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RESUMEN 

La alimentación de los rumiantes se basa en la utilización de pastos y forrajes para 

satisfacer sus necesidades energéticas. Sin embargo, las especies cultivadas en 

países tropicales, presentan estructuras en la pared celular difíciles de degradar. La 

presente investigación tuvo como objetivo evaluar in vitro el efecto del extracto 

enzimático de Bacillus subtilis E44 en la degradación de la fibra en seis especies 

pratenses y forrajeras de mala calidad nutricional destinadas a la alimentación de 

los rumiantes. Se ensayaron dos dosis del extracto enzimático (10,97 y 5,48 UI mL-

1 g-1) y se evaluó su efecto en la modificación del contenido de la fibra detergente 

neutra (FDN) y la fibra detergente ácida (FDA). El tratamiento enzimático favoreció 

la degradación de la FDN en las especies Cynodon nlemfuensis, Dichanthiun spp., 

Centrocema pubescens y Alysicarpus vaginalis. La dosis menor del extracto (5,48 

UI mL-1 g-1) mostró los mejores resultados en la modificación de la FDN, mientras 

que la fracción FDA no se modificó en ninguna de las especies.  

 

Palabras clave: Pastos, forrajes, fibra detergente neutra, enzimas.  



ABSTRACT 

The feeding of ruminants is base on the use of pastures and forages to satisfy their 

energy needs. However, species cultivated in tropical countries present cell wall 

structures that are difficult to degrade. The present investigation had as objetive to 

evaluate in vitro the effect of Bacillus subtilis E44 on degradation of the fiber in six 

pastures and forage species of por nutritional quality destined to feed ruminants. 

Two doses of the enzymatic extract (10,97 and 5,48 UI mL-1 g-1) were tested and its 

effect on the modification neutral detergent fiber (NDF) and acid detergent fiber 

(ADF) was evaluated. The enzymatic treatment favored of the NDF in the species 

Cynodon nlemfuensis, Dichanthiun spp., Centrocema pubescens and Alysicarpus 

vaginalis. The lowest dose of the extract (5,48 UI mL-1 g-1) showed the best results 

in the modification of the NDF, while the FDA fraction was not modified in any of the 

species. 
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1. INTRODUCCIÓN 

En la actualidad la población mundial asciende a 8000 millones de habitantes; y a 

pesar, de que el ritmo de crecimiento está en descenso, se estima que para el 2080 

exista una población mundial de 10 400 millones de personas (ONU, 2022).  Por 

esta razón, se hace necesario lograr una eficiencia y rentabilidad de los recursos 

destinado a la producción de alimentos para la población. 

Los rumiantes constituyen una importante fuente de alimentos el hombre por la 

elevada calidad nutricional de la leche y la carne. El sustento de esta especie se 

basa en la utilización de pastos y forrajes para satisfacer sus necesidades 

energéticas, los cuales son relativamente abundantes en la superficie terrestre, 

aspecto que los coloca entre los animales de gran interés zootécnico (Molina, 2018). 

Las investigaciones en nutrición animal en los últimos años se han encaminado a 

optimizar la eficiencia productiva del ganado por modificación de la comunidad 

microbiana que habita en el tracto gastrointestinal de estos (Galindo et al., 2017). 

En este sentido, una de las vías más explotadas es el uso de aditivos, dentro de los 

se estudian un gran número de sustancias (García, 2020).  

Entre los aditivos utilizados y que muestran resultados satisfactorios en el 

mejoramiento de los alimentos destinados al consumo de los rumiantes están las 

enzimas (Parodi y Landi, 2012).  Estos productos se adquieren en el mercado 

internacional a elevados costos, por lo que esta práctica no se aplica en la ganadería 

cubana.  

Debido a esta problemática varias investigaciones se desarrollan en la actualidad 

para obtener aditivos enzimáticos de especies microbianas como los hongos 

(Alberto, 2020; García, 2020) y las bacterias (Matos, 2021). Entre los productos 

obtenidos por las bacterias se encuentra el extracto enzimático de Bacillus subtilis 

con resultados satisfactorios en el mejoramiento de la digestibilidad de alimentos 

para las aves. 
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A partir de lo anteriormente planteado, en la presente investigación se declaró el 

siguiente problema científico:  

Se desconoce el efecto del extracto enzimático de Bacillus subtilis E44 en el 

contenido fibroso de especies pratenses y forrajeras tropicales utilizadas en la 

alimentación de los rumiantes en Cuba.  

Para dar respuesta a la problemática se propuso la siguiente hipótesis científica: 

El extracto enzimático de Bacillus subtilis E44, favorece la disminución del contenido 

fibroso en especies pratenses y forrajeras tropicales de mala calidad nutricional. 

Para aceptar o refutar la hipótesis se trazaron los siguientes objetivos: 

Objetivo general: Evaluar in vitro el efecto del extracto enzimático de Bacillus 

subtilis E44 en la degradación de la fibra en seis especies pratenses y forrajeras de 

mala calidad nutricional destinadas a la alimentación de los rumiantes en Cuba. 

Los objetivos específicos fueron: 

1. Evaluar el efecto del extracto enzimático en la degradación de la fibra detergente 

neutra y la fibra detergente ácida en las especies pratenses y forrajeras: 

Saccharum officinarum, Cynodon nlemfuensis, Dichantius spp., Centrocema 

pubenscens, Paspalum notatum y Alysicarpus vaginalis. 

2. Determinar la dosis efectiva para la degradación del componente fibroso en las 

especies seleccionadas. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Características anatómicas y fisiológicas del aparato digestivo de los 

rumiantes. 

Los rumiantes poseen la capacidad de transformar los alimentos vegetales 

indigestibles para los humanos en alimentos de elevado valor nutritivo para la 

especie. Esta característica está asociada fundamentalmente a las diferencias 

anatómicas y funcionales del aparato digestivo de los rumiantes con respecto a 

otros grupos animales (Figura 1).  

 

Figura  1. Sistema digestivo de los rumiantes. 

En los rumiantes el estómago se encuentra dividido en cuatro compartimentos 

diferenciados anatómica y funcionalmente. El rumen es el mayor de los 

preestómagos y su interior se encuentra dividido en compartimentos denominados 

sacos, separados entre sí mediante pilares musculares, formando junto al retículo 

una cámara de fermentación (Van Soest, 1994).  



 

4 
 

El omaso es la siguiente cavidad y su mucosa presenta papilas en forma de hoja 

que absorben agua y minerales y cuya principal función es evitar el paso de 

partículas de gran tamaño del retículo al abomaso. Por último, el abomaso presenta 

una mucosa de tipo glandular y secreta mucus, pepsinógeno y ácido clorhídrico, de 

forma similar al estómago de los animales monogástricos (Asplund, 1994).  

En el tracto gastrointestinal de los rumiantes se establece un complejo ecosistema 

microbiano capaz de degradar los hidratos de carbono estructurales presentes en 

los vegetales que ingiere el animal (Cheng et al., 1991). La estructura celular de las 

plantas es difícil de digerir debido a los enlaces complejos que posee y esta 

característica influye en su digestibilidad. 

2.2. Composición química de la pared celular 

La pared celular vegetal está compuesta por: celulosa, hemicelulosa y lignina (LIG). 

En las plantas superiores, la celulosa aparece en forma de microfibrillas en las 

paredes primarias y secundarias, como resultado de la formación de enlaces de 

hidrógeno entre las cadenas (Figura 2). Es un polímero insoluble formado por 

residuos de glucosa unidos por enlaces glucosídicos β(1,4) que se orientan en 

dominios cristalinos, paralelos altamente ordenados con regiones amorfas más 

desordenadas (Lee et al., 1997). 

La hemicelulosa constituye el segundo polisacárido estructural más abundante en 

las plantas, se encuentra asociado con la celulosa en la mayoría de las especies 

vegetales (Bhat y Hazlewood, 2001). Está compuesta principalmente por unidades 

de D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, D-xilosa y L-arabinosa, unidas en diferentes 

combinaciones (Mendoza et al., 2014).  

La lignina presenta un fuerte entrecruzamiento químico con la fracción de 

carbohidratos de la pared celular mediante enlaces tipo éter que forman una extensa 

red y se considera recalcitrante para su degradación (Moore y Jung, 2001). Es un 

polímero insoluble, complejo y ramificado de unidades fenilpropano que refuerza las 

uniones de la celulosa y hemicelulosa (Tarasov et al., 2018). Su estructura es 
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variable y depende del tipo de planta, el estado fenológico y la tasa fotosintética 

(Ortiz, 2010).  

 

Figura 2. Estructura de la pared celular de las plantas (Arredondo y Vázquez, 2018). 

La descomposición de la pared celular vegetal implica la participación sinérgica de 

varios biocatalizaores. Entre las más utilizadas se destacan las celulasas, 

hemicelulasas y las enzimas lignocelulolíticas (Bajaj y Mahajan, 2019). 
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2.3. Enzimas que participan en la degradación de la pared celular vegetal 

2.3.1. Celulasas 

Las celulasas están formadas por un complejo de enzimas que cataliza la 

degradación de la celulosa y está formado por: β-(1,4) endocelulasas (E.C. 3.2.1.4), 

celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) y β-(1,4) glicosidasa (E.C. 3.2.1.21). Todas 

funcionan de manera sinérgica y secuencial, y como producto final se liberan 

monómeros de glucosa (Bhardwaj et al., 2021).  

Según el mecanismo propuesto para la degradación de la celulosa, las enzimas β-

(1,4) endocelulasas catalizan la hidrólisis aleatoriamente los enlaces β-(1,4) 

glicosídicos internos de la región amorfa de la celulosa, se generan nuevos 

extremos que facilitan la acción de las celobiohidrolasas (CBH) y se liberan 

unidades de celobiosa desde los extremos terminales. Dentro de las CBH se 

distinguen las formas CBH I que actúan desde el extremo reductor de la cadena de 

celulosa y las CBH II que liberan celobiosa desde el extremo no reductor (Kumar y 

Verma, 2020). Una vez degradadas las zonas amorfas de la celulosa, ocurre la 

hidrólisis de la región cristalina por la acción sinérgica de las endo y exocelulasas. 

Las β-glucosidasas hidrolizan la celobiosa hasta la glucosa (Jørgensen et al., 2007) 

(Figura 3). 

 

Figura 3. Esquema del mecanismo sinérgico de los componentes celulolíticos 

(Iráizoz, 2011). CBH I y CBH II. 

 



 

7 
 

2.3.2. Hemicelulasas 

Las hemicelulasas constituyen un grupo de enzimas que catalizan las reacciones 

de degradación de la hemicelulosa. Debido a la variabilidad de los sustratos que 

hidrolizan, se clasifican según el tipo de hemicelulosa o del enlace que rompen. Se 

distinguen xilanasas, β-mananasas, xilosidasas, arabinasas y galactosidasas 

(Iráizoz, 2011). Entre las más utilizadas en la alimentación animal se destacan las 

xilanasas, celulasas y las β-mananasas (Craig et al., 2019; Saeed et al., 2019). 

2.3.3. Xilanasas 

Las xilanasas (EC 3.2.1.8) catalizan la hidrólisis al azar de los enlaces β-(1,4) 

glicosídicos del xilano para producir xilooligómeros (Malhotra y Chapadgaonkar, 

2018). El xilano es el polímero más abundante de la hemicelulosa en las paredes 

celulares de las plantas. Constituye entre el 20 y 40% de la biomasa total, por lo que 

su degradación es fundamental para aprovechar los productos de los materiales 

lignocelulósico como fuente de energía útil (Polizeli et al., 2005). Esta enzima se 

utiliza para el tratamiento de dietas con elevado contenido de fibras insolubles 

destinadas a la alimentación de animales monogástricos (Matos et al., 2018). 

Las enzimas que catalizan la hidrólisis del xilano se clasifican en dos grupos 

principales (figura 4): 

- Enzimas implicadas en la despolimerización de la cadena principal de xilosas: 

xilanasas (β-1,4-D-xilano-xilanohidrolasas) y β-xilosidasas (β-1,4-D-xilano-

xilohidrolasas). 

- Enzimas encargadas de la eliminación de las cadenas laterales del xilano, 

llamadas también accesorias o desramificantes: α-L-arabinofuranosidasas, α-D-

glucuronidasas, acetilxilano esterasas, y ferúlico y p-cumárico esterasas 

(hidroxicinámico esterasas). 
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La extensión de la actividad enzimática depende en gran medida de la conformación 

física y la interacción de la molécula de xilano con otros componentes de la pared 

celular. Las cadenas laterales del polímero determinan su solubilidad en agua 

(Chakdar et al., 2016).  

 

Figura 4. Enzimas que participan en la degradación del xilano (Gallardo, 2007). 

 

2.3.4. β-Mananasas 

Las enzimas involucradas en la hidrólisis de los polímeros lineales de manano son 

las β-mananasas (EC 3.2.1.78), β-manosidasas (EC 3.2.1.25) y β-glucosidasas (EC 

3.2.1.21). Se requieren además, otras enzimas como las α-galactosidasas y las 

acetil-manano esterasas para eliminar los sustituyentes de la cadena lateral 

(Moreira y Filho, 2008).  
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La enzima más importante de este complejo es la β-mananasa, la que produce 

oligómeros cortos de β-(1,4) manano y luego se convierten en moléculas de manosa 

por acción de las β-manosidasas (Chauhan et al., 2012). Estas proteínas catalizan 

la hidrólisis al azar de los enlaces β-(1,4)-D-mananosídicos de los mananos, 

galactomananos y glucomananos (Yamabhai et al., 2016).  

 

Figura 5. Enzimas que participan en la degradación del galactomanano. Mecanismo 

de acción de  A: β-mananasas y β-manosidasas y B: β-galactosidasas y β-

glucosidasas. rombo blanco, negro y gris  manosa, glucosa  y galactosa, 

respectivamente (Soni y Kango, 2013). 

 

2.3.5. Enzimas ligninolíticas 

Las enzimas ligninolíticas modifican la estructura de la lignina a través de 

mecanismos de oxidación-reducción. Forman parte del complejo las ligno 

peroxidasas, manganeso peroxidasas, peroxigenasa versátil y lacasas (Margida et 

al., 2020). El uso de estos catalizadores en el pre tratamiento de la biomasa es 

fundamental para lograr el acceso a la matriz polisacarídica, paso fundamental en 

la degradación eficiente de la fibra.  
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Los enlaces covalentes de la molécula de lignina son fundamentalmente del tipo 

aril-éter, aril-aril y carbono-carbono, y no se hidrolizan por mecanismos típicos (Brink 

et al., 2019). El mecanismo catalítico se basa en la generación de radicales libres 

intermedios con alta reactividad, capaces de aceptar o ceder un electrón y por ende 

generar la oxidación o la reducción de estos compuestos. Las enzimas 

lignocelulolíticas actúan sinérgicamente con el resto complejos enzimáticos 

(Tarasov et al., 2018). 

2.4. Utilización de enzimas en las dietas de animales rumiantes 

Las enzimas poseen algunas particularidades significativas. Su acción catalítica, 

eleva varias veces la rapidez de las reacciones en las que se encuentran 

involucradas. Después de cada proceso catalítico vuelven a su fase inicial y son 

catalizadores específicos. Su acción catalítica puede ser controlada por moléculas 

que se ajustan a los requerimientos celulares (Lozano et al., 2005; Macías et al., 

2018). 

En su medio natural los microorganismos del rumen generan enzimas que hidrolizan 

la fibra. La complicada estructura de la pared celular y el escaso período de estancia 

de los forrajes en el rumen, no admiten una correcta explotación de la fibra; puesto, 

que es necesario una suplementación de la ración suministrada con enzimas 

exógenas, que permitan una mejor degradación y aprovechamiento de este 

compuesto (Arís y Garcías-Fruitós, 2022). 

Es de gran importancia a la hora de suministrar aditivos enzimáticos en la dieta de 

los rumiantes, tener en cuenta, que esta, puede modificar su eficiencia. Los factores 

que afectan la acción enzimática en estas circunstancias son: la dosis o el tipo de 

enzima, la dieta utilizada, el mecanismo de aplicación de la enzima y el desarrollo 

fisiológico del animal (Phakachoed et al., 2013). 

Las enzimas son más eficaces cuando se aplican en forma líquida en los alimentos 

antes de la ingestión. Los efectos de enzimas exógenas ayudan a eliminar las 

barreras estructurales que limitan la digestión microbiana de los alimentos en el 
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rumen y causan la liberación de carbohidratos solubles (Beauchemin et al., 2004). 

La suplementación enzimática estimula la actividad hidrolítica del rumen, a causa, 

del incremento de la adhesión bacteriana y el desarrollo de las poblaciones 

microbianas, mejorando la digestibilidad total de la dieta (Beauchemin et al.,1999). 

Actualmente pueden encontrarse un sin número de enzimas para diferentes 

especies de animales, de los cuales, gran parte se obtienen a partir de cuatro 

géneros de bacterias (BacilIus subtilis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

plantarum y Streptococcus faecium) y tres tipos de hongos (Aspergillus oryzae, 

Trichoderma spp. y Saccharomyces cerevisiae) (Muirhead, 2001). Por otro lado, 

ninguno de estos suplementos comerciales está compuesto por un preparado único 

de una enzima aislada, sino que se tratan de un concentrado de proteínas con 

actividades enzimáticas disimiles (Colombatto et al., 2003).  

2.5. Principales enzimas utilizadas en la industria de ganadera. 

El aumento de la digestibilidad de los alimentos en la producción ganadera por la 

utilización de enzimas fibrolíticas es cada vez más evidente. Se publican en la 

literatura los resultados de la efectividad de las enzimas con su capacidad 

degradativa para lograr una total digestibilidad de la materia seca, en experimentos 

in situ e in vitro (Gado et al., 2013). 

Aunque actualmente se realizan diversos estudios sobre los beneficios de las 

enzimas fibrolíticas como aditivos nutricionales para el ganado, la manera de actuar 

de las mismas se desconoce completamente. El empleo de estas, para la 

alimentación del rumiante pudiera variar el rango de acción del proceso digestivo 

del animal o trabajar directamente encima del alimento antes de ser ingerido 

(McAllister et al., 2001). 

2.6. Modo de acción de las enzimas exógenas en los rumiantes 

El modo de acción de los biocalizadores que se utilizan en la nutrición de estas 

especies, es un tema muy complejo y de gran importancia en las investigaciones 
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que actualmente se desarrollan. Según Velázquez-De Lucio et al. (2021), la acción 

de cada enzima es diferente e interdependiente, su aplicación en los concentrados 

debe realizarse de manera racional y cuidadosa para lograr el máximo efecto. 

Además, actúan directa e indirectamente en los sustratos, por ejemplo, en el 

complejo lignocelulolítico, degradan la lignina como efecto principal, sin embargo 

permiten acceder también a los nutrientes que estaban unidos a esta estructura, 

fundamentalmente carbohidratos y proteínas como efecto secundario (Beauchemin 

et al., 2004).  

Los biocatalizadores pueden modificar la calidad del alimento antes del consumo a 

través de determinados estímulos durante la digestión ruminal y/o en el tracto 

digestivo post-ruminal. Aunque las condiciones de pH, temperatura y tipo de 

sustrato fuera del rumen no siempre favorecen la acción de las enzimas (Mcgrath 

et al., 2018). En el rumen, actúan directamente en la digestión del alimento, o 

estimulan indirectamente la actividad digestiva a través de efectos sinérgicos con 

los microorganismos ruminales (López-Ordaz et al., 2020). Del mismo modo, las 

enzimas pudieran permanecer activas en el tracto digestivo posterior, y contribuyen 

indirectamente a la absorción de nutrientes debido a la disminución de la viscosidad 

de la digesta intestinal (Ojha et al., 2019).  

Por otra parte, las condiciones del sustrato afectan la acción de las enzimas, éstas 

son más efectivas en alimentos húmedos que en los secos por lo que la presencia 

del agua facilita su solubilidad y es esencial para reducir los polímeros a 

monómeros. Según informó Nsereko et al. (2000) la aplicación de preparaciones 

sólidas de enzimas no favorece la interacción preingestiva entre las enzimas y los 

alimentos.  

La respuesta a la suplementación con enzimas fribrolíticas es variable (Bedford, 

2018). Entre los factores que intervienen en la efectividad de estos aditivos se 

destaca el tipo de enzima, su estabilidad y especificidad de acción, los animales que 

se les aplica (especie, edad y morfofisiología del tracto gastrointestinal) y las 

características de las dietas (Valdivia et al., 2019). Del mismo modo, el efecto puede 



 

13 
 

afectarse por la dosis, la preparación del producto, el método de suministro y el 

mecanismo de acción enzimático (Tirado-González et al., 2018). 

2.7. Resultados de la aplicación de enzimas exógenas en los rumiantes 

Las enzimas fibrolíticas no se utilizaban en la alimentación de los rumiantes debido 

a la hipótesis de su posible hidrólisis inmediata por las proteasas del rumen. 

Además, se conocía que los microorganismos ruminales degradaban los sustratos 

fibrosos (Beauchemin et al., 2004). Sin embargo, los estudios desarrollados 

posteriormente permitieron demostrar las ventajas de esta práctica en los animales 

poligástricos. 

Las investigaciones desarrolladas en las últimas décadas destacaron que el 

tratamiento enzimático de los forrajes provocaba incrementos en la digestibilidad de 

la fibra en experimentos in vitro e in vivo (Iannaccone et al., 2022). La mayoría de 

los autores coinciden que las enzimas exógenas mejoran la digestión de la fibra 

(Pech-Cervantes et al., 2021), aun cuando representa solo el 15 % del total de la 

actividad en el rumen (Rosser et al., 2022). Los efectos de enzimas fibrolíticas en la 

degradación de forraje son significativos, aunque, los cambios en la porción molar 

de estos compuestos pueden ser inconsistentes, debido a que dependen de la 

fuente fibrosa, las dosis suministradas y su impacto en la fermentación ruminal 

(Kumar y Sridhar, 2021). 

En la literatura internacional se informa la utilización de diversos sistemas 

enzimáticos en la producción de rumiantes. Selzer et al. (2021) demostraron que la 

digestibilidad de la FDN y la FDA mejoró después del tratamiento con celulasas y 

xilanasas. De acuerdo con Da Costa et al. (2019) las xilanasas poseen particular 

importancia en la alimentación de los rumiantes porque elevan la resistencia contra 

infecciones y disminuyen el impacto ambiental al reducir la producción de metano 

por los animales. Asimismo las investigaciones realizadas por Santana et al. (2018) 

y Miranda-Romero et al. (2022) comprobaron que la digestibilidad de la porción 
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fibrosa depende de la combinación de enzimas, la dosis y el tipo de sustrato que se 

utilice.  

Otra de las ventajas del tratamiento enzimático es la mejora de la calidad de 

alimentos no convencionales (Jimoh, 2018). Autores como Abid et al. (2019) 

utilizaron xilanasas, exo y endocelulasas para incrementar el valor nutritivo del orujo 

de uva mientras que Cornejo-Cornejo et al. (2020) emplearon las xilanasas para 

mejorar la digestibilidad in vitro de la cáscara de Musa paradisiaca L. De igual 

manera Alberto (2020) informó mejoras en la calidad nutritiva de paja de trigo y la 

digestibilidad del bagazo de caña de azúcar después del tratamiento con lacasas 

aisladas de hongos.  

Las enzimas exógenas también tienen impacto positivo en la producción de leche. 

Por ejemplo, Refat et al. (2018) informó aumentos en la producción de leche y la 

digestibilidad de la materia seca en vacas alimentadas con ensilaje (34% de cebada)  

tratadas con enzimas fibrolíticas. De igual forma, Golder et al. (2019) 

notificóincrementos de la producción de leche en experimentos de campo como 

respuesta a la aplicación de enzimas en las vacas y lo relacionó con la elevada 

digestibilidad de los alimentos después del tratamiento.  

Asimismo la producción lechera, la ganancia de peso diario y el consumo de 

alimentos en  cabras mejoró con la inclusión del extracto enzimático de Pleorutus 

ostreatusen las dietas (Trejo et al., 2017). Mendoza et al., (2014) destacaron que el 

aumento de la producción de leche y carne después del tratamiento con enzimas 

exógenas se debe a una mejor digestibilidad de la FDN y la FDA. 

Por su parte, Bortoluzzi et al. (2019) y Qiao et al. (2018), demostraron que el 

tratamiento con β-mananasas promovió la producción de neutrófilos, leucocitos y 

macrófagos que intervienen en la reducción del conteo de células somáticas en la 

leche y es un indicador potencial de la presencia de mastitis (López-Ordaz et al., 

2020). Esta enfermedad, que provoca la inflamación de la glándula mamaria, 
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frecuentemente tiene causas infecciosas y ocasiona  cuantiosas  pérdidas 

económicas a la industria láctea (Benić et al., 2018). 

La adición de β-mananasa en vacas Holstein-Friesen de lactancia avanzada, redujo 

el consumo de materia seca en 1,8 kg por vaca en comparación con el control 

(Tewoldebrhan et al., 2017). La reducción en el consumo se atribuyó a una mayor 

digestibilidad aparente de la materia seca, la materia orgánica y la proteína. 

También Kebreab, (2016) informaron que la adición de β-mananasas a la dieta 

(0,10%) incrementó la eficiencia de conversión del nitrógeno, la proteína de la leche, 

la ganancia de peso y la higiene de las ubres en vacas en lactación, sin afectar las 

excreciones de metano y el nitrógeno fecal. 

Según López-Ordaz et al. (2020), la mejora de la salud por la suplementación 

enzimática se debe a que los requerimientos de nitrógeno en los animales se cubren 

con el consumo de la materia seca y la proteína de la dieta. De esta forma se evitan 

gastos energéticos por la excreción del exceso de nitrógeno y repercute en 

beneficios ambientales y económicos.  

De forma general, el efecto de las enzimas exógenas en la degradabilidad de la 

materia seca, la hidrólisis de la fibra, la producción de gases y el rendimiento de la 

leche dependen en gran medida de la especie, la proporción del forraje, su calidad 

y el número de ingredientes incluidos en la dieta (Tirado-González et al., 2021). Esta 

práctica favorece una mayor disponibilidad de los nutrientes para su digestión, 

absorción y contribuye a mejorar los procesos fisiológicos, y en muchas ocasiones, 

se evidencia a través de incrementos de la productividad ganadera. 

2.8. Bacillus subtilis E44 y su empleo en la producción animal 

Las investigaciones desarrolladas en la década de 1990 entre el Instituto de Ciencia 

Animal y la Universidad de Matanzas, resaltaron los beneficios de Bacillus subtilis 

E44 en la alimentación ganadera. El extracto enzimático de B. subtilis E44 obtenido 

en un medio de cultivo con componentes nacionales se utilizó para elaborar el 

biopreparado PROBIOLEV® (patente 2014-0617) a partir de la hidrólisis de la pared 
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celular de la crema de Saccharomyses cereviciae (Pérez et al., 2006). El producto 

se evaluó en la producción ganadera con resultados satisfactorios y se demostró 

su efecto prebiótico in vitro por Pérez et al. (2016) y la acción antibacteriana in vitro 

e in vivo  (Rodríguez et al., 2015; 2019). 

Recientemente Matos (2021) obtuvo el extracto enzimático de Bacillus subtilis E44 

a partir de la fermentación en estado sólido (FES) del bagazo de caña de azúcar. 

La autora notificó la presencia de enzimas β-mananasas, xilanasas, endocelulasas, 

amilasas y proteasas estables en el extracto y se evaluó su efecto en el componente 

fibroso y la digestibilidad de la dieta de reemplazo para pollitas ponedoras.  

El extracto enzimático disminuyó la FDN del salvado de trigo, como componente 

fibroso del alimento e incrementó la digestibilidad in vitro de la dieta. Sin embargo, 

no se ha evaluado su efecto en alimentos fibrosos destinados a los rumiantes. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Especies pratense y forrajeras utilizadas. 

Para la aplicación del tratamiento enzimático, se seleccionaron al azar, especies de 

plantas predominantes en los pastizales de las áreas ganaderas de la provincia 

Matanzas (Tabla 1) y el forraje que se le estaba suministrando a los animales en los 

comederos, que en este caso fue el Saccharum officinarum. Las plantas se 

colectaron en áreas de las vaquerías 65 y Monticelo, de la Empresa Pecuaria 

Genética Matanzas (EPGM).  

 

Figura 6. Especies de pastos y forrajes utilizados en la investigación 

Las muestras se trasladaron al laboratorio. Se lavaron con abundante agua y se 
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secaron en la estufa a 60 ºC durante 48 h. Posteriormente se molieron a un tamaño 

máximo de partícula de 1 mm, utilizando un molino de martillos tipo Fritsch modelo 

GMbH.  

3.3. Determinación del contenido de fibra  

El contenido de FDN y FDA se analizó siguiendo la técnica secuencial descrita 

por (Van Soest et al., 1991), adoptando las modificaciones propuestas por 

(ANKOM, 1998). Para el análisis se utilizaron bolsas de poliéster (ANKOM Corp 

#57) con un tamaño de poro de 30 µm y dimensiones de 4,5 x 5,5 cm. 

3.3.   Producción del extracto enzimático de Bacillus subtilis E44 

Cultivo de Bacillus subtilis E44 

Se utilizó la cepa de Bacillus subtilis E44 procedente del Laboratorio de 

Microbiología de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de 

Matanzas. A partir de un frasco de la cepa conservada a -30 °C en caldo nutriente 

y 20% de glicerol, se sembraron en placas Petri que contenían agar nutriente por el 

método de agotamiento y se incubaron a 37°C durante 24 h.  

La suspensión microbiana se preparó a la concentración de 108 UFC mL-1 (densidad 

óptica a 600 nm de 0,8) y se adicionó a Erlenmeyers que contenían 50 mL de caldo 

nutriente (relación 1:10). Luego se incubaron a 37 °C en zaranda orbital a 110 rpm 

hasta obtener una densidad óptica a 600 nm entre 0,8-.1. 

Fermentación en estado sólido 

La fermentación se realizó en Erlenmeyer de 2 L que contenían 100 g de bagazo de 

caña de azúcar seco previamente esterilizado en autoclave a 121ºC durante 15 min. 

La bacteria se inoculó al 15 % y se completó la humedad final de la FES hasta 80 

% con medio mínimo (MM) compuesto por:  NaCl (0.1 %), KH2PO4 (0.3%), K2HPO4 

(0.6%) MgSO4 (0.12%), NH4HPO4 (0.34%); KNO3 (0.12%) y urea (0.54%). El pH de 

la disolución se ajustó a 7,5 con KOH (1 mol L-1).  
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La FES se realizó en la incubadora a 33ºC durante 24 h. Posteriormente se realizó 

la extracción de las enzimas al adicionar tampón fosfato de sodio 0,01 mol L-1 (pH 

7) a la relación 1:10 (p/v). El erlenmeyer se colocó en la zaranda orbital (HDL® 

APPARATUS) a 110 rpm durante 30 min y se filtró a través de tela de gasa. El 

extracto se centrifugó (Heal Force®) a 10 000 rpm durante 15 min a 4 ºC. El 

sobrenadante se colectó por decantación y se determinó la actividad xilanolítica. 

Determinación de la actividad enzimática xilanolítica en el extracto 

La reacción se realizó en tubos de ensayo de cristal al cual se añadieron 0,4 mL de 

xilano de avena al 1% (sustrato de la enzima) disueltos en tampón fosfato de sodio 

0,01 mol L-1, pH 6,5) y 0,1 mL del extracto enzimático. La incubación se realizó a 39 

ºC durante 10 min simulando las condiciones del optimas del rumen según se 

describió por Díaz et al. (2013). A continuación, se agregó 0,5 mL de ácido 3,5 

dinitrosalicílico para detener la reacción enzimática y los tubos se colocaron en baño 

termostatado (KOTTERMANN) a 100ºC durante 10 min para cuantificar los 

azúcares reductores producidos por la acción de la enzima. Finalmente se 

adicionaron 1,2 mL de agua destilada, se enfriaron a temperatura ambiente y se 

leyó la absorbancia en un espectrofotómetro (Pharmacia Biotech Ultrascope 2000) 

a una longitud de onda de 546 nm. Los blancos del ensayo contenían solución 

tampón y otro que contenía únicamente la solución del sustrato correspondiente 

(blanco sustrato). Con estos controles se corrigieron los valores para calcular los 

azúcares producidos por la hidrólisis del sustrato.  

Para la realización de la recta de calibración se añadieron tubos que contenían 0,5 

mL de solución tampón y 0,5 mL de disoluciones de xilosa con concentraciones de 

0,55; 1,38; 2,22; 3,31 y 4,16 µg mL-1. Los tubos se sometieron al procesado descrito 

para los tubos que contenían las muestras a analizar. Al valor de absorbancia 

obtenido en cada caso se le restó el correspondiente al blanco sustrato y blanco 

muestra. Una unidad de actividad enzimática se expresa como los µmol de xilosa 

liberados por minuto por mL de muestra a 39ºC y pH 6,5. 
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3.4. Efecto del extracto enzimático en la degradación de la fibra en las 

especies seleccionadas  

Se pesaron 0,4 g de las muestras en bolsas de poliéster (Ankom Corp #57) con un 

tamaño de poro de 30 µm y dimensiones de 4,5 x 5,5 cm, previamente pesadas. Se 

añadió 1 mL del extracto enzimático a cada bolsa y se incubaron durante 24 h a 

temperatura ambiente. Se evaluaron tres tratamientos: 1 control: se adicionó 

tampón fosfato de sodio, 0.01 mol L -1 (pH 7); D1: extracto enzimático sin diluir 

(10,97 UI mL-1); D2: extracto enzimático diluido ½ (5,48 UI mL-1). Se realizaron tres 

repeticiones de cada tratamiento. 

Pasadas las 24 h se determinó el contenido en FDN, FDA según la técnica 

secuencial descrita por (Van Soest et al., 1991), adoptando las modificaciones 

propuestas por (ANKOM, 1998).   

3.5. Análisis estadístico 

Para la composición química de los forrajes se utilizó la estadística descriptiva se 

determinó la media, desviación estándar (DE) y coeficiente de variación (CV) Para 

la comparación de medias de la degradación de la fibra en los forrajes por efecto de 

las enzimas se utilizó el análisis de varianza simple para P<0,05. Los 

procedimientos estadísticos se realizaron con el programa STATGRAPHICS Plus. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Composición química de los pastos y forrajes seleccionados 

Los pastos tropicales se caracterizan por tener menor calidad lo cual afecta la 

productividad animal en la calidad de la leche y la carne (Taye y Etefa, 2020). La 

composición química de los pratenses y forrajeras tropicales en este estudio se 

muestran en la tabla 1. 

Tabla 1. Composición química de los pastos y forrajes 

Forrajes cenizas FDN (%) FDA (%) LIG (%) 

Saccharum offcinarum 6,11 62,99 37,48 6,48 

Cynodon nlemfuensis 12,14 62,42 32,8 3,67 

Dichanthiun spp 10,18 71,62 38,52 5,69 

Centrocema pubescens 7.91 54,81 34,28 9,65 

Paspalum notatum 9,14 70,84 35,11 3,76 

Alysicarpus vaginalis 8,75 53,55 36,86 13,64 

 

La especie Saccharum officinarum L. posee gran potencial para producción de 

forraje y el consumo satisfactorio por los bovinos, lo que la convierten en un recurso 

forrajero apropiado para el período de escasez de pasto (Rodríguez et al., 2012). 

No obstante, los valores del contenido de la fibra obtenidos son más bajos que los 

informados por García, (2017). Esta diferencia puede estar relacionada con la edad 

del cultivo. Las plantas de Saccharum officinarum del presente experimento tienen 

seis meses de edad.  

El resto de las gramíneas del estudio muestran elevados valores de carbohidratos 

estructurales (celulosa y hemicelulosa). Las leguminosas (Centrocema pubescens 

y Alysicarpus vaginalis) presentan mayor contenido de lignina en su pared celular 
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que las gramíneas, mientras que estas últimas tienen mayor contenido de 

hemicelulosa.  

La diferencia entre las características estructurales de estas especies podría 

explicarse por el proceso de lignificación. En las leguminosas se presenta 

esencialmente en los anillos vasculares, en las gramíneas cubre la epidermis y 

desarrolla una alta proporción del tejido parenquimatoso a medida que la planta 

envejece (Lakshmi et al., 2020).  

Los pastos y forrajes tropicales, raramente exceden el 65% de digestibilidad debido 

al contenido de fibra en el caso de las especies en estudio  oscila entre el 50 y el 

70% (Vela, 2018). Una de las alternativas para incrementar la digestibilidad de estos 

alimentos es el tratamiento con enzimas fibrolíticas que favorezcan la degradación 

de la fibra de la pared celular e incrementar su digestibilidad (Kumar y Sridhar, 

2021). 

4.2.  Efecto del extracto enzimático en la degradación de la fibra de los 

forrajes y pratenses 

El tratamiento enzimático en los pastos y forrajes se muestra en la tabla 2. La 

magnitud del efecto en la degradación de la fibra varió con el tipo de forraje, lo que 

sugiere que, la acción de las enzimas fibrolíticas en el componente fibroso de la 

pared celular de los alimentos evaluados, depende de su naturaleza y, por lo tanto, 

sus características influyen en la respuesta.  

Las enzimas del extracto favorecieron la degradación de la FDN en los pastos 

Cynodon nlemfuensis, Dichanthiun spp, Centrocema pubescens y Alysicarpus 

vaginalis. No se modificó este componente en Saccharum offcinarum y 

Paspalum notatum.  

Los pratenses y forrajeras de mala calidad, como los que se evalúan en la 

presente investigación, se caracterizan por la elevada fracción de la FDN no 

digestible. Por tanto, la aplicación de enzimas exógenas podría mejorar 
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significativamente el rendimiento de los animales rumiantes en muchas partes del 

mundo, principalmente en los trópicos y subtrópicos (Díaz, 2017).  

Tabla 2. Degradación de la fibra de los pastos y forrajes tratados con el 

extracto enzimático de Bacillus subtilis E44. 

Según Kumar y Sridhar (2021) el contenido de lignina de la pared celular, limita la 

acción de las enzimas y la digestión de la fibra. Sin embargo, en la presente 

investigación no se aprecia relación entre el contenido de lignina de los alimentos 

y la respuesta al tratamiento enzimático. Es importante destacar que la 

cuantificación de este componente se realiza por métodos convencionales, los que 

Forrajes 
Tratamiento enzimático 

± EE 
Valor 

de p C D1 D2 

Saccharum offcinarum      

FDN 

FDA 

60.65  60.80 60.12 0.42 0.634 

35.82  34.63 35.08 0.33 0.109 

Cynodon nlemfuensis 

FDN 

FDA 

     

63.89 b 61.19 a 59.84 a 0.49 0.0031 

32.80  31.81 31.94 0.37 0.211 

Dichanthiun spp 

FDN 

FDA 

     

71.18 c 68.78 b 66.50 a 0.53 0.0025 

37.13  36.25 36.20 0.60 0.5060 

Centrocema pubescens 

FDN 

FDA 

     

57.14 b 53.69 ab 51.09 a 0.45 0.0039 

36.11 32.83 32.97 0.49 0.4645 

Paspalum notatum 

FDN 

FDA 

     

66.76  68.46 67.30 0.65 0.2680 

34.33 34.80 34.49 0.26 0.4880 

Alysicarpus vaginalis 

FDN 

FDA 

     

56.06 b 56.17 b 52.26 a 0.66 0.0092 

37.03 36.49   6.14 0.44 0.4101 
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en ocasiones no tienen en cuenta la complejidad de los enlaces que se establecen 

entre la lignina y los carbohidratos en los forrajes tropicales (Díaz et al., 2015). 

La FDA en los pratenses y forrajeras utilizadas en la investigación no se modificaron 

por el tratamiento enzimático. Esta porción de la fibra está compuesta por la celulosa 

y la lignina, y este último compuesto está asociado físicamente a los polisacáridos 

de la pared celular a través de enlaces glicosídicos, éter y éster que forman una 

matriz alrededor de las microfibrillas de celulosa (Li et al., 2015).  

Las lacasas son las enzimas ligninolíticas más abundantes y se producen 

fundamentalmente a partir de hongos. De acuerdo a los resultados de la FDA, al 

parecer, en el extracto de Bacillus subtilis E44 no hay biocatalizadores que 

degradan la lignina y esta podría ser una de las causas por las cuales no se modificó 

la fracción.  

Kryukov et al. (2019) destacaron también, que la efectividad del tratamiento 

enzimático en la alimentación animal depende de las dosis aplicadas y la extensión 

de la hidrólisis. El tratamiento enzimático en el pasto Cynodon nlemfuensis mostró 

diferencias significativas entre las dosis D1 y D2 en la disminución de la FDN 

respecto al control, pero no entre ellas. Sin embargo, D2 mostró mejores resultados 

que D1 en la degradación de la FDN en Dichanthiun spp., comparadas con el 

control. Mientras que, en Centrocema pubescens y Alysicarpus vaginalis, D2 fue el 

mejor tratamiento, y la dosis D1 no fue efectiva pues no presentó diferencias 

respecto al control.  

La dosis de enzimas se establece a partir de su actividad en sustratos específicos, 

pero en la literatura no siempre los autores declaran la actividad de los catalizadores 

que se utilizan. En ocasiones se evalúa el efecto de enzimas comerciales o de 

extractos enzimáticos producidos por diferentes géneros microbianos.  

Los resultados de la presente investigación evidencian que la menor dosis del 

extracto fue la más efectiva en la disminución de la FDN en los pastos y forrajes. 

Según Masey-O’Neill et al. (2014) la respuesta al incremento de la dosis de enzimas 



 

25 
 

no es proporcional a la degradación de la fibra. Resultados similares se mostraron 

en los estudios presentados por Díaz (2017) al evaluar cuatro dosis en tres enzimas 

comerciales en la degradación fibrosa de alimentos de baja calidad para rumiantes. 

En el extracto enzimático se determinó solamente la actividad xilanolítica debido a 

que posee particular importancia en la alimentación de rumiantes (Da Costa et al., 

2019). No obstante,  Matos (2021) notificó que en el extracto de Bacillus subtilis 

E44, coexisten otras enzimas como β-mananasas, endocelulasas, amilasas y 

proteasas, por lo que la degradación de la FDN en los pastos y forrajes no se debe 

solamente por la acción de las xilanasas.  

Aftab et al. (2018) y Handique et al. (2018) notificaron que la acción sinérgica de 

varias enzimas favorece la degradación de los componentes estructurales de la 

pared celular y como consecuencia se incrementa su valor nutritivo. Además, 

aumenta la disponibilidad de almidones, proteínas y minerales atrapados en las 

paredes celulares y beneficia el sistema digestivo en  animales jóvenes en los que 

la producción de enzimas endógenas aún es escasa (Taye y Etefa, 2020). 
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5. CONCLUSIONES 

 El extracto enzimático de Bacillus subtilis E44 favorece la degradación de la FDN 

en las especies Cynodon nlemfuensis, Dichanthiun spp., Centrocema 

pubescens y Alysicarpus vaginalis, 

 La menor dosis de enzima (D2=5,48 UI mL-1 g-1) fue la que mostró mejores 

resultados en la disminución de la FDN. 
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6. Recomendaciones 

 Evaluar otras dosis del extracto enzimático en el tratamiento de los sustratos 

fibrosos utilizados en la alimentación para rumiantes. 

 Determinar el efecto del extracto enzimático en otras dietas utilizadas en la 

nutrición de los rumiantes. 
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