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1. Capitulo 1: INTRODUCCION GENERAL

1.1. INTRODUCCION

La ganaderia del norte argentino se realiza dispersa en una gran diversidad de ecosistemas
compuestos mayoritariamente por pastizales naturales, con una gran produccion de biomasa
primavero-estival de calidad nutricional altamente variable. La conservacion de forrajes constituye
una estrategia adecuada para equilibrar estos fuertes desbalances cuanti-cualitativos y
consecuentemente proporcionar mayor previsibilidad a los sistemas de produccion ganadera. Entre
estos, la confeccion de ensilajes de gramineas estivales de alta produccion forrajera resulta una de las

elecciones de preferencia.

En el norte de Argentina, la especie més usada para ensilar es el sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench), debido a su buena adaptacion a ambientes con limitaciones edaficas y climaticas
(temperatura y precipitaciones). Durante la campafia 2014/2015 se sembraron 840.936 hectareas de
sorgo en todo el pais (MAGYP, 2016), de las cuales 372.182 hectareas aproximadamente fueron
destinadas a ensilajes (CACF, 2016). En los sistemas ganaderos del norte argentino, este alimento se
utiliza mayormente como insumo para realizar suplementacion invernal en sistemas extensivos,
siendo menos frecuente su uso como ingrediente en dietas totalmente mezcladas en sistemas

intensivos de alimentacion.

Sin embargo, y pese a que la demanda crece continuamente, la disponibilidad de maquinaria para
la confeccion de ensilajes en esta zona del pais es limitada, y generalmente no cuentan con el
implemento para procesar granos de sorgo (“cracker”). Por este motivo, los granos permanecen casi
intactos en el ensilaje de planta entera, y como consecuencia del tamafio pequefio y dureza, escapan
cantidades significativas a la masticacion. En el rumen, el almidon del grano intacto no es accesible
para ser degradado por las bacterias, consecuentemente resulta escasamente aprovechado por el

animal, y gran parte de estos aparecen en la materia fecal (Montiel et al., 2011).

Consecuentemente, en muchas oportunidades el esfuerzo realizado en obtener un cultivo de
sorgo 6ptimo con alta proporcion de grano, puede que sea desaprovechado por la falta de un
procesamiento adecuado durante la confeccion del ensilado. En estas circunstancias, el uso de aditivos
que pudieran mejorar la accesibilidad y digestibilidad de los granos y paredes celulares del cultivo

podria contribuir a su mejor aprovechamiento.
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1.1.1. La calidad del ensilaje de sorgo

1.1.1.1. Analisis de los componentes de la planta y sus proporciones

La calidad nutricional del ensilaje de sorgo es altamente variable, y depende de factores
relacionados con el material a ensilar y el proceso fermentativo. El material original esta determinado
fundamentalmente por la relacion entre los componentes de la planta: hoja, tallo y panoja (Fernandes
Perazzo et al., 2014). Los diferentes niveles de participacion de estos componentes en la planta de
sorgo, permite clasificarlo en grupos (graniferos, doble proposito, sileros y forrajeros), los que
difieren en sus valores nutricionales (De Leon y Giménez, 2008). Los tres componentes tienen
diferentes composiciones quimicas. El contenido de materia seca (MS) es mayor en la panoja (50%)
que en las hojas (30%) y en el tallo (28%, Fernandes Perazzo et al., 2014). La participacion relativa
de la panoja es el principal responsable de las diferencias en los tenores de MS del ensilaje de planta
entera (Neumann et al., 2002). El contenido de proteina bruta (PB) también varia entre los
componentes, reduciéndose desde la panoja (7,62%) hacia las hojas y el tallo, con valores de 5,45%
y 1,96% respectivamente (Neumann et al., 2002). En cuanto a los componentes de la pared celular,
Neumann et al. (2002) observo que el contenido de fibra detergente neutro (FDN) fue mayor en las
hojas (71%), que en el tallo (64%) y en la panoja (31%) cuando evaluo hibridos forrajeros y doble
proposito de sorgo. Los valores de fibra detergente acido (FDA), hemicelulosa, celulosa y lignina son
diferentes entre hojas y tallo, y mayores a los observados en la panoja (Neumann et al., 2002). Esto
determina que la digestibilidad in vitro de la MS (DIVMS) es mayor en la panoja (68%) que en las
hojas (55%) y el tallo (57%). Por consiguiente, la participacion relativa de la panoja es el principal
responsable del aumento de los tenores de MS, PB y DIVMS del ensilaje de sorgo, asi como de las
disminuciones del contenido de FDN, FDA vy lignina (Neumann et al., 2002; Cabral et al., 2003; De
Ledn y Giménez, 2008). Sin embargo, la existencia de una amplia gama de hibridos de sorgo con
diferentes estructuras de planta, sumado a otras caracteristicas (azucarados, stay green, nervadura
marron, etc.) hace dificil la extraccion de conclusiones, incluso dentro de un mismo estadio

fenoldgico.

El grano de sorgo esta formado por el pericarpio y el endosperma (donde se halla el almidén),
diferenciandose este Gltimo en blando y duro. El endosperma blando, también llamado opaco, se
caracteriza por presentar grandes espacios de aire intergranulares. El almidon de estos granulos se
encuentra cubierto por una fina capa proteica, en la que se encuentran pocos cuerpos esfericos
pequefios de proteinas, llamados prolaminas. Dicha matriz se va condensando a medida que avanzan
los estadios fenoldgicos (Hale, 1973). Por otro lado, el almidén (ALM) duro (también Ilamado

translucido), presenta una estructura apretada sin espacios con aire, en el cual los granulos de almidon
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son poligonales y cubiertos por una fina capa proteica (Hoseney et al., 1974; Waniska, 2000). El
almidodn es el principal carbohidrato del grano de sorgo, constituyendo c.a. el 79% del peso del grano
seco, y estando compuesto por 70-80% de amilopectina y 20-30% de amilosa, y siendo influenciada
esta relacion por factores ambientales y genéticos (Bustos Vazquez et al., 2010). Ambos polimeros
estan formados por unidades de glucosa unidos a través de enlaces a-1,4. La amilosa es un polimero
lineal con un par de ramas unidas por enlaces o-1,6. La amilopectina, esta altamente ramificada, se
compone de cadenas de glucosa unidas entre si principalmente por enlaces a-1,4 y con a-1,6 en los
puntos de ramificacion. Con el avance de los estadios fenoldgicos, el endosperma del grano se
endurece, dificultando el acceso de las bacterias ruminales al almidén (Isaksen et al., 2011).

1.1.1.2. Analisis del efecto del avance del estado fenoldgico sobre la composicion quimica de

la planta de sorgo

La composicion de la planta varia con el avance de los estadios fenolégicos (Black et al., 1980;
Synman and Joubert, 1996; Faria Junior et al., 2011). El contenido de MS aumenta a medida que
avanzan los estadios fenoldgicos (Black et al., 1980; Pires et al., 2006; Araujo et al., 2007; Gul et al.,
2008; Machado et al., 2012). Faria Junior et al. (2011) a través de regresion lineal, reportaron
aumentos de 3,7 unidades porcentuales en el contenido de MS entre los estadios fenol6gicos, con
intervalos de una semana. El contenido de PB de la planta entera disminuye a medida que avanzan
los estadios de madurez (Black et al., 1980; Synman y Joubert, 1996; Pires et al., 2006; Aradjo et al.,
2007; Abdelhadi and Tricarico, 2009). Sin embargo, otros autores (Gul et al. 2008; Faria Junior et
al., 2011; Machado et al., 2012) no encontraron variacion en el contenido de PB a medida que
avanzan los estadios fenoldgicos. Estas diferencias existen debido a, por un lado, la variacion de la
concentracion de un nutriente determinado dentro de los tres componentes principales de una planta
de sorgo (tallo, hojas y panoja, “Efecto Componente”). Por otro lado, la variacion en la proporcion
de dichos componentes dentro de la planta (“Efecto Estructura”). Teniendo en cuenta que, a su vez,

estos dos factores varian con el avance de los estadios fenologicos (“Efecto Fenologia™).

Con respecto a los componentes fibrosos, existe variacion en lo reportado por diferentes autores.
Esmail et al. (1991) y Pires et al. (2006) observaron que el contenido de FDN disminuye con el
avance de los estadios fenolégicos atribuyendo dicha disminucion al aumento de la participacion del
componente panoja y reduccion del componente tallo y hojas. Por otra parte, Danley y Vetter (1973)
registraron un aumento en el nivel de FDN en un sorgo forrajero siendo este resultado esperable,
debido a que no existe el componente panoja. Estas afirmaciones fueron sustentadas a través de
correlaciones, en las que se encontrd que el tenor de FDN se relaciona positivamente con la
proporcion de hojas (r>= 0,66) y tallo (r?= 0,48) y negativamente con la proporcion de panojas (r?= -
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0,78). En todos los trabajos citados los valores de FDA vy celulosa siguen el mismo patrén que los
tenores de FDN. En cuanto al contenido de lignina, Danley y Vetter (1973) y Pires et al. (2006)
observaron un aumento, y Aradjo et al. (2007), Faria Junior et al. (2011) y Machado et al. (2012) no
reportaron cambios con el avance de los estadios fenologicos. Estas diferencias se deberian a las

situaciones mencionadas en el parrafo anterior.

1.1.1.3. Analisis del efecto del avance de los estadios fenoldgicos sobre la calidad nutricional

del ensilaje de sorgo

El efecto del estadio de madurez sobre la digestibilidad es variable en diferentes materiales.
Algunos autores (Black et al., 1980; Snyman and Joubert, 1996; Farias Junior et al., 2011) observaron
que a medida que avanzan los estadios fenoldgicos, la digestibilidad in vitro de la materia seca
(DIVMS) disminuye. Sin embargo, otros no encontraron relacion entre DMS y estado de madurez
(Aradjo et al., 2007), o la misma mostré un comportamiento variable en diferentes materiales (Pires
et al., 2006). Estas diferencias se deberian a la variacion en la relacion hoja:tallo:panoja. Ademas,
varia la calidad nutricional de las diferentes fracciones, las que influyen en la calidad final del ensilaje
de sorgo, como se explicd en el apartado anterior. Farias Junior et al. (2011) observaron en sorgo
doble propdsito que la disminucion de DMS mas abrupta se produjo entre los estadios pastoso y duro.
Por su parte, en sorgo forrajero, la calidad disminuye significativamente después de la floracion
temprana (Black et al., 1980)

Por lo explicado anteriormente, se deduce que el momento éptimo de cosecha para ensilaje varia
entre los diferentes materiales y se debe buscar un balance entre rendimiento (kg MS ha?) y calidad
(especialmente digestibilidad de la MS, DMS). En materiales graniferos, en los que la participacion
del componente panoja es alto, la cosecha se deberia realizar en estadio de grano pastoso, mientras
que, en materiales forrajeros, en los que la participacion del componente panoja es casi nulo, la
cosecha se deberia realizar en floracion temprana. Este hecho, sumado a la casi nula participacion del
componente panoja, hace que el ensilaje de los materiales forrajeros tenga un contenido de materia
seca menor respecto a los materiales graniferos doble propdsito.

1.1.1.4. Impacto de la composicion de la planta de sorgo sobre la calidad fermentativa del

ensilaje

En el segundo grupo de caracteristicas que determinan la calidad del ensilaje de sorgo se
encuentra las del proceso fermentativo. En el trabajo de Snyman y Joubert (1996), el material original
ensilado en el estadio maduro presentd un patron de fermentacién desfavorable, indicado por los altos

valores de pH (4,5) y nitrogeno amoniacal (N-NHs: 34,5 g./100 g.N), mientras que el ensilaje
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confeccionado con sorgo en estado de floracion presentd una fermentacién mas acida (pH = 3,8) y
con menor contenido de N-NHs (23 g./100 g.N). Esto concuerda con la tendencia reportada por Pires
et al. (2006), quienes observaron que el pH aumento con el avance del estadio de maduracion en tres
hibridos evaluados, en respuesta al contenido de humedad (la acidificacién es inhibida por la falta de
agua; correlacion entre pH y contenido de MS, r=0,86; p<0,01).

El descenso del pH del proceso de fermentacion para lograr una éptima conservacion requiere
de una poblacion de bacterias acido lacticas (BAL), de la disponibilidad de suficiente sustrato
fermentable (fundamentalmente carbohidratos solubles en agua, CSA) y de un ambiente anaerdbico
(Mc Donald et al., 1991). Uno de los factores de la fermentacién que mas influye en la calidad del
ensilaje es la tasa de descenso del pH en los estadios tempranos de la fermentacion (Davies et al.,
1998). EIl descenso del pH esta relacionado con la tasa de produccion de acido lactico, la cual a su
vez esta determinada por la actividad de la poblacién de BAL naturales o inoculadas, y por el
contenido y composicién de los carbohidratos solubles (CHOS) del forraje. Los principales CHOS
presentes en los forrajes son glucosa, fructosa, sucrosa y fructanos. Su concentracion en la planta
varia de acuerdo con los cultivares, estadio fenoldgico, momento del dia, intensidad de luz,
temperatura y aplicacion de fertilizantes (McDonald et al., 1991). La actividad bioquimica durante
los primeros dias de ensilado es intensa (Lundén Pettersson y Lindgren, 1990). Durante este periodo
hay una intensa actividad proteolitica (hidrélisis) produciendose compuestos nitrogenados como
péptidos, aminoacidos, aminas y amoniaco Kemble (1956) demostré que la hidrdlisis de la proteina
es producida inicialmente por enzimas proteoliticas de la planta. Sin embargo, la subsecuente
transformacion de los aminoécidos en amoniaco es producido por enzimas de origen microbiano
(Oshima y McDonald, 1978). Existe una relacién entre el aumento de estos compuestos nitrogenados
no proteicos en los ensilajes y la disminucién de su valor nutricional (Wilkinson et al., 1976). Cuanto
mayor es la tasa de produccion de acido lactico y el descenso del pH, menor es la prote6lisis que

ocurre en el ensilaje.
1.1.2. Enzimas

Entre las alternativas disponibles para mejorar el valor nutricional del forraje a conservar y al
mismo tiempo contribuir con mayor cantidad de sustrato fermentable para el proceso de fermentacion

del ensilaje, se encuentran las enzimas exogenas.

1.1.2.1. Fibroliticas

Las enzimas son aditivos estimuladores de la fermentacién ya que se usan para romper los
carbohidratos complejos de los forrajes, liberando carbohidratos simples que facilitan el desarrollo
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de las BAL, ya que éstas no pueden usar fibra como fuente energética (van Vuurenet al., 1989;
McDonald et al., 1991; Weinberg et al., 1995; Eun and Beauchemin, 2007; Beauchemin and
Holtshausen, 2011; y Hristov et al. 1998). EI empleo de enzimas fibroliticas antes del proceso de
fermentacion favorece la desintegracion de la pared celular, la cual podria aumentar la extension y
tasa de degradacion en el rumen, y la digestibilidad de la materia seca (McHan, 1986; Yang et al.,
1999; Hristov et al., 2000; Kung et al., 2002; Colombatto et al., 2003: Eun et al., 2007). Los productos
enzimaticos usados comunmente en nutricion animal suelen ser mezclas de proteinas con variadas

actividades enzimaticas (Vahjen y Simon 1999).

Las celulasas son un grupo de enzimas que hidrolizan la celulosa, y son producidas por varios
microorganismos, entre ellos por Trichoderma reesei y Aspergillus niger (Paloheimo et al., 2011).
Las xilanasas, por su parte, son producidas por microorganismos de vida libre y del intestino; y
también se las ha aislado a partir de algas, protozoos, caracoles, crustaceos y semillas de plantas. En
general, las xilanasas fangicas son més tolerantes a la acidez, en comparacion con las xilanasas
bacterianas. La mayoria de las xilanasas microbianas son mesofilicas (6ptimo 40-60°C), con un
optimo a pH neutro o ligeramente &cido (4,0-6,0). Estas enzimas rompen la cadena principal de xilano
al azar, dando como resultado xilo-oligosacaridos. Sin embargo, para la hidrolisis completa de la
estructura de xilano, se necesita la accion sinérgica de varias hemicelulasas (Beauchemin y
Holtshausen, 2011).

1.1.2.2. Proteasas

Las enzimas proteasas son enzimas que degradan las estructuras proteicas. Las proteasas se
encuentran naturalmente durante el proceso de ensilado, provenientes de las bacterias y del mismo
forraje (Heron et al., 1986). La adicion de proteasas exdgenas a plantas de maiz cosechadas podria
mejorar la digestion del almidén (Young et al., 2012; Windle et al., 2014). Dichas enzimas deberian
presentar buena actividad en las condiciones del ensilaje (temperatura de 25-40°C y pH 3,6-4,8). Se
ha sugerido que las proteasas aumentan la degradacién de la fibra atacando algunos de los
componentes nitrogenados de la pared celular que actian como barreras fisicas a la degradacion
(Colombatto y Beauchemin., 2009).

El uso de aditivos enzimaticos en la alimentacién animal podria contribuir a mejorar la
productividad. Sin embargo, no siempre se obtienen respuestas positivas, y dado el costo de esta
tecnologia, la incertidumbre de la respuesta es una limitacion importante. Se necesita mejorar la
comprension del modo de accion y las dosis requeridas, garantizando asi un uso eficaz de estos

aditivos. El valor potencial de las mezclas de enzimas usados en ensilajes de cereales no fue

15



extensamente estudiado, debido al hecho de que los ensilajes de cereales tienden a tener naturalmente
altos contenidos de CHOS (Zahiroddini et al., 2004). EI uso de enzimas en la alimentacion animal
es una tecnologia emergente que se muestra prometedora en terminos de mejorar el uso de los forrajes

en rumiantes.

Este trabajo de investigacion busca responder el siguiente interrogante. (Cémo afecta la adicion
de enzimas exdgenas a la calidad nutricional y fermentativa de ensilaje de sorgo? Existen escasos
estudios sobre el uso de enzimas exogenas en ensilajes realizados en esta especie. Debido a esto y a
la problematica local planteada inicialmente, evaluar el efecto de enzimas exdgenas sobre el ensilaje

de sorgo constituye un &rea de interés académico y comercial.
1.2. Hipotesis general

En este trabajo se hipotetiza que la aplicacién de las enzimas exdgenas (fibroliticas y proteasas)
contribuye con la degradacion de estructuras vegetales en el material ensilado.

a. Las enzimas fibroliticas favorecen la degradacion de los carbohidratos estructurales de la
fraccion vegetativa de la planta de sorgo, reduciéndolos a compuestos de menor peso
molecular. Debido a lo antes sefialado, se esperan los siguientes resultados como
consecuencia de la aplicacion de las enzimas fibroliticas:
= Aumento de la fraccion de carbohidratos solubles y de mayor degradabilidad, que estaran
disponibles para el proceso de ensilado.

= Elimpacto de la aplicacion de las enzimas fibroliticas debera ser mayor sobre los hibridos
con mayor proporcion de fraccidn vegetativa.

=  Ademas, es de esperar que el efecto serd& mas marcado en los estadios fenoldgicos
avanzados, al aumentar la pared celular y presentar una estructura mas refractaria.

= El aumento en el contenido de azUcares simples facilitara su aprovechamiento por parte
de las BAL, y probablemente la reduccion del pH de estabilizacion. Asimismo, la mayor
velocidad de acidificacion disminuira el nivel de protedlisis durante el ensilado,
determinando menores contenidos de proteina soluble y N-NHs.

b. Por su parte, las enzimas proteasas al hidrolizar las proteinas tipicas del grano de sorgo
aumentaran la disponibilidad del almidon contenido en los granulos. Por este motivo, se
espera:
= Que la respuesta al agregado de proteasas habra de ser mayor en hibridos con mayor

proporcién de panoja.
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= Asi también, el efecto serd mas marcado en estadios fenoldgicos avanzados, cuando la
estructura de la matriz proteica y los granulos de almidén sean mas condensados, y por

lo tanto menos degradables.
1.3. Objetivos

El objetivo general es analizar el efecto de la adicidén de enzimas exdgenas sobre la fermentacion

y calidad nutricional de ensilaje de sorgo.
Los objetivos especificos son:

e Evaluar el efecto de dos enzimas exdgenas (fibroliticas y proteasas) sobre la fermentacion y
calidad nutricional de ensilaje de planta entera de dos sorgos diferentes en dos estadios
fenoldgicos distintos (capitulo 2).

e Determinar el impacto de una enzima proteasa sobre ensilaje de grano himedo de sorgo

(capitulo 3).
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2. Capitulo 2: EFECTO DE DOS ENZIMAS EXOGENAS SOBRE EL
ENSILAJE DE PLANTA ENTERA DE SORGO

2.1. INTRODUCCION

La mayor parte de las investigaciones sobre el uso de enzimas en alimentacion de rumiantes
se ha centrado en el uso de las enzimas fibroliticas para mejorar la digestibilidad de la fibra,
debido a que el aumento de este parametro aumentaria el consumo de materia seca y la energia

digestible por el animal (Beauchemin y Holtshausen, 2011).

La aplicacion de enzimas fibroliticas al material original de varias especies antes del proceso
de ensilado ha mostrado resultados inconsistentes (cuadrol10, Apéndice). Estas inconsistencias
han sido atribuidas al tipo de enzima, a su concentracion y actividad, al método de aplicacion y
al sustrato al que se aplico. Dean et al. (2005) y Adesogan et al. (2007) encontraron que aplicando
enzimas fibroliticas a pasto bermuda (Cynodon dactylon) mejoraron la fermentacién y el valor
nutricional del ensilaje resultante, debido a la menor concentracion de FDN y FDA, concordando
con lo hallado por van Vuuren et al. (1989) en ensilaje de pasturas. McHan (1986) aplico enzimas
celulasas a un ensilaje de pasto bermuda y obtuvo una reduccién del 35% de la celulosa y un
aumento en el contenido de CSA. Adogla-Bessa et al. (1999) aplicaron enzimas celulasas y
xilanasas a trigo antes del ensilado, y observaron una disminucion del contenido de fibra (FDN,
FDA y celulosa) y un aumento del contenido de CSA. El incremento en el contenido de CSA de
los ensilajes tratados con enzimas también fue observado por Sheperd and Kung (1996), Nadeau
et al. (2000) y Colombatto et al. (2003b). Dean et al. (2005) y McHan (1986) ademas hallaron un
aumento en la digestibilidad in vitro a las 48 horas de la MS, FDN y FDA en los ensilajes tratados,
lo que se contrapone a lo hallado por van Vuuren et al. (1989) quienes observaron que la materia

organica (MO) digestible in vitro no fue afectada.

La aplicacion de enzimas fibroliticas al ensilar ha mejorado la fermentacion del ensilaje de
maiz, evidenciada por los mas bajos valores de pH observados (Sheperd and Kung, 19964, b;
Colombatto et al., 2003a,b y 20044a,b; Sun et al. 2009). Zhang et al. (2010) encontraron que el
uso de enzimas celulasas tuvo efectos significativos en los parametros del perfil fermentativo (pH,
perfil de AGVsy N-NHz3). De igual forma la utilizacion de enzimas), mejoro la fermentacion, ya
que los valores de pH y N-NHs fueron menores en los ensilajes tratados con estas, (Vuuren et al.
1989); Adogla-Bessa et al. (1999) Dean et al.,2005)
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Sin embargo, en otros trabajos la aplicacion de enzimas con actividad endoglucanasa,
xilanasa, alfa-amilasa y beta-glucanasa a plantas de maiz antes de ser ensiladas, no generd
diferencias en los pardmetros de calidad nutricional y perfil fermentativo (Chen et al., 1994)
respecto a los ensilajes no tratados. Estos resultados se debieron posiblemente al alto contenido
de MS (38%) y bajo contenido de CHOS en el forraje original (Chen et al., 1994).

El incremento del nivel de agregado de xilanasa y celulasa al rastrojo de arroz aumento la
produccidn de gas (PG) acumulada, e incrementd la degradabilidad in vitro de laMS y de la FDN,

siendo méximas con la aplicacion de niveles medios de enzimas (Mao et al., 2013).

Colombatto et al. (2004b) no encontraron diferencias en el contenido de FDN a los 60 dias de
ensilado, sin embargo, si hubo diferencias en el contenido de FDA. El mismo equipo, en otro
trabajo (2004a), observé que un complejo enzimatico (Liquicell, complejo enzimatico fibrolitico
producida por Trichoderma reesei) redujo el contenido de fibra, mientras que otro (Depol40,
complejo enzimatico fibrolitico producido por Aspergillus niger y Trichoderma ssp.) lo aumentd,
posiblemente debido a la disminucion del contenido de almidon por la presencia de actividad
amilolitica. Otros autores observaron diferencias significativas en el contenido de fibra con el
aumento de las dosis (Spoelstra and Wikselaar 1992, Chen et al., 1994; Sheperd and Kung 19964,
b; Sun et al. 2009). Colombatto et al. (2004a) aplicaron enzimas fibroliticas a ensilaje de maiz y
observaron que, en los ensilajes tratados con dichas enzimas, aumento la tasa inicial de
degradacion, sin embargo, no hubo diferencias en la extension de la PG y DMO de los ensilajes
tratados. Sheperd y Kung (1996 a,b) no observaron diferencias en la digestibilidad in vitro de la

MS y FDN entre los ensilajes tratados y no tratados con enzimas fibroliticas.

La aplicacion de enzimas fibroliticas a ensilajes de hibridos de sorgo, redujo el contenido de
FDN, (Xing et al., 2009; Thomas et al., 2013). y aumentd la cinética de desaparicién ruminal de
la MS, FDN, FDA y PB, en el hibrido con mayor contenido de carbohidratos estructurales
(Thomas et al., 2013). Respecto al proceso fermentativo, la aplicacion de enzimas fibroliticas no
disminuyo el pH en los ensilajes tratados y no tratados con enzimas (Xing et al., 2009; Thomas
etal., 2013).

Ademas del uso de enzimas fibroliticas, también se han evaluado enzimas proteasas (cuadro
11, Apéndice), las cuales aplicadas en heno de alfalfa, ensilaje de maiz y grano de maiz rolado,
aumentaron la digestibilidad in vitro de la MS, de la FDN vy la desaparicion de la hemicelulosa
(HEMI),Colombatto y Beauchemin 2009). El efecto observado en el maiz rolado pudo deberse a

la ruptura de la matriz proteica que rodea a los granulos de almiddn, permitiendo una colonizacion
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bacteriana mas rapida (McAllister et al., 1993). La aplicacion de proteasa alcalinas incremento la
PG, DMS, y digestibilidad in vitro de la FDN (DFDN) de heno de alfalfa Eun et al. (2007) y de

una racion totalmente mezclada (TMR) con bajo contenido de forrajes (Eun y Beauchemin,

2005),. En un meta-andlisis realizado por Eun y Beauchemin (2008) sobre experimentos in vitro

obtuvieron una relacion lineal entre la PG in vitro y el agregado de proteasas, pese a no haber

hallado diferencias en la DMS y DFDN. En ensilaje de maiz, la adicion de proteasas exogenas

aumento el nitrégeno soluble y el N-NHjs, lo que indicaria la existencia de protedlisis adicional al

romper la matriz proteica en la que se encuentran los granulos de almidon, lo que resulta en un

aumento de la digestibilidad final del almidon y por ende del ensilaje de planta entera de maiz
(Young et al., 2012 y Windle et al. 2014).

2.1.1. Hipotesis

a. Debido a lo sefialado en la hipdtesis general, se esperan los siguientes resultados como

consecuencia de la aplicacion de las enzimas fibroliticas en forraje de planta entera de sorgo

previo al proceso de ensilado:

Aumento de la fraccion de carbohidratos solubles y de mayor degradabilidad, que estaran
disponibles para el proceso de ensilaje.

El impacto de la aplicacion de las enzimas fibroliticas debera ser mayor sobre los hibridos
con mayor proporcion de fraccion vegetativa.

Asi también, es de esperar que el efecto serd mas marcado en los estadios fenoldgicos
avanzados, cuando aumenta la proporcién de la pared celular y presenta una estructura
maés refractaria.

El aumento en el contenido de azUcares simples facilitara el aprovechamiento por parte
de las BAL, y probablemente reduciendo el pH de estabilizacion. Asimismo, la mayor
velocidad de acidificacion disminuira el nivel de prote6lisis durante el ensilado,

determinando menores contenidos de proteina soluble y N-NHs.

b. Por su parte, las proteasas al hidrolizar las proteinas tipicas del grano de sorgo aumentaran la

disponibilidad del almidon contenido en los granulos. Por este motivo, se espera:

Que la respuesta al agregado de proteasas sea mayor en hibridos con mayor proporcion
de panoja.

Asi también, el efecto sera mas marcado en estadios fenoldgicos avanzados, cuando la
estructura de la matriz proteica y los granulos de almidén sean mas condensados, y por

lo tanto menos degradables.
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2.1.2. Objetivos

El objetivo general de este capitulo es evaluar el efecto de dos enzimas exogenas (fibroliticas y
proteasas) sobre la fermentacion y calidad nutricional de ensilaje de planta entera de dos sorgos
diferentes en dos estadios fenoldgicos distintos.

Los objetivos especificos son:

1. Determinar el impacto de dos hibridos diferentes sobre la fermentacion y calidad
nutricional del ensilaje de planta entera de sorgo.

2. Evaluar el efecto de dos estadios fenoldgicos distintos sobre la fermentacion y calidad
nutricional del ensilaje de planta entera de sorgo.

3. Describir el impacto de dos enzimas exdgenas sobre la fermentacion y calidad nutricional

del ensilaje de planta entera de sorgo.
2.2. MATERIALES y METODOS

2.2.1. Sitio experimental

El ensayo se localizé en el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria Estacion Experimental
Agropecuaria Reconquista (29°15°S 59°44°0), durante la campafia 2013/2014. EI experimento se
realizd sobre suelo agricola en siembra directa (Argiudol acuértico, 0-20 cm suelo: 12,8 ppm de P;
1,77 % M.O., 27,3 ppm NOg; 6,7 pH). El régimen pluviométrico de la campafia 2013/2014 en el sitio
experimental fue levemente superior al promedio histérico durante los primeros meses del ciclo del

cultivo, siendo las precipitaciones normales durante el llenado de los granos y la cosecha.
2.2.2. Tratamientos y disefio experimental

El experimento estuvo formado por dos ensayos. En el ensayo 1 se evaluaron dos hibridos de
sorgo, uno con baja proporcién de panoja (S1) y otro con alta proporcion de panoja (S2). S1
correspondi6 a un hibrido silero (F1497 — Forratec), con alta relacion tallo/hoja y tallos dulces, y S2
correspondio a un hibrido granifero doble proposito (F2490 — Forratec) con alta proporcién de grano
y de taninos. Cada variedad fue cosechada en dos estadios fenolégicos: grano pastoso (F1) y grano
duro (F2). La determinacion del estadio fenoldgico se realizo teniendo en cuenta la consistencia del
grano del tercio medio de la panoja. En F1 se evalud el rendimiento de biomasa aérea total y sus
componentes. Las plantas se cortaron a 30 cm de altura sobre el suelo y se picaron a 15 mm de
longitud tedrica de picado con una maquina picadora de forraje (JF2D, Berlato S.A., Buenos Aires,

Argentina). El forraje de cada subparcela fue mezclado separadamente con un complejo enzimatico:
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proteasas (PROT, E1), fibroliticas (FIBRO, E2) o control (CTRL, E3), usando un rociador para
cada tratamiento a fin de evitar contaminaciones cruzadas.

Los tratamientos fueron distribuidos en un disefio en bloques completos con un arreglo de
factores en parcelas divididas, donde la parcela principal correspondié a los dos hibridos, y las
subparcelas surgieron del arreglo factorial entre dos estados fenoldgicos y tres complejos enziméticos
(total de 12 tratamientos, i.e. 2 hibridos, 2 estados fenoldgicos, 3 complejos enzimaticos asignados
en 4 blogues). El siguiente esquema permite visualizar la organizacion espacial del ensayo general en

el campo.
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Figura 1. Esquema de la disposicion espaC|aI de Ios 12 tratamientos del ensayo 1, compuesto
por tres factores: hibridos (S1 y S2), estado fenoldgico (F1 y F2) y tratamientos enzimaticos
(E1, E2 y E3), dispuestos en bloques (B1 a B4).
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El tratamiento PROT correspondid a una proteasa alcalina (N° IUB 3.4.21.62) producida a partir
de Bacillus subtilis y se aplic a razén de 2 g de PROT kg™ de material fresco (MF). El tratamiento
FIBRO fue una mezcla de 70% de Xilanasa (Dyadic Xylanase Plus E.C. 3.2.1.8) y 30% de Celulasa
(Dyadic Cellulase CP CONC E.C. 3.2.1.4) y se aplicd a razon de 0,35 g de FIBRO kg™ de MF. El
tratamiento CTRL consistio en agregar el mismo volumen de agua destilada utilizado en los dos
tratamientos anteriores. Una vez aplicados los complejos enzimaticos el forraje mezclado con las
enzimas fue colocado en microsilos de PVC de 49 cm de largo y 110 mm de diametro, con igual nivel
de compactacion en todos los tratamientos (c.a. 260 kg MS m™), y se dejo estacionar durante 65 dias.
Se tomaron muestras de forraje del material original (MOr) y del material resultante luego del
proceso de ensilado (MEn). Las variables medidas en el ensayo 1 fueron: composicion quimica (MS,
CEN, PB, aFDNmo, FDA, LDA, CEL, HEMI y CSAIc), digestibilidad in vitro (DMS, DMO y
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DFNF), cinética de degradacion por produccion de gas in vitro (a, b, ¢, Tmax y tTmax) y perfil
fermentativo: pH, N-NH3, AGVs, CB y AT.

El ensayo 2 llamado “Evaluacion del efecto de enzimas exdgenas sobre la susceptibilidad a la
digestion del forraje de planta entera de sorgo” se llevd a cabo a partir de las muestras secas y molidas
de material original (MOr) del ensayo 1. Se utilizaron las muestras de los dos hibridos de sorgo (S1
y S2), pero solamente en el estado fenologico (F2) por considerarse mas refractaria a la accion de las
enzimas. Los tratamientos enzimaticos fueron los mismos del ensayo 1: enzimas fibroliticas (TXC),
enzimas proteasas (TP) y tratamiento control (TC, figura 2), se usé la misma dosis enzimética que
en el ensayo 1. Ademas, se realiz6 una caracterizacion de MOr previo a la incubacion con las enzimas
(TO).

[l | s2omee | ] s2ve |

I

I s

Figura 2. Esquema de la disposicion espacial de las subparcelas utilizadas para el ensayo 2.
Hibridos de sorgo S1 y S2. Tratamientos enzimaticos con enzimas proteasas (TP), enzimas
fibroliticas (TXC) y tratamiento control (TC), dispuestos en bloques (B1 a B4).

Las variables medidas en el ensayo 2 fueron: residuo, sobrenadante y perfil de monosacaridos
(ramnosa, fucosa, arabinosa, xilosa, relacion xil/ara, manosa, galactosa y glucosa). Se seleccionaron
dichas variables ya que el objetivo del ensayo fue evaluar la susceptibilidad de los carbohidratos
estructurales de la planta de sorgo a la accion de las enzimas exdgenas agregadas bajo condiciones

controladas.
2.2.3. Andlisis de laboratorio

Las muestras de MOr y MEn del ensayo 1 fueron estabilizadas por secado en estufa a 65°C
(MS65), y posteriormente fueron molidas con molino Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ,
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USA) hasta que las particulas pasaron a través de una malla de 1 mm. Sobre las muestras molidas se
determind el contenido de materia seca a 105°C (MS105) utilizando estufas con circulacion de aire
durante 4 horas y posteriormente se determino las cenizas (CEN) por ignicion en mufla a 550°C por
4 horas (AOAC International, 1990). El contenido de fibra insoluble en detergente neutro (aFDNmo),
fibra insoluble en detergente acido (FDA) y lignina insoluble en detergente &cido (LDA) fueron
determinadas segin Ankom (2005) y Goering and Van Soest (1970). El contenido de celulosa (CEL)
y hemicelulosa (HEMI) fueron calculados por diferencias (Cel = FDA - LDA), Hemi = aFDNmo -
FDA). El nitrogeno (N) total se determind por Kjeldhal, multiplicando luego por 6,25 para expresarlo
como proteina bruta (PB). También se calcul6 el contenido de carbohidratos solubles en alcohol al
80 % v/v (CSAIc) a través del método originalmente propuesto por McDonald and Henderson (1964).
Las muestras se caracterizaron ademas por la digestibilidad in vitro a las 48 h de la MS (DMS), MO
(DMO) y aFDNmo (DFDN), asi como por la cinética de produccion de gas in vitro (PG, Theodorou
et al., 1994), ajustadas a un modelo del tipo y= a+bx (1-e"Y); donde y es el gas producido, a es la
produccidn de gas de la fraccion inmediatamente solubles, b es el gas producido a partir de la fraccion
insoluble pero lentamente fermentable, ¢ es la tasa de produccion de gas para la fraccién insoluble,
a+b es la potencial produccion de gas, t es el tiempo de incubacion y L es el tiempo lag. El perfil
fermentativo fue caracterizado a través del pH (Playne and McDonald, 1966), contenido de nitrégeno
amoniacal (N-NHsz, AOAC International, 1990), y perfil de &cidos grasos volatiles (AGVs) por
cromatografia. La capacidad buffer (CB) se determiné sobre las muestras originales, mientras que en
los materiales fermentados se determind la acidez total (AT) de acuerdo al método propuesto por
Playne and McDonald (1966).

En el Ensayo 2 las muestras secas (1 g) fueron reconstituidas en agua destilada, la cual tenia
disuelta la dosis enzimatica (TP, TXC y TC), agregandose ademéas 30 ml de agua destilada. Luego
fueron dejadas a temperatura ambiente durante 24 horas con agitacion magnética. Las muestras
fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 15 minutos, luego se las separ6 en residuo | y sobrenadante
I. Luego, las muestras residuos | fueron resuspendidas en 30 ml de agua destilada y se las someti6
durante 3 horas a 90°C con agitacion magnética. Posteriormente las muestras fueron nuevamente
centrifugadas a 1500 rpm durante 15 min. Se separd el residuo Il del sobrenadante Il. Estos dos

componentes (residuo y sobrenadante) fueron liofilizados para calcular su contenido de MS.

La composicion de monosacaridos se determiné por hidrolisis y conversion de los monosacaridos
a sus correspondientes acetatos de alditol. Las muestras (residuos Il) se disolvieron en acido
trifluoroacético 13M (TFA, 37°C, 60 min), seguida por la dilucién del acido a 11,5M (100°, 60 min),

y por ualtimo a 2M (120°, 90 min) para alcanzar las condiciones habituales de hidrolisis para
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polisacaridos insolubles (Morrison, 1988). Luego los azucares fueron reducidos a alditoles mediante
tratamiento con borohidruro de sodio en NHz 1M (24 hs, T° ambiente). Posteriormente se pasaron
por una columna con resina de intercambio iénico Amberlite IR-120 (H+), eluyéndose con agua
destilada. Luego de la evaporacion del agua, el exceso de reactivo fue eliminado agregando metanol
y llevando a seco. Este paso se repitio tres veces. Los alditoles recibidos fueron derivatizados por
acetilacion, mediante reaccion con anhidrido acético y piridina (1:1; 100°C, 45 min). La mezcla de
acetatos de alditol se extrajo con cloroformo y seguidamente se realizaron lavados con agua destilada
y solucién saturada de bicarbonato de sodio; para eliminar por Ultimo cualquier resto de agua presente
en la fase cloroférmica con sulfato de sodio anhidro. Dicha fase fue llevada a seco y llevada a -20°C

hasta ser analizada por cromatografia gaseosa (CG).

Las muestras fueron analizadas usando un cromatdgrafo gas-liquido Agilent 7890A (Avondale
PA, USA) equipado con detector de ionizacion de llama (FID), utilizado N2 como gas portador y una
columna capilar SP-2330 (Supelco, Bellefonte PA, USA) de 30m de longitud, 0,25 mm de didmetro
y 0,20 um de espesor de la fase liquida, con un flujo de 1,3 ml min-1 y una relacion de split 25:1. La
temperatura del inyector y del detector fue de 300°C y las condiciones cromatograficas fueron las
siguientes: (a) de 200°C a 240°C a 2°C min-1 seguido por 15-min sosteniendo esa temperatura. A
partir de los cromatogramas obtenidos, se realizo la conversion de la informacion de areas de pico a
porcentajes molares de cada unidad. Los andlisis se realizaron en los laboratorios de la Catedra de

Quimica de Biomoléculas de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires.
2.2.4. Andlisis estadistico

Los resultados del ensayo 1 fueron analizados de acuerdo a un modelo de parcelas divididas
donde las parcelas principales correspondieron a los hibridos de sorgo (S1 y S2), y las subparcelas
surgieron de un arreglo factorial de Estado Fenoldgico x Enzima. Los hibridos (Parcelas principales)

fueron asignadas al azar dentro de blogues (b: 4), resultando el siguiente modelo:
Yigkm: 1+ i + 0 + Vij + B+ (aB)jic + 6m +(a6)im + (BE)km + (0BS)jkm + Eijiem

Donde:
Yijkm: €s la respuesta correspondiente a los cuatro bloques, al efecto de la combinacion de los
dos hibridos de sorgo en los dos estadios fenologicos y con los tres complejos enzimaticos.
: es el promedio general.
pi: es el efecto de los cuatro bloques.
aj: es el efecto de los dos hibridos de sorgo.
vij: es el error aleatorio de la parcela principal, vij ~ iid N (0, c%).
Bk: es el efecto de los dos estadios fenologicos.
(aP)jk: es el efecto de la interaccion entre los hibridos y los estadios fenolégicos.
dm: es el efecto de los tres complejos enzimaticos.
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(ad)jm: es el efecto de la interaccion entre los dos hibridos de sorgo y los dos complejos
enzimaticos.

(Bd)km: es el efecto de la interaccion entre los dos estadios fenoldgicos y tres complejos
enzimaticos.

(apd)jkm: es el efecto de la interaccion entre los dos hibridos de sorgo, los dos estadios
fenoldgicos y los tres complejos enzimaticos.

sijkm: €S el error aleatorio de la subparcela, sijkm ~ iid N (0, 62%).

Yii ¥ €ijkm Se distribuyen independientemente.

Para el analisis de los datos se utiliz el paquete estadistico SAS. Los resultados de la aplicacion
de las enzimas se compararon contra el Control utilizando el test de Dunnett. Para todos los casos las

diferencias se declararon significativas cuando P< 0,05.

Ademas, se realiz6 un andlisis multivariado a través de un andlisis de los componentes
principales (CP), para lo cual se realizd una seleccion de las variables mas importantes y en las que
era esperable encontrar correlacion. Se seleccionaron variables de composicién quimica (MS, PB,
CSAlc y componentes de la pared celular), variables de calidad nutricional (DMS y DFDN) y
variables del perfil fermentativo (CB y pH).

Para el ensayo 2“Evaluacion del efecto de enzimas exdgenas sobre la susceptibilidad a la
digestion del forraje de planta entera de sorgo”, los resultados fueron analizados de acuerdo a un

disefio en parcelas divididas. Siendo el modelo:
Yij: 1+ i +T) + Br + Eijk

Donde:
Yijkm: €S la respuesta correspondiente a los cuatro bloques y tres complejos enzimaticos.
H: es el promedio general.
pi: es el efecto de los hibridos de sorgo.
Tj: es el efecto de los tres complejos enzimaticos.
Bx: es el efecto de los cuatro bloques.
gijk: €s el error aleatorio de los dos sorgos, los tres complejos enzimaticos y los cuatro
boques.
&ijk se distribuyen independientemente.

El andlisis de los datos se realiz6 con el paquete estadistico Infostat (2008). Los resultados de la
aplicacion de las enzimas se compararon contra el Control utilizando el test de Tukey. Para todos los

casos las diferencias se declararon significativas cuando p< 0,05.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Caracterizacion del material original
2.3.1.1.Comparacion entre los hibridos con baja y alta proporcion de panoja

El analisis de composicion de la planta se realiz6 en estado pastoso (F1) y en coincidencia con lo
planteado inicialmente en el experimento, el S1 presentd menor proporcién de panoja y de hojas que
S2 (Cuadro 1; p< 0,05), concomitantemente se observo que S1 super6 a S2 en altura, proporcion de

tallo y rendimiento de biomasa.

Cuadro 1. Composicion de planta y rendimiento de biomasa de los dos hibridos
evaluados, en estado de grano pastoso.

Variable Hibridos* SEM? gi® p-valor
S1 S2

Altura (m) 2,25a 1,77b 0,02 23 <0,0001

Composicion (g kg*MS planta entera)
Hoja 100 b 129 a 4,2 23 0,0001
Tallo 788 a 418 b 16,8 23 <0,0001
Panoja 112 b 451 a 14,7 23 <0,0001
Rendimiento (kg MS ha!) 28829a 20723 b 967 23 <0,0001

1 S1y S2 corresponden a sorgos con baja y alta proporcion de panoja respectivamente.
2 Error estandar de la media.
% Grados de libertad.

La estructura de la planta tiene un alto efecto en la composicién quimica (Cabral et al., 2003;
Fernandes Perazzo et al., 2014) por lo que constituye una descripcion de relevancia para comprender
los resultados de indole quimico-nutricional. El analisis de la composicion quimica de los materiales
previos a ensilar mostrd que en coincidencia con la mayor proporcién de panoja en S2, se encontraron
mayores contenidos de MS, aFDNmo, FDA y CEN (p< 0,01; Cuadro 2). Estos resultados fueron
contrarios a lo esperado, dado que en S2, pese a su mayor proporcion de panoja, se registraron
mayores cantidades de las fracciones de fibra. Estos resultados son coincidentes con los hallados por
Neumann et al. (2002), quienes evaluaron cuatro hibridos de sorgo, dos forrajeros y dos graniferos
doble proposito (GDP), y encontraron que los tallos de los GDP tenian mayor proporcion de aFDNmo
y FDA que los forrajeros. Mientras que el contenido de la fraccion fibrosa fue igual para el
componente hojas de los hibridos forrajeros y GDP, la cantidad de aFDNmo y FDA de las panojas
fue independiente del grupo y varié entre los hibridos. El hallazgo en el trabajo de Neumann et al.
(2002) podria ser una explicacion tentativa de lo ocurrido en el presente trabajo, quienes ademas

observaron que los materiales precoces con mayor proporcion de granos en la MS de la planta
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tendieron a presentar mayor cantidad de aFDNmo en el tallo. Si bien los resultados del presente
trabajo son coincidentes con lo hallado por Neumann et al. (2002), es opuesto a lo reportado por
varios trabajos que coinciden en que la concentracion de aFDNmo y FDA disminuye cuando aumenta

la cantidad de panoja en la planta (Silva et al., 1999 y Cabral et al., 2003).

El analisis de los componentes de la pared celular no mostré diferencias entre los hibridos en
el porcentaje de HEMI, pero la concentracion de CEL fue mayor (p<0,0001) en S2 que en S1. A su
vez, la concentracion de LDA no difirio entre estados fenoldgicos para S1 (S1F1y S1F2, presentaron
55 g LDAkg? MS), en cambio para S2 disminuyd entre S2F1 y S2F2 (interaccion Hibrido x
Fenologia). Los valores de CSAlc también presentaron interaccion Hibrido x Fenologia, aumentando
significativamente entre F1 y F2 para S2. El contenido de CEN fue mayor en el hibrido (S2) con
mayor proporcion de panoja (<0,0001), lo que se contrapone a lo observado por Cabral et al. (2003),
quienes registraron una disminucién de esta con el incremento de la participacion de panoja en la
planta. Otros autores no encontraron diferencias en el contenido de CEN cuando compararon varios
hibridos con diferentes composiciones de plantas (Cabral Filho et al., 2005). Con relacién a la
concentracion de PB no se detectaron diferencias entre los hibridos pese a las importantes variaciones
en proporciones de hoja, tallo y panoja, lo que sugiere que pudo haber existido una compensacion
entre las partes de la planta y sus respectivas concentraciones de PB, o bien que la concentracion de
PB fue similar entre la parte vegetativa y reproductiva, resultados que coinciden con los reportados
por Cabral Filho et al. (2005) y Chaugool et al. (2013) al comparar diferentes hibridos. Tampoco se
encontraron diferencias en la CB, siendo los valores de 262 y 234 mEqg/kg MS en S1 y S2

respectivamente.

En cuanto a los valores de digestibilidad in vitro, la DMS fue significativamente menor
(<0,0001) en S2 que en S1. Sin embargo, esto fue coherente con los resultados antes discutidos de
concentracion de cenizas, fracciones de fibra, LDA, todos mayores en S2 y con un efecto negativo

sobre DMS. Efecto a su vez reforzado por la menor concentracién de carbohidratos solubles en S2.

El estudio de la contribucién de las distintas partes del cultivo (hoja, tallo y panojas) seria
sumamente importante para comprender las variaciones en el valor nutritivo del material cosechado,

aspecto que estuvo fuera de los alcances de esta tesis y que se espera poder abordar en el futuro.
2.3.1.2.Comparacion entre estados fenologicos

La falta de interaccion entre Hibridos y Fenologia para la mayoria de las variables descriptivas
de la composicion quimica (excepto para LDA y CSAIc) permiti6 realizar la comparacion directa de

los estados fenoldgicos. Como era esperable, el avance del estado fenoldgico estuvo acompafiado por
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un aumento (p <0,0001) de la MS y CEN, tal como lo reportaron con anterioridad otros autores para
MS (Black et al, 1980; Meeske et al., 1993; Pires et al., 2006; Araujo et al., 2007; Gul et al., 2008 y
Machado et al., 2012). Este resultado es coherente con el mayor estado de madurez del cultivo y

consecuente mayor proporcion de panoja en el F2 respecto a F1.

El avance en el estado de madurez de los sorgos disminuyo el porcentaje de aFDNmo, FDA
y PB (p< 0,012), asi como la CB (p= 0,028). La fraccién fibrosa disminuy6 pese a no haberse
detectado diferencias en la Hemicelulosa (p> 0,10) y Celulosa (p= 0,063). La reduccion de la
aFDNmo y FDA fue coincidente con lo reportado por Black et al. (1980), Pires et al. (2006) y por
Gul et al. (2008), y resultaria de un efecto dilutorio, producto del aumento de la proporcion de panoja
en la materia seca total, con el concomitante aumento en carbohidratos no estructurales. Estos
cambios, a su vez, redujeron la CB (p=0,028) como resultado de aumento de la proporcion de granos
en la masa seca total que cuentan con menor CB que la fraccion vegetativa (Playne and McDonald
1966). El pH del MOr de todas las muestras fue acido y present6 interaccion Hibrido x Fenologia (p<
0,05).

Los hibridos presentaron diferente respuesta segun el estado fenologico (p
HibridoxFenologia< 0,005) para LDA y CSAlc, como probable resultado de la notable diferencia de
proporcién de panoja para ambos Hibridos en F1 (S1F2= 112 y S2F2= 451 g de panoja kg-1 MS de
planta entera); esto podria explicar por qué en el S2 al pasar de F1 a F2 disminuyo el contenido de
LDA y aumentd el de CSAlc. Por el contrario, para S1 al avanzar el estado fenoldgico, no se
registraron cambios en LDA y disminuyd CSAlc como probable resultado de la migracion de CSAlc

desde la fraccidn vegetativa de las plantas hacia la panoja.

El avance de la fenologia de ambos sorgos también estuvo acompafiado por una disminucion
del contenido de PB (p= 0,012), resultados similares a los hallados por Johnson et al. (1971), Black
et al. (1980) y Hassan Khan et al. (2011), y esperable en virtud del inicio de los procesos de
senescencia de la fraccion vegetativa y aumento de los érganos reproductivos que presentan menor

contenido de proteina.

Por otro lado, el avance de la fenologia redujo la DMS, la DMO y la DFDN (p< 0,005), similar a
lo reportado por Johnson et al. (1971), Black et al. (1980), y Faria Junior et al. (2011). Sin embargo,
cabe resaltar que si bien las reducciones en DMS y DMO fueron numéricamente pequefias
(respectivamente 15 y 14 g kg™?), la disminucion en DFDN fue de mayor magnitud, en concordancia

con lo reportado por Black et al. (1980).
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Cuadro 2. Composicion quimica, digestibilidad in vitro, pardmetros de la produccion de gas in vitro y variables influyentes en la fermentacion del
material original de planta entera de sorgo, previo al proceso de ensilado.

) Hibridos! Fenologia? Hibridos x Fenologia®
Variables

S2 SEM* glI® p-valor F1 F2 SEM* gI5 pvalor S1F1 S1F2 S2F1 S2F2 SEM*  gbBb p-valor
MS, g kgt MV 275 341 889 6 0,002 274 343 70 10 <0,0001 245 306 302 380 100 12 NS
Composicion Quimica, g kgt MS
Cenizas 74 97 16 6  <0,0001 81 90 13 10 <0,0001 69 78 93 101 18 12 NS
Proteina bruta 66 66 42 6 NS 70 62 33 6 0,012 68 64 72 60 46 10 NS
aFDNmo 446 499 57 6  <0,0001 483 462 57 8 0,006 455 437 510 488 76 20 NS
FDA 279 309 38 6 0,008 302 286 37 8 0,003 286 272 318 300 51 20 NS
Hemicelulosa 167 190 60 6 NS 181 176 50 8 NS 170 165 193 188 67 20 NS
Celulosa 224 248 32 6  <0,0001 240 231 32 8 0,063 231 217 249 246 45 20 NS
LDA 55 61 16 6 0,003 62 5 15 8 0,001 55 55 68 54 20 20 0,001
Carb. Sol. Alcohol 162 103 20,7 4 0,001 120 144 206 4 NS 173 150 67 138 233 0,005
pH inicial 528 540 002 4 0,0059 545 523 002 4 <0,0001 534 522 556 5,24 0,03 0,011
CB, meq kg MS 262 234 148 6 NS 257 238 113 8  0,0283 271 253 244 223 16,0 NS
Digestibilidad in vitro
DMS, g kg*MS 633 565 32 10 <0,0001 607 591 31 10  0,0007 642 624 572 557 45 24 NS
DMO, g kg*MO 648 586 34 10 <0,0001 624 610 34 10  0,0053 655 641 593 579 48 24 NS
DFDN, g kg'tFDN 455 459 96 6 NS 479 434 97 6 <0,0001 472 437 486 432 11,3 10 NS
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) Hibridos! Fenologia? Hibridos x Fenologia®
Variables

S1 S2 SEM* glI® p-valor F1 F2 SEM* gI5 pvalor S1F1 S1F2 S2F1 S2F2 SEM* gI° p-valor
Parametros de produccion de gas in vitro
a, ml gt MS -5,5 6,0 15 6 NS -100 -15 14 6  <0,0001 -85 -25 -11,6 -0,5 1,8 10 0,0356
b, ml gt MS 261 237 37 6 0,0191 2598 2385 35 6  <0,0002 273,2 249,0 246,5 228,0 45 10 NS
c, ht 0,06 0,04 0001 6  <0,0001 0,05 0,05 0001 6 NS 0,06 0,06 0,04 0,043 0,002 10 NS
a, ml gt MO -38 -102 63 6 NS 71 69 47 6 NS 49 26 92 -11,3 66 10 NS
b, ml gt MO 271 264 171 6 NS 268,6 2665 128 6 NS 275,7 266,9 2614 266,1 179 10 NS
c, ht 0,17 0,04 o009 6 NS 0,17 0,04 0,09 6 NS 0,29 0,05 0,04 0,041 01 10 NS
TMax, mlh? 26,7 9,5 90 6  <0,0001 242 12,0 90 6 NS 39,4 139 9,0 10,0 120 10 NS
tTMax, h 2,7 25 04 6 NS 2,9 23 03 6 0,0287 2,7 2,7 3,1 1,8 04 10 NS

1S1y S2 corresponden a sorgos con baja y alta proporcion de panoja respectivamente.
2 F1y F2 corresponden a estadios fenoldgicos, grano pastoso y grano maduro respectivamente.

% Interaccion Hibrido x Fenologia.

4 Error estandar de la media.

® Grados de libertad.

® S1F1 vs S1F2, -8,5 vs -2,5, p= 0,0024, EE diferencia= 1,63; S2F1 vs S2F2, -11,6 vs -0,5, p< 0,0001; EE Diferencia= 1,59.
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El anéalisis de las variables de produccién de gas (cuadro 2) indicé que el avance en la fenologia
aumento el valor del parametro "a" como resultado de una disminucion de la fase Lag del proceso de
digestion, este cambio fue significativo para ambos sorgos, pero resulté de mayor magnitud para el
S2 (S1F1 vs S1F2, -8,5 vs -2,5, p= 0,0024, EE diferencia= 1,63; S2F1 vs S2F2, -11,6 vs -0,5, p<
0,0001; EE Diferencia= 1,59.) y estaria justificado por la mayor disponibilidad de CSAlc en F2.
Asimismo, la disminucion en el parametro "b" estaria asociada a la reduccion en la disponibilidad
para los microorganismos del rumen de los carbohidratos estructurales (reflejado en la menor DFDN

en F2). En ambos estados fenoldgicos, "c" resultd invariable.

2.3.1.3.Andlisis multivariado de los efectos de los hibridos y la fenologia sobre las

caracteristicas quimico-nutricionales del material original

En el analisis de componentes principales, el componente principal 1 (CP1) se relacion6
positivamente con los componentes de la pared celular (aFDNmo y FDA, r>0,7. Cuadro 3) y
negativamente con la DMS. EIl segundo componente principal (CP2) se relaciond positivamente con

el contenido de materia seca total (MS, cuadro 3).

Cuadro 3. Correlacion de las variables originales
del material original con los componentes
principales del analisis multivariado.

Correlaciones con las variables originales

Variables Ccp1* Ccp2™
aFDNmo 0,96 0,01
FDA 0,90 -0,02
Celulosa 0,77 0,21
Hemicelulosa 0,71 0,04
Lignina Detergente Acido 0,70 -0,53
pH 0,68 -0,42
Digestibilidad de la FDN 0,47 -0,69
Materia Seca 0,36 0,82
Proteina Bruta 0,16 -0,61
Capacidad Buffer -0,43 -0,51
Carbohidratos Solubles Alcohol -0,46 0,02
Digestibilidad Materia Seca -0,72 -0,54

“ Componente principal 1
“* Componente principal 2

El primer eje del ordenamiento (eje x) separd a los dos hibridos (S1 y S2), mientras que el segundo
eje (eje y) separ0 los estadios fenoldgicos (F1 y F2). El sorgo con alta proporcion de panoja (S2)
mostré una relacion positiva con los componentes de la pared celular (FDN, FDA, Hemi y Cel,

Cuadro 3), coincidente con lo hallado con el ANVA (Cuadro 2). Ademas, se observé una relacion
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negativa de este hibrido con el contenido de CSAlc y con la DMS (Cuadro 3). El segundo eje (CP2)
mostré una alta relacion del contenido de MS con el estadio fenolégico méas avanzado (F2, Cuadro 3
y Figura 3). El contenido de PB y la DFDN estuvieron positivamente relacionados con el primer

estadio fenoldgico (F1, cuadro 3y figura 3).

Material Original (datos de hibridos y fenologia)

5,001

2,501

0,00

CP 2 (21,5%)

-2,501

-5Y00_ T T T 1
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5,00
CP 1(42,1%)

Figura 3. Analisis de componentes principales (ACP) de la composicion quimica y calidad
nutricional del material original de los hibridos (S1y S2) y de los estadios fenol6gicos (F1
y F2) evaluados. Los puntos corresponden a resultados: S1F1, circulos blancos; S1F2,
triangulos negros; S2F1, circulos negros; S2F2, tridngulos blancos invertidos.

2.3.2. Composicion quimica, calidad nutricional y perfil fermentativo del ensilaje de planta

entera de sorgo tratado con enzimas exogenas
2.3.2.1. Comparacion entre los hibridos S1y S2

De acuerdo con lo planteado en el objetivo especifico 1 de este capitulo, se determind el impacto
de dos hibridos diferentes sobre la composicion quimica, calidad nutricional y perfil fermentativo de
ensilaje de planta entera de sorgo (cuadro 4). Al igual que en el forraje original se observo mayor (p=
0,0009) contenido de MS en el hibrido S2, diferencia debida a que S2 presentd una mayor proporcion
de panoja (451g contra 112 g de panoja kg MS de planta entera®), que es el componente con mayor
contenido de MS (Fernandes Perazzo et al., 2014). La estructura de planta de S1 tuvo mayor
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contenido de hojas y tallos (100 y 788 g de componente kg™ MS de planta entera respectivamente)
por lo que su contenido de MS fue menor (241 g kg* MH). El contenido de CEN fue mayor (p=

0,017) en S2, diferencia analoga a la encontrada en el material original.

Las concentraciones de aFDNmo y de FDA de los ensilajes de sorgo no difirieron entre ambos
hibridos, a diferencia de lo observado en el material original, donde S2 supero a S1. Esta diferencia
entre el material original y luego de la fermentacion responderia a la hidrolisis de los carbohidratos
de la pared celular (Jaurena and Pichard, 2001) y fermentacién de sus productos, asi como de otros
compuestos (e.g. carbohidratos solubles), lo que modifica las proporciones entre las fracciones
mencionadas. No hallandose diferencias significativas en el contenido de HEMI, CEL ni de LDA.

Los valores de DMS y DMO fueron mayores en S1 (p<0,0001), contrariamente a lo esperado,
dado que fue el hibrido con menor proporcion de panoja, sin embargo, el material original de S1 tuvo
menos LDA que el hibrido S2, diferencia que desaparecio luego del ensilado. Otros autores (Hart
1990; Andrade y Carvalho 1992 y Hunt et al. 1993) también reportaron que la DMS no aumenté con
el incremento del contenido de granos en ensilajes de sorgo, lo que indicaria la existencia de otros
factores que también afectan los valores de DMS. En cuanto a los valores de digestibilidad de la fibra
insoluble en detergente neutro (DFDN), no se detectaron diferencias entre hibridos, al igual que en el
material original, pero se not6 una marcada reduccion (valores medios, pre-ensilaje= 457 g FDN kg’
L FDN, post-ensilaje= 413), sugiriendo que el proceso fermentativo redujo la digestibilidad de la FDN
como consecuencia de la pérdida de las fracciones méas degradables de la FDN original. En
correspondencia con la mayor DMS y DMO observada en S1, también se observo una mayor tasa de

degradacion (“c”; p= 0,04) y mayor tasa maxima de produccion de gas (TMax; p=0,029; Figura 5).

El perfil fermentativo, considerando los valores de pH, N-NH3, AGVT y Lac/AGVT indican que
en todos los casos los materiales presentaron una buena fermentacion lactica. No obstante, el pH y la
AT de los ensilajes de S1 resultaron respectivamente méas bajos y mayores (p<0,0001) que los de S2,
en correspondencia con el mayor contenido de carbohidratos facilmente fermentables del material
original. Si bien, no hubo diferencias en la produccion de AGVT ni de N-NHs, la concentracion de

propidénico en S1 fue mayor (p< 0,02).
2.3.2.2. Comparacion de los estados fenolégicos (ANOVA)

Evaluando el efecto de la fenologia sobre la calidad nutricional y el perfil fermentativo del ensilaje
de planta entera de sorgo (cuadro 4), planteado en el objetivo especifico 2 se observo que el contenido
de MS aumenté (p=0,001) en el estadio méas avanzado con respecto al mas temprano, efecto similar

al observado en el material original. La fenologia no tuvo efecto significativo en el contenido de CEN
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y de PB de los ensilajes de sorgo, a pesar de que el contenido de PB fue significativamente diferente
en el MOr. Ciertos autores encontraron un descenso en el contenido de PB con el avance de los
estadios fenologicos (Meeske et al., 1993; Pires et al., 2006 y Abdelhadi and Tricarico, 2009).
Snyman and Joubert (1996) evaluaron ensilajes de sorgo y también observaron una disminucion en
el contenido de PB entre los estadios vegetativos y floracion, sin embargo, esta diferencia no fue
significativa entre la floracion y la madurez. Analizando el contenido de PB de la planta entera en
relacion a los estadios de maduracion de los granos de la panoja de sorgo, Aradjo et al. (2007)
observaron que el descenso en el contenido de PB se produjo entre los estadios lechoso y pastoso,
luego de lo cual no se observaron diferencias entre los estadios pastoso, harinoso y duro, lo que
concuerda con lo hallado en este trabajo. El contenido de CSAIc fue similar entre F1 y F2 en los
ensilajes evaluados. Sin embargo, estos valores fueron considerablemente menores a los valores de
CSAlc de F1 y F2 de los respectivos materiales originales como es de esperar, ya que estos CSAlc
fueron utilizados por las BAL durante el proceso fermentativo.

Los componentes de la pared celular (aFDNmo, FDA, Hemi, CEL y LDA) de los ensilajes no
fueron diferentes entre los dos estadios fenoldgicos evaluados (F1 y F2, Cuadro 4). Esto concuerda
con lo hallado por Molina et al. (2002) y Araujo et al. (2007), y se diferencia de otros autores (Black
etal., 1980, Esmail et al., 1991, Pires et al., 2006 y Faria Junior et al., 2011) quienes observaron una
disminucion del contenido de aFDNmo y FDA con el avance fenoldgico. Estos autores atribuyen
dicha disminucion al efecto de dilucién por el aumento de la panoja en la planta a medida que avanza
la madurez. Esta disminucion se daria entre los estadios lechoso y pastoso (Esmail et al., 1991; Pires
et al., 2006 y Faria Junior et al., 2011) y no posteriormente entre pastoso y duro (Pires et al., 2006 y
Faria Junior et al., 2011), estadios coincidentes con este trabajo. Como se mencion6 anteriormente el
contenido de LDA no difiri6 entre F1 y F2, tal como también reportaran otros autores (Aradjo et al.,
2007; Faria Junior et al., 2011 y Machado et al., 2012).

Segln Van Soest (1994), el contenido de LDA de una forrajera es el principal factor limitante de
la digestibilidad, debido a la incrustacion sobre los polisacaridos de la pared celular, volviéndolos
menos accesibles a la accion de las bacterias y alterando tanto la tasa como la extension de la
digestion. En este trabajo, los valores de DMS y DMO no fueron afectados por los estadios
fenoldgicos. Esto concuerda con los resultados hallados por Araujo et al. (2007) y Pires et al. (2006)
quienes observaron un comportamiento variable de la DMS con el paso de los estadios fenoldgicos
para diferentes hibridos (diferentes composiciones de planta). Sin embargo, otros autores (Black et
al., 1980; Snyman and Joubert, 1996; Farias Junior et al., 2011) observaron una disminucion de la

DMS con el avance fenoldgico de sorgos ensilados. El efecto del avance de los estadios fenologicos
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sobre la DMS es variable entre diferentes materiales debido a variaciones en las proporciones de la
planta (tallo, hojas y panoja) y a las diferencias en los valores nutricionales de esas fracciones, lo que
interfiere en la calidad final de los ensilajes de sorgo. En el presente trabajo, la DFDN de F1 fue
significativamente mayor (p=0,005), lo que concuerda con lo hallado por Black et al. (1980), quienes
observaron una DFDN significativamente mas alta en floracion temprana, disminuyendo en grano
pastoso y pastoso-duro. El andlisis de la cinética de degradacion indicé que con el avance en la
fenologia aumento el valor del pardametro "a" como resultado de una disminucion de la fase Lag del
proceso de digestion, este cambio fue de mayor magnitud para el S2 (-8,2 y -2,1 ml gt MS) y estaria
en parte explicado por a mayor disponibilidad de CSAIc en F2. El parametro “c” también fue mayor

en F1, indicando la mayor tasa de degradacion.

Respecto al proceso fermentativo, los valores de pH, AT y N-NH3z no difirieron entre ambos
estadios fenoldgicos, en correspondencia con las concentraciones similares de CSAlc de los MOr en
F1yF2 (Cuadro 2). No obstante, los contenidos de &cido lactico y acético fueron mayores (p=0,0102)

en los ensilajes en F1.

2.3.2.3.Efecto de las enzimas PROT y FIBRO (ANOVA)

La evaluacién del agregado de las dos enzimas ensayadas (cuadro 4) no arrojé diferencia para
ninguna de las variables analizadas sobre la composicion quimica, calidad nutricional y perfil
fermentativo del ensilaje de planta entera de sorgo (Objetivo especifico 3). El contenido de PB no fue
afectado por las enzimas aplicadas, concordando con lo hallado por Thomas et al. (2013) quienes no
registraron efecto significativo de la aplicacion de enzimas fibroliticas sobre el contenido de PB en
ensilajes de sorgo, utilizando una dosis de enzimas similar a la aplicada en este trabajo. En estudios
realizados sobre silaje de otras especies (Henrique and Vieira Bose, 1992; Chen et al., 1994; Sheperd
and Kung, 1996b; Zahiroddini et al., 2004; Dean et al., 2005 y Young et al., 2012) los autores
tampoco observaron efectos de la aplicacion de enzimas exdgenas sobre el contenido de PB. En
cambio, Xing et al. (2009) observaron un aumento del contenido de PB con la aplicacion de enzimas
celulasas y xilanasas ensilaje de la parte forrajera de la planta de sorgo, a pesar de haber usado una
dosis 10 veces menor a la del presente trabajo.
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Cuadro 4. Composicién quimica, digestibilidad in vitro, pardmetros de la produccion de gas in vitro y perfil fermentativo de los ensilajes de dos hibridos de

sorgos, en dos estadios fenologicos y tratados con enzimas exogenas.

Hibridos! Fenologia? Enzimas® Contrastes Interacciones*

variables s1 S2 SEM® gI° p-valor FL P2 sems gf P EL B2 B3 sEme gf P FRERELS e neE e e
Composicién Quimica
MS, g/lkg MV 241 332 10,6 6 0,0009 269 304 90 12 0,001 286 283 291 10,1 18 NS NS NS NS NS NS NS
CEN, g/kg MS 86 100 22 6 0,017 92 94 21 8 NS 93 92 93 24 13 NS NS NS NS NS NS NS
PB, g/kg MS 68 65 29 6 NS 69 64 25 14 NS 68 69 63 30 23 NS NS NS NS NS NS NS
aFDNmo, g/kg MS 492 503 99 6 NS 494 501 81 5 NS 506 485 501 90 8 NS NS 0,036 NS NS NS NS
FDA, g/kg MS 295 284 62 6 NS 290 287 62 9 NS 294 284 288 75 16 NS NS NS NS NS NS NS
Hemi, g/kg MS 197 220 62 6 NS 203 214 6,2 42 NS 212 201 213 78 42 NS NS NS NS NS NS NS
Cel, g/lkg MS 239 235 60 6 NS 240 234 6,0 42 NS 246 229 236 74 42 NS NS NS NS NS NS NS
LDA, g/kg MS 56 48 40 5 NS 51 53 40 4 NS 49 55 52 40 5 NS NS NS NS NS NS 0,024
CSAlc, g/lkg MS 87 65 150 6 NS 80 73 150 4 NS 84 76 68 160 6 NS NS NS NS NS NS NS
Digestibilidad in vitro
DMS, g/kg MS 563 512 7,7 42 <0,0001 547 528 7,7 42 NS 539 538 535 93 42 NS NS NS NS NS NS NS
DMO, g/kg MO 580 536 74 42 <0,0001 567 549 74 42 NS 560 560 555 91 42 NS NS NS NS NS NS NS
DFDN, g/kg FDN 408 419 195 6 NS 435 392 172 4 0,005 419 405 417 186 6 NS NS NS NS NS NS NS
Parametros de la produccion de gas in vitro
a, ml/gMS -4,1 -6,3 22 8 NS -8,2 -2,1 22 8 0,038 -6,3 -5,2 -4,0 26 14 NS NS NS NS NS NS NS
b, ml/ g MS 233,6 230,4 87 6 NS 2349 229,2 80 16 NS 2415 226,7 2279 95 26 NS NS NS 0,009 NS NS NS
c, /h 0,037 0,033 0,001 6 0,0445 0,04 0,03 0,001 17 0,0029 0,03 0,03 0,03 0,001 27 NS NS NS 0,015 NS NS NS
a, ml/g MO -11,6 -14,8 40 8 NS -13,2 -13,2 40 8 NS -147  -144 -104 46 13 NS NS NS NS NS NS NS
b, ml/g MO 264,4 280,2 110 6 NS 275,2 269,4 106 7 NS 271,3 279,0 266,7 120 11 NS NS NS NS NS NS NS
¢, /h 0,04 0,04 0,003 6 NS 0,04 0,04 0,002 8 NS 0,04 0,04 0,04 0,003 11 NS NS NS NS NS NS NS
TMax, ml/h 8,6 75 03 6 0,029 79 8,1 0,3 15 NS 8,3 79 7.9 03 24 NS NS NS NS NS NS NS
tTMax, h 2,4 2,4 05 5 NS 2,7 2,1 05 4 NS 23 2,2 2,7 05 6 NS NS NS NS NS NS NS
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Hibridos! Fenologia® Enzimas® Contrastes Interacciones*
variables s1 s2 SEM® gl° p-valor F1 F2 SEM® gI° V;’I;r El E2 E3 SEM® gI° V;;Jr 5&532 Eég’ > HxF HxE FxE HxFxE

Perfil Fermentativo

pH 3,76 3,93 0,01 6 <0,0001 3,84 3,85 0,01 40 NS 3,83 3,84 3,86 0,0 40 NS NS NS NS NS NS NS
AT, (meg/kg MS) 1097 744 385 6 0,0005 930 911 36,0 17 NS 924 939 899 420 27 NS NS NS NS NS NS NS
N-NH3, % NT 4,99 4,83 0,7 4 NS 3,7 6,1 07 4 NS 55 4,6 4,6 07 5 NS NS NS NS NS NS NS
Ac. Acético, %bs 1,2 1,1 01 6 NS 1,3 0,9 0,13 9 0,0148 1,2 12 10 014 12 NS NS NS NS NS NS NS
Ac. Propionico, %bs 0,8 04 01 32 0,0176 0,7 0,5 01 32 NS 0,7 0,6 0,6 01 32 NS NS NS NS NS NS NS
Ac. Butirico, %bs ND ND ND ND ND ND ND - - - - - -
Ac. Lactico, %bs 5,6 47 0,3 10 NS 59 44 0,3 10 0,0102 54 50 51 04 10 NS NS NS NS NS NS NS
AGVs Totales, %bs 3,2 33 13 6 NS 3,3 31 08 5 NS 41 3,0 2,7 09 11 NS NS NS NS NS NS NS
Lac/AGVs totales, g/g 0,7 0,7 0,03 2 NS 0,7 0,7 00 4 NS 0,7 0,7 0,7 00 8 NS NS NS NS NS NS NS
Prop/AGVs totales, g/g 0,3 0,2 0,04 6 0,06 0,2 0,2 00 5 NS 0,2 0,2 0,2 00 6 NS NS NS NS NS NS NS
Lac/Acético, g/g 57 44 15 3 NS 4,9 5,2 15 3 NS 4,3 4.8 6,0 15 3 NS NS NS NS NS NS NS

1S1y S2 corresponden a sorgos con baja y alta proporcion de panoja respectivamente.
2 F1y F2 corresponden a estadios fenol6gicos, grano pastoso y grano maduro respectivamente.

$ E1, E2 y E3 corresponden a los tratamientos enzimaticos, PROT, FIBRO y CTRL respectivamente.

4 Interacciones

HXE: Hibridos x Enzimas

HxF: Hibridos x Fenologia
FXE: Fenologia x Enzimas

HxFXE: Hibridos x Fenologia x Enzimas
5Error estandar de la media.
6 Grados de libertad.
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En el presente trabajo las enzimas aplicadas no afectaron el contenido de aFDNmo y de FDA del
ensilaje de sorgo, al igual que otros autores (Sheperd and Kung, 1996a y Zahiroddini et al., 2004) lo
reportaron en ensilajes de otras especies cuando aplicaron enzimas exdgenas a una dosis similar. Sin
embargo, cuando se aplicaron dosis mayores de enzimas fibroliticas se observo una reduccién del
contenido de aFDNmo y FDA, (Sun et al., 2009; Adogla-Bessa et al., 1999; Sheperd and Kung 1996b;
Spoelstra and Wikselaar, 1992y McHan, 1986). Sin embargo, en este trabajo se observd diferencia
significativa en el efecto de la enzima FIBRO (E2) con respecto a la enzima PROT (E1, contrastes
en cuadro 4) sobre el contenido de aFDNmo. El contenido de HEMI no fue afectado por las enzimas
contraponiendose al resultado encontrado por Sheperd and Kung (1996b) quienes registraron una
disminucion de HEMI con el aumento de la dosis de enzimas fibroliticas. EI contenido de CEL no
mostré diferencias significativas por la aplicacion de enzimas. El contenido de lignina (LDA)
presentd interaccion entre los tres factores: hibridos, fenologia y enzimas. El contenido de
carbohidratos solubles en alcohol (CSAlc) del ensilaje de sorgo no fue afectado por el tratamiento
enzimatico, lo que concuerda con los resultados hallados por Chen et al, 1994 en ensilaje de maiz,
quien utilizé una dosis menor a la del presente trabajo. Sin embargo, los resultados hallados en este
trabajo se contraponen a lo hallado por Thomas et al. (2013) en ensilaje de sorgo utilizando una dosis
similar y por otros autores en varias especies ensiladas (McHan 1986; Adogla-Bessa et al., 1999;
Colombatto et al, 2004a; Dean et al, 2005; Xing et al, 2008 y Sun et al, 2009), quienes registraron un

aumento del contenido de CSA con la aplicacion de enzimas fibroliticas.

La aplicacion de enzimas exdgenas no afecto los valores de digestibilidad in vitro de la materia
seca (DMS) y de la materia organica (DMO) de los ensilajes. Estos resultados concuerdan con los
hallados por otros autores (van Vuuren et al, 1989, Adogla-Bessa et al, 1999, Sheperd and Kung
1996a) quienes tambien aplicaron enzimas fibroliticas exdgenas en ensilajes. De la misma manera,
Eun and Beauchemin (2008) no encontraron diferencias significativas en los valores de DMS cuando
aplicaron proteasas en ensilaje de maiz a una dosis mayor al tratamiento PROT del presente trabajo.
Sin embargo, varios autores evidenciaron que la aplicacion de enzimas exdgenas previo al proceso
de ensilado aument6 la DMS y DMO (McHan, 1986; Mao et al., 2013; Sun et al., 2009; Xing et al.,

2008; Thomas et al., 2013) en distintas especies, independientemente de la dosis utilizada.
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Figura 4. Curvas de produccion de gas acumulado de los ensilajes de planta entera de

sorgo tratados con enzimas exogenas. Proteasas (E1, cuadrados), Fibroliticas (E2,

triangulos), Control (tridngulos invertidos) y del material original (MOr, circulos).
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triangulos), Control (tridngulos invertidos) y del material original (MOr, circulos).



La aplicacion de enzimas exdgenas (PROT y FIBRO) no tuvo efecto sobre la DFDN de los
ensilajes tratados, en comparacion con el CTRL. Resultados similares fueron hallados por otros
autores (Gallardo et al., 2010; Alvarez et al., 2009; Yang et al., 2000 y Sheperd and Kung 1996a),
quienes utilizaron dosis similares a la de este trabajo y tampoco registraron efecto de la aplicacion de
enzimas exdgenas sobre la DFDN en diferentes especies. Por el contrario, existen trabajos que
registraron aumentos en la DFDN cuando fueron agregadas enzimas fibroliticas exdgenas (Mao et
al., 2013 y Xing et al., 2008) y enzimas proteasas exogenas (Eun et al., 2007 y Eun and Beauchemin,
2008). Thomas et al. (2013) quienes usaron una dosis similar a la de este trabajo, observaron que la
DFDN aument6 con la aplicacion de enzimas fibroliticas solamente en 2 de los 4 hibridos de sorgo
evaluados, teniendo mayor efecto en los hibridos con mayor concentracion de carbohidratos

estructurales.

La aplicacion de enzimas exdgenas no tuvo efecto en la cinética de degradacion del ensilaje de
planta entera de sorgo (cuadro 4). EI mayor efecto observado en la cinética de degradacion fue el
proceso de ensilado en si, o sea la diferencia entre MOr y MEn, (MOr lineas continuas en figuras 4 y
5). Los otros factores que también afectaron la cinética de degradacion fueron los hibridos y la
fenologia, los que modificaron el pardmetro “c” (cuadro 4). El S1 (dos cuadros superiores en la figura
5) tuvo una tasa de degradacion mayor respecto a S2, y F1 (dos cuadros de la izquierda en la figura
5) también se degradd a una velocidad mayor que F2.

No se observaron efectos significativos con la aplicacién de dos enzimas exdgenas a ensilaje de
planta entera de sorgo. Este hecho puede deberse a que las condiciones ambientales (pH y
temperatura) de fermentacion no fueron las adecuadas para que las enzimas aplicadas expresaran su
méaxima actividad y mostrar un efecto diferencial frente al tratamiento control (agua destilada), en el
cual ocurri6 una hidrolisis natural a través de enzimas procedentes de la planta y los microorganismos.
Esto es dificil de saberlo, ya que no se realizaron mediciones seriadas, de pH y temperatura durante
el proceso de fermentacion, sin embargo, el pH del ensilaje al momento de la apertura de los

microsilos demostrd que el proceso fermentativo fue éptimo.

La falta de efectos asociados con la aplicaciéon de las enzimas pudo haberse debido a que las
condiciones ambientales (fundamentalmente pH y temperatura) durante la fermentacién no fueron las
adecuadas para que las enzimas expresaran su actividad, diferenciandose del control (agua destilada)
donde la hidrolisis fue causada por las enzimas procedentes de la planta y de los microorganismos
nativos. En el caso particular de PROT, su principal sustrato potencial correspondia a la matriz
proteica del grano, por lo cual las posibilidades de deteccion de su efecto estuvieron condicionadas

por la participacion relativa del grano en la masa de forraje ensilada.
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2.3.2.4. Efecto de los hibridos, la fenologia y las enzimas sobre la composicién quimica y

calidad nutricional del ensilaje de planta entera de sorgo. Analisis multivariado.

El cambio mas importante en la composicién quimica del material vegetal fue dado por el proceso
de ensilado y no por la aplicacion de las enzimas, que se evidencia en la posicion en el primer eje del
ordenamiento, que es el que explica la mayor proporcion de la variacion (figura 6 y figura 7). Ademas,
mientras el material original es relativamente homogéneo para cada hibrido y estado fenoldgico
(circulos de la derecha en figura 6 y figura 7) el proceso de ensilado aumenté la variabilidad en la
composicion quimica, independientemente del tratamiento enzimatico aplicado (dispersion de puntos
en el plano del ordenamiento). En este sentido, el cambio mas consistente con el proceso de ensilado

fue la disminucion de la DMS y del CSAIc en todos los materiales.

Cuadro 5. Correlacion de las variables originales con los componentes principales
(CP 1y CP 2) de los ensilajes tratados con enzimas exdgenas.

. S1F1! S1F2? S2F13 S2F24
Variables

CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2
Materia Seca 0,68 -051 091 -0,40 -0,26 -0,74 0,67 0,23
Cenizas -0,97 0,13 -0,98 0,11 -0,92 -0,17 0,76 -0,61
Proteina Bruta 0,08 09 -042 055 0,36 0,86 -0,02 0,82
aFDNmo -0,85 0,34 -0,96 -0,10 045 0,70 -0,50 -0,68
FDA -0,80 -0,56 -0,78 -0,52 0,99 -0,02 0,78 -0,54
Hemicelulosa -0,46 0,77 -0,86 0,13 -0,86 0,44 -0,86 -0,21
Celulosa -0,74 -0,65 -0,68 -0,67 0,68 -0,46 0,56 -0,73
Lignina Detergente Acido 0,26 0,71 -043 0,74 091 0,32 0,87 0,33

Carbohidratos Solubles Alcohol 0,80 -0,28 0,95 -0,18 0,69 -0,68 0,80 0,22
Digestibilidad de Materia Seca 0,98 -0,04 0,99 0,09 097 -0,14 0,97 0,12
Digestibilidad de la FDN 0,72 040 088 044 097 -0,01 0,81 -0,02
pH 0,99 -0,09 099 -0,22 098 0,07 0,98 0,07
! sorgo con baja proporcion de panoja en estado fenoldgico grano pastoso.
2 sorgo con baja proporcion de panoja en estadio fenoldgico grano maduro.
3 sorgo con alta proporcion de panoja en estadio fenoldgico grano maduro.
4 sorgo con alta proporcion de panoja en estadio fenoldgico grano maduro.

En el hibrido con menor proporcion de panoja y en el estadio fenologico de grano pastoso (S1F1,
figura 6), los dos componentes explicaron el 83% de la variacion total. EI componente principal 1 se
relaciond positivamente con el pH, los CSAlc, la DMS y la DFDN, y negativamente con CEN y los
componentes de la pared celular FDN y FDA (cuadro 5). EI componente principal 2 tuvo una alta
relacion positiva con PB, Hemi y LDA. El material original S1F1 tuvo mayor contenido de MS y
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CSAlc que los ensilajes resultantes. Ademas, tuvo mayor DMS y DFDN (Cuadro 5). Luego del
proceso de ensilado, este sorgo presentd mayor contenido de pared celular (FDN, FDA, Hemi y Cel),
menor DMS y DFDN, al igual que menor pH que el material original. Esto fue esperable debido a

que los CSAlc fueron fermentados por las bacterias con la produccion de AGVs.

En el hibrido S1 en el estadio fenoldgico de grano duro (S1F2, figura 6, abajo), la CP1 tuvo una
relacion positiva con la MS, CSAlc, pH, DMS y DFDN; y una relacion negativa con los componentes
de la pared celular (FDN, FDA y Hemi) y la CEN (cuadro 5 y figura 6, abajo). La CP2 tuvo una
relacion positiva con la LDA y se relaciond negativamente con la Cel. Entre las dos componentes
(CP1 y CP2), explicaron el 87,7% de la variacion del total de datos analizados. Al igual que en el
caso anterior, el material original se caracterizd por haber sido mas homogéneo que los ensilajes
resultantes tratados con enzimas (figura 6). El material original tuvo mayor contenido de MS y CSAlc,
ademas presentd6 mayor DMS y DFDN que los ensilajes. Por otro lado, los ensilajes presentaron
mayor contenido de los componentes de la pared celular (FDN, FDA, Hemi, Cel y FDA), ademas de

un mayor contenido de CEN.

En el caso del sorgo con alta proporcion de panoja en el estadio fenologico de grano pastoso
(S2F1, figura 7, arriba), la CP1 tuvo una relacién positiva con la FDA, LDA, pH, DMS, DFDN; y se
relacion6 negativamente con el contenido de CEN y la Hemi. EI CP2 tuvo una relacion positiva con
laPBy la FDN; y una relacion negativa con el contenido de MS. Entre los dos CP se explicé el 86,5%
de la variacion total de los datos analizados. Se observo que el material original tuvo mas FDN, FDA,
Cel y LDA que los ensilajes resultantes, y ademas esa FDN fue més digestible (DFDN) que en los

ensilajes.

En el caso del sorgo S2 en el estadio fenologico F2 (S2F2, figura 7, abajo), la CP1 tuvo una
relacion positiva con DSM, DFDN, pH, LDA, CSAlc y FDA. El CP2 se relacion6 positivamente con
PB. Se observo que el material original fue muy homogéneo respecto a los ensilajes resultantes
tratados con enzimas exdgenas. Dicho material original tuvo mayor contenido de MS y de CSAlc que
sus respectivos ensilajes. Los ensilajes tuvieron mayor contenido de FDN y Hemi, y valores de pH

inferiores.
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Figura 6. Analisis de componentes principales (APC) del efecto de la aplicacion de enzimas
exogenas sobre los materiales originales (circulos) de S1F1 arriba y S1F2 abajo. Proteasas
(E1, cuadrado), Fibroliticas (E2, triangulo), Control (triangulo invertido).
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2.3.2.5. Evaluacion del efecto de enzimas exdgenas sobre la susceptibilidad a la digestion del

forraje de planta entera de sorgo

El ensayo 2 tuvo como proposito analizar en condiciones estandarizadas (24 h) el efecto de las
enzimas sobre la hidrdlisis de ambos tipos de sorgo (S1 y S2) en estado F2 (por considerarse méas
refractario a la accion de las enzimas). EI material original (TO) present6 mayor contenido de pared
celular, y menor variacion que los materiales tratados con enzimas (Figura 8). El tratamiento control
(TC; material incubado solamente con agua destilada), presenté mayor residuo (p=0,003; Cuadro 6)
que los materiales incubados con la proteasa (TP) y la enzima fibrolitica (TXC). Asimismo, los dos
materiales tratados con enzimas fueron diferentes, ya que TP presenté mayor (p=0,045) contenido de
pared celular que TXC (cuadro 6).

Cuadro 6. Residuos de los forrajes de planta entera de sorgo luego de ser incubados con enzimas
exogenas.

_ Tratamientos! o Contrastes
Variable SEM? GF  Jor TO Vs TCvs TP vs
TO TC TP TXC TC+TP+TXC  TP+TXC TXC
Residuo, mggtMs 647 606° 577° 543° 116 27 <00001  <0,0001 0,003 0,045

! Tratamientos: TO Materiales originales, TC tratamiento control, TP tratamiento con Proteasas,
TXC tratamiento con Fibroliticas.

2 Error estandar de la media.

% Grados de libertad.

Estos resultados se contraponen a lo hallado en el ensayo 1 donde no hubo diferencias entre los
tratamientos enzimaticos. Consecuentemente, cabe preguntarse ¢Por qué las enzimas tuvieron efecto
en el ensayo 2, pero no en el ensayo 1? Posiblemente las condiciones ambientales (pH y temperatura)
durante el proceso de ensilado no fueron las Gptimas para que las enzimas expresen su maxima
actividad enzimatica, mientras que en el ensayo 2 éstas fueron controladas (sobre todo temperatura y
pH) que pudieron haber permitido una actividad mas efectiva. Resultados anteriores (Colombatto y
Beauchemin, 2003) hacen referencia a la influencia de las condiciones ambientales sobre la actividad

enzimatica.

La comparacion entre los resultados de los ensayos 1 y 2 muestran que los “residuos” (Ensayo.
2) fueron mayores que los contenidos aFDNmo (ensayo. 1), lo cual posiblemente se deba a que los

residuos no pasaron por los 65 dias de fermentacion del Ensayo 1.
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Figura 8. Efecto de enzimas exdgenas sobre la susceptibilidad a la digestion
del forraje de planta entera de los dos sorgos (S1y S2). TO: material original,
TC: tratamiento control, TP: tratamiento con enzima proteasa y TXC:
tratamiento con enzimas fibroliticas.

El analisis de los carbohidratos de la pared celular mostr6 escasos efectos asociados con los
tratamientos con enzimas en el S1 y ninguno en S2. En S1, todos los materiales incubados (TC, TPy
TXC) presentaron menores concentraciones de manosa que el material original (TO), lo que sugeriria
una solubilizacién de estos compuestos desde la pared celular, posiblemente por efecto de las enzimas
aplicadas o las propias de la planta (en TC), combinado con el calor (90°C) del tratamiento. Ambos
tratamientos enzimaticos (TP y TXC) indujeron una reduccidn en la fraccion de galactosa, sugiriendo
que modificaron la composicion de la pectina solubilizando parte de los galactanos, respecto al
control (TC). Asimismo, la concentracion de ramnosa en el material tratado con TXC fue superior a
la del material tratado con TP, indicando un efecto diferencial del tratamiento enzimético TP sobre la

fraccion de pectina.
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Cuadro 7. Composicion de los monosacaridos (mg g de azucares neutros totales) correspondientes
a la digestion de los polisacaridos de los residuos.

Monosacaridos Tratamientos! Contrastes*
(mg g* azucares totales) SEM? GI; p-Valor
TO TC TP TXC Ct1 Ct2 Ct3

S1
Ramnosa 3,5 2,3 2,2 6,2 13 9 NS NS NS 0,05
Fucosa 51 2,7 0,2 6,1 38 9 NS NS NS NS
Arabinosa 102,4 105,44 949 1131 155 9 NS NS NS NS
Xilosa 228,2 247,7 228,0 2452 265 9 NS NS NS NS
Xil/Ara 2,2 2,3 2,5 2,4 01 9 NS NS NS NS
Manosa 9,4 59 6,6 5,7 12 9 NS 0,04 NS NS
Galactosa 199 219 18,7 20,0 06 9 0,04 NS 0,01 NS
Glucosa 631,4 614,1 6495 6034 404 9 NS NS NS NS

S2
Ramnosa 3,9 3,7 55 3,8 09 9 NS NS NS NS
Fucosa 0,8 1,7 8,0 0,4 34 9 NS NS NS NS
Arabinosa 1006 955 134,9 1009 172 9 NS NS NS NS
Xilosa 258,5 266,5 258,0 250,2 238 9 NS NS NS NS
Xil/Ara 2,6 2,8 2,1 2,6 02 9 NS NS NS NS
Manosa 11,5 11,3 11,2 9,2 13 9 NS NS NS NS
Galactosa 22,2 19,6 26,4 19,1 33 9 NS NS NS NS
Glucosa 602,5 6016 5557 616,3 371 9 NS NS NS NS

! Tratamientos: TO Materiales originales, TC tratamiento control, TP tratamiento con Proteasas, TXC
tratamiento con Fibroliticas.

2 Error estandar de la media.

3 Grados de libertad.

4 Contrastes: Contraste 1: TO contra TC+TP+TXC, Contraste 2: TC contra TP+TXC, Contraste 3:
TP contra TXC

Los hibridos de sorgos utilizados en el ensayo fueron susceptibles de ser degradados por las
enzimas, lo cual se evidencié por las diferencias significativas observadas en los residuos. Sin
embargo, dichas enzimas no actuaron sobre ningiin componente especifico de la pared celular, sino
que parecen haber actuado sobre la estructura general de la pared celular indiscriminadamente,

habiendo resultado las pectinas, las mas solubilizadas en el caso del S1.

2.4. CONCLUSIONES

En este capitulo se concluyd que la aplicacidn de enzimas exdgenas fibroliticas y proteasas (a las
dosis evaluadas), no afectaron la composicion quimica, la calidad nutricional y el perfil fermentativo

del ensilaje de planta entera de sorgo.

El tipo de hibrido fue el factor con mayor gravitacion sobre los parametros evaluados dado que

ambos sorgos difirieron en composicion de las plantas (proporciones de hoja, tallo y panoja), lo que
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determind distintas composiciones iniciales (MOr), que también se manifestaron en los materiales
ensilados de S1 y S2. EI S1 presentdé mayor altura, lo que hizo que su rendimiento sea mayor, con
menor contenido de MS y de componentes fibrosos, pero mayor contenido de CSAlc. Esto ultimo
influy6 en el proceso fermentativo e hizo que S1 tenga menor pH y mayor AT, 0 sea una mejor
fermentacion. El factor Fenologia también tuvo efectos iniciales en la composicion del MOr, sin
embargo, varias de estas diferencias se perdieron durante el proceso de ensilado, como por ejemplo
la DMS.

Con el ensayo 2 se llegd a la conclusion de que los materiales vegetales utilizados en el ensayo 1
fueron sensibles a la degradacién por parte de las enzimas. Sin embargo, se debe prestar especial

atencion a las condiciones Optimas a la cual un complejo enzimatico desarrolla su maxima actividad.

49



3. Capitulo 3: EFECTO DE LA APLICACION DE ENZIMA PROTEASA
EN ENSILAJE DE GRANO HUMEDO DE SORGO (GHS)

3.1. INTRODUCCION

La aplicacion de enzimas proteasas al material original de grano himedo de maiz y sorgo antes
del proceso de ensilado ha mostrado resultados inconsistentes (Cuadro 11, Apéndice). Kung et al.
(2014) aplicaron una enzima proteasa a granos himedos de maiz (GHM) previo al ensilaje y
reportaron que el pH fue mas bajo en los ensilajes tratados con la enzima, sin embargo, Windle et al.
(2014) no observaron diferencias en el pH. En el trabajo de Kung et al. (2014) también se observé
que en los ensilajes tratados con proteasas disminuyd el contenido de proteinas prolaminas, lo que
sugiere que la actividad proteolitica es naturalmente limitada. Dicha protedlisis se evidencié por el
aumento de la proteina soluble y el N-NHz en los ensilajes GHM tratados con la proteasa (Windle et
al., 2014y Young et al., 2012). Kung et al. (2014) afirmaron que la DMS aument6 con la aplicacion
de una proteasa. Mientras que Windle et al. (2014) y Young et al. (2012) reportaron un aumento en
la digestibilidad in vitro del almidon (DALM) con una dosis de 2g/kg. Sin embargo, Colombatto et

al. (2003c) reportaron que una enzima proteasa de Bacillus licheniformis no afecté la DALM.

3.1.1. Hipotesis
En este capitulo se hipotetiz6 que la aplicacion de las enzimas proteasas contribuye con la
degradacion de estructuras del grano de sorgo ensilado al hidrolizar las proteinas tipicas de la matriz
del grano, aumentando la disponibilidad del almidon contenido en los granulos. Por este motivo, se
espera gue el agregado de las proteasas aumente la tasa de degradabilidad y la cantidad de almidén y

de materia seca degradada.

3.1.2. Objetivos

El objetivo general de este capitulo fue evaluar el efecto de una enzima proteasa sobre la

fermentacion y calidad nutricional de ensilaje de grano himedo de sorgo.
Los objetivos especificos fueron:

1. Determinar el impacto de la aplicacion de proteasa sobre la composicion quimica del
ensilaje de granos humedos de sorgo (GHS).

2. Evaluar el efecto de aplicar una enzima proteasa sobre la calidad nutricional y cinética de
degradacion de ensilaje de GHS.

3. Describir el impacto de una enzima proteasa sobre la fermentacion del ensilaje de GHS.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Tratamientos y disefio experimental

De las plantas del genotipo con alto contenido de panoja (S2) del capitulo 2 se cosecharon los
granos con c.a.40% de MS, para ser ensilados como granos himedos. Para esto se cortaron las panojas
en dicho estado, y se separaron los granos con una cosechadora estatica (Pullman, Washington,
Estados Unidos). Las muestras se pasaron por una moledora de granos (JF2D, Berlato S.A., Buenos
Aires, Argentina). Luego, el material molido fue mezclado con los tratamientos enzimaticos, proteasa
alcalina (PROT, E1) N° IUB 3.4.21.62 a razon de 2g kg de MF y agua (CTRL, E3) y se los ensild
en microsilos de PVC de 49 cm de largo y 110 mm de didmetro, a la misma densidad (280 kg de MS
m3). Se tomaron muestras de los granos antes y después del proceso de ensilado (respectivamente
MOr y MEn).

Figura 9. Disposicion espacial de las subparcelas en el ensayo 2. Tratamientos enzimaticos
con enzimas proteasas (PROT) y tratamiento control (CTRL), dispuestos en cuatro bloques
(Bl aB4).

3.2.2. Andlisis de Laboratorio

A las muestras del MOr se les realiz6 un analisis quimico-nutricional en el que se determind
materia seca parcial (MS65) y total (MS105) utilizando estufas con circulacién forzada de aire. Se
determind N total por la técnica de Kjeldahl, multiplicando luego por 6,25 para el célculo del
contenido de proteina bruta (PB). El contenido total de almidon (ALM) se midio con el kit enzimatico

Megazyme. También se calcul6 el contenido de carbohidratos solubles en alcohol (CSAIc) a través
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del método descripto por McDonald y Henderson (1964) el cual es una adaptacién del método
originalmente propuesto por Faichney y With (1994). Se determind la cinética de degradacion de la
MS a través de la técnica de PG, el medio de incubacion con el que se desarrolld la técnica es
equivalente al que existe en el rumen, carbonato/bicarbonato que al estabilizarse en condiciones de
anaerobiosis con una fase gaseosa tiene un pH de 6,8 (Theodorou et al, 1994). Se evalud el perfil
fermentativo a través de las siguientes determinaciones: pH, contenido de N amoniacal (N-NH3), y
perfil de acidos grasos volatiles (AGVs) por cromatografia gaseosa. Se evalué CB y AT de acuerdo
al método propuesto por Playne y McDonald (1966). Los analisis se realizaron en los laboratorios de
la Catedra de Nutricion Animal de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires.

3.2.3. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados de acuerdo a un disefio en bloques completos aleatorizados.

Siendo el modelo:
Yii: L+ Ti + By + €

Donde:
Yij: es la respuesta correspondiente a los cuatro bloques y dos complejos enzimaticos.
H: es el promedio general.
7i: s el efecto de los dos complejos enzimaticos.
Bi: es el efecto de los cuatro bloques.
&ij. es el error aleatorio de los cuatro bloques y los dos complejos enzimaticos.
&ij se distribuyen independientemente.

Para el analisis de los datos se utilizd el paquete estadistico SAS. Los resultados de la aplicacion
de las enzimas se compararon contra el Control utilizando el test de Dunnett. Para todos los casos las

diferencias se declararon significativas cuando P< 0,05.
3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Caracterizacion del material original

Los granos de sorgo cosechados para ensilar pertenecian al hibrido con alta proporcion de panoja
en estadio maduro (c.a. 40% de humedad, cuadro 8). El contenido de MS fue de 566 g kg™*MF, valor
mas bajo a los utilizados por Kung et al. (2014) y Hoffman et al. (2011), quienes en utilizaron

materiales con 728 y 744 g MS kg *MF respectivamente.
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Cuadro 8. Composicion quimica, digestibilidad, cinética de
degradacion y variables influyentes en la fermentacion del material
original de grano humedo de sorgo.

Variable i S2F2!
Media SEM?

Composicion Quimica,

Materia seca, g kg* MH 566 15

Cenizas, g kgt MS 19 0,4

Proteina bruta, g kg MS 104 1,2

Carbohidratos Sol. Alcohol, g kg MS 237 8,8

Almidoén, g kg* MS 660 17,3
Digestibilidad in vitro

DMS, g/kg Ms 740 52

DMO, gikg Mo 747 4,9
Cinética de degradacion

a, ml/gMS -43.9 15

b, ml /g MS 347,3 8,0

c,/h 0,041 0,0007

a, mlig MO -18,6 7,3

b, ml/g MO 295,3 24,0

c,/h 0,041 0,003

TMax, ml/h 12,7 0,2

tTMax, h 10,5 0,001
Variables influyentes en la fermentacién
pH inicial 6,3 0,02
CB, (meq kg MS) 42 1

1 Sorgo con alta proporcion de panoja en estado fenolégico maduro.
2 Error estandar de la media.

La DMS y DMO del material previo al proceso de ensilado fue 740 y 747 g kg MS
respectivamente. Otros autores trabajando con GHS (Aguerre et al., 2015) reportaron valores de 850
gkgIMS. El pH inicial de los granos de sorgo fue de 6,3 y la CB de 42 megkg*MS.

3.3.2. Composicion quimica y nutricional del ensilaje de grano himedo de sorgo tratado con

enzimas proteasas
3.3.2.1. Efecto de la aplicacion de enzimas: PROT contra CTRL

El tratamiento enzimatico no tuvo efecto significativo sobre la composicion quimica del ensilaje
de GHS (objetivo especifico 1, cuadro 9). El contenido de MS fue similar entre PROT y CTRL, al
igual que lo reportado por Da Silva et al (2010) y Kung et al. (2014) en ensilaje de GHM. En los
trabajos realizados en GHS, los valores de MS reportados fueron de 689 g MS kg™ MF (Aguerre et
al., 2015). La aplicacion de PROT tampoco modifico significativamente el contenido de PB ni de
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CEN, resultado similar a lo hallado por Kung et al. (1993), Da Silva et al. (2010) y Kung et al. (2014)
en ensilaje de GHM. Tal lo esperado, el contenido de CSAlc fue mayor en el material original que en
el ensilaje. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los valores de CSAlc de PROT y
CTRL, a pesar de que numéricamente PROT presenté mayor contenido de CSAlc. El contenido de
ALM no fue afectado por la aplicacion de enzimas exdgenas proteasas, ademas fue similar al
contenido de ALM en el MOr. Valores similares fueron hallados por Aguerre et al. (2015), quienes
reconstituyeron (24 h) granos de sorgo y encontraron valores de ALM de 619 g kg™ MS, mientras

que en GHS ensilados por 21 dias encontraron 673 g ALM kg MS.

Se evalud la calidad nutricional de los ensilajes de GHS tratados con enzimas proteasas (objetivo
especifico 2) y se observé que PROT no modificd la DMS y la DMO, y ademas fue similar a la DMS
del MOr. Por lo que, ni el proceso de ensilado, ni la aplicacion de una enzima exdgena, modificaron
la DMS. No se encontraron trabajos que hayan realizado el mismo analisis tanto en GHS como en
GHM, sin embargo, Aguerre et al. (2015) evaluaron la degradabilidad ruminal a las 16 horas y
observaron que el ensilaje de GHS present6 una degradabilidad de 689 gkg*MS, valor similar al
hallado en este trabajo. Estos resultados se contraponen a lo hallado por Kung et al. (2014), quienes
reportaron que la aplicacion de una proteasa exogena al ensilaje de GHM aumentd la digestibilidad
del ALM. El efecto significativo encontrado con Kung et al. (2014) posiblemente se debe al contenido
de humedad que tenia el grano cuando fue cosechado (27%).

Segun se observa en la curva producida por la cinética de degradacion del ensilaje de GHS (Figura
10), el ensilaje tratado con enzimas proteasas (PROT), el ensilaje no tratado (CTRL) y el MOr
tuvieron el mismo patrén, sin embargo, MOr produjo mayor cantidad de gas final. Los datos hallados
son similares a los reportados por Cabral Filho et al. (2005) quienes encontraron valores de
produccién de gas acumulado a las 24 horas de 174,5 ml, mientras que el presente trabajo los valores
de PGA a las 24 horas fueron de 184 ml y 183 ml para los ensilajes de GHS tratados (PROT) y no
tratados (CTRL) respectivamente (figura 10).

Cuadro 9. Composicion quimica, digestibilidad, cinética de degradacion y perfil
fermentativo del ensilaje de grano himedo de sorgo tratado con enzimas proteasas

(PROT).
Variable PROT CTRL SseM! gI2 p-valor
Composicion Quimica
Materia Seca,g/kg MH 556 556 21 7 NS
Cenizas, g/kg MS 21 21 02 7 NS
Proteina Bruta, gikg Ms 107 105 05 7 NS
Carbohidratos Solubles Alc, gikg Ms 100 82 378 7 NS
Almidén, gikg Ms 722 649 283 7 NS
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Variable PROT CTRL Ssem! g2 p-valor
Digestibilidad in vitro
Digestibilidad Materia Seca, gikg Ms 707 759 265 7 NS
Digestibilidad Materia Orgéanica, gikg MO 714 765 256 7 NS

Cinética de degradacion

a, ml/gMs -36,3 -44,3 89 7 NS
b, m/gMms 295,7 311,3 293 7 NS
c, /h 0,045 0,043 0002 7 NS
a, mlig MO -31,3 -134 61 7 NS
b, miig Mo 356,8 273,3 26,6 7 NS
C, /h 0,03 0,05 0004 7 NS
Tasa Maxima de Produccion de Gas, ml/h 139 125 03 7 NS
Tiempo a Tasa Méaxima de Prod. Gas, h 105 12,0 07 7 NS
Perfil fermentativo
pH 52 5,3 o1 7 NS
Acidez Total, (meg/kg MS) 108 91 46 7 NS
N-NH3, %NT 49 51 03 7 NS

L Error estandar de la media.
2 Grados de libertad.

Al realizarse el analisis de la tasa horaria de produccion de gas (THPG) se observé que al inicio
la THPG fue baja para ambos ensilajes (Figura 11), luego de la hora 4 la tasa aumento rapidamente
hasta alcanzar una TMax de 13,9 y 12,5 ml gasgMShora™ para PRTO y CTRL respectivamente.
Ambos grupos llegan a la TMax en tiempos similares (tTMax), a las 10,5 horas en el caso de PROT
y a las 12 horas en el caso de CTRL. Luego de este pico, la THPG comenzé a caer lentamente, para
luego de las 27 horas descender hasta valores similares a los iniciales. Aguerre et al. (2015) reportaron
que la TMax de los granos de sorgo reconstituidos por 24 horas fue de 17,9 ml.h, mientras que la de
grano de sorgo ensilado por 21 dias fue de 19,4 ml.h%. Este Gltimo trabajo demuestra que el mismo
proceso de ensilado mejord la tasa de degradacion del grano de sorgo, situacion contraria a lo
reportado en el presente trabajo. Ademas, en el trabajo de Aguerre et al. (2015) el tiempo en el que
ocurrié la TMax disminuy6 (p <0,01) con el proceso de ensilado, de 5,6 h que present6 el sorgo
reconstituido, a 4,9 h que presento el ensilaje de GHS. En el presente trabajo el pardmetro tTMax
tampoco vari6 entre MOr y MEn, ni entre PROT y CTRL (cuadro 8 y 9. Figura 11).
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Figura 10. Curva de produccion de gas acumulado (PGA). Datos reales (figuras blancas)
y datos de acuerdo con el modelo utilizado (y = a + b (1 — ), figuras negras) para los
ensilajes de grano himedo de sorgo (GHS). MOr (material original), E1 (ensilaje
tratado con proteasas) y E3 (ensilaje tratamiento control).

Se realiz6 una descripcion del impacto de la aplicacion de una proteasa en el perfil fermentativo
de ensilaje GHS (objetivo especifico 3). El pH descendio durante el proceso de ensilado. Sin embargo,
éste no se diferencié entre tratamientos. Los valores de pH fueron mayores a los encontrados por
Kung et al. (2014) en ensilaje de GHM, quienes reportaron que el agregado de una enzima exogena
proteasa disminuyo el pH a 3,93 respecto al control que tuvo un pH de 4,12. En el mismo sentido, Da
Silva et al. (2010) encontraron que la aplicacion de un complejo enzimatico redujo el pH de 3,85 a
3,78 en ensilaje de GHM. En el presente trabajo tampoco se observaron diferencias en la acidez total

(AT) y en el contenido de N amoniacal (N-NHs).
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Curva de tasa horaria produccion de gas de silajes de GHS
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Figura 11. Curva de tasa horaria de produccion de gas de los silajes de
grano humedo de sorgo (GHS) tratados con enzimas exdgenas: material
original (MOr, circulos), Proteasas (E1, cuadrados) y Control (E3,
triangulos).

3.3.2.2. Analisis de componentes principales (ACP) del material original y ensilaje de GHS
tratado con PROT

En forma similar a lo sucedido en el capitulo anterior con el ensilaje de planta entera, el cambio
mas importante en la composicion quimica del material vegetal fue dado por el proceso de ensilado
y no por la aplicacion de la enzima (figura 12), que se detalla en la posicion en el primer eje del
ordenamiento, que es el que explica la mayor proporcion de la variacion (58,9%). Se observo que la
CP1 se relacioné positivamente con el pH, contenido de MS y CSAlc y se relacion6 negativamente
con el contenido de PB y CEN. La CP2 tuvo relacion positiva con el contenido de ALM y se relacion6
negativamente con la DMS y DMO (cuadro 10).

Se observo que entre la CP1 y CP2 se explico el 99% de la variacion del total de los datos
analizados (figura 12). Los materiales originales fueron mas homogéneos, evidenciado por la
dispersion de los puntos (circulos) en el eje del ordenamiento (Figura 12). La CP1 separ0 los
materiales originales (circulos en la Figura 12) hacia la derecha y los ensilajes tratados con enzimas
(cuadrado y triangulo en la figura 12) hacia la izquierda. Los materiales originales tuvieron mayor
contenido de MS y CSAlc que los respectivos ensilajes, ademas de haber presentado valores de pH

maés elevados. La CP2 separo a los dos ensilajes tratados con enzimas (PROT vs CTRL), teniendo el
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ensilaje PROT (cuadrado en la figura 12) mayor contenido de ALM y de PB que el ensilaje CTRL,;

sin embargo, esta diferencia no fue significativa en el ANOVA.

Cuadro 10. Correlacion de las variables originales con los
componentes principales (CP1y CP2) de los ensilajes de grano
humedo de sorgo (GHS) tratados con enzimas proteasas
exogenas.

Correlaciones con las variables originales

Variables CP1* Cp2**
pH 0,94 0,33
Materia Seca (%) 0,89 0,44
Carbohidratos Solubles Alc. (%) 0,88 0,48
Digestibilidad Mat. Org. (%) 0,58 -0,81
Digestibilidad Mt. Seca (%) 0,56 -0,82
Almidon (%) -0,19 0,97
Proteina Bruta (%) -0,88 0,46
Cenizas (%) -0,89 -0,45

*CP1: Componente principal 1
**CP2: Componente principal 2

El ensilaje CTRL (triangulo, figura 12) tuvo mayores valores de DMS y DMO, respecto al ensilaje
PROT, sin embargo, esta diferencia tampoco fue significativa en el ANOVA.

Efecto de enzimas proteasas sobre silaje de grano himedo de sorgo

5,007
ALl\i
2,507 :
PB
M.En:E1 :l "¢
=
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-
-+ .,
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2301 A “# DMO
M.En:E3 DMS
-5.007 . . .
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CP 1 (58.9%)
Figura 12. Analisis de componentes principales (PCA) del efecto de la aplicacion de
enzimas exogenas sobre granos hiumedo de sorgo. Material original: circulos y linea
continua. Ensilajes tratados con enzimas Proteasas (E1, cuadrado), Control (E3,
triangulo) y material original (MOr, circulos).
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3.4. CONCLUSIONES

En este capitulo se evalud la hipotesis de que la aplicacion de la enzima proteasa al hidrolizar las
proteinas tipicas de la matriz del grano contribuye con la degradacion del grano de sorgo ensilado,
aumentando la disponibilidad del almidon contenido en los granulos. Sin embargo, los resultados
obtenidos no hallaron ningun efecto sobre la calidad nutricional y fermentativa de ensilaje de grano
hamedo de sorgo, por lo que la hipotesis resulto refutada.

El hecho de no haber encontrado efecto de la proteasa sobre el GHS, puede deberse a que la
matriz proteica todavia no estaba completamente formada (Hale, 1973). Por lo que la misma se habria
solubilizado por la protedlisis ocurrida durante el mismo proceso fermentativo y por lo tanto el acceso
al almidon por las bacterias fue igual para todos. Baron et al. (1986) hallaron que a medida que el
nivel de humedad del ensilaje se incrementa, aumenta la tasa y extension de fermentacion y protedlisis

en el grano ensilado.
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4. Capitulo 4: CONCLUSIONES

4.1. CONCLUSIONES GENERALES

El analisis de la bibliografia mostrd que la aplicacion de enzimas exogenas (fibroliticas y
proteasas) histéricamente ha mostrado resultados inconsistentes (cuadro 10 y 11, Apéndice). A través
de este trabajo se concluyé que las enzimas exdgenas no contribuyeron con la degradacion de las
estructuras vegetales como se habia sefialado en la hipotesis general.

a. Particularmente las enzimas fibroliticas no degradaron los carbohidratos estructurales de la

fraccion vegetativa de la planta de sorgo, por lo cual su aplicacion:
= No aumento el contenido de carbohidratos solubles ni mejoré el perfil fermentativo
durante el ensilado.
= No tuvo mayor efecto en el hibrido con mayor contenido de fraccion vegetativa.
= No demostré mayor efecto en estadios fenoldgicos avanzados.
b. Por su parte, la aplicacion de proteasas no hidrolizé las del grano de sorgo y no aumento la
disponibilidad de almidon, por lo que:
= Larespuesta no fue mayor en el hibrido con mayor proporcion de panoja.

= El efecto no fue mas marcado en estadios fenolégicos avanzados.

4.2. IMPLICANCIAS DEL TRABAJO

Los resultados hallados en esta tesis son de importancia debido a que es una tecnologia emergente.
Este trabajo es uno de los pocos trabajos realizados sobre la tematica en ensilaje de planta entera de
sorgo, siendo mas escasos aun los trabajos de aplicacién de enzimas en ensilaje de GHS. Como se
dijo en el primer capitulo, con la aplicacion de enzimas exdgenas no siempre se obtienen respuestas
positivas, y dado el costo de esta tecnologia, la incertidumbre de la respuesta es una limitacion
importante. Se necesita mejorar la comprension del modo de accion y las dosis requeridas,

garantizando asi un uso eficaz de estos aditivos.

4.3. PERSPECTIVAS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES

Esta tesis deja preguntas abiertas relacionadas con cual seria el ambiente (pH y temperatura) y las
dosis optimas en los ensilajes para lograr la maxima actividad de las enzimas exdgenas aplicadas.
Evaluando, ademas, como la aplicacion de enzimas exdgenas afecta a cada uno de los componentes
de la planta, y el efecto de otras caracteristicas del sorgo (azucarados, nervadura marrdn, taninos

condensados, etc.).
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Apéndice

Cuadro 11. Resumen de los efectos de la aplicacion de enzimas fibroliticas exdgenas en forrajes de distintas especies (revision bibliografica).

. Actividad/des Tiempo s oo o L g
Autor/es Alimento/ enzimatica/as Producto/Fabricante Dosis contacto Composmpr} Quimica- Cmetlca_ de (_1e_g_rada0|on y Caracterlst!cas
Sustrato Nutricional Digestibilidad Fermentativa
declarada/as enz-sustrato
quu_lcgll 2500 (L, Ambos complejos enzimaticos
Speciality Enzymes 20 h antes incrementaron la tasa inicial (12 h.)
. and Biochemicals, 0,48;1,2;2,5y5,6 ul/g MS ! . .
Colombatto | Heno de Xilanasa 'y e de la de degradacion de materia organica
Fresno, CA, USA) y de Depol y 0,49; 0,7; 8,7y . ., SD . SD
et. al., 2003a alfalfa celulasa Depol 40 (D 0.51 ul/a MS de Liauiceli alimentacié de ambas fracciones, y aumentaron la
Dep ' ~1 Hg quicetl. n. extension final de la digestion de las
Biocatalyst Ltd., hoias de alfaifa
Pontypridd, UK). ] .
Fibrozyme (Alltech
) Inc., Nicholasville, 24 h antes Las enzimas aumentaron la fraccion
Alvarez et. TMR Xilanasay | KY, USA) y Promote Fibrozyme 2 g/lkg MS 'y de la sD soluble de la MS, pero no sD
al., 2009 (fibrosa) celulasa (Cargill Crop., Promote 3 ml/kg MS. alimentacid aumentaron la degradacion in situ de
Minneapolis, MN, n. la MS, FDN y FDA.
USA)
Elwakeel et. Xilanasay | Saf Agri (Milwaukee, | 1,5, 15y 30 g/d en 25 kg de Las enzimas evaluadas aumentaron
al,2007 | MR celulasa W1, USA) MS 18 horas SD la DIVMS. SD
Heno de
alfalfa, Fibrozyme (Alltech No aument6 la fraccion soluble,
Gallardo et. SI|&J}E de Xilanasa 'y Inc., Nicholasville, 0,1,2,304 glkg MS 24 horas. sD ) pqte_n_malrr_]entg soluble, ni la sD
al., 2010 maiz y celulasa digestibilidad in vitro de MS, FDN y
: KY, USA)
rastrojo FDA.
de avena.
No se observaron diferencias
yana et. al Xilanasa Pro-Mote, Biovance significativas en la degradacion
g et al. TMR y Technologies Inc., | 50 mg/kg MS = 0,05 g/kg MS | 14 dias. SD ruminal de FDN y FDA de las dietas SD
2000 celulasa .
Omaha, NE, USA. tratadas con enzimas respecto al
control.
s Afio 1: el forraje tratado con
. Finnfeeds Aflo 1: EA2 (2I/tr~1 Ms) y EAS5 tuvo mayor cantidad de Afio 1: EAS5 disminuyd la
Kung et. al., Xilanasa 'y ional EAS5 (5 I/tn MS). Afio 2: EA2 . hemicelul | | . | |
2000 TMR celulasa Unternational, 2l/tn MS) y EB1.2 (1.2l/tn 10 minutos | hemice ulosa que e contro y degradgcmn de la FDN_a as 4_8 SD
Marlborough, UK. ' ! EA2. Afio 2: EB1.2 aumento horas. Afio 2: No hubo diferencias.
MS). .
el contenido de FDA.
Euny Silaje de . . Dyadic International 17 h pre
Beuchamin : fibroliticas . 0,5 mg/g MS alimentacié SD Aument6 la DIVMS SD
2008 maiz Inc. Jupiter, FL, USA. n
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. Actividad/des Tiempo s oo o L g
Autor/es Alimento/ enzimatica/as Producto/Fabricante Dosis contacto Composmpr} Quimica- Cmetlca} de (_1e_g_rada0|on y Caracterlst!cas
Sustrato Nutricional Digestibilidad Fermentativa
declarada/as enz-sustrato
Silaje de Clampzyme
van Vuuren Pagtura Xilanasa 'y Finnfeeds Limited, 1 mifkg MS 90 dias Disminuyd el contenido de DMO o fue afectada. El conte_nld_o de,N-
et. al., 1989 | (Raigrass celulasa - FDNy FDA. NHs disminuyad.
Redhill, UK
+trebol)
Aumento el contenido de
- CSA.. El contenido de
Silaje de P 0
Pastura Miles laboratories 30y 60 celulosa Q|sm|nuy0 un 35%. . A“!’”e”“’ ?I .
McHan 1986 Celulasa ' 10 g./kg. MF : El contenido de FDN y FDA Aumento la DIVMS. contenido de acido
(Bermuda Elkhart, IN, USA dias. S " .
disminuy6 18 y 19% acético y férmico.
grass) - .
respectivamente, después de
60 dias.
Silaje de .
s . Reduccion del pH
Zhang et. al., | cebaday Meiji Seika Kaisha . . .
2010 Guineagr celulasa Ltd, Tokyo, Japan. 0,1;0,2; 0,4y 0,8 g’kg MF 50 dias. SD SD y del l(\:l?lr\lltl?lgldo de
ass '
05123 No hubo diferencias en el
Zahiroddini | Silaje de Xilanasa 'y . . 0 7| contenido de FDN y FDA. El Sin diferencias
et. al., 2004 cebada celulasa SD SD (cantidad apropiada) 11; dliisy contenido de ALM SD significativas.
' disminuyo.
. . Sunhy Animal CEL 0; 7,5y 15 unidades/g La PG, DIVMS y DIVFDN aumento
Maoet. al., | Rastrojo Xilanasay Pharmacy Co., Ltd., sustrato. XYL 0; 15y 30 24 horas. SD con el incremento de los niveles de SD
2013 de arroz celulasa : - :
Wuhan, China. unidades/g sustrato. enzimas.
El aumento de los niveles de El aumento de los
Adogla-Bessa | Silaje de Xilanasa 'y FSO2, Finnish Sugar, | 0, 1750, 3500 y 15503 ml/Tn . enzimas, incremento el El aumento de los niveles de enzimas n'.VEIE.’S de enzimas,
: A 42 dias. contenido de CHOS y A disminuyo el pH'y
et. al., 1999 trigo celulasa Helsinki, Finland. MS L . . no afecté la DIVMO. .
disminuyd el contenido de el contenido de N-
FDN, FDAy celulosa. NHa.
Silaje de Multifect CL, Con eldau_me?to de '?3 d%s's’ Con el aumento de las dosis, LT a:pllcacmn de,
Sunet. al. maiz Genecor . se redujo el contenido de aumento la desaparicion in vitro de la celulasa _aument/o
' Celulasa . 0, 10 y 20 ml/kg MF 60 dias FDN y FDA. Asimismo . el contenido de &c.
2009 (parte International, Inc., . - MS a las 56 hs y aumento la tasa de L
forrajera) Rochester, NY, USA aumento el contenido de produccidn de gas . I_actlco y
Y ' CHOS. ' disminuyo el pH.
El efecto principal del tratamienEtIoenzimat
Silaje de Cornzyme®. aumento de la dosis de ico no afectd el
Sheperd and maiz Xilanasa 'y Finnfeeds 022:22v 22 |/Tn ME 60 dias enzima fue la disminucion del | No hubo efecto en la extension de la contenido de
Kung 1996b planta celulasa International Ltd., eo aeyecl contenido de FDN, FDA 'y digestionin vitro de la FDN. Acidolactico
entera Schaumburg, IL, USA. hemicelulosa. El contenido de - PN
- acidoacético y N-
PB no se vio afectado. NHs

67



Actividad/des

Tiempo

Autor/es Alimento/ enzimatica/as Producto/Eabricante Dosis contacto Composicigﬁr} Quimica- Cinética} de (_1e_g_radacién y Caracterl’st!cas
Sustrato Nutricional Digestibilidad Fermentativa
declarada/as enz-sustrato
. Solamente hubo
C ®,
S'IaJPZ de . grnzyme No hubo efecto del No hubo efecto del tratamiento una reduccion del
Sheperd and maiz Xilanasa 'y Finnfeeds 290 ml/Tn ME 56, 105y - L b S bre la digestibilidad d H alos 196 di
Kung 1996a planta celulasa International Ltd ml./Tn 196 dias tratamiento enzimatico sobre | enzimatico sobre la digestibilidad de | pH a los fasy
’ " | el contenido de FDN y FDA. laMO 'y FDN. de N-NHs a los 56
entera Schaumburg, IL, USA. dias
Liquicell 2500 (L, Liquecell redujo en contenido
- Speciality Enzymes at redu) Liquicell mostro una PG mas altaen | La aplicacion de
Silaje de - . . de fibra, sin embargo Depol la . ; T
: . and Biochemicals, 0,4; 0,8y 1,6 ml/kg MS de - . estadios tempranos de la enzimas disminuyo
Colombatto maiz Xilanasa 'y i ? . aumento, debito posiblemente . .
Fresno, CA, USA) y Liquicell2500. 5,1; 10,2 y 120 dias. L, . fermentacion, pero sin el pH en todos los
et. al. 2004a planta celulasa a la reduccioén en el contenido e 8
Depol 40 (D, 20,4 ml/kg MS de Deporl40. L modificaciones en la PG final. Depol | casos, respecto al
entera - de almiddn. Depol aumento el
Biocatalyst Ltd., . tuvo una PG menor. control.
. contenido de CHOS.
Pontypridd, UK).
L'qL!'C?” 2500 (L, A los 60 dias no hubo L tuvo una PG mayor que el control | Los silajes tratados
. Speciality Enzymes - . - - h
Silaje de and Biochemicals diferencias en el contenido de | a las 48 horas, mientras que Ta tuvo con enzimas
Colombatto maiz Xilanasa 'y Fresno. CA USA), 04y08mldeL/kgMSy15|2,4,8,15y FDN, pero los dos una PG mayor que el control alas 24 | tuvieron pH mas
et. al. 2004b planta celulasa S ISP Y y 3,1 ml de Ta/kg MS 60 dias. tratamientos enzimaticos horas. A las 96 horas los dos bajos durante todo
un extracto derivado - - - N - -
entera de T. aurantiacus redujeron el contenido de tratamientos enzimaticos no tuvieron el tiempo de
' (Ta) FDA. diferencias con el control. ensilado.
Celulasa (Maxazym Se observo una reduccion de
CL2000, Gist- . hasta el 25% de la FDN con
Exp 1: 90 S . No hubo
brocades, Delft, The P .| laaplicacion de enzimas en . .
Spoelstra and Silaje de Celulasa Netherlands) dias. Exp 2: (150 dias). La degradacion diferencias en los
Wikselaar ye asa y . y 0,2y 1 g/kg 0,5, 10, 19, 185). 9 SD valores de pH entre
maiz hemicelulasa Hemicalulasa del almidon fue mayor que la o
1992 . 40,100y - los silajes tratados
(Hemicellulase Reg2, 150 degradacién de los no tratados
Gist-brocades, Delft, ' componentes de la pared y '
The Netherlands). celular en el mismo silaje.
El tratamiento
enzimatico produjo
Alfazyme (Farmline La aplicacion del tratamiento La aplicacion del tratamiento un Ie_ve glgsce_nso
. : L . S e R (no significativo)
Chenet. al., | Silaje de Celulasa 'y International Inc., 220 mi/tn 45 dias enzimatico no modifico el enzimatico no modificé la cinética de del oH v una
1994 maiz hemicelulasa Schaumburg, IL, ' contenido de fibra ni de degradacion ruminal del silaje de PRYL
L . . reduccion
USA) CHOS del silaje de maiz. maiz. Lo
(significativa) del
contenido de N-
NHs.
Los silos tratados
Silaje de 371115 En los silos tratados se redujo tuvieron menor N-
Xing et. al. sorgo Celulasa 'y Snow Brand Seed 90 FPU/ml y 6000 1U/ml. ’3(’) éo "| el contenido de FDN y FDA. En los silos tratados aumento la NH3s y mayor
2009 (parte hemicelulasa | Ltd., Sapporo, Japan. 0,033 mg/g MF d,y También se redujo el DIVMS y DIVFDN. contenido de 4cido
. 1as. . P
forrajera) contenido de CSA. lactico. El pH no

tuvo diferencias.
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. Actividad/des Tiempo s oo S L g
Autor/es Alimento/ enzimatica/as Producto/Fabricante Dosis contacto Composmpr} Quimica- Cmetlca} de (_1e_g_rada0|on y Caracterlst!cas
Sustrato Nutricional Digestibilidad Fermentativa
declarada/as enz-sustrato
El tratamiento
Los silajes de sorgo tratados di enzimatico
. isminuyo el pH en
con la enzima, presentaron . s .
valores de FDN y FDA El_tr’at_amlento enzm_wa_t!co mejoro la | 1 de los 4 sorgos
50:50 Cellulase Plus significativamente menores a cinética de desaparicion de la MS, evaluados, en
Thomas et. al. | Silaje de Celuladay | (Dyadic, Juniper, FL) 1.34 mLJ5 kq fresco 120 dias I%s no tratados. Ademas el FDA, FDAyPBen 2 de los 4 comparacion con
2013 sorgo hemicelilasa y Xylanase Plus ' g ' ' ' cultivares. Siendo el efecto mayor en | los controles. EI N-

(Dyadic, Juniper, FL).

tratamiento aumento el
contenido de CHOS solubles
en agua en 2 de los 4 hibridos
de sorgo evaluados.

el cultivar con mayor concentracion

de carbohidratos estructurales.

NH3 no fue
afectado por el
tratamiento
enzimatico en
ningun hibrido.

69



Cuadro 12. Resumen de los efectos de la aplicacidn de enzimas exdgenas proteasas en forrajes y ensilajes de grano himedo de distintas especies (revision bibliogréafica).

. . Tiempo L i .
Autor/es Alimento/Sustrato Actividades enzimaticas Producto/Fabrican Dosis contacto enz- Composmlpr? Quimica- Clnetlca} de (_jegl"adamon y Caracterlst_lcas
declaradas te Nutricional Digestibilidad Fermentativas
sustrato
El pH fue mas alto en los
. S silos tratados con la
El tratamiento disminuy6 en - .
o . - S contenido de prolaminas y DIVMS fue mayor en los silos enZ'ma‘.El contenido de
Silaje de maiz grano AB Vista, Wiltshire, | 2000 mg/Kg . . . ac. lactico y etanol fue
Kung et. al., 2014 ; Proteasas 70y 140 dias. aumento el contenido de tratados con proteasas a los 70 y -
himedo UK. MF . . mayor en los silos
proteina soluble a los 70 y 140 dias. .
. tratados a los 70 dias,
140 dias. . .
pero no hubo diferencias
a los 140 dias.
20y 2000 . - LO y HI no tuvieron
. . - e mg/kg (LOy HI aumer!to el contenido de DIVALM fue mayor en HI que en efecto en el pH. La
- Silaje de maiz planta AB Vista, Wiltshire, 45,90y 150 proteina soluble. El p i A
Windle et al., 2014 Proteasas HI p . LO a los 45 y 90 dias, pero no a concentracion de ac
entera UK. respectivame dias. contenido de ALM fue los 150 dias lactico y el conteido de
P menor con HI a los 150 dias. ’ y
nte). N-NH3 fue mayor en HI.
La aplicacion de enzimas no La aplicacion de enzimas
i . ; e 20y 2000 modifico el contenido de . o '
Silaje de maiz planta AB Vista, Wiltshire, P Aumento de DIVALM con dosis | no modifico el pH, pero
Young et al., 2012 entera Proteasas UK. mg/kg de E85 | 45y 150 dias. ALM, pero aumentp el altas. auments el contenido de
y E86. contenido de proteina .
N-NHj en altas dosis.
soluble.
La adicion de enzimas incremento
Colombatto et. al Heno de alfalfa, silaje Protex 6L, Genecor la desaparicion de MS del heno de
2009 "7 | de maiz, grano de maiz Proteasas Int. Rochester, NY, | 1,5pul/g MS 22 horas. SD alfalfa (+13%), silaje de maiz SD
y TMR USA. (+8%), grano de maiz rolado
(+7%), y TMR (+2%).
La adicion de enzimas tendio a
. - Protex 6L, Genecor incrementar la PG de ambos
Eun and ZEE)?SU chemin, Hzréocgg:(:;alfgll_,'algje Proteasas Int. Rochester, NY, 1'2515115/5’ de 18 horas SD forrajes. Ademas, incremento la SD
y USA. PG del concentrado de la TMR
con hajo forraje.
P1 aumento un 6,5% la PG a las
24 horas, dicho incremento fue
P1y P2. Genecor evidente a todas las mediciones.
Eun et. al., 2007 Heno de alfalfa Proteasas Int. Rochester, NY, | 1,5 mg/g MS 20 horas SD Ademas, aumento 3,4% la SD
USA. degradabilidad in vitro de la MS.
P1 aument6 la degradacién de la
FDN y FDA a las 18 horas.
. . La aplicacion de proteasas aumetd
Eun and Beauchemin, | Heno de alfaf!a y silaje Proteasas SD 0,12 - 3,66 17 horas SD la PG, pero no aument6 la DIVMS SD
2008 de maiz mg/g MS y DIVEDN
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