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1. RESUMEN

Con objeto de evaluar los tratamientos de rastrojo de maiz con enzimas fibroliticas comerciales,
se trabajo en dos etapas: en la primera etapa se estandarizaron las condiciones de manejo de los
dos complejos enzimaticos, en cuanto a la relacion de agua y las condiciones de exposicion al aire,
dichas condiciones se evaluaron en forma organoléptica. En la segunda etapa, se evaluaron
concentraciones de enzimas y tiempos de exposicion a las mismas. Para lo cual, se trabajaron cuatro
concentraciones (0, 0.015, 0.03, 0.045 %) de cada complejo enzimatico con respecto al rastrojo.
Cada complejo enzimatico se evalud en forma independiente. El tiempo de exposicion del rastrojo
a las enzimas fue de 48 h y se utilizaron como controles rastrojo hiimedo y rastrojo seco al mismo
tiempo de exposicion. Asimismo, para los tiempos de exposicion para las enzimas (48, 72 y 96 h),
se utilizaron tres concentraciones (0, 0.5 y 1%) de cada complejo enzimatico de forma
independiente, los tratamientos fueron evaluados mediante la primera etapa de la digestibilidad in
vitro de la materia se seca (DIVMS) con tiempo de incubacion de 48 h. El analisis estadistico se
realizd6 mediante un analisis de varianza y una prueba de comparacion de medias de Tukey y con
alfa 0.05. En la primera etapa se obtuvieron como resultados una relacion agua rastrojo de 1:1, y
una exposicion de 48 h sin entrada de aire, donde el producto resultante presentd aroma dulce,
color amarillo, textura suave y porosa. Para la segunda etapa se obtuvo una DIVMS para el
complejo 1: 48.1, 44.2, 43.7 %. Para el complejo 2: 49.9, 49.5, 48.6 %, para cada concentracion,
respectivamente. Para el rastrojo himedo los resultados fueron 39.3% y al rastrojo seco 42.9%. En
cuanto a los tiempos de exposicion (48, 72 y 96 h), la DIVMS para la complejo 1 a una
concentracion de 0.5%: 52.1, 48.0, 44.7, y la concentracion de 1%: 44.4, 43.56, 41%; para la
complejo 2 a la concentracion de 0.5%: 51.2, 41.9, 47.4%, y una concentracion de 1%: 38.9, 37.9,
35.7%, para el rastrojo rastrojo seco: 52.6%. La digestibilidad fue menor estadisticamente respecto
a los tratamientos comparado con los grupos controles. Se concluye que bajo las condiciones que

se trabajaron los complejos enzimaticos no contribuyen a mejorar la DIVMS del rastrojo de maiz

Palabras claves: rastrojo de maiz, enzimas fibroliticas, digestibilidad.



2. MARCO DE REFERENCIA.

2.1. Importancia del rastrojo de maiz.

Los rastrojos son residuos de cosecha que se derivan de las actividades agricolas, y se les
consideran como la porcion del cultivo cosechado (hojas, tallos, espigas y bracteas de la mazorca)
que queda después de extraer el grano (SAGARPA, 2009; Shanahan et al., 2010). Las producciones
de rastrojos se obtienen de los cereales y estd asociada directamente con la produccion de grano,
por lo que, a medida que aumenta la cantidad producida de granos para satisfacer la demanda

alimenticia de la poblacion, se incrementa la disponibilidad de estos residuos (Macedo, 2000).

El principal subproducto que se obtiene en la produccion de granos es el rastrojo de maiz, que en
Meéxico es el grano mas importante desde el punto de vista alimentario; de igual manera, es el mas
significativo por la superficie sembrada y el volumen de produccion. Anualmente se destinan 7.8
millones de hectareas para la produccion de este grano, que representa 49.7% de la superficie
nacional cultivable. La produccion de maiz en México durante el periodo 2008-2011, fue en

promedio anual de 21.3 millones de toneladas (Reyes, 2013).

Conforme aumenta la cantidad de granos de maiz producida para satisfacer la demanda
alimenticia de la poblacion humana, también aumenta la disponibilidad de estos residuos por lo
que a su vez se ha incrementado la oferta de residuos agricolas y se estima un probable incremento

en su demanda (Macedo, 2000; Wortmann et al., 2012).

Los residuos de cosecha de cultivos agricolas también Illamados rastrojos; se utilizan

fundamentalmente en:

. La fuente de cobertura del suelo en la agricultura en laderas y es una de las tecnologias mas
efectivas para regular la humedad y temperatura del mismo, amortiguar la erosion hidrica, controlar

la maleza y aportar materia organica y nutrientes al suelo (Eyhorn et al., citado en Reyes, 2013).

. Consumo para la alimentacion de rumiantes, suministrado como suplemento en la dieta de

los animales (Correa, 2008).

La utilizacion de los rastrojos en la alimentacion de ganado se debe a que son fuentes abundantes

de energia especialmente en los periodos de sequia (Reyes, 2013), esto se debe a que en la



composicion estructural del rastrojo se tiene contenidos de material de lignocelulosica, es decir,

que estan formados principalmente por; celulosa, hemicelulosa y lignina. (Barroso, 2010).

3. MARCO TEORICO.

3.1. Composicion quimica

El rastrojo de maiz se caracteriza por tener un promedio del 4.90% de proteina cruda (PC),
46.75% de fibra detergente adcido (FDA), un 72% de fibra detergente neutro (FDN) distribuida en
un 37 % de celulosa y 18 % de lignina (Fuentes et al., 2001, Carroll y Sommerville, 2009).

3.2. La pared celular del rastrojo de maiz.

Las paredes celulares de los rastrojos consisten en polisacaridos, compuestos fendlicos y
compuestos minoritarios (minerales, lipidos, proteinas, etc.). Los polisacaridos se clasifican en
celulosa, hemicelulosas y pectinas. Gran parte de los compuestos fendlicos estan presentes en la
estructura de lignina. Evidentemente celulosa, hemicelulosas y lignina son los principales

constituyentes de la pared celular del rastrojo de maiz. (Prinsen, 2010).

A continuacion, se describen cada uno de los compuestos que forman la pared del rastrojo.

3.2.1. Celulosa.

La celulosa es el biopolimero mas abundante de la naturaleza y esta presente en la pared primaria
y secundaria actuando como principal polimero estructural. Esta estructura consta basicamente de
una cadena lineal de moléculas de D-glucopiranosa unidas por un enlace glucosidico de tipo  (1-
4). Estas cadenas de P (1-4) D-glucanos mantienen enlaces estables por puentes de hidrogeno
intramoleculares (entre las distintas moléculas de glucosa de una misma cadena) e intermoleculares
(entre moléculas de glucosa de distintas cadenas). La celulosa puede aparecer en forma cristalina,
denominada celulosa cristalina. Ademas, hay un pequefio porcentaje de cadenas de celulosa no
organizados, que forman celulosa amorfa. En esta conformacion, la celulosa es mas susceptible a

la degradacion enzimatica (Pérez et al., 2002; Barros, 2011).



3.2.2. Hemicelulosa.

La hemicelulosa contiene glucuronoarabinoxilanos o0 GAX que es el principal polisacarido
hemiceluldsico lo que se define como pared celular secundaria. Su composicion quimica se basa
en polisacaridos llamados glucuronoarabinoxilanos (GAX) que es la unidon glucosidica de distintos
monosacaridos, sobre todo pentosas (arabinosa y xilosa), hexosas (glucosa, manosa y galactosa),
acidos uronicos (galacturdnico y glucurénico) y Los B-glucanos con enlaces mixtos son también
polisacaridos hemiceluldsicos que consisten en residuos de D-glucosa sin sustituciones. Las unida-
des que los conforman son celotriosa y celotetraosa en una proporcion de 2:1. (Badui, 2006; Barros,

2011).

3.2.3. Lignina.

La lignina esta presente en la pared celular, confiere soporte estructural, impermeabilidad y
resistencia contra el ataque microbiano de los microrganismos ruminales. Estructuralmente, la
lignina es un heteropolimeroamorfo, que consiste enunidades de grupos fenilpropanoides (anillo
bencénico y una cadena de 3 carbonos) altamente ramificado. El polimero de lignina es formado
por uniones oxidativas de los monolignoles o alcoholes fenilpropilicos: coniferilico, cumarilico y
sinapilico, que son sintetizados a partir del aminoacido aromatico fenilalanina via varios derivados
del acido cindmico. Los productos intermediarios de la ruta de biosintesis de los monolignoles
sirven como precursores de los acidos hidroxicinamicos y otros compuestos fendlicos. (Pérez et

al., 2002; Barros, 2011; Kubo y Kadla, 2005 citado en Hernandez, 2013).

La funcién principal, es la interaccion de la lignina y la celulosa es para proporcionar rigidez a la
pared celular (Prinse, 2010). Mientras que la funcion de la lignina con la hemicelulosa la forman
una red hidrofobica, la cual limita el acceso de las bacterias rumiantes, esto hace que la principal
limitante de los o rastrojos sean de material lignoceluldsico, por lo que los microorganismos

ruminales no son capaces de hidrolizar toda la celulosa y hemicelulosa (Basurto et al.,2012).

3.3. Ttratamientos para el rastrojo de maiz.

Para que los microorganismos ruminales puedan degradar la celulosa que estéd en el rastrojo de

maiz se han utilizados tratamientos con el objetivo de reducir el grado de cristalinidad y aumentar
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la celulosa amorfa, lo cual permite que los animales puedan utilizar esta celulosa como fuente de
energia (Bobadilla, 1997; Delgado, 2012; Suesca, 2012). Dentro de estos tratamientos podemos

encontrar: fisicos, quimicos, bioldégicos (Amaral, 1995).

3.3.1. Tratamientos fisicos.

En este tipo de tratamientos se encuentran; el tratamiento picado, molido, los cuales tienen como
finalidad reducir el tamafio de particula logrando asi una disminucioén de desperdicio del rastrojo y
asi aumentar el consumo de este, logrando que los microorganismos ruminales tengan mas sitios

de accion, por lo que favorecerd un aumento en la digestibilidad (Bobadilla, 1997).

3.3.2. Tratamientos quimicos.

Este tipo de tratamiento en el rastrojo mejora la calidad y su conservacion (FAO, 2017) de acuerdo
con Tejada 1976 citado en (Miranda, 2014) este tipo de tratamientos tienen como objetivo el
realizar una predigestion, fraccionando los enlaces de la lignina y hemicelulosa, asi también
fraccionando los enlaces de celulosa y hemicelulosa por lo que aumenta el ataque de los
microorganismos ruminales, aumentando asi la digestibilidad (Gutiérrez 1983 citado en Miranda,
2014; Fuentes, 2001). Dentro de los tratamientos mas utilizados en los rastrojos podemos
encontrar: urea como precursor de amoniaco, hidroxido de sodio (NaOH), hidroxido de calcio
[Ca(OH):], hidroxido de potasio (KOH) hidroxido de amonio (NH4OH), amoniaco (NH3) urea y
cenizas de madera. Asi también podemos encontrar productos acidos y oxidantes se han empleado
en menor proporcion y entre los estos estan: el acido clorhidrico (HCI) y el acido sulfurico (H2S04)
el diéxido de azufre (S02), ozono (03), peroxido de hidrégeno (H202), hipoclorito de sodio
(NaClO) y cloruro de litio. (Bourguetts, 1998).

De acuerdo con Asmud y Lars 1983, Klopfenstein 1980 citado en (Fuentes, 2001), mencionan
que se han obtenido mejores resultados con los tratamientos de hidroxido de sodio (NaOH),
amoniaco (NH3) y urea, asi también Bourguetts (1998), sefiala que el tratamiento con hidroxido de
sodio es mas eficiente que el tratamiento con urea como una fuente de amoniaco, sin embrago
también sefiala que el hidroxido de sodio ademés de su disponibilidad y costo seran factores que

determinen su uso.



3.3.3. Tratamientos biolégicos.

De acuerdo con Jackson 1978 citado en (Amarral, 1995), estos tipos de tratamientos en el rastrojo
de maiz, tienen como objetivo el de aumentar la digestibilidad del rastrojo, la cual utiliza
microorganismos como hongos y bacterias, asi también el uso de enzimas de tipo fibroliticas

exogenas.

3.4. Enzimas fibroliticas exégenas.

Estas enzimas fibroliticas exdgenas son proteinas catalizadoras biologicas compuestas por
aminoacidos unidos por uniones entre un grupo carboxilo de un aminoacido con el grupo amino de
otro aminoacido que funcionan en un pH y una temperatura especifica, asi también son proteinas
con una estructura especial, el cual tiene un centro activo denominado apoenzima y, en algunos

casos, un grupo no proteico denominado coenzima, (Bobbio1995 citado por Vivanco, 2011).
3.5. Factores que afectan la actividad de las enzimas.

3.5.1. pH.

Mckee 2003 citado en (Gonzalez, 2012) mencionan que las enzimas poseen un pH en el cual la
actividad de estas es maxima a un pH de 6.2, a medida que disminuye el pH hasta a lograr un pH

de 4.0 la actividad enzimatica de se ve afectada.

En el caso de algunas enzimas como proteasas, los valores varian desde un pH de 8 a 12,
existiendo también proteasas acidas y neutras. Asi también la hidr6lisis de la celulosa con enzimas
celulasas acttia alrededor de pH 5. (Martinez et al., 2008; Reyes y Aguilar, 2011 citado en
Gonzalez, 2012).

3.5.2. Temperatura.

Cada enzima actua con mayor eficiencia a una temperatura 6ptima. Demijaran et al., 2001 citado
en (Gonzéalez, 2012) menciona que se ha clasificado a las enzimas de acuerdo en tres grupos
conforme a la temperatura de la estabilidad: termoestables moderadas (45-65°C), termoestables
(65-85°C) y termoestables extremas (>85°C). De acuerdo con Gonzalez (2003), hay una

estimulacion de la actividad de la enzima a una temperatura de 50°C y una inhibicion a una



temperatura de 70°C. Sin embargo, Tous 2010), indica que la temperatura 6ptima de actividad
enzimatica oscila entre 39°C y 40° C.
No se encontraron datos que indiquen la cantidad de humedad ni forma adecuada de

almacenamiento ante la presencia de aire.

3.6. Mecanismo de accion de las enzimas fibroliticas exogenas.

El mecanismo de accion de las enzimas fibroliticas exdgenas es similar a las enzimas producidas
por los microorganismos ruminales; es decir, el sitio activo se une con un sustrato determinado por
medio de puentes de hidrogeno, para formar el complejo enzima sustrato, esto hace que exista una
aceleracion de las reacciones quimicas rompiendo asi los enlaces del rastrojo. Este complejo, tiene
dos destinos posibles; el primero puede disociarse en sitio activo y sustrato, o bien puede formar
un nuevo producto al romper los enlaces que unen a los carbohidratos solubles(Wang y McAllister,

2002; Stryer, 1998 citado en Delgado, 2012).
3.7. Tipos de enzimas fibroliticas exdgenas.

3.7.1. Celulasas.

Este tipo de enzimas fibroliticas exdgenas se puede producir a partir de los microorganismos
como los hongos aerdbicos, tales como: Trichoderma viride, Trichoderma reesei, Penicillium
pinophilum, Sporotrichum pulverulentum, Fusarium solani, Talaromyces emersonii Yy
Trichoderma koningii, (Eriksson & Wood 1985 citado en Ovando, 2005).

Otros microorganismos productores de la enzima celulasa incluyen a hongos aerdbicos
termofilicos; Sporotrichum thermophile, Thermoascus aurantiacusy Humicola insolens, los
hongos anaerdbicos mesofilicos; Neocallimastix frontalis, Piromonas communis, Sphaeromonas
communis, asi también podemos encontrar a bacterias aerdbicas mesofilicas y termofilicas
Cellulomonas sp., Cellvibrio sp., Microbispora bispora y Thermomonospora sp., también
podemos adquirirlas de microorganismos como bacterias anaerdbicas mesofilicas y termofilicas;
Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides succinogenes, Ruminococcus albus, Ruminococcus
flavefaciensy Clostridium thermocellum (Forsberg & Groleau 1982; Beguin & Aubert 1993 citado
en Ovando, 2005).

Este sistema accion de las enzimas celulasas incluye en tres tipos de enzimas:



a)  Endoglucanasas: [1,4(1,3;1,4)-B-D-glucan 4-glucanohidrolasas, EC.3.2.1.4] las cuales
rompen al azar los enlaces B-glucosidicos,lo que provoca una rapida disminucion de la viscosidad
relativa con relacion a la velocidad de incremento de grupos reductores. Los productos,
especialmente al final de la secuencia de reacciones, incluyen a la glucosa, la celobiosa y las

celodextrinas de varios tamafios (Lynd et al., 2002).

b) Exoglucanasas: este tipo de celulasa de dividen en dos grupos;

. Celobiohidrolasas (1,4-B-D-glucancelobiohidrolasas, EC. 3.2.1.91) estas degradan la
celulosa amorfa por eliminacion de celobiosa de los extremos noreductores de la celulosa. La
velocidad de disminucidn de la viscosidad con relacion al aumento en grupos reductores es mucho

menor que en las endoglucanasas (Lynd et al., 2002).

. Exoglucohidrolasas (1,4-B-D-glucanglucobiohidrolasas, EC.3.2.1.74), que hidroliza
consecutivamente unidades de glucosa del extremo no reductor de las celodextrinas. La velocidad
de hidrolisis disminuye a medida que disminuye la longitud de cadena de sustrato (Lynd et al.,

2002).

c) PB-glucosidasas (B-D-glucosido glucohidrolasas, EC.3.2.1.21) se encarga de dividir a
lacelobiosa hasta glucosa. A diferencia de las exoglucohidrolasas, la velocidad de hidrdlisis de la

B-glucosidasa aumenta a medida que el tamafio del sustrato disminuye (Fennema et al, 2010).

3.7.2. Xilanasas

Este tipo de enzimas son producidas por diferentes organismos tales como bacterias, hongos,
algas, protozoos, sin embargo, a nivel comercial se limita a hongos como Tricoderma sp. y

Aspergillus sp. (Lorea y Villasenor, 2006 citado en Sanchez, 2010).

Las enzimas xilanasas son capaces de hidrolizar los enlaces glucosidicos de los xilanos debido a
que este es un componente principal de la hemicelulosa. Este complejo de enzima esta compuesto;
endoxilanasas o xilanasas (endo-f-1,4-xilanasas; EC 3.2.1.8), las cuales, actuan sobre la cadena

principal del xilano hidrolizando los enlaces internos 3 (1-4) entre las moléculas de xilosa, dando
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asi a una mezcla de xilo-oligosacaridos de diferentes tamafios). Las enzimas endo-B-D-xilanasas
(E.C. 3.2.1.8), rompen los enlaces de glicosidicos de los materiales xilanoliticos. La
arabinofuranosidasa (E.C. 3.2.1.55) hidroliza las cadenas de arabinosa. Las enzimas acetil
xilanesterasas (E.C. 3.1.1.72) liberan grupos acetatos. La glucoronidasa (E.C. 3.2.1.139) hidrolizan
cadenas de 4cido glucordnico a partir de unidades de xilosa. Las B-xilosidasas (E.C. 3.2.1.37) son
enzimas que actian sobre oligosacaridos, llevando a cabo la hidrélisis de los enlaces B-1,4-aril-

xilopiranésido produciendo xilosa (Biely, 1985, Biely,1993 citado en Gonzalez, 2012).

3.7.3. Lacasas.

Son enzimas multicipricas que pertenecen al grupo de oxidasas azules y existen ampliamente en
la naturaleza. En contraste, con la mayoria de las enzimas las cuales son muy especificas hacia el
sustrato, las lacasas tienen una amplia gama para sustratos, incluyendo difenoles, polifenoles,
diferentes fenoles sustituidos, diaminas y aminas aromaticas. (Zabel y Morrol, 1992; Bourbonnais

et al., 1997., citado en Gonzales, 2012).

3.7.4. Glucanasas.

Las glucanasas son enzimas que degradan 3- glucanos y se clasifican en dos grandes grupos segun
los mecanismos que utilizan para hidrolizar el sustrato, identificados por los productos de
hidrolisis: a) las exo- B -glucanasas, las cuales hidrolizan el sustrato por ruptura secuencial de
residuos de glucosa desde el extremo no reductor, y b) las endo- B -glucanasas, que rompen
aleatoriamente los sitios de enlace [ de la cadena polisacaridica, liberando pequefios

oligosacaridos. (Gonzélez, 2012).

3.7.5. Pectinasas.

Este tipo de enzimas exdgenas puede diferenciarse de acuerdo a su accion sobre los diferentes
sustratos; la pectinesterasa rompe los enlaces del grupo metilo de pectinas altamente metoxiladas.
La poligalacturonosa la cual rompe los enlaces entre unidades de 4cido galacturénico no
esterificado, la endopoligalacturonosa que actuia a lo largo de la cadena y la exopoligalacturonosa
que rompe los enlaces no reducidos del final de la cadena. La pectinliasa actiia al azar en la cadena
para despolimerizar a los poligalacturanos rompiendo los enlaces entre moléculas metiladas. La
pectatoliasa que rompe las uniones glicosidicas entre moléculas de acido galacturénico no

metiladas en pectinas poco metoxiladas (Amrani-Joutei et al., 2003 citado en Moreno, 2013).



3.7.6. Mananasas

Las enzimas mananasas (B -1,-D-manan endo-1,4 3 mananohidrolasas, EC 3.2.1.78) tiene
diferentes modos de accion hidrolitica sobre los hetero — B mananos, los productos mas comunes
son: manotriosas y manobiosas. Este tipo de oligosacaridos pueden ser hidrolizados por b
manisidasas (EC3.2.1.25) para producir manosa. Algunas § — mananasas presentan actividades de

transglucosilacion sobre manooligosacridos (Harjunpaa et al., 2005 citado en Vazquez, 2008)

3.8. Uso de enzimas fibroliticas exdgenas.

La hidrolisis del material lignocelulésico depende de las caracteristicas de las enzimas,
incluyendo factores como: a) Adsorcion de la enzima dentro de la biomasa previo a la reaccion, b)
Competitividad o no competitividad con los productos finales inhibitorios, c) sinergia entre los
componentes de varias enzimas y d) limitaciones de transferencia de masa que afecta el transporte
de la enzima sobre el sustrato. La hidrélisis enzimatica también depende de la composicion del
rastrojo, como la distribucion de la lignina, presencia de otros compuestos tales como hemicelulosa,

tamano de la particula y cristalizacion (McAllister y Cheng, 1996).

Las enzimas fibroliticas pueden acelerar la descomposiciéon de la pared celular del rastrojo,
permitiendo asi a los microorganismos ruminales acceder facilmente y posteriormente la
degradacion del material lignoceldsico. Lewis et al. 1996 citado en (McAllister et al., 2017)
plantearon la hipdtesis de que la aplicacion de enzimas al grano de cebada aumentaba la
disponibilidad inmediata de carbohidratos fermentables y estimulaba el crecimiento microbiano en
el rumen. De acuerdo con Tirado et al., (2015) menciona que algunas actividades enzimaticas
incrementaron la poblacion de microorganismos ruminales asi también las enzimas exdgenas

mostraron sinergismo con las enzimas de microorganismos del rumen.
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4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.

Evaluar el tratamiento del rastrojo de maiz con dos productos comerciales con base en enzimas,

con el fin de mejorar las caracteristicas nutricionales del rastrojo de maiz.

4.2. Objetivos especificos.

- Proponer una metodologia para tratar el rastrojo de maiz con enzimas fibroliticas.

- Encontrar la cantidad de agua, como vehiculo de la enzima, que permitiera humedecer el rastrojo

de maiz, con la finalidad de favorecer el tratamiento enzimatico.

- Determinar el efecto del aire sobre el tratamiento del rastrojo de maiz con enzimas fibroliticas.

- Evaluar tres concentraciones de dos productos enzimaticos comerciales en términos de la

digestibilidad in vitro.

- Evaluar los tiempos de exposicion en la digestibilidad in vitro de los rastrojos tratados de los

dos productos enzimaticos.
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5. MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajos se realizé en 2 etapas: en la primera etapa se estandarizaron las condiciones
de manejo de los dos complejos enzimaticos en relacion con el rastrojo de maiz. Para la segunda

etapa se evaluaron los tratamientos al rastrojo de maiz con las enzimas.

5.1. Lugar

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de Bromatologia de la Licenciatura de Medicina
Veterinaria y Zootecnia ubicado en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin campo 4 de la

UNAM.

5.2. Rastrojo de maiz.

Elrastrojo de maiz provino de una tienda comercial de forrajes ubicada en Santa Maria Huecatitla,
Cuautitlan, Estado de México. El rastrojo se molié en un molino de martillos con una criba de 0.5

cm y posteriormente se almacend en costales para su posterior utilizacion en los tratamientos.

5.3. Enzimas.

Se utilizaron dos complejos enzimaticos comerciales: el primero, conformado por las enzimas
xilanasa, glucanasa, pectinasa y celulasa (complejo 1) y el segundo, conformado por una (-
glucanasa y celulasa (complejo 2), ambos en una presentacion sélida y no se indica las

concentraciones de cada una de las enzimas.

5.4 Estandarizaron las condiciones de manejo de los complejos enzimaticos
5.4.1 Relacion de agua — rastrojo y condiciones de aire.

5.4.1.1 Tratamiento

Se utilizaron dos relaciones de agua — rastrojo, con objeto de estimar la cantidad de agua para
humedecer rastrojo de maiz, ademdas de estimar si la presencia de aire afectaba al tratamiento de
rastrojo de maiz con enzimas fibroliticas; para lo cual, se pesaron cuatro charolas de 150 g de
rastrojo de maiz, las cuales se depositaron en charolas independientes. Por otro lado, se peso 0.015
g de la enzima 1, cantidad calculada para 300 g de rastrojo de maiz; dicha cantidad se fijo con base
a la ficha técnica de la enzima 1 (ENMEX, 2014), la cual indica que se debe utilizar de 50-150

g/ton de enzima por tonelada de sustrato.
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A partir de lo anterior se elaboraron dos soluciones, la primera con 0.015 g de enzima en 200 ml
de agua potable y la segunda con la misma cantidad de enzima en 300 ml de agua potable. Cada

solucion se dividié en dos partes iguales las cuales se asperjaron a los 150 g del rastrojo de maiz.

Posteriormente cada tratamiento se depositd en bolsas individuales, dos bolsas se mantuvieron
abiertas y las dos bolsas faltantes se mantuvieron cerradas. Las cuatro bolsas se almacenaron y se
dejaron reposar en un periodo de 48 h, de acuerdo al tiempo de exposicion a las enzimas propuestas
por (Yescas et al; 2003). Posterior a ese tiempo, los tratamientos se depositaron en charolas
individuales y se procedio a evaluar de forma cualitativa el olor, color y textura, asi como la
distribucion de agua en toda la muestra, a semejanza como se procede para los forrajes ensilados
(Urdaneta y Borges, 2011), y con base en algunas las caracteristicas de las pajas tratadas por

métodos quimicos (Rios, 2017). La escala que se utilizd se muestra en el cuadro 5.1.

Cuadro 5.1. Indicadores organolépticos para evaluar a los tratamientos con enzimas fibroliticas

de rastrojo de maiz.

Caracteristicas. Buena. Mala.
Olor. Dulce. Moho
Color Amarillo brilloso Obscuro con respecto al

rastrojo original
Textura. Suave y porosa Dura y aspera

Humedad. Homogénea* Heterogénea™*

*Distribuida por todo el rastrojo

**Partes secas, predomina espacios secos

Padilla (2018) elaboracion propia.
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5.5. Concentracion de las enzimas
5.5.1 Tratamientos

Se pesaron 18 charolas con 300 g de rastrojo de maiz, las cuales se distribuyeron al azar mediante
un disefio factorial 2x3, dos complejos enzimaticos y tres concentraciones: 0.015 %, 0.03 % y
0.045%, con tres repeticiones. Las concentraciones utilizadas de los complejos enzimaticos se
decidieron con base en las recomendaciones de la ficha técnica del complejo 1, la cual indica que
se puede utilizar un intervalo entre 50 y 150 g/ton del cada complejo enzimatico, por lo cual se
procedi6o a utilizar las cantidades indicadas en el limite inferior y el superior, asi como una

intermedia, es decir: 0.015 g, 0.03 gy 0.045 g.

Cada concentracion se diluyd en 300 ml de agua potable, la solucién se asperjo en la charola
correspondiente al tratamiento, cada rastrojo humedecido se homogeneizo6 y se depositd en bolsas
de plastico individuales, se cerraron y se dejaron reposar por un periodo de 48 h a temperatura
ambiente. Se utilizaron como testigos rastrojo de maiz tal cual y el segundo consistio en rastrojo
de maiz humedecido con la misma cantidad de agua que los tratamientos, éste ultimo se envaso en

una bolsa de plastico y se dejo reposar 48 h al igual que los tratamientos con enzimas.

Posterior a ese tiempo, los tratamientos se depositaron en charolas individuales. Se procedi6 a
evaluar de forma cualitativa el olor, color y la consistencia de cada tratamiento de acuerdo al cuadro

5.1

Una vez que se evaluaron las caracteristicas anteriormente mencionadas, los tratamientos se

secaron en una estufa a 60°C, posteriormente se molieron y envasaron.
5.5.2. Determinaciones.

A todas las muestras obtenidas en cada tratamiento se les determiné el contenido de materia seca,

asi como la digestibilidad in vitro la DIVMS mediante la técnica de Tilley y Terry (Morfin, 2018).
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5.5.3. Analisis estadistico

Los datos de digestibilidad se analizaron mediante un disefio aleatorio bajo un arreglo factorial
2x3. Todos los resultados de DIVMS fueron sometidos a un andlisis de varianza y una prueba de

comparacion de medias de Tukey y con alfa 0.05 (Daniel, 2007).

5.6. Variacion de concentraciones de enzimas y tiempo de exposicion.

Debido a que las concentraciones de 0.015, 0.03 y 0.045 % de los complejos enzimaticos
comerciales no afectaron la DIVMS del rastrojo de maiz, se plante6 probar concentraciones

mayores de la enzima, asi como mayores tiempos de exposicion.

5.6.1. Tratamientos.

Se pesaron 36 charolas de 300 g de rastrojo de maiz, las cuales se distribuyeron al azar en un
arreglo factorial 2x2x3, donde el primer factor fueron los dos complejos enzimaticos, el segundo
factor fueron dos concentraciones (0.5 y 1 g); el tercer factor fueron los tres tiempos de exposicion

(48 h, 72 h y 96 h). El testigo consisti6 en rastrojo de maiz seco.

Cada concentracion se diluyd en 300 ml de agua potable y posteriormente se asperjé al rastrojo
de maiz. Los tratamientos se depositaron en bolsas individuales, las cuales se almacenaron y se

dejaron reposar por los tres tiempos de exposicion que anteriormente se mencionaron.

Pasado el tiempo de exposicion, cada tratamiento con su triplicado, se retird y se secd en una

estufa a 60°C, se molid y se envaso.

5.6.2. Determinaciones.

A todas las muestras obtenidas en cada tratamiento se les determiné el contenido de materia seca,
asi como la digestibilidad in vitro de la materia seca mediante la técnica de Tilley y Terry (Morfin,

2018).
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5.6.3. Analisis estadistico.

Los datos fueron analizados mediante un disefio aleatorio bajo un arreglo factorial 2x2x3 (dos
complejos enzimaticos comerciales, dos concentraciones, tres tiempos de exposicion), el testigo
consistid en rastrojo sin tratamiento. El andlisis estadistico se realizd mediante un analisis de

varianza y una prueba de comparacion de medias de Tukey y con alfa 0.05 (Daniel, 2007).
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6. RESULTADOS.

6.1 Relacion agua — rastrojo y condiciones de aire.

En el cuadro 6.1 resalta que a una relacion de 1:0.75 (150 g de rastrojo de maiz/100ml de agua)

no se alcanza a humedecer todo el rastrojo; en contraste, con una relacion de 1:1 p/v (150 g de

rastrojo de maiz/150 ml de agua) se humedece todo el rastrojo de maiz. Por otro lado, se aprecia

que las condiciones anaerobias, permitieron buenas caracteristicas organolépticas en cuanto a olor

y textura, en comparacion con las que se presentaron en condiciones aerobias.

Cuadro 6.1. Caracteristicas organolépticas del tratamiento de rastrojo de maiz con un tiempo de
exposicion de 48 h, 0.015 g de enzima 1 con dos relaciones agua- rastrojo, con dos condiciones de

aire.

Concepto Condiciones de aireacion
Aerobio Anaerobio

Relacion agua-rastrojo 1:075" 1:1% 1:075" 1:17
Olor Inoloro Inoloro Dulce Dulce
Color Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
Textura Dura Dura Suave y porosa  Suave y porosa
Humedad Heterogénea Homogénea Heterogénea Homogénea

* 150 g/100 ml
*# 150g/150ml
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Cuadro 6.2. Caracteristicas organolépticas en rastrojo de maiz tratado con dos complejos enzimaticos, a tres concentraciones con un

tiempo de exposicion de 48 h, en condiciones anaerobias y una relacion agua — rastrojo 1:1

Caracteristicas Tratamiento

Concentraciones 0.015%* 0.030%* 0.045%“
Rastrojo  Rastrojo 1P 28 1P 20 1P 29
seco hamedo

Olor Sui Sui generis  Dulce Dulce Dulce Dulce Dulce Dulce
generis

Color Amarillo  Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
opaco opaco brilloso brilloso brilloso brilloso brilloso brilloso

Textura Duray Duray Suave y Suave y Suave y Suave y suave y suave y
aspera aspera porosa porosa porosa porosa porosa porosa

o Concentraciones
BComplejo 1
0Complejo 2
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6.2 Concentracion de enzimas.

En el cuadro 6.2, se observa que el olor, color y textura son similares entre los tratamientos con
las concentraciones utilizadas de los dos complejos enzimaticos comerciales para el tratamiento de

rastrojo, pero difiere de los controles.

En el cuadro 6.3 resalta que los tratamientos con las concentraciones de 0.015, 0.03 y 0.045 %
del complejo enzimatico 1, mostraron una menor digestibilidad con respecto a los dos grupos
controles (rastrojo seco y rastrojo humedo), Por otro lado, en cuanto a la concentracioén de 0.015
y 0.030 % del complejo enziméatico 2, mostraron una digestibilidad similar con respecto al grupo
control del rastrojo himedo, sin embrago, presentan una digestibilidad menor al compararlo con el
grupo control del rastrojo seco, en cuanto a la concentracion de 0.045% de este complejo, fue la

que mostr6 una menor digestibilidad.
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Cuadro 6.3. Digestibilidad in vitro de la de la MS del rastrojo de maiz tratado con dos complejos

enzimaticos comerciales a diferentes concentraciones distintas con un tiempo de exposicion de 48

h.

Complejos enzimaticos Concentracion. DIVMS.
%* %
1¢ 0.015 48.13 +0.01b
1¢ 0.030 4425 +0.81 ¢
1¢ 0.045 43.68 +0.97 ¢
2B 0.015 49.90 +2.81 ab
2B 0.030 49.50 +0.43 ab
2P 0.045 48.61 +0.61 ab
Rastrojo hiimedo --- 49.08 +0.90 ab
Rastrojo seco --- 52.00 £2.90a

a, b, c, d. Letras distintas dentro de la columna sefialan diferencia estadistica (p>0.05)
*300ml de agua/300g de enzima

o.Complejo 1
BComplejo 2

6.3 Variacion de concentraciones y tiempo de exposicion.

Debido a que las digestibilidades del rastrojo con las concentraciones 0.015, 0.03 y 0.045 % de
ambos complejos enzimaticos no se incrementaron por efecto del tratamiento se decidid

incrementar el porcentaje de los complejos enzimaticos, asi como el tiempo de exposicion.
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En los cuadros 6.4 y 6.5 resalta que las digestibilidades no se incrementan con las concentraciones
de 0.5 y 1 % de ambos complejos enzimaticos comerciales, e incluso las digestibilidades tienden a

disminuir.

Cuadro 6.4. Digestibilidad in vitro de la MS de rastrojo de maiz tratado con el complejo 1 a

diferentes concentraciones y tres tiempos de exposicion.

Tratamiento Concentracion Tiempo de exposicion DIVMS*
%* h %
1¢ 0.5 48 52.14 +1.23a
1¢ 0.5 72 48.00 +1.30b
1« 0.5 96 4471 +1.10c
1¢ 1 48 4441 +0.85cd
1¢ 1 72 43.56 +2.46¢cd
1¢ 1 96 41.05 +2.53d
Rastrojo --- --- 5262 +143a

a, b, ¢, d. Letras distintas dentro de la columna sefialan diferencia estadistica (p>0.05)
* 300ml de agua/300g de enzima

o Complejo 1

Rastrojo seco: Sin tratamiento

£: digestibilidad de la materia seca
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Cuadro 6.5. Digestibilidad in vitro de la MS de rastrojo de maiz tratado con complejo 2 a

diferentes concentraciones y tres tiempos de exposicion.

Tratamiento Concentracion Tiempo de exposicion DIVMS*

%* h %
2P 0.5 48 51.18 +0.00 ab
2P 0.5 72 41.91 +1.99 abc
2P 0.5 96 47.43 +4.37 bed
2B 1 48 38.85 +0.76 cd
2B 1 72 37.88 +8.21 cd
2P 1 96 35.71 +6.28d
Rastrojo --- - 52,62 +1.43a

a, b, c, d. Letras distintas dentro de la columna sefialan diferencia estadistica (p>0.05).
*300ml de agua/300g de enzima

BComplejo 2.

Rastrojo: Sin tratamiento.

£: Digestibilidad de la materia seca



Cuadro 6.6. Contenido de proteina cruda, fibra detergente neutro y fibra detergente acido de

rastrojo de maiz.

Concepto Proteina cruda FDN FDA Hemicelulosa
% % % %
Rastrojo sin tratamiento 4.3 83 68 15
Rastrojo tratado con 1 5.9 89 62 27
Rastrojo tratado con 2 5.7 88 63 25

FDN: Fibra detergente neutro
FDA: Fibra detergente acido
*0.05 % del complejo 1
**0.05 % del complejo 2

En el cuadro 6.6 destaca el rastrojo de maiz no tratado tiene un porcentaje de proteina cruda
(4.3%) y fibra detergente neutro (83 %) en comparacion con el rastrojo tratado con los complejos
1 y 2. Por otro lado a la fraccion de fibra detergente neutro (68 %) es mayor en comparacion con
los complejos 1 y 2. En cuanto al porcentaje de hemicelulosa, aumento del 15% hasta el 27% en el

rastrojo de maiz tratado con el complejo 1.
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7 DISCUSION.

En lo que respecta a los tratamientos de pajas con enzimas en la informacion que hay al alcance
no hay lineamientos para realizar los tratamientos, de ahi la importancia de estandarizar la relacion
agua-rastrojo, condiciones y tiempo de exposicion. Tampoco se ha establecido las caracteristicas
organolépticas del forraje tratado con enzimas, sin embargo, se podria hacer comparaciones cuando

las pajas son tratadas con alcalis tal como lo reporta Rios (2017).

En cuanto a los indicadores organolépticos, olor, color y textura se percibieron cambios en ellos
por el efecto del tratamiento con enzimas. De acuerdo con estos puntos de vista los tratamientos de
rastrojo de maiz con los porcentajes de enzimas entre 0.015 a 0.045 concuerdan que con la
concentracion recomendada por el fabricante (ENMEX, 2014). Sin embargo, dichas caracteristicas

no muestran una significancia en cuanto a la digestibilidad.

La propuesta de utilizar indicadores organolépticos permitié establecer si habia cambio por efecto
del tratamiento con enzimas. En cuanto al olor dulce en los tratamientos con enzimas, si bien no se
encontrd informacion de esta caracteristica organoléptica cuando se tratan pajas con enzimas
exOgenas, Wang et al. (2001) sugieren esta caracteristica organoléptica hacia olores dulces, lo cual
explican por liberacion de azucares reductores por efecto del tratamiento de las enzimas. Por otro
lado, los resultados en cuanto a las condiciones de anaerobias y en la relacidn agua/rastrojo,
coinciden con los resultados obtenidos por Rios (2017), quien trabajé con tratamientos quimicos

en pajas.

En cuanto a los resultados de la DIVMS obtenidos con los tratamientos de los dos complejos
enzimaticos trabajados a distintitos tiempos y a diferentes concentraciones estudiadas, fueron
menores en comparacion con los grupos controles. Dichos resultados no concuerdan con los datos
obtenidos de (Feng et al., 1996; Lewis et al. 1996; Colombatto et al., 2016) quienes reportan un
aumento de DIVMS un tiempo de exposicion de 6, 16, 30 40 h, asi mismo, mencionan un que hay
un aumento de la digestibilidad del rastrojo antes del consumo. Sin embargo, algunos autores como
(Colombatto et al., 2003, Almaraz et al., 2010 Romero et al., 2014) mencionan que no hay dicho

efecto en la digestibilidad en el tratamiento con enzimas exogenas.
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Los resultados no concuerdan con los datos obtenidos por Colombatto et al. (2003), Vijay et al.
(2013) y Lopez-Aguirre et al., (2016) quienes encontraron que el uso de enzimas exdgenas mejorod
la digestibilidad de henos y pajas. Sin embargo, los resultados numéricos obtenidos en la
digestibilidad in vitro de los tratamientos coinciden con los obtenidos por Vijay et al. (2013)
cuando trataron rastrojo de maiz con complejos enzimaticos similares. En contraste se coincide con
Romero et al. (2013) quienes sefialan que el uso de enzimas fibroliticas ex6genas no mejoro la
digestibilidad del heno de zacate Bermuda. El hecho de que la digestibilidad del rastrojo de maiz
tratado con los complejos enzimaticos estudiados no incrementara se podria explicar porque con
las concentraciones de las enzimas recomendadas por el fabricante, pueden competir por los sitios
de union y afectar la adherencia de los microorganismos ruminales y limitar la digestibilidad del
rastrojo (Tirado et al., 2015); asi como también a la estructura de la pared celular al tener un al alto
contenido de lignina que contiene el rastrojo de maiz (Wang y McAllister, 2002; Yescas et al.,

2003, Vijay et al., 2013).

Dicha explicacion se puede deber a que la adicion de enzimas con concentraciones insuficientes
0 excesivas, por otro lado, a altas concentraciones de las enzimas, pueden competir por los sitios
de union y afectar la adherencia de los microorganismos ruminales y, por lo tanto, tener una
digestibilidad limitada en la alimentacion del rastrojo. Asi mismo, una interaccion entre enzimas
exogenas y enzimas endogenas pueden afectar la respuesta del tratamiento con enzimas, otra de las
causas por la cual las enzimas exdgenas no afectaron la DIVMS se puede deber al alto contenido
de lignina que contiene el rastrojo de maiz (Wang y McAllister, 2002; Yescas et al., 2003, Tirado,
2015).

Algunos autores sugieren que la combinacion enzimas producidas por microrganismos
psicrofilicos y mesofilicos, pueden favorecer el aumento de la digestibilidad, asi mismo, reportan
que hay una especificidad de las enzimas y el sustrato (Beauchemin et al 2003; Colombato et al.

2016; Soltan et al. 2013).

Por lo que respecta a la composicion quimica, en cuanto a las fracciones de FDN y FDA, estas
son similares a los datos obtenidos por Rios (2017) con tratamientos quimicos. Yescas et al. (2003)

quién trabajo con enzimas exdgenas, mencionan que en la fraccion FDA, la celulosa, es mas
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digestible comparado con la hemicelulosa, en cuanto a la fraccion de FDN se debe a la
caracteristicas de la pared celular del rastrojo de maiz, en cuanto a los resultados de no obstante,
esto no se vio reflejado en este estudio dado que los resultados obtenidos en las fracciones de FDN

y FDA son superiores.

De acuerdo con Vivanco (2015) en un estudio realizado sobre el analisis bromatolédgico y efecto
de enzimas fibroliticas exdgenas sobre digestibilidad in vitro de panca de maiz, se evaluaron dos
tipos de enzimas; celulasas, xilanasas y la mezcla de estas dos (50 % xilanasas + 50 % celulasas)
con cuatro niveles, 0 (control), 2 000, 4 000 y 8 000 Ul/kg materia seca con tres repeticiones
experimentales, analizadas por separado a 24 y 48 horas de incubacion. El rastrojo de maiz se tuvo
5,4 % de proteina cruda; 79,9 % de FDN; 47,1 % de FDA; 9,6 % de ceniza antes de aplicar el
tratamiento con enzimas. Al aplicar las enzimas fibroliticas exdgenas a un rango de 4 000 y 8 000
UI/Kg. mejora en un 6,6 % la digestibilidad in vitro de materia seca y 8 % la digestibilidad in vitro
de FDN a 48 h. Las enzimas fibroliticas ex6genas como celulasas o xilanasas solas o mixtas actuan

de manera semejante.

Otro estudio realizado por Soltan (2013) sobre la respuesta de diferentes especies de pastos
tropicales con tratamientos con enzimas fibroliticas en términos de degradacion de nutrientes
ruminales in vitro y metanogénesis. Se aplicaron dos productos enzimaticos fibroliticos; celulasa
y xilanasa a 7,5 6 0,46 UI/500 mg, para materia seca (DM), a diferentes pastos tropicales analizadas
en 24 h y 48 h se observaron mejoras (p<0.05) en la velocidad de degradacion de fibra detergente
neutra (FDN). De la misma forma, al aplicar las enzimas xilanasas solo tuvieron menores
respuestas en la degradacion de la materia seca (MS), de igual manera el pasto guinea y King grass

morado mostraron mayor contenido de hemicelulosas y proteina cruda.

26



8. CONCLUSIONES

- La mejor relacion de agua — rastrojo para los tratamientos con enzimas fue de 1:1.

- Las caracteristicas organolépticas de los rastrojos tratados fueron mejores en cuanto a aromas
agradables con respecto a rastrojos sin tratamiento en condiciones anaerobias, sin embargo, esto

no se vio reflejado en un aumento de la digestibilidad.

- La mayor digestibilidad con respecto al testigo con la enzima 1 se logré con una concentracion

de 0.015 %.

- La mejor concentracion para la enzima 2 fue de 0.30 %, cuyas digestibilidades fueron similares

a la encontrada en la enzima 1 a una concentracion de 0.015%.

- No hubo diferencias en cuanto a someter a un tiempo de exposicion de 48, 72 0 96 h en la enzima

1 y la enzima 2.

- El mejor tiempo de exposicion a las enzimas fue de 48 h.
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9. PROPUESTAS DE METODO

- Picar el rastrojo de maiz.

- Pesas el rastrojo de maiz.

- Diluir el complejo enzimatico en agua potable en una relacion de 1:1.
- Asperjar en el rastrojo de maiz y mezclar.

- Compactar y sellar.

- Almacenar.

- Reposar 48 h.
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