Revista FAVE - Ciencias Veterinarias 11(1-2) 2012 ISSN 1666-938X

ENZIMAS FIBROLITICAS: UNA ALTERNATIVA PARA
INCREMENTAR LA UTILIZACION DE PARED CELULAR
POR RUMIANTES

PAaLmA PARODIL F' & LANDI, H. G.2

RESUMEN

La celulosa es el compuesto organico mas abundante de la biosfera y junto con la hemicelulosa,
la lignina y otros constituyen la pared celular vegetal. Es el principal componente dietario de ru-
miantes, sobre todo en condiciones pastoriles. Se realiz6 una actualizacion sobre el papel estratégico
del uso de enzimas celuloliticas producidas por diferentes microorganismos y su utilizacion en el
aprovechamiento de residuos agricolas y/o como suplemento, buscando aumentar la degradabilidad
de la fibra y consecuentemente la produccion animal. Actualmente la reduccion en costos de ob-
tencion y mayor especificidad de las preparaciones comerciales demuestran ser potencialmente una
herramienta importante en la alimentacion bovina; sera necesario a partir de nuevas investigaciones
conocer y optimizar factores tales como formulacion y dosis del producto; tipo, pH, temperatura y
humedad del forraje a utilizar; método y momento de aplicacion, y efecto animal esperado; para de
esta forma asegurar la eficacia del producto enzimatico en rumiantes.
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SUMMARY

Fibrolytic enzymes: an alternative to increase the utilization of cell wall
by ruminants.

Cellulose is the most abundant organic compound in the biosphere and, together with hemice-
llulose, lignin and others are the constituents of plant cell walls. It is the main dietary component
of ruminants, especially in grazing conditions. This article updates strategic role of the use of
cellulolytic enzymes produced by different microorganisms and their use in the exploitation of
agricultural residues and/or as supplements, with the aim of increasing the degradability of dietary
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fiber and consequently animal production. Currently the reduction of production costs and greater
specificity in commercial preparations shows that it is potentially an important tool in feeding cattle.
However, it will be necessary further research to optimize factors such as formulation and dosage
of the product; type, pH and temperature of forage, method and time of application and the animal

effects expected to ensure efficiency of the enzymatic product in rumiants.

Key words: cellulose, feeding, enzymes, ruminants, agricultural residues.

INTRODUCCION

IMPORTANCIA DEL INCREMENTO
DE LA CALIDAD EN LA FIBRA
PARA RUMIANTES

La celulosa es el principal producto de la
fotosintesis en el ambito terrestre y el mas
abundante para ser reciclado en la biosfera
(aproximadamente 100 billones de Tn. en
materia seca/afio) (Jarvis, 2003; Zhang &
Lynd, 2004). La celulosa y hemicelulosa,
que representan alrededor del 70 % de la
biomasa vegetal (Ladisch, et al. 1983); son
macromoléculas compuestas por diferentes
azucares; mientras que la lignina es un po-
limero aromatico sintetizado de precursores
fenilpropanoides.

Las limitantes de utilizar, directamente
en la alimentacion de rumiantes, materiales
con altos contenidos lignocelulésicos, como
subproductos agricolas o forrajes conserva-
dos de baja calidad (deficientes nutricio-
nalmente por incorrecta eleccion, momento
o conservacion del material de origen), son
en general, el bajo contenido de proteina,
alto contenido de fibra, bajo coeficiente de
digestibilidad, y presencia de algunos fac-
tores limitantes como taninos y alcaloides.
Una medida interesante a implementar para
aumentar la degradabilidad de dichos recur-
sos seria lograr destruir las uniones entre
celulosa, hemicelulosa y lignina, mediante
el uso estratégico de celulasas microbianas
exogenas, agregadas como suplemento die-
tario o bien como macerador del alimento.

Un punto importante a tener en cuenta en

la evaluacion, sera el costo de oportunidad
para el sistema productivo de extraer “resi-
duos” agricolas para el consumo animal por
sobre las ventajas o necesidades de incorpo-
rar los restos vegetales como materia orga-
nica en el ciclo agricola.

La biodegradabilidad de la celulosa
por celulasas, producidas por numerosos
microorganismos es muy importante en
diferentes procesos aplicados sobre resi-
duos agricolas (Hamer, 2003; Angenent
et al., 2004, Das & Singh, 2004, Haight,
2005). Avances recientes en biotecnologia y
tecnologia fermentativa han posibilitado la
produccion de grandes cantidades de enzimas
bioldgicamente activas como las celulasas y
que pueden ser usadas como suplementos en
la alimentacion del ganado (McAllister et al.,
2001, Graminha et al., 2008, Colina et al.,
2009, Costa et al., 2010, Izarra et al., 2010).

Las dietas suplementadas con celulasas
pueden mejorar la utilizacion del forraje y
el desarrollo animal por incremento en la
degradacion de la fibra (El-Adawy et al.,
2008; Rodrigues et al., 2008), in situ (Lewis
et al., 1996; Tricarico ef al., 2005; Kruger
et al., 2008),6 in vivo (Yang et al., 1999) y
aumentos en la produccion de leche bovina
(Lewis et al., 1995; Tricarico ef al., 2005;
Stella et al., 2007) y en rumiantes menores
(Stella et al., 2007, Murad et al., 2009).

A partir de la ultima década, preparacio-
nes con enzimas fibroliticas comenzaron a
ser economicamente evaluadas como herra-
mientas mejoradoras de procesos digestivos
en rumiantes (Yang et al., 2001; Bowman et
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al.,2002; Knowlton et al, 2007; Gado et al.,
2009). Hoy en dia, es poco lo que se conoce
acerca de los mecanismos que utilizan las
enzimas fibroliticas para mejorar el aprove-
chamiento del alimento. Varios modelos de
accion han sido propuestos para explicarlos,
entre los que se incluyen:

a-) incrementando la colonizacion micro-
biana de las particulas del alimento (Yang
et al., 1999),

b-) favoreciendo la unioén y/o mejorando
el acceso a la matriz de la pared celular para
los microorganismos y las enzimas micro-
bianas ruminales y asi acelerar la tasa de
digestion (Nsereko ef al., 2000) y

c-) favoreciendo la capacidad hidrolitica
del rumen debido a la adiciéon de enzimas
activas y/o por un efecto sinérgico con las
enzimas microbianas ruminales (Morgavi
et al., 2000a).

MICROORGANISMOS
PRODUCTORES DE CELULASAS
Las enzimas celuloliticas son producidas
por diferentes microorganismos, bacterias
y hongos, incluyendo aerobios, anaerobios,
mesofilos, termofilos y extra mesofilos (Im-
manuel et al., 2006). Las bacterias y hongos
aerobicos producen generalmente celulasas
extracelulares. Dentro de los principales
hongos mesofilos aerdbicos encontramos
Trichoderma viride, T. reesei, T. koningii,
Penicillium pinophilum, Sporotrichum pul-
verulentum, Fusarium solani, Talaromyces
emersonii (Grigelmo & Belloso, 1998).
Las bacterias anaerobicas (Clostridium
thermocellum, C. cellulovorans, Rumino-
coccus albus, R. flavsfaciens, Fibrobacter
succinogenes y Acetivibrio cellulolyticus)
y hongos anaerdbicos (Neocallimastic
frontalis, N. patriciarum y Piromyces equi)
producen celulasas en la forma de comple-
jos multienzimaticos (Gilbert & Hazlewod,
1993; Begun & Lemaire, 1996; Bhat & Bhat,
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1997). En las dos décadas pasadas, se ha eva-
luado que otros microorganismos tales como
hongos termofilos (Sporotrichum thermophi-
le, Thermoascus aurantiacus, Chaetomium
thermophile y Humicola insolens), hongos
mesofilos anaerobicos (Neocallimastix fron-
talis, N. patriciarum, Piromonas communis,
Sphaeromonas communis, Piromyces equi
y Orpinomyces sp.), bacterias aerobicas
mesofilas y termofilas (Cellulomonas fimi,
Pseudomanas fluorescens subsp. Cellulosa,
Cellvibrio sp., Microspora bispora, Clos-
tridium cellulolyticum, C. cellulovorans y
otras) y bacterias anaerdbicas mesofilas
y termofilas (Acidothermus cellulolyticus,
Bacteroides cellulosolvens, Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus, R.
flavefacions, Clostridium thermocellum y
C. stercorarium), también como actinomi-
cetes (Thermomonospora fusca), producen
sistemas enzimaticos celuliticos muy activos
(Beguin & Lemaire, 1996, Claeyssens et
al., 1998).

Hongos tales como Aspergillus, Clados-
porium, Fusarium, Geotrichum, Myrothe-
cium, Paecilomyces, Penicillium y Tricho-
derma han sido ampliamente estudiados
con respecto a su capacidad enzimatica
celulolitica (Lynd et al., 2002).

En el Cuadro 1 se presenta una lista de
organismos y su actividad, aprobados para el
uso alimentario en rumiantes (Beauchemin
et al., 2003).

EFECTO DE LAS ENZIMAS
CELULOLITICAS SOBRE LA
DIGESTIBILIDAD DE LOS
ALIMENTOS

Los beneficios de la adicion de complejos
enzimaticos de celulasas a la dieta de ru-
miantes se estan estudiando actualmente. En
estudios in vitro se ha evaluado su asociacion
con la digestion de la fibra en el rumen (EI-
Adawy et al., 2008; Rodrigues et al., 2008).
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Cuadro 1: Lista parcial de organismos aptos para ser incorporados en alimentos para rumiantes
aprobados por la Asociacion Americana Oficial de Control de Alimentos, AAFCO 2002, (Beau-

chemin et al., 2003).

Actividad Organismo productor Actividad Organismo productor
Celulasa Aspergillus Niger Hemicelulasa | Asperqgillus Niger
Trichoderma longibrachiatum . Trichoderma longibrachiatum
Celulasa . . Hemicelulasa . o
(T reesei, T. viride) (T. reesei, T. viride)
Celulasa Humicola insolens Hemicelulasa | Bacillus lentus

Beta-glucanasa Aspergillus niger

Hemicelulasa | Bacillus subtillis

Beta-glucanasa Aspergillus aculeatus

Hemicelulasa | Humicola insolens

Beta-glucanasa Bacillus lentus

Hemicelulasa | Aspergillus aculeatus

Beta-glucanasa Bacillus subtilis Xylanasa Aspergillus Niger
Beta-glucanasa Humicola insolens Xylanasa Bacillus lentus
Beta-glucanasa Penicillum funiculosum Xylanasa Bacillus subtilis
Beta-glucanasa Trichode/fma qugibrachiatum Xylanasa Trichode.rma Igﬁgibrachiatum
(T reesei, T. viride) (T reesei, T. viride)
Xylanasa Penicillum funiculosum
Xylanasa Humicola insolens

La hidrolisis del sustrato lignocelulésico
depende de las caracteristicas de las enzimas,
incluyendo factores como: a-) Adsorcion de
la enzima dentro de la biomasa previo a la
reaccion, b-) Competitividad o no competiti-
vidad con los productos finales inhibitorios,
c-). Sinergia entre los componentes de varias
enzimasy d-). Limitaciones de transferencia
de masa que afecta el transporte de la enzima
sobre el sustrato. La hidrolisis enzimatica
también depende de la composicidon del
sustrato, como la distribucion de la lignina,
presencia de otros compuestos tales como
hemicelulosa, proteinas y grasas, tamaiio
de la particula y cristalizacion (Brown et
al., 2010).

La respuesta favorable es generalmente
evaluada como un aumento en la tasa de
digestion de la materia seca y materia orga-
nica, y en la tasa de desaparicion de la fibra
detergente neutra y acida, alteracion del pH

ruminal, mejora en la eficiencia de fermen-
tacion, incremento en el desarrollo micro-
biano ruminal y en la sintesis de la proteina
microbiana (Lewis et al., 1996; Colombatto
et al.,2007; Giraldo et al., 2008; Krueger &
Adesogan, 2008). También se ha evaluado
el efecto positivo sobre la produccion de
leche y/o carne, a partir del agregado de
celulasas exdgenas al alimento, mejorando
la produccion de producto por un aumento
en el consumo de materia seca, en la digesti-
bilidad de nutrientes y en la sintesis protéica
microbiana (Feng et al., 1996; Dong et al.,
1999; Yang et al., 1999; Gado et al., 2009).

Las enzimas exogenas en el rumen son
generalmente mas estables que lo que se
presuponia (Hristov et al., 1998; Morgavi
et al., 2000b, 2001), especialmente cuando
se asocian al alimento previo al consumo.
La aplicacion de la enzima al alimento po-
sibilita la unién al sustrato incrementando
la resistencia a la protedlisis y prolonga su
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tiempo de accion dentro del rumen (Murad
& Azzaz, 2010).

Dong et al. (1999) han demostrado que
el efecto de la celulasa puede comenzar
cuando la enzima entra en contacto con el
alimento, asi la interaccion enzima-alimento
resulta muy importante, por algin efecto
beneficioso asociado. Otros autores evalua-
ron que el periodo de interaccion previo es
necesario dado que incrementa la digestion
de la fibra (Lewis et al., 1996; McAllister
et al., 1999; Wang et al., 2001; Krugger &
Adesogan, 2008).

Se han evaluado efectos positivos sobre
la digestibilidad total de alimentos, en ru-
miantes, a lo largo del tracto digestivo en
respuesta a la adicion de enzimas fibroliticas,
obteniendo incrementos en la digestion de la
materia seca, materia organica, FDN, FDA
y nitrégeno del alimento.

ESTRATEGIAS PARA POTENCIAR
LA DEGRADABILIDAD DE LA
PARED CELULAR

A partir de estudios realizados sobre la es-
tructura de la pared celular de las plantas, se
ha hecho evidente que elementos de caracter
organizacional determinan la naturaleza de
los procesos de biodegradacion de dichas
barreras fisicas en el material vegetal. El mas
importante de estos factores lo constituye
la distribucion del tamafio de los polimeros
individuales, que contribuyen a la estructura
de la pared celular. La medicion directa ha
demostrado que la mayoria de estos espa-
cios o poros tienen un diametro de 2 a 4 nm
(Gardner et al., 1999) y su composicion
cambia muy poco durante su degradacion
(Chesson et al., 1986). Estas dimensiones no
son suficientes para permitir la difusion libre
por dentro de la pared de enzimas globulares
con masas mayores de 20 KDa.

Las bacterias y hongos ruminales han
optimizado un sistema de actividades de

degradacion de la pared celular en forma de
celulosoma (enzimas individuales que se
acoplan en un complejo multienzimatico)
que reconoce las limitaciones de difusion
impuestas por la pared celular de las plantas,
y que esta altamente adaptado a un modo
de accion superficial. Considerando la ero-
sion como mecanismo fundamental de la
degradacion de la pared, dos factores son
importantes: la cantidad de area superficial
disponible para la colonizacion microbiana
y la composicion quimica del forraje. La
superficie disponible estd determinada por la
preparacion del alimento y los procesos de
masticacion y/o rumia. La eliminacion subsi-
guiente de los polisacéridos de la superficie,
en los materiales mas lignificados puede con-
ducir al desarrollo de una superficie inerte
en el cual algunos polisacaridos remanentes
estén protegidos por compuestos fendlicos.
La cantidad de material que escapa a este
proceso depende de la cantidad de lignina
presente y el grado de entrelazamiento a
otros polimeros de la estructura de la pared
celular (Gonzalez Garcia, 2004).

Otros factores importantes a tener en
cuenta son la temperatura y el pH 6ptimos
para que actie la enzima sobre el substrato.
Por encima de la temperatura correcta y
dependiendo de su naturaleza, la enzima es
desnaturalizada o inhibida a actuar. Los pro-
cesos de manufacturas de los alimentos y/o
normales ambientes ruminales pueden inhi-
bir y/o limitar su accién. Ambientes a 60°C
y con un pH de 4 a 5 suelen ser los 6ptimos
para muchas enzimas fibroliticas, aunque
son parametros diferentes a lo observado
en condiciones ruminales fisiologicas. Para
las enzimas de Trichoderma y Aspergillus
sp. los valores en los cuales se manifesto la
maxima capacidad fibrolitica fueron a 45°C
y a pH 5 (Gonzélez Garcia, 2004). En otro
estudio, Colombatto et al. (2007), concluye-
ron que los efectos positivos de la evaluacion
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de un producto enzimatico fueron inde-
pendientes del periodo de pre-tratamiento,
pero que el pH influy6 en las respuestas a la
suplementacién enzimatica exogena, pare-
ciendo funcionar mejor en condiciones de
neutralidad cercanas al pH ruminal.

Otro factor que condiciona la variabili-
dad en la respuesta al agregado de enzimas
exogenas en dietas para rumiantes es la
cantidad, ya sea insuficiente o excesiva. La
respuesta a la adicion de enzimas in vivo es
no lineal (Beauchemin et al., 1997; Kung et
al.,2000), en produccion de leche y ganancia
de peso vivo. Feng ef al. (1996) observaron
una mejora positiva, pero inconsistente, en
el consumo voluntario y en la digestibilidad
del forraje, cuando la preparacion enzimatica
con actividades celulasa y xilanasa se aplicd
al forraje seco. Beauchemin et al. (1995)
evaluaron que en animales en engorde,
alimentados con heno de alfalfa de buena
calidad, la ganancia de peso vivo diaria se
incremento entre un 24 y un 30% (p <0,10)
con bajos niveles de adicion de enzimas
(0,25 a 1 ml/Kg. de materia seca) explicado
por un aumento en la ingestion de MSD
(materia seca digestible), pero a altos niveles
de suplemento enzimatico (2 y 4 ml/Kg. de
materia seca) no fueron efectivos. Estos estu-
dios demuestran que altos niveles de adicion
de enzimas puede ser menos efectivos y que
el nivel optimo de suplementacion de una
enzima puede depender de la dieta utilizada.
Menor respuesta a bajos niveles de adicion
de la enzima podria indicar insuficiente capa-
cidad de actividad enzimatica siendo menos
explicable la menor accion a altos niveles.
Nsereko et al. (2002) report6d una respuesta
cuadratica en el niumero total de bacterias en
el fluido ruminal cuando se incrementaban
los niveles de un producto enzimatico del
Trichoderma longibrachiatum adicionado
a la dieta de vacas lecheras. Estos autores
atribuyeron estos resultados a que niveles

moderados de enzimas, adicionados al
alimento del rumiante causan algiin efecto
benéfico en la ruptura de la superficie de la
estructura del alimento antes y/o después de
su ingestion.

Krueger et al. (2008b) en un ensayo en
el que usaron Bermuda grass o gramillon
(Cynodon dactylon), en la alimentacion de
novillos, obtuvieron mayor consumo adicio-
nando el complejo enzimatico al forraje en
el momento del corte y de la alimentacion,
pero no obtuvieron diferencias de consumo
cuando agregaron las enzimas en el forraje
destinado a almacenar. Igualmente todos
los tratamientos aumentaron significativa-
mente la digestibilidad de la materia seca
consumida, y a su vez las enzimas agregadas
al corte y al almacenaje incrementaron la
digestibilidad de la FDN y de la proteina
bruta. A partir de esto concluyeron que las
enzimas son mas eficaz en la mejora de la
digestion y la ingesta cuando se aplican en
corte, aunque también aumentaron la diges-
tion cuando se aplicaron en el momento del
consumo o empacado.

Nsereko et al. (2000) encontraron una
positiva correlacion entre la actividad de
xylanasa y la degradacion del heno de alfalfa
in vitro, y reportaron correlacion negativa
entre glucanasas (incluyendo la celulasa)
y la degradacion de la fibra. Los mecanis-
mos para esta inhibicion aparente no son
conocidos, pero podrian bloquear los sitios
de actividad enzimatica (Nsereko et al.,
2000), decreciendo el ataque microbiano
a los alimentos (Morgavi et al., 2000b), o
tener un efecto inhibitorio directo sobre la
produccion de enzimas microbianas desde
los microorganismos ruminales.

Los mecanismos por los cuales las enzimas
utilizadas en alimentacion animal aumentan
la digestibilidad y aprovechamiento de los
alimentos en las dietas de rumiantes se ven
complicados por tres factores principales. En
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primer lugar y como se menciond anterior-
mente, por la complejidad estructural de los
alimentos, que contienen una gran variedad
de polisacaridos, proteinas, lipidos, lignina,
acidos fenolicos y, que a menudo estan inte-
rrelacionados. En segundo lugar, los produc-
tos fibroliticos son mezclas de enzimas que
contienen diferentes actividades, sustratosy
especificidades optimas. Finalmente, el fluido
ruminal es, por naturaleza, un ecosistema
microbiano muy complejo, que contiene
cientos de especies microbianas y sus enzimas
secretadas (Colombatto et al., 2003).

El efecto variable de una enzima obedece
al resultado en la especificidad enzima-
alimento y de la cantidad y/o concentracion
optima de enzima dependiendo el forraje
tratado. Factores tales como especificidad
de sustrato, nivel de humedad y temperatura
del alimento, y tiempo requerido para que las
enzimas interactuen con el alimento podrian
afectar la interaccion enzima-sustrato (Beau-
chemin et al., 1995).

Teniendo en cuenta los factores anteriores
es necesario establecer el mejor método de
aplicacion. Las nuevas investigaciones se
encargaran de perfeccionar la preparacion
y uso de enzimas dando respuestas a las
condiciones de uso y desarrollando tecno-
logias que minimizen el efecto del costo de
su aplicacion.

CONCLUSIONES

En la Gltima década el desarrollo biotec-
nolégico de preparaciones comerciales de
enzimas fibroliticas y su reduccion en costos
de obtencion han demostrado ser una posible
herramienta para mejorar econdmicamente
procesos digestivos en los rumiantes.

Factores tales como especificidad enzima-
sustrato, concentracion, pH, temperatura,
humedad y tiempo requerido para que las
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enzimas interactiuen con el alimento estarian
afectando la 6ptima respuesta celulolitica.
Por lo tanto resta investigar y establecer el
mejor método y momento de aplicacion.

Es necesario considerar e investigar los
factores que optimizan la accion enzimatica
para mejorar las caracteristicas nutricionales
del material de origen. Dilucidado esto, re-
sultara en un valioso método consignado para
el aprovechamiento de residuos agricolas o
forrajes de bajo nivel nutricional, como asi
también permitira maximizar la digestibilidad
de recursos nutricionalmente valiosos.
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