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En los sistemas de produccion pecuaria bajo condiciones de
estabulacion, la alimentacion ocupa del 70 al 80% de los costos totales de
produccion. Por lo tanto contar con ingredientes alternativos que permitan
abaratar los costos de produccién sin afectar la productividad es sumamente
importante  valiéndose de nuevas tecnologias que puedan ser
implementadas para el mismo objetivo. Con respecto a lo anterior existen
otros ingredientes que ya forman parte de la alimentacion de rumiantes pero
gue sin embargo, la mayoria de ellos necesita mejorar su valor nutricional,
ayudados por nuevas tecnologias como el uso de las enzimas. En este
contexto el presente trabajo se encuentra dividido en dos etapas
primeramente se aislé un microorganismo productor de enzimas celuloliticas,
a partir de la cepa VML-2 (vaca alimentada con masilla y levadura) en agar
scheadler (49.6 g/1000 ml), identificando las cepas macroscépicamente y
microscopicamente mediante una tincibn de gram, una vez identificado el
microorganimo se produjo la enzima en un medio mineral especifico que

contenia las siguientes cantidades en porciento, (NaCl 0.5, KCI 0.3, KH,PO4



0.5, MgSO, 0.01), en condiciones de anaerobiosis a una temperatura
constante de 39 °C. y finalmente para obtener el extracto enzimatico se
centrifugo a 5000 rpm. Como segunda etapa una vez obtenida la enzima se
empleo una prueba en 25 bovinos de la raza beefmaster evaluando
paradmetros productivos, dichos animales eran alimentados con una dieta
que incluia nopal o maguey como forraje verde el cual era asperjado con la
enzima 60 min antes de ser ofrecido como alimento, los ingredientes
restantes de la dieta fueron (avena, grano de sorgo, gallinaza, cascarilla de
arroz, melaza y una combinacion de sal mineral) el T1 fue el tratamiento que
incluye nopal sin enzima el T2 incluia nopal previamente asperjado con
enzima, el T3 fue el que tenia maguey sin asperjar, el T4 incluia maguey
tratado con el extracto enzimatico, el T5 (tratamiento testigo) dietas que no
incluian ni nopal ni maguey. El alimento era servido en dos tiempos 8.00 am
y 16.00 pm, se peso el alimento servido y el rechazado para obtener
consumo diario de materia seca (CDMS), los animales se pesaron al inicio y
al final de la prueba para determinar la ganancia diaria de peso (GDP) y por
ende la conversion alimenticia (CA), una vez concluida la prueba se tomaron
muestras de sangre para el analisis de metabolitos, y muestras de liquido
ruminal para determinar acidos grasos volatiles y pH, los resultados de
proteina celular y extracelular mostraron un valor de 0.00094 mg. La
cinética enzimética en nopal y maguey mostré la mayor actividad de la
enzima a los 60 minutos de haberla aplicado con valores de 2900 U. para el
nopal y 3751 U. para el maguey. Para la prueba de parametros productivos
se muestra diferencia significativa (P<0.05) en (GDP, CDMS, y C.A). el T2
(nopal + extracto enzimatico) mostro mejores rendimientos, en el caso de los
metabolitos sanguineos la glucosa muestra diferencia significativa (P<0.05)
en el T2, no siendo asi con los demas metabolitos (proteinas totales,
queratina, colesterol, calcio y fosforo) analizados. Para los AGV se observo
un aumento del acido acético mostrando diferencia significativa el T2
comparado con los otros tratamientos. Y finalmente el pH ruminal el T2
conservo mejor las condiciones del rumen (6.4), por ultimo se puede deducir
que la utilizacion de enzimas celuloliticas en dietas que incluyen nopal como
forraje verde ayudan a mejor los parametros productivos de los animales
obteniendo con ello resultados atractivos para los pequefios y medianos
productores.
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I. INTRODUCCION

Los rumiantes presentan particularidades distintivas en relacion con el
resto de los mamiferos, porque el rumen y el reticulo, dos de los
compartimientos pre-estomacales, se encuentran habitados por una de las
mas variadas, densas y activas poblaciones microbianas conocidas en la
naturaleza (protozoos, bacterias y hongos), que desempefian un papel
significativo en la degradacion del alimento que consumen los animales
(Estrada et al., 1993). Estos compartimientos no producen enzimas capaces
de atacar las uniones B 1,4 y 1,6 glucosidicas presentes en la celulosa y
otros componentes que constituyen los carbohidratos estructurales de las
paredes celulares de los vegetales; sin embargo, contienen el mayor
complejo enzimatico que se conoce, es el sitio principal de degradacion de
la celulosa y hemicelulosa presentes en los materiales fibrosos (Dijkstra y

Tamminga, 1995).

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que catalizan
reacciones gquimicas, siempre que sean termodinamicamente posibles. Una
enzima hace que una reaccién quimica sea energéticamente posible, pero
que transcurre a una velocidad muy baja, es decir, que sea cinéticamente
favorable, lo que significa que puede transcurrir a mayor velocidad que sin la
presencia de la misma. En estas reacciones, las enzimas actian sobre unas
moléculas denominadas sustratos, los cuales se convierten en moléculas
diferentes denominados productos. Casi todos los procesos en las células
necesitan enzimas para que ocurran todas sus reacciones a una tasa
significativa. A las reacciones mediadas por enzimas se las denomina
reacciones enzimaticas (Galindo, 2005). Debido a que las enzimas son
extremadamente selectivas con sus sustratos y su velocidad crece so6lo con
algunas reacciones, el conjunto (set) de enzimas sintetizadas en una célula
determina el tipo de metabolismo que tendra cada célula. A su vez, esta

sintesis depende de la regulacion de la expresion génica.



1.1 Justificacion

Los microorganismos ruminales capaces de producir enzimas de
interés biotecnoldgico son blanco de estudio debido a que a nivel industrial el
empleo de enzimas en la alimentacion animal es escasa, por lo que su
produccion y uso representan un area de oportunidad para la produccion de
las mismas a nivel semi-preparativo y piloto, asi como su empleo para el
aprovechamiento efectivo del alimento en las dietas suministradas a los
animales. Opuntia sp y Agave sp representa un componente fehaciente para
emplearse en dietas para rumiantes debido a que soportan sequias,

variaciones de temperatura y su uso comercial es limitado.

1.2 Objetivo general

Determinar los beneficios que aportan en bovinos las dietas hechas a
base de nopal y maguey, tratadas antes de la alimentacién con la enzima
producida en laboratorio a partir de la cepa VML-2 y de esta manera emitir

un juicio sobre su uso racional sustentado.

1.2.1 Objetivos especificos

X/

++ Aislar el microorganismo de la cepa VML-2 y producir la enzima en medio
mineral especifico.
X/

¢+ Caracterizar fisico-quimica la materia prima (Opuntia ficus indica y Agave

salmiana).

X/

¢+ Caracterizar micro y macroscépicamente la cepa VML-2

% Realizar una cinética enzimatica empleando la enzima producida por
VML-2 empleando nopal y maguey como sustrato.

« Evaluar 5 dietas en una prueba de alimentacion para determinar

pardmetros productivos empleando becerros Beefmaster.



II. REVISION DE LITERATURA
2.1. Generalidades

El nopal se ha aprovechado de multiples maneras, desde la comercializacion
del fruto asi como en la alimentacion humana como verdura, de igual forma
se le ha encontrando mas modos de uso, una de ellas es como forraje para
ganado, en la industria farmacéutica y cosmética, para la conservacion de
suelos especialmente aquéllos que son poco fértiles (Flores y Ramirez,
1995) y como una fuente de colorante natural en la produccion de la “grana
cochinilla”. Sin dejar de lado que en las comunidades rurales de las zonas
aridas y semiaridas de México el nopal verdura (Opuntia ficus-indica)
constituye una fuente de ingreso considerable (Flores y Olvera, 1995). En
México, los agaves han tenido y tienen una gran importancia econémica y
cultural para numerosos pueblos indigenas y mestizos, que los han
aprovechado durante siglos como fuente de alimento, bebida, medicina,
combustible, cobijo, ornato, fibras duras extraidas de las hojas (ixtle), abono,
construccion de viviendas y elaboracién de implementos agricolas, entre
otros usos. Los magueyes fueron una de las primeras plantas aprovechadas
por los pobladores de Mesoamérica para alimentarse, de lo cual se hallan
restos en cuevas en el Valle de Oaxaca, el de Tehuacan y en Coahuila en
este Ultimo sitio, ademas de restos de fibras mascadas, se recuperaron
cordeles de ixtle y sandalias elaboradas con fibras de maguey. El empleo
como alimento y fibras pervive en México desde hace por lo menos siete mil
anos (Garcia, 2002).

2.2. Nopal y maguey como forraje

Como forraje el nopal (Opuntia spp.) se ha utilizado desde el
establecimiento de las diferentes culturas en México pero a finales del siglo
XX fue que concibid su importancia como planta forrajera, pues a partir de
este momento se buscé controlar su uso debido a la inclusion desmedida ya

sea como complemento en las dietas alimenticias o como alimento del



ganado en pastoreo, para evitar la tala irracional de la cual eran objeto las
nopaleras por parte de los productores. Y desde ese entonces se ha
promovido su plantacion para industrializarlo y para reforestar amplias areas
sin vegetacion, buscando con ello controlar la erosion del suelo y su

extincion (Anaya et al., 2004).

Para el consumo de nopal en ovinos se ha recomendado de acuerdo
a investigaciones realizadas tomando en cuenta que el requerimiento
energético para la supervivencia de una oveja de 35 Kg es de
aproximadamente 350 g de nutrientes digestibles totales (TDN, por sus
siglas en inglés) por dia, arrojando que para satisfacer esta necesidad la
oveja necesita ingerir 538 g de cactus seco, considerando que los cladodios
frescos sin espinas contienen 90 por ciento de agua el animal debe consumir
de 5 a 6 Kg de cactus fresco diariamente, pero la oveja solo puede comer un
promedio de 4 Kg diarios (Kock, 2003), sin embargo en condiciones
extremas se ha reportado que ovinos adultos pueden consumir hasta 9 a 10
Kg de nopal en base real por dia como Unica racion (Lépez, 2003). En el
caso de los bovinos requieren 2.85 Kg de TDN por dia para satisfacer los
requerimientos de un animal de 400 Kg de peso, para esto el animal
requeriria consumir 4.4 Kg de cactus seco lo cual representa una ingestiéon
diaria de 44 a 45 Kg de cladodios frescos, sin embargo el animal

generalmente no consume mas de 40 Kg de cactus al dia (Kock, 2003).

La importancia socioecondmica y agroecologica del maguey se hace
evidente en el uso que se le da como forraje para la alimentacién del
ganado, ya que es una alternativa forrajera, debido a la alta eficiencia en el
uso del agua y a la adaptacion del recurso a diferentes habitats, sobre todo
en las zonas semidesérticas. Del agave se utilizan las hojas e incluso la pifia
para darlo como suplemento a los animales ya que les proporcionan: altos
niveles de energia digestible, minerales y agua, los cuales cubren los
nutrimentos de mantenimiento y produccion de ganado. Se hace notar que
para lograr obtener el beneficio del potencial de su alta digestibilidad es
necesario suplementar con nitrogeno (N), mismo que las bacterias del rumen

necesitan para digerir la fibra. Los ganaderos acostumbran picarlo en el

4



campo o en el corral y combinarlo con otras fuentes de alimentos como los

residuos de cosecha.

De acuerdo con Pinos-Rodriguez et al., (2008), la parte superior y
baja de las hojas de Agave salmiana son buena fuente de carbohidratos
solubles. Sin embargo tiene bajos contenidos de proteina cruda por lo cual
es necesario un complemento proteinico. Agave salmiana ensilado
disminuye su concentracion de saponinas, teniendo una fermentacion
aceptable. El analisis de la composicion quimica sugiere que las plantas
maduras (pifia) y los brotes son los estados mas deseables del Agave para

ser usado como forraje para rumiantes.

En estudios recientes mencionan que la combinacion de agave-alfalfa
mejora la calidad nutricional, la digestibilidad ruminal permitiendo el ensilado
de agave; la inclusién de alfalfa mejora las caracteristicas nutricionales del

ensilado de agave para rumiantes (Zamudio et al., 2009).

Silos (2010), menciona que las hojas de maguey contienen el 89 % de
humedad 10% de materia seca, 5% de proteina cruda, 17.03 % de fibra
detergente neutro, 14.39 % fibra detergente acido (FDA), 2.61% lignina, 0.31
de nitrégeno ligado a FDA y menciona que lo mas sobresaliente es el 3.03 %
de proteina disponible. Ademas considera que el maguey representa un

forraje de mejor calidad en comparacién al heno de maiz, avenay el nopal.

Etgen et al, (1990), en relacibn a minerales encontraron
mayoritariamente Ca, P, Zn y Fe y pueden cubrir la cantidad requerida para
una vaca en lactancia. Ademas menciona que se ha demostrado que al
utilizar hojas de maguey como complemento en la racion, induce un
incremento de la produccion de leche (por el alto contenido de agua), asi
como también mejora la digestion (contenido de fibra), ademas incrementa el
namero de calorias (por el contenido de carbohidratos) y se incrementa el

peso del animal.

2.3 Carbohidratos
Un carbohidrato es un compuesto organico formado por
carbono, hidrégeno y oxigeno, y distribuido de tal forma que en cada

carbono se encuentra una molécula de agua, es decir dos H y un O.



También se les conoce como hidratos de carbono, azucares o sacaridos.
Los carbohidratos presentes en los alimentos se encuentran en formas
fisicas y quimicas muy distintas lo que afecta a la fermentacién de los
mismos. Se puede clasificar a los carbohidratos en tres grandes grupos de
acuerdo a su ubicacion/funcion en la planta:

a) De contenido celular

b) De almacenamiento

c) Estructurales

En el contenido celular se encuentran tanto azucares solubles
como pectina que esta Ultima esta asociada a la membrana celular. Estos
carbohidratos son de fécil digestion porque son de facil acceso para los
microorganismos y su estructura es relativamente sencilla. El carbohidrato
de almacenamiento, o azucar de reserva de las plantas, es el almidén. Este
también es considerado de facil digestion una vez abierto el grano. La
celulosa y la hemicelulosa son los carbohidratos estructurales de la planta.
Constituyen las paredes celulares y corresponden a la fraccion fibrosa del
alimento. A estos compuestos se asocia la lignina (que no es un
carbohidrato) y que dificulta la digestion de la fibra. Por este motivo y por la
forma que toman las moléculas de celulosa y hemicelulosa, estos
carbohidratos son considerados de dificil digestiobn. Los carbohidratos
estructurales y los de almacenamiento son polimeros de glucosa. Una
diferencia importante entre los mismos es el tipo de enlace entre las
moléculas de glucosa. En el almidon las moléculas de glucosa se unen por
enlaces al-4, mientras en la celulosa y la hemicelulosa las glucosas se unen
por enlaces B1-4. La importancia de esto est4 en que los vertebrados sélo
tienen enzimas para romper los enlaces B1-4, por lo que se desprende que
los animales (y el hombre) no poseen enzimas propias del organismo que
puedan digerir celulosa ni hemicelulosa. Estos carbohidratos so6lo pueden
ser digeridos con la ayuda de enzimas de origen microbiano (Figura 1), y
éste es el fundamento de la simbiosis entre el rumiante y los microorganismo

en su ambiente ruminal (Van, 2008).



CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

Enlace g 1 — 4: Celulosa Enlacea 1 - 4:
Almidon - Glucégeno
Enzimas microbianas Enzimas propias del animal

Figura 1: Esquema de enlaces 31-4 de la celulosa y a1-4 del almidon vy el

glucégeno (Van, 2008).

Los enlaces B1-4 solo pueden ser digeridos por enzimas microbianas,
mientras que los enlaces al-4 pueden ser digeridos tanto por enzimas
microbianas como propias del animal. ElI almidén es un polisacarido
compuesto por cadenas lineales de unidades de glucosa, con enlaces
glucosidicos al-4, sin cadenas laterales (amilosa) o con cadenas laterales
(amilopectina). En este ultimo caso las cadenas ramificadas se forman con
enlaces al-6. Tanto los enlaces al- 4 como los al-6 son hidrolizados por
amilasas, enzimas que se encuentran en las secreciones digestivas
(salivales o pancredticas) de la mayoria de los animales, aunque los
rumiantes no tienen amilasa salival (Van, 2008).

La celulosa se encuentra en la pared celular donde sus fibras
forman una especie de trama que es embebida por otro carbohidrato
estructural: la hemicelulosa. La celulosa es un polisacarido de glucosa
unidas por enlaces B1-4, mientras que la hemicelulosa es un polisacarido de
xilosa, una pentosa, también con enlaces B1-4. Si comparamos una célula
vegetal joven con una vieja, se puede ver que la pared celular aumenta su
espesor cuando la célula envejece. A medida que la planta envejece la
hemicelulosa es sustituida por lignina, que si bien no es un carbohidrato sino
una sustancia fendlica, siempre forma parte de la pared celular de las células
vegetales, aumentando su porcentaje en aquellas fibras viejas o forraje seco
como heno y paja. La lignina es muy resistente a los acidos y a la accién de
los microorganismos, por lo que su degradacion es practicamente nula,
incluso en rumiantes. Ademas reduce la digestibilidad del resto de los

componentes de la pared celular ya que tiene tendencia a recubrirlos. Otro



punto a considerar es que en las células viejas la celulosa cambia su
configuracion volviendose mas cristalina, por lo que presenta mayor
dificultad para ser atacada por los microorganismos; este hecho se
soluciona, en parte, con un aumento de la remasticacion del alimento (rumia)
(Van, 2008).

2.4 Degradacion de la celulosa

El objetivo de los microorganismos es degradar la celulosa
hasta glucosa para luego utilizar la misma como nutriente para su propio
metabolismo. Sin embargo, la degradacién de los carbohidratos en el
reticulo-rumen no se detiene en la glucosa como en la degradacion
glandular, sino que son alterados en mayor grado hasta dar acidos grasos
volatiles (AGV). Los productos finales de ese metabolismo de la glucosa por
parte de los microrganismos son los AGV, y los gases didéxido de carbono
(CO,) y metano (CH,). De estos productos los AGV y el metano aun
contienen energia pero solo los AGV pueden ser utilizados por el rumiante
como nutriente, ya sea como precursores de grasa o de glucosa (Van,
2008).

La glucosa es un nutriente fundamental para los animales, y en
los monogastricos es lo que se absorbe en el intestino delgado luego de la
digestién glandular de los carbohidratos. En el caso de los rumiantes la
cantidad de glucosa que se absorbe en el intestino delgado es minima
debido a la fermentacion microbiana en el reticulo-rumen. Casi nada de
glucosa se escapa a la fermentacion. Si el medio ruminal fuera aerobio,
entonces la degradacion de la glucosa llegaria a CO, y agua por la
presencia de oxigeno. En estas condiciones no le quedaria nada al rumiante
para aprovechar. Por eso el medio anaerobico del rumen es fundamental
porque en estas condiciones la degradacion de la glucosa no puede ser total
y los productos finales del metabolismo de los microorganismos adn son
moléculas valiosas para el rumiante.

La anaerobiosis del medio ruminal es otro aspecto fundamental
de la simbiosis entre el rumiante y los microorganismos. Para llegar a la
glucosa, los microorganismos utilizan dos complejos enzimaticos. El primer

complejo es la celulasa extracelular: como la celulosa es demasiado grande
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para ingresar a los microorganismos, éstos se adhieren a las fibras de
celulosa y las enzimas necesarias para pasar la celulosa a celobiosa forman
parte de la envoltura de las bacterias. La propia adherencia de los
microorganismos a la fibra permite la accion de estas enzimas que se
encuentran en la pared de los mismos. Sobre la celobiosa actuan las
enzimas celobiasas para dar las moléculas de glucosa. La glucosa obtenida
por esta fermentacion, asi como otros monosacaridos provenientes de otros
carbohidratos, se encuentran en el liquido ruminal y son absorbidos por los

microorganismos donde sirve de sustrato energético para su metabolismo.

2.5. Generalidades de enzimas

Desde hace cientos de afios se han venido empleando
enzimas en procesos de fermentacion tales como la fabricacion de quesos,
fabricacion del pan, vino y cerveza. Fue en 1860 cuando Luis Pasteur
comunicO que las enzimas estaban intimamente ligadas con la estructura
vital de las células de la levadura. En 1876, Willian Kuhne propuso el
nombre de enzima. Este término deriva de las palabras griegas en (en) y
zyme (levadura). Posteriormente en 1897, Eduard Buchner probd que las
enzimas podian ser extraidas de las células de las levaduras y ser usadas
por si mismas. A partir de este descubrimiento y del empleo de diversos
sustratos, se empezaron a extraer enzimas muy diversas y con destinos
diferentes que hicieron que su empleo se extendiera a distintas ramas de la
industria; empleandolas como detergentes, fabricacion del papel, fabricacién
textil, tratamiento de cueros, farmacia, destileria, aceites y grasas, almidones
y azlcares, etc. En 1982 la compafia finlandesa Cultor comienza a
desarrollar enzimas alimenticias para nutricibn animal quien pone en el
mercado finlandés el primer producto enzimatico y en 1986 es cuando
empieza a comercializarse una enzima especifica para aves. Fue hasta el
afio de 1988 que se desarrolla una enzima especifica para cerdos que
mejoraba la produccion y la absorcion de nutrientes. Esta enzima comenzé a
emplearse en lechones para arranques muy precoces Yy destetes mas
rapidos (Van, 2008).



2.6 Celulasas

La hidrolisis de la celulosa puede llevarse a cabo tanto por via
quimica, utilizando alcalis o acidos, como por via enzimatica, ya que no
requiere condiciones tan extremas de pH y temperatura. La transformacion
de la celulosa por via enzimatica implica la accibn de un sistema
multienzimético; el complejo celulasas, constituido basicamente por tres
enzimas; endoglucanasa, que ataca al azar enlaces 1, 4-glocosidicos de la
cadena de celulosa; exoglucosanasa, que actia sobre el extremo no
reductor de la cadena dando lugar a unidades de celobiosa, y glucosidasa,
qgue hidroliza especificamente celobiosa para dar lugar a glucosa (Lucas et
al., 2009).

Una vez degradadas las zonas amorfas de la celulosa, tiene
lugar la tercera etapa de la hidrdlisis, en donde la region cristalina comienza
a ser hidrolizada, como resultado de la accién sinergista de la endo-
glucosanasa y exo-glucosanasa (Beldman, 1988). Finalmente, una etapa
que limita la degradacion de la celulosa es la hidrdlisis de la celobiosa a
glucosa mediante la accion de la  1-4 glucosidasa; porque las glucosanasas
son inhibidas por la celobiosa (Lee, 1997).

La hidrélisis de la celulosa esta catalizada por la celulasa, que
es una mezcla compleja de varias enzimas con diversas actividades
hidroliticas (Cuadro 1), preparada mediante fermentacion en fase semisélida
0 sumergida, utilizando sacarosa (disacarido dimero de la glucosa) como
inductor (Lara, 2007).
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Cuadro 1. Enzimas involucradas en la hidrélisis enzimatica de la celulosa
(Fuente: Lara, 2007).

NOMBRE SINONIMOS REACCION

Celulasas Factor Cy Endo-hidrdlisis de

Endo-B 1-4 glucanasa  enlaces 1,43-D-Glucosidicos

Celulasas1,4p- FactorC, Exohidrolisis de
celobiohidrolasa Exo-p 1-4 glucanasa enlaces 1,4-p D-glucosidicos
con formacioén de celobiosa

a partir de celulosa o

glucooligosacéaridos 1,4-B8

El ataque se produce

por el extremo no reductor.

1,4 B-glucosidasa Celobiasa Hidrdlisis de restos
terminales de B-D glucosa

en B glucanos.

2.7 Microorganismos ruminales productores de celulasas

Las enzimas celulasas son producidas por una variedad de
bacterias y hongos aerobicos o anaerdbicos, mesoéfilos o termofilos. Sin
embargo solo algunos de ellos producen la enzima celulasa extracelular,
capaz de hidrolizar la celulosa (Eriksson, 1985). De entre los
microorganismos capaces de producir celulasas, los rendimientos que se
obtienen utilizando hongos son superiores a los conseguidos con bacterias,
por lo que la mayor parte de las investigaciones se centran en la produccion
de este complejo enzimatico a partir de hongos (Lucas et al., 2009). Otros
microorganismos productores de celulasas incluyen las bacterias aerdbicas

mesdfilas y termofilas (Cellulomonas sp, Cellvibrio sp, Microbispora vy
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Thermomonospora sp) y las bacterias anaerébicas mesofilicas y termofilicas
(Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides succinogenes, Ruminococcus albus,
Ruminococcus flavefaciens y Clostridium thermocellum). Entre estos
microorganismos, los termofilicos son de interés por su capacidad para
producir enzimas celuloliticas termoestables, las cuales son en general
estables bajo condiciones severas, incluso en niveles de pH altamente

acidos o alcalinos asi como temperaturas hasta de 90° C.

2.8 Fermentacién ruminal

Segun Leng et al., (1991), para nutrir a los animales rumiantes
a partir de manipular los procesos fermentativos en el rumen es necesario
tener en consideracién los siguientes principios o requisitos:
a) Establecer una fermentacion eficiente
» Optimizar el crecimiento microbiano, lo que se logra al incrementar la
eficiencia de sintesis de proteina microbiana ruminal
* Maximizar la digestién de la fibra
b) Lograr un metabolismo y balance de nutrientes eficiente
c) Tener en consideracion la nutricibn de los microorganismos del
rumen y la del animal hospedero
* Proteina de sobrepaso, que provee de aminoacidos esenciales al
animal.
* Almidon de sobrepaso, que provee un suministro de glucosa adicional
* Suministro de lipidos que contienen acidos grasos de cadena larga
para la sintesis de tejidos y grasa de la leche.

Leng (1991) menciona que el propdsito de un sistema ruminal
eficiente es alcanzar altas tasas de sintesis de proteina microbiana en
relacion con la produccién de acidos grasos de cadena corta (AGCC) v,
consecuentemente, mayor consumo de alimentos (2.5 - 3 % del PV). Esto
depende de diversos factores, entre ellos: disponibilidad de nutrientes
esenciales, fundamentalmente amonio, azufre, aminoacidos ramificados,
fosforo, péptidos y minerales trazas. Igualmente, se debera trabajar en la
obtencion de alta digestibn de compuestos estructurales (celulosa,

hemicelulosa, lignina, y otros); incrementos en la proporcion molar de acido
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propionico y sustratos glucogénicos totales; asi como en la reducciéon de la
protedlisis, amilolisis y metanogénesis ruminal.

Una de las practicas méas acertadas y relativamente faciles de
realizar en materia de manipulacion, es la referida a balancear la dieta
teniendo en consideracion los requerimientos nutricionales del animal y de
los microorganismos que habitan en el rumen (Sales et al., 2000. Galindo et
al.,, 2001) Asi, por ejemplo, si los rumiantes se alimentan con fuentes
proteicas como las leguminosas, algunas de las cuales presentan proteinas
solubles altamente degradables en el rumen, es necesario garantizar la
energia suficiente para que se produzca la adecuada sintesis de proteina
microbiana o la inclusion de agentes protectores de la misma a la protedlisis
ruminal (Mosimanyana, 1992). En Cuba se han desarrollado diferentes
estudios que dan respuesta a esta problematica (Fonseca et al., 2000).

Segun Galindo (2000) para manipular la fermentacion
microbiana ruminal a partir de la dieta que se suministra, se pueden utilizar
dos vias: la primera comprende un conjunto de acciones encaminadas a
optimizar dicha fermentacién mediante el empleo de diferentes métodos de
manejo de la racién y la segunda, se refiere a la modificacién del alimento
antes del suministro a los animales. La fermentacion ruminal es la actividad
metabdlica de los microorganismos presentes en el rumen. Tiene aspectos
que difieren de la digestién glandular propia de los animales monogastricos
(como el cerdo). La digestion propia de la mayoria de los mamiferos ocurre
en el estbmago y el intestino delgado por enzimas producidas por el animal
mismo. Esto se denomina ‘digestion autoenzimatica. En los rumiantes, la
degradacion de los sustratos moleculares por la accion de bacterias y otros
microorganismos se realiza por una hidrélisis enzimética igual que en la
digestién glandular; la diferencia mayor es que las enzimas digestivas en la
fermentacion son de origen microbiano, por lo que se le denomina digestion
aloenziméatica. Esta digestion fermentativa es mas lenta y los sustratos son
alterados en mayor grado que en la digestion glandular. Ademas la

fermentacion ocurre en un medio anaerobio.

La digestion aloenzimatica puede ocurrir en solo dos sitios del
tracto gastrointestinal. Estos sitios son el ciego y/o colon por un lado y por

otro lado en el reticulo-rumen. En el primer caso se habla de fermentacion
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ceto-alcohdlica (o post-gastrica) y en el segundo caso de fermentacion pre-

gastrica, la cual corresponde a los rumiantes.

2.8.1 Procesos en el reticulo-rumen

El alimento que ingresa al aparato digestivo no esta
directamente disponible para ser utilizado por el animal. El alimento consiste
de macromoléculas que deben ser degradadas a compuestos mas simples
para que puedan ser absorbidas a partir del Tracto Gastrointestinal
(digestion glandular). Previo a la digestion glandular el alimento sufre accion
mecanica en la masticacion cuando el animal ingiere los alimentos. Esta
accion mecanica sirve para reducir el tamafio de las particulas pero no es
suficiente para permitir la absorcion de nutrientes. En los rumiantes el
alimento sufre una transformacion adicional en el reticulo-rumen por accién
de la rumia y de los microorganismos presentes. Los rumiantes presentan la
particularidad de remasticar su alimento, lo que se llama rumia. En estos
animales se distinguen claramente diferentes etapas durante el dia, en
donde los animales estan cosechando alimento (pastoreo), estan rumiando o
estan descansando. La masticacion durante el pastoreo es somera. Cuando
la capacidad del reticulo-rumen esta colmada, el animal comienza la rumia.
La remasticacion en la fase de rumia es mas importante que la masticacion
inicial, y cada bocado que regresa del reticulo-rumen a la boca es
minuciosamente masticado por casi un minuto (50 a 70 segundos) (Van,
2008).

El material vegetal consumido por los rumiantes posee poco
valor energético por lo que deben comer grandes cantidades para satisfacer
sus necesidades energéticas pero con la limitante de que el llenado del
reticulo-rumen impide que el animal pueda seguir ingiriendo alimento
(consumo limitado). Como consecuencia de esto el animal come durante
muchas horas en el dia (4 a 8 hrs), alternando los periodos de ingesta con
los periodos de rumia, para permitir el avance del material ingerido hacia el
omaso y abomaso. En el reticulo-rumen ingresa alimento, agua y saliva, que
se mezcla continuamente por las contracciones de las paredes del 6rgano
(Figura 2). Sobre este contenido reticulo-ruminal actian los

microorganismos, y el conjunto de fenémenos transforma a la ingesta. Como
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resultado de la fermentacién se producira proteina microbiana, productos
finales del metabolismo microbiano, residuos alimenticios y gases. Los
productos finales son los nutrientes que en dltima instancia van a alimentar
al rumiante junto con las proteinas microbianas. Gran parte de los productos
finales se absorben directamente a la sangre a través de la pared del rumen.
Lo que no se absorbe pasa al omaso y abomaso junto con las proteinas
microbianas y los residuos alimenticios. Estos residuos van a formar parte de
las heces en el intestino grueso. El gas es eliminado principalmente por la

eructacion.

-
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Figura 2. Esquema de los procesos que sufre el alimento en el reticulo-rumen
(Van 2008).

2.8.2 Microorganismos reticulo-rumen
La mayoria de los microorganismos que se encuentran en el

reticulo rumen son anaerobios estrictos aunque existen algunos facultativos.
Estos microorganismos son principalmente bacterias, protozoarios, y hongos
del tipo de las levaduras. Aparecen ubicados en tres sitios diferentes en el
rumen:

a) Adheridos a la pared (flora epimural)

b) Asociados a particulas alimenticias (SAB: solid adherent bacteria)

c) Libres, flotando en el liquido ruminal (LAB: liquid associated bacteria)

Las bacterias adheridas a la pared hidrolizan la urea y
consumen el poco oxigeno que pueda llegar con el alimento ingerido o que

difunde a través de la pared del rumen; al resto de los microorganismos el
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oxigeno les resulta toxico. Las bacterias asociadas a particulas atacan
substratos no solubles, hidrofobos (bacterias celuloliticas y hemiceluloliticas)
mientras que las que flotan en el liquido ruminal atacan sustratos solubles,
hidrofilos. La biomasa que representa la cantidad de bacterias ruminales
(1010-1011 células/mL de contenido ruminal) es similar a la de protozoarios
(50-50%) pero dado que el tamafio de los protozoarios es mucho mayor al
de las bacterias, su nUmero es menor que el de éstas (105-106 células/mL
de contenido ruminal). Las bacterias se clasifican generalmente segun el
sustrato que utilizan o segun los productos finales de la fermentacion que
realizan; de este modo se tienen bacterias celuloliticas, las cuales
predominan en dietas con alto contenido en forraje, bacterias
hemiceluloliticas y pectinoliticas. Las bacterias amiloliticas predominan en el
rumen con el consumo de dietas con alto contenido de almidon. Las
bacterias que utilizan acidos intermedios realizan la fermentacion secundaria
de los productos finales de otras bacterias. Entre estos acidos se pueden
encontrar el lactato, succinato y metanoato. El lactato puede ser fermentado
hasta acetato, propionato o acidos grasos de cadena mas larga, el succinato
es convertido en propionato y CO, y el metanoato es utilizado como
precursor para la produccion de metano. Las bacterias proteoliticas poseen
proteinasas y muchas de ellas tienen también exopeptidasas para una
posterior degradacion de oligopéptidos hasta aminoacidos y péptidos mas
pequefios. Las bacterias productoras de amoniaco lo obtienen mediante la

desaminacion de aminoacidos (Van, 2008).

El amoniaco se puede obtener también de la hidrdlisis de la
urea y en este proceso actlan bacterias ureoliticas. Las bacterias lipoliticas
hidrolizan triglicéridos y fosfolipidos dando glicerina y acidos grasos. Las
bacterias productoras de metano estan muy asociadas a la fermentacion de
forraje y sobreviven en condiciones ruminales similares a las en que
sobreviven las bacterias celuloliticas. Estos dos tipos de bacterias se inhiben
con pH bajo (6.5 o0 menos). La tasa de reproduccion de las bacterias es
mucho mas alta que la de los protozoarios; ademas eéstas sufren un
constante arrastre hacia la zona de tracto bajo (abomaso-intestinos) por lo
qgue la poblacién tiene un rapido y continuo recambio. Por el contrario, los

protozoarios no tienen esta alta tasa reproductiva por lo que deben
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protegerse para evitar ser ‘lavados’ hacia el tracto bajo. Esto lo logra bajo el
fendbmeno que se conoce como ‘autosecuestro’, donde los protozoarios se
ubican en lugares estratégicos (sacos ciegos caudo-dorsal y caudo-ventral),
o se adhieren a las particulas alimenticias de mayor tamafio para evitar el

arrastre.

La mayoria de las especies de protozoarios ruminales son
ciliadas, aunque existen también algunas flageladas. Los protozoarios no
son fundamentales para la digestion en el rumen; se ha visto que los
rumiantes pueden sobrevivir sin la presencia de protozoarios ruminales. Su
funcion no esta del todo dilucidada, pero se sabe que enlentecen la digestion
de sustratos altamente digestibles (almidén), englobandolos en su interior y
protegiéndolos asi de la rapida accion bacteriana. Los hongos presentes en
el reticulo-rumen tampoco son esenciales para la vida en los rumiantes, pero
tienen una funcién importante en la digestion de las paredes celulares de los

vegetales, sobre todo en aquellos de baja calidad.

2.8.3 Condiciones del medio reticulo-ruminal
Para que se produzca una correcta fermentacion bacteriana
hay pardmetros ruminales que deben considerarse, ya que fuera de sus
rangos normales provocan alteraciones de la digestion. Las condiciones del
medio ruminal deben estar en un rango compatible con el crecimiento de

microorganismos que sean adecuados para la fermentacion.

Ecosistema abierto y continuo: Para que una poblacion de
microorganismos pueda desarrollarse y mantenerse en un medio, este debe
permitir una entrada continua de sustratos y también una salida permanente
de desechos y de microorganismos muertos. Aporte constante de
sustratos: Los microorganismos necesitan nutrientes para poder
desarrollarse, multiplicarse y mantenerse como poblacion. Por lo tanto la
ingesta que realiza el rumiante provee a los microorganismos los sustratos
para su sustento. Tiempo de retencidon: Los procesos fermentativos son
mas lentos que la digestion tal como ocurre en el estbmago e intestino
delgado. Para que esa fermentacion sea eficiente, el contenido ruminal debe

ser retenido en el reticulo-rumen tiempo suficiente para permitir la accion
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microbiana. La conformacion del rumen, el diametro pequefio del orificio-
reticulo-ruminal, la funcion de seleccion del reticulo y el sitio motor del
reticulo-rumen garantizan un tiempo adecuado de retencion. Medio acuoso:
las reacciones bioguimicas se realizan en un medio acuoso. Gran parte de
las enzimas bacterianas son extracelulares y actian en el liquido ruminal.
Anaerobiosis: el ambiente ruminal es anaerobio. En presencia de oxigeno
en lugar de obtener productos que se utilizan como fuente de energia
disponible para el animal, como los acidos grasos volatiles, obtendriamos
CO, y H,0. Osmolaridad: la fermentacion normal se lleva a cabo con una
osmolaridad entre 260 y 340 mOsm. Este parametro se ve alterado tras la
ingestion de concentrados (pudiendo llegar a 400 mOsm). Con alta
osmolaridad se inhibe la digestion del almidon vy fibra (por inhibicion de las
bacterias ruminales) y se altera la rumia. pH: Puede variar entre 5.8 y 7.0.
Luego de la ingesta de concentrados el pH baja considerablemente (por la
rapida fermentacion producida lo cual genera un medio acido). Las bacterias
celuloliticas se inhiben a pH menor de 6.0. A pH menor de 5.5 suelen ser
anormales tanto la funcién ruminal como la del animal como consecuencia
de la acidosis. Temperatura: debido a la enorme cantidad de procesos
metabdlicos que se producen en el rumen la temperatura suele ser 1 o0 2
grados por encima de la temperatura corporal del animal (38 a 42 °C). Se
pueden lograr descensos de la temperatura ruminal con ingesta de agua o
forraje frio (Galindo 2001).

2.9 Metabolismo de los carbohidratos

Todos los carbohidratos, independientemente de su
clasificacion, son fermentados en el reticulo-rumen hasta glucosa y toda la
glucosa pasa a piruvato (Figura 3). Por distintas vias metabdlicas, el piruvato
es transformado en acetato, propionato o butirato. El rendimiento de una
glucosa es 2 piruvatos ya que el piruvato tiene 3 carbonos. Para la formacion
de acetato y butirato, el piruvato se transforma en acetil-coenzima A (Acetil-
CoA) y en el proceso pierde un carbono. Un Acetil-CoA pasa a acetato, y

para formar butirato se utilizan 2 Acetil-CoA.
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CELULOSA ALMIDON PECTINAS HEMICELULOSA
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Figura 3. Carbohidratos de la dieta son transformados en piruvato (Galindo 2001).

En la formacion de propionato no hay pérdida de carbonos.
Hay diferentes vias para llegar a propionato. La primera via es la reductiva
directa, donde el piruvato pasa a lactato, el lactato a acrilil-coenzima A, y
esta a propionato, sin que se ganen ni se pierdan carbonos. La via aleatoria
es via el oxaloacetato. En este caso se incorpora un carbono al piruvato para
formar oxaloacetato, que pasa a succinato (4 carbonos) y de ahi a
propionato perdiendo el carbono que se habia incorporado (Figura 4). En la

via aleatoria se produce oxigeno molecular.

Polisacérido
AzGcar
2H - 4 - 2H
‘ PIRUVATO r Oxalacetato
'H, | [cO, ] (Lactato | | Co,

Figura 4. Vias metabdlicas ruminales de acetato, butirato y propionato
(Cunningham 2002).

Los AGV son sustratos energéticos importantes para el
rumiante. Se puede apreciar la elegancia de la relacion simbidtica de la
digestion fermentativa al considerar el metabolismo de los AGV. Los AGV

son los productos de desecho del metabolismo anaerébico de los
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microorganismos, de la misma manera que el dioxido de carbono es el
producto final del metabolismo aerobico. Si se permitiera que se acumulasen
los AGV, estos suprimirian o alterarian el proceso fermentativo al disminuir el
pH del reticulo-rumen. Sin embargo, el rumiante mantiene las condiciones
para la fermentacion al tamponear los cambios de pH y al eliminar los AGV
del reticulo-rumen por absorcidon de los mismos. El beneficio para el
rumiante esté en la energia quimica que contienen los AGV. Estos productos
bacterianos de desecho representan compuestos gastados en cuanto a la
energia que se pueda obtener en el marco del sistema de fermentacion
anaerobico, pero aun contienen cantidades considerables de energia que
pueden ser aprovechadas con el metabolismo aerdbico. En rumiantes los
AGV son los combustibles energéticos de mayor importancia, y en gran
medida cumplen el mismo rol que la glucosa en animales monogastricos
omnivoros. Los herbivoros grandes como el caballo, utilizan también AGV
como fuente energética, pero estos son derivados de la fermentacion
microbiana en el intestino grueso (colon y ciego). Esta fermentacién ‘post-
gastrica’ es muy parecida a la fermentacion ‘pre-gastrica’ en el reticulo-

rumen en cuanto a los carbohidratos se refiere.

2.10 Acidos grasos volatiles

La fermentacién microbiana da lugar a la aparicion de muchos
AGV distintos. Muchos son intermediarios del metabolismo de los
microorganismos. Esta fermentacion microbiana es el resultado del
metabolismo de muchas especies de bacterias, protozoarios y hongos.
Resulta imposible separar las distintas vias metabdlicas utilizadas por las
distintas especies ya que el producto final de una especie puede ser el
sustrato para otra. Esto crea una interdependencia entre distintos
microorganismos que forman consorcios para poder sobrevivir en el rumen.

Hay tres AGV que se producen en cantidades tales que no son
completamente utilizados en los procesos metabdlicos de los
microorganismos y estos estan disponibles para el rumiante. Estos AGV son
el acido acético, el acido propionico y el acido butirico. Como se aprecia en
la figura 5, estos tres AGV son de cadena muy corta. El &cido acético consta
de 2 carbonos, el propidnico de 3 y el butirico de 4. También se forman
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pequefias cantidades de &cido férmico, isobutirico y valérico, importantes
desde el punto de vista metabdlico ya que son esenciales para la sintesis de
lipidos de membrana de cadena larga. Estos AGV son &cidos débiles, por lo
que pueden encontrarse en forma disociada (o ionizada) y en ese estado
reciben los nombres de acetato, propionato y butirato. Por cada molécula de
glucosa (que tiene 6 carbonos) se puede generar 2 acetatos, o 2 propionatos
0 un butirato. Esto implica que en la formacion de acetato y butirato se
pierden dos carbonos, mientras en la formacién de propionato no se pierde
ninguno. Estos carbonos que se pierden van a formar los gases dioxido de
carbono y metano como se vera mas adelante. Luego de la absorcién de los
AGYV por las paredes del rumen, el acetato y el butirato son utilizados para la
sintesis de grasa corporal y de la leche. El propionato es transformado en
glucosa en el higado, y por lo tanto es el precursor de la lactosa de la leche,

entre otras cosas (Van 2008).

o
CH, — Z Acetato (20)
%
(o o
O
o, — o, —c? Propionato (3C)
\0-
o
CH, — CHy — CH, — c< Butirato (4C)

Figura 5. Representacion esquematica de los tres acidos grasos volatiles

producidos en el reticulo-rumen que son aprovechados por el rumiante (Van, 2008).

2.10.1 Formacién de gas

El gas formado en el reticulo-rumen consiste principalmente en
didéxido de carbono y metano y la composicion es muy distinta a la de la
atmosfera Una vaca lechera de alta produccion, que tiene un alto consumo
de alimento, puede producir unos 600 litros de gas por dia. Claro esta que
ese gas tiene que ser eructado para que no provoque problemas
respiratorios.

Cualquier proceso que evite la eructacion implica una
acumulacion del gas en el rumen (meteorismo) que lleva a distension de ese

organo que comprime los pulmones. Si no se toman medidas, una vaca con
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meteorismo muere por asfixia. En el rumen existen bacterias metanogénicas
que facilitan la reduccion de CO, y H, en metano y agua, consumiendo los
hidrogeniones provenientes de los co-factores. Sin las Dbacterias
metanogénicas no se puede formar metano. Estas bacterias son muy
sensibles a cambios en el medio ruminal, especialmente a cambios en el pH.
Su rango oOptimo es de 6.5 a 7.0 aproximadamente y es similar al de las
bacterias celuloliticas. Estos dos tipos de bacterias estdn intimamente
relacionadas y estadn asociados a la produccién de acetato. En la formacién
de acetato se libera CO, necesario para la formacion de metano, por lo que

existe una relacion directa entre la formacion de acetato y metano (Figura 6).

NADH + H* —= NAD* + H,
4H, + CO; == CH, + 2H,0

Figura 6. Representacion de la reaccién de Oxido reduccion (Van, 2008).

El otro mecanismo para oxidar a los co-factores es la formacién
de agua a partir de hidrogeniones y oxigeno. Si bien el oxigeno no abunda
en el rumen, cuando se produce propionato por la via aleatoria (via
oxaloacetato) se libera oxigeno molecular y éste puede ser utilizado para

formar agua (Figura 7).

2(NADH + H*) + Oy —®= 2ZNAD* + 2H,0

Figura 7. Representacion de la via oxaloacetato (Van, 2008).

Esto implica que si se produce menos metano, se tiene que
producir mas propionato, ya que los hidrogeniones deben ser captados en
algun proceso para que se regeneren los cofactores (Van, 2008).

2.10.2 Relaciéon entre AGV's

El AGV que siempre se produce en mayor cantidad es el
acetato (Cuadro 2). Es el producto tipico de rumiantes consumiendo forraje y
depende del tipo de microorganismo presente. La celulosa y la hemicelulosa

son los principales carbohidratos de los forrajes y su presencia en el rumen
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induce el crecimiento de las poblaciones de bacterias celuloliticas,
hemiceluloliticas y metanogénicas. Cuando se agregan concentrados a la
dieta, se estd agregando almidon que es un carbohidrato de facil digestion;
esto induce el crecimiento de una flora amilolitica que esta asociado a un
cambio de pH en el rumen. En estas condiciones se aumenta la proporcion

de propionato en el rumen.

Cuadro 2: Proporcion de AGV producidos de acuerdo a la proporcion

forraje/concentrado en la dieta, dado en proporcion molar (Adaptado de Church, 1988).

Relacion
forraje- Acetato Propionato Butirato
concentrado (%) (%) (%) (%)
100-0 71.4 16.0 7.9
75-25 68.2 18.1 8.0
50-50 65.3 18.4 10.4
40-60 59.8 25.9 10.2
20-80 53.6 30.6 10.7

2.11. Cinética de hidrolisis enziméatica

Como la celulosa es un sustrato insoluble, sus caracteristicas cinéticas
difieren sustancialmente de las usuales reacciones homogéneas catalizadas
por enzimas. La hidrdlisis de un sustrato insoluble de celulosa requiere la
adsorcion previa de la enzima sobre el mismo. El proceso de

adsorcion/desorcion puede ser descrito segun:
ki

Donde: E, representa la concentracion de enzima, S, la del sustrato,
(ES)ad, la concentracion de enzima adsorbido sobre el sustrato, y ki y kz son
las constantes para la adsorcidén y desorcion, respectivamente. La etapa de
adsorcion ha sido modelada, por numerosos autores, por medio de la

isoterma de Langmuir o por modificaciones de ésta. Si se considera la



relacion ki/ks igual a la constante de adsorcion Ki,, el modelo de Langmuir

puede escribirse:

E _ EsatK12Ef
14 K,E,

Donde: Eaq, representa la concentracion de enzima adsorbido en el
equilibrio, Esa, la cantidad de enzima adsorbido a saturacion y Es, la

concentracion de enzima libre en disolucion en el equilibrio.

La ecuacion cinética de Michaelis-Menten asume que la formacion del
complejo enzima-sustrato (ES) es un requisito previo para la reaccidn

enzimatica:
E+S«—[ES],,—>P+E

Donde: ky y ky representan las constantes directa y reversible de
formacion del complejo activado, respectivamente, k,, la velocidad de

reaccion y P, el producto de reaccion.

Si la relacion enzima/sustrato es pequefia y las concentraciones de
sustrato estan comprendidas entre los limites de saturacion, la velocidad de

reaccion inicial (v) puede expresarse:

VnlS]

'K, +[s]

Donde: Vy, representa la velocidad maxima de reaccion (a saturacion

de enzima) y Ky, la constante media de saturacion (Km= (ko + Kp)/Ka).

La aplicacion de la ecuaciéon clasica de Michaelis-Menten permite
calcular los parametros de velocidad maxima de hidrdlisis a saturacion (Vmax)

y la constante de media saturacion (Kn,), que proporcionan informacion util
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sobre el mecanismo de hidrdlisis. Sin embargo, si se toma en cuenta que la
reaccion se produce en un solido hidratado, en el que es practicamente
imposible cambiar la concentracion de los lugares especificos del sustrato,
parece mas conveniente establecer la velocidad de hidrdlisis en funcion de la
concentracion de enzima que en funcion de la concentracion de sustrato, tal
y como lo expresa la ecuacion de Michaelis-Menten. Ademas, teniendo en
cuenta que el efecto sinérgico del complejo enzimético desaparece a altas
concentraciones de enzima, como las utilizadas normalmente en el ambito
industrial, es apropiado expresar la velocidad de reaccidon en funcidon de la
concentracion de enzima. De forma analoga a la ecuacién propuesta por
Michaelis-Menten se puede calcular una velocidad maxima de hidrolisis a
saturacion (Vemax) Y una constante de media saturacion (K¢), segun la

siguiente ecuacion:

Donde:

Vo : velocidad inicial de hidrolisis.

Vemax. Velocidad maxima de hidrélisis a saturacion de enzima.
ke : constante de media saturacion.

[Eo]: concentracion inicial de enzima.

La modelizacion de la cinética de hidrdlisis, incluyendo la etapa
adsorcion de enzima, ha ocupado un gran numero de trabajos en el cual los
modelos asumen que la velocidad inicial de hidrolisis es proporcional a la

concentracion del complejo enzima-sustrato formado (Moran et al., 2008).

2.12 Enzimas en la nutriciéon animal

En los dltimos afios se han utilizado enzimas como aditivos en dietas
para rumiantes debido al interés que se ha tenido por eficientar el
aprovechamiento integral de los nutrientes que componen las raciones. El
uso de las enzimas exogenas ha sido muy diverso pues se han

implementado para aumentar la digestibilidad de los nutrientes, para
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complementar la actividad de las enzimas endogenas y para eliminar los

factores anti-nutricionales de los nutrientes existentes (Classen et al., 1991).

2.12.1 Enzimas fibroliticas

Como ya se menciond anteriormente las enzimas son proteinas
globulares que catalizan reacciones quimicas especificas en sistemas
bioldgicos. Estas enzimas digestivas estan involucradas en la transformacion
de macromoléculas complejas (celulosa, hemicelulosa, almidones, proteinas,
etc.) presentes en las dietas de los rumiantes, en moléculas mas simples
(azucares, péptidos, aminoacidos, etc.) y son esenciales para el animal, ya
gue las macromoléculas no se absorben directamente en el tracto digestivo

a menos que sean degradadas a moléculas mas simples (Dean, 2008).

El mecanismo de accion de las enzimas fibroliticas exdgenas es a
través de la hidrélisis de algunos componentes de las plantas que impiden la
digestién, incrementando por tanto el valor nutritivo de la racion. Por
ejemplo, la celulosa es hidrolizada a través de un proceso complejo que
involucra la accion de diferentes celulasas, incluyendo endoglucanasas,
exoglucanasas y B-glucosidasas. En general, las endoglucanasas hidrolizan
las cadenas de celulosa aleatoriamente para producir oligomeros de celulosa
de varios grados de polimerizacion; las exoglucanasas hidrolizan la cadena
de celulosa desde el lado no reducido produciendo celobiosa y las [-
glucosidasas hidrolizan las cadenas cortas de celulosa y la celobiosa hasta
glucosa (Beauchemin et al., 2003).

2.12.1.1 Enzimas fibroliticas en la alimentacién del rumiante

Es conocido que las enzimas fibroliticas pueden aumentar la
digestibilidad de la dieta y en algunas investigaciones que se han realizado
se ha mostrado que el resultado ha sido positivo. Se ha demostrado ademas
que las enzimas mejoran la digestibilidad de la MS y fibra de las dietas en
vacas lecheras (Beauchmin et al., 1999, Rode et al., 1999). También se han

hecho estudios en donde se encontré que las enzimas fibroliticas mejoraron
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la digestibilidad de la MS tanto en estudios in vitro como en estudios in
situ. Sin embargo, algunos investigadores no han logrado respuestas
positivas similares cuando se utilizan enzimas fibroliticas. Algunos
investigadores informaron que muchos factores deben ser considerados
cuando se utilizan enzimas fibroliticas ya que su utilizacion puede en
determinado caso no influir sobre el rendimiento animal, debido a factores
como: preparacion de la enzima, cantidad de enzima, pre incubacion,
contenido de humedad del sustrato, y la interaccién de la enzima con el

sustrato (Beauchemin, 2002).

Varios estudios recientes han examinado el uso de productos de
enzimas exogenas en las dietas de alto forraje para alimentar al ganado en
crecimiento. Hay evidencia de que la adicién de enzimas fibroliticas a dietas
de forraje puede mejorar la digestibilidad de la fibra, el incremento de la
digestibilidad mejora el rendimiento del ganado el cual puede depender del
estado fisiologico del ganado y las condiciones del experimento (Medina et
al., 2006).

2.13. Actividades enzimaticas involucradas en la digestion de

la pared celular

La medicion de actividades enzimaticas debe llevarse a cabo bajo
condiciones estrictas, con respecto a la temperatura, pH, fuerza ibnica,
concentracion de sustrato, y el tipo de sustrato; todos estos factores afectan
a la actividad de una enzima (Ramirez et al., 2004), por lo cual es necesario
dar las condiciones éptimas para su mejor y mayor actividad. Las actividades
enzimaticas de los productos comerciales mas comunes, son medidas
proporcionando al microorganismo las caracteristicas adecuadas en el
medio ambiente en el cual tienen su actividad (Torres et al.,, 2009). La
mayoria de las enzimas comerciales necesita una temperatura de
aproximadamente 60° C y un pH entre 4 y 5 (Coughlan, 1985). Sin
embargo, la temperatura Optima y pH para evaluar la actividad enzimatica
no son representativos de las condiciones en el rumen, que son mas
cercanas a un pH de 6.0 a 6.7 y 39° C (Van Soest, 1994). Asi, las
actividades citadas para los productos enzimaticos comerciales son
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considerablemente mas altos que para los que miden un pH y una
temperatura similar a la del rumen. Ademas, debido a las condiciones de los
ensayos y el método de expresar la actividad enzimética varia entre los
fabricantes, es dificil comparar los productos enzimaticos o predecir la
eficacia del producto (Beauchemin et al., 2002).

Los efectos de algunas enzimas fibroliticas exdgenas sobre la
degradacion de forraje son sustanciales, por lo tanto, se considera
importante examinar los cambios en la formacion de productos finales de la
fermentacion. EI aumento de GP y degradacion de la MS se espera que
conduzca a un incremento importante en la produccion de AGV, sin
embargo, los cambios en la porcion molar de AGV pueden ser inconsistentes
debido a que estos estdn en funcién de las actividades enziméticas
suministradas por la enzima fibrolitica exdgena y su impacto en la
degradacion ruminal de la fibra y forraje en actividades microbianas (Marin,
2007).

2.14. Método para proporcionar la enzima en los rumiantes

La aplicacion de enzimas fibroliticas exdégenas en una forma liquida
sobre el alimento antes de su consumo puede tener un efecto positivo en el
rendimiento animal segun estudios que se han realizado (Beauchemin, et al.,
2002). En contraste, en otras investigaciones la inclusién de las enzimas en
el rumen no ha sido eficaz (Sutton et al., 2001). La estrecha asociacion de
enzimas con la alimentacién puede permitir alguna forma de ataque pre
digestible de las enzimas sobre la fibra de la planta y / o potenciar la union
de las enzimas a la alimentacién, lo que aumenta la resistencia de las
enzimas a la protedlisis en el rumen (Montes et al., 2002). Aparentemente,
hay poco o ningun requisito para una fase de reaccion o tiempo de
incubacion entre el tratamiento y la alimentacion de forrajes. Pero en un
estudio se observdé un aumento en la digestibilidad en el total del tracto
digestivo cuando una solucién de enzimas se aplicé a heno antes de la
alimentacion, pero no habia diferencia entre aplicar la enzima
inmediatamente antes de la alimentacion o en un periodo de incubacion de
24 horas (Lewis, 1996). También se han realizado estudios in vitro que han

reportado resultados similares (Colombatto, 2000).
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Se puede esperar que las enzimas exdgenas sean mas eficaces
cuando se aplica a alimentos de alta humedad (por ejemplo, ensilajes) en
comparacion con los piensos secos, debido al mayor contenido de
humedad. El requisito de agua en la hidrélisis de azucares solubles a partir
de polimeros complejos es un principio fundamental bioquimico. Ademas,
los valores de pH de ensilaje son por lo general 6ptimos para la mayoria de
las enzimas fungicas. Sin embargo, en la practica, algunas enzimas
exdgenas son mas eficaces cuando se aplican en forma liquida al forraje
seco en comparacion con el forraje humedo (Beauchemin et al., 2002). Feng
et al citado por (Beauchemin-1996) aplicaron una solucién de enzima
directamente a la hierba y no se observo ningun efecto cuando se afiadi6 al
forraje fresco o marchito, sin embargo, cuando se aplicé a la hierba seca,

las enzimas incrementaron la digestibilidad de MS vy fibra.

2.15. Antecedentes en la respuesta animal

En general, los resultados con ganado vacuno y vacas lecheras
indican una respuesta positiva a las enzimas, pero los resultados son
variables. Aunque esta variabilidad puede ser vista como una indicacion de
que los aditivos enzimaticos no son una tecnologia adecuada para
rumiantes, se cree que gran parte de la variabilidad puede atribuirse a
factores como el tipo de enzima, el nivel de suplementacién, método de
aplicaciéon de enzima, la energia y equilibrio de los animales de ensayo
(Beauchemin, 2007).

De igual manera en ovinos y caprinos las respuestas han sido
variables, pues se han obtenido resultados muy heterogéneos; en un estudio
realizado en ovinos se utilizé una mezcla de enzimas fibroliticas (celulasa y
xilanasa), adicionadas a un alimento granulado, se agreg6 aproximadamente
0.5g/d de enzima al alimento, en ovejas lecheras de dos razas distintas con
diferente nivel de ingestion y produccion de leche. La comparacion de ambas
razas se realizé en los periodos de cria y ordefo, lo que permitié el estudio
de los efectos de las enzimas en condiciones muy diversas. Los resultados

que se obtuvieron indicaron la ausencia de efectos significativos en la
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ingestion, produccion y composicion de leche de los dos tipos de ovejas y
condiciones productivas (Caja et al., 2003).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente se pudo observar que el
uso de un producto de enzimético mejoro la digestibilidad de la dieta cuando
se evalud en las vacas lecheras, pero no en las ovejas. Estos resultados
indican que las enzimas exdgenas Y fibroliticas mejoran la digestion de la
alimentacion cuando la digestibilidad potencial de la dieta no es alcanzada,
porque la digestibn se ve afectada. Esta es la "pérdida" de la energia
digestible que se capta con el uso de enzimas para alimentacion animal
(Beauchemin, 2007).

2.16 Hipotesis
La inclusibn de una enzima producida en laboratorio a dietas
elaboradas con nopal y maguey, ofrecida a bovinos mejora el rendimiento

productivo de los animales.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en los laboratorios del
Departamento de Produccion Animal (laboratorio de microbiologia) de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, localizado en Buenavista,
Saltillo, Coahuila, a 8km de la ciudad de Saltillo. Sus coordenadas
geograficas son 25°20" latitud norte y 101°26" longitud oeste, con una altura
promedio de 1,752msnm. La prueba de comportamiento con becerros se
desarrollo en el rancho propiedad del Sr. José Luis de leén A, ubicado en el
libramiento J. Lépez Portillo al norte de la ciudad de saltillo en los limites del

municipio de Ramos Arizpe.

Etapa |. Caracterizacion bromatoldgica del nopal y maguey

3.1 Material organico de evaluacion

Se evaluaron nutricionalmente muestras de nopal (Opuntia ficus
indica), y maguey (Agave salmiana), las cuales se llevo a cabo por medio de
las técnicas de la A.O.A.C. (1990). Para:

» Determinacion de materia seca total

Determinacion de humedad
Determinacion de proteina (método de microkjeldahl)
Determinacion de cenizas totales (minerales)
Determinacion de extracto etéreo o grasa
Determinacion de fibra cruda
Determinacion de fibra detergente neutro (FDN)

vV V V V V V V

Determinacion de fibra detergente acido (FDA)

Etapa Il. Fermentacion para la produccion del extracto enzimético a

partir de un microorganismo aislado del rumen bovino

3.2 Material bioldgico
Las cepas de los microorganismos VML-2 (aislado de una vaca
alimentada con masilla y levadura) (figura 8) que fueron utilizadas en esta

investigacién fueron tomadas de cultivos puros aislados e identificados por
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Valdez (2010) pertenecientes al cepario del Departamento de Produccion

Animal.

4

Figura 8. Fotografia de las cepas aisladas conservadas en tubos de cultivo con AS
(Valdez, 2010).

3.2.1 Preparacion de medio sélido

Se prepararon varias cajas Petri con agar Schaedler (BD BBLTM),
agregando 6.28 g por cada 150 ml de agua destilada dentro de un matraz
Erlenmeyer de 250 ml, esto se disolvié con flama de un mechero hasta que
el liquido presentara una coloracion cristalina, posteriormente se esterilizo el
medio en un autoclave a 121°C y 15 Lb de presién durante 15 min. Para
llevar a cabo la siembre se utilizo el medio sélido, transcurrido el tiempo de
esterilizacion del medio se retiro del autoclave para posteriormente realizar
el vaciado del medio en las cajas Petri las cuales estaban previamente
estériles, se realizaron siembras en las cajas, por el método de estria abierta
cruzada sobre el agar Schaedler, después se incubo a 37°C por 24 horas
bajo condiciones de anaerobiosis, hasta observar crecimiento sobre el
medio. Para la creacion del ambiente en condiciones anaerobias y favorecer
el crecimiento del microorganismo, para llevar a cabo la anaerobiosis se
utilizaron botes de plastico con tapa de rosca, dentro del cual se colocaron
las cajas Petri ya sembradas, se coloco una vela prendida en el centro del
bote y se cerrd, colocando cinta alrededor de la tapa para que no hubiese
presencia de oxigeno que pudiera interrumpir la anaerobiosis, cuando la vela
se apaga indica la ausencia de oxigeno dentro del bote, obteniendo asi las

condiciones para el crecimiento de las enzimas.
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3.2.3 Tincion de Gram

Se realizé la técnica de tincibn de Gram para observar las
caracteristicas morfoldgicas de los microorganismos empleados. Para ello se
utilizo un asa la cual fue esterilizada llevandola al fuego del mechero para
gue no hubiese contaminacion a la hora de tomar la muestra, cuando esta se
retiro del fuego se dejo enfriar en una de las extremidades del medio para
enfriarla, se tomo la muestra del cultivo puro y se disolvié en un portaobjetos
a este se agrego una gota de agua destilada, se homogenizé la suspension
de bacterias, posteriormente se fijo la muestra con calor en el mechero. Una
vez fijada la muestra se cubrid con cristal violeta dejandolo reaccionar por 60
segundos y se enjuagd suavemente al chorro del agua; se cubrié de nuevo
la superficie con una solucién de yodo (lugol) y se dejo reaccionar por 1
minuto; se enjuagdé suavemente y se decoloré utilizando una solucién de
alcohol-acetona por unos segundos, después enjuagarse finalmente se
cubrié la superficie con una solucion de safranina y se dej6 actuar por 1
minuto para después enjuagarse con agua destilada. Se dejo secar la
preparacion por completo para después observar los microorganismos

tefidos empleando un microscopio Optico a 100X con aceite de inmersion.

3.3 Fermentacién para la produccién de celulasa en medio liquido
especifico
Se prepar6é un medio liquido especifico (cuadro 3) para la

degradacion de celulosa con la siguiente composicion.

Cuadro 3: Composicién del medio liquido especifico para produccion de celulasa.

Componente Cantidad (%)
NacCl 0.5
NaNO; 0.3
KCI 0.5
Fuente de C (celulosa) 1

Carboximetil celulosa de

sodio (GOLDEN BELL)

KH,PO4 0.2
MgSO, 0.01




3.3.1 Produccion de celulasas

Se preparo el medio liquido especifico para inducir al microorganismo
a la produccion de celulasa. En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se
agregaron 70 mL de agua destilada y se disolvieron NaCl, NaNO3s, KCI,
KH,PO,4, MgSO., posteriormente se solubilizaron y esterilizaron en un
autoclave a 121°C y 15Lb de presion durante 15min. La fuente de carbono
(celulosa), previamente esterilizada en lampara V fue disuelta en 30 mL de
agua destilada, fue adicionada a los matraces donde fueron disueltos los
minerales una vez que el medio se encontraba a temperatura ambiente esto
se realizo por duplicado y teniendo un control. Posteriormente se hizo una
suspension celular, de cada uno de los matraces se tomo 1 ml y del control
se agregaron 6 ml estas fueron tomadas con una micropipeta y utilizando
puntillas de 1 ml para agregarlos al cultivo puro haciendo un barrido con la
misma puntilla que se tomaron las muestras, realizando la suspensién se
tomo 0.5 ml para cada matraz excluyendo el control, se incubaron a 40° C y
se realiz6 anaerobiosis esto se realizo por un tiempo de 96 horas. Los
experimentos se realizaron por duplicado, se centrifugo el medio en tubos
de ensaye a 5000 revoluciones por un tiempo de diez minutos, con la
finalidad de separar el extracto enzimatico de la biomasa. El extracto
enzimatico se depositd en un matraz Erlenmeyer de 250 ml para determinar

proteina extracelular por el método de Biuret.

3.3.2 Cuantificacion de proteina extracelular y celular

Para la cuantificacion de proteina celular y extracelular se tomaron
varios tubos de ensaye estériles para agregar cada una de las muestras a
analizar, se realizo mediante la técnica de proteinas totales. La técnica
consiste en agregar 10 uL de las muestras y 500 pyL de reactivo Biuret a
cada tubo (cuadro 4) y leer la absorbancia en un espectrofotometro a 540
nm. Para conocer el efecto de las condiciones de reaccion sobre la enzima

se prepararon una muestra patron y una muestra blanco.
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Cuadro 4: Preparacion de muestras para cuantificacion de proteinas totales por el

método de Biuret

Blanco Patron Muestra
Agua destilada wopu 0 e e
Biomasa =00 - e 10 pl
Extracto enzimatico --------- emeeeeee- 10 pl
Reactivo Biuret 500 pl 500 pl 500 ul
™ (Y| ——

Para el andlisis de datos se empled la siguiente ecuacion:

A muestra
Conc.de Prot.Tot.= ———— X conc.Patron
A patron

A= absorbancia

3.4 Etapa lll. Evaluacion del comportamiento productivo en bovinos

3.4.1 Animales utilizados
Se utilizaron 25 bovinos machos, 5 bovinos por tratamiento, todos de

raza beefmaster, con una edad promedio aproximada de 10 meses, con un
peso promedio de 195 kg.

3.4.2 Tratamientos

En el experimento se evaluaron cinco tratamientos, (cuadro 5) se
avaluo el efecto de la enzima producida en la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro.



Cuadro 5. Ingredientes de los diferentes tratamientos

“Tratamiento 11 T2 13 T4 15
/ Ingredientes % % % % (testigo)
%
‘Nopal @ 20 0o O o0 0
Nopal+enzima 0 20 0 0 0
Maguey 0 0 20 0 0
Maguey+enzima 0 0 0 20 0
C. de arroz 0 0 0 0 20
Sorgo 30 30 30 30 30
Avena 25 25 25 25 25
Gallinaza 18 18 18 18 18
Melaza 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5
S. mineral 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

3.4.3 Preparacion de los animales

Antes de iniciar el experimento se dio un periodo de adaptacién de 15
dias en el que se ajustaron los criterios de seleccion de alimento se pesé
cada uno de los animales, ademas y fueron vacunados contra las principales

enfermedades de la region y desparasitados.

3.4.4 Variables determinadas en el experimento

Las variables analizadas en el experimento fueron las siguientes:

a). Comportamiento productivo

e Consumo diario de materia seca (CDMS)

e Ganancia diaria de peso (GDP)

e Conversion alimenticia (CA)
b). Metabolitos en suero sanguineo

e Glucosa

e Urea

e Creatinina

e Colesterol



e Proteinas totales

c). Concentracién de AGV'S
e Acético
e Propidnico

e Butirico

3.4.5 Comportamiento productivo

Diariamente se anotaba e el alimento que era ofrecido a cada uno de
los animales ajustdndose al consumo de cada tratamiento, al retirar cada
mafiana el alimento rechazado éste se pesaba, de esta manera se obtuvo
por diferencia el CDMS (alimento ofrecido menos alimento rechazado).

Como ya se menciond los animales fueron pesados antes de iniciar la
prueba y al finalizar el experimento se pesaron de nuevo, y en base a esta
diferencia se determiné la GDP. Para determinar la conversion alimenticia se

utilizaron las variables anteriores dividiendo CDMS/GDP.

3.4.6 Determinacién de metabolitos

Una semana antes de finalizar la prueba se extrajo una muestra de
sangre de cada tratamiento para determinar los metabolitos sanguineos, Las

muestras se extrajeron de la vena aorta ubicada en el cuello de los animales.

3.4.7 Determinacién de AGV's

Para determinar la concentracion de acidos grasos volatiles se extrajo
liguido ruminal de cada uno de los animales, la extraccion fue llevada a cabo
al finalizar la prueba. La técnica utilizada correspondi6 a las técnicas segun
Tejada (1992).

3.4.8 Andlisis estadistico

Las variables correspondientes a comportamiento productivo (CDMS,
GDP y CA) en conjunto con metabolitos sanguineos (creatinina, urea,
colesterol, glucosa y proteinas totales) y concentracion de AGV’'S se

analizaron conforme a un disefio estadistico de 5 bloques completamente al

37



azar. Todas las variables fueron analizadas utilizando la prueba de Tukey

mediante el programa R Statistical Software.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis bromatolégico de muestras de nopal (Opuntia ficus
indica) y maguey (Agave salmiana)

El cuadro 6 muestra los resultados obtenidos del contenido
nutricional del nopal, el cual muestra que el contenido de fibra cruda es
diferente. Sdenz (2006), indica en su investigacion que el nivel de proteina
es mayor en nopales jovenes, siendo la fibra cruda la que aumenta con el
paso del tiempo, llegando a 17.1 por ciento en los tallos suberificados; esta
tendencia se pierde en cuanto al porcentaje de cenizas, debido a las
propiedades que componen a esta y su alta relacion con la composicion
quimica de los suelos. Por su parte, Rodriguez Félix y Cantwell (1988),
indican que la composicion quimica de los nopales frescos es
principalmente agua (91%) y 1.5% de proteinas, 0.2% de lipidos; 4.5% de
hidratos de carbono totales, 1.3% de cenizas, de la cual 90 % es calcio,
ademas, contiene 11 mg/100 g de vitamina C y 30 mg/100 g de

carotenoides; y un contenido de fibra (del 1.1%).

Fuentes et al., (2004), quienes evaluaron el contenido nutricional de
cuatro variedades de nopal (Opuntia spp) forrajero, reportaron los siguientes
resultados: proteina entre 5-12%, extracto etéreo entre 0.45-1.89%, fibra
cruda entre 10.7-11.4%, ceniza entre 18-35%, MST entre un rango de 88-
96%. Mientas que para FAD y FND de las dos especies utilizadas se
obtienen valores semejantes comparando con los citados por Mata, (2011),
quien menciona es su evaluacién de dos variedades de Opuntia que el
contenido de FAD se encuentra alrededor de 15y 16% vy el contenido de

FND entre 32 y 37% aproximadamente.
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Cuadro 6. Contenido nutricional de Opuntia ficus indica

“Componente (%)  Opuntiaficus
indica
MST 90.1
Humedad 9.9
Proteina cruda 5.3
Cenizas 21.63
Materia organica 69.76
Grasa 1.80
Fibra cruda 9.36
FDN 36.80
FDA 14.95

Por otra parte el Andlisis bromatolégico del maguey arrojo los

resultados que se muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7. Contenido nutricional de Agave salmiana

Componente (%) Agave salmiana

MST 12.0
Humedad 88.0
Proteina cruda 5.8

Cenizas 5.57
Materia organica 87.20
Grasa 2.86
Fibra cruda 2.72
FDN 3.18
FDA 6.10
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Martinez (1994), quien realiz6 un trabajo con dos especies de
maguey, en las que reporto los siguientes valores: materia seca 11.12%,
proteina cruda 4.96 %, extracto etéreo 1.64%, fibra cruda 18.89% y cenizas
16.89%.

Segun Gonzales (1994), reporta los siguientes valores para materia
seca 11.14%, proteina 4.62% extracto etéreo 1.33% cenizas 20.51% fibra
17.24% al evaluar dos especies de maguey forrajeras (Agave salmiana y
Agave atrovierens) utilizadas en zonas aridas del norte del México en

relacion a sus caracteristicas fenoldgicas.

En la figura 9 se puede observar una comparacion nutricional de
Opuntia ficus indica y de Agave salmiana en la que se puede apreciar que
los valores nutricionales expresados en porcentajes son semejantes para
proteina (5.3 y 5.8), materia seca total (9.9 y 12), grasa (1.8 y 2.86),
mostrando diferencia para fibra cruda (9.36 y 2.72), materia orgénica (69.76
y 87.2) y fibra detergente neutro (36.8 y 3.18) respectivamente.

Enopal M maguey

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

igj o L — L l

%

Figura 9. Comparacion del contenido nutricional de Opuntia ficus indica y Agave salmiana
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4.2 Fermentacién parala produccion del extracto enziméatico a partir de

un microorganismo aislado del rumen bovino

La cepa VML-2 presenta las siguientes caracteristicas macroscopicas:
una coloracién blanca, elevacion convexa, forma irregular, aspecto hiumedo
y consistencia suave (Figura 10). Mata (2011) y Valdez (2010) presentan
resultados muy similares en relacion a estas caracteristicas. Valdez (2010)
proclamo a este microorganismo como un excelente productor de la enzima
celulasa, por lo que posteriormente se empleé para la degradacién de

celulosa del nopal.

Figura 10. Caracteristicas macroscopicas de la cepa VML-2 en medio solido.

La evaluacién microscoépica de las células puras que fueron tefiidas
mediante la técnica de Gram presentaron las siguientes caracteristicas:
bacilos cortos Gram negativos, no agrupados (Figura 11). Estas
caracteristicas concuerdan con las descritas por Valdez (2010) y Mata
(2011).
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Figura 11. Observacién microscopica (100X) de microorganismos producidos por
la cepa VML-2.
4.2.1. Determinacién y cuantificacion de proteina celular y extracelular
por el método de Biuret.

En el cuadro 8 se representa la cantidad de proteina extracelular y
celular a las 96 horas de fermentacion, obteniendo valores de 0.94 mg/ml
para proteina extracelular y celular, estos valores son similares a los
obtenidos por Mata (2011) dénde presenta que a las 96 horas de
fermentacién obtiene 0.95 mg/ml para los dos tipos de proteina. Estos
valores son un poco elevados en comparacion con lo mencionado por
Valdez (2010). En dicho estudio utilizando enzimas degradadoras de
celulosa producidas por la cepa VML-2, en un tiempo de fermentacion de 24
horas obtuvo una mayor cantidad de proteina extracelular (0.65 mg/ml),
afirmando que la cantidad de proteina extracelular disminuye conforme
aumenta el tiempo de fermentacion, también sefiala que a un tiempo de 96
horas de fermentacion aumenta la concentracion de proteina, la cual puede
ser debido a que los microorganismos en condiciones de estrés (medio de
cultivo) producen proteasas que son liberadas al medio de cultivo

provocando diferentes grados de protedlisis.
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Cuadro 8. Contenido de proteina celular y extracelular a las 96 horas de

fermentacion.

"Muestra  Proteina extracelular Proteina celular
Extracto enzimatico 0.00094mg -
Biomasa = e 0.00094 mg

4.2.2. Cinética enzimética en (Opuntia ficus indica) Somogy-Nelson

En la figura 12 se puede observar que las enzimas celulasas
producidas por la cepa VML-2 tienen gran actividad en los primeros 45
minutos, a partir de ahi se observa una fase de estabilidad en un rango de
45 a 90 minutos para posteriormente continuar con su maxima actividad que
se presentd a los 120 minutos ya que de ahi presento un descenso drastico
hasta las 96 horas lo que significa agotamiento de sustrato, con una maxima
actividad de 2900 U. Mata (2011) utilizando Opuntia lindheimeri menciona
que las enzimas celulasas producidas por la cepa VML-2 presentaron su
mayor actividad enzimética en los primeros 60 minutos, lo que significa que
en el transcurso de ese tiempo presento la mayor cantidad de azucares
reductores que significa la ruptura de la celulosa y su conversion en
azucares mas simples, un ejemplo de ello es la glucosa. Estas enzimas
mostraron un rapido descenso en un rango de 60 a 90 minutos, presentando
una actividad enzimética de 1430 U, a partir de este tiempo su descenso se

presentod lentamente.
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Figura 12. Degradacion enzimatica de celulosa en nopal Opuntia ficus indica.

Utilizando celulasas producidas por la cepa VML-2.

4.2.3 Cinética enzimatica en maguey Agave salmiana

La figura 13 representa la tasa de degradacion de celulosa en

maguey

primeros 5 minutos la enzima celulasa presenta gran actividad, después de
los 5 minutos y hasta los 15 presenta poco incremento en la actividad, de los
15 minutos a los 30 minutos vuelve a presentar gran actividad celulasa hasta
los 90 minutos que fue la mayor actividad presentada con valores de 3751
U, posteriormente comienza la disminucion de actividad. Gonzales. (2011)
utilizo varias especies de nopal y menciona que durante los primeros 5
minutos presenta una fase de adaptacién, a partir de los 5 a los 120 minutos
presento gran actividad de celulasas. No presentando fase de adaptacion y

disminuyendo drasticamente hasta las 24 horas su mayor actividad

(Agave salmiana) en la que se puede observar que durante los

empleando de estas variedades fue de 1557 U.
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Figura 13. Degradacion enzimatica de celulosa en maguey (Agave salmiana) utilizando

celulasas producidas por la cepa VML-2.

Tomando como referencia lo anterior la finalidad de tener una
degradacion previa de nopal y maguey es proporcionar a los
microorganismos del rumen, mondmeros de glucosa que les permitiera
agilizar los procesos metabdlicos y generar energia al rumiante de una
manera mas eficiente, ya que estos son los encargados de producir en su
mayor parte la energia que requiere el animal para llevar a cabo los
procesos metabdlicos como la glucdlisis, ciclo de Krebs y transferencia de
electrones, logrando con esto una mayor eficiencia alimenticia, asi como la

obtencion de un alimento con mayor valor nutritivo.

Conjuntamente hay diferentes motivos que sugieren la necesidad de
implementar tecnologias que ayuden a la mejor digestion de los nutrientes
que se ofrecen al rumiante, como puede ser la aplicacion de una enzima,

como por ejemplo:

- La digestibilidad de la materia organica en rumiantes raramente
supera el 90% vy resulta con frecuencia considerablemente menor.
- Se dispone actualmente de nuevos alimentos para rumiantes,
muchos de ellos subproductos de baja calidad, en lo que las
enzimas pueden ser de especial utilidad para mejorar sus

posibilidades digestivas (Torres et al., 2009).

46



4.3. Comportamiento productivo

4.3.1 Ganancia diaria de peso, consumo de materia seca y conversion

alimenticia.

Terminada la prueba de comportamiento se analizaron los datos
obtenidos para comportamiento productivo, los cuales se muestran en el
Cuadro 8

Cuadro 8. Resultados de las variables de comportamiento productivo

Tratamientos

Variables T1 T2 T3 T4 5
CDMS Kg/d* 6.7 7.28 7.1° 6.7° 6.7°
GDP Kg/d* 0.792° 1.034 2 0.867° 0.851° 0.751°
CA Kg* 8.542° 7.0° 8.3 8.0 9.12

*CDMS: Consumo diario de materia seca, *GDP: Ganancia diaria de peso, *CA: Conversion
alimenticia.

Como se puede observar al analizar las variables de comportamiento
productivo se encontrd que existe diferencia significativa (P>0.05) para el T2
mostrando un valor de consumo de 7.2 kg/dia, no siendo asi para T1, T3, T4
y T5 que tienen medias de consumo de 6.7 Kg/dia, 7.1 Kg/dia, 6.7 Kg/dia y
6.7Kg/dia respectivamente, es decir que a los animales que se les ofrecio
nopal mas el extracto enzimatico mostraron un mayor consumo comparado
con los otros tratamientos, por ende esto se ve reflejado en la GDP donde el
T2 (1.034 Kg/dia) muestra un diferencia significada comparada con los T1
(0.792 Kg/dia), T3 (0.867 Kg/dia), T4 (0.851 Kg/dia) y T5 (0.751). Siguiendo
la misma tendencia de las 2 variables anteriores la CA, presenta una
diferencia significativa en el T2 (7.0 kg) en comparacion con los tratamientos
antes mencionados ya que estos comparten una misma literal. Estos
resultados difieren en los encontrados por Treacher et al (1996), en donde
se aplicd un preparado enzimatico para degradar celulosa empleado por
medio de aspersion diariamente a la base de fibra de la raciéon, no se
observaron efectos sobre la ganancia de peso, sin embargo si hubo un

aumento en la ingestion del alimento. En los 60°s fue cuando por primera
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vez se emplearon las enzimas como degradadores previos del alimento
ofrecido a rumiantes (Gonzéalez, 2004), y fue entonces cuando se llevo a
cabo un estudio donde se prob6d una mezcla de enzimas amiloliticas,
celuloliticas, y proteoliticas, ademas de que se agregé una enzima
proteolitica eficaz y sin embargo no hubo diferencia en la ganancia media
diaria de peso (GMD o GDP) en los ovinos de engorda alimentados con la
suplementacion de amabas enzimas, cabe mencionar que la mezcla
enzimatica se aplicé a toda la dieta de los mismos (Theurer et al., 1963).
Igualmente no se encontraron efectos en el consumo de alimento y la GDP
en borregos suplementados con enzimas fibroliticas a raciones basadas a
heno de alfalfa (Gonzalez, 2004).

Garcia-Herrera, (2010) menciona que en animales con raciones bien
formuladas, donde se combinan diversos alimentos para que se logre una
Optima digestion, hay una digestibilidad del maguey arriba del 80 %,
dependiendo de la parte de la planta (penca, pifia, y quiote), de su edad y
del estado fisioldgico.

4.3.2. Metabolitos sanguineos

Al finalizar la prueba de comportamiento se analizaron las muestras

sanguineas de cada ovino, los resultados se presentan en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Concentracién de metabolitos sanguineos de bovinos, alimentados con
una dieta a base de nopal y maguey con una enzima celulasa.

Tratamientos

Variables T1 T2 T3 T4 T5

Glucosa mg/dl 38.9° 49.722 34.62° 32.42° 31.44°
Urea mg/dl 10.72 9.56 2 10.22 10.52 10.6 2
Proteinas mg/dI 33.0° 36.24 @ 32.16 ¢ 335° 32.7°2
Colesterol mg/dl 199.4 @ 166 2 181 @ 171.22 180.2 @
Creatinina mg/dl 8.99° 11.2¢ 10.3¢ 9.42° 10.1 ¢

9.78 @ 10.14 ¢ 9.86 ¢ 10.08 @ 992
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Calcio mg/dl

Fosforo mg/dl 4.76 2 5.12° 4,962 4,782 4.38 2

Como se puede observar en el cuadro 9 no hay diferencia significativa
(P>0,05) entre tratamientos para ninguna de las variables que se
consideraron, Unicamente para la glucosa del T2 que mostro un valor de
49.72 mg/dl. Estos resultados coinciden con los arrojados en el estudio de
Knowlton et al (2002), el cual estudié el efecto de la adicién de enzimas, las
vacas a las cuales se les aplico el alimento con la enzima se encontraban al
inicio o al final de la lactacién y éstas tenian una dieta a base de forraje que
se incluian en la racion al 45 y 61% respectivamente. En este estudio se
pudo denotar que la GDP mejor6 en los animales suplementados con la
enzima pero que estos efectos no pudieron ser respaldados con el
incremento de los residuos analizados en la sangre, metabolitos, ellos no
encontraron diferencia significativa entre tratamientos cuando evaluaron la
urea y el fésforo que se encontraba en las muestras de sangre de las vacas
evaluadas.

En otro estudio llevado a cabo por Hristov et al., (2000), el cual evalto
la digestibilidad aparente incluyendo MS (materia seca), PB (proteina bruta)
y la FDN (fibra detergente neutra), ademéas de evaluar la excrecion urinaria
de alantoina y &cido Urico y conjuntamente la concentraciéon de glucosa y
urea en sangre en becerras novillonas. Este estudio no mostrd ningun efecto
significativo en ninguna de las variables mencionadas anteriormente

incluyendo las concentraciones de glucosa y urea en sangre.

Como se pudo observar al comparar los resultados que se analizaron
de cada una de las muestras sanguineas obtenidas de cada unidad
experimental de esta investigacion, con los resultados de otros reportes, se
observa que se asemejan y se puede inferir que la enzima celulasa en
general producida en la universidad no tienen ningun efecto positivo sobre la

respuesta en metabolitos.
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4.3.3 Acidos grasos volatiles

Al analizar estadisticamente los datos obtenidos al estudiar el liquido
ruminal de cada unidad experimental con la técnica mencionada

anteriormente, arrojo6 los resultados presentados en el cuadro 10.

Cuadro 10. Perfil de AGV’'s de bovinos alimentados con una dieta a base de nopal y
maguey adicionado enzima celulasa.

Tratamientos

Variables T1 T2 T3 T4 T5
Acetato pM/dl 248° 2992 26.3P 262P 255°P

Propionato pM/dl  7.3% 7.4°% 77% 7.1% 66°
Butirato pM/dl 6.7% 6.1* 652 64° 6.9°

*Las medias que no comparten una misma literal son significativamente

diferentes (P<0.05).

Con la adicion de la enzima celulasa al nopal en la dieta de los bovinos a
excepcion del acetato, no se encontré diferencia significativa entre
tratamientos cuando se analizaron los AGV’'s de las muestra. Lo cual
coincide con Feng et al., (1996), ellos aplicaron enzimas directamente sobre
el alimento y no encontraron efectos sobre los porcentajes molares o la
concentracion total de AGV's, este estudio fue realizado in vitro. Igualmente
en una investigacion realizada por Yang et al., (2002) se encontré que la
suplementacidén enzimética no afectd la concentracion total de AGV’s, pero
si aumentaron las proporciones molares de acetato y redujo las de
propionato, lo cual coincide en el resultado del aumento en la produccion de
acetato arrojado en esta investigacion, pues como se observa en el cuadro
anterior la Unica variable en la cual hubo diferencia significativa entre

tratamientos es en la produccion de acetato.

Relacionado con lo anterior, cabe mencionar que hay autores (Caja,
2003) que coinciden en que el mayor efecto positivo en rumiantes se ha
obtenido cuando la enzimas fibroliticas (celulasas y xilanasas) se han
empleado en animales en lactancia y crecimiento, pues es en estos dos

casos ha sido cuando ha habido mejor respuesta en los animales.



Existen otros estudios (Gonzalez, 2003) que menciona en su trabajo
de campo que ha encontrado un efecto positivo con la inclusion de enzimas
en la dieta de vacas lecheras, en las cuales se utilizé una racion a base de
heno de alfalfa, ensilaje de heno de alfalfa y trigo tratados con un preparado
de enzimas fibroliticas en donde la produccion de leche aumentd en un
14.8%. También menciona otra investigacion donde se suplementaron vacas
lecheras incluyendo enzimas fibroliticas en las raciones y las vacas a las
cuales se les incluyé la enzima en la dieta produjeron 1.3kg/d mas de leche

que las del tratamiento control.

Por lo tanto, de acuerdo al cuadro 11 se puede observar que las
enzimas aplicada a nopal tienen efectos similares; también se observo que
hubo diferencia significativa entre tratamientos en la variable de produccion
de &cido acético y se puede ver que aunque entre tratamientos no hay
diferencia significativa, si existe una tendencia en la cual se puede observar
que el resultado, aunque por muy poca diferencia, fue mejor cuando se

utilizé la enzima ya sea en nopal 0 maguey que cuando no se aplico.
4.3.4 pH

De acuerdo al analisis estadistico aplicado las muestras de liquido
ruminal analizadas arrojaron diferencia significativa entre tratamientos

(P<0.05), los resultados que se obtuvieron se presentan en el Cuadro 11

Cuadro 11. pH de bovinos alimentados con una dieta a base de nopal y maguey
adicionado con enzima celulasa.

Tratamientos

Variable T1 T2 T3 T4 T5

pH 6.7° 6.4° 6.9° 6.9° 6.7°

Nota: Las medias que no comparten una misma literal son significativamente
diferentes (P<0.05).

El pH 6ptimo del rumen se considera dentro de los rangos 5.5y 6.9
(Relling et al., 2003), en el cuadro anterior se puede observar que el
tratamiento que mejor conservé las mejores condiciones de pH ruminal es el

tratamiento 2, es importante mencionar que este tratamiento es el de los



bovinos suplementados con la enzima producida dentro de las instalaciones

de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.

En relacion a lo anterior y comparando los resultados existen
investigaciones en las cuales se ha encontrado que al utilizar enzimas
fibroliticas el pH en el rumen ha disminuido lo cual es opuesto a los
resultados que se obtuvieron en esta investigacién. Hristov et al., (2000)
llevaron a cabo un experimento en el cual se probo la aplicacién de enzimas
fibroliticas con actividad B-glucanasa en novillas canuladas, en donde se
utilizé una racion basada en granos y ensilados, ambos de cebada, en
respuesta a la aplicacion de enzima sobre el alimento ofrecido a las novillas

el pH ruminal disminuya.
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V. CONCLUSION

La inclusion de la enzima celulasa en dietas para bovinos
alimentados con una racion del 20% de nopal como fuente de forraje,

produce un efecto positivo sobre el comportamiento animal.

La cepa VML-2 es capaz de producir una enzima celulasa

degradadora de la pared celular de nopal (Opuntia ficus indica).

La enzima celulasa producida por la cepa bacteriana VML-2 puede
ser considerada como una opcién para competir con enzimas de origen

fungico comerciales.

La enzima producida en el laboratorio por la cepa VML-2 representa
una alternativa eficiente y econdmica para mejorar el aprovechamiento de
las dietas de rumiantes, y de esta manera hacer uso de los recursos de la

region.
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VI. RESUMEN

Con la finalidad de probar la hipétesis de que la inclusion de nopal y
maguey tratado previamente con una enzima celulolitica, adicionado a dietas
que es ofrecida a bovinos, mejora el rendimiento productivo se llevo a cabo
un experimento, donde primeramente se aislé el microorganismo productor
de la enzima celulasa en agar scheadler, -caracterizandolo
macroscopicamente y microscopicamente, posteriormente se preparo un
medio mineral especifico con los siguiente compuestos (NaCl, KCI, KH2POy,
MgSO.,) y como fuente de carbono carboximetilcelulosa. A una temperatura
de 39 °C; en condiciones de anaerobiosis y un tiempo de 120 horas.
Finalmente para separar el extracto enzimético centrifugando a 5000 rpm.
Para confirmar que realmente hubiese actividad enzimatica, primero se
determino proteina celular y extracelular por el método de Biuret, y después
se llevo a cabo una cinética enzimética con muestras de nopal y maguey.
Como segunda etapa del proyecto se realizo una prueba con 25 bovinos de
la raza beefmaster con un peso promedio de 200 kg. Aplicando un disefio
completamente al azar, los 5 tratamientos consistian en T1 una dieta mas
nopal, T2 dieta mas nopal tratado con la enzima, T3 dieta mas maguey, T4
dieta mas maguey tratado con enzima y T5 (testigo). Se estudiaron diversas
variables, el comportamiento productivo, analizando especificamente
consumo diario de materia seca (CDMS), ganancia diaria de peso (GDP),
conversion alimenticia (CA). Ademas se determino metabolitos en suero
sanguineo, determinacion de acidos grasos volatiles (acético, propionico y
butirico), finalmente se analizo el pH de cada una de las muestras tomadas.
Los resultados arrojaron que las caracteristicas macroscopicas de la cepa
son una coloracién blanca, elevacion convexa, forma irregular, aspecto
hamedo y consistencia suave y las microscépicas bacilos cortos Gram
negativos, no agrupados. La determinacion de proteina celular y extracelular
muestra un valor de 0.00094 mg. Y la cinética enzimatica en nopal y maguey
muestra la mayor actividad de la enzima a los 60 minutos de haberla
aplicado con valores de 2900 U. para el nopal y 3751 U. para el maguey.
Para la prueba de parametros productivos Se muestra diferencia significativa
(P<0.05) en (GDP, CDMS, y C.A). siendo el T2 (nopal + extracto enzimatico)

el que mejores rendimientos mostro, en el caso de los metabolitos

54



sanguineos la glucosa muestra diferencia significativa (P<0.05) en el T2, no
siendo asi con los demas metabolitos analizados. Para los AGV se observo
un aumento del acido acético mostrando diferencia significativa el T2
comparado con los otros tratamientos. Y finalmente el pH ruminal el T2 fue

quien mejor conservo las condiciones del rumen (6.4)

Por dltimo se puede inferir que los animales que fueron alimentados con
nopal como forraje previamente tratado con una enzima celulolitica
mostraron mejores rendimientos que otros tratamientos que incluian maguey
y maguey con extracto enzimatico. Por lo que se sugiere adicionar la enzima

producida en el laboratorio a partir de microrganismo ruminales
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