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INTRODUCCION

Los cambios en el ecosistema microbiano cecal del conejo durante el periodo
peridestete son importantes tanto para la eficacia como para la salud digestiva
(Gidenne y Fortun-Lamothe, 2002). El estudio de tales cambios se ha abordado
describiendo la evolucion de las distintas poblaciones bacterianas,
monitorizado la concentracion de AGV y amoniaco y el pH y, mas
recientemente, valorando la actividad enzimatica microbiana (Marounek et al.,
1995; Gidenne et al., 2000 y 2002; Pinheiro et al., 2001; Debray, 2002), con
especial énfasis en los enzimas que degradan los constituyentes fibrosos.

Habitualmente, los métodos para valorar la actividad de las polisacaridasas se
basan en hidrélisis de los respectivos substratos y cuantificacion de los
azucares reductores liberados (normalmente mediante la reaccién cromogénica
de reduccion del &cido 2-hidroxi 3,5-dinitrobenzoico). Para estudiar la influencia
que ciertos factores puedan tener sobre tales actividades enzimaticas, es
esencial que los ensayos se realicen en condiciones que aseguren que la
velocidad de la reaccion sea constante durante el tiempo de incubacion y
linealmente dependiente de la cantidad de enzima presente. En ninguno de los
trabajos citados ni en otros realizados con contenido ruminal se hace referencia
a tal garantia metodoldgica; quiza deba suponerse, pero la escueta descripcion
de las técnicas empleadas no permite descartar la hipétesis contraria.

El objetivo del presente trabajo es la puesta a punto de la técnica para valorar
la actividad celulasica en el contenido cecal de los conejos. Secundariamente,
se valoré dicha actividad enzimatica en conejos de distinta edad y desarrollo.

MATERIAL Y METODOS

Extraccion de la celulasa del contenido cecal. Se emplearon 24 gazapos de 12
camadas distintas, 3 de cada una de las edades consideradas (21, 28, 35 y 42
dias de vida), tomando de cada camada 2 animales, el mas ligero y el mas
pesado. Se peso 1.2 g del contenido cecal en tubos de centrifuga con tapén y
se afiadié 3 ml de tampdén anaerdbico MES (acido 2-morfolino-etanosulfénico)
25 mM DTT (1,4-ditio-DL-treitol) 0.2 mg/l pH 6.5 enfriado a 4 °C, manteniendo
los tubos en bafio de hielo hasta que se homogeneizaron a 8000 rpm durante
30 segundos bajo flujo de CO., tras lo cual se almacenaron a -80 °C. Tras dos
ciclos de descongelacion-congelacién consecutivos, las muestras se
sometieron a un proceso de desintegracion ultrasénica en 4 periodos de 30
segundos separados por intervalos de 30 segundos, en bafio de hielo y bajo
flujo de CO,. Se centrifugd a 14000 x g durante 20 minutos y a 4 °C. El
sobrenadante se almacené a -80 °C hasta su valoracion.
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Verificacion de la relacién lineal entre el aumento de la concentracion de
azucares reductores y el tiempo de incubacion. Tras diversos ensayos
preliminares, se dispuso 1.5 ml de un substrato de carboximetilcelulosa (10
mg/ml en tampén citrato 100 mM pH 6.0), en tubos de vidrio con rosca,
atemperados en bano a 39 °C. Se afnadido 100 ul de una muestra promedio,
constituida por un pool de 4 muestras (una por cada una de las edades
consideradas) y se incubd durante 2.5, 5, 10, 15, 20, 30 6 60 minutos,
deteniendo la reaccion con 1.5 ml del reactivo de &cido 2-hidroxi 3,5-
dinitrobenzoico. Se calent6 en bafio a ebullicidn durante 5 minutos. Se enfrio y
se leyd la densidad optica (DO) a 540 nm. Para descontar los azucares
reductores no resultantes de la actividad enzimatica de la muestra (los que
pudieran estar presentes en el substrato o en la muestra, asi como los que se
hubieran originado durante la incubaciéon por hidrélisis no imputable a la
actividad enzimatica de la muestra), se prepararon blancos de la forma descrita
pero afnadiendo la muestra después de agregar el reactivo de acido 2-hidroxi
3,5-dinitrobenzoico.

Verificacién de la relacion lineal entre el aumento de la concentraciéon de
azucares reductores y la cantidad de enzima presente. Se realizé un segundo
ensayo, tal como se ha descrito en el apartado anterior pero utilizando en lugar
de la muestra promedio un patrén con 0.2 ug/pl de celulasa de Aspergillus
niger, del que se afadieron 25, 50, 75 6 100 ul (completados hasta 100 ul con
tampodn citrato 100 mM pH 6.0) e incubando durante 5 6 15 minutos.

Valoracion de muestras procedentes del contenido cecal. A la luz de los
ensayos anteriores, se establecié el protocolo para valorar la actividad
enzimatica de las muestras obtenidas del contenido cecal de gazapos de
diferente edad (21, 28, 35 6 42 dias) y desarrollo (ligeros o pesados), utilizando
100 pl de muestra e incubando durante 5 6 15 minutos. Para convertir los
incrementos de DO en ymoles de glucosa formada, se obtuvo un recta de
calibracion con soluciones seriadas con 0 a 600 ug de glucosa por ml, puestas
a reaccionar con el reactivo de &cido 2-hidroxi 3,5-dinitrobenzoico en las
mismas condiciones que los incubados de substrato+muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

La relacion entre la DO y la duracion de la incubacion fue cuadratica, con un
tramo lineal entre 2.5 y 20 minutos (Figura 1). Con ello puede concluirse que
parece razonable medir el incremento de la DO que se produce desde los 5 a
los 15 minutos de incubacién, ya que: i) en ese tramo la respuesta observada
es directamente proporcional al tiempo de incubacion y ii) se optimiza el
numero de ensayos que pueden realizarse simultdneamente.

Como puede verse en la Figura 2, el incremento de DO es proporcional al
volumen del patrén de celulasa hasta los ensayos realizados con 75 pl y menos
que proporcional en los realizados con 100 pl (8.15, 16.05, 24.10 y 27.25
miliunidades/minuto para 25, 50, 75 y 100 pl). Ello permite concluir que el
incremento de la DO desde los 5 a los 15 minutos de incubacién no debe ser
superior a 240 miliunidades: si la muestra ensayada originara incrementos
mayores, el ensayo debe repetirse con una dilucion de la muestra inicial.
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Figura 1. Densidad optica a 540 nm
obtenida al incubar el sustrato de
carboximetilcelulosa y 100 pl de una
muestra procedente de digesta cecal
de gazapos de 21-42 dias durante

Figura 2. Densidad optica a 540 nm
obtenida al incubar el sustrato de
carboximetilcelulosa y un volumen
variable de celulasa patron durante 5
y 15 minutos.

tiempo variable.

La variabilidad residual de la actividad celulasica de la digesta cecal fue muy
alta (CV de 88%), de forma que el tamafio muestral resultd insuficiente para
que las diferencias debidas a la edad o al desarrollo fueran estadisticamente
significativas. Algunos trabajos muestran que la actividad celulasica esta
ampliamente establecida a los 25 dias, aunque aun incrementa hasta la 72
semana (Pinheiro et al., 2001; Gidenne et al., 2002), mientras Marounek et al.
(1995) observan que desciende entre la 42 semana y los 3 meses.

La actividad celulasica media fue de 31 ymoles de glucosa/hora y g de digesta
cecal, casi 2 veces la obtenida por Marounek et al. (1995) en animales de 4
semanas. No se determiné el contenido en MS en las muestras de digesta
cecal; si le asignamos el valor de 21% propio de estas edades (Marounek et al.,
1995; Gidenne et al., 2002; Soler et al, datos no publicados), para poder
expresar la actividad enzimatica por g de MS, los valores obtenidos en el
presente trabajo son 7-8 veces superiores a los presentados por Pinheiro et al.
(2001), Gidenne y Fortun-Lamothe (2002) y Gidenne et al. (2002). Gidenne y
Fortun-Lamothe (2002) sefialan que la actividad enzimatica microbiana es
objeto de amplias variaciones entre estudios. Probablemente, una de las
principales fuentes de variacion sean las diferentes condiciones de los ensayos
para valorarla.
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