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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de las enzimas exdgenas y
Saccharomyces cerevisiae en cuatro forrajes fibrosos (cebada, avena, panca de maiz,
panca de quinua) sobre la fermentacion ruminal in vivo e in vitro en ovinos. Para esto se
utilizaron 4 ovinos machos mestizos (enteros) fistulados (canula marca Bar Diamond,
Parma, ldaho, USA) de 2 pulgadas de diametro interno y 5 pulgadas de diametro
externo). Los animales fueron alojados en cubiculos individuales y se alimentaron con
una dieta a base de paja de cebada que cubrié los requerimientos nutricionales, a esa
dieta se le incluy6 enzimas fibroliticas exdgenas y Saccharomyces cervisiae bajo las
siguientes dosis o tratamientos: T1: 0% (enzimas o levaduras), T2: dieta con 0.2% de
enzimas, T3: dieta con 0.09% de levadura, T4: dieta con 0.2% de enzima + 0.09% de
levaduras. Las funciones ruminales evaluadas fueron digestibilidad in vitro, cinética de
la degradacién ruminal in situ y la produccion de gas in vitro. Se observo que la
digestibilidad in vitro de MS y MO mostraron diferencia (P<0,05) entre los
tratamientos. En la cebada se obtuvo mayor indice de digestibilidad en los tratamientos
T4,y T3 (P=0,0242 y 0,0204 respectivamente). En la avena en T2, y T4 (P=0,0098 y
0,0060). En la panca de maizen T1y T4 (P=0.0111y 0,0128) y en la panca de quinua
en T2y T3 (P=0,0061 y 0,0052). La produccién de gas in vitro en MSy MO muestra
diferencias estadisticas entre los liquidos ruminales. Obteniendo como resultado que en
la cebada y panca de maiz los tratamientos que tiene menos indice de produccion de gas
acumulado ml/0.5g MS fermentable (GV) esel T1y T4 (P=<.0001). Sin embargo en la
avena los mas efectivos fueron T1y T2 (P=<.0001) y finalmente en la panca de quinua
el T1 (<.0001). En la cebada los tratamientos que tiene menos produccion de gas
metano (PM)esel T2 y T1 (P=<.0001). En la avenael T2, T3y T4 (P=0.0003). En la
panca de maiz el T3y T4 (P=0.0009) y en la panca de quinua el T2 y T3 (<.00460).

Palabras claves: degradacion, enzimas exdgenas, levaduras (Saccharomyces cervisiae),

digestibilidad, cinética de degradabilidad.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to evaluate the effect of exogenous
enzymes and Saccharomyces cerevisiae in four fibrous forages (barley, oats, corn panca,
quinoa panca) on ruminal fermentation in vivo and in vitro in sheep. For this, 4 male
crossbred (whole) male sheep were used (Bar Diamond branded cannula, Parma, Idaho,
USA) of 2 inches of internal diameter and 5 inches of external diameter). The animals
were housed in individual cubicles and fed a diet based on barley that met the
nutritional requirements, this diet was included exogenous fibrolytic enzymes and
Saccharomyces cervisiae under the following doses or treatments: T1: 0% (enzymes or
yeasts ), T2: diet with 0.2% enzymes, T3: diet with 0.09% yeast, T4: diet with 0.2%
enzyme + 0.09% vyeast. The ruminal functions evaluated were in vitro digestibility,
Kinetics of ruminal degradation in vivo and in vitro gas production. It was observed that
the in vitro digestibility of MS and MO showed difference (P <0.05) between the
treatments. In barley, greater digestibility index was obtained in treatments T4, and T3
(P =0.0242 and 0.0204 respectively). In the oats in T2, and T4 (P = 0.0098 and 0.0060).
In the corn pan in T1 and T4 (P = 0.0111 and 0.0128) and in the quinoa panca in T2 and
T3 (P = 0.0061 and 0.0052). The production of in vitro gas in MS and MO shows
statistical differences between rumen liquids. Obtaining as a result that in barley and
corn pan the treatments that have less index of accumulated gas production ml / 0.5g
MS fermentable (GV) is T1 and T4 (P = <.0001). However, in oats the most effective
were T1 and T2 (P = <.0001) and finally in the quinoa pancake T1 (<.0001). In barley
the treatments that have less production of methane gas (PM) is T2 and T1(P = <.0001).
In oats T2, T3 and T4 (P = 0.0003). In the corn pan T3 and T4 (P = 0.0009) and in the
quinoa panca T2 and T3 (<.00460).

Key words: degradation, exogenous enzymes, yeasts (Saccharomyces cervisiae),

digestibility, kinetics of degradability
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El medio ruminal es catalogado como un ecosistema que esta formado basicamente por
especies microbianas en su mayoria bacterias y protozoos, sus dos funciones principales
son: digerir los alimentos y aportar nutrientes en forma de productos obtenidos de la
fermentacién como son los acidos grasos volatiles y cuerpos microbianos que son ricos

en proteina (Calsamiglia, 1997).

La produccion ovina estd influenciada por dos factores principales que son la
disponibilidad de alimentos y condiciones climaticas. La disponibilidad de alimentos
para ovinos es una problematica en la mayoria de los paises dedicados a su explotacion
debido a que se ha puesto mayor interés en la alimentacion humana y de las demas
especies animales, dejandole de lado a los ovinos. Es por eso que se ha propuesto la

utilizacion de subproductos de cosecha (Herrera, Jordan, & Senra, 2010).

El uso de alimentos fibrosos obtenidos de los residuos de cosecha como son la paja de
cebada, paja de avena, panca de maiz, panca de quinua se encuentran afectados debido a
que la fibra que poseen van a ocasionar bajo contenido de nitrégeno, minerales y baja
digestibilidad (Habana, 2004). La fibra se fermenta lentamente en el rumen debido a la
accion de las bacterias fibroliticas, las mismas que tienen la funcidn de adherirse a la
pared vegetal e iniciar su degradacion por medio de la accion de las celulasas y
hemicelulasas este proceso puede variar en funcion al entramado tridimensional de los

componentes y el grado de lignificacién (Calsamiglia, 1997).

En la actualidad se ha implementado el uso de aditivos zootécnicos como: levaduras,
enzimas, extractos vegetales (Acedo & Gonzalez, 1998). Pues de esta manera las
levaduras en los rumiantes son usadas como un suplemento alimenticio que mejora la
digestibilidad, esto se debe a que cumplen con dos funciones principales como son:
aumentar la poblacion de bacterias celuloliticas las mismas que son encargadas de
desdoblar la celulosa (Amber & Merger, 2006).



Por otra parte las levaduras son fuentes de vitaminas del complejo B como: acido
folico, biotina, niacina, riboflavina y actdan removiendo oxigeno del rumen y de esta
manera mejorando la anaerobiosis, ademas aportan enzimas, aminoacido por otra parte
las bacterias fibroliticas como producto intermedio producen glucosa y pectosa y al
usar mayoritariamente las vias fermentativas conducen a la produccién final de acetato
el mismo que juega un papel muy importante debido a que es el encargado de aportar
precursores para la sintesis de grasa en la glandula mamaria (Calsamiglia, 1997).
Ademas incrementa la sintesis de acidos grasos de cadena corta en la ubre (Zapata,
Gutierrez, & Echeverry, 2011). Su otra funcién es disminuir la poblacién de bacterias
metanogénicas las cuales son encargadas de producir el metano (Amber & Merger,
2006), debido a que durante el proceso fermentativo de la fibra se pierde un carbono en
forma de metano (Calsamiglia, 1997). El objetivo del presente trabajo de investigacion
es medir la fermentacion ruminal in vivo e in vitro de diferentes pastos fibrosos al usar

enzimas exdgenas y Saccharomyces cervisiae en la dieta suministrada.



CAPITULO Il

2.1 MARCO TEORICO

2.1.1 PRODUCCION OVINA

Segun datos recopilados en el ecuador en el afio 2009 fue de 819,564 animales y en el
afio 2011 la poblacion de ovinos fue de 742.967, los mismos que son alimentados al
pastoreo (Pérez et al., 2013). La disminucion de poblacién ovina se debe a que uno de
los principales obstaculos que tienen que enfrentar estos animales es la mala
alimentacion, debido que su principal fuente de alimento son los pastos decadentes en
nutrientes quizas por la falta de conocimiento o el factor econdémico (Lema &
Cacuango, 2012).

Estos pastos no suelen ser lo suficientemente buenos ocasionando que los
microorganismos existentes en el rumen de los ovinos no cumplan correctamente con
sus funciones normales perdiendo su capacidad de romper el componente de celulosa de
los forrajes en la materia vegetal, lo cual impedira el acceso a la energia contenida en
los vegetales fibrosos. Es por eso que se podria decir que una solucion a la problematica
seria tener una correcta eleccion de alimentos o a su vez implementar ciertos
suplementos como enzimas, levaduras, bacterias, extractos de plantas que mejore la
digestibilidad de la fibra y de esta manera mantener la poblacion de microorganismos
optima y productiva, y asi asegurar que los ovinos recibiran suficiente energia y

proteina en sus distintos estados fisioldégicos (Romero, 2013).

2.1.2 ALIMENTACION OVINA

La alimentacion de los ovinos basicamente consta de los diferentes forrajes que se
encuentran en la zona generando que el gasto de alimentos sea del 55 al 70 %
ocasionando una subalimentacién en los ovinos, por esta causa se ha visto en la
obligacion de buscar nuevas fuente energéticas, proteicas, minerales en productos no
convencionales como plantas forrajeras provenientes de la sub cosecha y plantas

arbustivas. Por otra parte se ha logrado comprobar que el uso de compuestos



balanceados a base de plantas forrajeras ha incrementado la disponibilidad de proteina y

ha disminuido la grasa a la canal (Manso, Ruiz & Castro, 1998)

2.1.3 NUTRICION DE LOS OVINOS

La nutricion se refiere a la conversion de los componentes quimicos de los forrajes y
granos en carne, lana y leche. El nitrégeno, carbono y minerales de los forrajes y otros
alimentos se convierten en masculo, leche y lana a través de los procesos de digestion,
absorcion y asimilacién en el cuerpo de un animal. La eficiencia en que ocurren estos
procesos depende de la calidad y cantidad de los alimentos disponibles, asi como la
categoria del animal y su estado fisiologico. Las necesidades nutritivas de los ovinos
estdn basadas en un requerimiento diario de agua, energia, proteinas, minerales y
vitaminas, para mantener un adecuado crecimiento, produccion y reproduccion. Sin
embargo, estas necesidades pueden variar de acuerdo al sistema de produccion, el
estado fisiologico (encaste, fases de la gestacion, lactancia, mantencion), sexo, edad y
peso vivo. En la tabla 1 podemos observar los requerimientos nutricionales diarios en

los ovinos (Romero, 2013).

El consumo de agua para mantencion es de 2 a 3,5 litros/dia, en ovejas lactando de 4 a 7
litros/dia y en corderos de 2 litros/dia. Como promedio, un ovino de 45 Kg de peso vivo
consume entre 3,5 a 4 litros de agua/dia, aunque no necesariamente tome a diario esa
cantidad (Cabrera, 2008). Si el forraje predominante es muy seco o la temperatura
ambiente se eleva el consumo diario de agua aumenta considerablemente. El contenido
de sal comun del agua debe ser de 1% para que no afecte el estado del animal (Romero,
2013).



Tabla 1. Requerimientos nutricionales diarios para ovejas

Materia

seca Energia
% metabol?zable Proteina Vi
de total (g)

KS oo ( Mcal) ©

vivo

Ca P

tamina
a(ulb

Mantencion 1,1 1,8 2,2 98 3,1 2,9

Gestacién
temprana
15 semanas
de gestacion

1,3 2,1 2,6 117 3,1 2,9

Gestacién

tardia

Gltimas 6 1,9 3,2 3,97 177 4.4 41
semanas de

gestacion

Lactancia

temprana

primeras 8

semanas de 2,3 3,9 5,41 239 11,5 8,2
lactancia

con parto

simple

Lactancia

temprana

primeras 8 2,6 4,3 6,1 299 13 9,4
semanas de

lactancia

con parto

simple

1530

1530

5100

5100

5100

Fuente: CSIRO, 2007 citado por Romero (2013)
Consumo de energia

La energia brinda la potencia necesaria para manejar todos los procesos metaboélicos de
un animal. Sin ella, no se producirian reacciones quimicas y musculares, la leche y la
lana no podrian ser sintetizadas. Los animales deben obtener un suministro constante de
energia a través de sus alimentos. Los ovinos necesitan el suministro de energia para
mantener sus funciones corporales: moverse, crecer, producir leche y reproducirse
(Romero, 2013).



Los carbohidratos son la principal fuente de energia , incluyendo los azucares simples y
otros carbohidratos solubles procedentes de la hierba, raices y forrajes el almidon de los
cereales y la celulosa ( fibra) que esta en la mayoria de los alimentos (Cabrera, 2008).
Los alimentos que son eficientes para producir energia en la dieta son: los forrajes
verdes y los granos de cereales (maiz, cebada y avena), debiendo utilizarse al final de la
prefiez, durante la lactancia, y en las etapas de crecimiento y terminacion. (Romero,
2013)

En el rumen, los alimentos son transformados en &cidos grasos volatiles: acético
butirico y propidnico, los mismos que son absorbidos y metabolizados para brindar al

animal energia (Cabrera, 2008).
Consumo de proteina

Las proteinas son de vital importancia en las células animales y vegetales. Su funcion es
formar compuestos estructurales, tales como pelo, piel, mdsculo, ademéas son
reguladoras de todas las funciones internas del animal. Como principales fuentes de
proteina tenemos las hojas de hierbas y forrajes, estos proporcionan el nitrégeno que se
utiliza como base para la construccion de la proteina microbiana que posteriormente
utilizaran la oveja para sus procesos metabdlicos (Cabrera, 2008). Algunos suplementos
ricos en proteinas son: lupino entero o chancado, afrecho de raps, afrecho de maravilla y

soya (Romero, 2013).

Los microorganismos en el rumen requieren proteina para su crecimiento y desarrollo,
pero pueden producir sus propios aminodcidos y utilizarlos para elaborar proteinas, a
través de fuentes no proteicas de nitrogeno como la urea. En la valoracion del aporte de
proteina de los alimentos cominmente se utiliza el concepto de proteina cruda (PC), la
cual no es realmente una medida de proteina, sino mas bien un estimado bruto basado

en las cantidades de nitrogeno en los alimentos (Cabrera, 2008).
Consumo de minerales y vitaminas.

Son elementos protectores y conservadores de la salud de los animales. Entre los
principales minerales de interés en los ovinos se pueden mencionar: el calcio, fésforo,
potasio, yodo, cobre, hierro y otros (Romero, 2013). Todos los granos de cereales son

bajos en calcio y tienen niveles altos de fosforo que conducen a una relacion calcio:

6



fosforo menor al ideal de 2:1 (Pérez et al.,, 2013), generando en el animal una
disminucion del consumo y del crecimiento, huesos blandos propensos a fracturas y
desarrollo de piedras urinarias (Cabrera, 2008). Una alternativa de bajo costo para
administrar minerales en la dieta de nuestro rebafio es realizar una mezcla de carbonato
de calcio y sal comun en relacion 2:1, proporcionando 8 a 10 gramos por ovino al dia.
Los rumiantes adultos sus necesidades de vitaminas hidrosolubles (B y C) son
independientes debido a que éstas son sintetizadas por los microorganismos del rumen.
Por otra parte, se requiere de un aporte considerable de minerales para la sintesis de
vitamina B12. En el caso de las vitaminas liposolubles (A, D, E y K), los
microorganismos del rumen solo son capaces de efectuar la sintesis de vitamina K y de

esta manera las vitaminas A, D y E deberan ser aportadas en la dieta (Romero, 2013).

2.1.4 FERMENTACION RUMINAL

Las poblaciones microbianas que generalmente habitan en su gran mayoria en el rumen
son: bacterias, arqueas, eucarias, hongos y protozoos ciliado (Zapata, Gutiérrez &
Polanco, 2011). La fermentacion ruminal esta basada en la capacidad que tienen las
bacterias del rumen para obtener energia y compuestos nitrogenados a partir de los
carbohidratos y proteinas fermentadas. El rumen es catalogado como una camara de
fermentacion anaerobia donde su poblacion microbiana se mantiene al ingerir y
masticar alimentos, al afiadir tampones y eliminando los acidos producidos para de esta
manera mantener condiciones apropiadas de pH, temperatura y humedad para el
crecimiento microbiano. Bésicamente estos microorganismos dependen de los
rumiantes para desarrollarse y los rumiantes dependen de los productos de fermentacion
anaerébica como son los acidos grasos volatiles (AGV) para mantener su correcto
metabolismo. Pero por otra parte hay productos de la fermentacion que no son Utiles
para los rumiantes como el metano, amoniaco y los nitratos debiendo ser estos
eliminados (Rotger, 2004).

Fermentacion de la fibra

El proceso de fermentacion basicamente es realizado en las dos primeras partes del
estomago por los microorganismos (protozoarios, hongos y bacterias) que habitan en el
rumen y el medio fisico quimico que los envuelve (Araujo & Vergara, 2007). La fibra

se fermenta en el rumen de manera lenta debido a la accidon de las bacterias fibroliticas.



El proceso de degradacion de la fibra se inicia con la adhesion de las bacterias a la pared
vegetal, proceso que se realiza a una velocidad inversamente proporcional al grado de
lignificacion de dicha pared. Una vez adheridas, la degradacion de los componentes de
la pared celular progresa por la accién de las celulasas y hemicelulasas, y varia en
funcién de la composicion, el entramado tridimensional de los componentes y el grado
de lignificacién. Las bacterias fibroliticas producen glucosa o pentosas como productos
intermedios, y utilizan mayoritariamente vias fermentativas que conducen a la
produccion de acetato como producto final (Rotger, 2004).

El producto final de los procesos fermentativos ruminales son acidos grasos volatiles,
los cuales son absorbidos a través de la pared del rumen en un ambiente liquido
amortiguado y proximo a la neutralidad al mismo tiempo que se eliminan
continuamente productos solubles de dicho proceso (Araujo & Vergara, 2007). Durante
el proceso fermentativo de la fibra se pierde un carbono en forma de metano, por lo que
el proceso es energéticamente menos eficaz que la fermentacion de otros nutrientes. Sin
embargo, el acetato juega un papel muy importante en el aporte de precursores para la
sintesis de grasa en la glandula mamaria, y por lo tanto la produccion de acetato y en
consecuencia el aporte de fibra y la supervivencia de las bacterias fibroliticas es
imprescindible (Rotger, 2004).

2.2 CATEGORIAS FUNDAMENTALES

2.2.1. Enzimas ex0genas 'y Saccharomyces cervisiae

Efecto de la suplementacion de enzimas y levaduras en funcion ruminal

Los aditivos enziméaticos son aplicados en la alimentacion de los animales
monogastricos y rumiantes, tienen como objetivo eliminar factores antinutricionales de
algunos alimentos, efectua la digestibilidad de los mismos, ademas activa a las enzimas
enddgenas para su correcto funcionamiento y reduce la excrecion de ciertos compuestos

como el metano (Carro & Tejido, 2006)

Los preparados enziméticos comerciales que pueden ser usados como aditivos en las

dietas de los rumiantes proceden de cuatro especies bacterianas (Bacillus subtilis,



Lactobacillus plantarum y Streptococcus faecium) y tres flngicas (Aspergillus orizae,

Trichoderma reesei y Saccharomyces cerevisiae) (Carro & Tejido, 2006).

Enzimas de alimentacion para rumiantes

Las enzimas fibroliticas que comunmente son usadas en los piensos son las xilanasa y
celulasas que son obtenida de fermentacion microbiana. Las enzimas alimentarias son
efecto del proceso de fermentacion discontinua, comenzando con un cultivo de siembra
y medios de crecimiento. Una vez completada la fermentacion, la proteina enzimatica se
separa de los residuos de fermentacion y del organismo fuente. Aunque los organismos
fuente son, en muchos casos, similares entre los productos enzimaticos, los tipos y la
actividad de las enzimas producidas pueden variar ampliamente dependiendo de la cepa
seleccionada y del sustrato de crecimiento y las condiciones de cultivo utilizadas

(Beauchemin, Colombatto, Morgavi, & Yang, 2003).

Levaduras ( Saccharomyces cerevisiae).

Las levaduras como son conocidas con su nombre genérico todas ellas son de origen
natural, que son usadas para mejorar los resultados productivos y sanitarios del animal.
Una de las cepas méas conocida por su uso es la “Saccharomyces cerevisae” misma que

se emplea en la industria de la panificacién. Existen productos a base de levadura viva

desecada donde su concentracion de células vivas puede llegar a ser de 108 -1010
unidades formadoras de colonia por gramo siendo estas las mas conocidas y aplicadas,
debido a que estos cultivos aportan enzimas y otros metabolitos como aminoacidos y
vitaminas a los animales que las han consumido (Acedo & Gonzalez, 1998).
Comprobandose que la produccion lactea de vacas que consumieron este tipo de
levaduras aumento 1litro de leche por dia (Arcos, Castrejon, Mendoza, & Perez, 2000)

Segln Acedo & Gonzales, (1998) menciona que béasicamente los aditivos a base de
levaduras o cultivo de levaduras actdan a nivel ruminal influenciado la fermentacién en

los siguientes parametros:

e Produccion de &cidos grasos volatiles: Su influencia no suele ser significativa.
e Reduccion de la produccion de metano
e Disminucion de la concentracién de amoniaco

e Favorecen la estabilidad del pH.



A nivel de la microflora ruminal también influye en:

e Aumento de la actividad de la flora celulolitica

e Aumento de la flora anaerobia total

e [Favorecen la flora que deriva lactato a propiénico
Los tratamientos con enzimas exdgenas afectan la estructura de la fibra forrajera,
estimulando la colonizacién microbiana. Por otra parte las enzimas fibroliticas exdgenas
también aceleran la velocidad de digestion aumentando la fijacion y mejorando el
acceso de los microorganismos ruminales a la matriz de la pared celular. Es asi que
pueden trabajar sinérgicamente con las enzimas microbianas del rumen para aumentar la
digestion y el valor nutritivo de las raciones fibrosas (Elchandour et al., 2015).
Los aditivos de enzimas en la alimentacién de los rumiantes, principalmente son las
xilanasas y celulasas, las mismas que se las conocen como extractos concentrados
resultantes de fermentaciones bacterianas o fungicas que tienen actividades enzimaticas
especificas (Beauchemin et al., 2003). Las enzimas celulasa, xilanasa y B-D glucanasa
son la encargadas para la ruptura de enlaces -1,4 internos de celulosa, hemicelulosa
(xilano) y glucanos para liberar azucares solubles y facilitar el crecimiento de microbios
y por ende la digestibilidad. Con varios estudios se ha logrado demostrar el sinergismo
entre las enzimas del rumen endogenas y exdgenas de tal manera que el efecto
hidrolitico combinado neto en el rumen era mucho mas alto que el estimado a partir de
las actividades enzimaticas individuales. Las enzimas exogenas pueden ser aplicadas
durante la ensilada o directamente en el alimento de los animales (Elchandour et al.,
2015).
Aunque diversos estudios han constatado los efectos benéficos de la adicion de
levaduras en dietas para rumiantes sobre las funciones ruminales, los resultados
obtenidos han sido variados, debido quiza a factores bi6ticos como la especie y tiempo
de vida de las levaduras, asi también de factores abi6ticos como la conformacion de la
dieta y las condiciones de manejo de los animales. Cuando hay un exceso de
concentracion de acidos grasos volatiles en el rumen va a ocasionar que disminuya el
pH ruminal y por ende las bacterias productoras de lactato (Streptococcus bovis)
incrementen superando a las bacterias lactantes (Megasphaera elsdenii y Selenomonas
ruminantium) y de esta manera se acumula lactato en el rumen, produciéndose mayor
cantidad de acido lactico el mismo que es el encargado de iniciar una acidosis. Cuando

el pH del rumen es bajo, la diversidad microbiana se reduce, ya que los nimeros de
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protozoarios pueden disminuir abruptamente y la poblacion bacteriana se altera
(Chaucheyras-Durand, Walker, & Bach, 2008).

Durante muchos afios se ha limitado al uso de enzimas pues en varios estudios
realizados de manera in vitro e in vivo no se ha obtenido buenos resultados pues esto se
debe a que para la utilizacién de las mismas se debe tomar en cuenta los siguientes
factores: actividad de las enzimas, nivel y modo de suplementacion, incluso de la
naturaleza y fuente de enzima. Sin embargo investigaciones recientes argumentan que la
suplementacion de enzimas degradadoras de fibras en las dietas de ganado puede
mejorar la utilizacion de los piensos obtenidos de los residuos de cultivos, de esta
manera las enzimas tienen la funcion de mejor la degradacion de las fibras, reduciendo

la emisién de metano por unidad de subproductos animales (Tang et al., 2013).

2.2.2 VARIABLE DEPENDIENTE

FERMENTACION RUMINAL IN VIVO E IN VITRO

Se denomina fermentacion ruminal a todos los mecanismos en los cuales los nutrientes
son obtenidos por los rumiantes para las diferentes poblaciones microbianas, tomando
en cuenta que los principales sustratos son los carbohidratos y proteinas para la
obtencion de energia y de compuestos nitrogenados para su desarrollo. Dependera de la
composicion de la racion alimenticia, de la actividad microbiana, del pH del medio y de
la frecuencia de ingestion de alimento para la produccion de acidos grasos volatiles, es
por eso que los rumiantes que son alimentados con dietas a base de forrajes produce
menor indice de &cidos grasos volétiles no sucediendo lo mismo con el suministro de
alimentos concentrados a base de carbohidratos y proteina de facil fermentacion. El
acido aceético incrementa un 60 a 75 % cuando se proporciona raciones a base de
forrajes o pastos sin picar o muy fibroso en cambio el &cido propionico varia entre 15y
19% vy el butirico entre un 8 a 16%. Pero al dar este tipo de pastos fibrosos existira una

pérdida de energia consumida en forma de metano (Zavaleta de Lucio, 2010).

2.2.3 PASTOS FIBROSOS (CEBADA, AVENA, PANCA DE MAIZ, AVENA)

Los pastos fibrosos o también conocidos como las pajas de cereales son catalogados
como subproducto fibrosos altamente disponible, aunque su utilizacion en alimentacion
animal esta limitada por su bajo valor nutritivo. La composicion de la paja depende de
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la proporcion de hojas/tallos, el diametro del tallo y la altura de la planta, de modo que
se presentan variaciones ligadas a la especie, el ecotipo o la climatologia. Las pajas méas
abundantes son las de trigo y cebada, ambas tienen una composicién similar, siendo el
valor energético algo superior en la cebada. La matriz que se acompafia corresponde a
una media de ambas. La paja de avena y, sobre todo, la panca de maiz tienen un valor
energético superior (+12 y +40%, respectivamente).

Las pajas de leguminosas tienden a tener un contenido proteico algo superior. La mayor
parte de los componentes de las pajas de cereales (incluyendo proteina y minerales),
estan asociados a la pared celular. Como media, contienen un 72% de FND distribuida
en un 38% de celulosa, un 25% de hemicelulosa, un 8% de lignina y un 0,2% de
cutina.(Prinsen, 2010) Las dos primeras son potencialmente fermentables por la flora
digestiva, pero su degradacion se ve limitada por la estructura cristalina de la celulosa y
por la existencia de enlaces covalentes con la lignina. Como consecuencia, la velocidad
de degradacién en el rumen es muy lenta (del orden de un 10 y un 25% a las 12 y 24 h,
respectivamente) y los niveles finales de digestion son bajos (50% a las 72 h). La baja
velocidad de digestion condiciona también una escasa capacidad de ingestion. Su valor
energético es todavia inferior en monogastricos, dado el menor tiempo de permanencia
de la digesta en el area fermentativa. No obstante, tiene un cierto valor en estas especies
(especialmente en conejos), al igual que en rumiantes en cebo intensivo, como aporte de
fibra larga.

La paja tiene un bajo contenido en proteina bruta (3,4%) que, ademas, es casi totalmente
indigestible. Esto es debido a que en su mayor parte (75%) se encuentra ligada a la
pared celular. El resto esté constituido por nitrégeno no proteico facilmente soluble. Por
otra parte, presenta marcadas deficiencias en la mayor parte de los macrominerales

(excepto potasio, cloro y hierro) y en vitaminas (Olvera et al., 2012)
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CAPITULO 111

3.1. Hipotesis

La adicion de enzimas exdgenas y Saccharomyces cervisiae en la alimentacion de

ovinos puede mejorar la digestion ruminal de los nutrientes de forrajes fibrosos.

3.2. Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de enzimas exdgenas y saccharomyces cervisiae en la
alimentacion de ovinos sobre las funciones del rumen in vitro e in vivo de cuatro

forrajes fibrosos

3.2.1. Objetivos especificos
e Evaluar el efecto de la adicion de enzimas exdgenas y saccharomyces cervisiae
en la alimentacién de ovinos sobre la cinética degradacion ruminal in situ de los

nutrientes de cuatro forrajes fibrosos.

e Determinar el efecto de la adicién de enzimas exodgenas y saccharomyces
cervisiae en la alimentacion de ovinos sobre los parametros de fermentacion

ruminal (digestibilidad), asi como, la produccién de metano entérico in vitro.
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CAPITULO IV

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion del proyecto

La presente investigacion se llevo a cabo en la Granja experimental y Laboratorios de la
Universidad Técnica de Ambato, Facultad de Ciencias Agropecuarias, ubicada en
Querochaca, sector el Tambo, Cantdon Cevallos de la provincia de Tungurahua a una
altitud de 2900 msnm. con las siguientes coordenadas geograficas 1°25°0” Sur (latitud),
78°36°0” Oeste (longitud).

La Granja experimental donde se realizé la investigacion presenta humedad de 91%,
temperaturas maximas de 20 °C y minima de 07°C, ademas pluviosidad de 517.8 mm
media anual y lluvias en los meses de septiembre, octubre y noviembre. (INAMHI,
2015).

4.2. Equipos y Materiales
4.2.1. Equipos

% Molino de martillo

% Tanque de CO2

¢+ Transductor de presion (DO 9704, Delta OHM, Italia)
+ Balanza

% Estufas

+¢+ Picadora de forraje

+ Bafo de Maria

+» Desecadora

¢+ Cromatdgrafo de gases

¢+ Computadora portatil

« Mezcladora
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X/
°e

Peletizadora

4.2.2. Materiales

o
o
B

*

X/
L X4

X/
L X4

Establo

Baldes de 14 L.

Tamiz (1 mm)

Licuadora

Jeringas de 5, 10, 20 y 60 ml.
Papel filtro 17

Bolsas de nylon (0.42 p)
Bolsas plésticas (10 kg)
Fundas plasticas de 5 Ib
Saca de 1m3

Enzimas

Levaduras

Frascos de vidrio color marron de 100 ml.
Crisoles

Pinzas

Vasos de precipitacion
Matraces aforados

Imanes

Guantes de latex

Botas

Overol
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+¢+ Frascos plasticos de 20 ml
++ Paja de cebada

+ Paja de avena

++ Panca de maiz

+«»+ Panca de Quinua

s Maiz

« Soya

« Alfarina

¢ Cebada picada

¢ Aceite de palma

s Melaza

¢ Vitaminas y minerales
< Sal

4.3. Animales, alojamiento, alimentacion y tratamientos

Se utilizaron 4 animales machos mestizos de 6 meses de edad aproximadamente con un
peso vivo promedio de 30 + 2,3 Kg. Provistos de una fistula con una canula en el rumen
de 2 pulgadas de didmetro interno y 5 pulgadas de diametro externo (Bar Diamond,
Parma, ldaho, USA). Los animales se alojaron en un establo de cemento con techo de
tejas y piso de cemento, ademas el piso fue cubierto con cascarilla de arroz; los ovinos
se ubicaron de forma aleatoria e individual con comederos y bebederos independientes y
acceso al agua ad libitum. Se alimentaron durante los cuatro tratamientos con una racion
integral que cubrid sus requerimientos nutricionales acorde al ARC 1993 vy, a esa dieta
se le incluy6 enzimas fibroliticas exdgenas y Saccharomyces cervisiae en las siguientes
dosis o tratamientos: T1: 0% (enzimas o levaduras), T2: dieta con 0.2% de enzimas, T3:
dieta con 0.09% de levadura, T4: dieta con 0.2% de enzima + 0.09% de levadura

utilizandose dichos tratamientos en los cuatro pastos fibrosos. Las dietas experimentales
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se muestran en la Tabla 2. Diariamente se proporcionaba 5kg de alimento peleth

(tamafo de particula de 1cm) por animal

Tabla 2. Ingredientes de las dietas experimentales (tamafio de particula 1 cm) con y sin
enzimas o levaduras y composicion quimica de la dieta experimental (g/kg MS)

TRATAMIENTOS

INGREDIENTES

T1 T2 T3 T4
Paja de cebada 40.482 40.401 40.444 40.363
Soya 22.308 22.264 22.287 22.243
Alfalfa 11.197 11.175 11.187 11.164
Maiz 13.781 13.754 13.768 13.741
Melaza 8.613 8.596 8.605 8.588
Aceite de palma 2.153 2.149 2.151 2.147
Sal 0.517 0.516 0.516 0.515
V+M 0.947 0.946 0.947 0.945
Enzima 0.000 0.200 0.000 0.200
Levadura 0.000 0.000 0.095 0.095
Total 100 100 100 100

Composicion quimica  de la dieta experimental (g/kg MS)

MS 832.5
MO 899.4
FDN 508.5
FDA 300.0
PC 165.4

T1: Dieta control 0% (enzimas o levaduras), T2: dieta con 0.2% de enzimas, T3: dieta con 0.09% de
levadura, T4: dieta con 0.2% de enzima + 0.09% de levadura, V+M: vitaminas y minerales, MS: materia
seca, MO: materia organica, FDN: fibra detergente neutra, FDA: fibra detergente acida, PC: proteina
cruda,

4.4. Colecta de material vegetal

Los forrajes fibrosos utilizados para este estudio fueron provenientes de subproductos
de cosecha: paja de avena, paja de cebada, panca de maiz, paja de quinua, las mismas
que fueron recolectadas posterior a la cosecha del grano. Luego se deshidrataron en una
estufa a 60 °C por 48 horas y se colocd en un molino de martillo con tamafio de criba de
2mm y posterior a la molienda se pasaron por un tamiz de un Imm para homogenizar

las muestras a incubar.
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4.5. Enzimas y levaduras utilizadas

La levadura que se utiliz6 es la Saccharomyces cervisiae, con una concentracion de 5.5

x10° UFC/gr, de marca comercial Alltech®.

Las enzimas exdgenas utilizadas en la dieta sera FIBROZINE® marca comercial
Alltech®.

4.6. VARIABLES DE RESPUESTA

4.6.1. Degradacion ruminal in situ

Se evalu6 mediante la técnica de la bolsa de nylon en el rumen descrita por @rskov et al.
(1980). En los cuatro borregos se colocd una bolsa con cada uno de los pastos que
contenia 3 gramos de MS de cada tratamiento y fueron incubadas por 0, 6,12, 24, 48, 72
y 96 h. Al finalizar las 96 h las bolsas fueron removidas del rumen y lavadas varias
veces con agua corriente hasta que el agua se torne cristalina y posteriormente secamos
a 60 °C, tomando en cuenta que las bolsas empleadas para medir la pérdida por lavado
(0 h), no se incubaron en el rumen y sélo se lavaron con agua corriente. Los residuos se
almacenaron en bolsas de polietileno a -4 °C hasta su posterior analisis en el laboratorio.
La desaparicion de los nutrientes fue calculada como una proporcion del material
incubado y residual. Los datos se ajustaron a la ecuacion: Y =a + b (1 - e-ct) y la
degradacion efectiva se ajusto a la ecuacion DE= a + [(b*c)/(c + k)] considerando una
tasa de pasaje de 0.5% (@rskov y McDonald 1979; Prisma 4, GraphPad Software, Inc.
de San Diego, CA, 87USA).

4.6.2. Fermentacion ruminal in vitro

Produccién de gas: Para esta prueba se obtuvo el contenido del rumen (liquido y
fracciones sdlidas) por separado de cada individuo (cuatro borregos canulados). Se
extrajo el contenido ruminal antes de la alimentacion y se lo mantuvo a 39 °C en un
recipiente de pléstico sellado e inmediatamente se transport6 al laboratorio para su
procesamiento dentro de 1h desde la recoleccion.

El medio rico en nitrogeno se prepar6 segun Menke y Steingass (1988). Al final de la
incubacion, la digestibilidad in vitro (MS fermentable y PC) se estimd mediante el
filtrado de los residuos y de corregir con la MS y PC residual en los blancos. La
produccién de gas se midio segun la metodologia descrita por Theodorou et al. (1994).

De esta manera se colocé de cada tratamiento 0.5 g de MS en botellas de vidrio (100 ml
18



de capacidad nominal). Después, se afadid 60 ml de inoculo ruminal (70:30
medio/indculo ruminal) bajo un flujo de CO2 constante. Las botellas se las sellaron y se
incubaron a 39-40 ° C. La presion de gas y el volumen se midié manualmente a las 3, 9,
12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 96 h después de la incubacion con un transductor de presion
DELTA OHM modelo DO 9704 (Delta OHM Srl, Padova, Italia) y jeringas plasticas.
Para cada tratamiento se utilizo 6 botellas (repeticiones) en cada tiempo y tres botellas
adicionales se utilizaron como blanco. Se estima la produccion total de gas metano por

0,5 g MS fermentable. Asi como, la digestibilidad aparente de MS y PC.

4.7. Disefio experimental y analisis estadistico
El experimento en campo con los animales canulados se realiz6 mediante un disefio de

cuadrado latino en un arreglo factorial 4x4 (dosis de aditivo x forrajes incubados). Para
las pruebas in vitro se realiz6 bajo un disefio completamente aleatorizado en arreglo
factorial 4x4 (liquido ruminal x forrajes incubados). Todos los datos se analizaron segin
el disefio planteado a través del PROC GLM SAS. La comparacion de medias se la

realiz6 mediante la prueba de Tukey para observar el efecto entre los tratamientos.
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CAPITULO V

5.1 RESULTADOS

5.1.1. DIGESTIBILIDAD DE NUTRIENTES in vitro

En la Tabla 3 los resultados obtenidos de la digestibilidad in vitro de MS y MO
mostraron diferencia (P<0.05) entre los tratamientos. En la cebada se observé que existe
mejor digestibilidad in vitro de MS y MO en los tratamientos T4 (P= 0.0242- 0.0204).
Sin embargo en la avena el tratamiento més efectivo fue T2 (P=0.0098-0.0060). Por otra
parte en la panca de maiz los tratamientos T1 y T4 (P=0.0111-0.0128) son los més
eficaces y finalmente en la panca de quinua el T2 y T3 (P=0.0061-0.0052) presentan
mayor digestibilidad.

Tabla 3. Digestibilidad de nutrientes in vitro
FORRAJES FIBROSOS

Cebada Avena Pancade maiz ~ Panca de quinua
Digestibilidad g/kg MS
T1 329.77ab 325.21ab 496.28a 297.782
T2 183.98b 363.01a 353.26b 205.85ab
T3 256.15ab 2214.19b 331.30b 199.90ab
T4 379.132 290.97ab 397.88ab 150.11b
ESM 43.26 27.04 33.37 26.082
Valor P 0.0242 0.0098 0.0111 0.0061
Digestibilidad g/kg MO
T1 260.09ab 253.17a 406.61a 238.092
T2 84.18b 298.33a 218.07b 128.05ab
T3 169.40ab 121.38b 191.06b 122.43ab
T4 320.132 215.40ab 286.61ab 65.65b
ESM 51.14 31.85 44.65 30.03
Valor P 0.0204 0.0060 0.0128 0.0052

a, b, ¢, medias con la misma letra en una columna no difieren MS: materia seca, MO: materia organica,
T1: Dieta control 0% (enzimas o levaduras), T2: dieta con 0.2% de enzimas, T3: dieta con 0.09% de
levadura, T4: dieta con 0.2% de enzima + 0.09% de levadura. ESM: error estandar de la media
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5.12. DEGRADACION in situ

Los resultados obtenidos en la Cinética de degradacidn ruminal in situ de la MS, que podemos observar en la Tabla 4, determinaron el efecto del
liquido ruminal de los ovinos alimentados con las cuatro dietas sobre los cuatro forrajes fibrosos incubados in situ. En la cebada la mayor
degradacion ruminal en su fraccion (a) la cual representa la fraccion soluble de las dietas no mostro diferencias (P=0,1663), en cuanto en la
fraccion insoluble pero potencialmente degradable (b) fue mayor (P=0.0006) en T4 (668.45a) y a su vez se obtuvo mayor (P=<.0001) tasa (c) de
degradacion en T1 y T3 (0.02a). Por otra parte en la avena la mayor degradacion ruminal en su fraccion (a) P=<.0001 fue en T4, T3 Y T2
(83.180a, 80.178a, 75.048a ) en cuanto en la fraccion insoluble pero potencialmente degradable (b) fue mayor P=<.0001 en T2 (549.50a) y a su
vez se obtuvo mayor (P=0.0074) tasa (c) de degradacion en T3 (0.02a). En la panca de maiz la mayor degradacion ruminal en su fraccion (a)
P=0.0112 fue enT2, T4 y T1 (321.75a, 305.95ab, 287.03ab) en cuanto en la fraccién insoluble pero potencialmente degradable (b) fue mayor
P=<.0.6493 en T4 (545.20a) y a su vez no se mostro diferencia de(P=0.0074) tasa (c) de degradacion entre tratamientos. Y finalmente en la
quinua la mayor degradacion ruminal en su fraccion (a) no mostro diferencia (P=0,0777) en cuanto en la fraccion insoluble pero potencialmente
degradable (b) fue mayor (P=0.0191) en T3 (302.90a) y a su vez no existe diferencia en (P=<.0001) tasa (c) de degradacion entre tratamientos.

Tabla 4. Degradacion in situ  (g/kg)

FORRAJES FIBROSOS

Tratamientos Cebada Avena Panca de maiz Quinua
a B Cc a b c a b c a b c

T1 38.74a 511.30b 0.02a 15.945h 489.65 b 0.01b 287.03ab 454.73b 0.029a 64.65a 266.25ab 0.033a
T2 57.63a 568.85b 0.008c 75.048a 549.50a 0.01b 321.75a 459.48b 0.016a 43.77a 204.25b 0.057a
T3 44.49a 517.10b 0.02a 80.178a 411.60c  0.02a 259.58b  482.95b 0.027a 36.82a 302.90a 0.02a
T4 55.40a 668.45% 0.01b 83.180a 460.75bc 0.02ab 305.95ab 545.20a 0.02a 76.19a 222.40ab 0.03a
EEM 6.32 20.83 0.0007 5.22 12.41 0.002 11.14 21.37 0.005 10.67  20.07 0.009
Valor P 0.1663 0.0006 <.0001 <.0001 <.0001 0.0074 0.0112 0.6493 0.3209 0.0777 0.0191 0.1533

a, b, ¢, medias con la misma letra en una columna no difieren P=0,02 , T1: Dieta control 0% (enzimas o levaduras), T2: dieta con 0.2% de enzimas, T3: dieta con 0.09% de
levadura, T4: dieta con 0.2% de enzima + 0.09% de levadura. ESM: error estandar de la media, a fraccion (a) fraccion soluble de las dietas, b fraccion insoluble pero
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potencialmente degradable y c tasa de degradacion
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5.1.3 PRODUCCION DE GAS IN VITRO

En la Tabla 5 el parametro de produccion de gas in vitro en MS muestra diferencias estadisticas entre los liquidos ruminales. Obteniendo como
resultado que en la cebada los tratamientos que tiene menos indice de produccion de gas acumulado ml/0.5g MS fermentable (GV) esel T1y T4
(P=<.0001). Sin embargo en la avena los mas efectivo fueron T1y T2 (P=<.0001). Por otra parte en la panca de maiz los tratamientos T1y T4
(P=0.0002) son los més eficaces y finalmente en la panca de quinua el T1 (<.0001)

Tabla 5. Parametros in vitro de Produccion de Gas (ml/0.5 g MS) como efecto de la adicion de enzimas y levaduras

Forrajes fibrosos

Tratamientos Cebada Avena Panca de maiz Quinua

PG B C PG B C PG B C PG B C
Tl 1239.6c 36.4c  1.26ab 1349.17c 42.52ba 1,38a 893.1c 30.15% 1.159a 1126.5¢c 30.7a 1.19c
T2 2537.3* 54.0a 1.20bc 1349.33¢ 52,315* 1.33b 1268.0ab 31.113% 1.22a 1570.3b 29.8a 1.35°
T3 1736.2b 37.0c  1.280a 2072.2¢  40.4b 1.35ab 1564.32  33.197% 1.15a 1853.3b 30.6a 1.33ab
T4 1280.8c 46.3b  1.18c 1695.5b  49.92 1.23c 1169.2bc 36.34* 1.10a 2706.3a 35.8a 1.22bc
EEM 41.69 1.50 0.019 32.80 1.11 0.01 83.05 3.55 0.032 84.18 1.51 0.31
Valor P <.0001 <.0001 0.0021 <.0001 <.0001 <.0001 0.0002 0.625  0.0907 <.0001 0.0435 0.0025

a,b,c Medias dentro de una columna seguida por la misma letra no son significativamente diferentes en P < 0.05. T1: Dieta control 0% (enzimas o levaduras),
T2: dieta con 0.2% de enzimas, T3: dieta con 0.09% de levadura, T4: dieta con 0.2% de enzima + 0.09% de levadura. EEM: error estandar de la media. PG, B
and C son parametros de la ecuacion ml gas = GV (1 + (B/t)C )—1 (Groot et al., 1996). MS Materia Seca
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En la Tabla 6 los pardmetros de produccion de gas in vitro en MO muestran diferencias estadisticas entre los liquidos ruminales. En la cebada
los tratamientos que presentan menos indice de produccion de gas acumulada ml/0.5g MS fermentable (GV) son el T4 y T1 (P=<.0001). Sin
embargo en la avena los mas efectivo fueron T2 y T1 (P=<.0001). Por otra parte en la panca de maiz el tratamientos T1 (P=<.0001) son los méas
eficaces y finalmente en la panca de quinua el T1 (P=<.0001).

Tabla 6. Parametros in vitro de Produccién de Gas (ml/0.5 g MO) Como efecto de la adicion de Enzimas y levaduras

Tratamientos Forrajes fibrosos

Cebada Avena Panca de maiz Quinua

PG B C PG B C PG B C PG B C
Tl 1573.5¢ 36.4c  1.26ab 1733.2c 425b  1.38? 1088.4c 30.2a 1.15a 1410.3c 30.7a 1l.1c
T2 5557.82 54.0a  1.20bc 1643.3c 52.3a  1.33b 20535b 31.1a 1.22a 2527.0b 29.8a 1l.4a
T3 2630.2b 37.03c 1.28% 3784.8a 40.4b  1.35ab 2710.7a 33.2a 1.15a 3038.5b 30.6a 1.3ab
T4 1517.2c 46.3b  1.18c 2294.8b 49.9a 1.23c 1621.3b 36.3a 1.10a 6151.0a 35.8a 1.22bc
EEM 79.52 1.50 0.019 45.42 1.11 0.12 11465 3.55 0.032 135.87 151 0.311
Valor P <.0001 <.0001 0.0050 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.6258 0.091 <.0001 0.043 0.0025

a,b,c Medias dentro de una columna seguida por la misma letra no son significativamente diferentes en P > 0.05. T1: Dieta control 0% (enzimas o
levaduras), T2: dieta con 0.2% de enzimas, T3: dieta con 0.09% de levadura, T4: dieta con 0.2% de enzima + 0.09% de levadura. EEM: error estandar de
la media. PG, B and C son parametros de la ecuacion ml gas = GV (1 + (B/t)C )—1 (Groot et al., 1996). MO materia organica
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Figura 3. Cinética de produccion de gas in vitro (ml/0.5g MS fermentada) de cuatro pastos fibrosos: A cebada, B avena, C panca de maiz, D
panca de quinua.
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En la Tabla 7 el parametro de produccion de gas metano in vitro muestra diferencias estadisticas entre los liquidos ruminales. Obteniendo como
resultado que en la cebada los tratamientos que tiene menos produccién de gas metano (PM)esel T2y T1 (P=<.0001). En laavenael T2, T3y
T4 (P=0.0003). En la panca de maiz el T3y T4 (P=0.0009) y en la panca de quinua el T2 y T3 (<.00460)

Tabla 7. Produccion de Metano (ml/0.5g MS fermentable)

Forrajes Fibrosos

Tratamientos Cebada Avena Panca de maiz Quinua

PM B c PM B C PM B c PM B c
Tl 623.77bc 21.17c  3.20a 834.95a 28.36b 3.28? 728.60a 14.97b 3.03a 528.8a 17.66b 3.82a
T2 523.70c  49.69bc 2.49ab 586b 51.33a 3.03ab 688.45a 51.14a 1.12b 384.08b 43.24a 1.56b
T3 888.82¢ 96.8la 1.lic 557.60b 62.83a 225bc 481.37b  31.79ab 1.10b 389.98b 32.99a 1.52b
T4 689.98b 50.73b  1.84bc 641.82b 63.70a 2.10c 602.82ab 40.29ab 1.84b 452.58a 43.53a 1.69b
EEM 39.66 7.35 0.21 39.63 3.99 0.20 38.20 7.20 0.19 37.81 3.40 0.18
Valor P <0001 <.0001 <.0001 0.0003 <.0001 0.0009  0.0009 0.0145 <.0001  0.0460 <.0001 <.0001

a,b,c Medias dentro de una columna seguida por la misma letra no son significativamente diferentes en P < 0.05. T1: Dieta control 0% (enzimas o
levaduras), T2: dieta con 0.2% de enzimas, T3: dieta con 0.09% de levadura, T4: dieta con 0.2% de enzima + 0.09% de levadura. EEM: error estandar de
la media. PM, B'Y C son pardmetros de la ecuacién ml gas = GV (1 + (B/t)C )-1 (Groot et al., 1996).
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5.2 DISCUSION

Digestibilidad in vitro y degradacion in situ

Los resultados obtenidos en la digestibilidad in vitro de MS y MO (Tabla 3) fueron
diferentes en los cuatro forrajes fibrosos, en la paja de cebada y en la panca de maiz se
dieron posiblemente, a que contienen altos porcentajes de lignina 17,13% y 18,59%
respectivamente (Olvera et al., 2012); al afadir levaduras y enzimas a la dieta se
produjo un sinergismo entre si, tomando en cuenta que las enzimas van a ser las
encargadas de la degradacion y liberacion de las proteinas las misma que van a ser
solubilizadas por las levaduras para la obtencion de péptidos, acidos grasos de cadena
corta (Barragan et al., 2009) ademas las levaduras tienen la funcion de disminuir la
produccidn de acido lactico en el rumen, generando un ambiente ruminal adecuado para
promover el incremento de bacterias celuloliticas y sobre todo hongos fibroliticos, los
mismos que tienen la capacidad de degradar a la celulasa que se encuentra ligada a
lignina (Acedo & Gonzalez, 1998), por esta razén los tratamientos que mejor
digestibilidad tienen son los T4 y T3 en la cebada y en la panca de maiz T4, por otra
parte posiblemente las enzimas no actuaron de forma individual porque la lignina que
contiene la cebada y la panca de maiz va ocasionar la formacion de un medio ambiente
hidrofébico y de esta manera impide la accion de las enzimas ya que las mismas
requieren de un medio acuoso, ademas que el pH posiblemente no fue el optimo
inhibiendo la actividad de las enzimas (Enrique & Alberto, 2003). En la paja de avena
los tratamientos con mejor digestibilidad fueron T2 y T4 posiblemente que al afiadir a la
dieta enzimas exdgenas como la xilanasa y celulasas se incrementd la ruptura de enlaces
glicosidicos 3-1,4 presentes en los polisacaridos celulosa y hemicelulosa permitiendo
que la lignocelulosa se transforme en glucosa y azucares solubles, ademas que también
actuan complementando la actividad celulolitica de las bacterias ruminales (Yescas et
al., 2004). Las levaduras no actuaron en este forraje de forma individual por que se
encuentra afectada posiblemente por la alteracion del pH y este fenémeno ocasiona que
las levaduras se encarguen de generar una enzima denominada invertasa la misma que
va tener la funcion de hidrolizar la sacarosa en glucosa y fructosa por ende proporciona
energia (Herrero, 2011). En la panca de quinua los tratamientos que mejor digestibilidad
tienen son los T2 y T3 tanto las enzimas como las levaduras actian de forma individual
es asi que las enzimas exdgenas junto con la enzimas enddgenas que existen en el
rumen son las encargadas de afectar la estructura de la fibra incrementando la
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colonizacion de los microorganismos para permitir el ingreso a la matriz de la pared
celular por medio de la ruptura de enlaces glicosidicos 3-1,4 formando glucosa la
misma que va ser usada por los microorganismos para obtener energia via glucolitica
(Yescas et al., 2004). En cambio las levaduras no van actuar de forma directa mas bien
van a tener la funcion de incrementar la actividad de las bacterias celuloliticas
(Rodriguez, 2007).

El tratamiento T4 no mostré efectos significativos sobre la digestibilidad, posiblemente
porque al combinar levaduras y enzimas en la dieta se produce un efecto asociativo
traducido en un antagonismo entre éstos dos aditivos, esto posiblemente se debe a que
entre enzimas y levaduras existe competencia entre si por la utilizacion de la proteina
que participa en la formacion de celulosa consecuentemente produciéndose un efecto

negativo sobre la digestibilidad (Chaucheyras-Durand et al., 2008).

Produccion de gas y metano in vitro

Los resultados obtenidos en la produccion de gas de MS y MO in vitro (Tabla 5, 6)
fueron diferentes en los cuatro forrajes fibrosos. En la paja de cebada y en la panca de
maiz presentaron menor produccion de gas con T4 (dieta con 0.2% de enzima + 0.09%
de levadura), estos resultados estan relacionados a una mayor digestibilidad de MS y
MO, pues al afadir levaduras y enzimas a la dieta se produjo un sinergismo
permitiendo que las enzimas degraden y liberen las proteinas y posteriormente sean
solubilizadas por las levaduras obteniendos péptidos y &cidos grasos de cadena corta
(Barragan et al., 2009), ademas va existir el incremento de bacterias celuloliticas y
hongos fibroliticos generando una mejor digestibilidad y degradacion (Acedo &
Gonzalez, 1998) , mientras que en la paja de avena el T2 (dieta con 0.2% de enzimas )
fue el tratamiento con menor produccién de gas esto posiblemente se dio porque al
incrementar en la dieta enzimas exdgenas se potencializé la ruptura de enlaces
glicosidicos 3-1,4 presentes en los polisacaridos celulosa y hemicelulosa permitiendo
que la lignocelulosa se transforme en glucosa y azucares solubles, ademas que también
actan complementando la actividad celulolitica de las bacterias ruminales (Yescas et
al., 2004) y finalmente en la quinua los resultados obtenidos posiblemente se dieron a
que existié mayor digestibilidad de MS y MO, pues al utilizar estos aditivos ( enzimas
y levaduras) se mejord la fijacién de los microorganismos ruminales a la fibra del
forraje , obteniendo un mayor ritmo de fermentacion, por ende provocando una eficiente

28



utilizacion de proteinas y una mayor sintesis de proteinas microbianas,
consecuentemente se disminuyo la produccion de gas en los tratamientos T2 (dieta con
0.2% de enzimas ) y T3(dieta con 0.09% de levadura) (Blummel, 1997).

Los resultados obtenidos en la produccion de gas metano (tabla 7) fueron diferentes en
los cuatro forrajes, esto posiblemente estd ligado con la proporcion de AGV's
producidos en el rumen, como lo menciona Sanmartin (2017), donde se observé una
baja relacion acético: propionico (1,59) y menor cantidad de metano producido, éste
comportamiento se relaciona a la cantidad de moléculas de hidrogenos liberados en
dependencia a la proporcion acético: propionico producidos en el rumen.

Otra causa posiblemente se relacione a la disminucién del pH ruminal que causa una
inhibicién de la funcion de las bacterias metalogénicas (Carmona, Esp, Bolivar, &
Giraldo, 2005)
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CAPITULO VI

6.1 CONCLUSIONES

Durante la investigacion realizada se concluye que las enzimas fibroliticas y
Saccharomyces cervisiae presentan un efecto dependiente del tipo de fibra, ademas se
observaron comportamientos antagénicos y sinérgicos en relacién al tipo de forraje
utilizado, contribuyendo también a la mitigacion de la produccién de gas metano a nivel

ruminal.
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6.3 ANEXOS

ANEXO 1. PREPARACION Y TAMIZADO DE LOS PASTOS FIBROSOS
(CEBADA, AVENA, PANCA DE MAIZ, PANCA DE QUINUA)

Picado de los forrajes fibrosos (cebada, Molienda de los forrajes fibrosos

avena, panca de maiz, rastrojo de quinua)

Almacenamiento de los forrajes fibrosos

Tamizado de los forrajes fibrosos
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ANEXO 3. DEGRADACION RUMINAL IN SITU

Ennumeracion, marcado, esterilizadoy Llenado de las bolsas con 3g de cada
pesaje de los forajes fibroso forraje fibroso

Colocacion de bolsas a los ovinos en Extraccion de bolsas después de

diferentes tiempos transcurrir las 96 horas

Lavado de bolsitas Secado de las bholsitas
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Toma de peso constante de las bolsitas Almacenamiento de las muestras

ANEXO 4 DIGESTIBILIDAD DE MS IN VITRO

Elaboracion de saliva Obtencion de liquido ruminal y

colocacién en los frascos
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3

Secado de los papeles filtros Obtencién de materia organica

ANEXO 5 PRODUCCION DE GAS IN VITRO Y METANO

Colocacion de saliva y liquido ruminal

Preparacion de los frascos
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Obtencidn de datos de volumen Obtencién de datos de metano
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CAPITULO VII

PROPUESTA
7.1 DATOS INFORMATIVOS

Tema:

Uso de enzimas fibroliticas (0.2%) y Saccharomyces cervisiae (0.09%) como aditivo

en la paja de cebada y en la panca de maiz para mejorar la funcion del rumen.
7.2 ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

La alimentacion de los ovinos basicamente consta de los diferentes forrajes que se
encuentran en la zona generando que el gasto de alimentos sea del 55 al 70 %
ocasionando una subalimentacion en los ovinos, por esta causa se ha visto en la
obligacion de buscar nuevas fuente energéticas, proteicas, minerales en productos no
convencionales como plantas forrajeras provenientes de la sub cosecha y plantas
arbustivas por otra parte se ha logrado comprobar que el uso de compuestos
balanceados a base de plantas forrajeras ha incrementado la disponibilidad de proteina y

ha disminuido la grasa a la canal (Manso, Ruiz & Castro, 1998).

Los pastos fibrosos o también conocidos como las pajas de cereales son catalogados
como subproducto fibrosos altamente disponible, aunque su utilizacion en alimentacion
animal esté& limitada por su bajo valor nutritivo. La composicién de la paja depende de
la proporcion de hojas/tallos, el diametro del tallo y la altura de la planta, de modo que
se presentan variaciones ligadas a la especie, el ecotipo o la climatologia

Estos subproductos de cosecha no son utilizados a pesar de contener gran cantidad de
carbohidratos esto se debe a que poseen un mayor indice de fibra y no son digeribles sin

embargo se ha optado por usar aditivos como enzimas y levaduras (Arcos et al., 2000).

7.3 JUSTIFICACION DE LA PROPUESTA

La microflora bacteriana del rumen en un ambiente natural producen enzimas que
hidrolizan la fibra; sin embargo, cuando la estructura de la pared celular de los pastos
fibrosos es compleja y de esta manera no permiten una buena digestion de la fibra por lo

cual se a tomado como una opcién el uso de ciertos aditivos como levaduras y enzimas
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en la dieta los mismos que tendran la funcion de permitir el funcionamiento y
crecimiento de la bacterias fibroliticas y por ende mejorando la digestibilidad y
degradacion de la fibra (Cifuentes & Gonzales, 2013).

Este proyecto consiste en colocar cuatro borregos (enteros) en corrales individuales y se
alimentaron con una racion integral cubriendo los requerimientos nutricionales acorde al
AFRC 1993y, a esa dieta se le incluyo enzimas fibroliticas exdgenas o Saccharomyces
cervisiae en las siguientes dosis o tratamientos: T1: 0% (enzimas o levaduras), T2: dieta
con 0.2% de enzimas, T3: dieta con 0.09% de levadura, T4: dieta con 0.2% de enzima +
0.09% de levadura. Con la utilizacion de las enzimas y levaduras se espera promover
una mayor digestibilidad de los cuatro forrajes fibrosos en estudio (cebada, avena, panca
de maiz, rastrojo de cebada) e incrementar el nimero de microorganismos, tanto
fibroliticos como no fibroliticos en el liquido ruminal; lo que dard como resultado una
mayor degradacion esto se debe a que las bacterias fibroliticas eran las encargadas de
desdoblar la fibra y por ende quedar libre los diferentes carbohidratos los cuales seran
procesados para formar energia la misma que sera aprovechada por los animales Por
tanto se justifica el uso de enzimas exdgenas y levaduras cada una actuando de forma

diferente en cada forraje fibroso para mejorar las funciones ruminales.

7.3. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de enzimas exdgenas y Saccharomyces cervisiae en la
alimentacion de ovinos a base de paja de cebada y de avena sobre las funciones del

rumen y productibilidad
Objetivos especificos de la propuesta

Evaluar el efecto de la adicién de enzimas exdgenas o Saccharomyces cervisiae en la
alimentacion de ovinos sobre la cinética degradacion ruminal in situ de los nutrientes de

cuatro forrajes fibrosos.
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Determinar el efecto de la adicion de enzimas exdgenas o Saccharomyces cervisiae en la
alimentacion de ovinos sobre los parametros de fermentacion ruminal (digestibilidad),

asi como, la produccion de metano entérico in vitro.
7.4 ANALISIS DE FACTIBILIDAD

Este proyecto es totalmente factible en los aspectos econémico, social y ambiental, ya
que al aprovechar el desperdicio de la cebada, avena, panca de maiz y quinua un, estos
subproductos de cosecha se los emplea en la alimentacion de los ovinos, al ser rica en
fibra genera efectos positivos sobre la productividad animal mejorando su
digestibilidad, degradacion, produccion de gas y metano con el uso de enzimas y

levaduras
7.5. FUNDAMENTACION

En la actualidad se busca mejorar la productividad animal y disminuir los gastos de
produccion, por lo cual sea tomado como alternativa la utilizacion de subproductos de
cosecha que contengan altos valores nutricionales para los animales de esta manera
podemos cumplir con las necesidades nutricionales y a la vez disminuir los costos de
produccidn, sin embargo en ocasiones se ve afectado el uso de forrajes fibrosos por el
alto contenido de fibra que no es digerible pero al afiadir enzimas y levaduras se logra
potencializar la funcion de las bacterias fibroliticas y por ende aprovechar de mejor

manera los nutrientes que contienen los forrajes fibrosos y mejorar la productividad.
7.6. METODOLOGIA, MODELO OPERATIVO
Inclusion de 0.2% de enzima + 0.09% de levadura en la dieta suministrada.

Determinacion de la digestibilidad utilizando el método de Theodorou et al. 1994 por
otra parte la degradacion se aplicara el método descrito por Orskov, Hovell, & Mould,
1980 y finalmente la produccidon de gas se aplicara la metodologia descrita por Groot et
al., 1996 y Theodorou et al. 1994.

7.7. ADMINISTRACION

La administracion de esta investigacion estard a cargo de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.
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7.8. PREVISION DE LA EVALUACION

Se recomienda realizar la evaluacion del proyecto para que los resultados sean

confiables, y los mismos publicados en beneficio de los productores de nuestro pais.
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