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RESUMEN

=ste estudio se hizo para evaluar el efecto de enzimas fibroliti-
cas exdgenas protegidas por glucosilacién en la degradacion
7 vitro de materia seca (MS) y materia organica (MO) de alfal-
72 (Medicago sativa) y ballico (Lolium perenne). Se efectud la
orimera fase de Tilley y Terry a 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h de incu-
oacion, utilizando un medio con saliva McDougall y otro con
saliva McDougall + liquido ruminal. Se midié la desaparicion
n=ta de los sustratos para comparar el efecto de la enzima fi-
orolitica en ausencia o presencia de microorganismos rumina-
=s. Las enzimas fibroliticas en combinacion con liquido rumi-
nal incrementaron (P<0,05) la desaparicion de MS (24 y 72 h)
v MO (24, 48 y 72 h) de alfalfa, y la de MS (48 y 72 h) y MO
48 h) de ballico. En las primeras 12 h, la desaparicion neta de
IS y MO de los forrajes por efecto de las enzimas no fue dife-
=nte (P>0,05) en presencia o ausencia de liquido ruminal,
=ro a las 24 y 48 h la desaparicion neta de MS y MO de alfal-
= fue menor (P<0,05) con liquido ruminal, mientras que la de-
=zparicion neta de MS de ballico a las 48 y 72 h, y de MO a las
22 h por efecto de las enzimas fue mayor con liguido ruminal
22 sin él. Las enzimas fibroliticas exégenas mejoran la diges-
soiidad in vitro de MS y MO de alfalfa (Medicago sativa) y ba-
=o (Lolium perenne), aun en presencia de los microorganis-
=os ruminales.

=zlzbras clave: Enzimas fibroliticas, Digestibilidad in vitro, Al-
falfa, Ballico.

S=cihido: 13/ 09/ 2000. Aceptado: 22 / 10/ 2001.

ABSTRACT

This study was made to measure in vitro effects of exogenous fi-
brolytic enzymes, protected by glicolisation on in vitro degradation
in dry matter (DM) and organic matter (OM) of alfalfa (Medicago
sativa) and rye grass (Lolium perenne). First phase of Tilley and
Terry technique at 3, 6, 12, 24, 48 and 72 h of incubation was
carried out using McDougall saliva and McDougall saliva + rumen
fluid. Net disappearance of fibrolytic enzyme subsirates was
measured in order to compare the effects of the fibrolytic en-
zymes with or without rumen microorganisms. Fibrolytic enzymes
combined with rumen fluid increased (P<0.05) alfalfa DM (24 and
72 h) and OM (24, 48 and 72 h) disappearance, and rye grass
DM (24 and 72 h) and OM (48 h) disappearance. During the first
12 h, net disappearance of forage DM and OM caused by fibro-
lytic enzyme, was not different (P>0.05) with or without rumen
fluid. However, at 24 and 48 h net disappearance of alfalfa DM
and OM caused by enzymes was lower (P<0.05) than that of ru-
men fluid, whereas net disappearance of rye grass DM at 48 and
72 h, and of OM at 48 h, was higher (P<0.05) with rumen fluid
than without it. Exogenous fibrolytic enzymes improve in vitro
digestibility of DM and OM of alfalfa (Medicago sativa) and rye
grass (Lolium perenne), even when ruminal microorganisms
are present.

Key words: Fibrolytic enzymes, in vifro digestibility, alfalfa,
ryegrass.
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INTRODUCCION

En Ameérica Latina es méas urgente el desarrollo de siste-
mas pecuarios eficientes para incrementar la produccion de
alimentos de origen animal, debido al crecimiento demografi-
co. La explotacién de rumiantes en estos paises se efectua
principalmente en condiciones extensivas, con forrajes nativos
gue poseen baja calidad nutritiva con una reducida tasa y ex-
tensién de su digestién [7]. Las enzimas fibroliticas exogenas
se han asperjado a los forrajes para incrementar la digestibili-
dad de la fibra [4, 9, 20], pero se conoce menos acerca de su
efecto cuando se proporciona como aditivo directamente al
animal [10, 11, 13, 15]; ademas, esta en duda la capacidad de
estas enzimas para permanecer activas en el rumen. Recien-
temente, se han obtenido enzimas provenientes de la fermen-
tacion de hongos, en las cuales, al ser tratadas por métodos
de glucosilacién, se ha logrado disminuir su destruccion por
enzimas proteoliticas [2, 8]. La glucosilacién es la union de
monosacaridos u oligosacaridos a un aminoacido. De manera
natural, la glucosilacion de enzimas es rara en sistemas bacte-
rianos y en muchos microorganismos, pero sorpresivamente es
comun en sistemas enzimaticos de microorganismos celuloliti-
cos. La funcién de las enzimas fibroliticas glucosiladas en estos
microorganismos no es conocida, pero en algunas bacterias sir-
ve de proteccion a la protedlisis, sin afectar la cinetica enzimati-
ca, estabilizandolas parciaimente a cambios bruscos de pH y
temperatura [12]. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto de enzimas fibroliticas exdgenas protegi-
das por glucosilacion, en la digestibilidad de MS y MO de alfalfa
(Medicago sativa) y pasto ballico (Lolium perenne).

MATERIALES Y METODOS

Un novillo Holstein (460 kg de PV) con canula ruminal
(Bar Diamond, Parma, ID) fue alimentado ad libitum con heno
de alfalfa (Medicago sativa), premezcla mineral y agua en el
area de rumiantes fistulados en la granja experimental del Co-
legio de Postgraduados, Montecillo, estado de México, México.
Los forrajes experimentales fueron alfalfa (Medicago sativa) y
pasto ballico (Lolium perenne), los cuales fueron henificados a
la intemperie. Como fuente de enzimas fibroliticas exdgenas
se uso un producto enzimatico fibrolitico (Fibrozyme de Alltech
INC, Nicholasville, KY, USA) el cual es una combinacion de
extractos de la fermentacion de Aspergillus niger y Trichoder-
ma viride y fermentos solubles, protegidos por técnicas de glu-
cosilacion, con una actividad xilanasica de 100 U/g (una uni-
dad xilanasica es la cantidad de enzima necesaria para liberar
un micromol de xilosa). En los henos se determiné el conteni-
do de materia seca (MS), materia organica (MO), PC (Nitroge-
no x 6.25) y cenizas [1], asi como la fibra detergente neutro
(FDN) y &cido (FDA) por la técnica de Goering y Van Soest [€],
y hemicelulosa por diferencia de FDN y FDA TABLA |.

Después de dos semanas de adaptacion a la dieta, en el
novillo canulado se tomaron muestras de liquido ruminal 1 h
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TABLA |
COMPOSICION QUIMICA (%) DEL HENO DE ALFALFA
(Medicago sativa) Y DE BALLICO (Lolium pemnne)1

Alfalfa Ballico
MS 87,1 87,5
MO 89,9 84,6
PC (N x 6.25) 20,8 14,8
FDN 39,2 64,2
FDA 30,5 43,3
CENIZAS 10,0 15,3

"Valores expresados en base seca, excepto para MS.

antes de la alimentacién diurna (8:00 a.m.) mediante una bom-
ba de vacio. El fluido ruminal fue filirado y depositado en un
termo aislante (39°C) para ser gaseado con CO, posterior-
mente. Para la digestibilidad in vifro de MS y MO de los henos
de alfalfa y ballico se utilizd la primera fase de la técnica de Ti-
lley y Terry [17]. Como medios se empled la mezcla de saliva
de McDougall + liquido ruminal (LR) o Unicamente saliva de
McDougall, para evaluar la actividad de las enzimas fibroliticas
(E) con y sin los microorganismos del liquido ruminal. Se midio
el efecto de las enzimas con dos medios para poder comparar-
los, se calculd la desaparicién neta de los sustratos como la di-
ferencia del porcentaje de desaparicion de los sustratos con y
sin enzima.

El medio (50 mL) fue transferido a tubos de polipropileno
de 100 mL con tapones equipados con vélvulas de Bunsen,
los cuales contenian 500 mg de las muestras previamente se-
cadas (60°C durante 48 h) y molidas (malla de 1 mm), sin y
con 100 mg del producto enzimatico. Los tubos fueron gasifi-
cados con CO, y tapados de inmediato para mezclar suave-
mente su contenido. Luego, fueron colocados en un bafio Ma-
ria a 39°C y se incubaron durante 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h; la in-
cubacién fue detenida por medio de congelacion (4°C). Des-
pués, los tubos se descongelaron a temperatura ambiente
para filtrar su contenido a través de papel filtro 541 (@ poro
10 um), con la ayuda de una bomba de vacio, y luego se seca-
ron a 55°C para medir el peso de la muestra residual.

El disefio experimental fue completamente al azar con
un arreglo factorial 2 x 2 x 6 (enzima 0 y 500; forraje, alfalfa y
ballico; seis tiempos de incubacion) para el efecto de la enzi-
ma en los forrajes; y fue 2 x 2 x 6 (medios S y LR,; forraje, alfal-
fa y ballico; seis tiempos de incubacion) para estimar la dife-
rencia entre medios y forrajes. Se utilizaron tres tubos (repeti-
cién) para cada heno y la prueba de digestibilidad se efectud en
dos incubaciones o corridas, lo que proporcioné un total de seis
tubos por cada heno. Esto permitié utilizar cada tubo como sub-
muestra e incluir la interaccion tratamiento x corrida como un
criterio de error en el modelo [16]. El analisis de varianza y la
comparaciéon de medias se efectuaron utilizando el procedi-
miento GLM [14] y la prueba de Tukey, respectivamente [16].
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RESULTADOS Y DISCUSION

La desaparicion in vitro de la materia seca (MS) del heno
de alfalfa (Medicago sativa) durante las primeras 48 h de incu-
pacion, asi como de la materia organica (MO) alas 3y 6 h, fue
significativamente mayor TABLA Il que la del pasto ballico (Lo-

um perenne). Segun Galyean y Goetsch [5], la digestibilidad
22 MS y MO es generalmente mayor en las leguminosas gue
=n los pastos, pero la digestibilidad de la pared celular puede
ser menor a causa del mayor contenido de lignina en las legu-
minosas, aungue también indicaron que la digestion de la pa-
=d celular puede ser similar para ambos forrajes.

Las enzimas fibroliticas exégenas con liquido ruminal in-
crementaron significativamente la desaparicion de la MS del
neno de alfalfa (Medicago sativa) a las 24 h 'y 72 h de incuba-
Zdn y para el pasto ballico (Lolium perenne) alas 48 hy 72 h.
“demas, la desaparicion de la MO del heno de alfalfa también
s= incrementd por efecto de las enzimas fibroliticas a las 24,
23y 72 h, en tanto que la desaparicion neta de la MO del heno
2= ballico aumento a las 48 h de incubacion TABLA 1.

La desaparicion neta de la MS y MO del heno de alfalfa
Medicago sativa) a las 24 y 48 h de incubacion por las enzi-
mas fibroliticas sin el liquido ruminal (E) fue mayor que cuando
=sie estaba presente (E+LR), mientras que la desaparicion
m=ta de la MS y MO del heno de ballico (Lolium perenne) a las
£3 h de incubacién fue mayor en presencia del fluido ruminal.
Sin embargo, al menos durante las primeras 12 h de incuba-

cién, la desaparicion neta de la MS y MO de los henos causa-
da por las enzimas fibroliticas exdgenas no fue diferente en
presencia o ausencia del fluido ruminal TABLA lll. Estos resul-
tados indican que, posiblemente, las enzimas fibroliticas so-
portan la degradabilidad de las proteasas de los microorganis-
mos, al menos durante las primeras 12 h de incubacion.

Tricarico y col. [19] encontraron que la digestibilidad in
vitro de la MS de la festuca (Festuca arundinaceae) y la tasa
de utilizacion de hexosa se incrementaron por efecto de un
compuesto enzimético fibrolitico (Fibrozyme) en las primeras
12 h de incubacion, pero no encontraron efecto alguno des-
pués de las 18 h. Estos hallazgos sugieren que Fibrozyme
puede mejorar la digestibilidad de los henos a través de un
mecanismo sinérgico con las enzimas de los microorganismos
ruminales. Estudios in vitro [3] han demostrado que los incre-
mentos en la digestibilidad de la fibra estan asociados con el
incremento de la tasa inicial de desaparicion de la fibra; esta
respuesta fue medida como un incremento de la tasa inicial de
desaparicion de FDN por efecto de las bacterias contenidas en
liquido ruminal con preparaciones enzimaticas. Los resultados
obtenidos en el presente experimento, indican gque las enzimas
fibroliticas exégenas pueden incrementar la digestibilidad de la
MS y MO de los henos atin en presencia de microorganismos
ruminales. Lo anterior concuerda con lo observado por Titi y
col. [18] quienes encontraron que enzimas fibroliticas asperja-
das a heno de alfalfa aumentaron la digestibilidad in vitro de
MS de las 0 hasta las 36 h de incubacion.

EFECTO DE ENZIMAS FIBROLITICAS EXOGENAS Y FLUTDAgL:UI;nINAL EN LA DESAPARICION (%) /N VITRO DE MS Y MO
DE ALFALFA Y BALLICO
Incubacion Tratamientos
Alfalfa Ballico

(h) - -ENZ +ENZ -ENZ +ENZ EE
MS

3 14,42 14,42 4,60 8,5 0,9

6 25,32 26,23 6,10 8,50 1,9

12 30,72 34,82 18,9° 22,20 1,3

24 40,9 47,08 25,6° 28 4¢ 1.8

48 59,92 63,22 30,69 46,9¢ 2,7

72 67.6° 77,12 68,40 75,92 1,0
MO

15,92 15,22 o 8,7° 0,8

18,32 20,32 9,20 9,5b 1.1

12 25,1ab 29,12 23,9° 27,230 0,5

24 33,00 41,09 33,4° 34,20 0,7

48 39,20 44 22 34,5¢ 47,78 1,1

72 42,1b 52,98 48,62 51,82 1,0

ENZ = sin enzima; +ENZ = con enzima; EE = error estandar.

Interaccion forraje x enzima x tiempo (P<0,0005).  a, b, ¢, d, medias con diferentes
lefras denfro de una misma hifera muestran diferencia estadistica (F<q,05].
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TABLA Il
DESAPARICION NETA' (%) IN VITRO DE MS DE ALFALFA Y BALLICO POR EFECTO DE ENZIMAS FIBROLITICA O CON
LiQUIDO RUMINAL

Incubacion Tratamientos
Alfalfa Ballico
(h) E E+LR E E+LR EE
MS
-1,6° 0,080 0,220 3,92 0,5
0,5 0,9 0,0 2,3 0,4
12 0,2 4.1 0,6 3,3 0,5
24 19,92 6,0° 0,2¢ 1,3¢ 16
48 20,62 e 9,8° 16,32 1,5
72 9,43b 12,24 1,8¢ 7,50 1,0
MO
3 0,2 0,7 0.4 1,4 0,4
6 0,5 2,0 -0,2 0,2 0,5
12 1,2ab 3,92 -0,2° 3,3@b 0,5
24 21,32 7,90 -0,8° 0,6 1,8
48 20,92 4,99 8,8¢ 13,20 1,4
72 12,88 10,82 2,5° 3,1° 1,2

' Diferencia del porcentaje de desaparicion de los sustratos con y sin enzima.
Interaccién medio x forraje x tiempo (P<0,0001). a, b, ¢, medias con diferentes letras dentro de una misma hilera muestran diferencia

estandar.
estadistica (P<0,05).

CONCLUSIONES

Las enzimas fibroliticas exégenas usadas en este expe-
rimento tienen la capacidad de aumentar la desaparicion in vi-
tro de la MS y MO del heno de alfalfa (Medicago sativa) a las
24 y 72 h de incubacion, y para el heno de ballico (Lolium pe-
renne) de las 48 hasta 72 h, en presencia de los microorganis-
mos ruminales. La desaparicion neta in vitro de MS y MO de
estos henos indica que las enzimas fibroliticas pueden ser
afectadas por los microorganismos ruminales en tiempos pro-
longados de incubacion in vitro (mayores a 24 h). No obstante,
durante las primeras 12 h de incubacion, el efecto de las enzi-
mas fibroliticas exdgenas en la degradacion in vitro de la MS y
MO de los henos no es afectada por la presencia de microor-
ganismos del fluido ruminal.

Es posible suponer que hay mecanismos sinérgicos, los
cuales no se han demostrado todavia, entre los microorganis-
mos ruminales y las enzimas fibroliticas exégenas empleadas,
lo cual incrementa la digestibilidad in vitro de estos henos de-
bido, posiblemente a una mayor degradacién de la pared celu-
lar de la alfalfa (Medicago sativa) y ballico (Lolium perenne).
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