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INTRODUCCION

Un numero considerable de estudios sobre el uso de enzimas fibroliticas exégenas se
han llevado a cabo en los Ultimos afios. Sin embargo, los mecanismos por los cuales estos
aditivos mejoran la digestion de la fibra en el rumen no han sido dilucidados claramente, y la
respuesta observada parece estar afectada por muchos factores (Wang et al., 2001). El
objetivo de este trabajo fue analizar los efectos de la aplicacion de un preparado enzimatico
de origen fungico sobre la fermentacion y el crecimiento microbiano de un substrato con alto
contenido de forraje en fermentadores de flujo semicontinuo (Rusitec).

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevé a cabo utilizando ocho fermentadores de flujo semicontinuo
(RUSITEC). El substrato estuvo compuesto por una mezcla 60:40 de heno de gramineas y
un concentrado de uso comercial. El sustrato contenia 939 g de materia organica, 159 g de
proteina bruta, 496 g de fibra neutro detergente (FND) y 271 g de fibra acido detergente por
kg de materia seca (MS). Los tratamientos experimentales fueron: substrato sin tratar
(control) y tratamiento con una celulasa producida por Trichoderma longibrachiatum (ENZ) y
comercializada por Fluka Chemicals (Seelze, Alemania). La preparacion enzimatica se
seleccion6 a partir de los resultados obtenidos en estudios previos (Giraldo et al., 2007) y se
aplicé a una dosis de 65 unidades enzimaticas (UE) por g de MS del substrato. Una UE se
defini6 como la cantidad de enzima necesaria para liberar un ymol de azucar (glucosa o
xilosa) de diferentes sustratos por minuto a 39°C y pH=6,5; de esta forma, cada fermentador
recibié diariamente 286 mg de enzima. La enzima se disolvié en una solucién amortiguadora
de fosfato sdédico 1 mM (pH 6,5) y fue pulverizada sobre el substrato (1 ml/lg MS de
substrato) utilizando un pulverizador manual. El substrato administrado a los fermentadores
del tratamiento control fue tratado con una cantidad idéntica de la solucion amortiguadora.
La aplicacién de la solucion amortiguadora (con y sin enzima) se realizo 24 h antes de que
el substrato fuera administrado a los fermentadores, y durante este tiempo el substrato se
mantuvo en el laboratorio a temperatura ambiente (21-23°C).

Se realiz6 una serie de incubacion de 18 dias de duracion y se asigné cada tratamiento
a cuatro fermentadores. El dia 1 se inocul6 el sistema con contenido ruminal (liquido y
sélido) procedente de cuatro ovejas fistuladas en el rumen y alimentadas diariamente con
700 g heno de gramineas y 300 g de concentrado. Cada fermentador recibié diariamente 20
g de MS de substrato, el cual se administré dentro de bolsas de nylon (100 ym de tamafo
de poro) y se mantuvo dentro del fermentador durante 48 h. Durante los dias 11, 12, 13y 14
se determinaron los siguientes parametros: pH, desaparicion del substrato (MS y FND) y
produccion de acidos grasos volatiles (AGV), amoniaco y metano. Durante los dias 15y 16
se determiné el crecimiento de los microorganismos asociados a la fase sélida (MAS) y a la
fase liquida (MAL), para lo que se utilizé >N como marcador microbiano.

Durante los dias 17 y 18 el substrato que se introdujo en los fermentadores fue repartido
en tres bolsas: una que contenia 18 g y dos que contenian 4 g cada una de ellas. Las bolsas
que contenian 4 g se extrajeron de los fermentadores tras 6 h de incubacion, mientras que la
bolsa que contenia 18 g se extrajo a las 48 h de incubacién. Una de las bolsas con 4 g se
lavo en lavadora automatica (programa en frio, 20 minutos) y se secé en una estufa de aire

" Este trabajo ha sido financiado por el MCYT (Proyecto AGL2001-0130) y la Junta de
Castillay Leon (LE040A05).
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forzado a 60°C durante 48 h para determinar la desaparicion de MS (DMS) y FND (DFND).
La otra bolsa con 4 g fue liofilizada para determinar su contenido en N no amoniacal y el
enriquecimiento en ®N. Asimismo, el dia 17 se tomaron muestras del fluido de los
fermentadores inmediatamente antes de la administracién del sustrato y se congelaron a -
80°C. En estas muestras se determind su actividad endoglucanasa, xilanasa y amilasa de
acuerdo a los métodos analiticos descritos por Colombatto y Beauchemin (2003).
Finalmente, tras 6 h de fermentacion se tom6 una muestra del fluido de los fermentadores y
se utilizdé para inocular tubos de cultivo para el recuento de bacterias totales y celuloliticas
siguiendo el procedimiento descrito por Dehority et al. (1989).

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de la varianza utilizando un modelo
split-plot en el que se incluyeron los siguientes efectos: tratamiento enzimatico, dia de
muestreo y unidad experimental (fermentador). El efecto debido al tratamiento enzimatico se
contrasto con la varianza residual entre fermentadores.

RESULTADOS Y DISCUSION

El tratamiento experimental no afecté (P>0,05) al pH del contenido de los fermentadores
(6,56 y 6,58 para los tratamientos control y ENZ, respectivamente) ni a la cantidad de diaria
efluente (586 y 581 ml). Los efectos del tratamiento sobre el resto de las variables
determinadas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Efecto del tratamiento del sustrato con un aditivo enzimatico (ENZ) sobre la
produccion de acidos grasos volatiles (AGV), metano y NH3, la desaparicion de materia seca
(DMS) y fibra neutro detergente (DFND), el enriquecimiento en "°N del residuo de incubacién
(6 h), el crecimiento microbiano y la actividad enzimatica del fluido ruminal en fermentadores
Rusitec.

Control ENZ  eed. P=
Total AGV (mmol/d) 56,8 60,4 2,21 0,091
Acético (mmol/d) 30,1 32,8 1,10 0,021
Propiénico (mmol/d) 10,3 8,05 0,44 <0,001
Butirico (mmol/d) 11,3 13,4 0,65 0,004
Acético/Propionico 2,92 4,07 0,101 <0,001
Metano (mmol/d) 14,3 16,0 0,70 0,014
NH3 (mg/d) 102 150 4,85 <0,001
Desaparicion (%) de:
DMS-6h 39,8 48,2 1,36 <0,001
DMS-48h 58,6 62,3 0,54 <0,001
DFND-6h 28,8 35,1 2,16 0,012
DFND-48h 36,6 40,9 0,71 <0,001
®N en el residuo de incubacion (%) 4,55 5,28 0,330 0,080
N microbiano (mg/d) 140 160 7,85 0,049
MAS 67,7 69,5 4,64 0,713
MAL 72,0 90,5 6,35 0,034
Bacterias totales (x10%ml) 2,38 7,00 1,97 0,067
Bacterias celuloliticas (x10%/ml) 2,40 8,05 1,24 0,006
Actividad endoglucanasa?® 128 503 33,7 <0,001
Actividad xilanasa? 471 3722 917 0,017
Actividad amilasa? 397 1180 248 0,025

'error estandar de la diferencia
2nmol de glucosa (xilosa para la actividad xilanasa) liberados por ml y min a 39°C y pH 6,5.
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El tratamiento del substrato con ENZ tendié a aumentar (P=0,091) la produccién diaria
de AGV, y aumenté la produccién de acético (P=0,021), propiénico (P<0,001) y butirico
(P=0,004), y la relacién acético:propionico (P<0,001). Asimismo, se observd un aumento
(P<0,001) en la produccion de amoniaco en los fermentadores que recibieron sustrato
tratado con ENZ. En coincidencia con resultados obtenidos en estudios previos (Giraldo et
al., 2005), la desaparicion de MS y FDN del sustrato fue mayor (P<0,05) para el substrato
tratado con ENZ, tanto a las 6 como a las 48 h de fermentacién. Sin embargo, las
diferencias observadas en la desaparicion del substrato fueron mas marcadas alas 6 h (21y
22% para la MS y la FND, respectivamente) que a las 48 h (6,3 y 12%). El tratamiento del
substrato con ENZ produjo un aumento (P=0,014) de la produccién diaria de metano, pero
no afect6 (P=0,236) a la relacion metano/total AGV (mol/mol; 0,252 y 0,265 para los
tratamientos control y ENZ, respectivamente).

Algunos autores han sefialado que las enzimas fibroliticas pueden provocar la hidrolisis
de algunos enlaces de la pared celular, liberando azucares solubles que favorecen la
colonizacion de la fibra por los microorganismos ruminales (Wang et al., 2001). En este
trabajo, el tratamiento con ENZ tendié (P=0,080) a aumentar el enriquecimiento en °N del
sustrato tras 6 h de incubacion, lo que indicaria que favorecié la colonizacién microbiana.
Asimismo, el tratamiento con ENZ produjo una estimulacién del crecimiento microbiano
(P=0,049), que se debi6 al aumento de los MAL (P=0,034), ya que no se detectaron efectos
sobre los MAS. Adicionalmente, en el fluido de los fermentadores que recibieron el sustrato
tratado con ENZ se observé una mayor actividad endoglucanasa (P<0,001), xilanasa
(P=0,017) y amilasa (P=0,025) que en los fermentadores control, lo que coincide con una
mayor concentracion de MAL y de bacterias celuloliticas (P=0,006) en el mismo. Wang et al.
(2001) observaron resultados similares tras utilizar una enzima con actividad xilanasa en
fermentadores Rusitec.

Los resultados de este estudio indican que la utilizacién de una enzima producida por T.
longibrachiatum produjo un aumento de la actividad fermentativa de los microorganismos
ruminales. El tratamiento del sustrato con ENZ estimuld la colonizacion microbiana y
aumentoé el crecimiento de los microorganismos y la actividad enzimatica del fluido ruminal.
Los resultados obtenidos sugieren que estos mecanismos de accion podrian explicar los
efectos de las enzimas fibroliticas sobre la fermentacion ruminal observados previamente.
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