fue afectada por los tratamientos con las enzimas, no obstante que
se observaron cambios en la proporcibn acetato:propionato. Yang et al. (2002)
encontraron resultados similares al evaluar el efecto del pH y la adicibn de enzimas
fibroliticas en dietas de vacas lecheras sobre tasas de fermentacion, digestibilidad y
sintesis de proteina bacteriana. Encontraron que la concentracion total de AGV y sus
proporciones molares se incrementaron de manera lineal con el pH; la degradacién de la
materia seca, organica y fibra (a excepcion de PC) fueron afectadas por el pH. Al igual
gue en el caso anterior la suplementacion con enzimas no modificé la concentracion total
de AGV, aunque si se incrementaron las proporciones molares del acetato y se redujeron
las del propionato como resultado de la degradacion de la FDN y FDA. En este mismo
estudio, hubo una interaccion entre el pH y el nivel de suplementacion con enzimas para

la digestién de la fibra.

5.8. Perspectiva actual del uso de las enzimas fibroliticas exdgenas

El uso de enzimas exégenas como aditivos para el mejoramiento de la degradabilidad de
la materia seca, organica y fibras de los forrajes de baja calidad aun es objeto de estudio;
algunos autores no han observado efectos de enzimas fibroliticas producidas por hongos
0 provenientes de bacterias, sobre la degradacion de la materia organica (Ferreira et al.,
2006; Bergamaschine et al., 2006). Sin embargo, hay reportes aparentemente
contradictorios en muchos de los trabajos, por lo que no hay resultados concluyentes
(Souza et al., 2006 a, b y c). Algunos autores reportan incrementos lineales en la
produccion de gases, AGV totales y digestibilidad de la materia organica con respecto a la
dosis al utilizar preparados con endoglucanasas y xilanasas en diferentes proporciones
(Tricarico y Dawson, 2005; Colombatto et al., 2007).
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Otros preparados que combinan diferentes dosis y tipos de estas polisacaridasas, han
demostrado, en pruebas in vitro que emulan condiciones tipicas del rumen (pH 6.0 a
39°C), que tales enzimas pueden incrementar la digestibilidad de la materia organica y la
produccion total de gases y que estas variables correlacionan con la actividad de
endoglucanasas (r=0.71; P<0.01), por lo que experimentalmente, las endoglucanasas y
las xilanasas aplicadas por separado pueden mejorar sustancialmente la degradacién de
sustratos como el heno de alfalfa, lo cual no ocurre al combinar ambas enzimas (Eun y
Beauchemin, 2007b). Al respecto, Eun et al. (2007b) al probar in vitro la adicion de 1.4
mg/g MS de diferentes productos de enzimas fibroliticas (con distintas proporciones de
endoglucanasas y xilanasas por gramo de MS, tanto en heno de alfalfa como en ensilado
de maiz, encontraron mejoras en la degradabilidad de la FDN tanto para el heno de alfalfa
como para ensilado de maiz (20.6 y 60.3%, respectivamente), efecto asociado con la
actividad de las endoglucanasas y exoglucanasas, pero no con la actividad de las
xilanasas, lo cual sugiere que tanto la dosis de la enzima suplementada como la
proporcion de endoglucanasas y xilanasas son de importancia critica para el

mejoramiento de la degradabilidad de las fibras.

Los cocteles multienziméticos también pueden resultar Gtiles para mejorar la calidad de
ciertos sustratos. Yu et al. (2005) al evaluar un coctel multienzimatico (acido ferulico
esterasa, xilanasas y celulasas, endo-glucanasas (l y 1) y B-glucanasas), encontraron que
la adicion de este coctel a los forrajes increment6 la degradabilidad in vitro con liquido
ruminal: en cascara de avena: 12%; en paja de trigo: 5%; y en alfalfa: 2%. Eun y
Beauchemin (2007b) probaron diferentes preparados enziméaticos que contenian
endoglucanasas, exoglucanasas, xilanasas y proteasas en heno de alfalfa y ensilado de
maiz, observaron incrementos cuadraticos en la produccion de gas y degradacion de la
materia seca, siendo mayor el efecto de las polisacaridasas en ensilados de maiz que el
de las proteasas; asi mismo, la combinacién de polisacaridasa y enzimas proteoliticas de
los preparados han mostrado incrementos en la degradacion de la FDN del ensilado de

maiz.

Por otra parte, existen evidencias de que el tiempo de pretratamiento o momento de
aplicacion de la enzima tiene efectos sobre las digestibilidades de la materia seca y de las

fibras. Por ejemplo, McAllister et al. (1999) al evaluar un preparado comercial enzimatico
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aplicado al momento del ensilaje o directamente en el rumen, encontraron que las
digestibilidades de la materia seca y de la FDN fueron menores cuando las enzimas se
aplicaron en el rumen directamente; en cambio, al suministrar en la dieta un 82.5% de
ensilado de cebada tratado con el preparado de enzimas (0, 1.25, 3.5 y 5 L/t MS) se
observé un efecto lineal en el aumento de peso de 24 becerros evaluados entre 0 y 56
dias (ganancia diaria de peso: 0.06 kg; consumo: 0.04 kg; eficiencia alimenticia: 0.03 kg),
con efecto cuadratico con las concentraciones de enzima. Dosualdo et al. (2006)
reportaron resultados similares cuando al evaluar tres tipos de ensilado, uno sin enzimas
y dos con preparados enzimaticos bacterianos comerciales (Maize All de Alltech y Biomax
de Christian Hansen) y seis periodos de fermentacion (0, 3, 7, 14, 28 y 56 dias)
observaron efectos de la interaccién entre inoculante y tiempo de fermentacion sobre los
contenidos de materia seca y proteina cruda, siendo estos mayores para los ensilados
con enzimas. Asi mismo, los contenidos de FDN y FDA tuvieron decrementos de 0.302 y
0.063 unidades porcentuales por dia, respectivamente mientras que la digestibilidad in
vitro de la materia seca se incrementd con el tiempo de fermentacién a razén de 0.054
unidades/dia. También se han encontrado incrementos de la degradacién de las fibras y
hemicelulosa cuando enzimas comerciales (Liquicell 2500, Specialty Enzyme and
Biochemicals, Fresno, CA, USA) son evaluadas a pH ruminal casi neutro (Colombatto et
al., 2007).

Souza et al. (2006a, b) no encontraron efectos en la digestibilidad de la materia organica,
pH ruminal o promedio de nitrgeno amoniacal de bovinos alimentados con Tifton 85
(Cynodon sp.) y suplementados con 12 g/dia/animal de un complejo enzimatico de los
hongos Aspergillus niger y Trichoderma longibrachiatum. No obstante, estos mismos
autores si reportaron incrementos de la digestibilidad aparente total de la FDN, FDA y
celulosa (de 36.9, 36.2 y 46.9% a 41.2, 40.0 y 50.5%, respectivamente) al utilizar la
misma enzima y misma dosis en ensilado de maiz (Souza et al., 2006c¢). Esto muestra
que el tipo de sustrato también puede afectar la actividad de las enzimas. Gomez-
Vazquez et al. (2003) al evaluar el efecto de Fibrozyme (Alltech; complejo enzimético
comercial de Aspergillus niger y Trichoderma longibrachiatum) sobre la ganancia de peso
de becerros alimentados con cafia de azUcar tratada con urea (USC) observaron una
respuesta positiva relacionada al nivel de enzima (dieta control con Stargrass: 484,
USC+0: 584; USC+15: 634 y USC+30: 776 kg, respectivamente) asociada al incremento

37



del consumo de la cafia de azucar y mayor digestibilidad de la MS que del grupo control
(dieta control: 65%; USC+0: 73.4%; USC+15: 71.4% y USC+30: 72%). Sin embargo, esto
también muestra que puede existir sinergismo entre el nivel de enzima y otros aditivos
nitrogenados. Eun et al. (2006) evaluaron la capacidad de de las enzimas EX
(endoglucanasas y xilanasas) y PROT (proteasas) para incrementar la degradacion in
vitro de la céscara de arroz tratada y no tratada con amoniaco. En este trabajo, tanto la
produccion de gas como la degradabilidad de la cascara de arroz se incrementaron por la
amonificacion. Este sinergismo puede indicar que la amonificacion remueve compuestos
fendlicos, rompiendo complejos lignina-carbohidratos y por lo tanto, incrementado la
accesibilidad de la enzima a su sustrato. Finalmente, se puede concluir que el efecto de
las enzimas varia de acuerdo a condiciones tales como dosis de la enzima, combinacion
de las enzimas contenidas en el aditivo, tipo de sustrato, momento de aplicaciéon de la
enzima, pretratamiento, pH ruminal y el efecto sinérgico que puede existir entre la enzima
y otros aditivos quimicos y organicos que pueden hacer mas disponibles a sustratos como

la celulosa, hemicelulosa y proteinas para polisacaridasas y proteasas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Etapa in vitro

6.1.1. Area de estudio

El trabajo se desarroll6 en el Centro de Ciencias Basicas de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, Aguascalientes, Ags., México, contando con la colaboracion del
Laboratorio de Microbiologia Pecuaria del Departamento de Zootecnia de la Universidad
Auténoma Chapingo, Texcoco, Edo. de México, México. Ademas, se cont6 con la
colaboracion del Laboratorio de Nutricion Animal del Centro de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Auténoma de Aguascalientes, Jesus Maria, Ags., México y el Laboratorio
de Nutricibn Animal del Programa de Ganaderia del Colegio de Posgraduados, Montecillo,

Edo. de México, México.

6.1.2. Materiales de estudio

En el presente trabajo se evaluaron dos preparaciones enzimaticas comerciales:

1) Fibrozyme® (Alltech, Inc., Nicholasville, KY, USA) producida a partir del cultivo de
Aspergillus niger y Trichoderma viride, cuya actividad principal es xilanasa y en menor
escala celulasa, es decir atacan los enlaces que existen entre los heteropolimeros de
hemicelulosa (xilosas, manosas, pectinas y cellulosa, entre otros). Su actividad enzimatica
fue ampliamente evaluada por Ranilla et al. (2008) a pH 6.5 y 39° C; donde 1 g de
preparado enzimatico liber6 583 pumol de xilosa por minuto a partir de xilano de cascarilla

de avena y 163 pmol de glucosa por minuto a partir de carboximetilcelulosa.
2) Promote® (N.E.T., Cargill Inc., Agribrands Int., St. Louis, MO, USA) es una preparacion

enzimatica de tipo liquido, con actividad celulasa y xilanasa producida por extracto de

fermentacion de Trichoderma longibrachiatum. La actividad enzimatica, medida como
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micromoles de azUcares reductores liberados por minuto a partir de celulosa, pH 5.0,
40°C, fue de 1200 unidades de actividad celulasa (ACU por sus siglas en Inglés) por
gramo de preparacion enzimatica (Balci et al., 2007).

Los aditivos quimicos utilizados en este trabajo fueron el hidroxido de calcio (calhidra
Calpac®) y urea (FOGASA, filial del Grupo Industrial Lechero, S. A. del Estado de
Aguascalientes, México). También se adquirié en esta empresa la melaza empleada en la
preparacion de una solucién melaza: agua, que se usé como vehiculo de aplicacion de los
aditivos quimicos y los preparados enzimaticos a las muestras experimentales de rastrojo
de maiz. Ademas se utilizé rastrojo de maiz proveniente de la region de las cosechas de
2007 y 2008 y adquirido comercialmente. Originalmente, éste fue molido en malla de %
pulg., y posteriormente se molié de nuevo en malla de 1 mm, en molino Wiley (Arthur H.
Thomas, Philadelphia, PA, USA) para ser utilizado en las muestras experimentales de la
etapa in vitro como se describid previamente. Se utilizé una técnica diferente para evaluar
la digestibilidad y utilizarla posteriormente en la estimaciéon del valor nutricional del rastrojo
de maiz, por lo tanto el protocolo fue ajustado a la nueva metodologia y se requirié una
cantidad considerablemente menor de sustrato al previsto originalmente (10 kg de rastrojo

de maiz), para la primera etapa experimental.

6.1.3. Disefio y aplicacién de tratamientos

Se aplicé 1.5 g de Fibrozyme por kilogramo de materia seca a muestras de 50 g de
rastrojo de maiz molido en malla de 1 mm y el equivalente de 2 g de Promote por cada 10
kg de rastrojo de maiz en base seca. En este caso se tomaron muestras de 80 g de
rastrojo de maiz, para evitar errores por variaciones en vista de la cantidad tan pequefa
gue se utiliz6 de Promote. En el caso de los aditivos quimicos, tanto de urea como de
hidréxido de calcio (calhidra), se aplicd la proporcion del 1.5 % sobre la base seca del

rastrojo de maiz molido. Se evaluaron 17 tratamientos que a continuacion se describen:

1. Muestras de rastrojo de maiz sin aplicacion de aditivo quimico ni preparado

enzimatico; éste fue el testigo (T0).
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2. Muestras de rastrojo de maiz que recibieron Fibrozyme o Promote sin aplicacion
de aditivos quimicos, a dos tiempos de aplicacion: 24 o 0 h antes de la incubacién

in vitro.

3. Muestras de rastrojo de maiz que fueron primero tratadas con los aditivos
guimicos 48 h antes de la incubacion in vitro y posteriormente recibieron los
preparados enzimaticos a 24 h o 0 h, previo a la incubacion in vitro, como se

describe en el punto anterior.
Los aditivos se aplicaron en combinaciones fijas con Fibrozyme o Promote en forma
independiente, ya que en ningln caso se combinaron los dos preparados enzimaticos,

aungue si se combinaron los dos aditivos quimicos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Disefio de tratamientos etapa in vitro.

No. Tratamiento Dosis % Total | No. Tratamiento Dosis % Total

% %
TO Testigo 0 0.0 | T9 FO+U 0.15+1.5 1.65
T1 F24 0.15 0.15 | T10 FO+C 0.15+1.5 1.65
T2 F24+U 0.15+1.5 1.65 | T11 FO+C+U 0.15+0.75+0.75 1.65
T3 F24+C 0.15+1.5 1.65 | T12 PO+U .02+1.5 1.52
T4 F24+C+U 0.15+0.75+0.75 1.65 | T13 PO+C .02+1.5 1.52
T5 P24 .02 0.02 | T14 PO+C+U .02+0.75+0.75 1.52
T6 P24+U .02+1.5 1.52 | T15 FO 0.15 0.15
T7 P24+C .02+1.5 1.52 | T16 PO 0.02 0.02
T8 P24+C+U .02+0.75+0.75 1.52

TO=testigo, C=hidréxido de calcio, U=urea. F24 6 P24: Aplicacion de las enzimas 24 h antes de la
incubacion in vitro, FO 6 PO: Aplicacién de las enzimas a 0 h (al iniciar la incubacién in vitro).

Los tratamientos quimicos y enzimaticos fueron aplicados a las muestras de rastrojo de
maiz mediante una solucién que contenia 8 partes de agua mas 2 partes de melaza vy el
equivalente de solucion liquida aplicada fue del 50% de agua por unidad de peso seco de
rastrojo de maiz, realizando previamente el ajuste correspondiente del contenido de
humedad del rastrojo de maiz para aplicar la humedad complementaria al 50%, asi como
de los pesos especificos del rastrojo del maiz y de la solucidon vehiculo para hacer
finalmente el ajuste de peso/peso; por ejemplo en el testigo (T1): Rastrojo + solucion

melaza:agua, se usaron 25 g de rastrojo en base seca, y por lo tanto el equivalente de
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agua destilada fue de 12.5 mL, que corresponde al 50% previamente establecido, de
modo que el ajuste correcto de la solucibn melaza:agua aplicada se hace mediante la

relacion:
Sien 1 mL de sol. melaza:agua ---------------- hay 0.8 mL de agua destilada
Cuanto se necesitara (X) ----------------- para 12.5 mL de agua destilada?

De modo que: x = (1 x 12.5)/0.8, de donde se deduce que x =15.625 mL de solucion
melaza:agua. Este procedimiento se repitid en todos los tratamientos, realizando en cada
caso el ajuste de la cantidad de solucion melaza:agua de acuerdo a la cantidad de

rastrojo utilizado en cada muestra y de acuerdo a cada tratamiento (Cuadro 2).

Para el testigo (TO) al principio se realiz6 la aplicacion total de dicha solucién sobre las
muestras de rastrojo molido, luego se procedié a mezclarlos cuidadosamente hasta lograr
una distribucibn homogénea de la solucién con el sustrato, evitando a todo tiempo la
formacion de grumos; este procedimiento mecénico de mezclado y homogenizacion
sustrato-solucion se repitié en todos los tratamientos. Finalmente las muestras preparadas
fueron guardadas en bolsas Ziploc. En los tratamientos que incluyeron Unicamente las
preparaciones enzimaticas (F 6 P), el total de la solucion melaza:agua se aplicé 24 h (F24
y P24) 6 0 h (FO y P0) antes de la incubacion in vitro. En el caso de los tratamientos que
incluyeron tanto preparaciones enzimaticas como aditivos quimicos, el volumen total de la
solucién melaza:agua se dividi6 en dos partes iguales; se utilizé la mitad para aplicar
primero el aditivo quimico (C, U 6 C+U) el cual se mezclé hasta lograr su homogenizacion
completa; esto se hizo 48 h antes de la incubacion in vitro. Posteriormente,a24 ho a0 h
se llevo a cabo la aplicacion de las preparaciones enzimaticas, utilizando la mitad restante
y bajo el mismo cuidado. La melaza tuvo el propdsito de aportar energia en prevision y
para amortiguar los efectos de los aditivos ricos en NNP; ademas la melaza se us6é como
un adherente para favorecer un mayor contacto tanto de los aditivos quimicos como de

los preparados enzimaticos a las particulas del forraje en estudio.
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Cuadro 2. Composicion de las muestras experimentales por tratamiento.

Tratamiento O (Testigo): Rastrojo +
solucion melaza:agua (T0)
Rastrojo: 25 g en base seca (BS)
Solucion melaza:agua=15.625 mL

Tratamiento 6: Rastrojo + P24 + Urea
(P24+U)

Rastrojo: 80 g BS

Promote: 0.014 mL

Urea: 1.2 g

Solucion melaza:agua =50 mL

Tratamiento 1: Rastrojo + Fibrozyme 24
h (F24).

Rastrojo: 50 g BS

Fibrozyme: 0.075 g

Solucion melaza:agua =31.25 mL

Tratamiento 7: Rastrojo + P24 + Cal
(P24+C)

Rastrojo: 80 g BS

Promote: 0.014 mL

Cal:1.2¢g

Solucién melaza:agua =50 mL

Tratamiento 2: Rastrojo + F24 + Urea
(F24+U)

Rastrojo: 50 g BS

Urea: 0.75g

Fibrozyme: 0.075 g

Solucion melaza:agua =31.25 mL

Tratamiento 8: Rastrojo + P24 + Urea +
Cal (P24+U+C)

Rastrojo: 80 g BS

Promote: 0.014 mL

Urea: 0.6 g

Cal:0.6g

Solucién melaza:agua =50 mL

Tratamiento 3: Rastrojo + F24 + Cal
(F24+C)

Rastrojo: 50 g BS

Fibrozyme: 0.075 g

Cal: 0.75¢g

Solucién melaza:agua =31.25 mL

a

Tratamientos con Fibrozyme a 0 h (FO)
Tratamiento 9: mismo que el 3
Tratamiento 10: mismo que el 4
Tratamiento 11: mismo que el 5
Tratamiento 15: mismo que el 2

Tratamiento 4: Rastrojo + F24 + Urea +
Cal (F24+U+C)

Rastrojo: 50 g BS

Fibrozyme: 0.075 g

Urea: 0.375 g

Cal: 0.3754¢

Solucién melaza:agua =31.25 mL

Tratamientos con Promote a 0 h (PO)®
Tratamiento 12: mismo que el 7
Tratamiento 13: mismo que el 8
Tratamiento 14: mismo que el 9
Tratamiento 16: mismo que el 6

Tratamiento 5: Rastrojo + Promote 24 h
(P24).

Rastrojo: 80 g BS

Promote: 0.014 mL

Solucién melaza:agua =50 mL

“Corresponden a los mismos componentes de los tratamientos indicados, pero Fibrozyme fue
aplicado al momento de iniciar la incubacion in vitro; BCorresponden a los mismos componentes de
los tratamientos indicados, pero Promote fue aplicado al momento de iniciar la incubacion in vitro.
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6.1.4. Técnica de produccion de gas

La técnica de produccion de gas in vitro (Menke y Steingass, 1988) se propuso en el
presente trabajo como una alternativa a la técnica tradicional de digestibilidad in vitro de
Tilley y Terry (1963). Se juzgd conveniente sustituir la técnica de digestibilidad in vitro por
la técnica de evaluacion de la cinética ruminal de produccién de gases, ya que ésta aporta
una cantidad considerablemente mayor de informacién, en comparacién con la primera
gue solo evalGa una variable (digestibilidad in vitro a un tiempo especifico). El propésito

fue lograr una mayor eficiencia, al obtener mayor informacién a partir de este protocolo.

La técnica de produccion de gas mide la cantidad de gas liberado directamente como un
producto de la fermentacién e indirectamente desde el fluido ruminal neutralizado, ya que
la energia que requieren los microorganismos del rumen para su crecimiento deriva de la
ferementacion de los carbohidratos, principalmente almidén y celulosa, cuya digestién
anaerobia produce acidos grasos volatiles (AGV), succinato, formato, lactato, etanol,
diéxido de carbono (CO,), metano (CHy,), y trazas de hidrégeno (H,); sin embargo, ellos
también aportan esqueletos de carbono esenciales para la sintesis de biomasa
microbiana (Schofield et al., 1994). La produccién de metano ocurre sélo a expensas de la
sintesis de acido acético y butirico, ya que de acuerdo con la estequiometria de Hungate
(1966) a partir de un mol de glucosa se obtienen 2 acetatos + 2 CO, + 8 H*; a su vez un
mol de glucosa produce un butirato + 2 CO, + 4 H*; mientras que un mol de glucosa + 4
H* produce 2 propionatos + 2 H,O. Por lo tanto, el gas es producido principalmente
cuando el sustrato es fermentado hasta acetato y butirato. La fermentacion del sustrato
hasta propionato produce gas solamente desde la neutralizacion del acido; por
consiguiente, una menor produccion de gas se asocia con la fermentacion propidnica, de
modo que dietas altas en granos son mas eficientes en aportar energia a los rumiantes,
debido a una mayor produccion de propionato, y consecuentemente, una menor
produccion de acetato, butirato y CH,;; mientras que dietas altas en forrajes fibrosos,
provocan una mayor produccion de CH,, a expensas de una mayor produccion de acetato
y butirato (Getachew et al.,, 1998). Por otra parte, la produccion de gas desde la
fermentacion de la proteina es relativamente pequefia y la derivada desde la grasa es
insignificante (Makkar, 2001).
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Por lo tanto, las moles de CO, producidas pueden ser calculadas desde la cantidad y
proporcion molar de acetato (a), propionato (p) y butirato (b), y una vez las moles de CO,
son conocidas, se pueden calcular la moles de CH, (Blummel et al., 1997; Makkar, 2001).
De acuerdo con la estquiometria de Wolin (1960) se asume que el balance de oxidacion
neta de todos los productos es igual a cero (a+p+b+CO,+CH;=0), que el CO, y el CH4 son
producidos Unicamente desde el acetato y el butirato y que aproximadamente, el doble de
la cantidad de CO, y CH, es generada desde la formacién de butirato (CO,+CH,=a+2b).
Después de algunas sustituciones, la ecuacion resultante es: CO,=a/2+p/4+1.5*b. una vez
las moles de CO, son conocidas, las moles de CH, pueden ser calculadas de acuerdo a:
CH4=(a+2b)-CO, (Blummel et al., 1997; Makkar, 2001).

6.1.5. Protocolos previos a la preparacion de las muestras experimentales

Antes de realizar las aplicaciones de los preparados enzimaticos y los aditivos quimicos a
las muestras de rastrojo de maiz molido en cada uno de los tratamientos disefiados, se
determin6 primero el contenido de humedad del sustrato, para lo cual se colocaron en
estufa cinco muestras de rastrojo de maiz previamente pesadas a 68° C durante 48 h, las
cuales se pesaron al final y con el dato de humedad obtenido se realizo el ajuste a la base
seca del sustrato y a su vez se determind la aplicacion correspondiente de la solucion
melaza:agua en la proporcion ajustada. Enseguida se llevd a cabo un ensayo por
duplicado de aplicacion de aditivos quimicos y preparados enzimaticos, conforme a los
tratamientos disefiados utilizando la solucion melaza:agua, la cual se aplic6 a muestras
piloto de 20 g cada una. Posteriormente se registraron los pesos de las muestras
himedas recién preparadas. Después se tomaron muestras por triplicado de cada
tratamiento y se colocaron en estufa a 68° C por 48 h. Al final se registraron de nuevo los
pesos secos y se obtuvo la humedad acumulada del rastrojo mas la aplicada con la
solucién vehiculo de melaza:agua. Este dato fue importante para calcular el equivalente
de muestra humeda que habria de pesarse mas tarde para obtener el equivalente a una
muestra de 0.5 g en base seca de cada tratamiento, las cuales se colocaron en los

frascos color ambar y se incubaron in vitro.
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6.1.6. Elaboracién de las soluciones base de la técnica de gas in vitro

Para preparar el inéculo estandarizado que esta técnica requiere se elaboraron cinco
soluciones (Cuadro 1 A):

1. Carbonato de sodio al 8% (p/v) en agua destilada.

2. Solucién mineral | [fosfato monoacido de potasio 0.6% (p/v) en agua destilada].

3. Solucion mineral 1l [(fosfato diacido de potasio 0.6% (p/v); sulfato de amonio al 0.6%
(p/v); cloruro de sodio al 1.2% (p/v); sulfato de magnesio 0.245% (p/v) y cloruro de calcio

monohidratado 0.1% (p/v) en agua destilada].

4. Solucion de resazurina al 1% (p/v).

5. Solucién reductora de hidroxido de sodio 1 N al 4% (p/v): sulfuro de sodio al 1% (p/v):
cisteina al 1% (p/v): 1 gota de solucién de resazurina (1%) [50uL (v/v), en 50 mL de agua

destilada]

El procedimiento sugerido consisti6 en preparar anticipadamente las primeras cuatro
soluciones y guardarlas en refrigeracion en tanto se prepararon las muestras
experimentales del sustrato en estudio, que en nuestro caso fue el rastrojo de maiz con
los tratamientos descritos. La solucion reductora se prepar6 al final cuando ya se habian
colocado las muestras de sustrato en los frascos color ambar al momento de iniciar la
fase de incubacién in vitro. En el presente trabajo todas las soluciones se prepararon
juntas porque se conté con suficiente personal. Es importante aclarar que el proceso
completo de elaborar las soluciones y preparar el in6culo estandarizado para correr la
fase de incubacion in vitro, debe hacerse en forma rapida (1 hora o menos) para evitar

errores por tiempo. En este caso dicho proceso se realizé en 50 minutos.

En forma paralela se calibré el bafio Maria a 40° C y se coloc6 la combinacion de las

primeras cuatro soluciones en las siguientes proporciones por litro de solucién mineral
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reducida (SMR): 50 mL de Na,COs: 75 mL de solucién mineral I: 75 mL de solucion
mineral II: 750 mL de agua destilada: 50 mL de solucion reductora.

6.1.6.1. Preparacién del in6culo ruminal

1. Se prepar6 una cantidad suficiente de solucién mineral reducida (SMR) en frascos de
plastico con tapas equipadas con conductos adaptados para la aplicacion de CO,, se
tomd en consideracion la proporcién de nueve partes de SMR por cada parte de liquido
ruminal, asi como la aplicaciéon de 100 mL de esta mezcla a cada frasco para incubacion

in vitro.

2. Se prepararon 7.5 litros de SMR respetando las proporciones equivalentes por litro
descritas anteriormente y disueltas en la parte proporcional de agua destilada. Al final se
adicionaron 7 gotas de solucion de resazurina, que correspondié a 1% p/v por litro de

solucién como sefiala la técnica. Esta se utiliz6 como indicador de éxido-reduccion.

3. La SMR se coloc6 en dos frascos de plastico y en bafio Maria bajo flujo continuo de
bi6xido de carbono con el fin de excluir el oxigeno disuelto y el aire del contenedor.

4. En seguida se adicionaron 50 mL de la solucién reductora y se esperd hasta que
desaparecio el color caracteristico de la resazurina (azul-rosa), antes de adicionar el
liguido ruminal. La solucién reductora se preparé en un matraz Erlenmeyer colocado
sobre un agitador magnético con parrilla y se mantuvo caliente mientras se adicionaron
los reactivos. La solucion estuvo lista para adicionarse a la SMR (punto 3) cuando se

volvié incolora.

5. Mientras este proceso estaba en marcha se procedié a extraer el liquido ruminal para la
elaboracion del in6culo. Se cont6 con liquido ruminal de dos muestreos sucesivos
multiples de diferentes estratos del rumen de una vaca fistulada (de aproximadamente
650 kg de peso) para garantizar la representacion y proporcion real de las diferentes
especies de bacterias y de protozoarios de toda la camara ruminal. Las dos muestras
extraidas se mantuvieron en un termo cerrado para evitar su contacto con el aire durante

su transporte al laboratorio. Posteriormente se procedié a mezclar ambas muestras piloto
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de liquido ruminal, se filtr6 con la bolsa de gasa de ocho capas, se estabiliz6 y se
homogenizd. Finalmente, se adiciono la proporcion de 1:9 de liquido ruminal:SMR.

6.1.7. Establecimiento del experimento

Se aplicaron 100 mL del in6culo completo a cada frasco de color &mbar que contenia 0.8
g de rastrojo molido y se colocaron el tapdn de latex y el arillo metalico de aluminio y se
fijo con engargoladora. Al final todos los frascos fueron colocados en bafio maria e inicio
el proceso de fermentacion in vitro. Se inocularon 68 frascos, en numero de cuatro
repeticiones por tratamiento incluyendo al testigo (T0). Ademas, se incluyeron cuatro
frascos que correspondieron a los blancos los cuales recibieron tnicamente el indculo sin
muestra, por lo que se utilizaron un total de 72 frascos. Los frascos experimentales
recibieron una muestra tomada al azar de cada una de las cuatro bolsas de rastrojo de
maiz tratadas de acuerdo a los 17 tratamientos disefiados (Figura 1 A, ver Apéndice).

6.1.7.1. Toma de datos

Las mediciones de produccion de gas se realizaron a 1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 16, 21, 26, 34,
42, 50, 62, 74 y 96 h, respectivamente. Se utiliz6 para tal efecto, un manémetro de
presion adaptado con aguja hipodérmica y valvula de paso de control manual. Se registrd
el valor de presién de cada uno de los 72 frascos en la escala de kg/cm? (Figura 2 A).
También se determind la proteina cruda (PC) de las muestras iniciales de rastrojo de maiz
tratadas antes de la incubacion in vitro. Se utilizé el método Dumas de combustion interna
(aparato LECO FP-528, de cuatro plazas), el cual al quemar la muestra arrastra mediante
gas helio el nitrégeno liberado; éste se cuantifica y aplica el factor 6.25, proporcionando
de esta forma, el valor de proteina cruda del sustrato. Para este mismo material se
determinaron cenizas (Ce) y extracto etéreo (EE), los cuales fueron utilizados para
realizar diversos célculos requeridos en algunas de las variables estudiadas en el
presente proyecto. Estas determinaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Nutricion Animal del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autbnoma de

Aguascalientes, donde ademas, se realiz6 la determinacion de FDN en los residuos
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obtenidos, después que concluy6 la fermentacion in vitro en cada una de las repeticiones

de los tratamientos evaluados, de acuerdo con Van Soest et al. (1991).

La produccién de AGV se determind de acuerdo con la técnica descrita por Erwin et al.
(1961) y para la produccion de nitrégeno amoniacal se utiliz6 la técnica propuesta por
McCollough (1967). Todas las variables relacionadas con produccion de gas: produccion
total de gas, produccion de gas ajustado, volumen fraccional, tasa fraccional, volumen
acumulado, volumen fraccional de gas a 3 h, volumen fraccional de gas a 16 h y volumen

fraccional de gas a 42 h, se determinaron de acuerdo con Menke y Steingass (1988).

6.1.7.2. Variables evaluadas

Volumen de gas (VG) (mL/g de MS): esta variable se midi6 para cada repeticion y por
cada tratamiento y en los tiempos indicados anteriormente en la toma de datos. El VG
mide la presion del gas acumulado como producto de la fermentacion in vitro en cada
tiempo de medicién (produccion de gas en bruto: VGb), la cual se ajusta primero por la
presiobn promedio de los blancos y la materia seca inicial de la muestra incubada,
mediante el modelo: VGb= (lectura de muestra — lectura del blanco)/MS inicial = P
(kg/lem?/g).

En el presente trabajo la muestra de materia seca inicial fue de 0.200 g y cuando los
resultados de VG se ajustaron a 1 g de materia seca, se utilizé el siguiente factor de
correccion: 1/0.200= 5 y el volumen de gas en bruto por gramo de materia seca (VGb/g de
MS) se obtuvo mediante el modelo: VG/g de MS= (VGb) x 5. Porsteriormente, de acuerdo
con con Menke y Steingass (1988) se obtuvo una curva patrén, para lo cual se crearon
nueve grupos de cinco frascos cada uno con capacidad de 120 mL, a los cuales se les
afadieron 100 mL del in6culo ruminal estandarizado y entonces se cerraron
herméticamente, luego a cada grupo se aplicaron volimenes crecientes de gas con
geringa graduada. Los niveles aplicados fueron: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45y 50 mL,
respectivamente; en seguida se extrajo el gas de cada frasco y se registraron las
presiones (kg/cm?) por nivel de gas aplicado. Posterirormente, se estimé la presion
promedio por nivel (P). Con los valores de los volumenes de gas aplicados (x) y los

valores de P (y), se realiz6 un analisis de regresion lineal y se calcularon los parametros
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B, (coeficiente de regresion lineal) B, (ordenada al origen), donde B; es la pendiente de la
recta de regresion (m) y B, se denomina (a). Finalmente P, m y a se utilizaron para
transformar los valores de las lecturas originales de presion de gas por tratamiento y por
tiempo (kg/cm?) a volumen de gas (mL/g de MS) mediante el modelo:

VG: (P+a)/m
Tasa fraccional (TF) (mL/g/h): se obtiene al dividir el volumen de gas obtenido

anteriormente entre el nimero de horas transcurrido en cada periodo de tiempo de

medicion, mediante el modelo:
TF= VG/h (por periodo de medicién)
Volumen acumulado (VA) (mL/g): esta variable se define como la suma consecutiva de
los valores de volumnes de gas (VG) por tiempo de medicion, desde el tiempo 1 (T1)
hasta el tiempo final (Tn), mediante la secuencia iteractiva:
VA= [VG,=P;, VG=Py+Py,..... , VG=Pn+P1 (3 =1...n) ML/G/)]

Materia seca desaparecida (MSD) (%): se obtuvo mediante filtrar el contenido de los
frascos después de que se realiz6 la lectura final de produccion de gas in vitro.
Posteriormente se obtuvo el peso final del residuo en base seca y se calcul6 el porcentaje

de la materia seca desaparecida mediante el siguiente modelo:

%MSD= [(gramos de MS en la muestra inicial — gramos de MS del residuo final)/

gramos de MS en la muestra inicial] x 100
Fibra detergente neutro residual (FDNr) (%): es la fraccion complementaria de la MSD,
estimada de acuerdo con la técnica propuesta por Van Soest et al. (1991). La estimacion

de la fibra detergente neutro residual se obtuvo mediante el siguiente modelo:

%FDNr= (gramos de MS residual/ gramos de MS en la muestra inicial) x 100
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Concentracién de acidos grasos volatiles totales (AGVt) (mmol/L): para la
determinacién de los &cidos grasos volatiles totales (AGVt), se tomaron muestras de 1mL
de liquido de cada uno de los frascos a las 24, 36 y 48 h después de iniciar la incubacion.
A cada muestra obtenida se afiadid una solucién de &cido metafosférico y agua, en la
proporcion 1:5 (p/v). La proporcion de la mezcla de liquido ruminal a solucion de acido
metafosfoérico fue de 1:4 (v/v). Las muestras preparadas se conservaron en refrigeracion a
4 °C hasta su andlisis mediante cromatografia de gases. Se determinaron las
concentraciones de acido acético (AA: mmol/L), acido propionico (AP: mmol/L) y acido
butirico (AB: mmol/L), de acuerdo con la técnica propuesta por Erwin et al. (1961). La
concentracion total de acidos grasos volatiles se obtuvo mediante la suma de las
concentraciones de los tres acidos grasos estimados (acético, propionico y butirico), y el
porcentaje de los acidos grasos individuales se obtuvo como una proporcién del total,

mediante los modelos:

mmol/L AGVt = mmol/L AA+mmol/L AP+mmol/L AB
%AA = [(mmol/L AA)/(mmol/L AGV1)] x 100
%AP = [(mmol/L AP)/(mmol/L AGVt)] x 100
%AB = [(mmol/L AB)/(mmol/L AGVt)] x 100

Nitrégeno amoniacal (N-NHs) (g/dL). Para la determinacién de esta variable, se usaron
las mismas muestras utilizadas en la determinacion de &cidos grasos volatiles. La
preparacion de la muestras para lectura se hizo siguiendo la técnica sugerida por
McCullough (1967).

Digestibilidad verdadera (DV) (%): se determin6 después de que se obtuvo la fibra

detergente neutro en la muestras finales, mediante el siguiente modelo:

%DV= [(MSinicial-FDNfinal)/MS inicial] x 100.

Adherencia microbiana (AM) (mg): las muestras finales obtenidas después de que
concluyé la incubacion in vitro, fueron filtradas y el residuo se secé en estufa con presion
de aire a 60 °C durante 48 h, en seguida se pesaron en balanza analitica y su peso se
registrd. Posteriormente, los residuos fueron lavados con detergente neutro en digestor

(Ankom F57), por una hora, en seguida se secaron en estufa con aire a presion, siguiendo
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el mismo procedimeinto descrito anteriormente y de acuerdo a la técnica descrita por Van
Soest et al. (1991). De esta forma el diferencial de peso entre el residuo obtenido de la
incubacion in vitro (materia seca final) y el obtenido después que se lavaron las muestras
residuales con &cido detergente neutro (fibra detergente neutro final) estima la cantidad
de microorganismos adheridos a la fibra, mediante el siguente modelo:

AM (mg)= (mg de MS final — mg de FDN final) 6
AM (mg)= (mg de MS final — mg de FDNr)

Energia metabolizable (EM): en el método de Menke et al. (1979), las fermentaciones
son conducidas en geringas de vidrio con capacidad de 100 mL conteniendo muestras de
alimento o forraje y una solucién de liquido ruminal y solucion mineral reductora (SMR). El
gas producido en 200 mg de muestra seca después de 24 h de incubacién junto con los
niveles de otros constituyentes quimicos son usados para predecir la la digestibilidad de la
materia organica y la energia metabolizable in vivo [(MJ/kg DM) donde DM= materia seca,
por sus siglas en Ingles)]. En el presente trabajo la EM se evalu6 a 24 y 48 h, mediante el

siguiente modelo:

%EM= (2.20+0.136Gp+0.057PC, R?=0.94) x 100

Donde Gp es la la cantidad de gas producido a 24 h y PC es el porcentaje de proteina
cruda, ademas se utilizé es el coeficiente de determinacién (R?=0.94). En nuestro caso el
Gp fue ajustado a 200 mg de sustrato utilizado en el presente trabajo, en lugar de 500 mg

como sugiere el modelo.

Digestibilidad de la materia organica (DMO) (%): en el método de Menke et al. (1979),
las fermentaciones son conducidas en jeringas de vidrio graduadas con capacidad de 100
mL, que contienen 200 mg de muestra de alimento o forraje en base seca, tratada con un
indculo que contiene una parte de liquido ruminal por 9 partes de una solucién buffer
(SMR). El gas producido por los 200 mg de MS del alimento después de 24 h de
incubacién in vitro, junto con los niveles de otros constituyentes quimicos son usados para

predecir la digestibilidad de la material organica (DMO), mediante el siguiente modelo:

% DMO= (14.88+0.889Gp+0.45PC+0.0651Ce; R*=0.9) x 100
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Donde Gp es el gas producido a 24 h (VG a 24 h), PC es el porcentaje de proteina cruda
estimado de las muestras de rastrojo de maiz tratadas y Ce es el porcentaje de cenizas.
La DMO se estimé a 24, 40, 48,60y 72 h.

Digestibilidad fraccional de la materia organica (DMO/tiempo=DMOI/t) (%): los valores
de DMO estimados a 24, 40, 48, 60 y 72 h para todos los tratamientos estudiados, se
dividieron entre el nimero de horas transcurridos en cada periodo, utilizando el siguiente

modelo:

DMO/t= [(14.88+0.889Gp+0.45PC+0.0651Ce; R*=0.9)/h (por periodo)]

Produccion de diéxido de carbono (CO;) (moles): se estim6 de acuerdo a la

estequiometria de Wolin (1960), mediante el modelo:

CO,= A/2+P/4+1.5B

Donde A, P y B son moles de acetato, propionato y butirato, respectivamente,
determinados previamente por cromatografia de gases (Erwin et al., 1961).

Produccion de metano (CH,) (moles): se estimé utilizando la estequiometria de Wolin

(1960) mediante el modelo:

CH,= (A+2B)-CO,

Donde A y B son moles de acetato y butirato, respectivamente, y CO, son los moles

calculados previamente.

Proporcion CO,:CH,4: molesCO,/molesCHy,.

Masa microbiana (MM) (mg): las medidas de gas in vitro reflejan Unicamente mediciones
de &cidos grasos volatiles de cadena corta (AGVcc). La relacion entre AGVcc y la
produccion de MM no es constante y la explicacion de esto reside en la variacion de

produccion de biomasa por unidad de ATP generada. Esto puede inducir una relacion
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inversa entre volumen de gas (o produccion de AGVcc) y la produccion de MM,
particularmente cuando ambos son expresados por unidad de sustrato verdaderamente
degradado. Esto implica que seleccionar forrajes fibrosos unicamente por el método de
produccion de gas in vitro, resultaria en una seleccién en contra de la produccién maxima
de MM. Blummel et al. (1997) han demostrado como una combinacién de la medicion de
la produccién de gas in vitro con una cuantificacibn concomitante del sustrato
verdaderamente degradado, provee informacién importante acerca de la particion de los

productos de la fermentacion, y la produccién de la MM in vitro puede ser calculada como:

MM (mg)= mg de sustrato verdaderamente degradado-(mL de VG x factor
estequiométrico)

Para forrajes fibrosos, el factor estequiométrico es 2.20.

Energia neta de lactancia (ENL) (Mcal/kg MS): el valor de energia de un forraje puede
ser calculado de la cantidad de gas producido a 24 h de incubacion in vitro introduciendo
analisis suplementarios de proteina cruda (PC) y contenido de grasa (EE). Este método
fue desarrollado en Hohenheim (Alemania) por Menke et al. (1988). El modelo original
estimd la energia metabolizable (EM, MJ/kg de MS) pero después fue modificado para
estimar la energia neta de lactancia (ENL). En el presente trabajo la ENL se evalué a 24 y
48 h utilizando los valores de gas producido (mL/g de MS) para dichos tiempos, mediante

el siguiente modelo:

ENL= (1.64 + 0.0269GP + 0.00078GP, + 0.0051PC+0.01325EE)/4.186

Donde GP es volumen de gas a 24 h, GP, es el VG a 48 h, PC es el porcentaje de
proteina cruda del forraje y EE el porcentaje de grasa. El resto de los valores son

constantes del propio modelo.

Los datos produccion de gas (VG) por tiempo (t) se introducen al modelo logistico
reportado por Almaraz et al. (2010): V(t) = VF/1 + exp [2+4R (L — t)], donde V representa
el volumen de gas producido de la fraccion digerida al tiempo t, R es su respectiva tasa de
produccion de gas y L es el tiempo de retardo para la obtencién del volumen de gas

inicial. El analisis anterior se realiz6 mediante un medelo de regresion no lineal (‘NLIN’
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procedure; SAS, 2002; Cuadro 2 A). Las constantes estimadas por tratamiento fueron
volumen maximo de gas (Vmax), tasa de producciéon de gas (S) y el tiempo de retardo o
fase Lag (FL).

6.1.8. Disefio experimental y analisis de datos

Para las variables volumen de gas (VG), tasa fraccional (TF) y volumen acumulado (VA)
se utilizé un disefio en bloques generalizados (2 corridas) al azar con arreglo factorial de
17 tratamientos (T) x 16 tiempos de medicion (TM) de gas y cuatro repeticiones por
tratamiento por bloque, de acuerdo al siguiente modelo:

Yijk = u + Ti + Pj + TiPj + Bk + Eijk

Yijk = Variable de respuesta.

Ti = Efecto de tratamiento (17 Ti).

Pj = Efecto de tiempo o periodo de medicion de gas (16 Pj).
TiPj = Efecto de la interaccion T x P.

Bk = Efecto de bloque.

Eijk = Error experimental.

Para las variables AA, AP, AB, AA:AP, AGVt, N-NH3, CO,, CH,; y CO,:CHy,: se utilizé un
disefio completamente al azar con arreglo factorial 17 T x 3 periodos de muestreo (P= 24,

36 y 48 h) y cuatro repeticiones por tratamiento de acuerdo al siguiente modelo:

Yij = u + Ti + Pj + TiPj + Eij

Yij = Variable de respuesta.

Ti = Efecto de tratamiento (17 Ti).

Pj = Efecto de tiempo o periodo de muestreo (3 Pj).
TiPj = Efecto de la interaccion T x P.

Eij = Error experimental.

Para las variables MSD, FDNr, DV y AM se utiliz6 un disefio completamente al azar con 4

repeticiones por tratamiento y fueron evaluadas a 24 h. Ademas se utiliz6 un disefio
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completamente al azar para las variables Vmax, S, FL y MM, con 2 repeticiones por
tratamiento, las cuales fueron evaluadas a 24 h, de acuerdo al siguiente modelo:

Yi=pu+Ti+Ei
Yi = Variable de respuesta.
Ti = Efecto de tratamiento (17 Ti).

Ei = Error experimental.

Para las variables MSD, FDNr, DV, AM, Vmax, S, FL y MM a 96 h, y ademas se evaluaron
también EM y ENL a 24 y 48 h, todas en un disefio de bloques al azar con dos bloques y

cuatro repeticiones por tratamiento por bloque, de acuerdo al siguiente modelo:

Yij=p + Ti + Bj + Eij

Yij = Variable de respuesta.

Ti = Efecto de tratamiento (17 Ti).
Bj = Efecto de bloque.

Eij = Error experimental.

El andlisis estadistico se llevo a cabo mediante el paquete de computo Statistical Analysis

System (SAS, 2002) y se uso prueba de medias de Tukey.

6.2. Materiales y metodologia: etapa in situ

6.2.1. Area experimental

La etapa experimental in situ se llevd a cabo en la Posta Zootécnica del Centro de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes, en la Unidad de
Bovinos de Carne, del 10 de octubre de 2008 al 31 de marzo de 2009. Ubicada en el
centro de México, a 9 km al noroeste de la ciudad de Aguascalientes, latitud de 21° 57 ~

40" y longitud 102° 22" 30", en una area rural a 1936 msnm, bajo condiciones de clima
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templado-seco, la temperatura media anual es de 16.9 °C, con 475 mm de precipitacion

media anual.

6.2.3. Dieta experimental

Esta se aplicd con el propdsito de mantener a los animales estabilizados al interior del
rumen. La dieta consistio en 76% de paja de cebada con grano, cosechada en fresco y
henificada y el resto (24%) de concentrado para terneras de reemplazo y novillos de
engorda de la Unidad de Bovinos del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes (Cuadro 3). El periodo de adaptacion y estabilizaciéon de las
vacas fistuladas a la dieta base fue de 15 dias previo al inicio de la fase experimental in
situ. El alimento se administr6 a los animales el 50% por la mafiana y 50% por la tarde.

Cuadro 3. Dieta base suministrada a los animales durante el periodo experimental in situ.

Ingrediente BS BH BS FDN PC FC PC

Kg kg % %BS %BS kg kg
Paja de cebada c/grano 76.0 84.5 76.0 58.0 10.0 44.1 7.60
Concentrado 24.0* 27.3 24.0 22.4 16.0 54 3.84
Total 15.0 16.7 100 49.5 11.40

BH: base himeda; BS: base seca; FDN; PC: proteina cruda; * se incluyé balanceado preparado
por la UAA para terneras de reemplazo y novillos de engorda.

6.2.4. Disefio de tratamientos

Se definieron 8 tratamientos derivados de los resultados de la etapa in vitro considerando
principalmente la digestibilidad in vitro, fibra detergente neutro residual y la materia seca
desaparecida, los cuales correspondieron a los tratamientos que recibieron la aplicacion
de los preparados enzimaticos a 0 h. También se incluyé el testigo (TO: rastrojo de maiz
molido mas melaza; (Cuadro 1). Ademas, se incluyé un segundo testigo (T0O: rastrojo de
maiz sin melaza). Las dosis de preparados enzimaticos, de los aditivos quimicos y sus
respectivas combinaciones se mantuvieron tal como inicialmente fueron disefiados para la

etapa in vitro (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Disefio de tratamientos experimentales durante el periodo in situ.

Numero Tratamiento Dosis % Total %
Tl F 0.15 0.15
T2 P 0.02* 0.02
T3 F+C 0.15+1.5 1.65
T4 F+U 0.15+1.5 1.65
T5 F+U+C 0.15+0.75+0.75 1.65
T6 P+C 0.02+1.5 1.52
T7 P+U 0.02+1.5 1.52
T8 P+U+C 0.02+0.75+0.75 1.52
TO rastrojo+melaza 0.0 0.0
TOO rastrojo sin melaza 0.0 0.0

F= enzima Fibrozyme; P= enzima Promote; C= hidroxido de calcio (cal); U= urea; TO= testigo;
TOO=testigo; * Se estimd en 2 g de Promote en 10 kg /dia de materia seca de forraje.

6.2.5. Preparacion de las muestras experimentales

Se realizé un procedimiento similar al empleado en la etapa in vitro para la produccién de
gases. Se utilizo rastrojo de maiz molido en malla de 1 mm en molino Wiley (Arthur H.
Thomas, Philadelphia, PA, USA), al cual previamente se determiné el contenido de
humedad y se estim¢ la faltante para alcanzar el equivalente al 50% del peso seco de un
kilogramo de sustrato en base seca. Enseguida se realiz6 un ensayo que permitié
determinar la base seca de las muestras experimentales después de aplicar los
preparados enzimaticos y los aditivos quimicos mediante la solucidon melaza:agua. Con el
resultado de este ensayo se calculé el peso himedo que debia tener cada muestra de
rastrojo tratado para obtener una muestra experimental equivalente a 2 g en base seca.
Dicha muestra es la que se deposité en las bolsas de Nylon para llevarlas a incubacion in
situ, para todos los tratamientos evaluados y en nimero de dos subrepeticiones por vaca.
El tamafio de la muestra experimental del rastrojo de maiz tratado fue igual al descrito en
el Cuadro 2 del protocolo in vitro. Al igual que en la etapa in vitro, los aditivos quimicos se
aplicaron 48 h antes de iniciar la incubacion in situ, en tanto que las preparaciones
enzimaticas se aplicaron al momento de iniciar dicha incubacion (0 h). En esta etapa se
omitieron las aplicaciones enzimaticas a 24 h porque los resultados de la etapa

experimental in vitro consignaron valores significativamente menores al tratamiento
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enzimatico a 0 h y fueron iguales al testigo, sobre todo, en volumen y volumen tasa
fraccional de gas a 42 h, que correspondi6 a la degradacion de los carbohidratos
estructurales de dificil digestion.

6.2.6. Procedimiento experimental in situ

Después de lograr la estabilizacion de las vacas fistuladas a la dieta experimental (Cuadro
3) se procedio a la incubacion de cada uno de los tratamientos disefiados para esta etapa
experimental, de acuerdo a lo descrito por Orskov y McDonald (1979). Se determinaron
cuatro periodos de incubacion in situ (24, 48, 72 y 96 h). Se utilizaron bolsas de Nylon y
se colocaron dos repeticiones por tratamiento y para cada uno de los periodos de
incubacion, lo que a su vez se repiti6 en ambas vacas fistuladas. La totalidad de bolsas se
introdujeron al rumen de ambas vacas al mismo tiempo (tiempo 0) en bolsas
contenedoras que contenian dos bolsas de cada tratamiento (Cuadro 3 A). Posteriormente
se procedi6 a extraer cada bolsa contenedora de manera inversa, las cuales fueron
marcadas para cada tiempo antes de ser introducidas al rumen para la incubacién in situ.
La primera extraccion correspondi6é a 24 h, la segunda a 48 h, la tercera a 72 h y la cuarta
a 96 h (Cuadro 5). Al final, las muestras fueron lavadas, secadas en estufa con aire de
presién por 72 h a 65° C; posteriormente se pesaron las bolsas y calculé el porciento de
digestibilidad in situ (%DIS). Las bolsas derivadas de la digestibilidad in situ fueron
sometidas a lavado con detergente neutro. Finalmente, se obtuvieron los valores de fibra

detergente neutro de la fraccién residual (FDNr), de acuerdo con Van Soest et al. (1991).
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Cuadro 5. Calendario de incubacion in situ para %DIS y %FDN.

Tratamiento V1 Vi Vi V1 V2 V2 V2 V2
TO 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h
TOO 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h

F 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h

P 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h
F+C 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h
F+U 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h
F+C+U 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h
P+C 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h
P+U 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h
P+C+U 24 h 48 h 72 h 96h 24 h 48 h 72 h 96h

TO, TOO y 8 tratamientos se incubaron en cuatro tiempos y dos repeticiones por vaca= 10x4x2x2=
160 determinaciones para cada variable de estudio (%DIS y %FDNr); V1=vaca 1, V2=vaca 2.

6.2.6.1. Determinacion de pH

Con la ayuda de un potenciémetro se realizaron dos determinaciones del pH del liquido

ruminal, al inicio de la incubacion in situ y a las 48 h.

6.2.7. Disefio experimental

Para evaluar el efecto del tratamiento enzimatico y de los aditivos quimicos sobre la
digestibilidad in situ (DIS) y la fibra detergente neutro residual (FDNr), posterior a la
incubacioén de las muestras in situ fue necesario realizar un andlisis de varianza mediante
un disefio completamente al azar con arreglo factorial incompleto, donde los tratamientos
guimicos asociados a los preparados enzimaticos, asi como los testigos con y sin solucion
melaza:agua (TO y TOO, respectivamente) fueron anidados dentro de cada uno de los
preparados enzimaticos, incluyendo los tratamientos con preparaciones enzimaticas sin

aditivos quimicos de acuerdo al siguiente modelo:
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Yi= M + Tratj+ T;+ Ez + TjxEz, + Trati(EzF) + TxTrat(EzPy) + &
Donde:

Yix= Variable de respuesta (%DIS, %FDNTr).

p= Media general.

Trat= Efecto del i-esimo tratamiento (10).

T= Efecto del j-esimo tiempo de medicion (4).

Ez,= Efecto de la k-esima enzima (2).

tratj(Ez,)= Efecto del i-esimo tratamiento anidado en la k-esima enzima.
T;xTrati(Ez,)= Efecto de la interaccion TjxTrat; anidado en la k-esima enzima.

Ejx= Efecto de error.

El efecto del tipo de aditivo quimico anidado en cada uno de los preparados enziméaticos
fue desagregado del modelo 1 en andlisis de varianza simple donde ademas se incluye la

interaccion tiempo x aditivo quimico (T x Q) de acuerdo con el siguiente modelo:

Yij=u+Ti+Qj+ Tix Qj + &ij

Donde:

Yij= Variable de respuesta (%DIS, %FDNr).

U= Media general.

Ti= Efecto del i-esimo tiempo.

Qj= Efecto de tiempo del j-esimo aditivo quimico.

Tix Qj = Efecto de la interaccién tiempo x aditivo quimico.

Eij= Efecto de error.

Contrastes no ortogonales (prueba de Scheffé)

Se aplicaron para validar los resultados obtenidos a partir del modelo completo y para
discriminar algunas tendencias entre los diferentes factores y sus respectivos niveles
estudiados en la etapa in situ. Fueron aplicados en forma independiente para DIS y para

FDNr en N-1 contrastes no ortogonales (prueba de Scheffé; Steel y Torrie, 1988).
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6.3. Etapa in vivo

6.3.1. Materiales

La etapa experimental in vivo de realiz6 en una unidad experimental disefiada y creada en
el Centro de Bachillerato Tecnoldgico Agropecuario No. 61 (CBTA No. 61) del Municipio
de Calvillo, al sudoeste del Estado de Aguascalientes, México, del 10 de octubre de 2008
al 31 de marzo de 2009. Se localiza geograficamente entre 22° 07’ y 21° 43’ de latitud
norte, y entre 102° 32’ y 102° 53’ de longitud oeste. La altitud promedio es de 1702 msnm
con una precipitacion promedio anual de 550 mm que se concentra en verano y la
temperatura media anual oscila entre 18 y 20° C; el clima es templado semiseco
(Hernandez-Lo6pez, 2002).

6.3.2. Tratamientos y procedimiento experimental

En esta etapa experimental se abordd el cuarto objetivo del proyecto doctoral. Se
evaluaron seis tratamientos y un testigo derivados de los 10 tratamientos que fueron
evaluados en la etapa experimental in situ, los cuales fueron seleccionados tomando en
cuenta los indicadores de digestibilidad y los valores de la fibra detergente neutro residual

de las muestras previamente incubadas (Cuadro 6).

Cuadro 6. Tratamientos evaluados en la etapa experimental in vivo.

Numero Tratamiento Dosis % total %
T1 F 0.15 0.15
T2 P 0.02* 0.02
T3 F+C 0.15+1.5 1.65
T4 P+C 0.02*+ 1.5 1.52
T5 F+C+U 0.15+0.75+0.75 1.65
T6 P+C+U 0.02 +0.75+0.75 1.52
TO rastrojo + melaza 0.0 0.0

F= enzima Fibrozyme; P= enzima Promote; C= hidroxido de calcio (cal); U= urea; TO= testigo; * Se
estimo en 2 g de Promote en 10 kg/dia de materia seca de forraje.
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Se elabor6 una dieta base para todos los tratamientos y sélo varié en los casos en que se
aplicaron los preparados enzimaticos y aditivos quimicos. El testigo (To), asi como los
tratamientos que incluyeron los preparados enzimaticos Fibrozyme y Promote (F y P) sin
aditivos quimicos recibieron la misma dieta base, en tanto que F+C, P+C, F+C+U y
P+C+U contenian la misma dieta base, pero variaron respecto a los anteriores por las
pequefias cantidades de cal y urea aplicados (Cuadro 4 A).

Las dosis de Fibrozyme, Promote, cal y urea fueron similares a las usadas en las etapas
in vitro e in situ. Los aditivos quimicos fueron aplicados al rastrojo de maiz molido
mediante una soluciébn melaza:agua, cuya proporcion varié entre 1:2.5y 1:2.2 v/v entre las
dietas que recibieron aditivos y aquéllas que no los recibieron (Cuadro 4 A). Se afiadié un
testigo (TO) que incluyé sélo la dieta base y rastrojo de maiz al que previamente se aplic
la solucibn melaza:agua, sin aditivos quimicos ni preparados enzimaticos. Los aditivos
guimicos se aplicaron al rastrojo de maiz molido al momento de elaborar la dieta de cada
tratamiento (cada siete dias) durante la etapa experimental que durd 56 dias. Las enzimas

se aplicaron diariamente por la mafiana al alimento al momento de servirlo a los animales.

6.3.3. Manejo de los animales y disefio del experimento

Se utilizaron 42 borregos Black Belly x Dorper, 21 machos y 21 hembras, siendo los
primeros de un peso promedio de 21 kg y un coeficiente de variacion (C.V.) de 7.8%, en

tanto que las hembras consignaron un peso promedio de 19 kg y un C.V. de 5.8%.

A la recepcion los animales fueron pesados, desparasitados y recibieron una dosis Unica
de vitaminas A, D, E asi como de selenio. Posteriormente fueron sometidos a las dietas
exprimentales durante un periodo de adaptacion de 15 dias. Los animales se dividieron en
grupos de 6 borregos y cada grupo contenia 3 hembras y 3 machos; los pesos de los
machos y las hembras fueron aleatorizados para cada grupo experimental. Cada grupo
fue asignado aleatoriamente a cada uno de los 7 tratamientos disefiados; al final, se
obtuvieron 6 repeticiones por tratamiento, considerando el sexo como un bloque y 3

subrepeticiones por bloque.
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6.3.4. Toma de datos

La fase experimental duré 56 dias y las variables evaluadas fueron consumo de alimento
(CoA), ganancia de peso (GP), peso ganado (PG), peso final (PF), conversién alimenticia
(CA), acidos grasos volatiles totales (AGVt), acido acético (AA), acido propidnico (AP),
acido butirico (AB), proporcion acetato:propionato (A:P), nitrdgeno amoniacal (N-NHs), pH,
fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), contenido de lignina (LIG) y

digestibilidad por cenizas insolubles (DCI).

Consumo (CoA) (kg): se evalué diariamente, considerando la materia seca total ofrecida
menos la materia seca rechazada. El ajuste de la materia seca se realizé6 mediante la
evaluacién previa en las dietas experimentales después de su elaboracién. Asimismo, se
realizaron muestreos del material rechazado durante fase experimental para hacer los

ajustes correspondientes, debido a los cambios de humedad en el ambiente.

Ganancia diaria de peso (GP) (kg): se tomé el peso de los borregos antes y después del
periodo de adaptacion, posteriormente los animales se pesaron cada 11 dias durante el
tiempo de prueba de los tratamientos y al final del experimento se realizaron dos pesadas
sucesivas y el promedio de ellas se tom6 como peso final. La diferencia entre el peso final
y el peso inicial (peso ganado) por animal se dividié entre el nimero de dias que durd el

periodo experimental y se obtuvo la GP, mediante el modelo:

GP= (peso final — peso inicial)/dias de duracién del experimento

Peso ganado (PG) (kg): se obtuvo por diferencia entre el peso inicial y el peso final para

cada unidad experimental, utilizando el peso inicial como covariable.

Peso final (PF) (kg): se determiné como un promedio de dos pesadas sucesivas de cada

borrego al final del experimento.

Conversion alimenticia (CA) (kg): se evalu6é tomando como base la ganancia de peso
obtenida durante el periodo experimental dividido entre el total de kilogramos de materia

seca consumidos por cada borrego en el mismo periodo.
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Acidos grasos volatiles totales (AGVt) (mmol/L): Se prepar6 una solucion de liquido
ruminal y acido metafosforico en la proporcion de 4:1 (v/p), en tanto que la solucion de
acido metafosférico se prepard en la proporcion de una parte de acido metafosforico por
cinco partes de agua destilada (1:5) p/v. Posteriormente, las muestras de liquido ruminal
tratado se conservaron en refrigeracion a 4 °C, hasta el momento de determinar mediante
cromatografia de gases las concentraciones de los acidos grasos volatiles (acético,
propidnico y butirico) de acuerdo con Erwin et al. (1961). El porcentaje de cada uno de

ellos se estimé usando el mismo procedimiento empleado en la etapa in vitro:

Acido acético (AA) (%) = [(mmol/L AA)/(mmol/L AGVt)] x 100

Acido propionico (AP) (%) = [(mmol/L AP)/(mmol/L AGVt)] x 100

Acido butirico (AB) (%) = [(mmol/L AB)/(mmol/L AGVt)] x 100

Proporcion acido acético:acido propionico (A:P): se determin6é como un indicador del
incremento del AP a medida que los tratamientos enzimaticos y las combinaciones de
preparados enzimaticos con los aditivos quimicos actlian sobre los componentes fibrosos
de la pared celular del rastrojo de maiz, liberando una mayor cantidad de contenido

celular y aumentando la energia disponible para los rumiantes.

Nitrogeno amoniacal (N-NH3) (mg/dL): A partir de las muestras preparadas para la
determinacién de acidos grasos volatiles se realizé también la determinacién de N-NH;,

utilizando la técnica de McCullough (1967).

pH: se evalué usando un potenciémetro al momento de obtener la muestra de liquido
ruminal individual en un solo muestreo durante la Gltima semana del experimento in vivo.
El muestreo se realiz6 4 h después de suministrar el alimento en cada uno de los
tratamientos por la mafiana. Se obtuvo un promedio de 150 mL de liquido ruminal por
animal utilizando un extractor conectado via oral al rumen mediante manguera industrial

con didmetro interior de 0.5 pulg.

Fibra detergente neutro y acido (FDN y FDA) y contenido de lignina (LIG) (%):

Fueron determinadas sobre las muestras de heces individuales en cada uno de los
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tratamientos utilizando la técnica de Van Soest et al. (1991). Las heces de cada animal
fueron molidas en malla de 1 mm, asi como también una muestra piloto de cada una de
las dietas experimentales, después de haber sido secadas en estufa con aire de presion a
650 C durante 72 h. También se determinaron ambos tipos de fibras sobre muestras de

alimento de las dietas experimentales.

Digestibilidad mediante cenizas insolubles (DCI) (%): Se realizaron tres colectas de heces
por borrego mediante estimulo directo el dia lunes de las Ultimas tres semanas del
experimento. El primer muestreo se obtuvo por la mafana antes de ofrecer el alimento (a
las 8 h), el segundo tres horas después de ofrecido el alimento (al mediodia a las 12:30 h)
y el tercero por la tarde 9 h después de ofrecer el alimento por la tarde, el cual se ofrecié
siempre a las 15 h durante todo el periodo experimental. La mitad del alimento ofrecido
por animal por dia se suministré por la mafiana y la otra mitad por la tarde. Se obtuvo una
muestra piloto de 100 g a partir de los tres muestreos lo que dio un promedio de 40 g en
base seca. La determinacion de las cenizas insolubles y la estimacion de la DCI se realizo

segun Keulen y Young (1977), usando los siguientes modelos:

% de Cl= (peso de Cl/peso de muestra inicial) x 100

DCI = (% de CI en ingrediente - % de Cl en heces / % de CI en heces) x 100

6.3.5. Andlisis de datos

Se evaluaron siete tratamientos incluyendo el testigo, se utilizé el sexo como bloque con
tres repeticiones por bloque en un disefio blogues al azar generalizado, de acuerdo con el

siguiente modelo:

Yik=H + Sexo; + Rep(Sexo); + Trat, + (Sexo*Trat)i + Ejx

Yii= variable de respuesta (CoA, GP, PG, PF, CA, AGVt, AA, AP, AB, A:P, N-NHjz, pH,
FDN, FDA, LIG y DCI).

Sexo;= Efecto del i-ésimo sexo.

Rep(Sexo);= Efecto de la j-ésima repeticion dentro del i-ésimo sexo.

Trat,= Efecto del k-ésimo tratamiento.
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(Sexo*Trat)y= Efecto del i-ésimo sexo por la k-ésima repeticion.
Ejx= Efecto del error aleatorio.

Los datos fueron analizados estadisticamente mediante el paquete de computo SAS
(2002) y se aplicé la prueba de Tukey para la comparacion de medias.
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7. RESULTADOS

7.1. Etapain vitro

7.1. 1. Produccién de gas

El volumen de gas producido (VG), tasa fraccional (TF) y volumen de gas acumulado (VA)
fueron afectados por el tratamiento (T), el tiempo de medicién de gas (TM) y la interaccion
T x TM (P<0.0001) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Andlisis de varianza para VG, TF y VA.

Produccién de gas a 96 h

VG TF VA
F. V. GL CM P>F CM P>F CM P>F

T 16 | 172.02 0.0001| 16.10  0.0001 7465.07 0.0001
™ 15 |12869.73 0.0001| 8391.98 0.0001 | 2672907.12  0.0001
Rep (Bloque) | 7 | 439.28 0.0001| 224.92 0.0001 85717.69 0.0001
TxTM 240 | 71.29 0.0001| 6.42 0.0001 676.45 0.0001
Error 1897| 15.19 2.78 285.48

R? 0.882 0.96 0.987

C. V. (%) 14.97 16.95 7.41

F.V.= fuentes de variacion; GL= grados de libertad; CM= cuadrados medios; C. V.= coeficiente de
variacion.

La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey (a=0.05). En VG los
mejores resultados se obtuvieron con la aplicacion de los preparados enzimaticos a cero
horas (0 h) antes de la incubacién in vitro (FO+U, FO+C, FO+C+U, PO+U y PO+C), los
cuales fueron superiores al testigo (T0) (P<0.05). En este caso se observd sinergismo
entre los preparados enzimaticos y los aditivos quimicos evaluados, ya que en ninguno de
los tratamientos que sélo contenian preparados enzimaticos (FO, PO 6 F24, P24) hubo
efecto significativo. Por otra parte F24, P24, FO y PO, registraron un valor intermedio en
VG y no mostraron diferencias con TO ni con el resto de los tratamientos, aunque TO junto
con los tratamientos F24+C, F24+C+U, P24+C y P24+C+U registraron valores menores al

resto de los tratamientos excepto P24+U que fue el mas bajo de todos. Cabe sefialar que

68



no hubo diferencia entre el tipo de aditivo quimico sobre VG, aunque existe una tendencia
marcada a que FO+C es superior a todos los tratamientos no sélo en VG, sino también en
TF y VA, y como se observa, incluye C (hidroxido de calcio). No obstante, debe notarse
gue este tratamiento fue seguido por FO+U+C y FO+U, de los cuales el primero incluye C y
U, mientras que el segundo, incluye sélo U. En todo caso, estos tres tratamientos fueron
los que mostraron superioridad en las tres variables (VG, TF y VA, respectivamente),
seguidos por P24 quien mostré superioridad tanto en TF como en VA y, U+P0 y C+PO,
guienes mostraron superioridad en VG y TF, respectivamente, mientras que el tratamiento

P24+U fue el que mostré el mas bajo comportamiento en las tres variables (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de preparados enzimaticos y aditivos quimicos sobre los indicadores
de produccion de gas.

Tratamientos

VG TF VA

mL/g MS mL/g MS/h mL/g MS
TO 25.2 def 10.0 abcd 227.5 defg
F24 26.0 bcde 10.2 ab 234.1 bcd
F24+U 25.6 bcde 10.0 abcd 229.8 bcde
F24+C 24.9 def 9.8 abcdef 225.5 efgh
F24+C+U 25.3 def 10.2 abc 231.4 bcde
P24 26.0 bcde 10.3 a 235.4 abc
P24+U 240 f 9.2 e 214.0 i
P24+C 24.6 def 9.6 abcdef 221.9 fgh
P24+C+U 24.9 def 9.6 bcde 222.3 fgh
FO+U 27.2 abc 10.1 abcd 236.6 ab
FO+C 28.2 a 10.3 a 242.1 a
FO+C+U 27.4 ab 10.1 abc 236.9 ab
PO+U 27.4 ab 9.8 abcdef 230.4 bcde
PO+C 27.2 abc 9.8 abcdef 228.2 chef
PO+C+U 26.2 bcde 9.4 de 219.4 hi
FO 26.0 bcde 9.5 cde 219.6 i
PO 26.3 bcd 9.4 de 220.6 ghi
Tukey=0.05 1.69 0.72 7.4

Medias de tratamientos con letras distintas por columna difieren estadisticamente.

Finalmente, los tratamientos que recibieron la aplicacion del preparado enzimético (F 6 P)
a 0 h fueron superiores al resto de los tratamientos, excepto para F24, F24+U y P24,

aunque entre 26 y 42 h durante la incubacion in vitro los tratamientos que contenian
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preparado enzimatico aplicado a 0 h, ya sea solos o combinados con aditivos quimicos,
fueron superiores a los que recibieron la misma aplicacion pero a 24 h (Figura 1).
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Figura 1. Comportamiento del volumen de gas producido por tratamiento y tiempo de medicion.
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Este resultado sugiere un incremento en la degradacion de los carbohidratos estructurales
de alta resistencia en mayor proporcién en los tratamientos enzimaticos a 0 h solos o en
combinacién con urea o cal (U 6 C), lo cual se traduce en un mayor volumen de gas (VG),
principalmente después de 34 h. Sin embargo, en la tasa fraccional de gas (TF) la
mayoria de los tratamientos fueron iguales al testigo, excluyendo a P24+U, P24+C+U,
PO+C+U, FO y PO, quienes mostraron un comportamiento inferior (P<0.05). Sin embargo,
P24, FO+C y F24, reportaron las mayores TF de gas por hora, seguidos por F24+C+U y
FO+C+U. No hubo diferencias entre los tiempos de aplicacion de los preparados
enzimaticos en cuanto a la TF, incluso se presentdé una proporcidon casi igual de
tratamientos que recibieron el tratamiento enzimatico 24 h antes de la incubacion in vitro,
respecto de aquéllos que recibieron dicho tratamiento a 0 h. Sin embargo, entre 36 y 42 h,
de nuevo los tratamientos que recibieron la aplicacion de los preparados de enzimas,
solos 0 en combinacién con los aditivos quimicos (U 6 C) superaron a los que recibieron
dicho tratamiento a 24 h (Figura 2). Por otra parte, la cantidad de tratamientos que

incluian F y que mostraron significancia fue mayor a la de aquéllos que incluyeron P y que

70



también mostraron significancia (7 vs. 4), denotando un efecto mayor de F sobre P en
volumen acumulado de gas producido. En lo que respecta al efecto del tiempo, se
observé de nuevo que entre 34 y 48 h hubo una separacion notable especialmente entre
los tratamientos que recibieron la aplicacion de los preparados enziméticos a 0 h, los
cuales resultaron superiores a aquéllos que lo recibieron a 24 h (P<0.05).
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Figura 2. Comportamiento de produccion de gas por hora, por tratamiento y tiempo de medicion.
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En VA de nuevo se observo que la aplicacién de los preparados enzimaticos a 0 h
superaron a aquéllos cuya aplicacion se realizé a 24 h. Los tratamientos FO+U, FO+C,
FO+C+U y P24, fueron los que consignaron los valores mas altos en esta variable,
superando al resto de los tratamientos e incluyendo a TO (P<0.05). Es importante sefialar
que tres de los cuatro tratamientos que mostraron los valores mas altos de VA incluyeron
F y sd6lo uno de ellos incluyé P. No existié diferencia entre los aditivos quimicos (U 6 C) en
esta variable. Los tratamientos que siguieron a los anteriores fueron F24, F24+U,
F24+C+U y PO+U, respectivamente, los cuales no fueron diferentes a los tratamientos

FO+U y FO+C+U, donde tres de ellos incluyeron F y sélo uno incluyo P.

La interaccion tratamiento x tiempo de medicién se aprecia cuando se analizan las
tendencias de los graficos para VG y TF, las cuales ya fueron discutidas estadisticamente

(Figuras 1 y 2). Inicialmente se tiene una ligera fase de crecimiento lento (fase lag),
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aunque la maxima tasa fraccional de gas por hora se obtuvo en las primeras 3 h;
posteriormente ocurrié un decremento a 9 h y el pico maximo se obtuvo entre 16 y 18 h,
donde préacticamente todos los tratamientos son iguales, lo cual se sostiene hasta
alrededor de las 30 h. Sin embargo, al principio, entre 4 y 12 h los tratamientos que
recibieron la aplicacion de los preparados enzimaticos 24 h antes, fueron superiores a los
de aplicacion enzimética a 0 h (P<0.05), aunque no fueron diferentes a TO. No obstante,
después de las 30 h el proceso se invierte hasta alrededor de las 72 h. Cabe sefalar que
a partir de las 72 h no existen diferencias entre los tratamientos incluyendo a TO, incluso,
ocurre un nuevo cruzamiento entre los tratamientos con aplicacion enzimatica a 0 h y los
de 24 h; lo anterior, explica la significancia de la interaccibn TXTM (Cuadro 7). Esta
tendencia se percibe en VG y en TF de gas y se describe con claridad en volumen

acumulado de gas (VA) describiendo una sigmoide (Figura 3).
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Figura 3. Comportamiento del VA de gas por tratamiento en los tiempos de medicion.
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7.1.2. Perfil de produccion de gas

El modelo no lineal: V(t) = VF/1 + exp [2+4R (L — t)], propuesto por Schofield et al. (1994),
permite cuantificar los perfiles de la produccién de gas, a partir de éste se calcularon por
tratamiento: 1) volimen méaximo de produccibn de gas (Vmax), 2) tasa fraccional
promedio (S) y 3) fase de letargo o lag (FL). Tanto a 24 como a 96 h se encontraron
diferencias significativas para Vmax, S, FL y masa microbiana (MM), a excepcion de FL,
en el resto de las variables se observaron coeficientes de variacion bajos (Cuadros 9 y
10).

Cuadro 9. Andlisis de varianza para V, Sy L a 24 horas.

F.V. GL V S L

CM P>F CM P>F CM P>F
Tratamiento 16 | 56787.8 0.0001 |0.032 0.0001 | 1.27 0.0001

Error 17 | 11724 0.002 11
R? 0.98 0.95 0.92
C.V. (%) 4.97 8.41 29.12

Cuadro 10. Andlisis de varianza para V, Sy L a 96 horas.

F.V. GL V S L

CM P>F CM P>F CM P>F
Tratamiento | 16 | 3105.5 0.0001| 0.00005 0.0001 0.88 0.0001
Rep(Bloque) | 7 | 3437.1 0.0001( 0.00009 0.0001 1.5 0.0001

Error 112 504.2 0.0000027 0.318
R? 0.56 0.86 0.41
C.V. (%) 5.65 5.19 30.7

Los datos que se obtuvieron para las variables Vmax y S a 24 y 96 h muestran una
interaccion cruzada, en la que se observa claramente el efecto del pretratamiento
enzimatico (Cuadros 11 y 12). Los valores mayores Vmax a 24 h los consignaron el
testigo (TO) y los tratamientos F24 y F24+U. No obstante, los mayores valores para S a 24
h los consignaron los tratamientos P24+C, PO+U, PO+C, PO+C+U, FO y P0O. En FL el valor
menor a 24 h lo consigndé P24+C+U, pero contrariamente los tratamientos PO+U, PO+C,
PO+C+U, FO y PO reportaron la mayor FL.
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Cuadro 11. Efecto de preparados enziméaticos y aditivos quimicos sobre los perfiles
no lineales de produccion de gas en muestras incubadas in vitro.

24 h
Tratamientos Vmax (mL) S (mL/h) FL (h)
TO 231.7a 0.11c -1.5 cdef
F24 225.1a 0.10c -1.6 cdef
F24+U 226.8 a 0.10c -1.3 abcdef
F24+C 199.9b 0.12 bc -0.8 abcde
F24+C+U 219.7Db 0.10c -1.5 cdef
P24 219.4 b 0.10c -1.6 cdef
P24+U 154.8 b 0.08 c 2.3 f
P24+C 132.9 bc 0.16 ab -0.4 abcd
P24+C+U 148.1bc 0.09c -1.8 ef
FO+U 1549 b 0.09c -2.0 ef
FO+C 142.3 bc 0.09c -2.2 ef
FO+C+U 136.0 bc 0.11c -1.5 cdef
PO+U 136.0 bc 0.15ab -0.2 ab
PO+C 132.7 bc 0.16 ab -0.1 a
PO+C+U 123.5 bc 0.16 ab -0.1 a
FO 134.0 bc 0.16 ab -0.2 ab
PO 120.8 ¢ 0.16 ab -0.2 abc
Tukey=0.05 33.32 0.041 1.33

Medias de tratmientos con letras distintas difieren estadisticamente.

De forma contraria, a 96 h todos los tratamientos que recibieron la aplicaciéon de las
enzimas a 0 h consignaron el mayor Vmax, pero fueron los que reportaron los menores
valores para S y mostraron un comportamiento opuesto a aquéllos tratamientos con la
aplicacion de la enzima a 24 h. finalmente, a 96 h todos los tratamientos incluyendo a TO

mostraron una FL similar, excepto PO+U, quien consigno el valor mas alto de FL.
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Cuadro 12. Efecto de preparados enziméticos y aditivos quimicos sobre los
perfiles no lineales de produccion de gas en muestras incubadas in vitro.

96 h

Tratamientos Vmax (ML) S (mL/h) FL (h)

TO 378.9 def 0.0297 ab -226 b
F24 391.1 abcdef 0.0295 ab -2.22 ab
F24+U 386.2 bcdef 0.0295 ab -1.91 ab
F24+C 376.1 ef 0.0302 a -1.88 ab
F24+C+U 381.4 cdef 0.0311 a -1.96 ab
P24 392.0 abcdef 0.0292 ab -242 b
P24+U 363.1 f 0.0294 ab -1.65 ab
P24+C 373.0 ef 0.029 abc -1.84 ab
P24+C+U 392.6 abcdef 0.029 abc -1.47 ab
FO+U 417.5 abc 0.0274 bcd -1.43 ab
FO+C 430.8 a 0.0264 cd -1.53 ab
FO+C+U 4225 ab 0.0265 cd -1.58 ab
PO+U 419.5 ab 0.0255 de -1.23 a
PO+C 416.9 abcd 0.0236 f -2.18 ab
PO+C+U 403.0 abcd 0.0239 def -1.77 ab
FO 404.9 abcd 0.0239 ef -2.13 ab
PO 405.4 abcd 0.0239 ef -1.78 ab
Tukey=0-05 39.74 0.0025 0.998

Medias de tratamientos con letras distintas difieren estadisticamente.

7.1.3. Degradacion, digestibilidad y adherencia microbiana

La materia seca desaparecida (MSD), fibra detergente neutro residual (FDNr),
digestibilidad verdadera (DV), adherencia microbiana (AM) y masa microbiana (MM)

fueron afectadas por los tratamientos a 24 y 96 h (P<0.0001) (Cuadros 13y 14).

Cuadro 13. Degradacion de MS, digestibilidad, adherencia microbiana y masa microbiana.

ANOVA 24 h
%MSD %FDNTr %DV AM MM
F.V. GL | CM P>F |CM P>F | CM P>F CM P>F | CM P>F
Trat 16 [208.9 .0001 [18.9 .0001| 83.3 .0001(.0007 .0001| 2284 .0001
Error 17 ] 3.9 1.1 3.6 .00001 79.4
R? 0.98 0.94 0.96 0.98 0.96
C.V. (%) 5.33 1.28 3.83 5.66 3.79
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Cuadro 14. Degradaciéon de MS, digestibilidad, adherencia microbiana y masa microbiana

ANOVA 96 H

FV. [ GL] w%MsD % FDNr %DV AM MM

CM P>F|CM P>F |[CM P>F|CM P>F|CM P>F

Trat. 16 [285.9 .0001[31 .0001 [173.1 .0001[.002 .0001|4851 .0001
Rep(Blog)| 7 |151.7 271 12.7 .009 1504
Error 112 |17.3 8.5 9.4 .0004 302.3
R? 0.74 0.71 0.73 0.71 0.82
C.V. (%) 7.05 3.5 4.63 27.03 5.13

Todos los tratamientos que recibieron los preparados enziméaticos (F y P) a 0 h, asi como
P24+U, P24+C y P24+C+U reportaron porcentajes promedio de MSD y DV superiores a
TO (P<0.05), el resto fueron iguales a TO, a 24 h de incubacién in vitro. La variable MM
mostré un comportamiento similar a MSD y DV, a excepcién del tratamiento PO+C que
tampoco difiri6 de TO. En el caso de FDNr los tratamientos P24+U, P24+C+U, FO+U,
PO+U, PO+C, PO+C+U, FO y PO fueron iguales entre si pero superaron al testigo TO; el
resto de los tratamientos fueron iguales a TO. En adherencia microbiana (AM) los
tratamientos F24+U, F24+C y F24+C+U mostraron valores similares a TO y fueron
superiores al resto de los tratamientos indicando un comportamiento inverso al mostrado
por MSD, DV, FDNr y MM, éstas Ultimas mostraron una tendencia altamente
correlacionada, donde todos los tratamientos con aplicacion de enzimas a 0 h y admas,
P+U, P+C y P+C+U, reportaron los mejores comportamientos, superando al TO (Cuadro
15). Cuando el andlisis se realiz6 a 96 h (Cuadro 16) para las variables MSD, DV y MM
mostraron un comportamiento similar al reportado a 24 h, donde TO el valor mas bajo y
todos los trtamientos con P o F aplicado a 0 h superaron al resto de los tratamientos
incluyendo a TO. Esto sugiere que a medida que va desapareciendo el material fibroso de
mayor degradabilidad entonces sélo los tratamientos a 0 h son capaces de remover
compuestos fibrosos de mayor resistencia. Lo anterior encuentra mayor sustento si se
observa que en el caso de FDNr y de AM a 96 h practicamente todos los tratamientos
tuvieron un comportamiento similar y no resultaron diferentes a TO. Adem4s, no parecen
existir suficientes evidencias para establecer parametros de calidad nutricional en un
forraje, tratado o sin tratar (como en el caso del rastrojo de maiz en el presente trabajo), a
periodos de tiempo superiores a 72 h, ya que una mayor exposicion de tiempo del forraje
a la actividad enzimatica microbiana ruminal, termina por degradar la méaxima proporcion

permisible de un forraje fibroso, haciendo que tratamientos y testigo presenten un
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comportamiento similar, pero ademas tiene poco valor practico encontrar alta degradacion
a periodos muy prolongados de tiempo, pues lo que se busca es lograr una tasa de
degradacion a menor tiempo para favorecer un transito mas rapido de los forrajes
fibrosos, especialmente en el tracto ruminal y mejorar con ello la tasa de consumo

voluntario en rumiantes.

Cuadro 15. Degradacion de la fibra, digestibilidad, adherencia microbiana y masa
microbiana a 24 h.

Trat MSD (%) FDNr (%) DV (%) AM (mg) MM (mg)
TO 205 b 77.4 def 385 d 0.090 a 192.4 f
F24 245 b 79.9 cde 39.7 d 0.076 bc 199.4 f
F24+U 235 b 77.7 def 406 d 0.085 ab 201.2 f
F24+C 245 b 744 f 43.8 cd 0.093 a 210.2 ef
F24+C+U 274 b 76.9 df 442 bcd 0.083 abc 217.3 def
P24 236 b 81.1 abad 38.0 d 0.071 c 186.5 f
P24+U 43.2 a 82.6 abc 53.1 a 0.049 d 262.4 abc
P24+C 41.4 a 81.4 abad 523 a 0.051 d 2445 bcde
P24+C+U 404 a 83.0 abc 50.5 abc 0.050 d 247.5 abcd
FO+U 443 a 85.2 a 525 a 0.041 d 263.5 abc
FO+C 46.2 a 81.5 abad 56.2 a 0.049 d 275.0 abc
FO+C+U 449 a 81.0 bcde 55.3 a 0.051 d 267.8 abc
PO+U 474 a 845 ab 555 a 0.041 d 278.7 ab
PO+C 41.3 a 82.4 abc 51.7 ab 0.048 d 240.1 cdef
PO+C+U 474 a 84.0 ab 55.8 a 0.042 d 276.0 abc
FO 441 a 83.2 abc 535 a 0.047 d 268.9 abc
PO 457 a 845 ab 541 a 0.044 d 283.7 a
Tukey=0.05 7.92 417 7.56 0.014 24.03

Medias de tratamientos con letras distintas difieren estadisticamente.

Al igual que en el caso anterior (DV a 24 h), la DV a 96 h también mostré un
comportamiento similar y consistente al de la MSD, lo cual corrobora el hecho de que a
medida que los tratamientos con aplicacion enzimatica a 0 h aumentaron la desaparicién
de la MS, también se increment6 paralelamente la DV, a excepcion del tratamiento F24+
C el cual mostré un comportamiento similar a los tratamientos antes indicados (Cuadro
16). En masa microbiana, se encontré que todos los tratamientos con la aplicacion de F o
P a 0 h a excepcion de PO+C, tanto a 24 como a 96 horas registraron el mayor

crecimiento de microorganismos. Esto es importante, pues se sabe que un mayor
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crecimiento microbiano puede favorecer una mejor degradacién de la fibra y por lo tanto,
un mayor aprovechamiento de la energia disponible.

Cuadro 16. Degradacién de la fibra, digestibilidad, adherencia microbiana y masa

microbiana.
Corridas 1y2a96 h

Tratamiento MSD (%) FDNr (%) DV (%) AM (mg) MM (mg)

TO 50.8 d 84.4 abc 58.7 ¢ 0.041 abcde 308.4 e

F24 514 d 82.4 abcd 60.2 ¢ 0.046 abc 320.7 de
F24+U 53.0 d 82.2 abcd 61.8 c 0.045 abcd 319.8 de
F24+C 51.8 d 79.2 d 62.4 c 0.053 a 316.7 de
F24+C+U 542 d 79.6 cd 64.0 ab 0.050 ab 329.5 cde
P24 542 d 83.6 abcd 62.0 c 0.039 abcde 316.2 de
P24+U 55.5 cd 84.4 abc 62.5 c 0.036 abcde 316.8 de
P24+C 56.2 cd 84.1 abcd 63.1 c 0.035 bcde 318.1 de
P24+C+U 58.0 bcd 86.9 a 63.5 C 0.028 de 318.4 de
FO+U 63.8 ab 85.5 ab 69.9 ab 0.027 de 356.2 abc
FO+C 63.6 ab 81.7 bcd 70.3 a 0.035 bcde  360.2 abc
FO+C+U 64.7 ab 82.5 abcd 70.9 a 0.032 cde 360.0 abc
PO+U 67.9 a 85.1 abc 72.7 a 0.025 e 378.4 a

PO+C 63,4 abc 83.4 abcd 69.6 a 0.030 cde 342.8 bcd
PO+C+U 66.8 a 84.0 abcd 72.1 a 0.027 e 365.4 ab
FO 64.0 ab 82.8 abcd 70.2 a 0.033 bcde 373.1 ab
PO 64.7 ab 84.38 abc 70.3 a 0.030 cde 370.5 ab
Tukey=0.05 7.92 4.17 7.56 0.014 30.77

Medias con letras distintas difieren estadisticamente.

7.1.4. Digestibilidad de la materia organica (DMO)

La digestibilidad de la materia organica (DMO) fue afectada por el tipo de tratamiento (T),
el tiempo de medicién (TM= 24, 36, 48, 60 y 72 h) y la interaccion TXTM (P<0.0001),
mientras la digestibilidad de la materia organica fraccional (DMO/tiempo=DMO/T), fue
afectada por T y por TM (P<0.0001), pero no por la interaccion TXTM (Cuadro 17). Los
resultados se discuten comparativamente contra TO (Cuadro 18). Los resultados indican
que a 24 h ninguno de los tratamientos superé a TO en DMO, incluso PO+C+U, POy FO
fueron inferiores a TO y al resto de los tratamientos (P<0.05); a 40 h FO+U, FO+C, FO+C+U
y PO+U superaron a TO en DMO con incrementos de 7.1, 7.7, 6.5 y 5.5%,
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respectivamente; a 48 h, estos mismos tratamientos ademas de PO+C reportaron
incrementos sobre TO para DMO de 7.8, 8.7, 7.2, 6.9 y 3.9%, respectivamente; a 60 h los
mismos tratamientos y en el mismo orden, reportaron incrementos en DMO sobre TO de
8.1, 9.3, 7.6, 7.9 y 5.3%, respectivamente; y por ultimo a 72 h los mismos tratamientos a
los que se afnadieron PO+C+U, PO FO, consignaron para DMO incrementos sobre TO de
8.3,9.8,7.9,8.6,6.2,4.0, 4.2 y 4.0%, respectivamente. Para todos los periodos de tiempo
antes indicados, los tratamientos restantes tuvieron valores de DMO iguales a TO y en
ningun caso TO fue superior a cualesquiera de los tratmientos evaluados, excepto los tres

casos sefalados originalmente a 24 h (ver Cuadro 5 A).

Cuadro 17. ANOVA de la digestibilidad de la materia organica.

F.V. GL %DMO/T %DMO

CM P>F CM P>F
Tratamiento 16 0.012  0.0001 | 233.76 0.0001
Tiempo 4 8.252  0.0001 | 9973.18 0.0001
Rep(Bloque) 7 0.003  0.0001 | 1221.67 0.0001
Trat x Tiempo 64 0.001  0.0001 15.30  0.1359
Error 588 | 0.00019 26.64
R? 0.996 0.88
C.V. (%) 2.85 4.36

En DMOV/t a 24 h a excepcion de F24, F24+C y P24 que registraron valores similares a TO,
los 13 tratamientos restantes registaron valores superiores a TO (P<0.05); a 40 h todos los
tratamientos con FO o PO sin y con C, U o C+U, asi como F24+U y P24+U, superaron a
TO en DMO/t (P<0.05); a 48 y 60 h todos los que recibieron los preparados enzimaticos a
0 h y Gnicamente F24+U (con aplicaciéon de F a 24 h), fueron superiores a TO (P<0.05);
finalmente a 72 h, sélo PO+U fue superior a TO en DMO/t (P<0.05). Sin embargo, los
tratamientos que registraron los valores més altos de DMO/t a 24 h fueron F24+U, FO+U,
FO+C, FO+C+U, PO+U y PO+C+U, superando a los demas tratamientos e incluyendo a TO;
mostrando ademas, superioridad de los tratamientos que contenian aditivos quimicos (U,
C y C+U) sobre TO y sobre F y P sin aditivos quimicos (P<0.05), y FO y PO a su vez,
superaron a TO (P<0.05). Esta tendencia fue méas evidente en DMO, donde FO+U, FO+C,
FO+C+U y PO+U superaron a TO y al resto de los tratamientos (P<0.05).
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Cuadro 18. Digestibilidad de la materia organica (DMO) y fraccional (DMO/t).

Trat. TM (h) | %DMO/t %DMO Trat. TM (h) | %DMO/t %DMO
TO 24 0.84°  67.7° U+FO0 24 0.93% 70.5
40 051°  77.8° 40 0.56% 83.32
(1) 48 0.41° 816" (10) 48 0.44*  87.92
60 0.31" 845" 60 0.34% 91.4%
72 0.25 86.3" 72 0.26 93.4%
F24 24 0.85 69.4 C+FO 24 0.90% 70.2
40 0.51 79.6 40 0.54% 83.8%
2) 48 0.41 83.5 (11) 48 0.43% 88.72
60 0.32 86.6 60 0.33% 92.42
72 0.25 88.5 72 0.25 94.8%
U+F24 24 0.89° 69.3 U+C+F0 24 0.92% 69.6
40 0.54% 80.1 40 0.55% 82.8%
(3) 48 0.43% 83.9 (12) 48 0.43% 87.52
60 0.33% 86.8 60 0.33% 91.02
72 0.26 88.6 72 0.26 93.1%
C+F24 24 0.84 67.7 U+P0 24 0.93% 68.0
40 0.51 77.5 40 0.58% 82.0°
(4) 48 0.40 81.2 (13) 48 0.45% 87.22
60 0.31 84.1 60 0.35% 91.2%
72 0.24 85.8 72 0.27% 93.7%
U+C+F24 24 0.87% 69.9 C+PO 24 0.88% 65.3
40 0.52 79.5 40 0.55% 79.6
(5) 48 0.41 83.0 (14) 48 0.43% 84.8%
60 0.32 85.7 60 0.33% 89.0°
72 0.25 87.3 72 0.26 91.7%
P24 24 0.85 69.5 U+C+P0 24 0.90? 64.1°
40 0.51 79.9 40 0.56% 78.2
(6) 48 0.41 83.8 (15) 48 0.44% 83.3
60 0.31 86.8 60 0.34% 87.3
72 0.25 88.6 72 0.26 89.7°
U+P24 24 0.87% 65.9 FO 24 0.86% 63.1°
40 0.53% 76.1 40 0.55% 77.2
(7) 48 0.42 79.7 (16) 48 0.43% 82.4
60 0.32 82.5 60 0.33% 86.3
72 0.26 84.1 72 0.25 88.8
C+P24 24 0.87% 67.0 PO 24 0.88% 64.0°
40 0.51 77.5 40 0.56% 78.2
(8) 48 0.40 81.0 (17) 48 0.43% 83.4
60 0.30 83.6 60 0.33% 87.4
72 0.24 85.1 72 0.26 89.9%
U+C+P24 24 0.89% 67.8 Trats. con letras distintas  difieren
40 0.51 78.3 |de TO, (Tukey = 0.05) a 24,48,60 y 72h.
9) 48 0.41 81.9
60 0.31 84.6
72 0.25 86.1
Tukey=.05 0.02 2.99 Tukey=.05 | 0.02 2.99

Tratamientos sin literales no difieren de TO para cada tiempo de medicion.
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Los resultados anteriores sugieren la existencia de un posible sinergismo entre los
preparados enzimaticos y los aditivos quimicos sobre los propios preparados enziméaticos.
Asimismo, todos los tratamientos con aplicacion de los preparados enzimaticos a 0 h
superaron a TO y a los que recibieron el tratamiento enzimatico a 24 h (P<0.05; ver
Cuadro 6 A).

7.1.5. Patrones de fermentacion

7.1.5.1. Produccién de acidos grasos volatiles
La produccién de &cido acético (AA), acido propiénico (AP) y acido butirico fue afectada

por el tratamiento (T), el tiempo de medicién (TM: 24, 36 y 48 h) y por la interaccién TXTM
(P<0.0001; Cuadro 19).

Cuadro 19. ANOVA para acidos grasos volatiles.

F.V. GL %AA %AP %AB
CM P>F CM P>F CM P>F
Tratamiento 16 [29.81  0.0001 |[37.35 0.0001 [1.32 0.0001
Tiempo 2 |32.44 0.0001 |9.48 0.0001 |13.57 0.0001
Tratx Tiempo | 32 [11.32  0.0001 |10.19 0.0001 [0.96 0.0001
Error 153 [81.94 40.4 47.97
R? 0.92 0.96 0.96
C.V. (%) 1.31 1.77 3.67

En la produccion de AA los mayores rendimientos se obtuvieron en los tratamientos con
Fibrozyme a 24 h combinado con C, U o C+U y P24 sin quimicos, incluyendo a TO, el
resto de los tratamientos tuvieron rendimientos inferiores a TO; sin embargo, PO con C, U
y C+U junto con PO y FO sin aditivos quimicos reportaron el mas bajo rendimiento de AA
(P<0.05; Cuadro 20). No obstante en la interaccion TXTM, F24+C, F24+C+U y P24 a 24 h,
consignaron valores superiores de AA (58.5%, 59.0% y 58.7%, respectivamente) en
comparacion con TO (57.7%) y también respecto a la mayor parte de los tratamientos

(P<0.05). Sin embargo, en produccion de AP se present6 un comportamiento opuesto a
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AA, donde los rendimientos mayores fueron consignados por los tratamientos PO con C, U
y C+U asi como FO y PO sin aditivos quimicos, los valores intermedios se registraron con
P24 con C, Uy C+U, y PO con C, Uy C+U, inferiores a los primeros pero superiores a TO
(P<0.05); los mas bajos rendimientos los produjeron los tratamientos F24 con C, U y C+U
y P24 sin aditivos quimicos iguales a TO e inferiores al resto de los tratamientos (P<0.05).
En la interaccion TxTM, para esta misma variable, los tratamientos P24 con C, U y C+U,
FO y PO con y sin aditivos quimicos superaron a TO tanto a 24 h como a 48 h (P<0.05), y a
36 h, F24 sin y con aditivos quimicos, asi como FO, PO, FO+U y PO fueron superiores a TO
(P<0.05). Finalmente, en produccién de AB, los tratamientos no mostraron diferencias con
TO. Sin embargo en la interaccion TXTM el tratamiento F24+C a 48 h fue superior a TO
(16.7% vs. 15.7%) (P<0.05).

Cuadro 20. Comparaciéon de medias para acidos grasos volatiles a 24 h.

Tratamientos %AA %AP %AB
TO 57.60 a 26.55 g 15.85 a
F24 57.36 a 27.00 g 15.64 ab
F24+U 57.70 a 26.84 g 15.46 abc
F24+C 57.53 a 26.61 g 15.86 a
F24+C+U 57.84 a 26.81 g 15.35 abc
P24 57.61 a 26.95 ¢ 15.44 abc
P24+U 55.52 bc 29.03 f 15.45 abc
P24+C 55.97 b 29.33 ef 14.69 c
P24+C+U 55.20 bcd 29.79 de 15.00 bc
FO+U 55.09 bcd 29.93 cde 14.97 bc
FO+C 55.54 bc 29.56 ef 14.90 bc
FO+C+U 55.64 b 29.33 ef 15.03 bc
PO+U 54.38 de 30.55 bc 15.08 abc
PO+C 54.54 cde 30.51 bcd 14.96 bc
PO+C+U 53.84 def 30.88 ab 15.29 abc
FO 53.42 ef 31.22 ab 15.36 abc
PO 53.39 f 31.30 a 15.31 abc
Tukey= 0.05 1.05 4.98 0.8

Tratamientos con letras diferentes, difieren estadisticamente.
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7.1.5.2. Parametros de la fermentacion ruminal

La relacion acido acético: acido propiénico (AA:AP), produccién de acidos grasos volatiles
totales (AGVt) y patrén de nitrégeno amoniacal (N-NH3) fueron afectados por los
tratamientos (T), el tiempo de medicion (TM: 24, 36 y 48 h) y por la interaccion TxTM
(P<0.0001; Cuadro 21).

Cuadro 21. ANOVA de los parametros de fermentacién ruminal a 24 h.

F.V. GL AA:AP AGVt N-NH;
CM P>F CM P>F CM P>F

Tratamiento 16 | 0.38 0.0001 | 208.72 0.0001 |21.24 0.0001
Tiempo 2 | 0.16  0.0001 |12353.37 0.0001 |86.67 0.0001
Trat x Tiempo | 32 | 0.11  0.0001 74.41 0.0001 | 3.85 0.0001
Error 153 | 0.0031 53 0.36
R? 0.97 0.92 0.97
C.V. (%) 2.84 5.23 4.71

En la relacion AA:AP, F24 con C, U y C+U. asi como FO y PO con y sin aditivos quimicos
reportaron la proporcion mas baja (P<0.05) que el resto de los tratamientos, incluyendo a
TO, pero en la produccion de AGVt, estos mismos tratamientos incluyendo P24 fueron
inferires a TO (P<0.05), el resto de los tratamientos no difirieron de TO. No obstante, para
el patrén de nitrégeno amoniacal (N-NHs), los tratamientos que contenian urea (excepto
FO+C+U y PO+C+U) superaron a los demas tratamientos, incluyendo a TO (P<0-05;
Cuadro 22).

De hecho N-NH; a 24 h mostré una alta correlacion con DV (r=0.81), con VG a 24 h
(r=0.73), con VG a 48 h (r=0.76), con DMO a 24 h (r=0.82) y con DMO a 48 h (r=0.86)
(P<0.0001 en todos los casos). Ademas, N-NHz a 36 h y 48 h también correlacion6 con
EM (r=0.62; P<0.0025 y r=0.65; P<0.0014) (Cuadros 7 A y 8 A); mientras que con
propionato y butirato correlacion6 fuertemente a 36 y 48 h y a 24 h correlacion6
negativamente pero no fue significativa y con acetato a 24 y 48 h correlacion6 alto y

negativamente con N-NH; a 36 h, el resto no correlacioné (Cuadro 23).
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Cuadro 22. Comparacion de medias para los pardmetros de fermentacion ruminal a 24 h.

Tratamientos AA.AP AGVt N-NH-
TO 2.18 a 48.59 ab 12.35 def
F24 2.14 a 48.54 ab 11.83 efg
F24+U 2.16 a 49.11 ab 14.87 a
F24+C 217 a 49.74 ab 12.36 de
F24+C+U 217 a 51.66 a 14.18 ab
P24 2.15 a 47.75 ¢ 12.69 cde
P24+U 192 b 43.70 cd 14.57 a
P24+C 191 b 40.93 cde 11.84 efg
P24+C+U 1.86 bc 41.06 cde 13.36 bc
FO+U 1.84 bc 42.13 cd 14.60 a
FO+C 1.88 b 41.75 cde 11.61 fgh
FO+C+U 1.90 b 41.30 cde 12.91 cd
PO+U 1.78 cde 40.77 cde 14.55 a
PO+C 1.80 cd 38.64 e 11.58 fgh
PO+C+U 1.75 de 39.91 de 12.73 cd
FO 1.72 e 40.67 cde 10.75 h
PO 1.71 e 42.04 cde 11.06 gh
Tukey= 0.05 0.08 3.31 0.87

Medias de tratamientos con letras diferentes difieren estadisticamente.

Cuadro 23. Coeficientes de correlacién entre N-NH; y porcentajes de acidos acético,
propionico y butirico a tres tiempos.

Variables % AA % AP % AB
24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h

N-NH; 24 h| -0.05 -0.04 -0.12 | 041 -0.03 -0.22 | -0.24 0.18 -0.17
0.793 0.822 0.510 | 0.062 0.904 0.348 | 0.288 0.433 0.470

N-NH; 36 h| -0.82 0.21 -0.87 | 0.51 0.86 093 | 0.89 0.73 0.93
0.0001 0.246 0.0001| 0.017 0.0001 0.0001|0.0001 0.0002 0.0001

N-NH;48 h | 0.07 0.26 0.08 0.58 0.88 094 | 0.88 0.78 0.94
0.708 0.339 0.700 | 0.006 0.0001 0.0001|0.0001 0.0001 0.0001

Como se observo en el presente trabajo, la relacion AA:AP fue inferior en los tratamientos
a los que se aplicaron las enzimas a 0 h, lo cual se explica por lo indicado anteriormente
en el sentido de que el AP se incrementd en dichos tratamientos en forma inversamente
proporcional a la del AA para los tratamientos citados, de modo que fue aqui donde se

present6 una reduccién en la relacion AA:AP.
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7.1.5.3. Indicadores de la velocidad de fermentacién ruminal

La produccién de bidoxido de carbono (CO,), gas metano (CH,) y la relacion CO,:CHy,

fueron afectados por el tipo de tratamiento, el tiempo de medicion (TM: 24, 36 y 48 h) y

por la interaccion TXTM (P<0.0001; Cuadro 24).

Cuadro 24. Andlisis de varianza para produccién de gases primarios.

F.V. GL CO, CH, CO,:CH,4
CM P>F CM P>F CM P>F

Tratamiento 16 93.87 0.0001| 37.95 0.0001 | 0.06 0.0001
Tiempo 2 4226.62 0.0001| 1102.27 0.0001 | 0.11 0.0001
Trat x Tiempo | 32 30.66 0.0001| 11.82 0.0001 | 0.02 0.0001
Error 153 2.45 0.41 0.0033

R? 0.882 0.98 0.79

C.V. (%) 6.12 5.11 2.78

La produccion de CO, y CH, mostraron un comportamiento similar a la produccion de AA,
la relaciébn AA:AP y produccién de AGVt, donde F24 sin y con aditivos quimicos, P24 y
P24+U junto con TO resultaron superiores al resto de los tratamientos (P<0.05), y ademas,
siguieron un comportamiento muy similar a la variable AM (Cuadro 25). En la relacion
CO,:CHy, TO, F24, F24+U, F24+C y P24, tuvieron un comportamiento similar, pero

superaron al resto de los tratmientos (P<0.05).
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Cuadro 25. Comparaciéon de medias para produccion de gases primarios a 24 h.

Tratamientos CO, CH, CO,.CH,4
TO 28.81 ab 14.72 a 197 f
F24 28.62 ab 14.58 a 1.98 ef
F24+U 28.93 ab 14.82 a 197 f
F24+C 29.63 ab 15.10 a 197 f
F24+C+U 30.64 a 15.00 a 2.07 cd
P24 28.09 ab 14.39 a 197 f
P24+U 2542 b 1242 b 2.06 de
P24+C 23.46 cd 11.48 ¢ 2.05 def
P24+C+U 23.64 cd 11.33 cd 2.08 cd
FO+U 24.24 c 11.59 bc 2.09 bcd
FO+C 24.01 cd 11.60 bc 2.07 cd
FO+C+U 23.82 cd 11.57 bc 2.06 de
PO+U 23.41 cd 11.05 cd 2.12 abcd
PO+C 22.13 d 10.46 d 2.12 abcd
PO+C+U 22.96 d 10.70 cd 2.15 abc
FO 23.39 cd 10.79 cd 2.17 ab
PO 24.13 cd 11.06 cd 2.18 a
Tukey= 0.05 2.25 0.92 0.08

Medias de tratamientos con letras diferentes, difieren estadisticamente.

7.1.6. Energia metabolizable y energia neta de lactancia

Tanto la energia metabolizable (EM) como la energia neta de lactancia (ENL) a 24 y a 48

h fueron afectadas por los tratamientos evaluados (P<0.0001; Cuadro 26).

Cuadro 26. Andlisis de varianza para energia metabolizable y energia neta de lactancia.

EM 24h EM 48h ENL 24h ENL 48h
F. DE V. GL MJ/kg MS MJ/kg MS MJ/kg MS MJ/kg MS
CM P>F CM P>F CM P>F CM P>F
Tratamiento 16 1.00 0.0001 | 1.24 0.0001|11.29 0.0001|20.36 0.0001
Rep(Bloque) 7 8.97 0.0001 | 4.77 0.0001|46.94 0.0001|37.33 0.0001
Error 112 20.83 34.14 16.36 38.19
R? 0.79 0.61 0.78 0.6
C.V. (%) 4.25 4.37 6.62 7.17
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La energia metabolizable (EM) a 24 h no existieron diferencias entre tratamientos y TO,
pero a 48 h FO+C reporté un valor de EM superior (P<0.05) al resto de los tratamientos
incluyendo a TO, siendo estos ultimos iguales entre si. En produccion de energia neta de
lactancia (ENL) a 24 h no existieron diferencias entre tratamientos y TO, mientras que a 48
h, de nuevo el tratamiento F24+C reportd un promedio de ENL mayor al consignado por
TO y el resto de los tratamientos (P<0.05), y estos ultimos a su vez, mostraron un
comportamiento igual a TO. Se pudo observar un comportamiento similar entre EM y EN
LA 48 h presentandose entre ambas una correlacion alta y positiva (r=0.99; P<0.0001,
Cuadro 27).

Los resultados aqui encontrados para EM y ENL, tanto a 24 h como a 48 h, indican que
no existe evidencia que muestre ventaja alguna con la aplicacion de los preparados
enzimaticos a 24 h (antes de la incubacion in vitro), ya que en las variables en que los
primeros tratamientos fueron superiores a aquéllos que recibieron el tratamiento
enzimatico a 0 h (produccién de CO,, CH,4;, CO,:CH,4, AA, AGVt y relacion AA:AP), no
obstante, mostraron un comportamiento igual a TO; en cambio, en las variables VG, VA,
DMO a 48, 60y 72 h, MSD, DV, FDNr y EM los tratamientos que recibieron la aplicacion
de Fibrozyme o Promote 0 h sin y con aditivos quimicos (C, U o C+U), siempre resultaron

superiores tanto a TO como también a los que recibieron tratamiento enzimatico a 24 h.
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Cuadro 27. Comparacion de medias para energia metabolizable y neta de lactancia.

Tratamientos EM 24 h EM 48 h ENL 24 h ENL 48 h
MJ/kg, MS MJ/kg, MS MJ/kg, MS  MJ/kg, MS
TO 10.19 abc 12.31 bcd 5.82 ab 7.82 bc
F24 10.43 ab 12.58 abcd 6.05 a 8.13 abc
F24+U 10.39 ab 12.62 abcd 5.90 a 8.04 abc
F24+C 10.17 abc 12.24 cd 5.84 ab 7.79 bc
F24+C+U 10.48 ab 12.50 abcd 6.04 a 7.97 abc
P24 10.40 ab 12.64 abcd 6.06 a 8.19 abc
P24+U 9.88 abc 12.00 d 5.49 ab 7.44 ¢
P24+C 10.08 abc 12.22 cd 5.76 ab 7.78 bc
P24+C+U 10.18 abc 12.35 bcd 5.81 ab 7.88 bc
FO+U 10.57 a 13.24 ab 6.07 a 8.69 ab
FO+C 10.55 ab 13.37 a 6.15 a 8.98 a
FO+C+U 10.45 ab 13.19 abc 6.00 a 8.70 ab
PO+U 10.19 abc 13.13 abc 5.72 ab 8.55 ab
PO+C 9.80 ¢ 12.79 abcd 5.51 ab 8.35 abc
PO+C+U 9.61 c 12.54 abcd 529 b 8.01 abc
FO 9.49 ¢ 12.43 abcd 525 b 7.97 abc
PO 9.60 c 12.58 abcd 531 b 8.10 abc
Tukey=0.05 0.763 0.977 0.676 1.034

Medias de tratamientos con letras diferentes difieren estadisticamente

7.1.7 Anélisis de Correlacion

7.1.7.1. Correlaciones entre principales variables a 24 h

En las variables evaluadas a 24 h, se encontraron correlaciones significativas entre MSD,
MSR, FDNr, AM, Vmax y MM (Cuadro 28). Aquellos tratamientos con porcentajes
mayores de MSD y con mejor digestibilidad verdadera (DV%), presentaron también los
mayores porcentajes de FDNr, mostrando que en estos hubo mejor aprovechamiento de
los contenidos celulares. La correlacion negativa entre FDNr y Vmax, muestra que
probablemente la producciéon de gas esta mas influenciada por la degradacién de la
fraccion FDN, mas aln si se observa que V correlaciona de forma negativa con la variable
DV. Ademas, la cantidad de AM a la fibra parece influir positivamente en la degradacién

de la FDN, lo cual se aprecia al notar que estas dos variables correlacionan inversamente.
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Por otra parte, el crecimiento de la MM mejoré la degradacion de la materia seca (MSD),
FDN y la DV, pero correlacioné negativamente con Vmax.

Cuadro 28. Andlisis de correlaciones para principales variables calculadas a 24 h.

VARIABLES MSR MSD FDNr DV AM Vmax S MM
% % % % mg mL mL/h mg

%MSR 1 -1 -0.77 -0.97 0.93 0.93 -0.35 -0.96
0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0545 0.0001

%MSD 1 0.77 0.97 -0.93 -0.93 0.35 0.96
0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0545 0.0001

%FDNTr 1 0.61 -0.94 -0.70 0.28 0.66
0.0004 0.0001 0.0001 0.141 0.0001

%DV 1 -0.83 -0.91 0.35 0.97
0.0001 0.0001 0.0551 0.0001

AM (mgQ) 1 0.87 -0.33 -0.83
0.0001 0.0732 0.0001

Vmax (mL) 1 -0.56 -0.87
0.0012 0.0001

S (mL/h) 1 0.32
0.0798

MM (mg) 1

7.1.7.2. Correlaciones entre principales variables de datos de incubacion a 96 h

Al igual que para 24 h, a 96 h la produccién de biomasa microbiana (MM) correlacioné de
forma alta y positiva con la materia seca degradada y también con la digestibilidad
verdadera (MSD y DIV), asi mismo, esta variable también mostré relacion positiva con los
porcentajes de digestibilidad de la materia organica (DMO 24 h y DMO 48 h) y con los
volimenes de gas (Vmax 24 h y Vmax 48 h); aunque a diferencia de las correlaciones a
24 h, no se encontro relacion entre la degradacion de la fraccion FDNr y la cantidad de
microorganismos producidos (MM; Cuadros 7A, 8A 'y 9A), pero si se observo una relacion
alta y negativa ente FDNr y adherencia microbiana (AM), lo cual sugiere que a mayor

cantidad de microorganismos aderidos a la fibra mejor sera el aprovechamiento de ésta.
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Tanto los valores de MSD, DV, DMO 24 h y DMO 48 h como los de energia metabolizable
y energia neta de lactancia (EM y ENL) correlacionaron de forma alta y positiva con la
produccion de gas (Vmax 24 h y Vmax 48 h). No obstante, se debe destacar que la
energia neta de lactancia (ENL) mostré una alta relacion con DV, lo cual, debido a la
naturaleza de los modelos de los cuales fueron calculados, muestra el grado de
concordancia entre las variables relacionados con la degradacion de la materia seca y
FDN (a partir de las cuales se calculdé DV) y los datos de produccién de gas (a partir de

los cuales se calculd la ENL).

El porcentaje de MSD correlacioné alta y positivamente con AP a 24 y 48 h, dado que la
produccién de AP esta mas relacionada con la degradacion de los compuestos mas
digestibles. Esto podria explicar por qué aquellos tratamientos con mayor proporcion de
MS desaparecida tendieron a ser mas altos en FDNr, ya que es probable que estos
tratamientos hayan sido mejor aprovechados en sus contenidos celulares que aquéllos
con menor proporcion de FDNr, pero con porcentajes mayores de materia seca residual
(MSR). EI AA, por otra parte, mostr6 un comportamiento contrario al sefalado
anteriormente con MSD y MSR, debido a que el AP y AA tuvieron comportamientos

inversos.

Este mismo patrén de comportamiento se observo entre las correlaciones de AA 'y AP con
las variables FDNr, DV. Aunque a mayor cantidad de AA a 24 y 48 h, también se observa
mejor adherencia microbiana, la cual, favorece la degradacion de la FDN, el hecho de que
el AA correlacione de forma negativa a 24 y 48 h con FDNr y DV, al tiempo que estas dos
variables correlacionen de forma positiva con AP, muestra que se pueden diferenciar
aquellos tratamientos en los que se aprovechd mejor la energia contenida en la FDN, de
aguéllos en los que se aprovech6é mejor la energia de los contenidos celulares: 1) es
probable que en algunos tratamientos las enzimas y los aditivos quimicos tuvieran mejor
actividad rompiendo los enlaces de la pared celular liberando los contenidos celulares,
caso en el que MSR fue menor, la DV se incrementd, pero la FDNr fue alta; lo que a su
vez, promovié mayor produccion de acido propionico; 2) en algunos otros tratamientos, las
enzimas y aditivos quimicos no rompieron totalmente los enlaces de la pared celular, lo
cual probablemente increment6 la actividad de los microorganismos ruminales sobre la

fraccion FDN, pero no sobre los contenidos celulares, quizas por su baja disponibilidad;
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aunado a esto, se observo mayor produccion de &cido acético, relacionado la degradacion
de las partes fibrosas de los sustratos.

7.1.8. Sintesis de los resultados

En el Cuadro 29 se puede observar con mayor claridad el efecto del pretratamiento sobre
el comportamiento de las principales variables estudiadas en el presente trabajo. En
general, los tratamientos a los que se les aplicd la enzima al momento de iniciar la
incubacion in vitro fueron mayor nimero de veces superiores al resto de los tratamientos

en comparacion con los tratamientos a los que se les aplicé la enzima 24 h antes.

Aunqgue tanto en los tratamientos con enzimas aplicadas 24 h como en aquéllos con P
aplicado a 0 h se observaron mejores comportamientos con la adicibn de urea, es
interesante sefalar que el mejor tratamiento fue F24+C, seguido por todos aquellos
tratamientos con PO, es decir, PO+U, PO+C, PO+C+U y PO.

En la mayoria de los casos, los tratamientos con enzima aplicada 24 h antes y que
mostraron superioridad estadistica, tendieron a ser similares a TO; al contrario de esto,

generalmente aquellos tratamientos con enzima aplicada a 0 h tendieron a superar a TO.

La accion de Fibrozyme tiende a mejorar con el pretratamiento quimico, especialmente
con urea cuando la enzima es aplicada 24 h antes y con cal cuando es aplicada al
momento. Tanto el testigo como el tratamiento P24+C+U, fueron aquéllos que
consignaron menor nimero de superioridades estadisticas. Cabe sefialar que aunque los
tratamientos quimicos U y C per se, en ciertos casos mejoraron el comportamiento de las
enzimas; la combinacion de estos dos quimicos no favorecié la actividad de los

preparados enzimaticos F y P aplicados a 0 h y P aplicado 24 h antes.
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Cuadro 29. Resumen de diferencias significativas entre tratamientos para las principales

variables de decision.

Tratamientos

Pretratamiento 24 h Sin pretratamiento O h
T0 Fibrozyme 24 Promote 24 Fibrozyme O Promote O
s/a|S/IQ' U C U+C|S/IQ' U C U+C|U C U+C s/IQ'|Uu C u+Cc s/Q
Variables 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 11 12 16 |13 14 15 17
VG *% * * *
TG * * * * * *% * * * *% * * *
VA * *%* * *
%MSD 24h *% *%* *% *% *%* *%* *%* *%* *% *% *%*
%DV 24h *% *%* * * *%* *%* * *%* *% *% *
%MSD 96h * * * * * * * *% * *% *
%DV 96h * *% *% *% *k Kk ** **
%DMO 48h X &
%AA *% *% *%* *% *% *%
%AB *% * * *% * * *
%AP * * *%
AGVt * * * * *%
AP *%* * * *%
C02 * * * * *% *
CH4 *% *% **% *% *% *%
COZCH4 * * * * *%
EM 24h * * * * * * * * * *% * * * *
EM 48h * * * * * *% * * * * * *
ENL 24h * *% *% * *% *% * * * *% *% * *% * *
ENL 48h * * * * * *% * * * * * *
MM 24h * * * *% * * *%* *%
MM 96h * * * * *%* * *
L 24h * * * * *% * *% *
L 48h * * * * * * * * * * * *% * * *
11| 14 15 13 16 14 10 10 9 17 26 17 16 |24 20 18 19

** Representa un nivel de signficancia superior al resto de los tratamientos; * Representa un nivel
de significancia de orden intermedio entre tratamientos estadisticamente superiores con los inferiores;
t S/Q: Enzima per se; s/a: sin aditivos quimicos.
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7.2. Resultados etapain situ

7.2.1. Digestibilidad in situ (DIS) y fibra detergente neutro residual (FDNr)

El analisis de varianza utilizado con el disefio completamente al azar en arreglo factorial
incompleto y tratamientos confundidos dentro de enzimas (parcelas mayores: modelo 1),
consigné efectos significativos para la mayoria de las fuentes de variacién sobre la DIS,

excepto tiempo x enzima y tiempo x tratamiento dentro de Fibrozyme (Cuadro 30).

Cuadro 30. Andlisis de varianza para digestibilidad in situ.

Digestibilidad in situ

F de V GL SC CM F cal P>F
Modelo 12 15111.43 1259.30 215.86 0.0001
Error 147 857.58 5.83

Tiempo 3 12279.96 4093.32 701.64 0.0001
Enzima 2 1595.90 797.95 152.07 0.0001
Tiempo x Enzima 6 57.32 9.55 1.82 0.1006
Tratamiento 9 2831.48 314.61 53.93 0.0001
Trat(Enzima) 9 2831.48 314.61 59.96 0.0001
Trat(Enzima F) 4 1080.32 270.08 51.47 0.0001
Trat(Enzima P) 3 155.26 51.75 9.86 0.0001
Tiempo*Trat(Enzima) 30 12507.88 416.93 79.46 0.0001
Tiempo*Trat(Enzima F) 12 65.41 5.45 1.04 0.4184
Tiempo*Trat(Enzima P) 9 105.19 11.69 2.23 0.0246
C.V. 4.5

R® 0.95

En FDNr bajo el mismo modelo (modelo 1), de nuevo tiempo X enzima y tiempo x
tratamiento dentro de Fibrozyme, asi como factor enzima no mostraron significancia, el
resto de las fuentes de variacion si afectaron el contenido de FDNr durante la incubacién
in situ (Cuadro 31).
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Cuadro 31. Andlisis de varianza de la FDNr.

FDN residual
F.V. GL SC CM F cal P>F

Modelo 12 3907.03 325.58 38.68 0.0001
Error 147 1668.98 11.35

Tiempo 3 3632.62 1210.87 106.65 0.0001
Enzima 2 57.58 28.79 2.81 0.0641
Tiempo X Enzima 6 78.75 13.13 1.28 0.2709
Tratamiento 9 274.42 30.49 2.69 0.0064
Trat(Enzima) 9 274.42 30.49 298 0.0031
Trat(Enzima F) 4 127.71 31.93 3.12 0.0177
Trat(Enzima P) 3 89.12 29.71 29 0.0378
Tiempo*Trat(Enzima) 30 407245 135.75 13.25 0.0001
Tiempo*Trat(Enzima F) 12 112.09 9.34 0.91 0.5373
Tiempo*Trat(Enzima P) 9 248.98 27.66 2.7 0.0067
C.V. 4.16

R® 0.70

El tipo de aditivo quimico tuvo un efecto signicativo sobre la digestibilidad in situ (DIS), sin
embargo ésta no fue afectada por la interaccion tiempo x aditivo quimico. La fibra
detergente neutro residual (FDNr) fue afectada tanto por el aditivo quimico como por la

interaccion tiempo x aditivo quimico (Cuadro 32).

Cuadro 32. Andlisis de varianza para aditivo quimico y tiempo x aditivo quimico.

Digestibilidad in situ

F.V. GL SC CM F cal P>F
Tiempo 3 12279.96 4093.32 307.58 0.0001
Aditivo quimico 4 1746.48 436.62 32.81 0.0001
Tiempo*A. quimico 12 79.47 6.62 0.5 0.9133
Error 60 798.60 13.31
C.v. 6.76
R? 0.88

FDN residual
F.V. GL SC CM F cal P>F
Tiempo 3 3632.62 1210.87 120.89 0.0001
Aditivo quimico 4 218.93 54.73 5.46 0.0004
Tiempo*A. quimico 12 322.17 26.85 2.68 0.0028
Error 60 601.2 10.02
C.v. 3.91
R? 0.75
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El porcentaje promedio de DIS fue diferente para los cuatro tiempos evaluados (P<0.05) y
se incremento linealmente a medida que el tiempo aumento6 (Cuadro 33), indicando que la
la tasa de degradacion de los forrajes en el rumen es proporcional al tiempo de incubacion
del alimento (en este caso rastrojo de maiz). No obstante, se observé que a 48 h de
incubacién, considerado este tiempo como digestibilidad verdadera, fue moderadamente
alta, si se compara con otros forrajes que a ese mismo tiempo exhiben valores de
digestibilidad inferiores al 50%. Lo anterior sugiere que existi6 una mejora en la
degradacién del rastrojo de maiz a 48 h, por la accién de los preparados enziméaticos y los

aditivos quimicos evaluados en el presente estudio.

Cuadro 33. Efecto del tiempo sobre DIS y FDNr.

Tiempo DIS FDNr
24 h 41.15 d 85.12 a
48 h 52.38 ¢ 84.31 a
72 h 56.75 b 81.22 b
96 h 65.48 a 73.07 ¢
Tukey= 0.05 1.4 1.96

Letras distintas entre lineas difieren estadisticamente

Los valores de FDNr mostraron una tendencia inversa a DIS; en este caso no hubo
diferencias significativas entre los tiempos 24 y 48 h, los cuales arrojaron los valores mas
elevados de FDNr, seguidos de los tiempos 72 y 96 h que exhibieron valores de FDNr
menores. No obstante, existi6 una correlaciéon alta y negativa (r=-0.78; P<0.0001) entre
FDNr y DIS, indicando que a medida que el contenido porcentual de fibra detergente
neutro residual disminuy6 la digestibilidad in situ aument6 proporcionalmente para cada
tiempo evaluado. Este comportamiento se observd consistentemente dentro y entre los
tratamientos evaluados en la etapa experimental in situ (Cuadro 34). De hecho
considerando DIS como variable independiente (X) y FDNr como variable dependiente (Y)
se encontré entre variables una relacion inversa y=106.9-0.48x,. Ademas la correlaciéon
Tiempo y DIS fue de (r=0.987) y una relacion de dependencia lineal y positiva de DIS
respecto al Tiempo (y= 34.6+0.322x;); en tanto que la correlacion Tiempo y FDNr fue

negativa (r=-0.92) y una relacion (y= 90.71-0.164x;) también negativa.
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Cuadro 34. Correlacion entre DIS y FDNr dentro y entre tratamientos.

DIS
FDNr R R+M C+F U+F C+U+F C+P U+P C+U+P F P
R -0.78
0.0004
R+M -0.71 -0.78
0.0019  0.0003
C+F -0.79 -0.84 -0.79
0.0003 0.0001 0.0002
U+F -0.79 -0.81 -0.77 -0.83
0.0003 0.0002 0.0005 0.0001
C+U+F| -0.64 -0.61 -0.60 -0.63 -0.69
0.0074 0.0114 0.0145 0.0096 0.0033
C+P -0.79 -0.77 -0.78 -0.85 -0.80 -0.82
0.0003 0.0005 0.0004 0.0001 0.0002 0.0001
U+P -0.77 -0.73 -0.71 -0.67 -0.75 -0.69 -0.65
0.0005 0.0015 0.0020 0.0041 0.0008 0.0028 0.0062
C+U+P| -0.81 -0.81 -0.78 -0.82 -0.84 -0.76 -0.67 -0.78
0.0002 0.0001 0.0003 0.0001 0.0001 0.0007 0.0042 0.0004
F -0.77 -0.76 -0.73 -0.77 -0.79 -0.72 -0.66 -0.73 -0.82
0.0005 0.0007 0.0013 0.0006 0.0002 0.0016 0.0056 0.0014  0.0001
P -0.79 -0.86 -08 -087 -08 -0.84 -0.71 -0.82 -0.85 -0.89
0.0003 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0021 0.0001 0.0001 0.0001

En el Cuadro 35 se observa que existieron diferencias entre preparados enzimaticos

sobre la DIS, donde Promote fue superior a Fibrozyme (P=0.0001). La comparacion de

medias incluy6 el promedio del conjunto de tratamientos que contenian Promote y de los

tratamientos con Fibrozyme, en ambos casos con y sin aditivos quimicos, ademas se

incluyeron ambos testigos (TO y T00). Los resultados indicaron que los tratamientos que

incluyeron Promote (P, P+U, P+C y P+U+C) superaron en DIS a los que incluyeron

Fibrozyme (F, F+U, F+C y F+U+C). Ademas, ambos grupos de tratamientos superaron

(P<0.05) a TO (rastrojo+melaza) y este a su vez superé (P<0.05) a TOO (rastrojo sin

melaza). Sin embargo, en FDNr no existieron diferencias entre tratamientos y TO, pero si
superaron a TOO (P<0.05).
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Cuadro 35. Comparacion entre preparados enzimaticos y testigos.

Enzima DIS FDNr
Promote* 56.14 a 80.35 a
Fibrozyme** 54.85 b 80.98 a
TO 53.27 ¢ 81.06 a
TOO 42,20 d 82.92 b

Tukey= 0.05 0.80 1.18

*P, P+U, P+C y P+U+C; *F, F+U, F+C y F+U+C

La interaccion tiempo x enzima no afectd significativamente la DIS ni la FDNr, de modo
que los tratamientos evaluados tuvieron un comportamiento lineal sobre los tipos de

preparados enzimaticos estudiados en el presente trabajo (ver Cuadros 30 y 31).

7.2.1.1. Efecto de tratamientos

La prueba de medias indicé que los tratamientos P+U+C, P+C y F+U+C registraron los
valores mas altos en DIS, incluso superaron a TO (Cuadro 35) y en el caso de FDNr,
P+C+U registr6 el valor mas bajo de FDNr, seguido por P+U+C y F+U+C,
respectivamente, aunque no difirieron de TO. No obstante, la correlacion entre DIS y FDNr
fue (r= -0.78), indicando con ello que los tratamientos que consignaron los valores mas
altos de DIS también tendieron a expresar los valores mas bajos de FDNr, de modo que
aungue tales tratamientos no fueron diferentes a TO (rastrojo+melaza), existe evidencia de
que si tuvieron un efecto mayor sobre la degradacion de la pared celular del rastrojo de
maiz durante la incubacion in situ. El resto de los tratamientos fueron todos iguales a TO,
excepto TOO (rastrojo sin melaza) quien mostré el mas alto valor de FDNr y

consecuentemente el mas bajo en DIS (Cuadro 36).
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Cuadro 36. Prueba de medias de tratamientos sobre DIS y FDNr

DIS, % FDNr, %
Fibrozyme
Urea 54.63 bcd 80.47 ab
Cal 55.87 abc 82.16 ab
Urea+Cal 56.01 ab 79.17 ab
S/Q 52.89 d 82.13 ab
Promote
Urea 53.97 cd 80.49 ab
Cal 56.90 ab 80.39 ab
Urea+Cal 58.15 a 78.60 b
S/Q 55.53 abcd 81.93 ab
Testigos
R+Melaza (T0) 53.27 cd 81.06 ab
Rastrojo (T00) 42.20 e 82.92 a
Tukey= 0.05 2.74 3.83

Letras distintas entre lineas indican diferencias estadisticas entre tratamientos.

El andlisis de tratamientos por tiempos de incubacion in situ mediante la prueba de
medias mostré que a 24 h ninguno de los tratamientos resulté superior a TO. Sin embargo,
F+C+U super6 a TO en 4 unidades porcentuales, que representa un incremento del 9.7%
sobre TO, aunque dicha diferencia no fue significativa (Cuadro 37). A 48 h F+C, P+C vy
P+U+C consignaron valores de DIS superiores a TO (Tukey, p<0.05), el resto de los
tratamientos reportaron valores de DIS iguales a TO, excepto T0O, el cual registré el valor

més bajo de DIS para los cuatro tiempos de digestion in situ.

Los tratamientos de F sin quimico y P+U fueron los que mostraron los comportamientos
mas bajos junto con TO y T0O, siendo este ultimo (rastrojo sin melaza) inferior al resto de
los tratamientos. Considerando por lo tanto, la DIS a 48 h como verdadera, se puede
establecer que los mejores tratamientos fueron: F+C, P+C y P+U+C y se puede afadir
(F+U+C), este ultimo atendiendo la prueba de medias del modelo general para efecto de

tratamientos.
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Cuadro 37. Efecto de tratamiento x tiempo sobre digestibilidad in situ.

Digestibilidad in situ (%)

24 h 48 h 72 h 96 h
Fibrozyme
Urea 41.5 ab 52.9 bc 58.2 ab 66.0 ab
Cal 42.7 ab 54.8 ab 57.7 ab 68.2 ab
Urea+Cal 454 a 53.2 bc 58.0 ab 67.4 ab
S/IQ 40.2 b 50.7 c 54.4 b 66.4 ab
Promote
Urea 41.6 ab 53.7 bc 56.0 ab 64.5 ab
Cal 42.5 ab 579 a 61.0 ab 66.2 ab
Urea+Cal 43.5 ab 56.0 ab 62.2 a 709 a
S/IQ 44.8 ab 54.2 abc 57.5 ab 65.7 b
Testigos
R+Melaza (To) 41.4 ab 50.2 c 57.1 ab 64.4 b
Rastrojo (Too) 28.0 c 40.2 d 45.6 ¢ 55.1 ¢
Tukey= 0.05 4.77 4.07 7.2 5.55

Letras distintas entre lineas difieren estadisticamente.

Las mayores diferencias de superioridad en DIS de los tratamientos sobre TO
(rastrojo+melaza), se presentaron en P+C a 48 h (7.7); P+U+C a 96,48y 72 h (6.5, 5.8,y
5.1, respectivamente); F+C a 48 h (4.7); P a 48 h (4.0); F+U+C a 24 h (4.0); F+C a 96 h
(3.8); P a 24 h (3.4); P+U a 48 h (3.6) y F+U+C a 96 h (3.0). Dichos valores representan
un incremento de DIS sobre TO de: 15.3, 10.0, 11.6, 8.9, 9.3, 8.0, 9.7, 6, 8.2, 7.1 y 4.7%,
respectivamente. En conjunto los tratamientos anteriores superaron en promedio a TO con

9% en DIS. En el caso de TOO, fue inferior a todos los tratamientos (P<0.05).

Aunque existieron pocas diferencias significativas en el porcentaje de DIS, de los
tratamientos evaluados sobre TO, sin embargo de los 32 tratamientos derivados de la
combinacién tratamiento x tiempo, 29 registraron valores de DIS superiores a TO y so6lo
tres fueron inferioresa TO (Fa 24y 72 h, y P+U a 72 h, respectivamente). En general, los
tratamientos que contenian U+C con Promote 6 con Fibrozyme, resultaron superiores en
DIS al resto de los tratamientos, seguidos de los que incluian C con ambos preparados

enzimaticos, que aunque no difirieron estadisticamente de TO, no obstante, bajo la prueba
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de medias de Tukey (Cuadro 38), si se observo la superioridad de U+C y C con los
preparados enziméticos sobre TO, cuando se analizaron los tratamientos mediante
contrastes no ortogonales (Prueba de Scheffé). Es interesante notar, de acuerdo con el
Cuadro 36, que no se encontraron diferencias entre los tratamientos que incluyeron U+C
con aquéllos que sélo incluyeron C, y que ademas, los tratamientos que incluyeron U, 6
enzimas solas (sin aditivos quimicos: ENZ S/Q) y TO mostraron un comportamiento igual
en DIS. De nuevo se encontrd que TOO fue inferior al resto de los tratamientos (P<0.05).

Cuadro 38. Efecto de aditivo quimico en modelo 2.

Aditivo quimico DIS FDNr

u+C 57.1 a 78.9 a
Cal 56.4 a 81.3 bc
Urea 543 b 80.5 ab
Enz S/Q 542 b 82.0 bc
TO 533 b 81.1 bc
TOO 422 c 82.9 c
Tukey= 0.05 2.52 2.19

Letras distintas entre lineas difieren estadisticamente.

En el caso de la FDNr el afecto de los tratamientos dentro de cada tiempo de incubacion
in situ, como se indico previamente en la prueba de media general, no existieron efectos
significativos de los tratamientos en la reduccion de FDNr sobre TO. De los 32
tratamientos derivados de la combinaciones entre preparados enzimaticos y los aditivos
quimicos, 18 de ellos muestran valores de FDNr inferiores a TO, mientras que los 14
restantes expresan valores igual o mayores a TO. Esto indica que aunque la DIS si fue
afectada por algunos tratamientos, como anteriormente se vio, y a pesar de que hubo una
correlacion inversa importante entre la DIS y la FDNr, sin embargo los valores de FDNr no

se redujeron significativamente con respecto al testigo de rastrojo+melaza (Cuadro 39).
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Cuadro 39. Efecto de tratamiento x tiempo sobre fibra detergente neutro residual.

FDN residual (%)

24 h 48 h 72 h 96 h
Fibrozyme
Urea 85.8 a 84.3 a 80.2 a 71.6 ab
Cal 86.3 a 84.3 a 83.4 a 74.6 ab
Urea+Cal 83.4 a 85.7 a 79.4 a 68.1 ab
S/Q 85.2 a 85.1 a 835 a 74.7 ab
Promote
Urea 86.3 a 81.1 a 82.7 a 71.9 ab
Cal 845 a 83.3 a 799 a 73.8 ab
Urea+Cal 84.8 a 83.6 a 79.5 a 66.5 b
S/Q 84.8 a 835 a 81.2 a 78.3 a
Testigos
R+Melaza 849 a 85.6 a 79.1 a 74.6 ab
Rastrojo 85.2 a 86.5 a 83.2 a 76.8 ab
Tukey = 0.05 3.77 6.12 8.5 10.70

Letras distintas entre lineas difieren estadisticamente.

Sin embargo, aunque no se presentaron diferencias entre tratamientos y los respectivos
testigos, si se aprecian tendencias numéricas que es importante sefialar. Por ejemplo, a
48 h salvo el tratamiento F+U+C que resulté ligeramente superior en valor a TO (85.7% vs
85.6%), el resto de los tratamientos tuvieron valores de FDNr inferiores a TO de hecho
todos fueron inferiores en FDNr a T0O, el cual mostré el valor mas alto de FDNr a 48 h
(86.5%) y de hecho es el valor mayor en todo el conjunto de tratamientos. Ademas, en
este mismo tiempo el tratamiento de P+U consigné -4.5 unidades porcentuales absolutas
de FDNr que TO (81.1% vs 85.6%, respectivamente), que representa una reduccion
verdadera de 5.6% respecto a TO. Debe tenerse presente que en DIS a 48 h todos los
tratamientos registraron valores mayores a TO; esto probablemente explique la correlacion
inversa entre DIS y FDNr (r=-0.66, P<0.0001). Ademas, los tratamientos con U+C
registraron los valores méas altos de DIS. En el mismo sentido P+U+C registré 8.12%
menos contenido de FDNr que TO a 96 h (66.5% vs 74.6%), en este mismo tiempo F+U+C
registr6 6.4% menos FDNr que TO (68.1% vs 74.6%). También a 96 h F+U y P+U
mostraron reducciones en porcentaje de FDNr en comparacién con TO (3.0% y 2.7%,

respectivamente).
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7.2.1.2. Contrastes no ortogonales

Se aplicaron para validar los resultados obtenidos a partir del modelo completo y para
discriminar algunas tendencias entre los diferentes factores y sus respectivos niveles
estudiados en la etapa in situ. Fueron aplicados en forma independiente para DIS y para

FDNr en n-1 contrastes no ortogonales (prueba de Scheffe; Steel y Torrie, 1988).

En DIS el promedio de todos los tratamientos supero6 al promedio de ambos testigos (TO y
T0O0); el mismo comportamiento ocurrié entre los tratamientos con respecto a TO; también
los promedios de los tratamientos que contenian Fibrozyme o Promote exibieron una DIS
superior a TO. Promote superé a Fibrozyme, asi mismo los tratamientos que incluyen
aditivos quimicos superaron al promedio de los que no contienen dichos aditivos (incluye
a TO y TOO asi como a F y P) (Cuadro 40). Ademas, los tratamientos con C 6 U+C 06 sin
aditivos quimicos, en conjunto presentaron valores superiores a los que so6lo contenian U,
pero dichos tratmientos fueron inferiores a los que contenian C, y a su vez, los que
contenian U+C fueron superiores a los que contenian C. La suma de los ci yi (2ci yi) para
diferentes contrastes permite discriminar los tratamientos que mejores resultados
consignaron en DIS. En realidad se adicionan los diferenciales de los productos de los
coeficientes (Ci) por los promedios de los tratamientos que se comparan en cada uno de
los contrastes seleccionados. La suma absoluta de C4 y C9 es 48.3% y corresponde a
P+U+C; C4+C8 = 37.3%, corresponde a P+C; C3+C9 = 38%, corresponde a F+U+C y
C3+C8 = 27.0% corresponde a F+C. Dichos tratamientos fueron superiores a TOO con
17.8% el resto de los tratamientos con preparados enzimaticos sin aditivos 6 éstos con
urea resultaron inferiores a T00. Debe notarse que estos fueron los mismos resultados
obtenidos mediante Tukey aplicada a los tratamientos del modelol 6 la prueba de medias

para Tratamiento x Tiempo también derivada del modelo 1.
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Cuadro 40. Andlisis de varianza mediante contrastes no ortogonales para DIS.

F.V. GL SC CM F cal P>F
Tratamiento 9 2831.48 314.61 59.96 0.0001
Tratamiento*Tiempo 30 12507.88 416.93 79.46 0.0001
C.V. 4.25
R? 0.96
Contrastes Ci GL SC CM F CAL P>F sci Vi
Testigo vs. Tratamientos Cl1 1 1542.54 1542.54 293.97 0.0001 -62.10
Testigo 2 vs. c2
Tratamientos 1 70.62 70.62 13.46 0.0004 -17.82
Testigo 2 vs. Enzima F C3 1 32.06 32.06 6.11 0.0148 -12.66
Testigo 2 vs. Enzima P C4 1 105.72 105.72 20.15 0.0001 -22.98
Enzima F vs. Enzima P a5 1 53.36 53.36 10.17 0.0018 -10.32
Sin quimico vs. Quimico  C6 1 941.01 941.01 179.33 0.0001 -59.42
Uvs.C,C+Uy S/IQ C7 1 60.73 60.73 11.57 0.0009 -19.08
Cvs. U, C+Uy S/Q Ccs8 1 33.98 33.98 6.48 0.0122 14.29
U+Cvs.CyU C9 1 106.99 106.99 20.39 0.0001 25.34

En el caso de FDNr solo fueron significativos los contrastes promedio de tratamientos
contra promedios de dichos testigos (TOy T00) ya que TOO consistentemente consigné el
mas alto valor de FDNr y el valor mas bajo de DIS. Asimismo, los tratamientos sin aditivos
guimicos fueron inferiores a los que si incluyeron aditivos quimicos por la razén antes
indicada, y U+C ya sea con Fibrozyme o Promote superaron a aquéllos que contenian cal
6 urea con ambos preparados enzimaticos. Los tratamientos que contenian Promote o
Fibrozyme no difirieron de TO, tampoco hubo diferencias entre Promote y Fibrozyme, ni U
ni C difirieron del resto de los tratamientos. Sin embargo, los tratamientos que incluyeron
U+C si superaron en promedio a los que s6lo contenian C ¢ U. Este resultado sugiere la
existencia de un moderado sinergismo entre urea y cal sobre la degradaciéon de la pared
celular del rastrojo de maiz, por encima de la actividad independiente de la cal o la urea.
Lo anterior, probablemente explique por qué consistentemente P+U+C fue el tratamiento
gue mostré los mejores resultados tanto en porcentaje de DIS como de FDNr, seguido por
F+U+C y F+U, respectivamente, con los cuales generalmente no difiere
significativamente. Dichos trtamientos como ya se indicO superaron al testigo de

rastrojo+melaza (TO) (Cuadro 41).
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Cuadro 41. Andlisis de varianza mediante contrastes no ortogonales para FDNr.

FDN residual
F.V. GL SC CM Fcal P>F
Modelo 39 4346.83 111.46 10.88 0.0001
Error 120 1229.15 10.24
Tratamiento 9 27442 3049 298 0.0031
Tratamiento*Tiempo 30 4072.45 135.75 13.25 0.0001
C.V. 3.95
R? 0.78
Contrastes GL SC CM Fcal P>F 2Ci Vi
Testigo vs. Tratamientos 1 4498 4498 4.39 0.0382 10.60
Testigo 2 vs. Trat. 1 225 225 0.22 0.6405 3.18
Testigo 2 vs. Enzima F 1 0.09 0.09 0.01 0.9257 0.67
Testigo 2 vs. Enzima P 1 6.47 6.47 0.63 0.4282 5.68
Enzima F vs. Enzima P 1 12.60 1260 1.23 0.2695 5.02
Sin quimico vs. Quimico 1 124.27 124.27 12.13  0.0007 21.59
Uvs.C,C+Uy S/IQ 1 149 149 0.15 0.7035 -3.00
Cvs., U, C+Uy S/Q 1 15.64 15.64 153 0.219 9.68
U+Cvs.CyU 1 135.49 135.49 13.23 0.0004 -28.52

7.3. Resultados etapain vivo

7.3.1. Comportamiento animal

El tratamiento afecté la ganancia diaria de peso (P=0.0018), la conversién alimenticia
(P=0.004) y el peso ganado (P=0.0001), pero no afecté el consumo de alimento (Cuadro
42 a y b). La interaccién Sexo*Tratamiento fue significativa s6lo para peso total ganado

(P=0.05), mientras que el efecto del sexo fue significativo para las cuatro variables

indicadas (P<0.0001).
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Cuadro 42. a) Andlisis de varianza para ganancia diaria de peso (GP), consumo de
alimento (CoA), conversion alimenticia (CA), peso ganado (PG).

GP CoA CA PG
kg/dia kg/dia kg kg
F.V. GL CM P>F CM P>F CM P>F CM P>F
Sexo 1 0.0197 0.0001 0.106 0.0001 13.17 0.0001 38.63 0.0001
Rep(Sexo) 4 0.0005 0.2767 0.007 0.2187 0.28 0.7598 1.07 0.2307
Trat 6 0.0018 0.0025 0.010 0.0757 2.67 0.0038 3.98 0.0009
Sexo*Trat 6 0.0009 0.0754 0.004 0.6027 1.25 0.0952 1.82 0.0459
Error 24 0.0004 0.005 0.61 0.71
C.V. 13.94 7.83 12.12 11.70
R® 0.80 0.66 0.72 0.82
b) Andlisis de varianza para peso final (PF).
PF Cov*
kg
F.V. GL SsC CM FC P>F
Sexo 1 78.36 78.36 52.33 0.0001
Rep(Sexo) 4 4489 11.22 7.49 0.0005
Trat 6 41.75 6.96 4.65 0.0031
Sexo*Trat 6 34.41 5.73 3.83 0.0086
Peso Inicial 1 134.28 134.28 89.67 0.0001
Error 23 34.44 1.50
C.V. 4.30
R® 0.91

*Ajustado por el peso inicial como covariable.

Los tratamientos que contenian F, P y P+C+U mostraron una ganancia de peso diaria
(GP) y peso ganado total (PG) similar, pero fueron superiores al resto de los tratamientos
incluyendo al testigo (TO; P<0.05). Por otra parte, F, P+C, F+C+U y P+C+U superaron al
resto de los tratamientos (P<0.05) en conversion alimenticia (CA), el resto de los
tratamientos fueron similares a TO. En peso final (PF) los tratamientos F, P, P+C y P+C+U
tuvieron un comportamiento similar pero superaron al resto de los tratamientos,
incluyendo a TO (P<0.05). Finalmente, en CoA no hubo diferencias entre tratamientos ni
entre éstos con TO, sin embargo TO consignd uno de los valores mas bajos en consumo
diario de alimento (0.817 kg) junto con el tratamiento F+C+U (0.815 kg). No obstante, TO
registro la mas baja CA (7.81 kg de MS/kg de peso vivo), mientras que F+C+U mostré uno

de los valores mas altos en CA (6.14 kg de MS/kg de peso vivo) (Cuadro 43).
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Cuadro 43. Prueba de medias para GP, CoA, CA, PGy PF.

Tratamiento GP CoA CA PG PF
Kg/dia kg

TO 0.108 b 0817 a 781 a 575 b 26300b
F 0.165 a 0904 a 583 b 8.18 a 29.60 a
P 0.145 a 0921 a 655 ab 793 a 2896 a
F+C 0.133 ab 0.843 a 6.52 ab 6.96 ab 28.13 ab
P+C 0.143 ab 0.860 a 6.11 b 7.00 ab 28.67 a
F+C+U 0.140 ab 0.815 a 6.14 b 6.87 ab 28.28 ab
P+C+U 0.152 a 0880 a 597 b 763 a 2921 a
Tukey =0.05 0.036 0.126 1.44 1.56 2.27

Medias con literales distintas por columna difieren entre tratamientos.

7.3.2. Patron de fermentacion ruminal

La produccion de acetato (AA), propionato (AP), butirato (AB) y la produccion de AGVt

fueron afectados por el Sexo (bloque), Tratamiento y Sexo*Tratamiento. Sin embargo, el

pH, proporcion acetato:propionato (A:P) y nitrégeno amoniacal (N-NH3) del liquido ruminal

a 6 h, no fueron afectados por el sexo, tratamiento y sexo x tratamiento (Cuadro 44 a y b).

Cuadro 44. a) Analisis de varianza para AA, AP, AB y AGV1t.

AA AP AB AGVt
mMol/L
F.V. GL CM P>F CM P>F CM P>F CM P>F
Sexo 1 117.43 0.0001 2.85 0.0525 23.67 0.0001 302.47 0.0001
Rep(Sexo) 4 3.62 04348 0.74 0.3871 1.20 0.3601 10.39 0.3294
Trat 6 69.80 0.0001 8.05 0.0001 2.78 0.0405 156.29 0.0001
Sexo*Trat 6 101.91 0.0001 13.20 0.0001 6.34 0.0006 260.02 0.0001
Error 24 3.68 0.69 1.05 8.53
C.V. 5.79 9.51 19.29 6.20
R? 0.93 0.89 0.77 0.93
b) pH, proporcién A:P y nitrégeno amoniacal (N-NHs, mg/dL).
pH AP N-NH;
F.V. GL CM P>F CM P>F CM P>F
Sexo 1 0.017 062 030 015 29 0.64
Rep(Sexo) 4 0.109 0.22 0.13 046 10.2 0.78
Trat 6 0.049 065 021 022 9.0 0.66
Sexo*Trat 6 0.051 0.62 0.28 0.10 5.7 0.85
Error 24 0.070 0.14 13.1
C.v. 3.65 9.56 34.2
R? 0.39 0.53 0.20
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El pH, proporcion acetato:propionato (A:P), concentraciébn de acido butirico (AB) y
nitrégeno amoniacal (N-NHs) fue similar entre tratamientos y el testigo (T0). En produccion
de acido acético (AA) a excepcion del tratamiento P+C que tuvo un comportamiento
similar a TO, el resto de los tratamientos registraron valores superiores a TO (P<0.05),
pero los mayores valores los consignaron los tratamientos con Fibrozyme solo (F),
Promote solo (P) y Fibrozyme+Cal (F+C), y fueron estos mismos tratamientos, los que
reportaron los valores mas altos de produccién de acido propiénico (AP) y acidos grasos
volatiles totales (AGVt), superando a TO en todos los casos (P<0.05) (Cuadro 45).

Cuadro 45. Prueba de medias para pH, AA, AP, AB, AGVt y relacién A:P.

TRAT. pH AA AP AB AGVt A:P N-NH;

mMol/L (mM/dL)
TO 722 a 2820d 751 d 453 a 40.24 ¢ 3.85 a 11.7 a
F 729 a 3794 a 10.73 a 5.68 a 5435 a 355a 92 a
P 707 a 3587 a 958 ab 6.33 a 51.77 a 3.86 a 110 a
F+C 715 a 35.32 ab 9.09 bc 5.96 a 50.37 ab 3.89 a 9.7 a
P+C 728 a 30.38 cd 7.99 cd 4.95 a 43.32 ¢ 3.87 a 103 a
F+C+U 7.31 a 31.90 bc 8.33 bcd 4.80 a 45,03 bc 3.84 a 9.6 a
P+C+U 728 a 32.13 bc 7.73 cd 4.89 a 4475 ¢ 419 a 125 a

Tukey=0.05 0.49 3.56 1.53 1.9 5.42 0.68 6.6
Medias con literales distintas por columna difieren entre tratamientos.

7.3.5. Contenido de fibra en heces y digestibilidad por cenizas insolubles

El porcentaje de fibra detergente acido (FDA) fue afectado por el sexo de los ovinos
(P<0.0001) y por la interaccion sexo x tratamiento (P=0.003), pero no por el efecto de los
tratamientos evaluados. El contenido de lignina sélo fue afectado por sexo (P = 0.029); el
resto de las variables incluyendo los tratamientos no mostraron significancia. Sin
embargo, tanto el contenido de fibra detergente neutro (FDN) como la digestibilidad por
cenizas insolubles (DCI) fueron afectados por los tratamientos (P=0.004 y P<0.0001,
respectivamente). En general los coeficientes de variacion fueron bajos en todos los
casos, denotando un bajo grado de error aleatorio y un nivel aceptable de confiabilidad en

la evaluacién de las variables antes mencionadas (Cuadro 46).
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Cuadro 46. Andlisis de varianza para el porcentaje de FDA, lignina, FDN y DCI en heces.

%FDA %LIG %FDN %DCI
F.V. GL| CM P>F CM P>F CM P>F CM P>F
Sexo 1 | 130.7 <.0001|102.71 0.029 | 7.02 0.106 4 0.384

Rep(Sexo) 4 | 11.52 0.13 | 24.46 0.305 1.9 0.558 | 5.63 0.377
Tratamiento 6 | 11.63 0.105 16.8 0.524 | 10.66 0.004 |235.13 <.0001
Sexo*Trat 6 | 26.14 0.003 | 35.44 0.13 4.6 0.131 | 2.66 0.786

Error 24| 5.81 19.07 2.48 5.09
R? 0.74 0.53 0.64 0.92
C.V. 4.74 13.81 2.44 3.35

No hubo diferencias entre tratamiento ni de éstos con el TO respecto a los porcentajes de
FDN, FDA y LIG. No obstante en el porcentaje de DCI los tratamientos F+C+U y P+C+U
reportaron lo mayores valores de DCI seguidos por el tratamiento de F+C, los cuales
superaron al TO quien mostré el comportamiento mas bajo junto con F (P<0.05). F+C
super6 al TO en 5 unidades absolutas, lo que representd un incremento real del 8% en
DCI sobre el TO; F+C+U y P+C+U superanron al TO en 12.9 y 12.8 unidades absolutas, lo
gue representd un incremento real en DCI del 20.5 y 20.3%, respectivamente (Cuadro
47).

Es posible que las diferencias en porcentaje de DCI entre tratamientos esté relacionada
con la composicion de las dietas experimentales (datos no reportados), pues los valores
promedio para el porcentaje de cenizas insolubles en &cido (CIA), en las dietas
experimentales de los diferentes tratamientos, muestran una correlacién inversa con el
porcentaje de digestibilidad por cenizas insolubles. Asi el testigo (T0), Fibrozyme (F) y
Promote (P) sin aditivos quimicos compartieron misma dieta base con un contenido de
3.18% de cenizas insolubles en &cido (CIA) y reportaron el mas bajo porcentaje de DCI.
Ademas F+C y P+C también compartieron la misma dieta base, cuyo contenido de CIA
fue de 2.85% y su digestibilidad mostr6 un comportamiento intermedio; mientras que
F+C+U y P+C+U con una misma dieta base tuvo un contenido de CIA de 2.44% y ambos
tratamientos consignaron los valores mas altos de DCI. Lo anterior se sustenta en los
propios modelos utilizados para realizar las estimacion final de la digestibilidad, a partir de
los contenidos de cenizas insolubles en &cido tanto de las heces como de las dietas

experimentales, a los cuales si hizo referencia en la seccion de materiales y métodos para
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la etapa in vivo. Si se atiende a lo indicado por el modelo 2, cuando el porciento de C.l. en
heces es similar entre tratamientos, entonces las diferencias sélo pudieran ser explicadas
por las variaciones en el porcentaje de C.l. en ingrediente, tal como se indicé
anteriormente. Pero también pudo ser producto de la accién combinada de los preparados
enzimaticos con la cal y la urea, ya que F+C+U, P+C+U y F+C, reportaron los valores méas
altos de porciento de DCI y también porciento de AA.

Cuadro 47. Prueba de medias de tratamientos para FDA, lignina, FDN y DCI.

Tratamiento %FDA %LIG %FDN %DCI

T 50.46 a 34.14 a 65.28 a 62.93 cd
F 51.77 a 31.80 a 66.29 a 59.92d
P 52.18 a 30.77 a 64.80 ab 63.34 cd
F+C 49.23 a 30.68 a 64.14 ab 67.90 b
P+C 48.84 a 28.95 a 62.00 b 65.49 bc
F+C+U 52.24 a 3240 a 64.11 ab 75.79 a
P+C+U 51.34 a 32.64 a 64.96 a 75.67 a
Tukey 0.05= 4.47 8.1 2.92 4.18

Letras diferentes por columnas indican diferencias estadisticas entre tratamientos.

7.3.7. Relaciones entre indicadores de la etapa in vivo

DCI correlacion6 negativamente con produccion de acido propionico (r=-0.338, P=0.0287),
y también negativamente con el porcentaje de la misma variable (r=-0.305, P=0.0493),
con la relacion A:P (r =0.311, P=0.0453) y con la produccién de acido acético (r=0.296,
P=0.0572). El porcentaje de fibra detergente neutro en heces correlaciond con la relacion
acido acético:acido propidnico (r=-0.328, P=0.0342), con contenido de acido propiénico
(r=0.351, P=0.0226), mientras que el porcentaje de FDA correlacioné con porcentaje de
lignina (r=0.542; P=0.0002) y con ganancia de peso final (r=0.287; P=0.0656). En general
las correlaciones son bajas pero significativas, excepto en el caso del contenido de FDA

con el porcentaje de LIG, que mostraron el valor de correlacion mas alto (Cuadro 8 A).
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8. DISCUSION

8.1. Etapa in vitro

8.1.1. Produccién de gas y perfil del modelo no lineal de Vmax, Sy FL

Existié sinergismo positivo entre los preparados enzimaticos y los aditivos quimicos en la
produccién de gas (VG, TF y VA), ya que aungue todos los tratamientos a 0 h de
aplicaciones enzimaticas fueron superiores a los de 24 h (P<0.05), los mejores fueron
FO+U, FO+C, FO+C+U y P0O+U, para VG, y FO+U, FO+C y FO+C+U) para VA; incluso
fueron superiores a FO y PO (P<0.05), aunque todos ellos superaron a TO. Hasta las 24 h,
los tratamientos tratados con Promote aplicado a 0 h y FO, fueron los que mostraron
menor FL. Sin embargo, de forma consistente tanto a 24 como a 96 h, el tratamiento con
P0O+U fue aquél con menor FL, mientras que a 96 h, TO mostr6é la mayor FL. En cierta
investigacion donde se estudio el efecto de aplicacion del preparado enzimatico comercial
Fibrozyme sobre heno de alfalfa y orchardgrass (pasto ovillo: Dactylis glomerata), se
obtuvo un efecto cuadrético al incrementar el pH de 5.6, 6.2 y 6.8, sobre la FL y el valor
mas bajo se encontr6 a pH 6.2 (Marquez et al., 2009); mientras que otros investigadores
también han reportado sinergismo entre aplicacion de preparados enzimaticos exdégenos
sobre paja de arroz, paja de trigo y bagazo de cafia sobre incrementos en la produccion
de gas y degradacion de componentes fibrosos y mejoramiento de la digestibilidad de
dichos sustratos (Eun et al., 2006; Wang et al., 2004; Gémez-Vazques et al., 2003). Lo
anterior sugiere que en el presente trabajo, la accion combinada de preparados
enzimaticos (F y P) con aditivos quimicos como urea (U) e hidroxido de calcio (Cal=C)
contribuyeron a mejorar la degradacion de componentes fibrosos del rastrojo de maiz, en
especial la fraccién de la fibra detergente neutro (FDN). Almaraz et al. (2010) encontraron
incrementos lineales para produccion de gas a 48 h de fermentacion para niveles de 0, 3y
6 g/kg de MS de un preparado enzimético comercial (Fibrozyme); ademas, se redujo la FL
a 4 h. Otros autores han encontrado que ocurren incrementos lineales en la produccion de
gases y AGV totales con respecto a la dosis, al utilizar preparados con endoglucanasas y
xilanasas en diferentes proporciones (Tricarico y Dawson, 2005; Colombatto et al., 2007),

lo cual coincide con lo encontrado en el presente trabajo. Lo anterior guarda relacion con
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la capacidad que tienen ciertos preparados enzimaticos producidos exégenamente para
promover la degradacion de compuestos fibrosos de mayor resistencia, mejorando con
ello el aprovechamiento del forraje. Se han reportado incrementos de la digestibilidad
aparente total de la FDN, FDA vy celulosa (Souza et al., 2006c), mientras que otros han
consignado incrementos importantes en la digestibilidad de la materia seca y de la materia
organica debido a la accion de las enzimas fibroliticas exégenas (Eun y Beauchemin,
2007b; Eun et al., 2007b). Otros autores han reportado sinergismo entre Fibrozyme con
amoniaco, mejorando el consumo de alimento por el animal, como una consecuencia del
incremento en la digestibilidad de la materia seca en los tratamientos que contenian la
enzima y el amoniaco, en comparacion con un tratamiento control (Gémez-Vazquez et al.,
2003). En el presente trabajo se encontré6 que los tratamientos que contenian urea
mostraron el mas alto perfil de N-NH; frente al resto de los tratamientos, incluyendo al
testigo, que en esa variable mostré6 uno de los comportamientos mas bajos (P<0.05).
Incluso superaron a los tratamientos que contenian los preparados enzimaticos (F24, FO y
PO; P<0.05), a excepcion de P24, que fue estadisticamente igual a los tratamientos con
urea, lo que sustenta la existencia de sinergismo positivo de los preparados enzimaticos y
la urea en la degradacion de los componentes fibrosos del rastrojo de maiz en el presente
estudio. Ademas, a 24 h el N-NH3; mostré una alta correlacién con VG a 24 h, VG a 48 h,
DMO a 24 h, DMO a 48 hy DV (r=0.73, r=0.76, r=0.82, r=0.86 y r=0.81, respectivamente;
P<0.0001); a 36 h y 48 h también correlacion6 con EM (r=0.62; P<0.0025 y r=0.65;
P<0.0014); mientras que con propionato y butirato correlacioné fuertemente a 36 y 48 h
(Cuadros 6A y 7A). Esto indica que la suplementacién con urea tiene efectos benéficos en
la cinética ruminal, sobre todo favoreciendo el crecimiento en la poblacién de las del tipo
fibrolitico que puede traer como consecuencia una mejora en los patrones de AGV,
especialmente el de la produccién de AP, que es una buena fuente de energia para los
rumiantes. Wang et al. (2004) aplicaron 1.5 mg/g de MS sobre paja de trigo sin tratar
(control) o tratada previamente con alcali (NaOH; tratamiento) y se incrementd la
produccion de gas (P<0.001); ademas, la aplicacion de 0, 0.15y 1.5 mg/g de MS de la
misma paja (no tratada y tratada con NaOH) y la misma mezcla enzimética in situ,
incremento la desaparicion de la MS de los tratamientos sobre el control (P<0.001). En el
experimento in vivo, la paja de trigo tratada 4 meses antes con NH; y luego con la mezcla
enzimatica al suministrar la alimentacion, increment6 la digestibilidad de MS y de la MO.

Concluyeron que el tratamiento previo de la paja de trigo con &lcalis mejoro la eficacia de
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las enzimas exdgenas (in vitro, in situ e in vivo) presumiblemente por romper los enlaces
esterificados, incrementando su volumen vy facilitando con ello la penetracién de las
enzimas a la fraccion de celulosa cristalina. En este sentido Soto y Martinez (2001)
demostraron que la suplementacion con urea y melaza en dietas basadas en pajas puede
incrementar la tasa de ganancia de peso en bovinos, debido a la mayor concentracion de
amoniaco ruminal que favorece el crecimiento y desarrollo de bacterias que degradan
fibra. Se han reportado incrementos lineales in vitro de N-NH;3; a niveles crecientes de
aplicacion enzimatica (Fibrozyme) sobre una dieta 70:30 de concentrado-forraje (Almaraz
et al., 2010). Sin embargo, Giraldo et al. (2008) estudiaron un preparado enzimatico con
actividades endoglucanasa y xilanasa sobre una dieta 70:30 (heno de pasto:concentrado)
y no se afectaron los niveles de N-NH3; y AGVt de los tratamientos sobre el control, pero si

se redujo la proporcion AA:AP del tratamiento sobre el control (P<0.05).

Por su parte Eun et al. (2006) lograron incrementar la degradacién in vitro de la cascara
de arroz mediante el efecto combinado de enzimas EX (endoglucanasas y xilanasas) con
amoniaco. Se incrementd la produccion de gas y la degradacién de la materia seca a 18 y
24 h, respectivamente. Esto pudiera ser una evidencia de que la amonificacion remueve
compuestos fendlicos, rompiendo complejos lignina-carbohidratos y por lo tanto,
incrementado la accesibilidad de la enzima a su sustrato. Ademas, concluyen que
combinando enzimas exdgenas con tratamiento de amonio se incrementa la degradacion
ruminal de la paja de arroz y se espera una mejora potencial del aprovechamiento de ésta
por los rumiantes. Asi mismo, Petersen et al. (1981) han encontrado que el tratamiento
con alcalis antes del ensilado puede incrementar la digestibilidad de residuos de
cosechas. Al tratar paja de Blue grass Kentucky con diferentes alcalis [Ca(OH),, NaOH y
la combinacion de éstos] y melazas, encontraron que el uso de ambos alcalis per se y
combinados incrementaba la digestibilidad in vitro de la MS. Ademas la degradacion y
contenido de FDN y FDA fue afectada positivamente por la adicion de alcalis y melazas
en combinacion con alcalis. Los menores contenidos de FDN se observaron en los
ensilados con Ca(OH), y melazas (61 vs. 71%). La LDA fue similar en todos los
tratamientos; trabajos previos indican que esta no es afectada por el uso de élcalis. Sin
embargo, se ha demostrado que el tratamiento con alcalis puede destruir los enlaces
éster (acido urénico) que unen la lignina con la hemicelulosa, y aunque esto no disminuye

el contenido de lignina, si cambia la susceptibilidad de la pared celular.
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En general, tanto las enzimas P y F per se (sin tratamiento quimico) aplicadas a 0 h, como
los quimicos adicionados con Promote aplicado sin pretratamiento, tuvieron FL m&s cortas
al ser calculadas a partir de los datos de incubacién in vitro hasta 24 h, sin embargo, es
con los datos a 96 h en donde se aprecia, que el tratamiento PO+U es aquél con menor
FL. Esto es importante pues tiempos mas cortos de retardo, indican una colonizacion
microbial en fases tempranas, lo cual, a su vez, acelera el inicio de la fermentacion
(Almaraz et al. 2010).

8.1.2. Degradacion y digestibilidad de la materia seca y cinética microbiana

Es interesante notar que en este trabajo existd una alta correlacion entre la MSD y la DV,
lo cual se explica si se considera que a medida que la fraccidbn desaparecida aumenta,
entonces la fraccion retenida contiene proporcionalmente una mayor cantidad de
compuestos estructurales de mayor resistencia y viceversa. Es por ello que los
tratamientos que mayor cantidad de estos compuestos tenian, fueron los que mostraron
también una mayor cantidad de FDNr, pero con mayor materia seca desaparecida y
mayor digestibilidad in vitro, después de que las muestras residuales derivadas de la
incubacion in vitro fueron sometidas al lavado con detergente neutro. Evidentemente el
caso contrario se presentd generalmente en los tratamientos TO, F24, F24+U, F24+C,
F24+C+U y P24, que originalmente consignaron una menor cantidad de MSD, y por
supuesto, al someterlos al lavado con el detergente neutro, proporcionalmente se obtuvo
un residuo menor porque se liberé material que originalmente no se habia removido. Por
lo tanto, fueron estos también los tratamientos que consignaron los valores mas bajos de
DV y MSD (P<0.05). No obstante los tratamientos con valores mayores de DV a 24 h
fueron FO+C, FO+C+U, PO+U y PO+C+U (52.6, 55.3, 55.6 y 55.8% de DV,
respectivamente), contra TO (testigo) que consignd un valor de 38.5%, de modo que se
obtuvieron 38.7, 43.6, 44.4 y 45.0% de incremento de DV sobre TO, de los cuales, los tres
ultimos valores son los mayores y corresponden con lo que contenian U y dos de ellos
contenian C. Esto concuerda con otros autores en que el tratamiento de las pajas con
aditivos quimicos previo a la aplicacion de enzimas fibroliticas exdgenas incrementa el
acceso de éstas al complejo lignocelulosico probablemente degradando compuestos

fendlicos (Tricarico y Dawson, 2005; Eun et al., 2006; Colombatto et al., 2007).
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Lewis et al. (1996) sefalan que la tasa de desaparicion de la FDN fue més rapida para los
pastos tratados con enzimas que en los no tratados. Sin embargo, ellos encontraron que
la tasa de desaparicion de la MS no difirié significativamente entre sustratos bajo
condiciones in situ. Este resultado es contrario al obtenido en el presente estudio, donde
se encontré un efecto significativo de los tratamientos que recibieron los preparados
enzimaticos (F y P) a 0 h, asi como P24+U, P24+C y P24+C+U sobre la MSD y la DV,
superando a TO que fue el que mostr6 el comportamiento mas bajo (P<0.05). Sin
embargo, los mismos autores sostienen que cuando el forraje de pasto no fue tratado con
enzimas, no existieron diferencias en las tasas de desaparicién de la MS y de la FDN
entre los tratamientos evaluados, lo cual indicé una menor degradacion de la fibra del
forraje. Resultados similares fueron reportados previamente por Stokes (1987) quien tratd
un ensilado de pasto-leguminosa, y por Feng et al. (1996) quienes aplicaron enzimas
directamente a pasto seco antes de la alimentacién. Sin embargo Colombato et al.
(2003a) encontraron que en ensilado de maiz el preparado enzimatico comercial
(Promote) a 48 h incrementd la degradacion de la FDN, pero no a 6, 18 y 96 h, muy

similar a lo aqui reportado.

Ademas, Colombatto et al. (2003b) también reportaron incrementos en adherencia
microbiana a sélidos y de la masa microbiana asociada a liquidos de dos preparados
enzimaticos de Trichoderma longibrachiatum y Aspergillus niger sobre el control; este
resultado coincide con lo encontrado en el presente trabajo para masa microbiana (MM),
pero es contrario a adherencia microbiana (AM). El resultado aqui encontrado para
adherencia microbiana (AM) mostré un efecto inverso a MSD, DV, y FDNr. En este caso,
todo parece indicar que una mayor disponibilidad de nutrientes estuvo presente en
aguellos tratamientos (especialmente TO, F24 sin y con C y U, y F24) donde los
microorganismos continuaron prosperando y por lo tanto, fue aqui donde se obtuvieron los
valores mas altos de AM, mientras que en aquéllos donde el mayor porcentaje de
nutrientes habia desaparecido (F24 con aditivos quimicos; FO y PO sin y con aditivos
quimicos), quiz4 porque habia ocurrido inicialmente una mayor DV, en tal caso, dichos
tratamientos mostraron comparativamente un valor menor de AM (P<0.05). Esto esta
soportado por otras investigaciones que sefialan que los tratamientos con preparaciones
enzimaticas comerciales solas o adicionadas con tratamientos quimicos mejoran la

degradacion de los componentes de la fibra, especialmente la FDN y la materia seca
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desaparecida, liberando potencialmente una mayor cantidad de carbohidratos a partir de
compuestos de alta resistencia en los forrajes fibrosos (Soto y Martinez, 2001; Petersen et
al., 1981; Tricarico y Dawson, 2005; Eun et al., 2006; Colombatto et al., 2007).

Es importante sefialar que como en el caso de las variables de produccion de gas,
también en las presentes variables (MSD, FDNr y DV) generalmente los tratamientos que
mejor resultado consignaron fueron los que recibieron la aplicacion de los preparados
enzimaticos a 0 h, a excepcion de los tratamientos que recibieron Promote adicionado con
C, Uy C+U, cuya aplicacién se llevo a cabo a 24 h. No obstante, alin en este caso, los
mejores tratamientos fueron FO y PO sin y con C, U o C+U, donde ademas, se puede
observar un sinergismo entre ambos preparados enzimaticos y los aditivos quimicos
estudiados para el caso de la DV. Adicionalmente, al igual que en VG y VA, no existieron
diferencias importantes entre los aditivos quimicos (urea e hidréxido de calcio: U y C).
Estos resultados concuerdan con lo encontrado por otros investigadores quienes han
reportado un incremento en la digestibilidad de la MS y en la degradacion de la FDNr en
alimentos tratados con preparados enzimaticos e incubados in situ en bolsas de Nylon
(Lewis et al 1996). Estos mismos autores aplicaron una dosis de 1.65 mL/kg de MS de
heno de pasto y cebada, a 0 y 24 h antes de la alimentacion de los animales canulados.
Reportaron que la enzima infundida ruminalmente produjo un incremento en la
desaparicion de la MS entre 8 y 32 h, asi como de la FDN, disminuyendo
proporcionalmente la FDNr, pero también se incrementé la MSD y la FDNr a 96 h.
Ademas encontraron que las preparaciones enzimaticas aplicadas en pretratamiento al
sustrato, se degradan mas rapidamente cuando entran en contacto con las enzimas
propias del animal, que cuando éstas son infundidas directamente al ambiente ruminal via
canula. Lo cual coincide con los resultados que se presentan en este trabajo, donde el
pretratamiento (24 h antes de la incubacion in vitro) tuvo un efecto menor sobre las
variables de produccion de gas y los indicadores de degradacion y digestibilidad de la MS
que cuando dichos preparados enziméticos se aplicaron al in6culo al momento de iniciar

la incubacion in vitro.

No obstante, otros investigadores han encontrado que el pretratamiento con enzimas, ha
tenido efectos benéficos en la fermentacion ruminal (Hristov et al., 1998). Estos mismos

autores, mostraron que el pretratamiento con enzimas puede incrementar la degradacion
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de la FDN en diferentes alimentos. De nuevo esto no concuerda con lo encontrado en el
presente trabajo, ya que consistentemente, el pretratamiento a 24 h mostr6 resultados
inferiores a los consignados por los tratamientos que recibieron la aplicacion de los
preparados enzimaticos a 0 h antes de iniciar la incubacion in vitro, para la mayoria de la
variables estudiadas, excepto para producciéon de acido acético, donde si parece existir
sinergismo pero solo con Fibrozyme y los aditivos quimicos. No obstante, estos resultados
coinciden con los reportados por Giraldo et al. (2008) quienes no encontraron efectos
benéficos del pretratamiento del alimento antes de suministrarlo a los animales

experimentales.

Por otra parte, aunque se hubiera esperado que los tratamientos suplementados con urea
promovieran los mayores porcentajes de masa microbiana/g MS degradada a 24 h, en
realidad fue el tratamiento PO (sin aditivos quimicos) el que consignd la mayor produccion
de masa microbiana. Para esta variable, los tratamientos P24+U y P24+C+U mostraron
producciones altas y similares a las de sus homdlogos pero sin pretratamiento. Ademas a
este tiempo, a excepcion de PO+C, todos los sustratos con enzima aplicada a 0 h tuvieron
valores superiores a los del testigo (T0). Sin embargo, son los tratamientos con PO los que
favorecen la mayor biomasa microbiana a 96 h y que el tratamiento PO+U fue superior
estadisticamente al resto de los tratamientos (P<0.05).

Estos resultados parecen indicar que el Promote aplicado a 0 h parece favorecer el
crecimiento de microorganismos en el interior del rumen, pero la urea actia
sinérgicamente con la actividad ruminal mejorando el porcentaje de masa microbiana,
pues se sabe que la adicion de NNP a las dietas de los animales incrementa el
crecimiento de bacterias amonificadoras (Petersen et al., 1981, Soto y Martinez, 2001;
Tricarico y Dawson, 2005; Eun et al., 2006; Colombatto et al., 2007).

8.1.3. Digestibilidad de la materia organica (DMO)

Los aditivos quimicos incrementan la velocidad de degradacion del rastrojo de maiz, en
mayor proporcion que los preparados enzimaticos, lo cual se traduce en un aumento de la

digestibilidad de la materia organica de dicho forraje por hora, tal y como lo sefalan otros
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autores (Getachew et al., 1998). También se han reportado incrementos en la
digestibilidad de la materia organica con la aplicacion de diferentes niveles de
endoglucanasas y xilanasas (Tricarico y Dawson, 2005; Colombatto et al., 2007).
Contrariamente, en heno de alfalfa en condiciones in situ de borregos infundidos mediante
canula ruminal con Fibrozyme donde no se increment6 la digestibilidad de la MO del
tratamiento sobre el control, tampoco se incrementaron las digestibilidades de la MS, FDN
y FDA, sin embargo, si se incremento el consumo de MS, MO y FDN (P<0.01, 0.01 y 0.07,

respectivamente; Pinos-Rodriguez et al., 2002).

Asimismo (Williams, 2000) sefiala que la sincronizacién entre la energia y el nitrégeno
suplementados en el rumen es una estrategia adecuada para mejorar la eficiencia de la
fermentacion ruminal. No obstante, para aplicar este principio en formulacién de
alimentos, se necesitan datos sobre las tasas de degradacién de las proteinas y de
fermentacion de los carbohidratos. En tal caso las técnicas de produccion acumulativa de
gas pueden ser usadas para generar esta informacién. De modo que la cinética de
produccién de gas depende de las proporciones de particulas solubles, insolubles pero

degradables, y no degradables del alimento (Getachew et al., 1998).

Eun y Beauchemin (2007b) evaluaron las actividades de productos enzimaticos que
contenian endoglucanasas y xilanasas. Se encontré correlacion entre la actividad de la
endoglucanasas y la degradabilidad de la materia organica (r=0.71; P<0.01). Sin embargo
algunos autores no observaron efecto sobre la degradacion de la materia organica de
enzimas fibroliticas producidas por hongos o provenientes de bacterias (Ferreira et al.,
2006; Bergamaschine et al., 2006). Los resultados aqui encontrados concuerdan con los
primeros autores ya que a 40, 48, y 72 h, los tratamientos que superaron al testigo en
DMO, recibieron los preparados enzimaticos (F o P) a 0 h, aunque en el presente trabajo,
lo hicieron en combinaciéon con U, C o U+C (FO+C, FO+U, FO+C+U, PO+U y PO+C,
respectivamente) (ver Cuadro 5 A); y en digestibilidad de la materia orgénica fraccional
(DMOV/t), Fibrozyme con y sin aditivos quimicos pero aplicados a 0 h y Promote
adicionado con Cal+Urea aplicado a 24 h superaron a TO a 24, 40, 48, 60 y 72 h (ver
Cuadro 6 A).
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8.1.4. Patrones de fermentacién ruminal

En el presente estudio no hubo efectos de los tratamientos enzimaticos y quimicos sobre
el testigo (TO) para AA, AB, AGVt y AA:AP; sin embargo Giraldo et al. (2008) encontraron
efectos positivos a la suplementacion de la enzima directamente en el rumen del animal,
lo cual corrobora lo encontrado en este estudio. Aunque en el caso de ellos no se afecto
la digestibilidad, los AGV, ni el contenido de N-NHs, el uso de la enzima si demostro
incrementar el nimero de bacterias celuloliticas 4 h después de la alimentacién, lo cual
puede indicar, que el uso de la enzima sin pretratamiento puede incrementar la actividad
fibrolitica a consecuencia de este aumento bacteriano. No obstante, en nuestro caso, la
produccion de acido propidnico (AP) si fue mejorada en todos los tratamientos con
aplicacion enzimética a 0 h, asi como en F24+U, F24+C y F24+C+U. Este resultado
coincide con lo reportado por Almaraz et al. (2010), quienes estudiaron diferentes niveles
de Fibrozyme (0, 3 y 6 g/kg de MS) sobre una dieta con 70:30 (concentrado:forraje), y
observaron un incremento cuadratico en la produccion de propionato, donde el mayor
valor se obtuvo con 3 g de enzima/kg de MS a 48 h. En este estudio, en produccion de AP
los rendimientos mayores fueron consignados por los tratamientos PO con C, U y C+U asi
como FO y PO sin aditivos quimicos, los valores intermedios se registraron con P24 con C,
Uy C+U, y PO con C, Uy C+U, inferiores a los primeros pero superiores a TO (P<0.05).
En la interaccion TxTM, para esta misma variable, los tratamientos P24 con C, U y C+U,
FO y PO con y sin aditivos quimicos superaron a TO tanto a 24 h como a 48 h (P<0.05), y a
36 h, F24 sin y con aditivos quimicos, asi como FO, PO, FO+U y PO fueron superiores a TO

(P<0.05); estos resultados son similares a los reportados por los autores anteriores.

Por otra parte, aunque en nuestro caso, los preparados enzimaticos (Fibrozyme y
Promote) per se no incrementaron la produccion de N-NHs, sin embargo, los tratamientos
gue contenian urea (F24+U, F24+C+U, P24+U, P24+C+U, FO+U, PO+U y PO+C+U)
superaron al testigo (TO) en producciéon de N-NHz), concordando con lo reportado por
Giraldo et al. (2008) y Pinos-Rodriguez et al. (2002), quienes tampoco encontraron
efectos de la suplementaciéon enzimatica sobre produccién de N-NHs. En nuestro estudio
tampoco las enzimas solas mejoraron la produccion de N-NHs, sino Unicamente cuando
fueron combinadas con urea. Pinos-Rodriguez al infundir in situ ruminalmente Fibrozyme

en borregos tampoco encontr6 efecto de la suplementacién de la enzima sobre AA, AP y
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AB (mol/100 mol) sobre el control, pero si lo hubo en AGV (mmol/L) a 3 h (P<0.02), a6 h
(P<0.01) y a 12 h (P<0.09). Por su parte, Giraldo et al. (2007b) reportaron incrementos de
AGV (P=0.004) con dos tipos de celulasas y la respectiva combinacion de ellas sobre el
control sin enzimas en una dieta alta en forrajes (70:30; forraje:concentrado),
concordando en parte, con el resultado antes indicado. Ademdas, en este caso la
produccion total de AGV tendié a disminuir en forma paralela a la disminucién del acido
acético. No obstante, se encontré que el acido propidnico si incrementd su valor con el
efecto combinado de los preparados enzimaticos utilizados y los aditivos quimicos, al
grado que esta variable estuvo altamente correlacionada con digestibilidad verdadera
(DV), con materia seca desaparecida (MSD), fibra detergente neutro residual (FDNr),
digestibilidad de la materia organica (DMO) a 48, 60 y 72h, con DMO ajustada por tiempo

(DMOI/T 6 fraccional) y con energia metabolizable (EM).

Algunos autores sostienen que un incremento de acido propiénico a expensas del acético
y el butirico, trae aparejado una reduccion significativa de los mismos y una consiguiente
menor produccién de gas, a la vez que se reduce notablemente la produccién de gas
(Posada y Noguera, 2005; Bruni y Chilibroste, 2001; Theodorou et al., 1998). En el
presente trabajo la produccién de propionato correlacion6 inversamente con el acetato, lo
cual corrobora lo antes citado, de modo que estos resultados permiten suponer que una
mayor produccion de propionato permitira disponer potencialmente de una mayor cantidad
de energia, pues Bruck et al. (1984) sostienen que por cada 100 kcal en la forma de
celulosa, ésta a su vez corresponderd a 52 kcal aproximadamente en la forma de
propionato, 18 de acetato y 5 de butirato. En este caso la mayor degradacion de
carbohidratos complejos de dificil degradacion ocurrié entre 34 y 48 h aunque obviamente
con una menor tasa fraccional de gas que durante las primeras 24 h, no obstante es aqui
donde mayormente se produjo propionato, ya que el acetato y el butirato se liberan en la
primeras horas y sobre todo en alimentos de alto contenido energético, que no es el caso
del rastrojo de maiz, lo cual probablemente provocé la correlacién inversa antes citada
(Cuadro 11 A).

Como era de esperarse, en este periodo de tiempo se obtuvo una baja relacion AA:AP,
sustentada por lo antes dicho. Lo cual explica de nuevo, por qué el AP correlaciono
positivamente con DV, MSD y FDNr, en tanto que el AA lo hizo proporcionalmente en

forma inversa, concordando con los autores antes citados.
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Pinos-Rodriguez (1999) encontrd que disminuyo el porcentaje de AA y la proporcion de
AA:AP, pero aument6 proporcionalmente el AP y el AB a 3 h con ballico y el butirato a 12
h con alfalfa mediante la aplicacion de un preprado enzimatico comercial. Estos
resultados coinciden con lo encontrado en el presente trabajo.

Por otra parte Tricarico y Dawson (2005) encontraron que la adicion de xilanasas redujo la
proporcion de acetato:propionato, los efectos de la suplementacion de dichas enzimas en
la produccion de AGV in vitro variaron dependiendo de los sustratos utilizados, y que la
suplementacion con endoglucanasa redujo consistentemente la  proporcion
acetato:propionato en todos los sustratos probados. Estos resultados sugieren que la
actividad de la xilanasa puede ser mas importante en dietas que contienen alfalfa y la
actividad de la endoglucanasa puede ser mas importante en dietas que contienen heno de
pasto 0 maiz, tal y como se utilizé en el presente estudio y donde se obtuvieron resultados

similares a los reportados por estos autores.

Esto sugiere que la suplementacion con urea puede tener efectos benéficos en la cinética
ruminal, sobre todo promoviendo el crecimiento en la poblacion de bacterias ruminales del
tipo fibrolitico, que puede traer como consecuencia una mejora en los patrones de AGV
especialmente el de la produccién de AP, que es una buena fuente de energia para los
rumiantes. En este sentido Soto y Martinez (2001) demostraron que la suplementacion
con urea y melaza en dietas basadas en pajas puede incrementar la tasa de ganancia de
peso en bovinos, debido a la mayor concentraciéon de amoniaco ruminal que favorece el
crecimiento y desarrollo de bacterias que degradan fibra. No obstante, en este estudio N-
NH; a 36 y 48 h, mostré una alta correlaciéon y positiva con AP y AB a 24, 36 y 48 h,
respectivamente, sin embargo con AA a 36 h correlacioné alta y negativamente y sélo
mostrd una alta correlacion con AA a 24 h y N-NH; a 48 h. Lo anterior explica por qué AP
a 36 h mostro altas correlaciones negativas con la relacion AA:AP a 24 y 36 h y sélo tuvo
alta correlacion positiva con AA:AP a 48 h. Esto estd de acuerdo con lo reportado por
Giraldo et al. (2008), quienes sefialan que la suplementacién con la enzima disminuyo la
tasa AA:AP, y que los cambios en los patrones de fermentacion podrian ser un reflejo de

los cambios en la poblacion de bacterias.
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8.1.5. Indicadores de la velocidad en fermentacién ruminal

Como anteriormente se explico, tanto el comportamiento de la produccion de AA como la
produccién de CO, fueron opuestos al comportamiento de la produccion de AP,
incluyendo las propias correlaciones entre CO, con respecto a AAy AP, sobre todo por
gue el AAy el AP tienden a producirse en forma opuesta a partir de la fermentacion de los
diferentes sustratos. Cuando un forraje fibroso es tratado con aditivos enzimaticos o
guimicos, los enlaces de mayor resistencia entre los diferentes componentes de la fibra
pueden ser removidos, facilitando el acceso de la actividad enzimética, ya sea de los
productos exdgenos o bien, de la proveniente del ambiente ruminal, lo que trae como
consecuencia una mayor velocidad de degradacion y una mayor disponibilidad de
azlcares solubles que originalmente estaban atrapados en la red fibrosa de la pared
celular, pero también de aquellos carbohidratos complejos de mas facil degradacion.
Probablemente esto fue lo que sucedi6 en el presente trabajo y que ocasiond una relacién
opuesta, posiblemente promovida por la actividad combinada de los preparados
enzimaticos y los aditivos quimicos utilizados en el presente estudio. Es importante
destacar que en el presente trabajo los tratamientos que reportaron los valores mayores
de produccion de CO, y CH,, asi como la proporciéon CO,;CHy, fueron los que recibieron el
tratamiento enzimatico (P o F solos o combinados con C y U) a 24 h, aunque no difirieron
de TO. Sin embargo, los mismos tratamientos siguieron una tendencia opuesta para MSD,
DV, FDNr y FDN desaparecida, donde los mejores tratamientos fueron los de aplicacion
enzimatica a 0 h. Giraldo et al. (2007a) reporta un incremento en la produccién de metano
y de AGV (P=0.009 y P =0.004, respectivamente) de la aplicaciébn enzimatica sobre
control en dieta alta en fibra, pero no se afecté la proporcion CH;:AGV. En el presente

estudio tampoco se afectd la proporcion CO,:CH,, respecto a TO.

Esto se confirma con lo reportado por otros autores, quienes sefialan que un aumento en
la produccion de AA y AB contribuye fuertemente a incrementar la produccion de CO,,
CH, y AM, esta ultima como consecuencia de un incremento en la proporcion de ATP
generado por la fermentacion. Sefialan que la relacion de sustrato verdaderamente
degradado a volumen de gas producido puede reflejar variaciones en la produccion de
biomasa microbiana (AM), y este coeficiente ha sido definido como factor de particion.
Este factor disminuye con el tiempo de incubacion, de tal forma que la produccion de gas

0 de AGV y de biomasa microbiana por unidad de sustrato realmente degradado no es

121



una constante y una relacion inversa puede existir entre ellos. La explicacion reside en la
variacion de la producciéon de biomasa microbiana por unidad de ATP generada ("ATP)
(Posada y Noguera, 2005).

El factor de particion puede variar dependiendo de las proporciones molares de AGV
(relacién acetato a propionato) y YATP. La produccién de masa microbiana por unidad de
ATP puede variar desde 10 hasta 32 mg. A una cantidad de similar YATP, una produccién
proporcionalmente mas alta de propionato conducira a un mayor factor de particion en
comparacion con una alta produccion de acetato (3.0 vs. 2.8 y 3.6 vs. 3.3 aun "ATP de 10
y 20, respectivamente) (Bruni y Chilibroste, 2001). Asi, cambios en el patrén de
fermentacion que incrementen la proporcion de acido butirico y acético y disminuya la
proporcion de propidnico, pueden resultar en un incremento en el volumen de gas.
Contrariamente, cambios en la estequiometria de las reacciones que aumenten la
proporcion de propiénico a expensas del butirico y acético, resultarian en menos
produccion de gas a partir de la fermentacion. Por lo que la proporcion molar de AGV
debe ser tomada en cuenta cuando se realizan comparaciones entre perfiles de

produccion de gas provenientes de diferentes sustratos (Theodorou et al., 1998).

Es importante notar que aunque AA correlaciona con CO,, sin embargo no tuvo
correlacion con CH,. No obstante aun con CO, muestra resultados opuestos y sélo
correlaciona cuando AA fue evaluado a 24 y 36 h. Asi, AA a 24 h correlaciona alta y
positivamente con CO, a 24 y 36 h, pero alta y negativamente con CO, a 48 h, mientras
gue con AA a 36 h lo hace en forma opuesta para los mismos tiempos con CO,. La raz6n
de la explicacion es que CO, también correlaciona con propionato (AP) pero las
correlaciones a 24 y 36 h muestran valores opuestos a los exhibidos con AA; ademas en

este caso, AP a 48 h si correlaciona con CO, en los tres tiempos (Cuadro 12 A).

Finalmente la relacién CO,:CH4; mostr6 un comportamiento opuesto al mostrado por AA 'y
un comportamiento parecido al de AP debido a lo antes descrito, y eso esta de acuerdo
con los resultados encontrados por otros investigadores, en el sentido de que una mayor
proporcion de acido propionico durante la degradacion de los forrajes fibrosos, cuando
éstos son tratados con aditivos enzimaticos, o con la combinacion de aditivos enziméaticos

y quimicos se traduce en una reduccion de AA (Posada y Noguera, 2005; Bruni y
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Chilibroste, 2001; Theodorou et al., 1998), lo cual en este trabajo ocurrié principalmente
después de las 36 h, como anteriormente se explico.

Giraldo et al. (2007b) sugirieron que el tratamiento con productos comerciales de
Trichoderma puede incrementar en el interior del rumen la poblacién de bacterias que
utilizan principalmente hemicelulosa y otros productos secundarios de la digestion de la
celulosa, lo cual ocurre generalmente después de las 24 h.

8.1.6. Energia metabolizable y energia neta de lactancia

Tanto para EM y ENL a 48 h se encontré en el presente trabajo que TO al igual que
C+F24, U+P24 C+P24 y U+C+P24 fueron los que mostraron el comportamiento mas bajo
(P<0.05), mientras que el resto de los tratamientos expresaron la mas alta produccion de
EM y de ENL, no existiendo diferencias entre ellos. Al igual que en la mayoria de las
variables se mostro6 la superioridad de los tratamientos, cuya aplicacion de los preparados

enzimaticos se realizo a 0 h, en comparacion con los que fueron tratados a 24 h.

Es importante destacar que las dos variables citadas correlacionaron alta y positivamente
con MM, y con volumen de gas (Cuadro 7 A); Sin embargo, no correlacionaron con AP y
AA. Otros investigadores corroboran este tipo de inconsistencias en los resultados que
han obtenido, por ejemplo Tang et al. (2008), quienes utilizaron mediciones de gas
producido durante la fermentacién in vitro para investigar las caracteristicas e
interacciones en pajas de arroz y trigo 6 rastrojo de maiz, mezclados con alfalfa y trébol a
diferentes proporciones. Ellos registraron el gas acumulado a 2, 4, 8, 12, 14, 16, 24y 48 h
y encontraron efectos de interaccién inconsistentes entre la desaparicion de la materia
seca, de la materia organica y produccion de gas acumulado entre las diferentes mezclas
de cereal y heno de pasto, lo cual guarda estrecha relacion con lo reportado al respecto
en el presente trabajo, donde se presentaron algunas inconsistencias entre variables de
produccion de energia con produccion de algunos acidos grasos como en AA 'y el AP, lo
cual fue discutido en el apartado de correlaciones. Sin embargo, estos autores destacan
una produccion importante de gas aun a 48 h, lo cual también sostienen Liu et al. (2002),

quienes al asociar paja de arroz tratado con NaOH, urea 6 (NH;)HCO3;, 6 sin tratar, con
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heno de pasto lograron incrementar el rango de produccion de gas (P<0.05) a 48 h en 55,
52 y 37%, respectivamente con los aditivos antes indicados, asi como de 0.64 a 1.51,
1.27 y 1.13 mL/h, respectivamente.

Los mismos autores encontraron que hubo aspectos asociativos positivos (P<0.05) en
paja de arroz y paja tratada en al menos todos los niveles de inclusion de heno y hojas de
mora adicionados con la paja tratada con los productos quimicos antes indicados, desde
12 h hasta 96 h, lo cual sugiere que los tratamientos quimicos prolongan su efecto por
tiempos mayores a 24 h, y que en forrajes fibrosos, los estudios de correlacion entre
variables de produccién de gas, AGV, perfil de N-NH; y las respectivas digestibilidades
verdaderas de la MS, MO, asi como los niveles de EM y ENL, los modelos de produccion
deberian proyectarse a tiempos mayores de medicién, para llegar a resultados mas
consistentes y reproducibles (Liu et al. 2002; Tang et al. 2008). En el presente trabajo
resultados semejantes a los reportados anteriormente fueron consignados, ya que se
pudo apreciar que la accién combinada de FO+C y P0O+U fueron los dos tratamientos que
en esta variable y en la mayoria de las variables estudiadas, mostraron los mejores
comportamientos por encima de TO, del resto de los tratamientos e incluso por encima de
los preparados enziméticos solos a O h.

8.1.7. Andlisis de correlacién

De forma consistente, se encontraron correlaciones postivas entre la produccién de gas y
el MSD, DMO (a 24 y 48 h), DV. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por
Blimmel et al. (1997), quienes al evaluar 54 forrajes, encontraron correlaciones de 0.96 y

0.95 entre la produccion de gas in vitro y la degradabilidad de la materia seca.

Ademas se observaron correlaciones altas y negativas entre MDR y FDNr. El porcenaje
de acido acético producido se relacion6 alta y positivamente con la degradacion de FDN,
mientras que la proporcion de acido propiénico se asocio a un mejor porcentaje de MSD,
DV y DMO, pero también a mayores residuos de FDN (FDNr; Cuadros 7, 8y 9 A).
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El que consistentemente la aplicacion de Promote a 0 h hubiese mostrado relacion con el
incremento en la cantidad de biomasa microbiana, producciéon de &cido propiénico y en
muchos casos la digestiblidad de la materia organica, muestra que el Promote per se
aplicado sin pretratamiento, puede incrementar el crecimiento de la biomasa microbiana,
no obstante, la suplementacién con urea parece incrementar esta respuesta. Pues se ha
observado que la suplementacion de N no amoniacal produce un crecimiento de las
bacterias amiloliticas y celuloliticas y que ademas la sustitucion parcial del N amoniacal
por N no amoniacal puede estimular el crecimiento de las bacterias ruminales in vivo e in
vitro (Carro et al.,, 1999). Ademas, la adicion de NNP a las dietas de los animales
incrementa el crecimiento de bacterias amonificadoras (Petersen et al., 1981, Soto y
Martinez, 2001; Tricarico y Dawson, 2005; Eun et al., 2006; Colombatto et al., 2007) y en
el presente estudio (etapa in vitro) se us6 la urea combinada con los preparados

enzimaticos (P y F).

Asi pues, los tratamientos con PO ademas tuvieron valores bajos en su FL, dado que este
preparado enzimatico presenta mayormente actividad de celulasas, es posible que sea un
sinergismo entre la enzima y la urea con la actividad del rumen lo que favorezca la
actividad de estas celulasas; es decir, probablemente sea el incremento en la masa
bacteriana la que promueva mayor degradacion de la parte externa de la pared celular,
permitiendo el acceso de las celulasas a sus componentes y favoreciendo asi la liberacion
de los contenidos celulares. Sobre todo, si se facilita el acceso tanto de las enzimas
nativas del rumen como de las enzimas fibroliticas exdgenas, mediante el tratamiento
previo de pajas y rastrojos con alcalis, amonificacién o aplicacion de urea, pues parece
que éstos, inician la ruptura de enlaces éteres o ésteres de alta resistencia, provocando
que la fibra se expanda y permitiendo con ello el ingreso de las enzimas, especialmente a
la fraccibn de celulosa cristalina, dando como consecuencia la degradacion vy
fraccionamiento del complejo lignocelulésico en carbohidratos mas simples vy
potencilamente mas aprovechables por los rumiantes (Tricarico y Dawson, 2005; Eun et
al., 2006; Wang et al,. 2004). En el presente estudio se utilizaron hidroxido de calcio y

urea, como alcali y como fuente de NNP, respectivamente combinados con F y P.

Trichoderma viride, tiene principal actividad de xilanasas, que atacan los enlaces que

existen entre los heteropolimeros de hemicelulosa y xilosas, manosas y pectinas, entre

125



otros. En el presente estudio, mostr6 los mejores promedios al ser afadido sin
pretratamiento con cal, pero no fue asi al ser afiadido per se, armonizando con lo
encontrado por Eun et al. (2006) y Wang et al. (2004).

Se sabe que tratar estos residuos con élcalis, tiene como objetivo romper los enlaces
alcali labiles de la pared celular de la planta, solubilizando la hemicelulosa al fraccionar los
enlaces entre lignina, celulosa y hemicelulosa, ademas de provocar modificaciones fisicas
en la estructura de la pared celular, lo cual permite un mejor acceso de los
microorganismos del rumen a los carbohidratos estructurales, aumentando con ello la
digestibilidad mediante los siguientes mecanismos: 1) Se liberan los grupos fendlicos de
la lignina; 2) Se hidrolizan los enlaces de hidrégeno entre la lignina y la hemicelulosa, lo
cual, permite la entrada de enzimas microbianas al interior de la células y 3) como
consecuencia del tratamiento alcalino se solubiliza parcialmente el silice, pero no se
observan cambios en la estructura cristalina de la celulosa (Rupiérrez- Hernandez et al.,
1994; Wang et al., 2004; Tricarico y Dawson, 2005 y Ewn et al., 2006). Especialmente se

ha observado que el tratamiento con alcalis disminuye las fracciones FDN y FDN.

En el presente trabajo es posible que se haya presentado un efecto sinérgico entre la
accion enzimatica del preparado que actla en la parte externa de la pared celular,
mientras que el preparado quimico pudiese haber favorecido por una parte, el acceso de
la enzima a su sustrato y por otra, la degradacion de la parte interna de la pared celular

liberando el contenido celular.

De esta forma podemos decir que en el caso de Fibrozyme se observo un aparente efecto
sinérgico entre la enzima y el preparado quimico, mientras que en el caso del Promote se

observaron efectos sinérgicos con la actividad ruminal.
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8.2. Etapa in situ

8.2.1. Efecto del tiempo de incubacion sobre DIS y FDNr

La digestibilidad in situ (DIS) se incrementé linealmente con el tiempo (P<0.0001) de
incubacion (24, 48, 72 y 96 h, respectivamente) mientras que la fibra detergente neutro
residual (FDNr) se redujo cuadraticamente (P<0.001) aunque la tendencia lineal fue
también significativa (P<0.01) y la correlacién entre DIS y FDNr fue (r=-0.78; P<0.0001).
Resultados similares aunque bajo condiciones in vitro reportan Dosualdo et al. (2006) al
aplicar dos preparados enziméticos a tiempos diferentes entre 0 y 56 dias; encontraron
una reduccién lineal en los contenidos de FDN y FDA de 0.302 y 0.063 unidades/dia,
respectivamente. Asimismo, Pinos-Rodriguez (1999) reporta incrementos (P<0.05) en la
desaparicion de la MS de alfalfa y ballico con la inclusién de dosis crecientes de enzima
con liquido ruminal a 48 y 72 h; igualmente se registré6 un aumento en la desaparicion de
la FDN en ambas especies de 6 a 72 h, asi como la desaparicion de la fibra detergente
acido (FDA) de ballico de 3 a 12 h y la de alfalfa a 3, 12, 24, 48 y 72 h (P<0.05). La
desaparicion neta de la FDN de la alfalfa aumenté entre 48 y 72 h (P<0.05), pero la de la
FDA del ballico disminuyé a las 12 h (P<0.05). En ambos reportes se observan
decrementos lineales en las fraciones fibrosas (FDN y FDA) con el tiempo de exposicion
de los sustratos a los tratamientos enzimaticos, similar a lo reportado en el presente
estudio. Sin embargo, Maki et al. (1998) no encontraron ningun efecto sobre la
desaparicion de la MS y el pH in situ para la interaccion de tiempo de medicién x niveles
de enzima en cebada rolada y entera. Ademas, Pinos-Rodriguez et al. (2002) tarabajando
in situ con Fibrozyme infundido ruminalmente en borregos alimentados con heno de alfalfa
y heno de ryegrass no encontrg efectos del tratamiento sobre el control en digestibilidad
de la MS, MO, PC, FDN, FDA y hemicelulosa, pero si se incrementaron el porcentaje de
desaparicion de laMS a 3, 6 y 24 h (P<0.01); dela FDN a 3, 12,y 24 h (P<0.01)y 6y 72
h (P<0.03); de la FDA a 3, 6, 12 y 24 h (P<0.01) y de la hemicelulosa en todos los tiempos
(3, 6, 12, 24, 48 y 72 h; P<0.01). En nuestro caso no hubo efecto de los preparados
enzimaticos per se sobre DIS, semejante a los reportado por estos autores, aunque si lo

hicieron los tratamientos combinados de enzimas con los aditivos quimicos; por otra parte,
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en nuestro caso no se afectd la desaparicion de la FDN, contrario a lo reportado por los
autores antes citados.

8.2.2. Efecto de los preparados enzimaticos sobre DIS y FDNr

En el presente estudio los tratamientos que incluyeron los preparados enzimaticos sin
aditivos quimicos asi como los que incluyeron urea (F, P, F+U y P+U, respectivamente)
mostraron valores de DIS similares al testigo que incluyod rastrojo de maiz mas melaza
(TO), aunque si superaron al testigo de rastrojo sin melaza (T00) (P<0.05); pero F+C+U,
P+C y P+C+U reportaron un promedio general para DIS, superior a TOy TOO (56.0, 56.9 y
58.2 vs. 53.3 y 42.2 %, respectivamente). Ademas, a 48 h F+C, P+C y P+C+U superaron
a TO en 4.65, 7.68 y 5,82 unidades de DIS, las cuales representan incrementos de 9.26,
15.3 y 11.6% sobre TO. Balci et al. (2007) evaluaron la digestbilidad in vitro de la paja de
trigo sin y con tratamiento enzimatico con un preparado comercial (Promote; Cargill, Inc.).
Se incremento la digestibiladad de la MS, de la FDN y de la MO del tratamiento contra el
control (P<0.05). En nuestro caso los preparados enzimaticos sin aditivos quimicos no
superaron al control (T0), pero si lo hicieron combinados con cal (C) o con cal+urea
(C+U), sugiriendo que el tratamiento de los sustratos fibrosos con alcalis o alcalis mas un
aditivo nitrogenado (U), pueden facilitar y promover una accién mas eficaz de las enzimas
fibroliticas exdégenas sobre los componentes altamente resistentes de la fibra en beneficio
de los rumiantes (Rodgers y Zhan, 2009; Wang et al., 2004, Eun et al., 2006; Dawson y
Tricarico, 2005; Morgavi et al. (2000a). Estos autores encontraron mejoras tanto en la
degradacién de la MS como de la FDN. En nuestro estudio la FDN no fue cambiada por
los tratamientos enziméticos, ni por la combinacion de éstos con los aditivos quimicos (cal
y urea). Pinos-Rodriguez (2002) encontrd que no hubo incrementos en la digestibilidad de
la MS, MO, FDN, FDA y hemicelulosa de un preparado comercial con actividad xilanasa
(Fibrozyme) sobre el control. Coincide con nuestros resultados tanto para FDN como en
digestibilidad de la MS (DIS) del rastrojo de maiz, ya que tanto Fibrozyme y Promote sin

aditivos quimicos reportaron valores iguales al testigo.

Fue notable la superioridad de Promote sobre Fibrozyme en DIS para los cuatro tiempos
de incubacion (24, 48, 72 y 96 h). Fibrozyme sin aditivos quimicos mostro los valores mas

bajos del conjunto de tratamientos evaluados siendo igual a TO (rastrojo+melaza), lo cual
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sugiere que las xilanasas presentes en Fibrozyme probablemente fueron degradadas por
las proteasas producidas en el ambiente ruminal. Contrario a lo anterior, algunos autores
han reportado sinergismo entre algunas enzimas celulasas exdgenas y la actividad
enzimatica ruminal, cuando el pH es mayor a 6.2, mientras que otras actian mejor a un
pH menor a 6 (Morgavi et al., 2000a). Aunque estos autores trabajaron probando
celulasas, otros autores han encontrado que las xilanasas son mucho mas sensibles a un
pH elevado (entre 6 y 7), ya que el pH éptimo de actividad de las xilanasas esta por
debajo de 6.0. Kung et al. (2002a) probaron en vacas lecheras dos xilanasas, tipo B y tipo
C, ambas a un mismo nivel de actividad enzimatica y en combinacién con una celulasa
tipo D, sobre una dieta con 30% de ensilaje de maiz, 15% de alfalfa y 55% de
concentrado; encontraron que la actividad de la xilanasa tipo C fue mucho mas alta a un
pH de 6.5 y su actividad se redujo sustancialmente cuando el pH decreci6 en el ambiente
ruminal. En contraste, la xilanasa tipo B mostré la mas alta actividad a un pH de 5 y dicha
actividad fue dos veces mayor a la de la propia xilanasa B cuando ésta se prob6 a un pH
de 5.5a6.

Lo anterior destaca la alta sensibilidad de las enzimas fibroliticas exdgenas, en especial
las xilanasas a los cambios de pH ruminal sobre todo cuando éste se eleva, ya que lo
anterior condiciona el tipo de bacterias que se desarrollan, y éstas a su vez condicionan el
tipo de actividad enzimatica, aumentando la actividd fibrolitica y la actividad proteolitica.
Cuando el pH es alto o cercano al neutro (entre 6 y 7), como ocurrié en el presente
trabajo, se espera una alta poblacién de bacterias fibroliticas y paralelamente una alta
poblacion de bacterias proteoliticas, siendo estas Ultimas, las que destruyen con mayor
rapidez a las enzimas, especialmente del tipo de las xilanasas, lo que posiblemente
sucedié con Fibrozyme en este trabajo. Por ejemplo, Marquez et al. (2009) aplicaron
Fibrozyme sobre heno de alfalfa y heno de orchardgrass in vitro y encontraron que el
mejor comportamiento en degradaciéon de FDN del heno de alfalfa a 24, 48 y 72 h ocurrié
a un pH de 6.2, donde también se observé la mas baja FL, a pH 5.6 se redujo la fraccién
no degradable de FDN de la pared celular el heno de alfalfa y la tasa de degradacion se
incrementd. Concluyen que estos resultados confirman que el pH es un importante factor
modulador en la respuesta enzimatica. Morgavi et al. (2000b) sefialan que los preparados
enzimaticos comerciales encuentran un desempefio mejor en la degradacion de las fibras
de los forrajes a rangos de pH por debajo del pH 6ptimo ruminal requerido para una

mayor degradacion de las fibras. Sin embargo, se ha observado menos afinidad de las
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enzimas proteoliticas del rumen por las celulasas, lo cual probablemente favorecié a
Promote cuyo valor de DIS estuvo entre los cinco mejores tratamientos: P+U+C, P+C,
F+U+C, F+C y P. Adicionalmente, en el presente trabajo los valores de pH estimados
durante el desarrollo de la etapa in situ fueron 6.7, 6.8, 6.9 y 6.9, respectivamente con un
promedio de 6.8, muy por encima de los valores citados por los autores anteriores, lo cual
probablemente explique el bajo comportamiento de la actividad de Fibrozyme cuya
actividad principal es del tipo de las xilanasas (Morgavi et al., 2000b; Kung et al., 2002a;
Ranilla et al., 2008). Por otra parte, Colombatto et al. (2004) en una serie de experimentos
evaluaron el impacto de adicionar enzimas sobre la degradacion ruminal de ensilaje de
maiz in vitro. Evaluaron dos productos comerciales Depol 40 (D) y Liquicell 2500 (L) y se
determin6 en un primer experimento un rango de pH 6ptimo de 4.0-6.8. Los resultados
indicaron que la actividad de la xilanasa de ambos productos tuvo un pH éptimo de 5.6.
Ambos productos mantuvieron una actividad de alrededor del 70% después de 48 h.
Estos resultados parecen confirmar que la reduccion de la actividad de la xilanasa del
Fibrozyme en el presente estudio fue afectada por un pH elevado, y concuerdan con lo
aqui encontrado, en el sentido de que el tiempo 6ptimo de mayor actividad de los
tratamientos evaluados coincidi6 con 48 h, principalmente en los tratamientos que
contenian U+C 6 C ya sea con Promote 6 Fibrozyme. De hecho de las 11 combinaciones
(tratamiento x tiempo de incubacién in situ) con los valores mas altos de DIS (ver Cuadro
36) dos ocurrieron a 24 h, cinco a 48 h, uno a 72 h y tres a 96 h. En la etapa in vitro del
presente trabajo, se encontré también que el tiempo 6ptimo en el que los tratamientos
evaluados digirieron la materia organica ocurrié a 48 h y se prolongé la actividad de los
tratamientos (que contenian Promote 6 Fibrozyme) hasta 72 y 96 h, sugiriendo con ello
que la actividad enzimatica puede prolongarse mas alla de las 48 h y que probablemente

un tiempo Gptimo quiza se encuentre todavia entre 48y 72 h.

8.2.3. Sinergismo entre actividad enziméatica ruminal y enzimas exdégenas

Respecto al sinergismo que pudiera existir entre las enzimas exdgenas aqui estudiadas y
la actividad enzimatica ruminal no se observé en este trabajo, para la etapa in situ, lo cual
difiere con otros autores quienes han encontrado que las enzimas exdgenas interactian

con las enzimas ruminales para degradar el forraje mas rapidamente (Colombatto et al.,
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2003a). Morgavi et al. (2000a) trabajaron con 11 preparaciones enzimaticas y sus
combinaciones originadas del cultivo de Trichoderma longibrachiatum con diferentes
proporciones de xilanasas y celulasas, las cuales fueron combinadas con liquido ruminal
extraido de ganado alimentado con dietas que variaron desde altas en fibra a altas en
concentrado. Los sustratos evaluados para medir la capacidad degradativa de las
enzimas exdgenas y sus respectivas combinaciones entre ellas y con liquido ruminal
variable, fueron celulosa soluble, xilanos y ensilaje de maiz. Se encontrd sinergismo entre
las enzimas exdgenas y las enzimas ruminales en la degradacion de los tres sustratos.
Fue mas evidente dicho sinergismo en un rango de pH de 5.0-6.0. Estos autores
concluyeron que los efectos sinérgicos entre enzimas ruminales y enzimas exdgenas
incrementan el potencial hidrolitico dentro del ambiente ruminal y es probablemente, un
importante mecanismo por el cual los aditivos enzimaticos mejoran la digestibilidad en los
rumiantes (Wang et al., 2004; Morgavi et al. (2000a). Asimismo, Yang et al. (2002;)
guienes trabajaron en dietas para vacas lecheras encontraron que se incrementé en 8% la
degradacién de la FDN a pH 5.5, pero a pH 6.0 dicho incremento fue de 15%. No
obstante, es importante aclarar que los autores antes citados trabajaron en condiciones in
vitro, y en la primera etapa del presente trabajo los preparados enzimaticos (Fibrozyme y
Promote) mostraron superioridad sobre el testigo a 24 h en fibra detergente neutro
residual (FDNr), degradacion de la materia seca desaparecida (MSD), y en digestibilidad
in vitro (DV) después de la incubacion, cuando éstos fueron aplicados a 0 h, es decir, al
momento de iniciar el periodo de incubacién. Ambos preparados enzimaticos solos (sin
aditivos quimicos) estuvieron entre los mejores tratamientos de los 16 tratamientos que se
evaluaron in vitro ademas del testigo. De modo que tales resultados estan de acuerdo con
lo reportados por tales autores, sin embargo, en la presente investigacion se trabajé en
condiciones in situ y solamente las muestras que fueron llevadas al rumen de animales
fistulados recibieron el tratamiento correspondiente excepto en el caso de los testigos TO
y T00. Es probable que la cantidad de enzima adherida a la muestras haya sido
rapidamente degradada a nivel ruminal y el sinergismo esperado entre enzimas exdgenas
y ruminales no se pudo manifestar en FDNr claramente en el presente estudio, aunque si

se manifest6 en DIS, especialmente con Promote.

Algunos investigadores evaluaron la aplicacion de endo y exoglucanasas, xilanasas y

proteasas, variando su actividad enzimética sobre heno de alfalfa y ensilado de maiz. En
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el caso del ensilaje de maiz ninguno de los preparados enziméticos incrementd la
produccion de gas ni la degradacion de la materia seca, aunque si incrementaron la
degradacion de la FDN total (Eun y Beauchemin, 2007b). Este resultado es contrario al
aqui encontrado, donde si hubo efecto sobre la digestibilidad in situ del rastrojo del maiz
aunque no se observaron mejoras en la degradacién de la FDN, pero aclarando que
nuestro caso se determind la FDN residual y no total. Ademas, los autores citados
trabajaron con alimentos tratados sin la aplicacion de algun adherente (como es el caso
de la melaza), lo cual probablemente hace diferente la repuesta por ellos encontrada y la
gue se obtuvo en el presente trabajo. En nuestro caso, el testigo de rastrojo sin la solucién
melaza:agua registré6 en promedio una digestibilidad 14% inferior al promedio de los
tratamientos con Promote, mientras que a 48 h el tratamiento de P+C (Promote+Cal)
registrd una superioridad de 7.7% en digestibilidad sobre el testigo de rastrojo+melaza.
Esto hace diferente la perspectiva del presente trabajo donde se evalué un testigo
conteniendo solucion melaza:agua y un segundo testigo donde no se aplicé solucién
vehiculo (melaza:agua) como adherente para los tratamientos combinados de preparados
enzimaticos y aditivos quimicos. En este mismo sentido, los resultados encontrados para
DIS guardan estrecha relacion con los reportados para la etapa in vitro, ya que en ambos
casos se observaron efectos importantes de la aplicacion de tratamientos enziméaticos y
aditivos quimicos sobre la digestibilidad de la materia seca. También guardan relacion con
los valores de digestibilidad de la materia organica total y relativa registrados a 48, 60y 72
h donde algunos tratamientos mejoraron estas variables al igual que ocurri6 en la
presente etapa con la DIS, encontrando coincidencia con otros autores que registraron
una estrecha correlacion entre la actividad de las endoglucanasas y xilanasas de algunos
productos enzimaticos y la degradabilidad de la materia organica (r=0.71; P<0.01) (Eun et
al., 2007b).

8.2.4. Actividad de los aditivos quimicos

En el presente trabajo se encontr6 consistentemente un efecto marcado de la
combinacién Urea+Cal, ya sea con Promote o Fibrozyme, a incrementar la digestibilidad
in situ de la materia seca del rastrojo de maiz, donde a pesar de que Fibrozyme estuvo

entre los tratamientos mas bajos sin embargo un posible efecto negativo de este no
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parece haber estado presente en los tratamientos F+C y F+U+C, lo cual pudiera sugerir
un posible efecto combinatorio positivo causado principalmente por los aditivos quimicos
ya que, en los cuatro tratamientos antes citados no existieron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos, pero estos si fueron superiores al testigo de rastrojo+melaza.
Mas aun, tampoco se observd superioridad de Promote sobre Fibrozyme en estos 4
tratamientos, indicando que o bien los aditivos quimicos tienen un efecto independiente de
los preparados enzimaticos, o en todo caso, tanto la actividad de Promote como la de
Fibrozyme fueron incrementadas en una asociacion sinérgica con la actividad de cal o
urea+cal, puesto que en nuestro caso la actividad de urea con los respectivos preparados
enzimaticos registrd valores muy bajos de DIS, no mostrando diferencias con respecto a

TO (rastrojo+melaza).

Estos resultados pueden encontrar sustento en lo que han encontrado otros
investigadores. En un estudio de laboratorio la paja de maiz fue tratada previamente con
hidroxido de sodio y posteriormente sometida a una digestion enzimatica in vitro a una
dosis de 15 FPU/g (FPU= unidades de papel de filtro, ver lista de abreviaturas) de materia
seca de rastrojo de maiz, a una temperatura de 35 °C. El tiempo de tratamiento fue de 24
h. Se encontr6 que el 95% de los glucanos y los xilanos fueron hidrolizados
enzimaticamente en las muestras de maiz pretratado. Los investigadores concluyeron que
el hidréxido de sodio mejora la hidrélisis enzimatica de la pared celular de la paja de maiz
(Rodgers y Zhan, 2009). Aunque en el presente trabajo se utiliz6 hidréxido de calcio,
parece haber cierta coincidencia con los resultados anteriores y con los publicados por
Wang et al. (2004) y Eun et al. (2006), cuando en el presente estudio, hubo un incremento
en la digestibilidad in situ de la materia seca de rastrojo de maiz, sobre todo a 48 h,
sugiriendo un incremento en el acceso de las enzimas ruminales al contenido celular y
mejorando su aprovechamiento, aunque como ya se ha indicado anteriormente, no hubo
un efecto sustantivo de los tratamientos sobre la degradacion de la fibra detergente neutro
residual (FDNr).

Otros investigadores evaluaron la aplicacion de 0.4 g de urea por litro a una saliva artificial
en combinacién con alta y baja concentracién de proteina degradable en el rumen, y
evaluaron su efecto sobre el crecimiento microbiano, la digestibilidad y la fermentacion en
un cultivo de doble flujo continuo. Encontraron que la infusibn de urea incrementd la

digestibilidad (P<0.05), asimismo incrementd la produccion de acidos grasos volatiles
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(Griswold et al., 2003). Dicho resultado es contrario al registrado en el presente trabajo
donde la urea en combinacion con Fibrozyme o Promote no consigndé mejoras en la
digestibilidad in situ de la materia seca, aunque cabe sefialar que cuando esta fue
combinada con cal y los mismos preparados enzimaticos si registr6 valores de
digestibilidad in situ superiores a los testigos evaluados, sugiriendo un posible efecto

sinérgico ya sea entre ambos aditivos quimicos (C y U) 6 de ambos con Fy P.

8.3. Etapa in vivo

8. 3.1. Discusion general

Los valores mas bajos de ganancia de peso (GP), conversion alimenticia (CA), peso
ganado (PG) y peso Final (PF) los reporté el testigo (T0O). En consumo diario de alimento
(en base seca) también mostré uno de los valores mas bajos junto con el tratamiento
F+C+U. Los resultados muestran que aquellos tratamientos con mejor ganancia de peso
fueron Fibrozyme, Promote y Promote+Urea+Cal. En un experimento una dieta base+
paja de trigo, sin y con suplementacién (control y tratamiento) de un preparado comercial
(Promote, con actividad principal de celulasa), fue suministrada a dos lotes de 8 novillos
cada uno, con pesos promedio de 362+17 y 363+16 kg, para control y tratamiento,
respectivamente. Se obtuvo un incremento en la ganancia de peso total del tratamiento
sobre el control (89 vs 69 kg); se increment6 también la ganancia diaria de peso (1270 g
vs. 986 g); mejord la conversion alimenticia (CA) del concentrado en el grupo tratado con
la enzima sobre el control (7.3 kg de MS/kg de peso obtenido vs. 9.4 kg de MS/kg de peso
vivo); mejord la CA del forraje (paja de trigo: 1.7 vs. 2.0 kg de MS/kg de peso vivo);
también se incrementé la CA total del tratamiento sobre el control (8.9 vs. 11.4 kg de
MS/kg de peso vivo) (Balci et al., 2007). En el presente estudio, Promote sin aditivos
quimicos mejoro la GP promedio por dia en borregos sobre el testigo TO (0.145 vs. 0.108
kg/dia); mejor6 también el PG total (7.9 vs. 5.8 kg), asi como el peso promedio final (PF:
29.0 vs. 26.3 kg). No obstante, el consumo de alimento (CoA) y la conversion alimenticia

(CA) no fue mejorada por la adicion de Promote, a pesar de que registro el CoA mas alto
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de todos los tratamientos, incluyendo a TO, sugiriendo una mejoria en el consumo, el cual
correlaciond alta y significativamente con la ganancia de peso diaria, con respecto al
tratamiento testigo (Cuadro 13 A).

Ademas, CoA correlacion6 negativamente con CA y positivamente con PG, PF, AA, AB y
AGVt; mientras que GP diaria correlacioné negativa y significativamente con CA y positiva
y significativamente con AA, AP, AB y AGVt a 6 h, lo cual sugiere que los tratamientos
mejoraron la disponibilidad de energia retenida en los componentes fibrosos del rastrojo
de maiz, el cual representé el 56.3% del total de la dieta, asi como probablemente de los
ingeredientes del concentrado, aunque en nuestro caso no se realizaron estudios
independientes de forraje y concentrado. Ademas, es probable que la actividad enzimatica
y su eficacia en degradar la fibra se haya incrementado por la actividad de los aditivos
guimicos utilizados en el presente estudio. Otros autores reportaron efectos positivos al
aplicar Fibrozyme (alto en xilanasas: Aspergillus niger y Trichoderma longibrachiatum)
sobre forraje de cafia de azlcar tratado con urea y suministrado a novillos de engorda.
Encontraron un incremento en el consumo de MS sobre el grupo control como
consecuencia de una mayor digestibilidad de la MS (Gbémez-Vazquez et al., 2003);
también se han reportado incrementos en la degradacion de los componentes fibrosos en
paja de arroz tratada con amoniaco (NHz) y a la que enseguida se aplicé un preparado
enzimatico que contenia endoglucanasas y xilanasas (Eun et al., 2006). Wang et al.
(2004) en el tercero de tres experimentos evaluaron la digestibilidad del tratcto total en 32
vacas productoras de carne, utilizando paja de trigo tratada con 3% de NHs; durante 4
meses, con aplicaciéon (tratamiento) o no aplicacién (control) al momento de alimentar a
los animales de una mezcla de enziméatica (xilanasa, B-glucanasa, carboximetilcelulasa y
amilasa). La enzima sobre paja amoniatada increment6 la digestibilidad de la MS, MO y N
total sobre el control (P<0.05), pero no afecté el consumo de MS ni la digestibilidad de la
FDA.

Krueger et al. (2008) evaluaron el comportamiento animal y digestibilidad aparente in vivo
en novillos Angus x Brangus (peso promedio de 244 kg) alimentados con 40% de
concentrado y 60% zacate bermuda henificado. Los tratamientos consistieron en pacas de
zacate (20 kg) tratadas con NH; anhidro (30 g/kg de MS) durante 6 semanas; zacate

tratado con una combinacion de varios preprados de enzimas fibroliticas (Biocellulase
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A20, Loders Croklaan, Channahon, IL) con actividades celulasa y xilanasa, cuya actividad
enzimatica minima recomendada por el fabricante era de 1400 U/g. De ella se aplicaron 0
(control) o 16.5 g/ton de MS al corte (Ec) al empacar (Eb) y al alimentar diariamente a los
animales (Ef). No encontraron efectos de los tratamientos sobre ganancia de peso por
dia, peso final y eficiencia en conversion alimenticia; resultados opuestos a los reportados
en nuestro estudio, donde tanto las enzimas per se como algunas de las combinaciones
de éstas con cal o calturea mejoraron significativamente los indicadores anteriores. Sin
embargo, los mismos autores si encontraron incrementos significativos en consumo
voluntario de alimento tanto de la MS de dieta total como de la MS del heno de zacate
bermuda con los tratamientos de NHj;, Ec y Ef, lo cual difiere de lo encontrado en el
presente tratabajo, donde ninguno de los tratamientos evaluados (enzimas sin quimicos o
con gquimicos) mostraron incrementos sobre el testigo. Encontraron incrementos en la
digestibilidad aparente in vivo tanto de la MS total como de la FDN para todos los
tratamientos, coincidiento con el presente estudio donde tratamientos quimicos con cal y
cal+urea mejoraron la DCI pero difieren en que en nuestro caso Fibrozyme y Promote per
se no mejoraron la DCI sobre el testigo. Ademas también diferimos en que en nuestro
caso la degradacién de la FDN no fue afectada por los tratamientos evaluados en

comparacion con el testigo.

En este estudio, tanto Fibrozyme como Promote+Cal+Urea, no soélo mejoraron la
ganancia diaria de peso, sino también incrementaron el peso ganado en promedio por
kilogramo de alimento (CA), lo cual sugiere un mayor aprovechamiento de la energia
liberada por la accién enzimatica y de los aditivos quimicos sobre los componentes
estructurales de la pared celular. Estos resultados parecen indicar que la combinacion de
Promote con aditivos quimicos, actia sinérgicamente con la actividad ruminal mejorando
el porcentaje de masa microbiana, pues se sabe que la adicibn de NNP a las dietas de los
animales incrementa el crecimiento de bacterias, lo que probablemente incrementa la
degradacion de los componentes fibrosos de los forrajes; esto a su vez se potencia con el
usos de é&lcalis donde se ha observado que mejoran la eficacia de las enzimas fibroliticas
exogenas para degradar el complejo lignina-celulosa, mejorando eventulmente su
aprovechamiento por los rumiantes (Rodgers y Zhan, 2009; Eun et al., 2006, Dawson y
Tricarico, 2005, Wang et al., 2004; Morgavi et al., 2000a). Por ejemplo, Soto y Martinez

(2001) demostraron que la suplementacion con urea y melaza en dietas basadas en pajas
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puede incrementar la tasa de ganancia de peso en bovinos, debido a la mayor
concentracion de amoniaco ruminal que favorece el crecimiento y desarrollo de bacterias
que degradan fibra. Ademas, lo encontrado en la fase in vivo, concuerda con lo
encontrado en la fase in vitro del presente trabajo, pues los tratamientos P+U y P+C+U

fueron aquéllos que favorecieron la mayor masa microbiana a 96 h.

El resto de los tratamientos mostraron bajos valores de conversion alimenticia pero la
ganancia de peso consignada por ellos no fue significativamente diferente a la observada
en los animales alimentados con la dieta control. Sin embargo, estos resultados muestran
gue la suplementacion con Promote y Fibrozyme en combinacion con aditivos quimicos,
favorece mayor liberacion de energia en dietas altas en fibra como el rastrojo de maiz.
Asimismo, esto representaria un ahorro importante en la cantidad de alimento necesario
para sostener la ganancia de peso en borregos. Lo anterior se hizo mas evidente cuando
se realizé una estimacion proyectada sobre la cantidad de consumo necesario para
obtener 10 kg de peso vivo. Se encontrd que TO requirié una cantidad comparativamente
mayor de alimento, indicando con ello, que la conversion alimenticia fue significativamente
mas baja (78 kg/ 10 kg de peso vivo) que la de los tratamientos evaluados (con valor
promedio de 62 kg de alimento por kg de peso vivo incrementado). El tratamiento con F
mostré la mas alta conversion con so6lo 58 kg de alimento por cada 10 kg de peso vivo,
seguido por P+C+U (60 kg), F+C+U (61 kg) y P+C (62 kg). Esta proyeccion, explica por
qué TO, a pesar de mostrar uno de los consumos promedio de alimento mas bajos (0.817
kg/dia) no report6 tampoco una elevada CA, ya que consigné también el comportamiento
mas bajo en GP (0.108 kg/dia), como se indicO en los resultados estadisticos obtenidos
(Figura 3 A ver Apéndice). Dicha tendencia se aprecia mejor considerando el incremento
proporcional a partir del T2 (F) como punto cero (Figura 4 A), donde TO requeriria 35%
mas alimento para ganar 10 kg de peso vivo en comparaciéon con F; ademas, P y F+C
requeririan 17 y 16% mas alimento que F, respectivamente, luego P+C y F+C+U
requeririan adicionalmente 5 y 6%, y finalmente, P+C+U requeriria 2% de alimento
adicional sobre F. Estos resultados sugieren que existe una ventaja al tratar el rastrojo de
maiz antes de mezclarlo con otros ingredientes proteicos y energéticos en comparacion
con el testigo, quien tuvo la misma dieta base pero donde el rastrojo de maiz no recibio

tratamiento enzimatico ni quimico.
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La respuesta en cuanto a GP y CA observada en el resto de los tratamientos, parece estar
en concordancia con el sinergismo reportado previamente entre Fibrozyme y el amoniaco,
los cuales mejoran el consumo de alimento en novillos, como una consecuencia del
incremento en la digestibilidad de la materia seca en los tratamientos que contenian la
enzima y el amoniaco, en comparacion con el tratamiento control (Gomez-Vazquez et al.,
2003).

En concordancia con lo anterior, los tratamientos que incluian C+U tuvieron los valores
mas altos estadisticamente de digestibilidad aparente, calculada a partir del analisis del
marcador interno en heces de cenizas insolubles (DCI; Figura 5 A). Estos resultados
concuerdan ademas con los encontrados en este mismo trabajo en la fase in situ, en
donde, dentro de cada enzima, el uso de C+U con Fibrozyme o Promote mejord la
digestibilidad de los tratamientos, en comparacion con aquéllos que incluian la enzima per
se (ver Cuadros 37, 38 y 40). Al respecto, Ly et al. (2008) reportaron una alta interrelacion
entre los valores de digestibilidad in vivo (utilizando las cenizas insolubles) y la in situ
(r*=0.9; P<0.001), al comparar tallos de leucaena (Leucaena leucocephala), marpacifico
(Hibiscus rosa-sinensis) y gandul (Cajanus cajan) en ganado porcino (utilizando 40 cerdos
para evaluar cada una de estas digestibilidades), con una alimentacion base de maiz y
soya reemplazada en un 20% por alguno de tales forrajes. No obstante, lo aqui
encontrado no concuerda con otros trabajos en los que cierta suplementacion
urea+melaza mejora sélo una de las dos digestibilidades (en este caso la in situ; Ayala et
al., 1994). Lo cual muestra que los resultados de alguna de estas digestibilidades no

siempre son concluyentes al momento de evaluar un tratamiento alternativo.

Por ejemplo, atin cuando en el presente estudio se observaron diferencias en la CA 'y en
la DCI, el consumo fue estadisticamente igual entre tratamientos, aunque superiores a TO.
Otros trabajos han reportado resultados en los que ciertas dosis de enzima mejoran la
ganancia diaria de peso pero sin modificar la ingesta de los animales (Adesogan, 2005).
Ademas, algunos trabajos muestran que incluso habiendo diferencias en digestibilidad de
la MS entre tratamientos, puede no haber diferencias entre los consumos de MO, MS,
FDN y PC (Chay-Canul et al., 2009). También puede ocurrir el comportamiento inverso,
que usando un preparado enzimatico como Fibrozyme en heno de alfalafa y luego

administrada por canula directamente al rumen de seis borregos se incrementaron el
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consumo de MS, MO y FDN pero no la FDA; en tanto que el porcentaje de digestibilidad
para MS, MO, PC, FDN, FDA y hemicelulosa no se incrementd sobre el control. Sin
embargo, el porcentaje de desaparicion in situ en el mismo estudio reporté incrementos
significativos sobre el control para MS, FDN y hemicelulosa a diferentes tiempos (3, 6, 12,
24,48y 72 h); a su vez, en el mismo estudio, no se reportaron incrementos significativos
sobre el control para pH, N-NH;, AA, AP y AB a 3, 6 y 12 h, mientras que si existid
superioridad  significativa para los tres tiempos en la produccion de AGVt (Pinos-
Rodriguez et al.,, 2002). En este estudio, en el experimento de la etapa in vivo no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos, ni de éstos con el testigo (TO0)
para CoA, pH, produccion de AB, proporcion A:P, degradacion de la FDN, FDA vy lignina
(LIG), pero si hubo efectos de tratamientos enzimaticos F o P per se o0 en algunas de las
combinaciones con aditivos quimicos (C o C+U). De modo que estos resultados coinciden
con lo reportado por los investigadores anteriores en pH, AB, en el sentido de que no se
encontraron efectos de tratamientos sobre el control, ni tampoco en produccion de N-NHs,
degradacién de FDN, FDA y LIG (ellos evaluaron degradacién de hemicelulosa); pero
ellos si reportaron incrementos de los AGVt del tratamiento sobre el control y lo mismo
ocurrid en nuestro caso. No obstante, a diferencia de lo reportado por ellos, aqui si se
encontaron efectos sobre produccion de AAy AP y en las variables de comportamiento
animal, de los tratamientos sobre TO (Cuadro 48).

Cuadro 48. Parametros e indicadores in vivo donde los tratamientos superaron a TO.

Variables de comportamiento Patron de AGV y DCI
GP CA (kg de PG PF AA AP AGVt DCI
(kg/d)  MS/kg pv) (kg) (kg) (mMol/L) (mMol/L) (mMol/L) (%)
F F F F F F F F+C
P P+C P P P P P F+C+U
P+C+U F+C+U P+C+U P+C F+C F+C F+C P+C+U
P+C+U P+C+U F+C+U
P+C+U

Prueba de comparacion de medias de Tukey (P<0.05); GP: ganancia de peso/dia; CA: conversion
alimenticia; PG: peso ganado; PF: peso final; AA: &cido acético; AP: acido propiénico; AGVt: acidos
grasos volatiles totales y DCI: digestibilidad por cenizas insolubles.
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En el presente estudio, los valores de CA casi concuerdan en su totalidad con los de DCI,
pues los tratamientos con U+C fueron los mejores, seguidos de P+C. Sélo en el
tratamiento con Fibrozyme per se se observa una tendencia opuesta, pues éste
tratamiento también estuvo entre los tratamientos con mejores resultados en CA, pero su
porcentaje de DCI se encuentra entre los mas bajos e incluso es similar al del testigo
(P>0.05). Una posible explicacion podria ser la velocidad de la tasa de pasaje del alimento
por el rumen, pues se sabe que alimentos con mayor digestibilidad tienen una velocidad
de paso por el rumen mas rapida, pero esto no siempre es favorable, pues una tasa de
pasaje demasiado rapida también podria limitar la disponibilidad de nutrientes
fermentables en el rumen necesarios para el crecimiento y posterior aporte de proteina
microbial al duodeno. Chay-Canul et al. (2009) observaron lo anterior al medir la tasa de
pasaje de tres diferentes tamafios de particula (molidos en cribas de 3, 13 y 25 mm) en
una dieta a base de grano de frijol terciopelo (Mucuna pruriens) y la retencién en el rumen
variaba de 20 a 35 h. Sin embargo, debe notarse que F, fue el tratamiento con el mayor
incremento de GP, sugiriendo que una segunda explicacion se relaciona probablemente
con un mejor aprovechamiento de los nutrientes digestibles tanto del forraje (quizas por
por degradacion de pared celular y liberacién de contenido celular), lo cual se nota por un
incremento en este mismo tratamiento del AP, AP y AGVt, como del concentrado.

Es notable la variabilidad existente en los resultados encontrados entre diversos
investigadores en la aplicacion de una gran variedad de preparados enzimaticos
exogenos, Y los reportados en el presente estudio, sobre indicadores de la degradacién y
digestibilidad de los diferentes componentes de la pared celular de los forrajes fibrosos,
tanto en pajas de cereales como de henos de gramineas y de leguminosas, utilizados en
la alimentacién de rumiantes. Sin embargo, existe investigacion que ha demostrado que la
suplementaciéon de las dietas de vacas lecheras o ganado productor de carne con
enzimas degradadoras de fibras, tiene un potencial significativo en la mejora de la
utilizacion del alimento y el comportamiento animal. Los aditivos enzimaticos contienen
béasicamente xilanasas y celulasas, son extractos concentrados, producto de
fermentaciones de bacterias u hongos, que tienen actividades enziméticas especificas.
Las mejoras en el comportamiento animal debido al empleo de aditivos enziméticos,
pueden atribuirse principalmente a una mejora en la digestion de la fibra, resultando en un

incremento de energia digestible. La respuesta animal es mayor cuando involucra la
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digestion de la fibra y cuando la energia es el componente limitante en la dieta. Por lo
tanto, al revisar a través de una variedad de productos enziméticos y condiciones
experimentales, las respuestas al suministrar enzimas fibroliticas exdgenas en dietas para

rumiantes, han sido variables (Beauchemin et al., 2003).

Las mejoras en el comportamiento animal relacionadas a la suplementacion con enzimas,
concuerdan con otros trabajos, por ejemplo, al probar una combinacién de
Fibrozyme+urea en ganado de engorda (Bos taurus x Bos indicus; 270 kg) suplementado
a dietas con zacate estrella o cafia de azucar, Gémez et al. (2003) y Gonzéalez et al.
(2003), encontraron una tendencia lineal en la ganancia de peso conforme se

incrementaba la dosis de enzima en cafa de azUcar.

Al analizar de forma conjunta las variables ganancia diaria de peso y conversién
alimenticia, se pudiera concluir que Fibrozyme per se (con actividad principal de enzimas
xilanasas) result6 mejor que Promote per se (con actividad principal de enzimas
celulasas). Algunos productos enzimaticos han demostrado sobrevivir en el interior del
rumen y al pasaje hacia el duodeno, sin embargo, parece ser mayor la estabilidad de las
xilanasas que la de endoglucanasas (Morgavi et al., 2000b). De acuerdo a esto,
Colombatto et al. (2003b) al aplicar dosis (0.5, 2.55 y 5.1 yL g* de MS) de un producto
enzimatico (Liquicell 2500; derivado de fermentaciones de Trichoderma reesei) con
actividad de xilanasas y celulasas, sobre celulosa (CEL, Avicel PH-101, Fluka Chemicals),
xilano (XYL, X-0627, Sigma Chemicals) y una combinacion celulosa y xilano (CEXYL,
relacién 1:1), encontraron que el aumento de la actividad de las xilanasas ocurria entre 0
y 6 h pero el de las endoglucanasas sélo ocurria a 0 h, mostrando que en incubaciones in
vitro con fluido ruminal, las endoglucanasas exdgenas parecen ser menos estables que
las xilanasas. Estudios in vivo e in vitro han demostrado sinergismo entre enzimas
exégenas de Trichoderma longibrachiatum y las enzimas producidas por los
microorganismos del rumen (Hristov et al., 2000; Morgavi et al., 2000a). Giraldo et al.
(2009) utilizaron Fibrozyme en la alimentacion de borregos Merino, al analizar la actividad
de diversas enzimas presentes en el liquido ruminal entre 4 y 8 h después de la
alimentacion, encontraron que las proporciones molares de propionato fueron mayores,
indicando cambios en las poblaciones bacterianas del rumen, mientras que hubieron

incrementos en las actividades de endoglucanasas y xilanasas enddgenas, ademas tales
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autores sefialan que los cambios en los patrones de fermentaciobn pueden producir

cambios en las poblaciones de bacterias a largo plazo.

Aungue la accion de las xilanasas y endoglucanasas exdgenas en el interior del rumen no
es del todo comprendida, se han encontrado acciones sinérgicas entre las actividades de
enzimas de complejos derivados de Trichoderma logibrachiatum y enzimas ruminales,
para liberar azucares del xilano y celulosa del ensilado de maiz (Morgavi et al., 2000a).
Asimismo, una causa importante para el incremento de la fermentabilidad del rastrojo de
maiz, es que la adicibn de complejos exdégenos ha probado aumentar el nimero de
bacterias fibroliticas del fluido ruminal (Wang et al., 2001), observandose tendencias
cuadraticas en su conteo con respecto a niveles de un producto enzimatico de
Trichoderma logibrachiatum (Nsereko et al., 2002). Ademas, es posible que las enzimas
no hidrolicen directamente la fibra del alimento sino que en lugar de ello incrementen la
actividad enzimatica enddgena del rumen, la cual es sostenida por pequefas liberaciones

de enzima debido al alimento (Rode et al., 1999).

Se esperaria, por lo tanto, que el mayor tiempo de viabilidad dentro del rumen de la
enzima Fibrozyme en comparacién con Promote, mejorara su actividad sinérgica con
enzimas endogenas y su capacidad para incrementar la poblacion de bacterias fibroliticas.
Asi en este trabajo aun cuando el tratamiento que incluia Fibrozyme per se tuvo valores
bajos de DCI, fue uno de los tratamientos con mayor porcentaje de FDN residual
mostrando que de alguna forma hubo mejor aprovechamiento de los contenidos celulares
y mayor proporcion de hemicelulosa, celulosa y lignina en el residuo analizado en las
heces. En contraste, el tratamiento P+C consigné valores intermedios de DCI y el
porcentaje mas bajo de FDN, mostrando que pudo haberse utilizado mayor cantidad de
partes fibrosas del alimento, pero menor liberacion de los contenidos celulares y por lo
tanto menor aprovechamiento de los mismos. Todo lo anterior, pudo impactar los
resultados en CA y CoA en los que se hubiera esperado que aquellos tratamientos con

menor DCI fueran aquéllos que consignaran mayores CA.

En el presente estudio Fibrozyme sin aditivos quimicos registré los mejores valores en
GP, PG, CA, PF, produccion de AA, AP, AB y AGVt y a excepcion de CA, también

Promote per se estuvo entre los mas altos, sin embargo en DCI fueron F+C+U y P+C+U y
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F+C los que mostraron el mejor desempefio, superando a TO, pero F y P estuvieron entre
los més bajos junto con el testigo (TO). No obstante, P+C+U, si estuvo siempre junto con
F per se, entre los mejores tratamientos para las variables de comportamiento antes
indicadas y también en AA, pero no fue superior a TO para AP y AB, en tanto que F si lo
fue; a su vez, P+C+U registro el valor mas alto en DCI, mientras que F (sin quimicos)
registré el mas bajo, incluso por debajo de TO. Ademas, F+C, tuvo un bajo desempefio en

comportamiento animal pero muy alto en produccion de acidos grasos volatiles.

En una investigacion realizada se probaron tres niveles de un preparado enzimatico
comercial Fibrozyme: 0 (control), 3 g/kg de MS y 6 g/kg de MS de una dieta
concentrado:forraje (70:30%) sobre borregos en crecimiento. No se encontraron efectos
del tratamiento enzimatico sobre el control para peso final (PF), ganancia de peso total
(PG), ganancia de peso por dia (GP), consumo de MS (CoA) y conversion alimenticia
(CA) (Almaraz et al., 2010). Difiere notablemente de lo reportado en nuestro estudio,
donde los preparados enziméaticos (F y P) per se, asi como algunas combinaciones de
ellos con C o C+U (P+C, P+C+U y F+C+U mejoraron el comportamiento en borregos (GP,
CA, PGy PF) sobre el testigo (P<0.05).

En otro estudio se evaluod la influencia del Fibrozyme sobre la digestién de la fibra en un
primer experimento (E1), luego se evalué su correlacién con el consumo y crecimiento
(E2). Se utilizaron novillos alimentados con una dieta para crecimiento, la cual contenia
78% de concentrado y el resto a base de forraje. En E1 se trataron novillos via canula
rumen/duodenal. Se incrementé (P<0.05) la digestion ruminal de la FDN en un 23% con la
adicion de la enzima (Fibrozyme), también mejor6 en 5% la digestion ruminal del
nitrogeno (N). En E2 aumento el peso final en 3%, el promedio de ganancia diaria de peso
en 6% Yy el consumo de materia seca en 4.5%. Concluyeron que un aumento en consumo
es el reflejo del incremento en la digestion de la FDN, y que en dietas altas en energia la
adicion de enzimas puede estimular la digestion de la fibra y por consecuencia mejorar el
consumo de MS y el crecimiento animal (Zinn y Salinas, 1998). En este estudio, no existio
mejora de los tratamientos sobre la degradacién de la FDN in situ ni in vivo sobre rastrojo
de maiz molido (1 mm) tratado con Fibrozyme (1.5 g/kg de MS) y con Promote (0.02 g/kg
de MS) ni de las combinaciones de éstos con cal, urea o cal+urea (C, U y C+U) para la

condicion in situ; tampoco de F o P per se y sus combinaciones con C o U+C para la
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condicion in vivo. Pero si estan de acuerdo con los autores anteriores en el incremento de
PF y GP donde F, P, P+C+U, y P+C superaron a TO (P<0.05). Ademas, algunas
combinaciones de Fibrozyme y Promote con cal y cal+urea incrementaron la digestibilidad
in situ a 48 h; a su vez las combinaciones F+C, F+C+U y P+C+U reportaron los valores
mas altos (P<0.05) en digestibilidad estimada mediante cenizas insolubles (DCI) en la
etapa in vivo del presente estudio, ambos resultados coinciden con lo encontrados en el
estudio antes citado. Beauchemin et al. (1995) evaluaron dosis crecientes de inclusion de
enzimas fibroliticas exdgenas sobre una dieta a base de alfalfa; se increment6 la ganancia
de peso por dia (GP) en novillos, al nivel intermedio de dosificacion, existiendo una
tendencia cuadratica respecto a los niveles enzimaticos. Dichos resultados estan de
acuerdo con lo encontrado en el presente estudio, pues tanto Fibrozyme como Promote
sin aditivos quimicos reportaron incrementos en GP en borregos (Black Belly x Dorper)
sobre el control (P<0.05). Asi mismo, en un experimento in situ con vacas fistuladas y
canuladas ruminalmente a las que alternativamente se aliment6 con una dieta alta en fibra
(82% forraje y 18% concentrado) siendo la composicion del forraje 67% rastrojo de maiz y
33% de heno de alfalfa y otra dieta baja en fibra (73.3% forraje: 26.7% concentrado), el
forraje se componia por 27.3% de rastrojo de maiz, 27.3% heno de alfalfa y 45.4% harina
de nopal deshidratado. Se evaluaron cuatro niveles de enzima (Fibrozyme, Alltech, Inc.,
Nicholasville, KY, USA): 0 (control), 1, 2 y 3 g/kg de MS adicionado al rastrojo molido 24 h
y 0 h antes de iniciar la incubacion in situ que durd 24 h. Se incremento6 la digestibilidad in
situ de la materia seca (DISMS; P<0.05) sobre el control para los tres niveles de enzima,
pero con tendencia cuadratica siendo el pico maximo a 1 g de enzima,; en fibra detergente
neutro desaparecida (FDND) sélo el nivel de 1 g de enzima superé al control (P<0.05) y
no hubo efectos sobre fibra detergente &acido desparecida. Correlacionaron alta y
significativamente DIVMS y FDND (r=0.82; P<0.01). El mejor tratamiento fue 1 g de
enzima a 24 h para DISMS (Tirado et al., 2004). En el mismo estudio se evaluaron los
patrones de AGV y N-NH; a 0, 3, 6, 9, 12 y 24 h, con las mismas dosis de enzima
Fibrozyme (0 (control), 1, 2 y 3 g/kg de MS) los valores mas altos sobre control se
obtuvieron con 1y 2 g de enzimay a 3, 6 y 9 h para AA, AP, AB y AGVt (P<0.05), y el
punto méaximo de N-NH; se obtuvo a 3 h sobre control y con 1y 2 g de enzima (P<0.05).
En la etapa in vivo del presente estudio, también mejoré la digestibilidad de la MS
mediante el indicador de cenizas insolubles (DCI) con los preparados enzimaticos

combinados con cal y urea, pero no lo hicieron por si solos. Ademas, los resultados
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presentes coinciden con los anteriores en los incrementos de AA, AP y AGVt de los
tratamientos (incluso para F y P per se) sobre el testigo, pero difieren para degradacion de
FDN y patron de N-NHs;, ya que en nuestro caso no hubo mejora en los tratamientos
evaluados sobre el testigo en tales variables.

Cabe sefialar que la accion de la enzima, no se restringe a su actividad directa sobre el
sustrato contenido en la dieta experimental, sino que también actia en sinergismo
modificando ciertas condiciones del rumen y con ello favoreciendo modificaciones en las
poblaciones bacterianas, la actividad de enzimas enddgenas y modificando la unién de
microorganismos con los sustratos (Adesogan, 2005). Por ejemplo, Yang et al. (2003), al
utilizar Promote, encontraron que la suplementacion de la enzima no afectd el total de
AGV pero si incrementd la concentracion de acetato y disminuy6é la de propionato,
ademas, la inclusion de enzimas exdgenas no tuvo efecto sobre la digestion cuando el pH
fue menor a 5.6, mostrando que las enzimas actlan sinergéticamente con los
microorganismos del rumen mas que por hidrélisis directa. Tales interacciones parecen
causar multiples variantes en las respuestas in vivo observadas al suplementar aditivos
enzimaticos, por ejemplo, Yescas et al. (2004) al utilizar Fibrozyme (0 y 1 g de enzima/kg
de MS) en rastrojo de maiz y avena, encontraron que la adicion de este preparado
incrementaba la concentracion de acetato y butirato, pero no la de propionato, Pinos-
Rodriguez et al. (2002) también observaron aumento en la concentracion de AGVt al
probar un complejo fibrolitico. No obstante, Yang et al. (2002) reportaron que la
suplementacion con enzimas fibroliticas exdégenas no modificé la concentracion de AGVt,
incremento las proporciones molares de acetato y redujo las de propionato. Explicar tales
variaciones resulta complicado por los diversos factores que intervienen (Beauchemin et
al., 2003): En primer lugar, los alimentos son muy complejos estructuralmente, pues
contienen una gran variedad de polisacaridos, proteinas, lipidos, lignina y acidos fendlicos
en intima asociacion; en segundo lugar, los productos enzimaticos son mezclas de
enzimas con diversas actividades, las cuales difieren entre sus condiciones Optimas y por
altimo, el fluido ruminal es un ecosistema microbiano extremadamente complejo, pues
contiene cientos de especies de microorganismos con sus propia secrecion de enzimas
(Colombatto et al., 2003b). Recientemente, se ha utilizado la caracterizacién bioquimica
con el fin de comprender algunos de los mecanismaos por los cuales tales complejos de

enzimas pueden mejorar la digestibilidad de la MS, FDN, FDA y patrones de fermentacion
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de algunos alimentos, no obstante, tales ensayos no representan la complejidad de la
pared celular de la planta, el espectro de accion de las enzimas, ni las condiciones del
rumen (Beauchemin et al., 2003), por lo que no pueden predecir su potencial en
experimentos in vitro (con liquido ruminal), in situ o in vivo. Kung et al. (2000b), al
comparar dos diferentes productos comerciales con actividades similares de celulasas y
xilanasas en dietas para vacas productoras de leche, encontré que sélo una de ellas
podia incrementar la produccién de leche. También la dieta en que las enzimas fibroliticas
son aplicadas puede explicar algunas de las variantes en experimentos in vivo; por
ejemplo, Gémez et al. (2003) encontraron que la mezcla de Fibrozyme+urea sélo afectaba
el consumo voluntario y la ganancia de peso de bovinos alimentados con cafia de azUcar,
pero no habia efectos de la suplementacion cuando en lugar de ésta se utilizaba zacate

estrella.

Aunqgue las estimaciones obtenidas in vitro e in situ, pueden predecir hasta con cierta
certeza los resultados que se obtendrian con alimentos experimentales in vivo (Sims et
al., 2008), es aun necesario llevar a cabo trabajos in vivo. Algunas variantes como las
cantidades y tipos de proteinas o grasas contenidas en la dieta, pueden producir
variaciones en las estimaciones in vitro, pues aiun cuando existe una fuerte relacion entre
la DMO de los alimentos y la tasa de produccién de gas, valores altos de PC y grasa
pueden disminuir la cantidad de gas, por lo que no siempre los alimentos con menor
produccion de gas son aquéllos con menor valor de DMO (Kilic y Garipoglu, 2009).
Ademas, una alta concentracion de propionato se asocia con una produccién de gas mas
baja, debido a un carbdn extra incluido dentro del propionato que de otra forma se
transformaria en CO, (Vargas-Villamil et al., 2005). Al respecto, Gonzalez et al. (2003) al
probar Promote en cabras de leche, no encontraron relacion entre los resultados in vitro e
in vivo. Tales variaciones se pueden atribuir a condiciones experimentales en la cual la
energia no es un nutriente limitante, asi como a las actividades y caracteristicas de las
enzimas suplementadas, baja o sobre suplementacion de actividad enzimética y al
inadecuado método de suministro del producto enzimatico, disponibilidad de los productos
y numero limitado de animales en las pruebas. Aunque se han logrado grandes avances
en la tecnologia de las enzimas para ruminates, se requiere considerable investigacion

para reducir la variabilidad en las respuestas (Beauchemin et al., 2003).
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9. CONCLUSIONES

Etapa in vitro:

La tasa fraccional de gas ajustada y volumen de gas a 24 h se incrementd en
comparacion con el testigo (TO) en cinco de los 16 tratamientos evaluados. En el resto de
las variables relacionadas con produccién de gas los tratamientos fueron iguales a TO.

La concentracion de &cido propionico se incrementd sobre TO en aquéllos tratamientos
donde los preparados enzimaticos se aplicaron a 0 h, incluyendo a los que recibieron
Promote a 24 h, solo o combinado con cal 6 urea, pero no con cal+urea. En el resto de las
variables relacionadas con patrones de fermentacion (AA, AB, AGVt y AA:AP) los

tratamientos mostraron un comportamiento similar a TO.

Los indicadores de la degradacion de la fibra de rastrojo de maiz (FDNr, MSD, DV), se
incrementaron por encima de TO en todos los tratamientos con aplicacion enziméatica a 0

h. También sucedi6 lo mismo con Promote solo, 6 con cal 6 con urea, aplicado a 24 h.

La evaluacién de la cinética ruminal mostré un incremento en produccion de masa
microbiana de los tratamientos sobre TO con aplicaciéon de enzimas a 0 h, pero no para

adherencia microbiana.

La tasas de energia metabolizable y energia neta de lactancia, evaluadas a 48 h de
incubacién in vitro, se incrementaron sobre TO en los tratamientos con aplicacion

enzimatica a 0 h, pero no a 24 h.

La digestibilidad fraccional de la materia organica (DMO/t) se increment6 sobre TO para la
mayoria de los tratamientos y en todos los tiempos evaluados (24, 40, 48, 60 y 72 h);
donde TO report6 los valores mas bajos. Los resultados se obtuvieron principalmente en
aquéllos tratamientos que contenian Fibrozyme aplicado a 0 h. También en la

digestibilidad de la materia organica (DMO), a excepcion de la medicién a 24 h, donde los
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tratamientos no difirieron de TO, el resto de los tiempos de medicién (40-72 h) mostré un
comportamiento semejante a DMO/t.
Etapa in situ:

La digestibilidad de la materia seca fue mejorada sobre TO a 48 h por la accion combinada
de Promote, 6 Fribrozyme+cal, 6 Promote+cal+urea y a 72 h por Promote+cal+urea. La
taza de degradacién de FDN no se increment6 sobre TO en los tratamientos y tiempos

evaluados.

Etapa in vivo:

Las variables de comportamiento animal y patrones de fermentacion reportaron
incrementos sobre TO para la mayoria de los tratamientos estudiados asi como también
sobre la digestibilidad medida sobre la fraccibn de cenizas insolubles en acido. Los
tratamientos que mostraron los comportamientos mas altos fueron Fibrozyme, Promote,
Promote+cal+urea y Fibrozyme+cal. La degradacion de las fracciones de fibras neutra y
acida, asi como el contenido de lignina, evaluadas en heces, no reportaron diferencias

respecto a TO.

Conclusiones generales:

En general, los tratamientos que recibieron la aplicacion de los preparados enzimaticos
fibroliticos exdgenos a 0 h, reportaron incrementos sobre TO en todas las variables en las
que hubo significancia, pero con la aplicacién de dichos preparados enzimaticos 24 h

antes de la incubacion in vitro no hubo diferencias con TO.

Los tratamientos que mejores resultados consignaron en las tres etapas experimentales
fueron Fibrozyme+cal, Promote+cal y Promote+cal+urea seguidos por Fibrozyme vy

Promote+cal a O h.

Resulta benéfico aplicar preparados enzimaticos y algunas combinaciones de estos con
ciertos aditivos quimicos para mejorar la degradacién y aprovechamiento de dietas altas

en forrajes fibrosos.
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11. APENDICE

Cuadro 1 A. Soluciones base de la técnica de gas in vitro
Carbonato Solucién Solucién mineral Il Solucion de | Solucién reductora
de sodio mineral | resazurina.

8gde 6.0 g de 6.0 g de KH,PO,. 1 g en 100 | 50 mL de agua destilada
Na,CO; K,HPO,y | 6.0 g de (NH,),SO.,. mL forados | 2 mL de NaOH 1 N
Aforar a aforar a 12.0 g de NaCl. con H,0 0.5 g de Na,S
100 mL con | 1000 mL | 2.45 g de MgSO,, 0.5 g de cisteina
agua conagua | 1.0 g de CaCl,-H,O. 1 gota de solucion de
destilada destilada | Aforar a 1000 mL con resazurina 1%

agua destilada.

Extraccion del Se colocael

inéculo ruminal arillo metalico

Aplicacién alos
frascos ambar

Fijar arillo con
engargoladora

Se colocatapon Incubar frascos en

bafio maria a 39°C.

/=

s |atex al frasco

Figura 1 A. Procedimiento de incubacion de las muestras
experimentales para produccién de gas in vitro.
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Se utilizé un manGmetro de presidn adaptado con aguja
hipodérmicay valvula de paso de control manual. Se
registro el valor de presion de cada uno de los 72
frascos en la escala de kg/cm?. -

024691216 21 2 34 42 50 62

62 74 96 N=16

Figura 2 A. procedimiento para latoma lecturas de produccion de
gas y cronograma de medicion.
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Cuadro 2 A. Ejemplo ilustrativo de programacion SAS para la estimacion de Vmax, Sy FL

Data A;

Input Sust Rep T Vol;

Cards

Sust Rep T Vol

1 1 0 0,000

1 1 1 23,781
1 1 2 50,536
1 1 4 69,359
1 1 6 89,338
1 1 8 107,003
1 1 10 121,032
1 1 14 140,681
1 1 18 157,024
1 1 24 169,896
1 1 30 177,975
1 1 36 177,975
1 1 42 185,063
1 1 48 189,175
1 1 54 195,270
1 1 66 202,358
1 1 78 209,445
1 1 90 214,880
1 1 102 220,314
1 1 114 222,773
1 1 126 225,894
1 1 138 227,362
k% * %k % %k k % %k %k k

* % * % * Kk * K K %

* % * % * %%k * % % %
4,000 4,000 90,000 212,465
4,000 4,000 102,000 213,933
4,000 4,000 114,000 216,411
4,000 4,000 126,000 218,553
4,000 4,000 138,000 221,031

proc sort; by Sust Rep;

proc nlin best=3 data=A; by Sut Rep;

parms v=20 to 320 by 50 s=-0.05 to 0.05 by .01 L=-.1 to 2.5 by 0.3;
model Vol=v/ (l+exp (2-4*s* (T-L)));

Cortesia: Dr. Luis A. Miranda R. (Laboratorio de Microbiologia Ruminal, Depto de Zootecnia, UACh, Mex.)
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Cuadro 3 A. Distribucion de tratamientos por vaca y tiempo de incubacion in situ.

TRATAMIENTO 24 h TRATAMIENTO 48 h
VACAL | VACA2 VACALl [ VACA2
T1 1 2 3 4 T1 5 6 7 8
T2 17 18119 20 T2 21 22|23 24
10 33 34|35 36 10 37 38|39 40
11 49 50 |51 52 11 53 54 |55 56
12 65 66 [ 67 68 12 69 70|71 72
13 81 82|83 84 13 85 86|87 88
14 97 98|99 100 14 101 102|103 104
15 113 114|115 116 15 117 118119 120
16 129 130|131 132 16 133 134|135 136
17 145 146|147 148 17 149 150|151 152
TRATAMIENTO 72 h TRATAMIENTO 96 h
VACAL1 | VACA2 VACA1l | VACA2
T1 9 10|11 12 T1 13 14 (15 16
T2 25 26|27 28 T2 29 30|31 32
10 41 42 | 43 44 10 45 46 | 47 48
11 57 58 [ 59 60 11 61 62|63 64
12 73 7475 76 12 77 78|79 80
13 89 90 (|91 92 13 93 94|95 96
14 105 106|107 108 14 109 110|111 112
15 121 122|123 124 15 125 126127 128
16 137 138|139 140 16 141 1421143 144
17 153 1541155 156 17 157 158159 160

Nota: se consideraron dos subrepeticiones por tratamiento en cada vaca fistulada y
para cada tiempo de incubacion in situ.
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Cuadro 4 A. Composicion de las dietas experimentales para la etapa in vivo.

Enzimas y aditivos quimicos (g/kg MS)

Control ‘ Fibrozyme ‘ Promote

To F C C+U P Cal c+U
(0 g (1.5g) (150 (75gc/u) (0.2g) (150 (7.5 g clu)

Ingredientes, % MS

R. de Maiz 56.3 56.3 56.25 56.3 56.3 56.25 56.3
Melaza 6.5 6.5 5.4 7.4 6.5 5.4 7.54
Sorgo 17.6 17.6 17.5 18.6 176 175 18.6
H. de soya 13.0 1285 132 10.2 13 13.2 10.85
Aminosoy 6.6 6.6 6.0 5.85 6.6 6.13 5.84
Enzima 0.15 0.15 0.15 0.02 0.02 0.02
Aditivo quimico 15 0.75 15 0.75

0.75 0.75
Agua (L) 14.3 14.3 13.5 18.5 143 135 18.8

Composicién quimica

Materia seca, %* 90.5 90.7 91 90.5 90.5 90.8 89.8
Proteina cruda,% MS  13.5 13.4 13.2 14.1 135 133 14.3
EM Mcal/kg MS 2.3 2.3 2.25 2.25 2.3 2.26 2.27
FDN, % MS 44.6 44.6 44.5 44.3 446 445 44.4
FDA, % MS 26.4 26.4 26.4 26.2 264 264 26.2
Ash, % MS 6.40 6.37 6.22 6.27 6.38 6.23 6.33

*Estimada a partir de la dieta total con tres replicas/dieta, restando el agua afiadida.

Notal. Se mezclaron juntos los tratamientos con enzimas (sin quimicos) y el testigo. Ademas las
cantidades se ajustaron por semana a un consumo del 4% de peso vivo de cada borrego.

Nota 2. La proporcién de agua en la melaza se mantuvo en 1:2.2 melaza:agua (v/v para testigo y
sin quimicos); 1:2.5 melaza:agua (v/v para tratamientos con cal y cal+urea).
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Cuadro 5 A. Comparacion de medias para digestibilidad de la materia organica.

Trat 24 h Trat 40 h Trat 48 h
FO+U 705 a FO+C 83.8 a FO+C 88.7 a
FO+C 70.2 a FO+U 83.3 a FO+U 879 a
F24+C+U 69.9 ab FO+C+U  82.8 ab FO+C+U  87.5 ab
FO+C+U  69.6 ab PO+U 82.0 abc PO+U 87.2 ab
P24 69.5 ab F24+U 80.1 bcd PO+C 84.8 bc
F24 69.4 ab P24 79.9 bcd F24+U 83.9 cd
F24+U 69.3 ab PO+C 79.6 cd P24 83.8 cd
PO+U 68.0 abc F24 70.6 cd F24 83.5 cd
P24+C+U 67.8 abc F24+C+U 79.5 cd PO 83.4 cd
TO 67.7 abc P24+C+U 78.3 de PO+C+U  83.3 cd
F24+C 67.7 abc PO 78.2 de F24+C+U 82.8 cd
P24+C 67.0 bcd PO+C+U  78.2 de FO 82.4 cde
P24+U 65.9 cde TO 77.8 de P24+C+U 81.9 cde
PO+C 65.3 cde F24+C 77.5 de TO 81.6 de
PO+C+U  64.1 de P24+C 77.5 de F24+C 81.2 de
PO 64.0 e FO 77.2 de P24+C 81.0 de
FO 63.1 e P24+U 76.1 e P24+U 79.7 e
Trat 60 h Trat 72 h

FO+C 92.4 a FO+C 94.8 a

FO+U 91.4 ab FO+U 93.4 ab

PO+U 91.2 ab PO+U 93.7 ab

FO+C+U  91.0 ab FO+C+U 93.1 ab

PO+C 89.0 bc PO+C 91.7 bc

PO 87.4 cd PO 89.9 cd

PO+C+U  87.3 cd FO 89.8 cd

F24+U 86.8 cde PO+C+U  89.7 cd

P24 86.8 cde F24+U 88.6 de

F24 86.6 cdef P24 88.6 de

FO 86.3 cdef F24 88.5 de

F24+C+U 85.7 def F24+C+U 87.3 def

P24+C+U 84.6 defg TO 86.3 efg

TO 84.1 defg F24+C+U 86.1 efg

F24+C 83.6 efg F24+C 85.8 efg
P24+C 83.6 fg P24+C 85.1 ¢
P24+U 825 g P24+U 84.1 g

Literales diferentes entre hileras difieren estadisticamente (Tukey=0.05)
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Cuadro 6 A. Comparaciéon de medias para digestibilidad fraccional de la MO (DMO/t).

Trat 24 h Trat 40 h Trat 48 h
FO+U 0.93 a PO+U 0.58 a PO+U 0.45a
PO+U 0.93a FO+U 0.56 b FO+U 0.44 ab
FO+C+U 0.92 a PO+C+U 0.56 b PO+C+U 0.44 ab
FO+C 0.90 b PO 0.56 b F24+U 0.43 bc
PO+C+U 0.90b FO+C+U 0.55bc FO+C 0.43 bc
P24+U 0.89bc  PO+C 0.55bc  FO+C+U 0.43 bc
P24+C+U 0.89bc FO 0.55bc  PO+C+U 0.43 bc
PO+C 0.88cd F24+U 0.54bc FO 0.43 bc
PO 0.88cd FO+C 0.54cd PO 0.43 bc
F24+C+U 0.87de P24+U 0.53de P24+U 0.42 cd
P24+U 0.87de F24+C+U 0.52 ef F24 0.41d
P24+C 0.87de F24 0.51f F24+C 0.41d
FO 0.86 ef F24+C 0.51f P24 0.41d
P24 0.85fg P24 0.51f P24+C+U 0.41d
F24 0.85fg P24+C 0.51f TO 0.41d
F24+C 0.84¢g P24+C+U 051f F24+C 0.40e
TO 0.84 g TO 0.51f P24+C 0.40 e
Trat 60 h Trat 72 h

PO+U 0.35a PO+U 0.27 a

FO+U 0.34ab F24+U 0.26 ab

PO+C+U 0.34ab P24+U 0.26 ab

F24+U 0.33bc  FO+U 0.26 ab

FO+C 0.33bc  FO+C+U 0.26 ab

FO+C+U 0.33bc  PO+C 0.26 ab

PO+C 0.33bc  PO+C+U 0.26 ab

FO 0.33bc PO 0.26 ab

PO 0.33bc F24 0.25 bc

F24 0.32cd F24+C+U 0.25 bc

F24+C+U 0.32cd P24 0.25 bc

F24+U 0.32cd P24+C+U  0.25 bc

F24+C 0.31de FO+C 0.25 bc

P24 0.31de FO 0.25 bc

P24+C+U 0.31de TO 0.25 bc

TO 0.31de F24+C 0.24c

P24+C 0.30 e P24+C 0.24 c

Literales diferentes entre hileras difieren estadisticamente (Tukey=0.05)
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Cuadro 7 A. Principales correlaciones derivadas de datos de incubaciones in vitro con dos repeticiones en tiempo, a 96 h.

MSR MSD FDNr DV AM EM 48h ENLA48 DMO % VG mL/g AA % AP %

% % % % mg MJ MJ 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h

MSR % 1 -1.00 -0.32 -0.97 0.80 -0.37 -0.35 -0.57 -0.67 -0.72 -0.84 078 -049 089 -0.80 0.14 -0.88
0.0001 0.0733 0.0001 0.0001 0.0354 0.0498 0.0006 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.004 0.0001 0.0001 0.4358 0.0001

MSD % 1 0.32 0.97 -0.80 0.37 0.35 0.57 0.67 0.72 0.84 -0.78 049 -089 080 -0.14 0.88
0.0733 0.0001 0.0001 0.0354 0.0498 0.0006 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.004 0.0001 0.0001 0.4358 0.0001

FDN % 1 0.09 -0.82 0.11 0.08 0.08 0.08 0.40 0.12 -055 029 -046 058 -0.29 0.45
0.6208 0.0001 0.5486 0.646 0.6649 0.6645  0.025 0.5279 0.001 0.1055 0.0088 0.0005 0.1016 0.0096

DV % 1 -0.63 0.37 0.35 0.58 0.68 0.66 0.86 -0.68 044 -082 0.69 -0.07 0.80
0.0001 0.0372 0.0503 0.0005 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0108 0.0001 0.0001 0.7122 0.0001

AM mg 1 -0.28 -0.25 -0.38 -0.44 -0.68 -0.57 083 -048 083 -0.87 0.29 -0.83
0.1232 0.1597 0.0296 0.0114 0.0001  0.0007 0.0001 0.005 0.0001 0.0001 0.1035 0.0001

EM 48 1 0.99 0.81 0.80 0.69 0.51 -0.26 030 -021 019 -0.06 0.17
MJ 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0028 0.1536 0.0912 0.257 0.2978 0.7566  0.3457

ENL 48 1.00 0.78 0.77 0.69 0.51 -025 030 -020 019 -0.08 0.17
MJ 0.0001 0.0001 0.0001 0.0029 0.1602 0.0961 0.2698 0.3008 0.6753 0.3513
DMO% 1 0.99 0.70 0.58 -0.30 030 -036 0.28 -0.04 0.34
24 h 0.0001 0.0001  0.0005 0.0937 0.1004 0.0446 0.125 0.834 0.058
DMO% 1 0.73 0.70 -0.40 033 -047 037 -0.02 0.45
48 h 0.0001  0.0001 0.0233 0.0664 0.007 0.0372 0.9047 0.0104
VG mL 1 0.59 -060 066 -063 0.64 -0.36 0.65
24 h 0.0004 0.0003 0.0001 0.0001 0.0001 0.0457 0.0001
VG mL 1 -0.71 027 -078 0.66 0.11 0.75
48 h 0.0001 0.1284 0.0001 0.0001 0.5417 0.0001
AA% 1 -0.36 091 -0.97 0.09 -0.91
24 h 0.0434 0.0001 0.0001 0.6076 0.0001
AA% 1 -0.41 042 -0.73 0.46
36 h 0.0192 0.016 0.0001 0.0088
AA% 1 -0.93  0.06 -0.99
48 h 0.0001 0.7274 0.0001
AP% 1 -0.20 0.94
24 h 0.2624  0.0001
AP% 1 -0.13
36 h 0.4785
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Cuadro 8 A. Principales correlaciones derivadas de datos de incubaciones in vitro con dos repeticiones en tiempo, a 96 h.

AC. BUTIRICO (AB) % AGVt mmol/L N-NH;g/dL CO; (moles) NH4 (moles) MM
24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h mg
MSR % 0.06 0.59 0.14 0.66 -0.13 0.84 -0.02 -0.84 0.12 0.65 -047 -0.28 -0.29 0.11 0.09 -0.74
0.7533 0.0004 0.461 0.0001 0.4781 0.0001 0.8926 0.0001 0.5054 0.0001 0.0069 0.1174 0.1082 0.557 0.618 0.0001
MSD % -0.06 -059 -0.14 -0.66 0.13 -0.84 0.02 0.84 -0.12  -0.65 0.47 0.28 029 -0.11 -0.09 0.74
0.7533 0.0004 0.461 0.0001 0.4781 0.0001 0.8926 0.0001 0.5054 0.0001 0.0069 0.1174 0.1082 0.557 0.618 0.0001
FDNr % -0.11  -0.15 -0.07 -0.55 -0.47 -0.38 0.01 0.28 0.10 -0.16 0.32 0.14  -0.06 0.09 0.09 0.22
0.5353 0.4284 0.6854 0.0012 0.0068 0.0333 0.9725 0.119 0.5942 0.3938 0.077 0.4564 0.7466 0.611 0.616 0.2252
DV % -0.02 -0.58 -0.11 -0.54 0.27 -0.78 0.02 0.81 -0.16 -0.64 0.41 0.27 0.32 -0.14 -0.12 0.73
0.9126 0.0005 0.5644 0.0013 0.1421 0.0001 0.9009 0.0001 0.3868 0.0001 0.0205 0.1394 0.0712 0.4393  0.498 0.0001
AM mg 0.14 0.43 0.17 0.78 0.25 0.78 -0.02 -0.69 0.00 048 -049 -024 -012 -0.01 -0.02 -0.58
0.4541 0.0147 0.3466 0.0001 0.1694  0.0001 0.901 0.0001 0.986 0.0051 0.0044 0.1803 0.4998 0.9662  0.927 0.0005
EM MJ 0.30 -0.39 0.18 -0.18 -0.08 -0.15 -0.12 0.18 0.02 -0.22 0.23 0.12 0.04 0.04 0.06 0.70
48 h 0.0929 0.028 0.3329 0.3356 0.6485 0.427 05175 0.3177 0.9061 0.2313 0.1957 0.4992 0.8103 0.8348  0.745 0.0001
ENL MJ 0.29 -0.36 0.16 -0.19 -0.11 0.01 -0.17 -0.04 0.41 0.22 0.17 -0.19 0.29 0.09 0.31 0.68
48 h 0.1074 0.041 0.3949 0.2975 0.5626 0.9547 0.3443 0.8452 0.0205 0.2353 0.339 0.291 0.1123 0.6408  0.087 0.0001
DMO % 0.12 -0.39 0.04 -0.22 0.08 -0.32 0.04 0.34 -0.03  -0.37 0.27 0.15 0.15 -0.02 0.00 0.84
24 h 0.5293 0.0255 0.8217 0.2232 0.6825 0.0698 0.8199 0.0584 0.8874 0.0366 0.1297 0.427 0.4266 0.9008 0.99 0.0001
DMO % 0.14  -0.46 0.03 -0.31 0.16 -0.44 0.02 0.45 -0.03  -0.43 0.33 0.16 0.17 -0.02 0.00 0.88
48 h 0.4365 0.0084 0.8798 0.082 0.3949 0.0122 0.9005 0.0099 0.8824 0.013 0.0643 0.3859 0.365 0.9008  0.995 0.0001
VG mL -0.14 -0.63 -0.28 -0.57 -0.23 -0.59 0.05 0.47 0.07 -0.34 0.48 0.14 0.04 0.10 0.12 0.76
24 h 0.4542 0.0001 0.1214 0.0007 0.2084  0.0004 0.7879 0.007 0.7007 0.0539 0.0058 0.4454 0.8417 0.5918 0.516 0.0001
VG mL 0.24 -0.51 0.05 -0.59 0.37 -0.72 -0.12 0.76 -0.02  -0.52 0.46 0.15 0.17 -0.01 0.01 0.77
48 h 0.1935 0.0031 0.7759 0.0004 0.0375 0.0001 0.4991 0.0001 0.9124 0.0023 0.0077 0.3971 0.3414 0.9763  0.947 0.0001
AA % -0.15 0.43 0.18 0.82 -0.05 0.84 -0.05 -0.82 0.07 0.57 -048 -0.27 -0.21 0.05 0.04 -0.52
24 h 0.4149 0.013 0.3171 0.0001 0.7813 0.0001 0.7932 0.0001 0.6932 0.0006 0.0059 0.1369 0.2471 0.7708 0.81 0.0026
AA % -0.26 -0.76  -0.38 -0.46 -0.30 -0.48 -0.04 0.21 0.26  -0.13 054 -0.15 -0.17 0.28 0.29 0.40
36 h 0.1525 0.0001 0.0319 0.0083 0.0967 0.005 0.8218 0.2461 0.1473 0.4857 0.0016 0.4203 0.3384 0.1236 0.11 0.024
AA % 0.03 0.54 0.16 0.78 -0.15 0.90 -0.12 -0.87 0.08 0.60 -0.47 -026 -0.24 0.07 0.06 -0.56
48 h 0.8834 0.0014 0.3966 0.0001 0.3986 0.0001 0.5098 0.0001 0.6607 0.0003 0.0071 0.1534 0.189 0.6835 0.726 0.0008
AP % -0.08 -042 -0.31 -0.85 -0.07 -0.89 0.12 0.80 -0.07 -0.54 0.48 0.28 0.20 -0.04 -0.03 0.49
24 h 0.6539 0.0161 0.0824 0.0001 0.6853 0.0001 0.5134 0.0001 0.7202 0.0013 0.0057 0.1234 0.2847 0.8242 0.865 0.0042
AP % 0.47 0.12 0.45 0.26 0.55 0.25 0.05 0.06 -0.20 -0.14 -0.22 0.15 0.21 -0.22 -0.22 -0.04
36 h 0.0068 0.5231 0.0103 0.1539 0.0011 0.1764 0.7652 0.7341 0.2816 0.4423 0.2212 0.4114 0.2437 0.2313  0.234 0.8393
AP % -0.11  -054 -0.30 -0.81 0.10 -0.93 0.13 0.86 -0.08 -0.60 0.48 0.26 0.24  -0.07 -0.06 0.55
48 h 0.5508 0.0014 0.0931  0.0001 0.569 0.0001 0.4836 0.0001 0.6752 0.0003 0.006 0.1546 0.1877 0.6925 0.734 0.0012
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Cuadro 9 A. Correlaciones derivadas de datos de incubaciones in vitro con dos repeticiones en tiempo, a 96 h.

AB % AGVt mmol/L N-NH; g/dL CO; (moles) CH,4 (moles) MM
24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h 24 h 36 h 48 h mg

AB 1 -0.07 0.55 0.12 0.54 0.16 -0.31 0.11 -0.03 -0.15 0.01 -0.03 0.07 -0.06 -0.06 0.11
% 24h 0.7125 0.0012 0.5005 0.0014 0.3842 0.0884 0.5403 0.8656 0.4168 0.9508 0.8688 0.6861 0.7587 0.7537 0.5355
AB 1 0.13 0.42 -0.09 0.47 0.01 -0.37 -0.20 0.32 -0.57 0.07 0.05 -0.20 -0.21 -0.55
% 36 h 0.4799 0.0158 0.6297 0.0063 0.9644 0.0387 0.2834 0.0741 0.0007 0.6943 0.7718 0.2769 0.2383 0.0013
AB 1 0.36 0.29 0.43 -0.08 -0.14 -0.01 0.17 -0.16 -0.05 -0.06 0.00 0.00 -0.02
% 48h 0.0452 0.1044 0.0151 0.6748 0.4451 0.9769 0.3465 0.379 0.7653 0.7476 0.9887 0.9955 0.8981
AGVt 1 0.10 0.82 0.01 -0.66 0.02 0.45 -0.42 -0.24 -0.14 0.01 0.00 -0.51
mM 24h 0.6045 0.0001 0.9666 0.0001 0.9131 0.0104 0.0171 0.1943 0.4552 0.9489 0.9878 0.0028
AGVt 1 -0.10 -0.06 0.32 -0.18 -0.29 -0.11 0.05 0.27 -0.22 -0.23 0.06
mM 36h 0.5917 0.7265 0.0725 0.3191 0.1015 0.5371 0.7991 0.1423 0.2178 0.2152 0.7522
AGVt 1 -0.08 -0.83 0.01 0.57 -0.49 -0.18 -0.19 0.02 0.02 -0.08
mM 48h 0.6718 0.0001 0.9566 0.0007 0.0041 0.3159 0.3016 0.8929 0.9319 0.675
N-NHz 1 0.01 -0.05 0.04 -0.06 0.07 0.03 -0.04 -0.04 -0.20
g/dL 24h 0.9628 0.7714 0.8315 0.7458 0.6956 0.8527 0.8279  0.829 0.2729
N-NHg 1 -0.37 -0.82 0.19 0.50 0.54 -0.39 -0.38 -0.05
g/dL 36h 0.0357 0.0001 0.2955 0.004 0.0014 0.0256 0.0296 0.7941
N-NH3 1 0.65 0.77 -0.93 -0.96 0.98 0.98 0.72
g/dL 48h 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
CO; 24h 1 0.08 -0.69 -0.82 0.69 0.68 0.40
% 0.6511 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0243
CO; 36h 1 -0.62 -0.62 0.77 0.77 0.34
% 0.0002 0.0002 0.0001 0.0001 0.0555
CO; 48h 1 0.91 -0.91 -0.90 -0.36
% 0.0001 0.0001 0.0001 0.0435
CHs4 24h 1 -0.98 -0.97 0.46
% 0.0001  0.0001 0.008
CH,4 36h 1 1.00 -0.07
% 0.0001 0.7001
CH, 48h 1 0.53
% 0.002
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Cuadro 10 A. Correlaciones entre indicadores de degradacion, patrones de fermentacion y
variables de comportamiento animal derivados de la etapa in vivo.

%FDA %LIG %FDN %DCl
PINI kg 0.104 0.072 -0.003 0.085
0.512 0.651 0.986 0.593
GP kg 0.163 0.209 -0.097 0.008
0.301 0.184 0.542 0.959
CoA kg 0.18 0.153 -0.002 -0.14
0.255 0.334 0.992 0.376
CAkg -0.202 -0.155 0.141 -0.137
0.199 0.328 0.373 0.388
PG kg 0.287 0.214 -0.113 -0.036
0.066 0.173 0.478 0.819
PF kg 0.174 0.18 -0.074 0.076
0.271 0.254 0.642 0.630
AA mmol/L 0.176 0.092 0.122 -0.203
0.265 0.560 0.443 0.197
AP mmol/L 0.185 0.002 0.26 -0.338
0.240 0.992 0.096 0.029
AB mmol/L 0.226 0.118 0.071 -0.183
0.150 0.458 0.653 0.246
A:P -0.055 0.105 -0.328 0.311
0.730 0.506 0.034 0.045
pH 0.136 0.145 0.099 0.175
0.391 0.360 0.534 0.267
AGVt mmol/L 0.196 0.082 0.149 -0.239
0.213 0.606 0.346 0.127
AA % -0.152 0.027 -0.207 0.296
0.337 0.866 0.188 0.057
AP % 0.025 -0.153 0.351 -0.305
0.876 0.334 0.023 0.049
AB % 0.158 0.092 -0.041 -0.099
0.317 0.563 0.797 0.533
FDA % il 0.542 0.156 0.001
0.0002 0.323 0.996
LIG % 0.542 1 0.055 -0.012
0.0002 0.732 0.941
FDN % 0.156 0.055 1 -0.184
0.323 0.732 0.243
DCI % 0.001 -0.012 -0.184 1
0.996 0.941 0.243

PINI= peso inicial

Cuadro 11 A. Correlaciones entre &cido acético (AA) y &cido propiénico (AP).

%AP 24h %AP 36 %AP 48h

%AA 24h -0.97 0.09 -0.91
0.0001 0.608 0.0001

%AA 36h 0.42 -0.73 0.46
0.016 0.0001 0.0088

%AA 48h -0.93 0.06 -0.99
0.0001 0.727 0.0001
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Cuadro 12 A. Correlaciones entre AA, AP, EM, CO, y CHa.

EM AA AA % AA AP AP % AP
kd/kg MS (24 h) (36 h) (48 h) (24 h) (36 h) (48 h)
CO,24h 0.20 0.71 -0.70 0.08 0.22 0.52 0.62
0.3785 0.0003 0.0005 0.7322 0.343 0.0151 0.0028
CO,36h 0.70 0.92 -0.87 0.08 0.72 0.94 0.95
0.0004 0.0001 0.0001 0.74 0.0001 0.0001 0.0001
C0O,48h -0.55 -0.99 0.99 0.17 -0.40 -0.78 -0.88
0.0096 0.0001 0.0001 0.4711 0.071 0.0001 0.0001
CH,24 h 0.08 0.26 -0.32 -0.11 -0.07 0.13 0.22
0.7162 0.2595 0.1614 0.6387 0.755 0.561 0.347
CH,36 h 0.41 0.20 -0.12 0.48 0.47 0.38 0.28
0.0635 0.393 0.595 0.0289 0.032 0.0926 0.2122
CH, 48 h 0 -0.47 0.49 0.33 -0.11 -0.35 -0.42
0.4174 0.0335 0.0238 0.1441 0.625 0.124 0.0597
Cuadro 13 A. Correlaciones entre variables evaluadas en la etapa in vivo.
GP CoA CA PG PF AA AP AB AP pH  AGVt
PINI 010 029 -002 016 072 0.06 -0.04 012 015 040 0.05
0.548 0.060 0.923 0.322 0.0001 0.723 0.796 0454 0.351 0.009 0.755
GP 1 069 -087 092 075 051 034 049 007 013 049
0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.026 0.001 0.670 0.424 0.001
CoA 1 -031 067 066 046 024 047 026 025 044
0.050 0.0001 0.0001 0.002 0.128 0.002 0.090 0.116 0.004
CA 1 -0.80 -0.62 -041 -033 -041 0.06 -0.07 -0.41
0.0001 0.0001 0.008 0.036 0.007 0.692 0.646 0.007
PG 1 073 056 039 054 007 006 055
0.0001 0.0001 0.0101 0.0002 0.656 0.696 0.0002
PF 1 040 022 043 014 037 0.39
0.009 0.157 0.005 0.384 0.016 0.012
AA 1 089 079 -0.30 -0.13 0.99
0.0001 0.0001 0.057 0.398 0.0001
AP 1 073 -068 -0.23 0.93
0.0001 0.0001 0.146 0.0001
AB 1 -031 -0.16 0.85
0.045 0.316 0.0001
AP 1 027  -0.40
0.086  0.009
pH 1 -0.17
0.29

PINI= peso inical
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Figura 3 A. Alimento necesario para obtener 10 kg de peso vivo.
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Figura 4 A. Alimento adicional por cada 10 kg de peso vivo a partir del tratamiento
gue registré un consumo menor (F) tomado como punto cero (F=0).
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Figura 5 A. Digestibilidad aparente de la materia seca calculada a partir del marcador
interno por cenizas insolubles.
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