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SOBRE EL EFECTO DE ENZIMAS FUNGICAS

EN LA ALIMENTACION DE RUMIANTES
DELI NAZMIN TIRADO-GONZALEZ, GUSTAVO TIRADO-ESTRADA y
LUIS ALBERTO MIRANDA-ROMERO

RESUMEN

Se realizo una revision acerca de los efectos potenciales de
xilanasas y celulasas en la alimentacion de rumiantes. Se en-
contro que éstas incrementan las digestibilidades de la materia
seca (MS) y de la fibra detergente neutro (FDN), la produc-
cion de gases y de dacidos grasos volatiles totales (AGV1), en la
mayoria de las evaluaciones realizadas in vitro. Algunas acti-
vidades enzimadaticas incrementaron la poblacion de bacterias
ruminales y mostraron sinergismo con las enzimas de microor-
ganismos del rumen; en comportamiento animal, pueden in-
crementarse la ingesta de MS, ganancia diaria de peso (GDP),
conversion alimenticia (CA) y produccion de leche. En algunos
casos se han observado efectos nulos o negativos en la pro-

porcion acetato:propionato y en componentes de la leche. Los
resultados son mejores utilizando dosis adecuadas de enzimas,
v mas consistentes en dietas que incluyen forrajes de legumino-
sas que de gramineas. Las xilanasas parecen ser mas estables
que las celulasas en condiciones ruminales, pero con alimentos
con bajo contenido de taninos; la correcta relacion celulasas:
xilanasas depende de la dieta base. Los procesos de ensilaje y
pretratamiento con enzimas fibroliticas disminuyen las propor-
ciones de FDN y FDA, incrementan los azucares reducidos y
mejoran las digestibilidades de la MS y FDN de los forrajes,
aunque ello no siempre se refleja en el comportamiento produc-
tivo del animal.

1 empleo de alimentos

con alto contenido de

FDN en rumiantes sin el
auxilio de suplementos principalmente
proteicos no siempre cubre los requeri-
mientos nutricionales de mantenimiento
(Coleman y Moore, 2002; Nuiiez et al.,
2003; Pena et al., 2003) debido a su baja
digestibilidad y disponibilidad de nutrien-
tes en el rumen (Delgado er al., 2002).
Estos factores impactan el potencial de la
ingesta del ganado, al que se le atribuye
gran parte de la variacién en la produc-
cién animal (Stendal et al., 2006). En la
ultima década se han desarrollado y pro-
bado productos enzimaticos de extractos
principalmente de celulasas y xilanasas
exogenas de hongos para mejorar la

composicion de los forrajes (Colombatto
et al., 2004b, c) y su digestibilidad en el
interior del rumen (Tricarico y Dawson,
2005; Eun y Beauchemin, 2007a).
Algunos trabajos han mostrado que la
adicion de enzimas fibroliticas exdgenas
incrementa la digestibilidad in vitro,
in situ e in vivo de la materia seca y de
la fibra detergente neutro (FDN) en ali-
mentos fibrosos (Colombatto et al., 2002;
Moreno et al., 2007), produce cambios en
la concentracion de acidos grasos volati-
les (AGV) y en los patrones de fermenta-
cion  (Pinos-Rodriguez et al., 2002;
Tricarico y Dawson, 2005), modifican el
pH ruminal (Yang et al., 2002) o mejora
el consumo y la ganancia diaria en peso
(Gémez-Vazquez et al., 2003). Pero otros

trabajos muestran que las enzimas fibroli-
ticas exdgenas no afectan el comporta-
miento animal, ni la produccion de AGV
(Dosualdo et al., 2006; Ferreira et al.,
2006a; Souza et al., 2006b). De acuerdo
a Beauchemin et al. (2003), estas discre-
pancias pueden deberse a: 1) la compleji-
dad del liquido ruminal (Colombatto
et al., 2003a); 2) las diferentes estructuras
de los alimentos que componen las dietas;
y 3) los preparados enzimaticos, que pue-
den contener diferentes actividades y con-
diciones optimas. Los procesos de carac-
terizacion productiva, bioquimica y gené-
tica (Wang et al., 2002; Rahman et al.,
2009) podrian permitir la obtencién de
productos estables en las condiciones del
rumen y especificos para la degradacion
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de la fibra (Deng et al., 2006; Eun y
Beauchemin, 2007a). La presente revision
muestra algunos avances en la produccion
de xilanasas y celulasas fungicas y sus
potenciales efectos al ser incluidas en die-
tas para rumiantes.

Enzimas Producidas por Hongos

Paredes celulares y tipos de enzimas que
hidrolizan sus componentes

La celulosa es el poli-
mero de glucosa més abundante en la pa-
red celular y constituye la mayor parte de
desechos vegetales; la hemicelulosa es un
heteropolimero  formado por residuos
f-1,4-xilopiranosil. La celulosa y la hemi-
celulosa son fuentes potenciales de ener-
gia cuya limitante son los enlaces B-1,4
que unen sus monomeros. Ademas, duran-
te el desarrollo de las plantas el proceso
de lignificacion involucra la deshidroge-
nacion enzimatica de alcoholes derivados
del fenilpropano (p-cumarilico, coniferili-
co y sinapilico) y la formacion de estruc-
turas de enlaces cruzados que atrapan tan-
to a la celulosa como al hetropolimero de
la hemicelulosa (Hatfiel y Fukushima,
2005). La lignina es dificilmente hidroli-
zable. Los hongos ligninoliticos secretan
enzimas extracelulares oxidativas esencia-
les en la mineralizacion de lignina, tales
como: 1) lignina-peroxidasa (LiP), que
por sintesis enddgena de H,0O, oxida al
alcohol veratrilico y, a la vez, a compues-
tos aromadticos no fenolicos; 2) mangane-
so-peroxidasa (MnP), que oxida compo-
nentes fenolicos de la lignina mediante la
reaccion de oxidacion del Mn?* a Mn’, la
cual es dependiente del H,0,; y 3) lacasa
(Lac), una fenol oxidasa con cobre que
oxida anillos de la lignina. Otras enzimas
indirectamente asociadas con la minerali-
zacion de lignina son la glioxal oxidasa y
la superoxidodismutasa, que sintetiza el
H,0, necesario para la actividad de la
LiP y la MnP (Gonzalo et al., 2005).
Algunos hongos también producen celula-
sas (endo-B-glucanasas, exo-p-glucanasas
o celobiohidrolasas, y B-glucosidasas) y
xilanasas (arabinofurosidasa, acetil-xilanes-
terasas, glucoronidasas, P-xilosidasas, y
endo-B-xilanasas), que les permiten acce-
der y utilizar la celulosa y la hemicelulosa
como fuentes de energia para su adapta-
cion a sustratos lignoceluldsicos. Estas en-
zimas tienen dominios de unién con los
sustratos, y dominios cataliticos y no cata-
liticos, cuyo papel es permitir el reconoci-
miento y contacto con las fibras de la pa-
red celular (Mikan y Castellanos, 2004).

Existe una gran variedad
de celulasas y xilanasas producidas por
organismos (Min et al., 2002; Zhou et al.,
2007) y en hongos hay numerosas
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isoformas para actividades xilanolitica y
celulolitica, con distintas condiciones Op-
timas (Moriya et al., 2003; Chen et al.,
2010). En la altima década la caracteriza-
cibn y uso de marcadores bioquimicos
como isoformas (Moriya et al., 2003;
Damiano et al., 2006) ha permitido la se-
leccion y produccion de enzimas mas es-
pecificas para sustratos de interés (Levin
et al., 2004; Mikan y Castellanos, 2004),
estables en rangos amplios de pH y tem-
peratura (Subramaniyan y Prema, 2000;
Murray et al., 2004) y con mayor tiempo
de retencion de su actividad maxima
(Parry et al., 2001). También, los proce-
sos de secuenciacion (Cheng et al., 2005;
Comlekciogluc et al., 2010; Wang et al.,
2011) y expresion de genes (Kataeva
et al., 1999; Ogasawara et al., 2006) han
permitido diferenciar la accion de enzi-
mas especificas de complejos de isofor-
mas o enzimas similares (Yi et al., 2010).

La especie de hongo y
las condiciones de los cultivos (Cavallazzi
et al.,, 2004, Mata y Waliszewski, 2005)
son factores que afectan la expresion de
genes que codifican para la produccion
de enzimas (Cohen et al., 2002).
Principalmente, la fuente de carbono regu-
la la expresion de genes de celulasas y he-
micelulasas; por otro lado, a nivel trans-
cripcional los genes de celulasas y xilana-
sas se reprimen ante la presencia de gluco-
sa; sin embargo, son estimulados ante la
presencia de otras fuentes de carbono tales
como el glicerol, el sorbitol y la celulosa
(Rauscher et al., 2006; Saadia et al.,
2008). Cada hongo se comporta diferente,
porque con los genes que codifican para
enzimas extracelulares hay promotores con
sus reguladores especificos para cada siste-
ma (March y Zeilinger, 2003); en el caso
de las xilanasas, algunos inductores pre-
sentes en ciertos hongos son inhibidores en
otros (Min et al., 2002). La ingenieria ge-
nética ha permitido la identificacion de se-
cuencias especificas de enzimas, promoto-
res, represores, activadores e inductores
con una funcién particular (Deng et al.,
2006; Rauscher et al., 2006) y realizar
arreglos por fusion de genes o fragmentos
de ellos para obtener enzimas con mas de
una funcion (An et al., 2005), inhibir o
sobre-estimular la produccion de enzimas.
Por ejemplo, Rahman et al. (2009) utiliza-
ron los promotores egl3 y xyn3 para esti-
mular la  expresion del gen de
B-glucosidasa (bgll) en Trichoderma ree-
sei, logrando que cadenas de blgl fueran
sobreproducidas de 4 a 7,5 veces, sin dis-
minuir la cantidad de celulasas.

En el érea agrondmica,
el tratamiento de materiales fibrosos con
hongos ligninoliticos ha mostrado resulta-
dos alentadores, puesto que muchos hon-
gos se adaptan a materiales con altos
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contenidos de paredes celulares y su uso
como tratamiento puede mejorar la calidad
nutritiva de forrajes fibrosos (Obodai
et al., 2003; Okano et al., 2006) y elimi-
nar elementos toxicos de algunos desperdi-
cios de cosecha (Murrieta et al., 2002).

Efecto de la Aplicacion de Enzimas en
la Alimentacion de Rumiantes

Se analizaron 53 experi-
mentos de 47 articulos seleccionados al
azar para la presente revision (Tabla I).
Los factores evaluados con mayor fre-
cuencia fueron: 1) tipo de estudio (in
vitro, in situ o in vivo), 2) fuente del ino-
culo ruminal, 3) tipo de preparado enzi-
matico fibrolitico y su actividad enzimati-
ca predominante, 4) composiciéon princi-
pal de la dieta y efecto combinado con
otros aditivos y suplementos, 5) dosis del
preparado enzimatico, y 6) método de
aplicacion y tiempo de aplicacion del adi-
tivo enzimatico. El 88,7% de los experi-
mentos incluidos muestran al menos un
efecto derivado del uso de enzimas en al-
guna de las variables estudiadas, mientras
que en el 11,3% de los casos, no hubo
efecto del tratamiento con extractos enzi-
maticos. El 92% de los efectos reportados
en estos articulos son positivos y el 8%
negativos.

Tipo de estudio

La caracterizacion bio-
quimica y las capacidades hidroliticas de
los productos enzimaticos no permite pre-
decir el comportamiento que tendrdn en
las condiciones que ofrece el liquido ru-
minal y su interaccion con la complejidad
de la pared celular de los alimentos
(Beauchemin et al., 2003). Kung et al.
(2000), al comparar dos diferentes pro-
ductos comerciales con actividades simi-
lares de celulasas y xilanasas en dietas
para vacas productoras de leche, encon-
traron que s6lo una de las dos podia in-
crementar la  produccion de leche.
Algunos trabajos concuerdan en que la
adicion de enzimas fibroliticas incrementa
la digestibilidad in vitro, in situ e in vivo
de la materia seca (MS) y fibra detergen-
te neutro (FDN) de los alimentos fibrosos
(Colombatto et al., 2002; Moreno et al.,
2007). El 32% de los articulos de la
Tabla 1 correspondieron a experimentos
realizados in vivo, 42% in vitro 'y 26%
incluian mas de un tipo de estudio. Las
variables mas reportadas en estos trabajos
son digestibilidad de la MS y FDN, en
las que el uso de enzimas fibroliticas tie-
ne resultados consistentemente positivos.
Algunos preparados de enzimas con endo-
B-1,4-glucanasas pueden desprender mas
gas in vitro que algunos alimentos
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TABLA 1

NUMERO DE EXPERIMENTOS QUE REFIEREN ALGUN EFECTO RELACIONADO AL TRATAMIENTO CON ENZIMAS
FIBROLITICAS EXOGENAS IN VITRO, IN SITU O IN VIVO, APLICADAS EN DIFERENTES TIEMPOS

Factor Efecto Digestibilidad Patrones de fermentacion Comportamiento animal (églm eﬁ?mSlgrll(t)(rJl
MS MO PC FDN FDA Cel Hem AGVt pH N-NH; Rel. A:P P. Leche Ingesta CA GDP MS PC FDN FDA
Ensilado Positvo 2 NR NR 1 1 1 NR NR NR NR NR NR NR NR NR I 0 3 3
Negativo 0 NR NR 0 0 0 NR NR NR NR NR NR NR NR NR 0 2 0 0
Pretratamiento Positivo 3 1 1 1 1 NR NR NR 1 NR 1 NR NR NR NR NR 1 2 1
Negativo 0 0 0 0 00 NR NR NR 0 NR 0 NR NR NR NR NR 0 0 0
Sin pretratamiento Positivo 18 7 3 10 4 NR 1 6 0 2 6 4 4 3 4 NRNR 1 1
Negativo 1 0 0 2 I NR 0 0 1 0 3 0 0 0 0 NR NR 0 0
In vivo Positivo 5 3 2 3 3 1 NR 2 NR NR 0 4 4 3 4
Negativo 1 0 0 2 1 0 NR 0 NR NR 1 0 0 0 0
In situ Positvo 7 4 NR 3 2 NR 1 3 0 1 2 1 3 5 4
Negativo 0 0 NR 0 0 NR 0 0 1 0 2 0 0 0 0
In vitro Positivo 11 1 2 6 I NR NR 1 1 1 5 NR NR 1 1
Negativo 0 0 0 0 I NR NR 0 0 0 0 NR NR 0 0

MS: materia seca, MO: materia organica, PC: proteina cruda, FDN: fibra detergente neutro, FDA: fibra detergente acido, Cel: celulosa, Hem: hemi-
celulosa, AGVt: acidos grasos volatiles totales, pH: pH ruminal, N-NH;: nitrogeno amoniacal, Rel. A:P: relacion acetato: propionato, P. Leche: pro-
duccion de leche, Ingesta: ingesta de la MS, CA: conversion alimenticia, GDP: ganancia diaria de peso, NR: dato no reportado.

Fuentes de informacion: McAllister ef al., 1999; Rode et al., 1999; Hirstov et al., 2000; Kung et al., 2000; Wallace et al., 2001; Wang et al., 2001, 2002,
2004; Dhiman et al., 2002; Pinos-Rodriguez et al., 2002, 2005, 2008; Yang et al., 2002; Colombatto et al., 2003a, 2004a, b, 2007; Gémez-Vazquez et al.,
2003; Gonzalez et al., 2003; Cruywagen y Goosen, 2004; Yescas-Yescas et al., 2004; Baah et al., 2005; Dean et al., 2005; Tricarico y Dawson, 2005; Yu
et al., 2005; Bergamaschine et al., 2006; Dosualdo et al., 2006; Ferreira et al., 2006b; Medina-Romo et al., 2006; Souza et al., 2006a; Muwalla et al.,
2007; Elwakeel et al., 2007; Eun y Beauchemin, 2007a; Eun ef al., 2007; Giraldo et al., 2007, 2008, 2009; Redisch y Kung, 2007; Dean et al., 2008;
Krueger et al., 2008; Krueger y Adesogan, 2008; Ranilla ez al., 2008; Tang et al., 2008; Alvarez et al., 2009; Bassiouni et al., 2010.

(Wallace et al., 2001), lo que hace dificil
comparar datos obtenidos de experimen-
tos in vitro con los obtenidos in situ e
in vivo. Jung et al. (2004) encontraron
que cada unidad de aumento en la diges-
tibilidad de la FDN mejora la ingesta de
la MS (0,12kg/dia) e incrementa 3,5% la
grasa corregida en leche. En la Tabla I, el
70,6% de los articulos de estudios realiza-
dos in vivo, reportan algln tipo de efecto
relacionado al uso de preparados enzima-
ticos: como incrementos en la ingesta de
la MS, produccion de leche, ganancia dia-
ria de peso y conversion alimenticia.
Bassiouni et al. (2010) observaron que el
uso de enzimas fibroliticas en vacas le-
cheras increment6 la produccion de leche
y sus contenidos de grasa, proteina y lac-
tosa. Sin embargo, no en todos los casos
los incrementos en la produccion de leche
se acompafian de efectos positivos en la
proporcion de grasa y proteina en su
composicion (Kung et al., 2000). Por
ejemplo, Rode et al. (1999) al probar el
preparado enzimatico ‘Promote’ (NET,
Cargill Inc., de Agribrands Int., EEUU;
Balci et al., 2007) en vacas Holstein mul-
tiparas en lactancia temprana con una die-
ta base de 24% de ensilado de maiz, 15%
heno de alfalfa y 61% de concentrado de
cebada, encontraron que la adicion del
preparado enzimatico a la dieta no afectd
el consumo alimenticio en comparacion
con la dieta testigo (sin preparado enzi-
maético), pero la digestibilidad total de los
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nutrientes aumentd por el tratamiento con
preparados enzimaticos (digestibilidades
de las fracciones de la dieta testigo vs la
dieta tratada: 61 vs 69% en MS, 43 vs
51% en FDN, y 32 vs 42% en FDA) y
consecuentemente la produccion de leche
se incrementd (de 36kg/dia a 40kg/dia),
aunque los componentes de proteina y
grasa de la leche fueron similares o infe-
riores. Los autores (Balci ef al., 2007) se-
flalaron que la combinacion de xilanasas
y celulasas puede mejorar la ingesta en
vacas lecheras, pero mayores produccio-
nes de leche asociadas a mayor ingesta
solo se observaron en la temprana lactan-
cia cuando hay desbalance energético;
ademas los incrementos en el acido pro-
pidnico y glucosa derivados del aumento
en la digestibilidad por el uso de enzimas
exogenas puede estimular incrementos de
insulina, pero su efecto podria ser la de-
presion en la sintesis de grasa de leche
por incremento en tejido adiposo debido a
lipogénesis.

Otros autores apoyan la
posibilidad de que a mayor demanda
energética de los animales, los efectos de
la adicion de enzima pueden ser mejores
(Pinos-Rodriguez et al., 2005), o que hay
mas efectos positivos por el tratamiento
enzimatico en dietas con menor disponibi-
lidad de energia (Beauchemin et al.,
2003). Tirado-Estrada er al. (2011), al
evaluar los efectos de los preparado enzi-
maticos ‘Promote’ y ‘Fibrozyme’ (Alltech,
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Inc.) en el comportamiento de engorda de
borregos alimentados con una dieta que
contenia el 60% de rastrojo de maiz, en-
contraron que la suplementacion con enzi-
mas mejord la digestibilidad de la MS,
los patrones de fermentacion, la ingesta
de la MS y la GDP. Gonzdlez et al.
(2003) al evaluar el uso de ‘Promote’ en
cabras productoras de leche Murciano-
Granadina, con una dieta base 65% forra-
je de alfalfa y de maiz (50-50%) y 35%
concentrado con enzima, encontraron que
la ingesta, la produccion y la composicion
de la leche no fueron afectados, pero la
ganancia de peso mejord con la adicion
de la enzima.

Por lo general, el uso de
enzimas puede incrementar la cantidad de
gas producido en las fermentaciones in vi-
tro, la digestibilidad de las fibras (Wang
et al., 2001, 2002; Eun et al., 2007; Tang
et al., 2008) y la eficiencia fermentativa de
los alimentos (Wallace et al, 2001,
Colombatto et al., 2004b); pero no siempre
hay efectos positivos en la produccion de
AGV totales y relacion A:P (Pinos-
Rodriguez et al., 2002, 2008; Giraldo
et al., 2007; Krueger y Adesogan, 2008) e
incluso algunos son negativos (Yang et al.,
2002; Ranilla et al., 2008). Yescas-Yescas
et al. (2004) al utilizar ‘Fibrozyme’ en ras-
trojo de maiz y avena, encontraron que in-
crementd la concentracion de acetato y bu-
tirato, aunque no la de propionato; no obs-
tante, Giraldo et al. (2009) al evaluar
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‘Fibrozyme’ en la alimentacion de borre-
gos Merino, observaron que entre 4 y 8h
postprandial las proporciones molares de
propionato fueron mayores.

Fuente del inoculo ruminal

Los posibles efectos si-
nérgicos e interacciones entre las activida-
des enzimaticas suplementadas (exdgenas)
y las enddgenas, afectan las respuestas
del tratamiento con enzimas fibroliticas.
La inclusion de enzimas puede incremen-
tar el nimero de bacterias ruminales fi-
broliticas y no fibroliticas, que utilizan la
hemicelulosa y segundos productos de la
digestion de la celulosa (Wang et al,
2001; Nsereko et al., 2002; Giraldo et al.,
2007). Giraldo et al. (2009) encontraron
cambios en las poblaciones bacterianas
del rumen y sinergismo positivo con las
endoglucanasas y xilanasas endogenas, y
sugieren una relacion entre los cambios
en los patrones de fermentacion y las po-
blaciones de bacterias a largo plazo.
Otros estudios in vitro e in vivo han de-
mostrado sinergismo entre enzimas exoge-
nas de Trichoderma longibrachiatum y las
enzimas producidas por los microorganis-
mos del rumen (Morgavi et al., 2000a).
Hirstov et al. (2000) observaron que la
suplementacion con enzimas incremento
linealmente las actividades enddgenas de
carboximetilcelulosa y xilanasas, mientras
que elevados niveles de enzima resultaron
en un incremento cuadratico de la car-
boximetilcelulosa, xilanasa y B-glucanasas
en la digesta duodenal. Morgavi et al.
(2000a) examinaron el efecto de la inte-
raccion entre 11 preparados de enzimas
de T. longibrachiatum sobre la degrada-
cion de la fibra en cinco niveles de pH
(entre 5 y 6), encontrando sinergismo en-
tre actividades enzimaticas exogenas y las
producidas por los microorganismos del
rumen en la degradacion de la celulosa
soluble, xilano y fibras del ensilado de
maiz (la hidrolisis incrementé en 35, 100
y 40%, respectivamente).

Tipo de preparado enzimatico

Cada tipo de enzima re-
quiere un conjunto de condiciones Opti-
mas para expresar su maxima actividad.
Algunos preparados enzimdticos comer-
ciales se muestran mas estables cuando el
pH es mas cercano al neutro (Yang et al.,
2002; Colombatto et al., 2007); sin em-
bargo, las condiciones Optimas de pH,
temperatura y tiempo de retencién varian
de acuerdo a la enzima. Por ejemplo,
(Colombatto 2004 a, b, ¢) midieron la es-
tabilidad de ‘Depol 40’ (Biocatalysts Ltd.,
Pontypridd, RU) 'y ‘Liquicell 2500’
(Specialty Enzymes and Biochemicals,
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Fresno, CA, EEUU) a diferentes pH (4;
5,6 y 6,8) y condiciones de temperatura
(15 y 39°C), donde las xilanasas de am-
bos productos mostraron pH optimo alre-
dedor de 5,6 en su actividad enzimatica,
pero la actividad de las endoglucanasas
estuvo inversamente relacionada al pH.
En el interior del rumen, la estabilidad de
los productos enzimaticos es muy varia-
ble. Algunos han demostrado sobrevivir
en el rumen y durante el pasaje hacia el
duodeno; sin embargo, otros permanecen
activos por menos tiempo (Ranilla e al.,
2008). Morgavi et al. (2000b) sefalan que
la estabilidad de las xilanasas pudiera ser
mayor a la de las endoglucanasas.
Colombatto et al. (2003b) probaron en li-
quido ruminal tres dosis (0,5; 2,55 y
5,1ul-g!' de MS) del producto enzimético
‘Liquicell 2500°, derivado de fermentacio-
nes de Trichoderma reesei con actividad
xilanasas y celulasas, sobre celulosa
(Avicel PH-101, Fluka Chemicals), xilano
(X-0627, Sigma Chemicals) y una combi-
nacion celulosa y xilano (relacion 1:1) y
encontraron que la actividad de las xila-
nasas ocurria entre 0 y 6h pero la de en-
doglucanasas solo ocurria en el momento
inmediato de su aplicacion, lo cual indi-
caba menor estabilidad de endoglucanasas
exogenas en comparacion con la de xila-
nasas. Deng et al. (2006) aislaron y se-
cuenciaron una xilanasa de Aspergillus
niger (endo-B-1,4-xylanasa) que podria ser
utilizada como aditivo para los animales
debido a que mantiene el 95% de su acti-
vidad maxima a la temperatura del ru-
men; incluso, la enzima retiene por 30min
a 37°C el 76% de su actividad méxima
cuando el pH es de 2.

Interaccion enzima por componentes
de la dieta

La eficiencia de los pre-
parados fibroliticos varia de acuerdo a la
dieta. Ciertos componentes de la dieta o
aditivos pueden tener efectos sinérgicos o
interacciones negativas con las enzimas
que muestran diferentes grados de afini-
dad con cada sustrato (Wang et al., 2001;
Colombatto et al., 2003a; Barahona et al.,
2006). Eun y Beauchemin (2007a) anadie-
ron dosis similares (unidades de enzima)
de 23 productos con sélo un tipo de acti-
vidad fibrolitica; en condiciones Optimas
y en combinaciéon con el sustrato todas
ellas mostraron diferentes actividades de
endoglucanasas y xilanasas. En ensilados
y henos de pastos, maiz y alfalfa, los
efectos de la aplicacion de endoglucana-
sas sobre la degradacion y digestibilidad
de la FDN y MS han sido contradictorios
(Nsereko et al., 2000; Wallace et al.,
2001; Tricarico y Dawson, 2005; Eun
et al, 2007). Sin embargo, Eun vy

4de9

Beauchemin (2007b, c¢) al probar endo-
glucanasas encontraron efectos positivos
de la suplementacion con la degradabili-
dad del heno de alfalfa. Por otra parte, el
uso de xilanasas puede mejorar la degra-
dabilidad de las fibras en alfalfa (Nsereko
et al., 2000; Colombatto et al., 2003a, b;
Tricarico y Dawson, 2005), aunque de
acuerdo a Eun y Beauchemin (2007a) es
importante considerar el tipo y caracteris-
ticas de la enzima al evaluar también Xi-
lanasas en heno de alfalfa. No obstante,
el uso de xilanasas podria tener efectos
negativos en la digestibilidad del ensilado
de maiz (Colombatto et al., 2003a, b).

Lo anterior sugiere que
el uso de xilanasas y celulasas de hon-
gos podria ser mas consistente en dietas
que incluyen forrajes de leguminosas que
de gramineas. Algunos componentes de
los alimentos pueden afectar la estabili-
dad de los preparados enzimaticos; por
ejemplo, Barahona et al. (2006) encon-
traron que la adicion de taninos a la die-
ta podia inhibir la actividad de enzimas
fibroliticas y, en particular,, a las xilana-
sas que parecen ser mas susceptibles a la
inhibiciéon por taninos que las carboxi-
metilcelulasas, mientras que las B-D-
glucosidasa y pB-D-xilosidasas son las
menos sensibles. Asimismo, la estabili-
dad de ciertos preparados de enzimas
pueden ser mas sensibles a las interac-
ciones con otros preparados. Algunos au-
tores reportan efectos sinérgicos positi-
vos en las diversas actividades de pro-
ductos enziméticos: entre celulasas y xi-
lanasas (Nsereko et al., 2000; Bhat y
Hazlewood, 2001), y entre celulasas y
proteasas (Colombatto et al., 2003a, b).
Por ejemplo, Nsereko er al. (2000) pro-
baron 14 ensilados de cebada en un ru-
miante suplementado con el preparado
enzimatico ‘Promote’. En ningun caso se
encontrd actividad sinérgica con endo-
1,4-B-xilanasa (1-50%) y o-amilasa (23-
53%); sin embargo, en 11 ensilados si se
observo actividad de celulasas.

En la naturaleza ciertas
enzimas se expresan de forma coordina-
da para la degradacion de la celulosa
(Shida et al., 2008). Algunos autores han
encontraron que el efecto de la combina-
cion de xilanasas y endoglucanasas en la
alimentacion de rumiantes es mejor al de
la aplicacion de las enzimas individuales
(Tricarico y Dawson, 2005). Yu et al.
(2005) encontraron que la combinacion
de acido feralicoesterasas de A. niger y
xilanasas de Trichoderma actuad sinérgi-
camente para liberar el 4cido fertlico de
los ferulo-polisacaridos, logrando que los
restos de polisacaridos se encontraran
mas accesibles y disponibles para poste-
rior hidrolisis, por lo que la aplicacion
del ‘coctel multienzimatico’ mejord la
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digestibilidad de la MS. Algunos hongos,
como T. reesei, tienen alta actividad de
celobiohidrolasas 'y endoglucanasas, y
baja de B-glucosidasas, lo cual es la prin-
cipal limitante para una mejor degrada-
cion de celulosa, (Rahman et al., 2009).
Trabajos con enzimas puras, utilizando la
tecnologia del ADN recombinante, han
mostrado que el uso de ciertas combina-
ciones de enzimas puede tener un efecto
negativo y que se debe buscar una rela-
cién ideal de endoglucanasas: xilanasas
dependiendo del sustrato, previo al uso de
productos fibroliticos exdgenos no puros
(Eun y Beauchemin, 2007a).

Dosis de la enzima

El 8% de los experimen-
tos reportados en la Tabla I muestran
efectos negativos por la aplicacién de
productos enzimaticos. Algunos de estos
efectos podrian explicarse por la dosis de
suplementacion, insuficiente o excesiva.
Estudios realizados in vitro, in situ ¢
in vivo muestran que en muchas ocasio-
nes las respuestas por la adicion de enzi-
mas no son lineales (Colombatto et al.,
2002; Beauchemin et al., 2003; Medina-
Romo et al., 2006). Dosis moderadas de
celulasas y xilanasas, causan rupturas en
la superficie de la estructura de los ali-
mentos antes o después de su ingestion,
pero en altas cantidades pueden competir
con los sitios de uniéon a la celulosa via-
bles y afectar negativamente la adherencia
microbiana (Morgavi et al., 2000c;
Nsereko er al., 2002). Mayor capacidad
fermentativa de los sustratos en el liquido
ruminal también se debe al incremento de
bacterias promovido por la adicién de
complejos exodgenos; Nsereko er al.
(2002) observaron tendencias cuadraticas
en el conteo de bacterias con respecto a
dosis suplementada de un producto enzi-
matico de T. logibrachiatum.

Kung et al. (2000), al
afladir a una dieta para vacas lecheras
60% ensilado de maiz: 40% alfalfa a
cuatro niveles (0; 1; 2,5ml-kg! de MS
de un producto enzimatico de Finn
Feeds, Int.), encontraron que los anima-
les suplementados con niveles bajos ten-
dieron a producir mas leche (39,5kg/dia),
que aquellos con el tratamiento testigo
(37kg/dia), o bien con dietas altas en en-
zimas (36,2kg/d;ia). McAllister et al.
(1999) encontraron un efecto cuadratico
en el consumo, ganancia de peso y efi-
ciencia alimenticia al probar enzimas
exdgenas en becerros evaluados por 56
dias. Otros autores han encontrado efec-
tos cuadraticos en las concentraciones de
acetato, propionato, butirato y AGV tto-
tales (Colombatto et al., 2003a; Eun y
Beauchemin, 2007b, c).
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Tiempo de aplicacion

En el 77,6% de los expe-
rimentos reportados en la Tabla I la enzi-
ma fue anadida al momento de iniciar la
evaluacion con liquido ruminal; en estos
trabajos se observa que el uso de enzimas
afectd positivamente las digestibilidades de
la MS, MO y FDN; hay evidencias de que
la adicion de la enzima durante el proceso
de ensilaje o pretratamiento (tiempo de
aplicacion previo a la evaluacion in vitro,
in situ o in vivo) puede mejorar la compo-
sicion de los alimentos al disminuir las
proporciones de FDN y FDA. Algunos tra-
bajos han mostrado que las digestibilidades
de la MS y FDN fueron menores cuando
un preparado enzimatico comercial fue
aplicado en el rumen directamente, en
comparacion con la aplicacion durante el
proceso de ensilado (McAllister et al.,
1999). La accidn hidrolitica de las enzimas
en los alimentos ocurre antes de su consu-
mo, cuando hay incorporacion de nitroge-
no a las particulas, mayor actividad celulo-
litica (Wang et al., 2012) y liberacion de
azucares reducidos (Wang et al., 2001,
2002; Colombatto et al., 2003b). Estos
eventos afectan la tasa inicial de fermenta-
cion, las actividades enzimaticas endoge-
nas de las fracciones liquidas y solidas del
liquido ruminal (Yu et al., 2005), y pueden
mejorar la digestibilidad in vitro de la MS
y FDN (Wang et al., 2001, 2002; Elwakeel
et al., 2007). Alvarez et al. (2009) encon-
traron que el pretratamiento con enzimas
incrementd la MS y proteina cruda (PC)
soluble de la dieta. Ademas, esta practica
puede ser recomendable cuando se utilizan
extractos de enzimas de hongos ligninoliti-
€Os no puros, ya que €stos, ademas de xi-
lanasas y celulasas, contienen actividades
de ligninasas que catalizan la oxidacion de
la lignina en presencia de oxigeno. Segun
Delgado et al. (2002) cada unidad de lig-
nina disminuye unas dos unidades la de-
gradabilidad de la pared celular, pero esto
depende del tipo y estado fenologico de
las plantas (Jung y Casler, 2006a, b).

Ademas, el tratamiento
con celulasas y xilanasas durante el pro-
ceso de ensilado permite la liberacion de
mayor cantidad de azlcares reducidos y
la disminucioén de las concentraciones de
amoniaco y acido acético, confiriéndole
mayor estabilidad al producto (Wang
et al., 2001; Colombatto et al., 2004a, b,
c; Dean et al., 2005). Dosualdo et al.
(2006) aplicaron enzimas fibroliticas du-
rante un proceso de ensilado y encontra-
ron que el tratamiento y el tiempo de
fermentacion afectaron positivamente los
contenidos de MS, PC, FDN y FDA.
Esto es importante, pues algunos progra-
mas de mejoramiento genético han cen-
trado su atencion de la disminucion de la
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FDN de los forrajes (Casler et al., 2005)
como una alternativa para incrementar el
grado de disponibilidad de los nutrientes
en los forrajes (Nufiez et al., 2003; Pefia
et al., 2003), pues existen altas correla-
ciones negativas entre la digestibilidad
in vitro de la MS y la proporciéon de
FDA y FDN (= -0,70; r= -0,90;
Coleman y Moore, 2002). En alfalfa
(Medicago sativa) la disminucion de la
proporcion de FDN se relaciona con el
incremento de la proporcion de pectinas
y mejor digestibilidad de la MS y utili-
zacion de las proteinas de la dieta.

Por otra parte, diversos
estudios muestran poco o ningun efecto
relacionado al pretratamiento (Colombatto
et al., 2007; Giraldo et al., 2008) y en la
mayoria no se observan cambios en los
patrones de fermentacion (Hong et al.,
2003; Wang et al., 2012). Wang et al.
(2012) probaron la aplicacion de un pro-
ducto enzimatico (2:1 xilanasas:celulasas)
a 0 y 24h previas a la evaluacion en heno
de alfalfa y paja de cebada, y encontraron
que el pretratamiento incrementd la colo-
nizacion de los sustratos 4h después de su
consumo debido a la mayor cantidad de
azucares reducidas, producto de la activi-
dad enzimética, pero tal tasa inicial de
colonizacién no se mantuvo posteriormen-
te; en contraste, en aquellos alimentos en
los que el producto enzimético se aplicd
justo antes de la evaluacion, la digestibili-
dad de MS se mantuvo de 4 a 48h. Estos
investigadores probaron lavar los alimen-
tos pretratados con el fin de remover pro-
ductos solubles; este proceso mejord la
colonizacion bacteriana, pero disminuyo
la digestibilidad. Elwakeel et al. (2007)
aunque observaron que la DMS in vitro
mejoré por el uso de enzimas aplicadas
en pretratamiento, no encontraron efectos
en la produccion de leche.

Algunas inconsistencias

Algunos autores conclu-
yeron que no hubo efectos derivados del
uso de enzimas fibroliticas (Dhiman
et al., 2002; Souza et al., 2006a; Redish
y Kung, 2007) o bien, tales efectos fue-
ron negativos. Sin embargo, en algunos
de los experimentos revisados en el pre-
sente trabajo, los autores también conclu-
yen que el uso de enzimas tiene efectos
inconsistentes al observar efectos positi-
vos en algunas variables, pero acompana-
dos de efectos negativos en otras (Kung
et al., 2000; Bassiouni et al., 2010).

Conclusiones
Los hongos ligninoliticos

producen una gran cantidad de formas e
isoformas de enzimas que degradan la
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lignina, la hemicelulosa y la celulosa, y
cuyas caracteristicas bioquimicas, estructu-
rales y condiciones Optimas varian de
acuerdo al medio y método en que son
producidas por los hongos. El uso de xila-
nasas y celulasas en experimentos in vitro
con liquido ruminal muestra efectos positi-
vos en las digestibilidades de la MS y
FDN en la mayoria de los trabajo realiza-
dos in vitro incluidos en la presente revi-
sion; aunque las enzimas por lo general
incrementan la cantidad de AGV totales
producidos, no en todos los casos hay me-
jora en los patrones de fermentacion.
También se observan efectos positivos por
la suplementacion con enzimas fibroliticas
en las variables de comportamiento ani-
mal: ingesta de la MS, GDP, CA y pro-
duccion de leche, pero en muchos casos
hay efectos nulos o negativos en la com-
posicion de la leche. La adicion de enzi-
mas puede incrementar el nimero de bac-
terias ruminales y tener efectos sinérgicos
con las actividades enzimaticas del liquido
ruminal. Los resultados obtenidos depen-
den del rango de temperatura y pH Opti-
mos a los que las enzimas pueden trabajar.
Parece que las xilanasas pueden ser mas
estables que las endoglucanasas en presen-
cia de liquido ruminal y que ambos tipos
de enzimas funcionan mejor en la degrada-
cion de las fibras de la alfalfa que del
maiz, aunque las actividades de xilanasas
pueden ser inhibidas en alimentos con alta
cantidad de taninos. Los cocteles multien-
zimaticos pueden tener mayor potencial
que las enzimas puras, pero lo mas impor-
tante es encontrar las relaciones celulasas:
xilanasas ideales en combinacion con los
alimentos. En el 11% de los experimentos
analizados de una muestra de 53 articulos
no hubo ningin efecto del uso de enzimas
fibroliticas y en el 10% de la misma
muestra tales efectos fueron negativos.
Una de las razones para observar efectos
nulos o negativos es la dosis de enzima
suplementada, ya que se han encontrado
efectos cuadraticos en las relaciones entre
niveles de éste factor y las respuestas en
tendencias, algunas variables. La aplica-
cion de las enzimas durante el proceso de
ensilado u horas previas a la incubacion
ruminal (pretratamiento) disminuye las
proporciones de FDN y FDA, incrementa
la cantidad inicial de azGcares reducidos
de los alimentos y aumenta las digestibili-
dades de MS y FDN, aunque no en todos
los casos estos beneficios se ven reflejados
in vivo. Algunos autores concluyen que el
uso de enzimas fibroliticas tiene resultados
inconsistentes al haber resultados positivos
en variables acompafados de efectos nulos
0 negativos en otras.

Los avances en el cono-
cimiento sobre produccion de enzimas
fingicas, métodos de caracterizacion
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bioquimica y molecular, e ingenieria ge-
nética, en combinaciéon con la informa-
cion derivada de los resultados de expe-
rimentos con enzimas fibroliticas exoge-
nas en rumiantes, puede ayudar a la bus-
queda y disefio de productos enzimaticos
mas adecuados a las necesidades de los
rumiantes y sus dietas.
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ANALYSIS OF THE EFFECT OF FUNGAL ENZYMES IN RUMINANT FEED
Deli Nazmin Tirado-Gonzalez, Gustavo Tirado-Estrada and Luis Alberto Miranda-Romero

SUMMARY

A review of the potential effects of xylanases and cellulases
supplementation on ruminants was carried out. Most of in vitro
studies included in this article support that application of exog-
enous fibrolytic enzymes (EFE) increase the dry matter degrad-
ability (DMD), neutral detergent fiber degradability (NDFD),
gas and fatty volatile acids (FVA) production. The use of some
EFE increased ruminal bacteria population and acted synergis-
tically with endogenous enzymes. In performance traits of rumi-
nants, EFE generally improve the dry matter intake (DMI), av-
erage daily gain (ADG), feed conversion (FC) and milk produc-
tion. However, sometimes EFE supplementation had negative or
null effects on the acetate:propionate ratio and milk contents.

Appropriate EFE dose increases the consistency of positive ef-
fects, whereas the adequate cellulases: xylanases ratio in EFE
depends on the diet ingredients. Using EFE in legume-based
diets could have better results than in grass-based diets. Be-
sides, in ruminal conditions, if tannins content in diet is low,
xylanases EFE seem to be more stables than cellulases EFE.
Adding EFE during the ensiling process or forage pre-treatment
with EFE decrease the proportion of neutral detergent fiber
(NDF) and acid detergent fiber (ADF), increase reduced sug-
ars, and improve the DMD and NDFD of the forages, although
this quality improvement does not always affect the productive
animal performance.

SOBRE O EFEITO DE ENZIMAS FUNGICAS NA ALIMENTACAO DE RUMINANTES
Deli Nazmin Tirado-Gonzalez, Gustavo Tirado-Estrada e Luis Alberto Miranda-Romero

RESUMO

Realizou-se uma revisdo sobre os efeitos potenciais de xi-
lanases e celulases na alimenta¢cdao de ruminantes. Encon-
trou-se que estas incrementam a digestibilidade da matéria
seca (MS) e da fibra detergente neutro (FDN), assim como a
producgdo de gases e de dcidos graxos voldateis totais (AGV1),
na maioria das avaliagoes realizadas in vitro. Algumas ativi-
dades enzimdticas incrementaram a popula¢do de bactérias
ruminais e mostraram sinergismo com as enzimas de micror-
ganismos do rumen;, em comportamento animal, podem in-
crementar-se a ingesta de MS, ganho diario de peso (GDP),
conversdo alimenticia (CA) e produgdo de leite. Em alguns
casos tem sido observado efeitos nulos ou negativos na pro-

por¢do acetato:propionato e em componentes do leite. Os
resultados sdo melhores utilizando doses adequadas de en-
zimas e, mais consistentes em dietas que incluem forragens
de leguminosas que de gramineas. As xilanases parecem ser
mais estaveis que as celulases em condi¢des ruminais, mas
com alimentos com baixo conteudo de taninos; a correta
relagdo celulases: xilanases depende da dieta base. Os pro-
cessos de ensilagem e pré-tratamento com enzimas fibroliti-
cas diminuem as propor¢oes de FDN e FDA, incrementam
os agucares reduzidos e melhoram a digestibilidade da MS e
FDN das forragens, mesmo que isto ndo sempre se reflete no
comportamento produtivo do animal.
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