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RESUMEN

Se determiné ladegradacion en liquido ruminal
de las enzimas producidas por los hongos
Trametes sp. EUM1, P. ostreatus IE8 y de las
presentes en un producto fibrolitico comercial
(Fibrozyme®) mediante la medicion del nitrégeno
amoniacal (N-NH,) liberado. Para cada enzima los
resultados se analizaron como un experimento
factorial (3x2x2) con los factores: sustrato (xila-
no, carboximeticelulosa y sin sustrato), nivel de
proteinadelaenzima (16 2)y el tiempo de contacto
de la enzima con el sustrato previo a la incubacién
(0 6 1 h). La concentracion de N-NH, en liquido
ruminal fue diferente (p<0,05) entre sustratos en
todos las enzimas estudiadas. El nivel de proteina
de la enzima tuvo efecto (p<0,05) sobre la concen-
tracion de N-NH, en el liquido ruminal con enzimas
de Trametes sp. y P. ostreatus, pero no en el
incubado con Fibrozyme. La interaccion sustrato
por nivel de proteina tuvo efecto (p<0,05) en la
concentracion de N-NH, en las enzimas de
Trametes sp. y P. ostreatus. Se observaron
menores concentraciones de N-NH_al incubar las
enzimas con un sustrato, por lo que se considera
un factorimportante en laestabilidad de las enzimas
estudiadas.
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SUMMARY

Ruminal degradation of enzymes produced by
fungi Trametes sp. EUM1, Pleurotus ostreatus
IE8, and from a commercial product (Fibrozyme®)
was determined trough ammonia nitrogen (N-NH,)
released. For each enzyme results were analyzed
as a factorial experiment (3x2x2); factors were:
substrate (xylan, carboximethycellulose and no
substrate), protein level of enzyme (1 or 2) and
times of contact enzyme-substrate previous
incubation (0 or 1 h). The NH,-N concentration in
ruminal fluid was different (p<0.05) between
substrates on all studied enzymes. The protein
level of enzyme had effect (p<0.05) on NH,-N
concentration from Trametes sp. or P. ostreatus
enzymes, but not from Fibrozyme. The substrate
by protein level had effect (p<0.05) in the NH-N
concentration in the Trametes sp. and P. ostreatus
enzymes. The time of contact enzyme-substrate
effect was not significant for any of studied
enzymes. Because minor N-NH, concentration
was observed when enzymes were incubated
with a substrate, this indicates that degradation of
enzymes inruminal liquid was reduced in presence
of a substrate; therefore substrate is important in
the stability of studied enzymes.
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INTRODUCCION

Unaestrategia paramejorar la utilizacion
de losalimentosy, en particular, de materia-
les fibrosos es el uso de enzimas fibroliticas
exdgenas para el tratamiento de forraje o
incluidas como suplemento en la racion
(Dawsony Tricarico, 1999). Enel rumen, las
enzimas podrian ser degradadas por las pro-
teasas microbianas. Sin embargo, algunos
estudios indican que las enzimas parecen
ser estables en el rumen (Hristov et al.,
1998; Morgavietal.,2001) y complementar
laactividad fibroliticamicrobianaruminal o
incrementarla (Morgavi etal., 2000). Lafor-
macion del complejo enzima-sustrato puede
ser importante en la estabilidad de las
enzimas, enel liquido ruminal y el contacto
previo de laenzima con el sustrato aparen-
temente favorece el efecto benéfico de la
enzima (Fontes et al., 1995; McAllister et
al., 1999). Los hongos Trametes sp. EUM1
y P. ostreatus IE8 producen enzimas
fibroliticas, las cuales podrian ser utilizadas
como aditivos en la alimentacién de los
rumiantes, por ello se plante6 como objeti-
vo evaluar el efecto del sustrato, el nivel de
proteinay el tiempo de contacto de laenzima
con el sustrato sobre la degradacién en el
liquido ruminal de las enzimas producidas
por estos hongos y de las presentes en un
producto comercial.

MATERIALY METODOS

Lasenzimas de Trametessp. EUM1yP.
ostreatus IE8 se produjeron por fermenta-
cionsélidaenbagazo de cafiade azlcar. La
extraccionde lasenzimas serealiz6 conuna
solucionamortiguadora de citrato, 50 Mmol,
yapH 5,3. El producto comercial (Fibrozyme,
Alltech) se preparéarazénde 1 g/100 ml de
aguadestilada. La concentracion de protei-
na de los extractos se determiné por el mé-
todo de Bradford (1976). Los niveles de
proteina (NP) fueron diferentes en cada
enzima: Trametessp.: nivel 1=0,28 y nivel 2=
0,55mg; P. ostreatus: nivel 1=0,14 y nivel 2=
0,28 mgy Fibrozyme: nivel 1=0,19y nivel 2=

0,38 mg. Lasenzimas se aplicaronenforma
liquidaarazondely 2 mlparalosNP1y2.
Los sustratos (xilano de avena; Sigma-
Aldrich X0627y carboximetilcelulosasal de
sodio,CMC; Sigma-Aldrich C4888) se incu-
baron con lasenzimaspor triplicado en 20 ml
de liquido ruminal mezclado con salivaarti-
ficial de McDougall's (1:4 v/v), durante 3, 6
y 12 horas. La concentracién de amoniaco
como indicador de la degradacion de la
proteinaenel liquido ruminal se midid utili-
zando el método de Indophenol (McCulloug,
1967). Cadaenzimase analizd como un expe-
rimento factorial (3x2x2). Los factores fue-
ron: el sustrato (xilano, CMC y sin sustrato),
el NP del extracto enzimatico (1 6 2) y los
tiempos de contacto entre el sustrato con la
enzima (06 1h). Losdatos seanalizaroncon
el PROC GLM (SAS, 2001). Los promedios
de la concentracion de N-NH, se compara-
ron mediante la prueba de Tukey (Steel y
Torrie, 1986).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la enzima de Trametes sp. sin
sustrato la concentracion de N-NH, fue
mayor (p<0,05) conrespectoaxilanoy CMC,
y similar entre estos dos ultimos a las 3
(tablal),yalas6hfue menorcon CMC, pero
alas 12 hsedistinguen diferencias (p<0,05)
entre los sustratos (sin sustrato > xilano >
CMC). Enlaenzimacon el NP 2 se presen-
taron menores promedios de N-NH, con
respecto al 1; este efecto se mantuvo en
todos los tiempos de incubacién, ademas se
observé una disminucion de la concentra-
cionde N-NH,delas3alas6henel NP 2.
Alas12h,enel NP 2, laconcentracionde N-
NH, fue casi la mitad de la observada en el
NP 1. La interaccion sustrato por NP fue
significativaalas6y 12 hdeincubacion. En
todos los tiempos de incubacion las meno-
res concentraciones de N-NH, se observa-
ron en la enzima con xilano, CMC y sin
sustrato en el NP 2. Para la enzima de P.
ostreatus, la concentracion de N-NH, fue
diferente (p<0,05) entre enzimacon xilano,
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DETERMINACION DE LA DEGRADACION DE LAS ENZIMAS EN LIQUIDO RUMINAL

Tabla 1. Concentracion de N-NH, (mg/dl) en liquido ruminal con enzimas de Trametes sp.
EUML1 o Pleurotus ostreatus IE8. (The N-NH, (mg/dl) concentration in ruminal liquid with enzymes

of Trametes sp. EUM1 or Pleurotus ostreatus IES).

Trametes sp.

Tiempo de incubacion (h)

P. ostretaus
Tiempo de incubacion (h)

Sustrato 3 6 12 3 6 12
Xilano 3,24° 4,032 5,64° 7,18¢° 7,690 7,64°
CcMC 2,62° 3,12° 4,13¢ 9,722 9,902 10,332
Sin sustrato 6,512 4,402 7,292 8,39° 9,972 10,122
EEM 0,506 0,253 0,410 0,290 0,234 0,315
NP
1 4,132 5,442 7,382 8,922 9,33 9,802
2 2,900 2,26° 3,99° 8,10° 9,21 9,02b
EEM 0,421 0,209 0,339 0,236 0,191 0,256
Sustrato*NP
Xilano-1 4,41 5,682 7,422 7,60 7,30¢ 8,08
Xilano-2 2,08 2,37¢ 3,86°¢ 6,76 8,08¢ 7,20
CMC-1 3,08 4,06° 5,03° 10,19 10,452 10,44
CMC-2 2,15 2,17¢ 3,22¢ 9,25 9,35° 10,22
Sin sustrato-1 4,89 6,572 9,702 9,28 10,232 10,73
Sin sustrato-2 4,47 2,23c 4,88 8,57 10,192 9,51
EEM 0,612 0,354 0,484 0,401 0,324 0,435

abel etras distintas en la misma fila en cada especie de hongo indican diferencias (p<0,05).
EEM-= error estandar de la media. NP= nivel de proteina. CMC= carboximetilcelulosa.

enzimacon CMCyenzimasinsustratoalas
3 h, peroalas 6y 12 h laconcentracién de
N-NH,enlaenzimacon CMCysinsustrato
fue similar entre ellos y mayor con respecto
alaenzimaconxilano. Lasconcentraciones
deN-NH,alas3y12hdeincubacionfueron
mayores (p<0,05)al NP 1. Tantoen laenzima
con CMC como en laenzimasin sustratoen
el NP 1, la concentracion de N-NH, fue
mayor respecto al NP 2, pero con xilano fue
menorenel NP 1. Los efectos del tiempo de
contacto y el resto de las interacciones no
fueron significativas en las enzimas de
Trametes sp.y P. ostreatus. Enlaenzimade
Fibrozyme, la concentracion de N-NH, en
enzima con xilano fue menor (p<0,05) con
respectoalaenzimaconCMCyalaenzima
sinsustrato en todos los tiempos de incuba-
cion (figura 1). No hubo efectos del NP, del
tiempo de contacto ni de las interacciones.

La menor concentracion de N-NH, que

se detectd en el medio cuando se incluyo la
enzima con sustrato, sugiere que la presen-
cia de éste favorecidé una menor degrada-
cion o le confiri6 mayor estabilidad a la
enzima. Se indica que las enzimas que com-
ponen los productos comerciales usados
como aditivos en alimentos para animales
presentan estabilidad en el rumen (Hristov
etal.,1998), atribuidaen parte alapresencia
de un sustrato, efecto asociado con la dis-
minucion de la sensibilidad de las enzimas
(principalmente de las xilanasas) a la
inactivacién por proteinasas (Fontes et al.,
1995). Aun cuando el analisis se hizo por
separado para cada enzima, se observo que
el tipo de sustrato puede ejercer efectos
diferentessegun el tipo de enzima, yaque la
concentracion de N-NH, en los tratamien-
tos con enzimas de Trametes sp. fue mayor
con xilano, mientras que para laenzimadeP.
ostretausy Fibrozyme lamayor concentra-
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Figura 1. Concentracion de N-NH, (mg/dl)
en liquido ruminal con Fibrozyme incubado
con diferentes sustratos. (The N-NH, (mg/dl)
concentration in ruminal liquid with enzymes of
Fibrozyme incubated with different substrates).

cién se obtuvo con el sustrato CMC.
En el mayor nivel de proteina de las
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