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RESUMEN GENERAL 

 

 

Se realizaron tres experimentos para evaluar diferentes fuentes de enzimas fibrolíticas 
para uso en alimentación de rumiantes . En el primer experimento, se estudió la actividad 
de enzimática de xilanasas, celulasas y lacasas  de Trametes sp. EUM1,  Pleurotus 
ostreatus IE8 y Aspergillus niger AD96.4 a los 14 y 19 días de fermentación sólida en 
bagazo de caña de azúcar. El Trametes sp. expresó la mayor (P≤0.01) actividad de 
xilanasas y celulasas, sin diferencias entre 14 y 19 días. La mayor (P≤0.01) actividad de 
lacasas fue expresada por  P. ostreatus a los 14 días de fermentación. La actividad 
enzimática de xilanasas expresada por Trametes sp. EUM1 muestra potencial para su 
posible utilización en aplicaciones biotecnológicas. En el segundo experimento, se 
determinó la degradación en líquido ruminal de las enzimas producidas por los hongos 
Trametes sp. EUM1, P. ostreatus IE8 y de las presentes en un producto fibrolítico 
comercial (Fibrozyme®) mediante la medición del nitrógeno amoniacal (N-NH3) liberado al 
ser incubadas con un sustrato. La concentración de N-NH3  en el líquido ruminal con 
enzimas de Trametes sp. o P. ostreatus e incubadas con xilano o carboximeticelulosa, y 
Fibrozyme con xilano fueron menores (P≤0.05) con respecto a la enzima sin sustrato. 
Entre niveles de proteína de la enzima, la concentración de N-NH3  fue diferente  (P≤0.05) 
para las enzimas de Trametes sp y P. ostreatus, pero no para Fibrozyme. El  tiempo de 
contacto entre la enzima y el sustrato no fue significativo. La concentración de N-NH3 fue 
menor en presencia de un sustrato para todas las enzimas estudiadas.  En el tercer 
experimento se estudió el efecto de las enzimas de un producto fibrolítico comercial y del 
pH inicial del líquido ruminal sobre la degradacion de la fibra detergente neutro (DFDN), 
tasa de degradación (kd), fase lag y fracción FDN indigestible (FDNi) de heno de alfalfa 
(Medicago sativa) y pasto ovillo (Dactylis glomerata). La DFDN del heno de alfalfa fue 
mayor (P≤0.05) en el tratado con enzima y el efecto del pHi sobre la DFDN fue lineal 
(P≤0.05) a las 3, 9 y 12 h y  cuadrático a las 24, 48 y 72 h de incubación.  La  kd fue 
similar entre los tratamiento con y sin enzima, mientras que en el tratamiento sin enzima 
se observó la mayor (P≤0.05) fase lag y FDNi.  La interacción tratamiento por pHi fue 
significativa para kd, fase lag y FDNi y se encontró la mayor kd  y mayor fase lag en el 
tratamiento sin enzima a pHi  6.2 y el mayor promedio de la FDNi se observó en el 
tratamiento sin enzima a  pHi  5.6. En el pasto ovillo, la DFDN fue mayor (P≤0.05) en el 
tratado con enzima a las 24 y 48 h de incubación.  El  pHi tuvo efecto (P≤0.05) sobre la 
DFDN a las 3 h de incubación.  La kd, la fase lag y FDNi fueron similares entre con y sin 
enzima y en los diferentes pHi. La degradación de la FDN del heno de alfalfa y pasto ovillo 
fue mejorada por las enzimas. La adición de enzimas y el pH inicial de incubación 
modificaron las variables de la cinética de la degradación de la FDN del heno de alfalfa, 
pero no las del pasto ovillo. 
 
Palabras claves: Actividad enzimática, Enzimas Fibrolíticas, Hongos, Degradación, FDN, 
Cinética. pH, Líquido ruminal 
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GENERAL ABSTRACT 

 

 

Three studies were conducted to evaluate different fibrolytic enzyme for use in ruminant 
nutrition. In first trial, the enzymatic activity of xylanases, celullases and lacasses from the 
fungi Trametes sp. EUM1, Pleurotus ostreatus IE8, and Aspergillus niger AD96.4 was 
studied at 14 and 19 days of solid fermentation in sugar cane bagasse. The Trametes sp. 
expressed the highest (P≤0.01) activity of xilanases and cellulases without differences 
between 14 and 19 days of fermentation. The highest (P≤0.01) activity of lacasse was 
showed by Pleurotus ostreatus at 14 days. The activity of xylanases enzyme of Trametes 
sp. EUM1 indicated a potential use for biotechnological applications. In second trial, the 
ruminal degradation of enzymes produced by fungi Trametes sp. EUM1 and Pleurotus 
ostreatus IE8, and enzymes derived from a commercial product (Fibrozyme®) was 
estimated through the released of ammonia nitrogen (N-NH3) being incubated with a 
substrate. The N-NH3 concentration in ruminal fluid with enzymes from Trametes sp. or P. 
ostreatus incubated with xylan or carboximethylcellulose, and Fibrozyme with xylan were 
lower (P≤0.05) than enzyme without substrate. There were differences (P≤0.05) between 
protein levels of enzyme for Trametes sp., and P. ostreatus but not for Fibrozyme. The 
time of contact enzyme-substrate effect was not significant for any of studied enzymes. 
The N-NH3 concentration was smaller in presence of a substrate in all studied enzymes. In 
the third trial, the effect of fibrolytic enzymes (Fibrozyme®) and initial pH (ipH) on the 
degradation of neutral detergent fiber (DNDF), rate of degradation (kd), lag time and 
indigestible NDF (iNDF) of alfalfa hay (Medicago sativa) and orchargrass (Dactylis 
glomerata) in ruminal fluid was studied. The DNDF of alfalfa hay was greater (P≤0.05)  
with enzyme and the ipH effect on DNDF was linear (P< 0.05) at 3, 9 and 12 h and 
quadratic at 24, 48 and 72 h of incubation. The kd was similar  with and without enzyme, 
whereas in treatment without enzyme the greatest (P≤0.05) lag time and iNDF was 
observed. The treatment by ipH was significant for kd, lag time and iNDF and highest kd 
and lag time was observed in treatment without enzyme at ipH 6.2 y the greater average of 
iNDF was observed in treatment without enzyme at ipH 5.6. The DNDF of orchargrass was 
greatest (P≤0.05) with enzyme treatment at 24 and 48 of incubation. The ipH effect 
(P≤0.05) on DNDF was only observed at 3 h of incubation. The orchardgrass DNDF was 
not affected by the interaction. The kd, lag time and iNDF were similar with enzyme and 
without enzyme, and at the different ipH.  The NDF degradation of alfalfa hay and 
orchardgrass was improved with the enzymes. The addition of enzymes and initial pH of 
incubation modified the kinetic variables of DNF degradation from alfalfa hay but not from 
the orchardgrass. 
 

Key words: Enzymatic activity, Fibrolytic enzyme, Degradation FDN, Kinetic, pH. Ruminal 
liquid.   
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INTRODUCCIÓN 

 

En diversos sistemas de producción con rumiantes, la base de la alimentación son 

los forrajes y una característica nutricional importante es la alta proporción de la pared 

celular, en la cual la celulosa, hemicelulosa y lignina están presentes en mayor proporción 

(Van Soest, 1982; Akin, 1986). La digestibilidad de los polisacáridos de la pared celular 

esta relacionada con la lignina, la cual interfiere actuando como una barrera física para las 

enzimas microbianas, con un impacto directo en los nutrientes energéticos digestible del 

forraje (Moore y Jung, 2001), ya que limita la cantidad de energía disponible para el 

animal y la respuesta productiva. Una estrategia para mejorar la utilización de los 

alimentos,  en particular de los componentes fibrosos, es el uso de enzimas fibrolíticas 

exógenas (celulasas, xilanasas) para tratar los forrajes o adicionadas como suplemento 

en la ración (Dawson y Tricarico, 1999).  

Los principales efectos mostrados por las  enzimas fibrolíticas exógenas están 

relacionados con la reducción de la cantidad de fibra detergente neutro, fibra detergente 

ácido y aumento en la digestibilidad de los forrajes (Krause et al., 1998; Pinos-Rodríguez 

et al., 2001), mejoría en la ganancia de peso (Beauchemin et al., 1995; 1997) y aumento 

de la producción de leche (Rode et al., 1999). La actividad de las enzimas puede estar 

influida por factores como la especie de forraje, el contenido de humedad, el tiempo de 

contacto de la enzima con el material, la temperatura, el nivel de enzima, el pH del medio  

ruminal (Morgavi et al., 2000a; Colombatto et al., 2004) y el tiempo de incubación en el 

rumen (Beauchemin et al., 1995; Pinos-Rodríguez et al., 2001; 2002); por tanto, los 

efectos y la respuesta a su aplicación pueden variar.  

La estabilidad de las enzimas en el medio ruminal podría estar comprometida y 

pueden ser degradadas por las proteasas microbianas (Kopecny et al., 1987). Sin 
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embargo, las enzimas parecen ser relativamente estables en el rumen (Hristov et al., 

1998ª,b; Morgavi et al., 2001) y la actividad fibrolítica se incrementa debido posiblemente a 

la sinergia entre las enzimas microbianas y las enzimas fibrolíticas exógenas (Morgavi et 

al., 2000a).   

Los complejos de enzimas fibrolíticas (celulasas y xilanasas) se obtienen de 

extractos de fermentación de hongos aeróbicos, principalmente. Las especies más 

utilizadas como fuentes de enzimas en productos comerciales son Aspergillus niger, 

Trichoderma longibrachiatum (Beauchemin et al., 1995; Nadeau et al., 2000) y Penicilium 

funicalosum (Liu y Orskov, 2000).  

Los hongos de los géneros Pleurotus y Trametes se caracterizan por producir 

diferentes complejos enzimáticos con habilidad para degradar materiales lignocelulósicos 

(Marzullo et al., 1995; Levin y Forchiassin, 1997), pero la mayoría de las enzimas 

caracterizadas en estos hongos son del tipo oxidasas y se han utilizado principalmente en 

el tratamiento de aguas residuales o productos recalcitrantes (Rodríguez et al., 2003; 

Camarero et al., 2005). Estos hongos producen complejos de enzimas fibrolíticas (Villa-

Cruz et al., 1999; Levin y Forchiassin, 1998; Ludwing et al. 2004; Sun et al., 2004), que 

podrían tener aplicación en la alimentación de rumiantes.   

 Con base en lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos:  

1) Caracterizar la actividad de las enzimas fibrolíticas producidas por Trametes sp. EUM1, 

P. ostreatus IE8 y A. niger AD96.4 en dos tiempos de fermentación en bagazo de caña.  

2) Evaluar el efecto del sustrato, nivel de proteína y  tiempo de contacto de la enzima con 

el sustrato sobre la degradación en líquido ruminal de las enzimas producidas por los 

hongos Trametes sp. EUM1 y Pleurotus ostreaus IE8 y de las presentes en un producto 

fibrolítico comercial.  
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3) Evaluar el efecto  de  las enzimas de un producto fibrolítico comercial y del pH inicial 

del líquido ruminal sobre la degradación de la fibra detergente neutro de heno de alfalfa 

(Medicago sativa) y del pasto ovillo (Dactylis glomerata). 
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                                               CAPITULO I 

 
REVISIÓN DE LITERATURA 

 

Características químicas de los constituyentes de la pared celular y su relación con 

el valor nutritivo de los forrajes 

 

 Los rumiantes poseen características anatómicas y fisiológicas en su aparato 

digestivo que favorecen la permanencia de un ecosistema ruminal altamente 

especializado, con poblaciones  microbianas heterogéneas capacitadas para degradar las 

moléculas complejas y  utilizar diferentes alimentos fibrosos (Hungate, 1988).  

Considerando que los  forrajes constituyen la base de la alimentación de los rumiantes en 

la mayoría de los sistemas de producción, es conveniente revisar algunas de las 

características bioquímicas de importancia nutricional, que permitan comprender en parte 

la complejidad de los procesos involucrados en la degradación microbiana,  la utilización 

de sus constituyentes por el animal y algunos procesos biotecnológicos que se han 

desarrollado para facilitar u optimizar el uso de los nutrientes presentes en los alimentos.  

 

 Constituyentes de la  pared celular de las plantas 

 

 Las plantas son complejos heterogéneos que consisten de diferentes órganos, 

tejidos, células y componentes subcelulares. Las células vegetales presentan una 

estructura compleja denominada pared celular, que contiene diferentes moléculas, cuya 

biosíntesis está controlada por enzimas codificadas y reguladas por genes (Iiyama et al., 

1993). Estructuralmente, la pared celular está constituida por fibrillas de celulosa 

embebidas dentro de una matriz de lignina y hemicelulosa (Monties, 1991). También 



5 

 

contiene proteínas, ceras y compuestos fenólicos, que están presentes junto con los 

carbohidratos dentro de la pared celular (Barton et al., 1976).  

 Aun cuando la pared celular de las plantas tiene una arquitectura básica similar, 

hay importantes diferencias entre los principales grupos taxonómicos de forrajes en 

relación con la composición y estructura (Jung y Allen, 1995).   En proporción, las hojas 

de las leguminosas tienen menor contenido de pared celular que las hojas de las 

gramíneas y  no exhiben el incremento en la concentración de constituyentes de pared 

celular que ocurre en las  gramíneas con el avance de la madurez (Wilman et al., 1977; 

Wilman y Altimimi, 1984). La concentración de pared celular  en los tallos de todos los 

forrajes es mayor que en las hojas, y la proporción de tallos aumenta con la madurez 

(Griffin y Jung, 1983; Albrecht et al., 1987; Jung y Vogel, 1992).  

La pared celular de las leguminosas es rica en pectinas y tiene relativamente 

mayor cantidad de celulosa  que de xilanos (Aman, 1993). Todas las especies contienen 

ácidos fenólicos en la pared celular; sin embargo, las gramíneas tienen mayores 

concentraciones que las leguminosas (Jung y Deetz, 1993). En las leguminosas la 

concentración de lignina es mayor que en las gramíneas (Hatfield et al., 1994). 

 En cuanto al tipo y cantidad de los principales polímeros que conforman la pared 

celular de las plantas hay algunas  diferencias entre las plantas dicotiledóneas y las 

monocotiledóneas. Los arabinogalacturanos y xiloglucanos están en mayor concentración 

en la pared de las plantas dicotiledóneas, mientras que la celulosa es el  carbohidrato que 

predomina en la pared celular de ambos tipos de plantas (Cuadro 1.1).  
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Cuadro  1.1. Principales  polímeros   que  componen  la  pared celular    de   las     plantas  

                     monocotiledóneas y dicotiledóneas 

 

Constituyente  

Pared celular (%) 

Monocotiledóneas Dicotiledóneas 

Rhamnogalacturanos 4 16 

Arabanos - 10 

(Arabino) galacturano 4 10 

Xiloglucano 11 21 

Arabinoxilano 21 - 

Celulosa 46 23 

Proteína 7 10 

Fuente: Chesson y Forsberg (1988).  

 

 

Carbohidratos estructurales y compuestos fenólicos 

 

En la pared celular de las plantas hay una amplia variedad de polisacáridos, que 

difieren entre tipos de células, órganos y especies de plantas (Moore y Hatfield, 1994). 

Con base en la asociación biológica y disponibilidad nutricional, los polisacáridos 

asociados a la pared celular de las plantas se han dividido en dos clases: 1) los 

carbohidratos que carecen de enlaces covalentes con el núcleo de lignina, son más 

solubles y se fermentan completamente en el rumen; 2) los que tienen enlaces covalentes 

con el núcleo lignificado y son parcialmente digestibles. Se   clasifican  en carbohidratos 

no estructurales (CNE) y carbohidratos estructurales (CE) (Van Soest, 1994).   

 Los CNE participan activamente en funciones dinámicas de la planta: el 

metabolismo intermediario, el transporte y almacenamiento de energía; y su 

concentración varía con el estado fisiológico de la misma. El almidón y los fructosanos se 

encuentran en mayor proporción y son rápidamente fermentados por los microorganismos 
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del rumen y aportan cantidades substanciales de energía; sin embargo, para los 

rumiantes que consumen forrajes son cuantitativamente menos importantes que los CE 

(Moore y Hatfiel, 1994). 

 Los CE son los polisacáridos  que forman parte de la estructura de la pared celular, 

donde la celulosa y la hemicelulosa representan aproximadamente 70% de la biomasa 

vegetal (Ladisch et al., 1983) y las sustancias pécticas están presentes en menor 

proporción. La composición y concentración de los CE varía entre especies de plantas: la 

concentración de celulosa en la pared celular de las leguminosas es mayor con respecto a 

las gramíneas, lo contrario ocurre con la concentración de hemicelulosa (Moore y Hatfield, 

1994).  

  De los CE, la celulosa es la molécula orgánica más abundante en la naturaleza y 

constituye entre  20 y  40% de la materia seca (MS) de las plantas superiores (Van Soest, 

1994). La celulosa pertenece al grupo de los homopolisacáridos que contienen sólo 

unidades de D-glucosa unidas por enlaces glicosídicos β (1→4)(Moore y Hatfield, 1994). 

Estructuralmente, la celulosa consiste de cadenas de celobiosa unidas por enlace 

covalente o  puentes de hidrógeno (Akin, 1986). Las unidades repetitivas de la cadena 

forman haces y microfibrillas de varios anchos debido a variaciones en la agregación  de 

esas cadenas (Gilbert y Tsao, 1983).  Las microfibrillas de celulosa están colocadas en un 

patrón entrecruzado e impregnado con una matriz del resto de polisacáridos y algunas 

proteínas. La celulosa puede encontrarse en forma de cadenas totalmente extendidas y 

las cadenas pueden formar cintas que se empaquetan lado a lado con una red de enlaces 

de hidrógeno dentro de ellas y entre ellas (Matew et al., 2004). 

  La hemicelulosa esta constituida por heteropolisacáridos complejos, que varían en 

su composición primaria, substitución, grado de ramificación y especies de plantas (Moore 

y Hatfield, 1994). Los polisacáridos que predominan en las hemicelulosas son los xilanos, 
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glucomananos  y galactanos (Matew et al, 2004;).  Los xilanos, polímeros de xilosa con 

enlace β(1,4), son los carbohidratos estructurales no celulósicos predominantes y existen 

como compuestos lineales o ramificados en asociación con otros carbohidratos: 

arabinosa, manosa, glucosa, ramnosa y ácidos urónicos, principalmente el ácido 

glucorónico (White et al., 1993). Los arabinoxilanos y xiloglucanos son los polisacáridos 

predominantes en las hemicelulosas de las plantas monocotiledóneas mientras que en las 

dicotiledóneas predominan arabinoxilanos, xiloglucanos, arabinanos y galactanos (Wilkie, 

1979; Chesson y Forsberg, 1988). También, se han aislado glucomananos y 

galactomananos de hemicelulosas de dicotiledóneas, pero cuantitativamente son menos 

importantes (Bailey, 1973).  

 La hidrólisis de la hemicelulosa de los forrajes produce monosacáridos: glucosa, 

xilosa, arabinosa, manosa, galactosa, ramnosa y fucosa y los ácidos galacturónicos, 

glucorónicos y 4-O-metil-glucorónico (Wilkie, 1979; Chesson y Forsberg, 1988; Aman y 

Grahan, 1990). La proporción de cada monosacárido varía entre especies, reflejando 

diferencias en la composición de los polisacáridos. La xilosa y la arabinosa 

cuantitativamente son los principales azúcares neutros aislados de las hemicelulosas de 

las gramíneas y leguminosas (Collings y Yokohama, 1979; Wedig et al., 1987).   

 La característica común de la fracción hemicelulosa es que representa 

polisacáridos nativos solubles en ácido o álcali y están asociados a la lignina; su 

digestibilidad  está directamente relacionada con la celulosa e inversamente con la lignina. 

La hemicelulosa y la lignina forman en conjunto un material incrustante en el 

engrosamiento secundario de  la pared. En las plantas forrajeras la mayor parte de la 

hemicelulosa se encuentra  lignificada en la pared y es generalmente insoluble, pero llega 

a ser soluble en agua cuando se deslignifica (Van Soest, 1994).  
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  Las sustancias pécticas se encuentran en todas las plantas forrajeras, pero están 

presentes en mayor proporción en la pared celular de las plantas dicotiledóneas. Estos 

polisacáridos complejos están basados en cadenas de unidades de ácido galacturónico 

unidas mediante enlace α-1,4, en los cuales el grupo carboxilo está esterificado con 

metanol y residuos de ácidos urónicos, y variablemente sustituidos en el carbono 2 por 

grupos acetilo. Las pectinas son rápida y completamente degradadas en el rumen por 

diversas pectinasas (Chesson y Forsberg, 1988; White et al., 1993). 

 Los principales compuestos fenólicos en la pared celular de las plantas son la 

lignina y los ácidos fenólicos, estos últimos están químicamente ligados a lignina o 

directamente a los polisacáridos, y son de relativa importancia en la utilización de los 

carbohidratos estructurales (Moore y Hatfield, 1994). La lignina es un factor antinutricional  

en los forrajes debido al impacto negativo en la disponibilidad nutricional de los 

carbohidratos estructurales de las plantas, al limitar la digestión de la celulosa y 

hemicelulosa (Moore y Hatfield, 1994; Hatfield et al., 1999). La lignina se deposita en las 

paredes celulares de las plantas como parte del proceso de maduración de la célula y, 

con base en la dificultad para la extracción de la pared celular, se ha concluido que la 

lignina está químicamente ligada a los carbohidratos y posiblemente a proteínas, para 

formar las macromoléculas de la pared celular (Moore y Jung, 2001). 

 Químicamente, la lignina es un polímero de alcoholes hidroxicinamílicos y contiene 

tres alcoholes aromáticos: coniferilo, sinapilo y cumarilo (Sarkanen y Ludwig, 1971). La 

lignina está fuertemente ligada a la celulosa y a la hemicelulosa, formando un sello físico 

que actúa como una barrera, que previene la penetración de soluciones y enzimas 

(Howard et al., 2003). La lignina es importante en el crecimiento y desarrollo de las 

plantas; tiene funciones de soporte mecánico, conducción de agua, resistencia a 

enfermedades y  patógenos (Higuchi, 1990; Iiyama et al., 1994) y es la principal línea de 
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defensa de la planta (Hatfield y Fukushima, 2005). Sin embargo, la lignificación controla la 

cantidad de fibra que puede ser digerida y, tiene un importante efecto en los nutrientes 

energéticos digestible del forraje (Jung y Allen, 1995) y en la cantidad de MS que puede 

consumir el animal (Moore et al., 1993; Mertens, 1994). 

 Los ácidos fenólicos están en la pared celular de las gramíneas y dicotiledóneas;  

son compuestos de bajo peso molecular y los más importantes son el  ácido p-cumárico, 

el ácido ferúlico y la vanillina (Morrison, 1974; Hartley y Jones, 1977). Los ácidos fenólicos 

generalmente están esterificados con los grupos alcohol de otros ácidos fenólicos 

(Howard et al., 2003); con frecuencia están ligados a residuos de  glucanos y xilanos, por 

lo que estos ácidos sirven como agentes ligantes en los complejos lignina-carbohidratos 

(Scalber et al., 1985; Akin, 1986). Los ácidos fenólicos libres, principalmente el p-

cumárico,  inhiben el crecimiento de protozoos (entodiniomorfos) y la digestión de celulosa 

(Chesson et al., 1982; Akin y Barton, 1983; Jung y Fahey, 1983). El tipo de ácidos 

fenólicos  en la pared celular puede ser un importante aspecto en la calidad del forraje 

(Akin, 1986), considerando que la esterificación con los polisacáridos reduce la tasa de 

degradación microbiana (Jung y Sahlu, 1986). 

 

 Fracciones de fibra  y su relación con el valor nutritivo de los forrajes 

 

 En los sistemas de producción de rumiantes que basan la alimentación en los 

forrajes, la calidad de éstos tiene un efecto en la productividad de los animales (Allen y 

Segarra, 2001), determinando  las necesidades de suplemento, según el contenido de  

nutrientes en los forrajes (Kunkle et al., 1999). El valor nutritivo de los forrajes está 

relacionado directamente con la proporción de constituyentes de la pared celular. La fibra, 

se define como una entidad nutricional utilizada para describir los componentes de los 



11 

 

forrajes y alimentos con baja solubilidad en disolventes específicos y son menos 

digestibles que el almidón (Jung y Allen, 1995).  La fibra agrupa un conjunto de sustancias  

(celulosa, hemicelulosa y compuestos fenólicos) resistentes a la digestión por las enzimas 

producidas por los mamíferos, y su degradación por enzimas microbianas es lenta o  

parcial (Van Soest, 1982).  

 Con base en la biodisponibilidad para los rumiantes, el sistema de análisis por 

detergentes permite fraccionar los constituyentes de la materia seca de los forrajes en 

constituyentes de la célula y de la pared celular (Van Soest et al., 1991). La fracción fibra 

detergente neutro (FDN) se usa para denotar a la pared celular, y es el residuo que queda 

después de remover los carbohidratos solubles y nutricionalmente disponibles de la pared 

celular. La FDN está constituida por celulosa, hemicelulosa, lignina, menores cantidades 

de proteína y minerales (sílice). La fracción fibra detergente ácido (FDA) representa los 

constituyentes de la pared celular que no se solubilizan en soluciones detergentes ácidas, 

y está constituida por celulosa y lignina principalmente, restos de minerales o cenizas 

insolubles, compuestos nitrogenados insolubles (productos de reacción de Maillard) y 

cutina (Van Soest et al., 1991).    

 La importancia de las fracciones FDN y FDA radica en que se utilizan en la 

valoración de los forrajes y se usan para expresar o cuantificar  la fibra en los forrajes y 

alimentos. De manera similar, la proporción de estas fracciones en los alimentos se 

correlaciona con el consumo (Dado y Allen, 1995; Forbes, 1996) y con la digestibilidad del 

alimento. Se han desarrollado modelos matemáticos para calcular el consumo con base 

en la capacidad de distensión del rumen por efecto del contenido de FDN del forraje 

(Mertens, 1987; 1994).  

Algunos factores como la especie y la edad de la planta influyen en la 

concentración de las fracciones de fibra  y tienen una relación directa con el valor nutritivo 
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para el animal.  En las gramíneas las concentraciones de FDN y FDA son mayores que en 

las leguminosas, y las leguminosas presentan mayores tasas de degradación  (Schofield y 

Pell, 1995). La disminución de la calidad del forraje con la madurez se asocia  con la 

reducción de la relación hoja:tallo y con la acumulación y la progresiva lignificación de las 

paredes primaria y secundaria del tejido vascular y del esclerénquima (Grabber, 2005). 

Los incrementos en la concentración de FDN, FDA, celulosa y lignina reducen la 

digestibilidad in vitro de la materia seca al aumentar la edad de corte (Burns et al.,1997). 

 

Degradación ruminal de los carbohidratos estructurales 

 

 Los rumiantes poseen un ecosistema microbiano ruminal diverso, con capacidad 

para la utilizar los polímeros complejos de los vegetales. La degradación de la pared 

celular por los microorganismos se debe a que cuentan con estrategias adaptativas: 1) 

producción de complejos multienzimáticos, requeridos para la ruptura de los enlaces de la 

pared celular; 2) adhesión y colonización microbiana a las partículas; 3) las interacciones 

sinérgicas entre las especies microbianas. Este sistema proporciona la habilidad de usar 

carbohidratos estructurales y producir proteína microbiana y ácidos grasos volátiles para 

satisfacer en parte las necesidades del huésped (Akin, 1986). Sin embargo, la digestión 

de la fibra en el rumen es incompleta y se debe en parte a la existencia de barreras físicas 

presentes en los sustratos ingeridos (Wang y McAllister, 2002), asociadas con la 

composición y estructura de la pared celular,  principales factores que influyen la 

digestibilidad de la fibra (Akin, 1986). 

 

  

Microorganismos fibrolíticos del rumen 
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La población microbiana del rumen está  constituida principalmente por bacterias, 

protozoos y hongos. La densidad de la población de bacterias en el rumen es muy alta, 

hasta 1010 células g-1 de contenido ruminal (Rusell, 2002).  Las principales bacterias  

involucradas en la degradación de la fibra son  Ruminococcus albus, Ruminococcus 

flavefaciens, Fibrobacter succinogenes (Van der Linden et al., 1984: Cheng et al., 1984; 

Weimer, 1998) y  Butyrivibrio fibrisolvens, los cuales  utilizan celulosa y hemicelulosa 

como principal fuente de energía. Los butirivibrios son organismos muy versátiles, pueden 

usar varios sustratos (pentosas, hexosas, pectina, almidón, xilanos y hemicelulosa), 

aunque son débilmente celulolíticos (Rusell, 2002). 

Lo protozoos ciliados (holotricos y entodiniomorfos) participan en la degradación 

de la fibra y junto con los hongos colonizan fragmentos de plantas; además tienen 

potencial para digerir fibra, pero no son esenciales y su función es pequeña comparada 

con la de las bacterias (Hungate, 1975). Los protozoos entodiniomorfos (excepto 

Entodinium sp.) contienen celulasas con alta actividad específica (Coleman, 1985), aun 

cuando la mayor parte es de origen bacteriano (Coleman, 1986). Se calcula, que entre un 

cuarto a un tercio de la fibra degradada en el rumen se debe a los protozoos (Demeyer, 

1981; Orpin, 1984). Dependiendo de la dieta, los protozoos pueden digerir  5 a 21 % de 

los materiales celulósicos que llegan al rumen (Dijkstra y Tamminga, 1995).   Debido a su 

habilidad para ingerir bacterias y degradar proteína, los protozoos reducen la eficiencia en 

la utilización de nutrientes nitrogenados por el huésped;  sin embargo, si el contenido de 

nitrógeno en la dieta es bajo, la predación y la lisis microbiana pueden contribuir al 

reciclaje de proteína en el rumen (Rusell, 2002).   

Se calcula que 8% de la biomasa microbiana ruminal corresponde a los hongos  

que pueden digerir celulosa y otros materiales fibrosos;  la prevalencia de los hongos  
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depende de la dieta y son más importantes cuando la dieta es fibrosa. En la fase de 

crecimiento,  el micelio penetra profundamente la partícula de alimento y rompe la fibra; lo 

cual aumenta la superficie de ataque para hongos y bacterias; además hay  una relación 

inversa entre las bacterias y los hongos (Russell, 2002). Las principales especies de  

hongos encontradas en el rumen son: Neocallimastix frontalis, N. patriciarum, Piromyces 

communis, Caecomyces communis, Orpinomyces joyonii (Orpin y Joblin, 1988; Russell, 

2002).  

 

  Degradación ruminal de la celulosa y la hemicelulosa   

  

 Los microorganismos secretan una amplia variedad de carbohidrasas, las cuales 

digieren carbohidratos estructurales y no estructurales. Los carbohidratos no estructurales 

son rápidamente fermentados por los microorganismos del rumen y representan una 

importante cantidad de energía para los rumiantes que consumen forrajes; sin embargo, 

como fuente de energía son cuantitativamente menos importantes que los carbohidratos 

estructurales para estos animales (Moore y Hatfield, 1994. White et al. (1993) presentan 

una lista de las enzimas requeridas para la hidrólisis de los polisacáridos estructurales de 

la pared celular de las plantas (Cuadro 1.2).  

La degradación de celulosa es un proceso complejo, realizado por la acción 

combinada de al menos tres enzimas extracelulares ligadas a la superficie del 

microorganismo o secretadas dentro del medio, 1) endo β-1,4-glucanasa, rompe 

aleatoriamente cadenas internas de polisacáridos hasta oligosacáridos; 2) exo-β-1,4-

glucanasa ataca terminales no reductores de oligosacáridos produciendo celobiosa; 3) 

endo-β-1,4-glucosidasa hidroliza la celobiosa a glucosa (White et al., 1993).   
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Cuadro 1.2.  Principales enzimas que hidrolizan los constituyentes de la pared celular de las plantas 
 
Polímero  de la 
pared celular 

Enzima Sustrato Enlace hidrolizado Producto final 

Celulosa Endo-β-1,4-glucanasa Celulosa β-1,4-glucosa Celooligómeros 
 Exo-β-1,4-glucanasa Celulosa-Terminal reductor β -1-4-glucosa Celobiosa 
 β-glucosidasa Celobiosa β -1,4-glucosa Glucosa 
 Celulodextrinasa Celooligómeros solubles β -1,4 glucosa Celobiosa o celotriosa 
Polisacáridos Endo- β-1,4-xilanasa Xilano β -1,4-xilosa Xilooligómeros 
no celulósicos Exo- β -1,4-xilanasa  Xilano β -1,4-xilosa Xilobiosa 
 β -1,4-xilosidasa Xilobiosa β -1,4-xilosa Xilosa 
 α-L-arabinofuranosidasa Arabinoxilano Enlaces α-1,3- Arabionoxilano y 

arabinosa 
 α -glucoronidasa Glucoronoxilano Enlaces α-1,3 o a-1,2 Acido glucorónico y 

glucoronoxilano 
 O-acetil-xilano estearasa Acido acetilxilano ferúlico Enlaces acetil éster Acetixilano y acetato 
 Acido ferúlico estearasa Enlace cruzado Enlace feruléster  Acido ferúlico y xilano 
 Endo-1,3-(4)- β-glucanasa Laminarina, β -D-glucano β -1,3-hexosa en β -D-

glucanos 
Oligómeros de 
Laminarina, oligómeros β-
D-glucano 

 Liquenasa Liquen, β -D-glucano β -1,3-hexosa en β -D-
glucanos, y enlaces 
1,3- y 1,4  

 

 Xilocelulasas Celulosa o xilano  β -1,4-glucosa o xilosa Celooligómeros o 
xilooligómeros 

Pectina  Pectato liasa Poligalacturanos Α-1,4-galacturónico Oligómeros de ácido 
poligalacturonico 

 Pectina liasa Metilester de 
poligalacturano 

α-1,4-galacturónico Oligómeros de ácido 
poligalacturónico 

 
Fuente: White et al. (1993)  
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 Todas las celulosas estructurales están combinadas con lignina, cutina  y 

minerales. La disponibilidad nutricional de la celulosa varía desde totalmente indigestible a 

completamente digestible, dependiendo del grado de lignificación, aunque existen otros 

factores inhibitorios o limitantes, como los depósitos de sílice y de cutina y las 

propiedades intrínsecas de la celulosa (Van Soest, 1994), que limitan la utilización por los 

microorganismos (Moore y Hatfield, 1994). 

La digestión de la hemicelulosa en el rumen es compleja y ocurre de una manera 

análoga a la digestión de la celulosa, pero participa una mayor gama de enzimas debido a 

que está compuesta por diferentes azúcares y posee diferentes tipos de enlaces 

glucosídicos. El xilano es el principal heteropolisacárido en la pared celular, por lo cual se 

considera que las xilanasas están más ampliamente distribuidas que las celulasas en las 

bacterias del rumen. Los  microorganismos producen más de una xilanasa, entre las que 

se incluyen β-xilosidasas (1,4-β-D-xilano-xilanohidrolasa, β-glucosidasa y α-L-

arabinofuranosidasa (α-L-arabinofuranosidasa-arabinofuranohidrolasa)), son esenciales 

para la completa degradación de fragmentos oligoméricos y están ampliamente 

distribuidas entre las bacterias del rumen (Williams et al., 1984; Chesson y Forsberg, 

1988). La unión de las cadenas de xilano a lignina y el enlace ester influyen en la 

degradación de la hemicelulosa (Russell, 2000). 

La digestión de los polisacáridos de la pared celular está influida por las 

interacciones entre sus diferentes polímeros y está limitada por la presencia de 

compuestos fenólicos (lignina y ácidos fenólicos) dentro de la matriz de la pared celular 

(Jung, 1989; Eraso y Hartley, 1990; Hatfield, 1993). Se considera que dicha  asociación es 

el principal factor que limita la accesibilidad de los polisacáridos como sustrato para las 

hidrolasas microbianas (Moore y Hatfield, 1994), y hay una relación negativa entre la 
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concentración de lignina y la digestibilidad del forraje (Jung y Vogel, 1986; Jung, 1989; 

Jung y Deetz, 1993). 

Los efectos inhibitorios de la lignina en la digestibilidad del forraje dependen de la 

composición de monómeros y grupos funcionales, contenido de lignina y extensión de los 

enlaces cruzados con los polisacáridos de la pared celular (Jung y Vogel, 1986; Casler y 

Jung, 1999). Sin embargo, la lignina no es el único factor que limita la degradabilidad de 

los carbohidratos estructurales y no se conoce bien el mecanismo por el cual la lignina 

restringe la degradabilidad de la pared celular de las planta (Grabber, 2005).   

 

 

Actividad enzimática ruminal 

 

El estudio de la actividad hidrolítica ruminal es complicada por la gran diversidad 

de enzimas que, en su mayoría, operan de modo sinérgico. Las especies microbianas 

individuales producen más de una enzima y se pueden necesitar mas de una enzima para 

hidrolizar polímeros complejos (Russell, 2002).  La principal fuente de enzimas fibrolíticas 

en el rumen son las bacterias, pero los hongos y protozoos también son fuentes de 

enzimas para la degradación de polisacáridos estructurales (Cuadro 1.3).  

La actividad fibrolítica del rumen es muy alta, depende de la dieta del animal, y  

varía con respecto a la localización de los microorganismos dentro del compartimiento 

ruminal.  Cheng y Costerton (1980) dividieron el ecosistema microbiano en tres 

poblaciones: 1) microorganismos libres en el fluido ruminal; 2) asociados con la partícula 

del alimento, y 3) asociados con la pared del rumen. Además, Czerkawski (1986) 

subdividió al  segundo grupo en: 1) firmemente asociados con la partícula del alimento;   

2) reversiblemente asociados.  
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Cuadro 1.3. Polisacaridasas  producidas por algunos microorganismos del rumen   

Microorganismo Enzimas 

Prevotella ruminicola Xilanasa, endo-β-1,4-glucanasa, α-L-

arabinofuranosidasa, pectato liasa, β-D-glucuronidasa 

Butyrivibrio fibrisolvens Xilanasa, β -D-xilosidasa, pectato liasa, endo- β -1,4-

glucanasa,  celodextrinasa, β-glucosidasa 

Fibrobacter succinogenes Xilanasa, ácido ferúlico esterasa, O-acetil xilano 

esterasa, endo- β-1,4-glucanasa, celobiasa, 

celodextrinasa, β-glucosidasa,  

Lachnospira multiparus Ácido poligalacturónico liasa, pectina metilesterasa 

Ruminococcus albus Xilanasa, α-L-arabinofuranosidasa, endo-β-1,4-

glucanasa, celobiasa, β-glucosidasa, xilocelulasa 

Ruminococcus flavefaciens Xilanasa, exo-β-1,4-glucanasa, endo-β-1,4-glucanasa, 

celodextrinasa, xilocelulasa 

Selenomonas ruminantium Poligalacturonasa 

Hongos anaeróbicos Xilanasa, ácido ferúlico esterasa, p-cumárico esterasa, 

β-D-xilosidasa, endo-β-1,4-glucanasa, β-D-

glucosidasa, β-D-glucoronidasa, α-L-

arabinofuranosidasa, α-glucuronidasa, ácido 

poligalacturónico liasa, pectina metilesterasa 

Protozoos anaeróbicos Xilanasa, β –D-xilosidasa, endo- β-1,4-glucanasa 

Fuente: Adaptado de White et al. (1993).  

 

Uno de los microorganismos con mayor actividad fibrolítica es el Fibrobacter 

succinogenes (antes Bacteroides succinogenes). La actividad enzimática específica de 

endoglucanasas y xilanasas se evaluó en medio de cultivo con celulosa y resultó mayor 

en la fracción líquida que en las células, con promedios de 0.642 vs. 0.289 y 0.476 vs. 

0.076 µmol min-1 mg-1 proteína (Forsberg et al., 1981).  

Diferencias en la actividad de carboximetilcelulasa de las bacterias ruminales 

asociadas a las partículas de alimento fueron observadas por Bowman y Firkins (1993) en 
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trébol rojo (Trifolium pratense), pasto gama (Tripsacum dactyloides) y pasto ovillo 

(Dactylis glomerata) y en los tiempos de incubación;  los picos de actividad enzimática se 

detectaron a las 18 h para trébol rojo y a las 36 h para pasto gama y pasto ovillo (8.7, 7.2 

y 6.3 µmol de glucosa g-1 MS min-1).  También, observaron mayor número de bacterias 

asociadas a partículas en la leguminosa, lo que en parte pudiera explicar la mayor tasa de 

desaparición de la fibra usualmente encontrada en éstas con respecto a las gramíneas.   

El tiempo de ingestión del alimento,  el tipo de dieta y la localización dentro del 

retículo-rumen influyen  en la actividad de las enzimas fibrolíticas de las bacterias 

asociadas con la fase sólida (BAS) y de los protozoos asociados con la fase líquida (PAL). 

Este efecto fue reportado por Martin et al. (1999), quienes encontraron que la actividad 

fibrolítica de las BAS fue máxima 1 h antes respecto a 3 h después de la ingestión en 

ambas dietas  y fue significativamente más baja para la dieta con 40% de heno (Cuadro 

1.4) y la actividad específica de polisacáridasas de PAL (xilanasa, avicelasa, α-L-

arabinofuranosidasa, β-D-glucosidasa y β-D-xilosidasa) fue mayor  en  la parte superior 

que en la parte inferior del rumen y estuvo de acuerdo con la distribución o repartición del 

numero de protozoos en los sitios de muestreo. 

Michalet-Doreau et al. (2002) encontraron que la actividad específica de 

polisacaridasas (xilanasa y avicelasa) de los microorganismo asociados con la fase sólida 

del rumen fue significativamente alta en todos los tiempos de muestreo. El promedio de 

actividad específica fibrolítica en el rumen fue  5.8 y 0.3 µmol azúcares mg-1 proteína h-1 

para xilanasas y avicelasa, y de 1.79  y 2.71 µmol de p-nitrofenol mg-1 proteína h-1 para β-

D-xilosidasa y β-D-glucosidasa. También, la actividad de las polisacaridasas fue máxima 

antes de la ingestión de alimento. 
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Cuadro 1.4. Actividad  enzimática  específica  de carbohidrasas  de protozoos asociados  

                    con la  fase  líquida   (PAL)  y  de  bacterias  asociadas con la fase sólida   

                    (BAS) en  muestras  de líquido ruminal 

 

Enzima/ 

       Tiempo (2)   

PAL  BAS   

      Dieta F        Dieta C        Dieta F        Dieta C 

Actividad de polisacaridasas (1) 

 

Amilasa 

-1 h 

    (nmol AR mg-1 proteína h-1) (µmol AR mg-1 proteína h-1) 

 

        557 

 

     1464.7 

 

        1.02 

 

         5.23 

+ 3 h        484.67      2271.3         1.11        13.48 

Xilanasa     

-1 h      3378.3      2641.6       12.45          6.37 

+3 h      1965      2471.7         7.40          4.36 

Avicelasa     

-1 h       856     1023.6         3.22          2.39 

+3 h       692.6     1132.6         2.56          1.79 

 Actividad de glucosidasas(1) 
(nmol p-nitrofenol mg-1 proteína h-1) 

α-D-glucosidasa     

-1 h            50       257         0.3          0.54 

+3 h            56.3       190.3         0.34          0.54 

α-D-arabinofuranosidasa     

-1 h         435       257         1.41          1.49 

+ 3 h         227.3       190.3         1.07          1.06 

β-D-glucosidasa     

-1 h       2147.6     1661.6         1.77          1.77 

+ 3 h       2497.6     2190.6         1.76          1.35 

β –D-xilosidasa     

- 1 h         238.3       204.33         3.55          2.22 

+ 3 h         152       266         2.33          1.62 
(1) Promedios de los sacos anterior, dorsal y ventral del rumen  
(2) Tiempo relativo a la ingestión.  Dieta F= 93% heno + 7% paja de trigo; Dieta C=60% avena+33% 
heno+7% paja de trigo.   AR=azúcares reductores 
Fuente: Adaptado de Martín et al. (1999).  
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Ademas de las bacterias, los hongos aneróbicos en el rumen producen un amplio 

rango de celulasas y xilanasas (Wood et al., 1986; Borneman et al., 1989; Gordon et al., 

1989) que le permiten degradar sustratos lignocelulósicos. Los hongos N. patriciarum y P. 

communis producen diferentes glicosidasas, cuya actividad esta relacionada con el estado 

de crecimiento del hongo y con el medio de crecimiento (Williams y Orpin, 1987).  Yanke 

et al. (1996) midieron la actividad enzimática de celulasas y xilanasa de varias cepas de 

hongos ruminales, las cuales fueron: P. communis cepa 22 (87.9 y 820 mU mL-1 h-1), N. 

patriciarum cepa 27 (49.3 y 252 mU mL-1 h-1), O. joyonii cepa 9-2 (24.4 y 23 mU mL-1 h-1) y 

N. frontalis cepa RE1 (44.3 y 85 mU mL-1 h-1), indicando que la actividad enzimática está 

influida por el sustrato en el cual crece el hongo.  En otro estudio, Lee et al. (2000) indican 

que la actividad enzimática específica de carboximeticelulasa y xilanasas  de 

Orpinomyces cepa KNGF-2 fue de 1883 y 4720 UI mg-1; además, mostraron actividad  de 

0.125 y 5572 UI mg-1 para amilasa y proteasa. Mayorga et al. (2005) indican que el N. 

frontalis NFT 101 expresó un complejo de enzimas hidrolíticas que incluyen 

endoxilanasas, endoglucanasas y exopoligalacturonidasas, aun cuando la principal fue 

endoxilanasas, y su nivel fue regulado por fuente de carbono.  

 

 

Enzimas fibrolíticas exógenas 

 

Los carbohidratos estructurales de las plantas son los principales contribuyentes 

para cubrir los requerimientos de energía de los rumiantes; por tanto, son importantes los  

esfuerzos para optimizar la tasa y la extensión de la digestión por la microflora ruminal. Se 

han multiplicado los estudios destinados a comprender la enzimología de la digestión de 

la fibra por los microorganismos ruminales. Asimismo, se han desarrollado estrategias 
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para aumentar la disponibilidad de los nutrientes de la pared celular y, mejorar las 

características de la dieta para proporcionar a los animales nutrientes en cantidades 

adecuadas a sus necesidades para un eficiente rendimiento. Se han descrito  

tratamientos para cambiar el valor nutritivo de los materiales fibrosos: tratamientos físicos, 

químicos, microbianos o biológicos. Los tratamientos biológicos surgen como una 

alternativa al tratamiento químico y consisten en inocular los forrajes con microorganismos 

o tratar los materiales con preparados enzimáticos  producidos por éstos.  

Según Berger et al. (1994), algunas ventajas de los tratamientos biológicos de 

materiales fibrosos, son: 1) mejoramiento de la digestibilidad (grado y tasa de digestión) 

de la fracción lignocelulosa;  2) incrementos en la cantidad de proteína; 3) destrucción de 

compuestos dañinos. El fundamento de los tratamientos biológicos para mejorar la 

utilización de la fibra está en el uso de microorganismos que poseen la habilidad de 

producir enzimas, las cuales favorecen los procesos hidrolíticos de los polímeros 

complejos de la pared celular. 

El uso de enzimas fibrolíticas exógenas es una tecnología  que tiene potencial para 

mejorar la utilización de los forrajes por los rumiantes (Beauchemin et  al., 2004). Los 

complejos de enzimas fibrolíticas que se obtienen principalmente de hongos aeróbicos se 

componen de polisacaridasas que degradan celulosa y hemicelulosa. El uso de tales 

enzimas en estudios in vitro e in vivo ha tenido como objetivo principal evaluar los efectos 

en la utilización de los nutrientes de la pared celular. Dawson y Tricarico (1999) resumen 

algunos de los cambios en la actividad ruminal asociados con el empleo de enzimas 

exógenas: 1) incremento de la digestión de la MS y de la FDN, producción de ácidos 

grasos volátiles (AGV) y mejoría en la utilización de carbohidratos; 2) disminución de la 

relación acetato:propionato; 3) alteración del pH ruminal, aumento de la síntesis de 

proteína microbiana, incremento en la producción de amonio y  actividad ureásica. 
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Modo de acción de las enzimas fibrolíticas exógenas 

 

El mecanismo de acción por el cual las enzimas fibrolíticas ejercen efectos en la 

digestión y utilización de los alimentos por lo rumiantes aún no se conoce. Colombatto et 

al. (2003b)  señalan que los mecanismos son complicados, debido principalmente a tres 

factores: 1) los alimentos son estructuralmente muy complejos, contienen gran variedad 

de polisacáridos, proteínas, lípidos y ácidos fenólicos en estrecha asociación; 2) los 

productos comerciales utilizados son mezclas de diferentes enzimas con diferentes 

actividades enzimáticas, difiriendo en relación a las condiciones óptimas y 

especificidades; 3) el fluido ruminal es extremadamente complejo, conteniendo cientos de 

especies microbianas que secretan un amplia variedad de enzimas.  

Se ha propuesto que el modo de acción de las enzimas fibrolíticas se relaciona 

con: 1) hidrólisis directa de los constituyentes del alimento, principalmente la alteración de 

la estructura de los polisacáridos estructurales; 2)  potenciación del ataque microbiano y la 

colonización de los constituyentes de la pared celular; 3) mejor capacidad hidrolítica del 

rumen, posiblemente por efectos aditivos a las enzimas microbianas del rumen o con un 

efecto sinérgico con los microorganismos ruminales; 4) estimulación del crecimiento 

microbiano; 5) mejor capacidad digestiva del rumen; 6) cambios en la viscosidad del tubo 

digestivo (Chen et al., 1995; Beauchemin et al., 1999;  Morgavi et al., 2000ª) 

 Además, la inclusión de enzimas fibrolíticas en la dieta del rumiante estimula el 

crecimiento de microorganismos. Así, Yoon y Stern (1996) observaron que al añadir un 

extracto de Aspergillus oryzae en la dieta de vacas se aumentó  la población de bacterias 

celulolíticas y proteolíticas.  Dietas para vacas con varios niveles de un producto fibrolítico 

preparado a partir de T. longibrachiatum aumentaron significativamente la población de 
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bacterias totales viables y bacterias celulolíticas utilizadoras de celobiosa en el rumen,  lo 

cual contribuiría a incrementar la digestión (Nsereko et al., 2002). 

 

 

Efectos  de las enzimas fibrolíticas exógenas en la composición química  y en  

la digestibilidad  de  los alimentos  

 

El estudio de la influencia de las enzimas fibrolíticas en las características de la 

degradación de la materia seca y de la fibra de los forrajes o alimentos indica efectos 

variados. Las características nutricionales mas influenciadas por las enzimas fibrolíticas 

son la concentración de fracciones fibrosas y la digestibilidad; sin embargo, las respuestas 

varían según las diferentes condiciones experimentales.  

Un ensilado de forraje de maíz con enzimas de Trichoderma ressei disminuyó la 

FAD, FDN y hemicelulosa , pero la enzima no tuvo efectos consistentes en la digestión in 

vitro de la MS (Sheperd y Kung, 1996).   La aplicación de una mezcla de celulasas y 

hemicelulasas al ensilado de planta entera de trigo no modificó la desaparición  in vitro de 

la MS (Adogla-Bessa et al., (1999).  Ademas, el uso de enzimas de T. longibrachiatum en 

ensilados de maíz y pasto ovillo no cambió la digestibilidad total de la MS, MO y almidón 

(Sutton et al., 2003).  

Krause et al. (1998) indican que el tratamiento  de granos de cebada con mezclas 

de enzimas fibrolíticas redujo la concentración de FDN y FAD de la dieta y aumentó la 

digestibilidad de la FAD en 28%. Rode et al. (1999) encontraron mayor digestibilidad de la 

MS (69.1 vs 61.7%), MO (70.7 vs 63.9%), FDN (51.0 vs 42.5%) y FDA (41.9 vs 31.7%) de 

la dieta con enzimas fibrolíticas adicionadas a la porción de concentrado.  
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Según Beauchemin et al. (1999) las enzimas fibrolíticas no cambiaron la 

desaparición  in vitro de la MO, FDN y FAD, pero sí el aumentaron la digestibilidad total de 

la MO del grano de cebada integral. La digestión de la fracción FDN de la porción de 

forrajes (ensilado de maíz y heno de alfalfa)  no varió en los forrajes tratados con enzimas 

de T. longibrachiatum (Kung et al., 2000), mientras que la aplicación de un complejo 

enzimático (Promote®) sobre la porción de forraje de la dieta no afectó la digestibilidad 

verdadera de la MO, FND y FAD (Boutatour et al., 2004).  

Bowman et al. (2002) aplicaron enzimas fibrolíticas a dietas para vacas lecheras y 

observaron incrementos en la digestibilidad total de la MO (73.8 vs 66.6%), FDN (55.6 vs 

44.3%) y FDA (55.6 vs 43.6%). El pretratamiento de heno de Dactylis glomerata con 

enzimas fibrolíticas de Aspergillus niger aumentó la digestibilidad de la MO, de la celulosa 

y hemicelulosa en 9, 15 y 20%,  sin cambiar la población total de bacterias o población de 

bacterias celulolíticas, ni la producción de AGV, pero aumentó  la producción de butirato y 

de metano (Dong et al.,1999). Las enzimas mejoraron la digestibilidad in vitro de la MS y 

MO de  la alfalfa (Medicago sativa)  y del pasto ballico (Lolium perenne) en presencia de 

microorganismo ruminales (Pinos-Rodríguez et al., 2001). 

Según Pinos-Rodríguez et al. (2002), la administración de enzimas fibrolíticas 

exógenas directamente al rumen puede cambiar la fermentación ruminal, consumo y 

digestibilidad de forrajes con diferente valor nutritivo e indican que: 1) la enzima 

incrementó la digestibilidad aparente de la hemicelulosa y FDN del heno de alfalfa, pero 

no del ballico; 2) mejoró el balance de nitrógeno e incrementó la concentración de AGV; 3) 

aumentó el consumo de MO de henos de alfalfa y de ballico,  y sugirieren que el efecto de 

la enzima puede estar relacionado con el sustrato (especie de forraje) y el ambiente 

ruminal.  
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Moreno-Jaramillo (2004) evaluó el efecto de la adición de enzimas fibrolíticas  en 

la digestibilidad in vitro (DIVMS) de dietas con diferentes proporciones forraje-

concentrado, encontraron que la DIVMS fue mayor en las primeras 12 h de incubación en 

las dietas con enzima (34.0 vs. 31.79%), sin diferencias a las 24, 48 y 72 h; la 

digestibilidad in vitro de la FDN fue mayor en las primeras 12 h de incubación, mientras 

que la degradación in situ de la MS y de la FDN aumento en las primeras 24 h.  

Caton et al. (1993) estudiaron la degradabilidad in situ del pasto Bromes inermes 

tratado con extracto de A. oryzae y observaron que el grado de digestión, la tasa de 

digestión y la fase lag no fueron influenciados por el tratamiento. De manera similar Varel 

y Kreikemeier (1994) aplicaron extracto de A. oryzae  sobre el pasto bromo y no 

encontraron efectos en la desaparición in situ de la FDN, la celulosa y la hemicelulosa, ni 

en el grado de digestión, tasa de digestión y fase lag. Sievert y Shaver (1993) aplicaron 

extracto de A. oryzae sin efecto en la desaparición in situ, grado de digestión, tasa de 

pasaje, ni fase lag de la degradación de la MS, pero se redujo la fase lag de la FND (2.4 

vs 3.5 h). Una mezcla de enzimas de A. oryzae y Bacillus subtilis aplicadas al ensilado de 

cebada no cambiaron la tasa o grado de digestión in situ de la MS y FDN (Zahiroddini et 

al. (2004). 

Preparados de enzimas fibrolíticas incrementaron la tasa inicial (a las 12 h) de la 

degradación de la MO de alfalfa (hojas y tallos) así como el grado de digestión de la hojas 

(Colombatto et al. (2003a). En un estudio in vitro donde las enzimas se aplicaron a 

sustratos puros se incrementó la liberación de azúcares reductores, la tasa y el grado de 

la fermentación de los sustratos (Colombatto et al., 2003b). La aplicación de enzimas 

fibrolíticas a pajas tratadas con álcali aumentó significativamente la tasa y grado de 

digestión de la MS, y parte de este efecto se atribuye a la  remoción de las barreras de 

compuestos fenólicos que impiden la digestión microbiana por el álcali (Wang et al., 
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2004). En otros estudios se incrementó la tasa, pero no el grado de digestión al usar 

enzimas fibrolíticas en dietas para rumiantes (Fondevilla et al., 1990;  Feng et al., 1996).  

Zinn y Zalinas (1999) no encontraron efectos en el pH, ni en la digestión ruminal de la MO. 

Resultados de varios estudios acerca de los efectos de las enzimas fibrolíticas en la 

digestibilidad  se resumen en el Cuadro 1.5. 

 

 

Cuadro 1.5. Efectos de la aplicación de enzimas fibrolíticas en la digestibilidad 

  

 

 

Incremento en la digestibilidad (%)  

  FDN   FDA    MS MO Fuente 

Novillos   8.9   13    8.5 - Feng et al. (1996)a 

Novillos   SE   55    SE - Krause  et al. (1998) 

Novillos   23    -     - - Zinn y Salinas (1999)bc 

Vacas 

lecheras 

  SE   SE    SE - Bertrand y Grimes (1997)b 

Vacas 

lecheras 

  20   32    12 10.48 Rode et al. (1999)d 

Vacas    14.8   23.6    6.3  Eun y Beauchemin  

(2004)e 

Corderos     6    8    4   4 Titi y Tabbaa (2004) 

In vitro   28 (12 h)     -     - - Varel et al. (1993)b 

In vitro      -     - 17.1 (12 h) -  Dawson y Tricarico 

(1998)c 

In vitro  29 (12 h) 

 8.4 (48 h) 

   -    - - Nsereko et al. ( 2000) 

Enzima: a Alphazyme+Grasszyme; b  Extracto de Aspergillus oryzae; bc Fibrozyme (extracto de 

Aspergillus niger y Trichoderma longibrachiatum);  d Pro-Mote;  e Enzimas proteolíticas 

FDN=fibra detergente neutro; FDA=fibra detergente ácido; MS=materia seca; MO=materia orgánica 
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Efectos   de  las  enzimas  fibrolíticas  exógenas  en  el  consumo de alimento,  

ganancia de peso y producción de leche 

 

Los resultados sobre el uso de enzimas fibrolíticas en animales productores de 

carne o de leche muestran variabilidad, gran parte de tales diferencias puede estar 

asociada a diferentes condiciones experimentales, de manera que el efecto en el 

consumo y la mejoría en la respuesta animal no son consistentes (McAllister et al., 1999).  

Un suplemento con fibrozyme (celulasas y xilanasas) aumentó en 4% el consumo de MS 

(Zinn y Salinas, 1999). Para dietas que contienen forrajes tratados con enzimas o cuando 

se incorpora la enzima al alimento, la tasa de consumo de alimento fue similar a los no 

tratados (Bertrand y Grimes, 1997). Otros resultados indican que el tratamiento con 

enzimas no influyó en el consumo de alimento (Dhiman et al., 2002; Vicini et al., 2003).  

La adición de enzimas fibrolíticas mejora la ganancia de peso de bovinos, pero el 

óptimo nivel de la enzima depende del tipo de forraje, debido a que la mejor respuesta se 

observó con forrajes secos  en  comparación con ensilados (Beauchemin et al., 1995).  El 

uso de Fibrozyme incrementó en 6% la ganancia de peso de novillos estabulados, debido 

al aumento de la digestión de la FDN en el rumen, pero  el valor de la energía neta (EN) 

de la dieta no cambio (Zinn y Salinas, 1999).  

En vacas lecheras, los efectos de las enzimas fibrolíticas exógenas son diversos. 

Asi, en algunos estudios se reporta el aumento de la producción de leche, efecto  

relacionado con el aumento en la digestibilidad (Beauchemin et al., 1999; Rode et al., 

1999; Yang et al., 1999), y en otros la producción de leche no fue influida por el 

tratamiento con enzimas (Dhiman et al., 2002; Bowman et al., 2002; Vicini et al., 2003; 

Higginbotham et al., 2004).  
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Además de las enzimas derivadas de hongos aeróbicos, también se ha 

explorado el potencial que representan los hongos anaeróbicos del rumen para 

producir enzimas (Bauchop y Mountfort, 1981; Borneman et al., 1989; Mayorga et 

al., 2005) y ser considerados como fuentes de enzimas para el rumiante, sin 

embargo se disponen de pocos estudios relacionados con efecto de estas 

enzimas sobre la digestibilidad y utilización de los nutrientes por el animal. Lee et 

al. (2000) observaron que la administración directa de cultivos de Orpinomyces 

cepa KNGF-2  al  rumen de ovejos mejoró la digestibilidad de la MS, FDN, ADF, 

hemicelulosa, celulosa y nitrógeno, pero la administración de las enzimas fungicas 

no tuvo efecto en la digestibilidad ni en las variables de fermentación, indicando 

que esas proteínas fueron degradadas por los microorganismos o que esas 

enzimas pudieron reducir el crecimiento y actividad de los microorganismos. En 

otro estudio, Lee et al. (2004) administraron cultivos de Piromyces communis cepa 

22   y obtuvieron aumentos de  la digestión de la celulosa entre 22 y 31%. 

 

 

Factores que influyen en la actividad y  estabilidad de las enzimas fibrolíticas 

exógenas 

 

La variabilidad en los resultados al utilizar enzimas fibrolíticas indica que la 

especificidad del sustrato, el nivel de humedad del alimento, la dosis de enzima, el tiempo 

requerido para la interacción de la enzima con el sustrato, el pH y la temperatura durante 

el tratamiento, son factores importantes y posiblemente afectan la unión de la enzima con 

el sustrato (Beauchemin et al., 1995; Feng et al., 1996). El método de liberación o 
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aplicación de la enzima también puede influir en la digestibilidad (Yang et al., 2000), ya 

que la aplicación directa al alimento comparado con la infusión de la mezcla en el rumen 

parece potenciar la efectividad de la enzima (Treacher et al., 1997). Además,  el contacto 

previo de la enzima con el sustrato es aparentemente importante para el efecto benéfico 

de la enzima (McAllister et al., 1999). 

El pH del medio (Krause et al., 1998) tiene un efecto importante, ya que la actividad 

óptima de las enzimas ocurre a un pH más bajo que el valor normal del rumen.  Yang et 

al. (2002) reportaron que el incremento en la digestibilidad de la fibra por adición de 

enzimas fue menor con pH 5.6 (8%) que con pH mayor a 6 (18%); entonces, el pH del 

medio puede influir en la actividad hidrolítica y en el sinergismo de las enzimas 

endógenas con las enzimas exógenas  (Morgavi et al., 2000a). Por tanto,  se recomienda 

que las pruebas se deben conducir con pH 6.0 y 6.5 y a 39 ºC, que reflejen las 

condiciones del rumen (Colombatto y Beauchemin,  2003). 

Otro factor que incide en la actividad es la dosis de enzima. La respuesta ruminal a 

diferentes niveles de enzimas no es lineal y la actividad óptima ocurre sobre estrechos 

intervalos de inclusión (Dawson y Tricarico (1999). En algunos casos, para  estudios in 

vitro se requieren mayores niveles de enzimas para producir efectos similares a los 

observados in vivo (Wallace et al., 2001). 

La fuente de enzimas o el producto enzimático (McAllister et al., 1999; Nsereko et 

al., 2000; Morgavi et al., 2001) y la estabilidad de la enzima (Yang et al., 2000) influyen en 

la actividad, lo cual ha sido observado  tanto en estudios in vitro como in vivo. Colombatto 

et al. (2003a) señalaron que  los productos enzimáticos contienen diferentes cantidades de 

proteína y azúcares, distintas propiedades bioquímicas y la actividad de las 

polisacaridasas también cambia para cada producto analizado, lo que parece indicar la 

existencia de una relación entre la actividad con nivel de enzima y con la concentración de 
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proteína en el producto. La disminución de la actividad fue más acentuada al menor nivel 

de enzima, y el contenido de proteína de la enzima explicó  60 y 59 % de la variación en 

la liberación de azúcares reductores del heno de alfalfa y ensilado de maíz, considerando 

a los productos con alto contenido de proteína  más efectivos (Colombatto et al., 2003c). 

Nsereko et al. ( 2000) señalan que la cantidad de proteína  y  la habilidad total para 

hidrolizar enlaces β-glucosa representada por las actividades de celulasas y celulasa 1-4, 

β-celobiosidasa, β-glucanasa, liquenasa y endo-1,3-(4) -β-glucanasa fueron diferentes 

entre preparados enzimáticos derivados del hongo Trichoderma sp.  

La intensa actividad microbiana que ocurre en el rumen, y en particular la rápida 

degradación  de las proteínas solubles de la dieta  (Broderick et al., 1991) alteraría la 

estabilidad y las enzimas podrían ser rápidamente inactivadas por las proteasas  

microbianas, efecto observado por Kopecny et al. (1987) en complejos de celulasas de 

Trichoderma reesi. Sin embargo, las enzimas que conforman los productos comerciales 

como el Fibrozyme son relativamente estables en el medio ruminal (Zinn y Salinas, 1999; 

Morgavi et al., 2000b). Algunas enzimas retuvieron su actividad por más tiempo cuando 

fueron adicionadas al rumen, e incluso escaparon parcialmente del retículo-rumen e 

incrementaron la actividad xilanásica en el quimo (Hristov et al., 1998a).  

 La estabilidad en el líquido ruminal de diferentes preparados fue evaluada por  

Morgavi et al. (2000b) con extractos obtenidos de los hongos Irpex lacteus, T. viride, A. 

niger y una mezcla enzimática (M) similar a I. lacteus. La actividad de las β-1,4-

endoglucanasas y xilanasas del extracto derivado de A. niger fue estable en líquido 

ruminal al menos por 6 h; las otras preparaciones enzimáticas tuvieron un tiempo de vida 

medio de 2 h para T. viride y 4 h para I. lacteus y el preparado M.  

Otros factores que pueden influir en la estabilidad de las enzimas son la 

procedencia del líquido ruminal y la concentración de proteína del producto enzimático. 
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Morgavi et al. (2001) encontraron que las polisacaridasas fueron más estables en el  

líquido ruminal obtenido después de la ingestión de alimento que en el obtenido antes y la 

reducción de la actividad de celulasas fue menor en la mayor concentración de proteína 

comparada con la menor concentración. Esto parece indicar que una mayor concentración 

de proteína en los productos enzimáticos incrementa la estabilidad de las polisacaridasas 

a las proteasas del rumen. 

Según Colombatto et al. (2003b) la actividad enzimática de xilanasas, 

endoglucanasas y β-D-glucosidasas de T. reesi se incrementó en promedio 85% después 

de incubar con líquido ruminal. Esto sugiere que las enzimas expresaron una mayor 

actividad y resistencia a la degradación. Además, se había señalado que las hidrolasas de 

Trichoderma generalmente resisten la inactivación microbiana (Rode et al., 1999). Las 

diferencias en la estabilidad entre preparaciones pueden ser explicadas por el origen, la 

estructura y la conformación secundaria y terciaria de las proteínas,  que influye en la 

susceptibilidad a las proteasas. La presencia de un sustrato también es un factor que 

incrementa la resistencia a la inactivación proteolítica (Fontes et al., 1995). La aplicación 

de la enzima al alimento previo a la ingestión hace más fuerte  la unión de la enzima con 

el sustrato, lo cual incrementa la resistencia de la enzima a la proteólisis y prolonga el 

tiempo de permanencia en el rumen (Fontes et al., 1995; Beauchemin et al., 2003); la 

aplicación de la enzima al alimento también provee un mecanismo de liberación lenta de 

la enzima en el rumen (Beauchemin et al., 1999).  

La estabilidad de xilanasas y celulasas en el rumen igualmente está relacionada 

con una característica bioquímica importante, la glucosilación, que las protege de 

inactivación por temperatura y proteasas (Fontes et al., 1995). La proteínas que 

componen las enzimas están glucosiladas en forma natural, proceso que posiblemente  

ocurre durante la producción de la enzima (Anisson, 1997). En xilanasas no glucosiladas 
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de T. longibrachiatum en el líquido ruminal, van de Vyver et al. (2004)  encontraron que 

éstas presentaron menor actividad que las enzimas naturalmente glucosiladas a las 3 y 6 

h de incubación, sin diferencias a las 9 y 24 h. Asimismo, se observó que la estabilidad y 

actividad se relacionan con el tiempo de incubación, ya que después de 6 h la actividad 

de las dos tipos de enzimas se redujo, y la tasa de disminución fue más alta en las 

enzimas no glucosiladas. Ramírez et al. (2005), evaluaron la degradación in vitro de 

varios productos enzimáticos en líquido ruminal y no encontraron diferencias en la 

concentración de amoniaco ni en el tiempo medio de degradación entre enzimas, pero la 

producción de N-NH3 aumentó después de 12 h de incubación; esto sugiere  que las 

enzimas tienen estabilidad en el líquido ruminal por lo menos durante 12 h. 

 

 

Hongos aeróbicos productores de enzimas fibrolíticas exógenas 

 

Los complejos de enzimas fibrolíticas (celulasas y xilanasas) en productos 

comerciales se obtienen de extractos de fermentación de las especies de hongos A. niger, 

T. longibrachiatum, T. reseei (Beauchemin et al., 1995; Nadeau et al., 2000; Pinos-

Rodríguez et al., 2001), A. oryzae (Caton et al., 1993), T. viride (McHan, 1986) y 

Penicilium funicalosum (Liu y Orskov, 2000) principalmente.  

Otros hongos que producen enzimas fibrolíticas son los géneros  Pleurotus sp. y 

Trametes sp. El interés biotecnológico de los hongos del género Pleurotus se ha 

incrementado debido a su habilidad para degradar madera (Giardina et al., 1995; 

Marzullo, et al., 1995) y por la significativa producción de la enzima lacasa, del tipo fenol-

oxidasa extracelular, la cual degrada lignina (Call y Mucke, 1997; Ardon et al., 1998). 

Además, producen celulasas y xilanasas (Platt et al., 1984; Tsang et al., 1987; Eichlerová 
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et al., 2000). Al inocular materiales lignocelulósicos con P. ostreatus se producen cambios 

en la composición química y en la digestibilidad. En particular, se destaca la reducción de 

los constituyentes de la pared celular: concentración de FDN, hemicelulosa, celulosa y 

FDA (Adamovic et al. 1998) así como de la cantidad de lignina  (Beg et al., 1986; Moyson 

y Verachtert, 1991).  

La inoculación de heno de Brachiaria con P. ostreatus favoreció la degradación de 

la fibra, siendo más acentuado el efecto sobre la hemicelulosa que en los demás 

componentes de la fibra. Schmidt et al. (2003a) encontraron una reducción de 15.5% en la 

cantidad de FDN y de 33% en la hemicelulosa del heno de Brachiaria inoculado con P. 

ostreatus. De manera similar,  Schmidt et al. (2003b) observaron una disminución de 5 y 

30% en las concentraciones de FDN y hemicelulosa y un incremento de 20% de la lignina 

del heno en similares condiciones experimentales. Hay una  reducción significativa en las 

concentraciones de FDN, FDA, celulosa y hemicelulosa y un aumento en la digestibilidad 

in vitro de la MS de paja de trigo tratada con  Pleurotus sp. (Fazaeli et al., 2003), mientras 

que Castro et al. (2004) reportan el incremento de la proteína  y reducción de la FDN y la 

FDA de residuos de algodón tratados con P. sajor-caju (Cuadro 1.6). 

Los hongos aeróbicos producen diferentes enzimas fibrolíticas y su actividad varía 

con la especie de hongo, la cepa y con el crecimiento, entre otros factores.  Se ha 

encontrado que P. ostreatus produce endo-β-xilanasas y  celulasas (Villa-Cruz et al., 

1999; Márquez-Rocha et al., 2000; Sun et al., 2004). La actividad de celulasas se midió en 

las cepas F6 y el derivado P19 de P. ostreatus, las cuales fueron similares (11.4 U mg-1 

MS y 10.14 U mg-1 MS para P19 y F6), mientras que la actividad  de  xilanasas fue  más 

alta en la cepa P19 (0.28 U mg-1 MS) que en la F6 (0.22 U mg-1 MS) (Eichelerovà et al., 

2000).    
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Ávila (2005) midió  la actividad  de enzimas fibrolíticas de P. ostreatus  (Cepa  IE8) 

en rastrojo de maíz como sustrato, y encontró la máxima actividad de xilanasas (0.195 U 

g-1 soporte seco (SS) y de celulasas (0.073 U g-1 SS) el día 12 de crecimiento del hongo. 

Ghosh et al. (2004) señalan que la actividad de  carboximetilcelulasa,  β -glicosidasa y 

xilanasas de P. ostreatus alcanzaron su máximo a los 16 días de crecimiento  en 

seudotallo de banano (1.1, 0.09 y 1.1 U mL-1).  

    

Cuadro 1.6. Composición  química  de  materiales fibrosos tratados o no con Pleurotus sp.   

 

 

Fracción 

Material lignocelulósico 

Paja de trigo (1) Algodón (2) Paja de maíz (3) 

Sin  
tratar 

Tratada Sin 
tratar 

Tratado Sin 
tratar 

Tratado 

MO (%)   95.3    94.16     

PC (%)     1.6      3.06   0.87    3.2   3.44    3.36 

PS (%)       0.54    0.69 

FDN (%)   83.6    75.52 95.24  76.13 70.64  62.79 

FDA (%)   62.9    56.68 91.16  74.0   

LDA (%)     8.0      7.32     

Celulosa (%)   54.8    49.16     

Hemicelulosa (%)   20.7    18.84     

Carbohidratos solubles       0.37    0.76 

DIVMS (%)   28.1    37.58     

DIVMO (%)   25.5    37.5 43.87  58.3   

% MS degradable (48 h)   33    47.8     

% FDA degradable (48 h)   22    38.6     

% FDN degradable   44.15  66.62   

PC=proteína cruda; PS=proteína soluble; FDN=fibra detergente neutro; FDA=fibra detergente 
ácido; LDA=lignina detergente ácido; MO=materia orgánica 
DIVMS=digestibilidad in vitro de la materia seca; DIVMO=digestibilidad in vitro de la materia 
orgánica. 
 
Fuente: Adaptado de: 1) Fazaelli et al. (2003); 2) Castro et al. (2004); 3) Díaz-Godinez y 
Sánchez (2002) 
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Los hongos del género Trametes sp. se han caracterizado principalmente como 

productores de enzimas lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa (Jönsson et al., 1989; 

Johansson y Nyman,  1993; Johansson et al., 2002) y oxidasas (lacasas), utilizadas 

especialmente para procesar compuestos recalcitrantes (Van Hamme et al., 2003; 

Camarero et al., 2005). Sin embargo, se ha demostrado que el T. trogii  expresa un 

sistema celulolítico completo cuando crecen en medios que contienen celulosa cristalina 

como única fuente de carbono (Levin y Forchiassin (1995; 1997).  Las especies T. 

versicolor, T. trogii y T. gallica son eficientes degradadores de los tres principales 

componentes de la madera: la celulosa, hemicelulosa y lignina (Dumonceaux et al., 2001; 

Sun et al., 2002). Las enzimas xilanolíticas más estudiadas en algunas especies de estos 

hongos son las endoxilanasas y β-xilosidasas (Polizeli et al., 2005).  

La producción y actividad de las enzimas están relacionadas con el crecimiento del 

hongo. En la especie T. trogii, Levin y Forchiassin (1998)  observaron las máximas 

actividades de β-xilosidasas y endoxilanasas entre los días 13 y 15 de incubación en 

medio líquido, respectivamente, reportando niveles de actividad de 423.0 mU mL-1 para 

endoxilanasas y de 38.57 mU mL-1  para β-xilosidasas en cultivo con xilano de avena más 

celulosa cristalina, indicando que la producción de xilanasas fue eficientemente inducida 

por los sustratos. Sun et al. (2004) señalan que la especie T. gallica produce al menos dos 

tipos de enzimas con actividad de xilanasas, reportando actividad de 33.3 UI mL-1 cuando 

éste crece en paja de trigo durante 14 días.   

Ludwing et al. (2004) señalan que hubo altos niveles de actividad de celobiosa 

deshidrogenasa en 11 cepas de Trametes sp. y se destacaron las cepas T. pubescens 

MB89 con 2.10 U mL-1 a los 13 días, T. versicolor MB52 con 2.03 U mL-1  a  los 11 días, T. 

hirsuta MB50 0.95 U mL-1 a los 10 días y  T. villosa CBS 334.49 759 U L-1  a los 13 días,  

en medio de crecimiento a base de celulosa. 
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Algunas especies de Aspergillus son eficientes productores de xilanasas (Pandey y 

Pandey, 2002; Wu et al., 2005). Los resultados de varios estudios indican que la máxima 

actividad de xilanasas de Aspergillus sp. se expresa entre los 3 y 5 d (Deschamps y Huet, 

1985; Lenartovicz et al., 2002; Loera y Córdova, 2003).   Park et al. (2002) indican que el 

tiempo de cultivo y la concentración del medio fueron los factores que más influyeron en la 

actividad xilanásica de A. niger KK2,  al encontrar valores entre 168 y 1177 UI g-1, con 

máximos niveles de actividad  a los 5 d de fermentación en paja de arroz como medio de 

cultivo. 
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CAPITULO II 

 

ACTIVIDAD  FIBROLÍTICA DE ENZIMAS PRODUCIDAS POR Trametes sp. EUM1,  

Pleurotus ostreatus IE8 y Aspergillus niger AD96.4  EN FERMENTACIÓN SÓLIDA 

 

RESUMEN 

 

Se estudió la actividad de enzimática (UI g-1 MS) y la actividad especifica (UI mg-1 de 
proteína) de xilanasas, celulasas y lacasas  de Trametes sp. EUM1,  Pleurotus ostreatus 
IE8 y Aspergillus niger AD96.4 a los 14 y 19 d de fermentación sólida en bagazo de caña 
de azúcar. Las xilanasas y celulasas producidas por Trametes sp. EUM1 mostraron la 
mayor actividad (P≤0.01) expresando 141.77 UI g-1 MS y 1073.8 UI mg-1 de proteína las 
primeras, y 9.04 UI g-1 MS y 69.16 UI mg-1 de proteína las celulasas, sin diferencias 
significativas entre 14 y 19 d. La actividad de estas enzimas de P. ostreatus IE8 y A. niger 
AD96.4 fue menor (P≤0.01) que Trametes sp. EUM1, pero similar entre ellos y en ambos 
tiempos de fermentación.   La mayor (P≤0.01) actividad de lacasas fue expresada por  P. 
ostreatus IE8 con promedios  de 15.54  UI g-1  MS  y  128 75  UI mg-1 proteína a los 14 
días de fermentación, mayores (P≤0.01) que a los 19 días (11.75 UI g-1 MS y 102.88 UI 
mg-1 proteína). En  Trametes sp. EUM1, la actividad de lacasas fue menor (P≤0.01) que 
en P. ostreatus IE8 y similar en ambos tiempos de fermentación.  En A. niger AD96.4 la 
actividad de lacasas fue menor (P≤0.01) con respecto a Trametes sp. y P. ostreatus.  La 
actividad de las enzimas fibrolíticas del Trametes sp. EUM1 muestra potencial para su 
posible utilización en aplicaciones biotecnológicas en alimentación de rumiantes. 
 

PALABRAS CLAVES: Enzimas fibrolíticas. Hongos. Tiempo de Fermentación. 
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ABSTRACT 

 

The enzymatic activity (UI g-1 dry matter) and specific activity (UI mg-1 protein) of 
xylanases, celullases and laccases from the fungi Trametes sp. EUM1, Pleurotus 
ostreatus IE8, and Aspergillus niger AD96.4 was studied at 14 and 19 d of solid 
fermentation in sugar cane bagasse. The higher activity of xylanases and celullases (P≤ 
0.01) was expressed by Trametes sp. EUM1, with averages of 141.77 UI g-1 DM and 
1073.8 UI mg-1 protein for xylanases, and 9.04 UI g-1 DM and 69.16 UI mg-1 protein for 
cellulases, without significant differences at 14 and 19 d.  P. ostreatus IE8 and A. niger 
AD96.4 showed lower activity (P≤0.01) of these enzymes than Trametes sp. EUM1, but 
similar among them and in both fermentation periods. The higher (P≤0.01) laccase activity 
was expressed by P. ostreatus IE8 with averages of 15.54 UI g-1 DM and 128.75 UI mg-1 
protein at 14 d, higher (P≤0.01) than at 19 d (11.75 UI g-1 DM and 102.88 UI mg-1 protein). 
In Trametes sp. EUM1, the laccase activity was lower (P≤0.01) than P. ostreatus IE8 and 
similar in both fermentation times. In A. niger AD96.4 the laccase activity was lower 
(P≤0.01) than Trametes sp. and P. ostreatus. The activity of fibrolytic enzymes in 
Trametes sp. EUM1 indicates a potential use for biotechnological applications for ruminant 
nutrition.  
  

KEYWORDS: Fibrolityc enzyme. Fungus. Times of fermentation 
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  INTRODUCCIÓN  

 

Una estrategia para mejorar la utilización de los alimentos, particularmente 

aquellos  fibrosos,  por los rumiantes es el tratamiento de forrajes con enzimas fibrolíticas 

exógenas o su inclusión como suplemento en la ración (Dawson y Tricarico, 1999). Los 

complejos de enzimas fibrolíticas se obtienen principalmente de extractos de fermentación 

de hongos aeróbicos. Los más utilizados para elaborar productos comerciales son 

Aspergillus niger, Trichoderma longibrachiatum (Beauchemin et al., 1995; Nadeau et al., 

2000) y Penicilium funiculosum (Liu y Orskov, 2000).  

Los hongos de los géneros Pleurotus y Trametes tienen habilidad para degradar 

fibra, ya que producen diferentes complejos enzimáticos lignocelulolíticos (Marzullo et al., 

1995; Levin y Forchiassin, 1997). La mayoría de las enzimas caracterizadas en estos 

hongos son del tipo oxidasa (lacasas y manganeso peroxidasa) que se han utilizado 

principalmente en el tratamiento de aguas residuales o productos recalcitrantes 

(Rodríguez et al., 2003; Camarero et al., 2005).  El tratamiento de materiales 

lignocelulósicos con Pleurotus ocasiona cambios en la composición química, reduciendo 

las fracciones fibra detergente neutro, fibra detergente ácido, celulosa y hemicelulosa 

(Fazaeli et al., 2003; Castro et al., 2004), efectos asociados con la producción de enzimas 

fibrolíticas (Villa-Cruz et al., 1999; Sun et al., 2004). En algunas especies de Trametes se 

ha identificado la enzima celobiosa deshidrogenasa, importante en la degradación de 

celulosa (Dumonceaux et al., 2001; Ludwing et al., 2004). Además, diferentes cepas de A.  

niger son reconocidas productoras de xilanasas (Park et al., 2002; Wu et al., 2005) y de 

celulasas (Onsori et al., 2005).   

El tipo y actividad de las enzimas producidas puede variar dependiendo del 

microorganismo y de la cepa, del sustrato de crecimiento y de las condiciones de cultivo, 
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así como del tiempo empleado para la producción de las enzimas (Lee et al., 1998; 

Nsereko et al., 2000; Park et al., 2002). En fermentación sólida utilizando rastrojo de maíz 

como sustrato,  la cepa Pleurotus ostreatus IE8 presentó actividad fibrolítica (Ávila, 2005). 

La cepa A. niger AD96.4 se obtuvo por un proceso de recombinación parasexual entre 

cepas de A. niger productoras de enzimas como invertasas y pectinasas en fermentación 

sólida (Montiel-González et al., 2002). Esta misma cepa fue probada en la producción de 

xilanasas, mostrando su capacidad para sobreproducir estas enzimas en comparación 

con las cepas originales (Loera y Córdova, 2003). La cepa de Trametes sp. EUM1 se 

aislóó a partir de desechos ricos en lignocelulosa y tiene capacidad de producir lacasas 

termotolerantes (Márquez et al., 2004, 2005).  

Estas cepas podrían representar una alternativa para obtener extractos 

enzimáticos con el fin de ser utilizados como fuentes de enzimas fibrolíticas exógenas 

para su uso en alimentación de rumiantes. Sin embargo, sus actividades fibrolíticas aún 

no están definidas, por lo que se planteó el objetivo de caracterizar la actividad de las 

enzimas fibrolíticas producidas por los hongos Trametes sp. EUM1,  Pleurotus ostreatus 

IE8 y A. niger AD96.4 en dos tiempos de fermentación en bagazo de caña.     

  
 

MATERIAL  Y MÉTODOS 

 

Cepas de hongos 

Se utilizaron  las cepas Pleurotus ostretaus IE8, perteneciente a la colección del 

Colegio de Postgraduados de México., así como las cepas Trametes sp. EUM1 y A. niger 

AD96.4  de la colección de hongos del Laboratorio de Biología Molecular de la 

Universidad Autónoma Metropolitana Iztapalapa, México.  
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Inóculos y medio de fermentación 

Los inóculos de los hongos Trametes sp. EUM1 y P. ostreatus IE8 se sembraron 

en cajas de Petri, mientras que el inóculo de  A. niger AD96.4 se sembró en matraces de 

125 mL. El medio de crecimiento para todos los hongos fue agar extracto de malta y el 

tiempo de crecimiento fue 7 días.   Para el proceso de fermentación sólida se colocaron 

12 g de bagazo de caña seco en matraces de 250 mL. El tamaño de partícula del bagazo 

osciló entre 0.5 y 1 cm y se ajustó la humedad al 80%. Los matraces con el bagazo se 

esterilizaron en autoclave a 121 ºC y 1034.21 milibar durante 30 min. Cada matraz fue 

inoculado con cinco discos de micelio-agar (6 mm diámetro) de Trametes o Pleurotus, o 

con una solución que contenía  2 x 107 esporas de A. niger  por g de bagazo. El hongo 

Trametes se incubó a 34 °C, mientras que Pleurotus y Aspergillus  fueron incubados a 30 

ºC, durante 14 y 19 d de fermentación.  

 

Extracción de las enzimas  

Al tiempo definido de fermentación, se adicionó a cada matraz 30 mL de solución 

amortiguadora de citrato 50 mM, pH 5.3 y se agitaron  durante 15 min. Se centrifugaron 

por 30 min a 12,000 g  para separar el sobrenadante o extracto enzimático. 

 

Determinación de la actividad enzimática y concentración de proteína  

La actividad de xilanasas y celulasas se midió aplicando el procedimiento de Loera 

y Córdova (2003), y la concentración de azúcares reductores por el método del ácido 

dinitrosalicílico (DNS; Miller, 1959).  Como sustratos, para la actividad de xilanasas se usó 

xilano de avena (Sigma X-0627) y para la de celulasas, carboximetilcelulosa sal de sodio 

(CMC, Medium viscosity Sigma, Sigma-Aldrich C4888) al 0.5%, que fueron disueltos a 

razón de 2.5 g en 500 mL de solución amortiguadora de citrato (50 mM y pH 5.3).  La 
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mezcla de reacción se hizo con 0.9 mL de sustrato y 0.1 mL de extracto enzimático en un 

tubo de ensayo. Los tubos se incubaron 5 min a 50 ºC para xilanasas, o 1 h para 

celulasas. A cada tubo de ensayo se añadió 1.5 mL de solución de DNS.  Los tubos se 

colocaron en un baño maría de agua en ebullición,  se dejaron hervir  5 min,  se sacaron e 

inmediatamente se introdujeron en un recipiente con hielo para detener la reacción.  Para 

cada muestra se preparó un blanco en el que el extracto enzimático se agregó después 

de aplicar el DNS, con el fin de corregir por azúcares presentes en el extracto enzimático. 

El blanco de reactivos consistió de 0.9 mL sustrato y 0.1 mL solución amortiguadora de 

citrato y se utilizó para ajustar la absorbancia. Para cada muestra y blancos 

correspondientes se midió la absorbancia en un espectrofotómetro (DU640 Beckman) a 

540 nm. La concentración de azúcares reductores se calculó mediante una ecuación de 

regresión, obtenida de una curva patrón con β-D-glucosa y D-xilosa (para glucosa y 

xilosa), que relaciona la absorbancia con la cantidad de azúcares presentes en la mezcla 

de reacción.    

La actividad enzimática de xilanasas y celulasas se reportó en Unidades 

Internacionales (UI), la cual se definió como la cantidad de enzima que libera 1 µmol de 

azúcares reductores (xilosa o glucosa) por minuto en las condiciones de la reacción. Para 

cada fermentación la actividad se expresó  en UI por gramos de MS (UI g-1 MS) y como 

actividad específica (UI mg-1 proteína). La concentración de proteína se determinó con el 

método de Bradford (1976).  

La actividad de lacasas fue determinada en la mezcla de reacción conteniendo 0.1 

mL de solución amortiguadora de acetato (0.1 mM y pH 5.0), 0.7 mL de agua destilada y 

0.1 mL de extracto enzimático. Esta mezcla se incubó  1 min a 40 ºC y, se adicionó 0.1 

mL del substrato ABTS (ácido 2, 2’ Azinobis (3-etilbenceno-tiazolino-6-sulfónico) 0.1 M, y 

se registró la absorbancia a 420 nm a 0, 1, 2, 3 y 5 min (Bourbonnais et al., 1997). La 
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concentración de substrato oxidado (C, mol) se determinó con la ecuación C= A/ε, donde 

A es la absorbancia y ε es el coeficiente de extinción molar del substrato (36.000 M-1 cm-

1). La unidad de actividad (UI) se definió como la cantidad de enzima que produce 1 µmol 

min-1 de substrato oxidado en las condiciones de la reacción.  

 

Diseño experimental y análisis estadístico 

El diseño del experimento fue un completamente aleatorizado con arreglo factorial 

(Steel y Torrie, 1986) y cuatro repeticiones por tratamiento. Los factores fueron la especie 

de hongo  (3 especies) y el tiempo de fermentación (14 y 19 d).  Los datos se analizaron 

mediante el procedimiento GLM del SAS (2001), los promedios se compararon por la 

prueba de Tukey (Steel  y Torrie, 1986).  

 

 

RESULTADOS 

 

La actividad de las enzimas y la concentración de proteína de los extractos de las 

tres cepas de hongos estudiadas se muestran en el Cuadro 2.1.  No hubo interacción 

especie de hongo por tiempo de fermentación sobre la actividad de xilanasas. La especie 

Trametes sp. presentó una mayor (P≤ 0.01) actividad de xilanasas que  P. ostreatus IE8 y 

A. niger AD96.4, no detectándose diferencias entre estas últimas. Con respecto al tiempo 

de fermentación, la actividad de xilanasas a los 14 y 19 d no fue diferente para ninguna de 

las especies.   

           Se observó efecto (P≤0.01) de la especie de hongo en la actividad de celulasas, 

pero no se detectó efecto alguno del tiempo de fermentación o de la interacción especie 

por tiempo de fermentación. Trametes sp. presentó la mayor actividad, mientras que el P. 
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ostreatus  y A. niger mostraron niveles similares de actividad.  La actividad de celulasas 

fue  similar a los 14 y 19 d de fermentación.  

Hubo interacción especie de hongo por tiempo de fermentación para actividad de 

lacasas (P≤0.01). En ambos tiempos de fermentación, la mayor actividad de lacasas fue 

expresada por  P. ostreatus, pero su actividad disminuyó (P≤0.01) a los 19 d. En contraste 

Trametes sp. mostró una actividad de lacasas menor y ésta se mantuvo igual en ambos 

tiempos de fermentación. El A. niger AD96.4 presentó la menor actividad de lacasas, y 

cuando fue expresada como actividad específica disminuyó (P≤0.01) a los 19 d de 

fermentación en comparación a los 14 d. 

Se observó un efecto de la interacción especie de hongo por tiempo de 

fermentación (P≤0.01) para la concentración de proteína. El extracto de Trametes sp. 

presentó mayor concentración promedio a los 14 d, mientras que en  P. ostretaus fue 

similar en los dos tiempos y  en el A. niger fue mayor a los 19 d de fermentación.  La 

correlación entre la concentración de proteína y la actividad de xilanasas y celulasas fue 

mediana (R=0.57; P≤0.01), mientras que concentración de proteína no estuvo relacionada 

con la actividad de lacasas (R=0.40; P > 0.05).   

 

 

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

Por su estructura compleja y heterogénea, la degradación de la fibra por hongos 

requiere de un complejo sistema enzimático, en el que las polisacaridasas (xilanasas y 

celulasas) actúen en conjunto con enzimas lignolíticas (Eichlerová et al., 2000). En las 

tres especies utilizadas se detectó actividad de celulasas, xilanasas y lacasas, aún 
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cuando se observaron algunas diferencias entre ellas. La mayor actividad de xilanasas fue 

expresada por Trametes sp. EUM1, con niveles similares en los dos tiempos de 

fermentación. Los hongos del género Trametes sp. son productores de enzimas celulasas 

y lignolíticas (Grey et al., 1998; Moldes et al., 2003; Machado et al., 2005). Algunas 

especies como T. versicolor, T. trogii y T. gallica son  eficientes degradadores de celulosa, 

hemicelulosa y lignina, los  tres principales componentes de la madera (Dumonceaux et 

al., 2001; Sun et al., 2002).  

La xilanasas, más estudiadas en estos hongos han sido las endoxilanasas y β-

xilosidasas (Polizeli et al., 2005). En la especie T. trogii, Levin y Forchiassin (1998)  

observaron las máximas actividades de β-xilosidasas y endoxilanasas entre los días 13 y 

15 de incubación en medio líquido, reportando niveles de actividad de 423.0 mU ml-1 para 

endoxilanasas y de 38.57 mU mL-1 para β-xilosidasas en cultivo con xilano de avena más 

celulosa cristalina, indicando que la producción de xilanasas fue eficientemente inducida 

por la celulosa y el xilano. Sun et al. (2004) reportaron que la especie T. gallica produce al 

menos dos tipos de enzimas con actividad de xilanasas de 33.3 UI mL-1 cuando crece en 

paja de trigo durante 14 d. 

El bagazo de caña puede favorecer la producción de muchas enzimas 

lignocelulolíticas incluyendo las xilanasas (Jain, 1995) puesto que contiene cantidades 

significativas de celulosa y hemicelulosa (Howard et al., 2003), lo que posiblemente 

permitió que Trametes sp.  expresara su actividad de xilanasa en el presente estudio.   

En algunos productos comerciales utilizados para alimentación de rumiantes 

derivados de Trichoderma sp. y A. niger se han encontrado  niveles de actividad de 

xilanasas de 153.0, 138, 130 y 198 µmol g-1 enzima min-1 (Nsereko et al., 2000), y de  

222.16, 134.77 y 229.31 µmol glucosa min-1 mg-1  proteína (Ramírez et al., 2005). 
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La actividad de celulasas en Trametes sp. EUM1 fue superior a P. ostreatus IE8 y 

A. níger AD96.4, sin diferencias en los tiempos de fermentación.  La degradación de la 

celulasa por hongos requiere un complejo celulolítico de al menos tres enzimas que 

actúan en forma sinérgica: β -1,4 endoglucanasa, β -1,4 exoglucanasa y β –glucosidasa. 

Se ha estudiado la producción de enzimas celulolíticas en varias especies y cepas de 

Trametes, encontrándose que el T. trogii produce un sistema celulolítico complejo cuando 

crece en medio con celulosa (Levin y Forchiassin 1995; 1997), la cual se considera 

esencial para la inducción de la síntesis de celulasas (Yoshida et al., 2002; Ludwing et al., 

2004). 

Ludwing et al. (2004) reportaron niveles de actividad de celobiosa deshidrogenasa 

en 11 cepas de Trametes  y se destacaron las cepas T. pubescens MB89 con 2.10 U mL-1 

a los 13 d, T. versicolor MB52 con 2.03 U mL-1  a  los 11 d, T. hirsuta MB50 con 0.95 U 

mL-1 a los 10 d y  T. villosa CBS 334.49 con 759 U L-1  a los 13 d,  en medio de 

crecimiento a base de celulosa. 

El hongo P. ostreatus también es reconocido como productor de enzimas 

lignolíticas (Guillén-Navarro et al., 1998; Eichlerová et al., 2000), más que de celulasas y 

xilanasas.  En el presente  estudio la actividad de xilanasas y celulasas expresada por P. 

ostretaus IE8 fue superior a los reportados para la misma cepa por Ávila (2005), quien 

encontró la máxima actividad de xilanasas de 0.195 UI g-1 MS y de celulasas de 0.073 UI 

g-1 MS a los 12 días de fermentación en rastrojo de maíz. Ghosh et al. (2004) señalaron 

que la actividad de carboximetilcelulasa,  β -glicosidasa y xilanasas alcanzaron su máximo 

a los 16 d de crecimiento de P. ostretaus en seudotallo de banano (1.1, 0.09 y 1.1 U mL-1). 

En  las cepas P19 y F6 de P. ostretaus se encontró actividades de celulasas de 11.4 y 

10.14 U mg-1 MS, mientras que las de xilanasas fueron mas altas: 19.02 y 0.22 U mg-1 MS 

para  P19 y F6 (Eichlerová et al., 2000).  
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Las actividades de xilanasas y celulasas observadas en A. niger AD96.4  fueron 

menores con respecto a Trametes sp. EUM1 y a otros estudios con la misma especie.   

Se ha reportado que algunas especies de Aspergillus son eficientes productores de 

xilanasas (Pandey y Pandey, 2002; Wu et al., 2005), y se utilizan para producir enzimas 

comerciales. La baja actividad observada en el presente estudio puede estar relacionada 

con la duración de la fermentación, ya que en algunos reportes se indica que la máxima 

actividad de xilanasas se expresa entre los 3 y 5 d (Deschamps y Huet, 1985; Lenartovicz 

et al., 2002; Loera y Córdova, 2003). En la presente investigación esta actividad pudo 

decaer a los niveles observados a los 14 y 19 d de fermentación.  Park et al. (2002) 

señalaron que el tiempo de cultivo y la concentración del medio fueron los factores que 

más influyeron en la actividad xilanásica de A. niger KK2,  al encontrar valores entre 168 y 

1177 UI g-1, con máximos niveles de actividad  a los 5 d de fermentación en paja de arroz 

como medio de cultivo. 

Las enzimas lacasas (fenol oxidasas) producidas por hongos participan en la 

degradación de lignina (Johannes y Majcherczyk, 2000) y el genero Pleurotus sp.  

produce una variedad de enzimas hidrolíticas y oxidativas (Bajpai, 1997; Mandel et al., 

2005). En este estudio el P. ostreatus IE8 presentó la mayor actividad de lacasas a los 14 

d.  En un estudio con la misma cepa, Ávila (2005) detectó la máxima actividad al día 8 de 

la fermentación (5.38 U g-1 MS), la cual fue menor a la observada en este estudio.  

Mikiashvili et al. (2006) observaron que  P. ostreatus 98  y P. ostreatus 108 expresaron 

sus máximas actividades de lacasas a los 5 y 8 d de cultivo,  mientras que según Ghosh 

et al. (2004) el P. ostreatus expresó la máxima actividad (3.0 U mL-1) a los 24 d. Estos 

resultados sugieren que varios factores pueden afectar la actividad de las lacasas, como 

el tipo de  cepa, el sustrato  y el tiempo de fermentación. 
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La actividad de lacasas en varias especies de Trametes sp. se relaciona con las 

condiciones de cultivo y se destaca la  fuente de carbonos, el pH del caldo de 

fermentación, la presencia de inductores y de materiales lignocelulósicos (Ardon et al., 

1998; Sethuraman et al., 1999; Krishna Prasad et al., 2005) y el tiempo de fermentación.  

De manera similar a lo obtenido en el presente estudio, Moldes et al. (2003) observaron 

que los niveles de lacasas aumentan durante el crecimiento del T. hirsuta alcanzando su 

máximo a los 15 d de crecimiento. En T. trogii (CTM 10156) Dhouib et al. (2005) 

encontraron la máxima actividad de lacasas (110 U mL-1) el día 15  en condiciones 

óptimas de cultivo, a diferencia de Machado et al. (2005) que reportan la máxima actividad 

de lacasas para T. versicolor (CCB202), T. Villosa (CCB165), T. villosa (CCB213) de 10.7, 

12.5, 2.3 y 3.1 U L-1 a los 7 días de crecimiento.   En  A. niger la actividad de lacasas fue 

significativamente muy baja.  

En conclusión, se observó que el Trametes sp. EUM1 produjo  mayor cantidad de 

xilanasas que P. ostretaus IE8 y A. niger AD94.6, con valores similares a los 14 y 19 d de 

fermentación, lo que permite considerar a esta especie de hongo con potencial para 

producir enzimas con posible aplicación comercial, particularmente como enzimas 

exógenas para la alimentación de rumiantes.   
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Cuadro 2.1. Efecto   de  la especie de hongo y del tiempo de fermentación sobre la actividad enzimática y concentración de   
                    proteína   de   los extractos enzimáticos 
 
 

Especiesa  

Efectos principales 

 

 Trametes sp.  

       Tiempo (d) 

P. ostreatus  

      Tiempo (d) 

A. niger  

         Tiempo (d)                           Especie   Tiempo (d) EEM 

Concepto     14     19      14     19          14     19 Trametes sp. P. ostreatus A. niger      14       19 

Actividad enzimática 

Xilanasas 

   UI  g-1 MS   147.27    137.63    27.41     18.96    18.69   27.20       141.7 g    23.79 h    22.95  h     60.75 68.91   7.46 

   UI mg-1 proteína 1001.55 1145.89 255.28   165.71  331.78 315.71     1073.8 g  199.80 h 323.70  h   483.00 602.8 61.78 

Celulasas             

   UI g-1 MS        8.51        9.56     0.96       1.16      0.93    0.95          9.04 g     1.06 h     0.94  h      3.46     4.15   0.32 

   UI mg-1 proteína      57.60      80.72     7.89     10.00    16.60  11.56        69.16 g     8.79 h   14.44  h    27.36   38.75   3.02 

Lacasas             

   UI g-1 MS       3.45 d        2.03 de   15.54  b     11.75  c      0.18 ef    0.03  e           3.07 h    13.90 g    0.087 i      6.37 j     5.0  k  0.18 

   UI mg-1 proteína     22.71 d      17.25 d 128.75  b   102.88  c      3.46 d    0.40  f        22.87  h  110.67 g    1.37   i    51.26 j  38.67 k  1.75 

Concentración de 

Proteína (mg  g-1 MS) 

 

      0.147b 

 

      0.119 c 

 

   0.122 c 

 

     0.114 c 

 

     0.056 e 

 

  0.083 d 

 

         0.13 g 

 

     0.11 g 

 

   0.07  h 

 

   0.109 

 

   0.106 

 

0.0003

 
a Cepas: Trametes sp. EUM1, Pleurotus ostreatus IE8 y Aspergillus niger AD96.4 
b,c,d,e,f   Letras distintas en una hilera indican diferencias (efecto de la interacción especie por tiempo de fermentación, P≤0.01) 
g,h,i  Letras distintas en una hilera indican diferencias (efecto de  especie, P≤0.01) 
k,j  Letras distintas en una hilera indican diferencias (efecto del tiempo de fermentación, P≤0.01) 
EEM= error estándar de la media.  UI= µmol de azúcares reductores por minuto. MS= materia seca 
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CAPITULO III 

 

DETERMINACIÓN DE LA DEGRADACIÓN DE LAS ENZIMAS  DE Trametes sp. EUM1, 

Pleurotus ostreatus IE8 y DE UN PRODUCTO FIBROLÍTICO COMERCIAL EN 

LÍQUIDO RUMINAL 

 
RESUMEN 

 
 

Se determinó la degradación en líquido ruminal de las enzimas producidas por los hongos 
Trametes sp. EUM1, P. ostreatus IE8 y de las presentes en un producto comercial 
(Fibrozyme®, Alltech) mediante la medición del nitrógeno amoniacal (N-NH3) liberado. Se 
realizó el análisis por separado para cada fuente de enzima y cada sustrato con un diseño 
de bloques al azar generalizado. Para cada enzima se analizó como un experimento 
factorial (3 x 2 x 2) con los factores: sustrato (xilano, carboximeticelulosa (CMC) y sin 
sustrato), nivel de proteína de la enzima (1 o 2) y el tiempo de contacto de la enzima con 
el sustrato previo a la incubación (0 y 1 h).  La concentración de N-NH3  en el líquido 
ruminal con enzimas de Trametes sp., P. ostretaus e incubadas con xilano o CMC, y 
Fibrozyme con xilano fueron menores (P≤0.05) con respecto a la enzima sin sustrato en 
todos los tiempos de incubación, mientras que en Fibrozyme con CMC la concentración 
de N-NH3 sólo fue mayor que sin sustrato a las 3 h de incubación. Entre sustratos, la 
concentración de N-NH3  fue mayor (P≤0.05) en la enzima de Trametes sp. sin sustrato 
que con xilano o con  CMC, pero similar entre estos dos últimos a las 3 y 6 h;  y a las 12 h 
se observaron diferencias entre los sustratos (sin sustrato > xilano > CMC). Con el nivel 1 
de proteína hubo mayor (P≤0.05) promedio de  N-NH3  que con el nivel 2.  La interacción 
sustrato*nivel de proteína fue significativa a las 6 y 12 h. Para la enzima de P. ostreatus la 
concentración de N-NH3  fue diferente (P≤0.05) entre sin sustrato, xilano y CMC a las 3 h, 
pero a las 6 y 12 h la menor concentración de N-NH3 se obtuvo con xilano. Al nivel 1 de 
proteína de la enzima la concentración de N-NH3  fue mayor (P≤0.05) que en el nivel 2 a 
las 3 y 12 h. La interacción sustrato*nivel de proteína fue significativa a las 6 h de 
incubación. Con la enzima de Fibrozyme y xilano la concentración de N-NH3  fue menor 
(P≤0.05) que con CMC y sin sustrato en todos los tiempos de incubación, y no hubo 
efecto del nivel de proteína ni de las interacciones.  El tiempo de contacto de la enzima 
con el sustrato no fue significativo en ninguna de las fuentes de enzimas estudiadas. En 
conclusión, debido a que se observaron menores concentraciones de N-NH3 cuando se 
incubaron las enzimas con un sustrato, la degradación de las enzimas de Trametes sp. 
EUM1, P. ostreatus IE8  y Fibrozyme en líquido ruminal fue menor en presencia de un 
sustrato. Por tanto se considera al sustrato un factor importante en la estabilidad de las 
enzimas estudiadas.   

 
Palabras claves: Degradación ruminal. Enzimas fibrolíticas. Hongos. Nitrógeno 
amoniacal. Sustrato.  

 

Artículo enviado a la Revista: Archivos de Zootecnia  

 



70 

 

ABSTRACT 

 
 

The ruminal degradation of enzymes produced by fungi Trametes sp.  EUM1 and 
Pleurotus ostreatus IE8, and enzymes derived from a commercial product (Fibrozyme®, 
Alltech) was estimated through the release of ammonia nitrogen (NH3-N). The effect of 
protein level (1 and 2) of the enzymatic extract and the time of enzyme-substrate contact 
before incubation with ruminal fluid (0 and 1 h of contact) for each enzyme source and 
each substrate were analyzed as a generalized block design. Each enzyme was analyzed 
as a factorial experiment (3 x 2 x 2), factors being: substrate (xylan, carboximethycellulose 
(CMC) and without substrate), protein level of enzyme (1 or 2) and time of contact (0 and 1 
h). The NH3-N concentration in ruminal fluid with enzymes from Trametes sp., P. ostreatus 
incubated with xylan or CMC, and Fibrozyme with xylan were lower (P≤0.05) than enzyme 
without substrate in all incubation times, whereas in the case of  Fibrozyme with CMC, the 
NH3-N concentration was greater than without substrate at 3 h of incubation.  For the 
Trametes sp. enzymes without substrate, the NH3-N concentration was greater (P≤0.05) 
than with xylan or CMC, which were not different at 3 and 6 h; but at 12 h differences were 
among substrates (without substrate > xylan > CMC). The NH3-N concentration was 
greater (P≤0.05) at protein level 1 than level 2. The substrate by protein level interaction 
was significant at 6 and 12 h.  For the enzymes from P. ostreatus, the NH3-N concentration 
was different (P≤0.05) with xylan, CMC and without substrate at 3 h, and at 6 and 12 h the 
lowest NH3-N concentration was with xylan and CMC. At level 1 of protein the NH3-N 
concentration was greater (P≤0.05) than in level 2 at 3 and 12 h of incubation. The 
substrate by protein level interaction was significant at 6 h incubation. Fibrozyme enzyme 
with xylan had lower (P≤0.05) NH3-N concentration than with CMC and without substrate 
in all incubation times and there was not effect of protein level neither the interactions. The 
time of contact enzyme-substrate effect was not significant for any of studied enzymes. In 
conclusion, since NH3-N concentration was lowest when enzymes were incubated with a 
substrate, degradation of enzymes from Trametes sp. EUM1, P. ostreatus IE8 and 
Fibrozyme in ruminal liquid was reduced in presence of a substrate. Therefore, the 
substrate is considered an important factor in the stability of the studied enzymes. 
 
Keywords: Ruminal degradation. Fibrolytic enzymes. Fungus. Ammonia nitrogen 
Substrate.  
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INTRODUCCIÓN 

 

En diversos sistemas de producción con rumiantes, la base de la alimentación 

corresponde a los forrajes y una característica nutricional importante es la alta proporción 

de la pared celular, en la cual la celulosa, hemicelulosa y lignina están presentes en 

mayor proporción (Van Soest, 1982; Akin, 1986).  Una estrategia para mejorar la 

utilización de los alimentos y, en particular, de materiales fibrosos es el uso de enzimas 

fibrolíticas exógenas  para el tratamiento de forraje o incluidas como suplemento en la 

ración (Dawson y Tricarico, 1999).  

Los principales efectos de las enzimas fibrolíticas exógenas (xilanasas y celulasas) 

se relacionan con la reducción de la cantidad de la fibra detergente neutro y de la fibra 

detergente ácido (Sheperd y Kung, 1996; Krause et al. (1998), el aumento en la 

digestibilidad de los forrajes (Krause et al., 1998; Pinos-Rodríguez et al., 2001), la mejoría 

en la ganancia de peso (Beauchemin et al., 1995; 1997) y el aumento de la producción de 

leche (Rode et al., 1999). La actividad de las enzimas puede estar influida por factores  

como la especie de forraje, el contenido de humedad del forraje o del alimento, el tiempo 

de contacto de la enzima con el material, la temperatura, la concentración de la enzima y 

el tiempo de incubación en el rumen (Beauchemin et al., 1995; Pinos-Rodríguez et al., 

2001; 2002); por tanto, los efectos de las enzimas y la respuesta a su aplicación pueden 

variar.  

La estabilidad de las enzimas en el rumen podría estar comprometida y ser 

degradadas por las proteasas microbianas. Sin embargo, las enzimas parecen ser 

relativamente estables en el rumen (Hristov et al., 1998b; Morgavi et al., 2001) y 

complementar la actividad fibrolítica microbiana ruminal o incluso incrementarla, debido 

posiblemente a un efecto sinérgico entre las enzimas microbianas y las enzimas 
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fibrolíticas exógenas (Morgavi et al., 2000a).  La formación del complejo enzima con el 

sustrato puede ser un factor que contribuya a  la estabilidad de las enzimas en el líquido 

ruminal  y el contacto previo  aparentemente es importante para que se manifieste el 

efecto benéfico de la enzima (Fontes et al., 1995;  McAllister et al., 1999). Al respecto, se 

ha sugerido que la aplicación de la enzima al alimento antes de la ingestión incrementa su 

resistencia a la proteólisis y prolonga su tiempo de permanencia en el rumen 

(Beauchemin et al., 2003).  

La importancia  de que las enzimas permanezcan activas en el rumen radica en 

que  aumenta la posibilidad de que puedan mejorar la digestión mediante la hidrólisis 

directa del alimento ingerido (McAllister et al., 2001). Si son efectivas como modificadores 

de la fermentación ruminal, las enzimas deben ser resistentes a la proteólisis y 

permanecer en el rumen por un tiempo suficientemente largo para alterar la digestión 

(Morgavi et al., 2000b). 

Las especies de hongos Trametes sp. EUM1 y P. ostreatus IE8 producen enzimas 

fibrolíticas, las cuales se podrían utilizar en la alimentación de los rumiantes. Por ello se 

planteó como objetivo del presente estudio evaluar el efecto del sustrato, nivel de proteína 

y  tiempo de contacto de la enzima con el sustrato sobre la degradación en líquido ruminal 

de las enzimas producidas por los hongos Trametes sp. EUM1 y P. ostreatus IE8 y de las 

presentes en un producto fibrolítico comercial.      
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MATERIAL   Y   METODOS 

 

Preparación de las enzimas y procedimiento de incubación  

Las enzimas de Trametes sp. EUM1 y P. ostreatus IE8  se obtuvieron en el  

laboratorio de Biología Celular de la Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

(México, D.F) y se produjeron mediante un proceso de fermentación sólida en bagazo de 

caña de azúcar, durante 14 d a 34 y 30 ºC. La extracción de las enzimas se realizó con 

solución amortiguadora de citrato, 50 Mmol, y a pH 5.3. Debido a que la concentración de 

proteína en los extractos fue baja, se procesó hasta obtener una concentración de 

proteína igual o mayor a 0.15 mg mL-1. Para obtener el extracto concentrado, se colocó el 

extracto líquido con las enzimas en membranas de celulosa sobre cama de sacarosa a 4 

ºC, durante aproximadamente 4 h, con recambio continuo de la sacarosa; luego se 

lavaron las membranas con agua destilada hasta retirar por completo la sacarosa. El 

producto comercial (Fibrozyme, Alltech) se preparó a razón de 1 g 100 mL-1 de agua 

destilada. La concentración de proteína se determinó por el método de Bradford (1976). 

Los niveles de proteína fueron diferentes en cada fuente de enzima (Cuadro 3.1) y las 

enzimas se aplicaron en forma líquida  1 y 2 mL para los niveles de proteína 1 y 2.   

Se utilizaron como sustratos 50 mg de xilano de avena (Sigma-Aldrich X0627; 

Alemania) y de carboximetilcelulosa sal de sodio (CMC; Sigma-Aldrich C4888; Alemania). 

El medio de incubación estaba compuesto por 20 mL de  líquido ruminal mezclado con 

saliva artificial de McDougall´s (1:4 v/v). Los  tiempos de incubación fueron  3, 6 y 12 

horas, incubándose por triplicado y con los respectivos blancos (líquido ruminal, líquido 

ruminal más sustrato).  El líquido ruminal fue recolectado de una vaca seca Holstein, de 

650 kg de peso con cánula ruminal, la cual recibió una dieta con forraje de alfalfa 

(Medicago sativa) y pasto ovillo (Dactylis glomerata), la cual fue similar durante el periodo 



74 

 

de recolección. La recolección del líquido ruminal se realizó a las 08.00 h antes del 

suministro del alimento. 

Al completar el tiempo de incubación, en cada tubo se adicionó 10 mL de solución 

de ácido benzoico (0.2%) en amortiguador de acetato 1 M y pH 5.0. Los tubos se 

enfriaron inmediatamente para detener la reacción. Del medio de incubación en cada 

tiempo se tomaron 5 mL, se  centrifugaron 10 min a 10.000 G a 4 ºC, se separó el 

sobrenadante y se conservaron las muestras a  –20 ºC. La concentración de nitrógeno 

amoniacal (N-NH3) como indicador de la degradación de la proteína en el líquido ruminal 

se midió utilizando el método de Indofenol (McCulloug, 1967).  

Los tratamientos (T) se definieron en función del nivel de proteína y del tiempo de 

contacto entre el sustrato y la enzima, quedando de la siguiente manera: T1: enzima con 

sustrato (nivel 1 proteína–0 h contacto); T2: enzima con sustrato (nivel 1 proteína–1 h de 

contacto); T3: enzima con sustrato (nivel 2 proteína–0 h contacto); T4: enzima con 

sustrato (nivel 2 proteína–1 h contacto); T5: enzima sin sustrato-nivel 1 proteína; T6: 

enzima sin sustrato -nivel 2 proteína. 

 

Diseño experimental y análisis estadístico 

Se utilizó un diseño de bloques al azar generalizado, con la incubación como 

bloque (dos incubaciones por enzima).  Los datos se analizaron por separado para cada 

fuente de enzima, y cada sustrato en cada fuente de enzima. La comparación de la 

concentración de N-NH3 se realizó con los siguientes contrastes ortogonales (Steel y 

Torrie, 1986): 1= enzima con sustrato  vs. enzima  sin sustrato; 2= enzima con  sustrato 

nivel 1 proteína (0 h vs. 1 h contacto);  3= enzima con sustrato nivel 2 proteína (0 h vs. 1 h 

contacto);  4= enzima con sustrato (nivel 1 proteína vs. nivel 2 proteína);  5= enzima sin 

sustrato (nivel 1 proteína vs. nivel 2 proteína).  
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Para detectar diferencias entre los sustratos (xilan, CMC y sin sustrato), niveles de 

proteína (1 y 2), tiempos de contacto (0 y 1 h) e interacciones, cada enzima se analizó 

como un experimento factorial (3x2x2). Los promedios de la concentración de N-NH3 se 

compararon mediante la prueba de Tukey (Steel y Torrie, 1986). Para el análisis de los 

datos se utilizó el procedimiento GLM (SAS (2001). 

 

 

RESULTADOS 

 

Degradación de las enzimas en líquido ruminal  

Enzimas de Trametes sp. EUM1  

La concentración de N-NH3 en los tratamientos enzima con xilano fueron menores 

(P≤0.05) a los de enzima sin sustrato a las 3, 6 y 12  h de incubación (Cuadro 3.2).  En el 

nivel 1 de proteína de los tratamientos enzima con xilano, los niveles de N-NH3 fueron 

similares entre 0 y 1 h de contacto en todos los tiempos de incubación. Lo mismo  se 

observa en el nivel 2 de proteína.  En el tratamiento enzima con xilano en el  nivel 1 de 

proteína se observó mayor (P≤0.05)  concentración de N-NH3 que en el nivel 2 en todos 

los tiempos de incubación. En el tratamiento enzima sin xilano, el promedio de N-NH3 en 

el nivel 2 de proteína fue mayor (P≤0.05)  que con el nivel 1 a las 3 horas, pero a las 6 y 

12 h se observan mayores promedios  en el nivel 1.   

Al utilizar CMC como sustrato, la concentración de N-NH3  fue menor (P≤0.05) que 

en los tratamientos enzima sin sustrato en todos los tiempos de incubación (Cuadro 3.3).  

En el nivel 1 de proteína de los tratamientos enzima con CMC el promedio de N-NH3  fue 

mayor (P≤0.05) con 1 h de contacto a las 12 h de incubación, y similar a las 3 y 6 h de 

incubación, y en el nivel 2 de proteína no hubo diferencias entre los tiempos de contacto. 
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Entre niveles de proteína de enzima con CMC se observaron mayores (P≤0.05) 

concentraciones de N-NH3  en el nivel 1 a las 3, 6 y 12 h. Similar respuesta ocurrió entre 

los niveles de proteína de enzima sin CMC a las 6 y 12 h de incubación.  

Para la enzima de Trametes sp. EUM1 la concentración de  N-NH3  fue diferente 

(P≤0.05) entre sustratos, niveles de proteína y se evidenció el efecto de la interacción  

sustrato*nivel de proteína (Figura 3.1). En la enzima sin sustrato la concentración de N-

NH3 fue mayor que con xilano o CMC y similar entre estos dos últimos a las 3 y 6 h, pero  

a las 12 h fue diferente entre los sustratos (sin sustrato > xilano > CMC).  Al aplicar la 

enzima con el mayor nivel de proteína (0.55 mg) se presentaron  menores promedios de 

N-NH3 con respecto al menor nivel (0.28 mg). Este efecto se mantuvo en todos los 

tiempos de incubación y disminuyó la concentración de N-NH3 de las 3 a las 6 h en el 

mayor nivel de proteína.  A las 12 h, en el mayor nivel de proteína,  la concentración de N 

amoniacal fue casi la mitad de la observada  en el menor nivel. La interacción 

sustrato*proteína fue significativa a las 6 y 12 h. En todos los tiempos de incubación las 

menores concentraciones de N amoniacal se observaron en la enzima con xilano, CMC y 

sin sustrato en el nivel 2 de proteína. Los efectos del tiempo de contacto y del resto de 

interacciones fueron no significativos. 

   

 Enzimas de Pleurotus ostreatus IE8   

Al incubar la enzima con xilano como sustrato se presentaron menores  (P≤0.05)  

concentraciones de N-NH3  a las 3, 6 y 12 h con respecto a la  enzima sin sustrato 

(Cuadro 3.4). En la enzima con xilano hubo diferencias en la concentración de N-NH3 

entre el nivel 1 y 2 de proteína a las 3 y 12 h de incubación. Con el sustrato CMC sólo se 

presentó mayor concentración de N-NH3 respecto a sin sustrato a las 3 h (Cuadro 3.5). 

Con CMC y enzima al mayor nivel de proteína (0.28 mg) con 0 h de contacto, la 
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concentración de  N-NH3 fue mayor (P≤0.05) que con 1 h de contacto a las 12 h de 

incubación.  

La concentración de N-NH3 fue diferente entre enzima con xilano, enzima con 

CMC y enzima sin sustrato a las 3 h, pero a las 6 y 12 h la concentración N-NH3 en la 

enzima con CMC y sin sustrato fueron similares entre ellos y mayores con respecto a 

enzima con xilano (Figura 3.2). Las diferencias en la concentración de N-NH3 entre el nivel 

2  (0.28 mg)  y el nivel 1 (0.14 mg) de proteína fueron significativas a las 3 y 12 h de 

incubación, siendo mayor al nivel 1 de proteína. Sólo la interacción sustrato*nivel de 

proteína fue significativa a las 6 h de incubación; tanto en la enzima con CMC como en la 

enzima sin sustrato en el nivel 1 de proteína la concentración de N-NH3 fue mayor 

(P≤0.05) respecto al nivel 2, pero con xilano fue menor en el nivel 1. El tiempo de contacto 

y el resto de interacciones fueron no significantes. 

 

Enzimas de Fibrozyme 

En el tratamiento enzima con xilano como sustrato se presentaron menores  

(P≤0.05) concentraciones de N-NH3 a las 3, 6 y 12 h de incubación con respecto al  

tratamiento enzima sin sustrato (Cuadro 3.6). Al nivel 1 de proteína (0.19 mg) se observó 

mayor (P≤0.05) concentración de N amoniacal con 0 h de contacto que con 1 h de 

contacto a las 3 h de incubación. Con CMC sólo hubo una mayor (P≤0.05) concentración 

de N-NH3  que con la enzima sin sustrato a las 3 h de incubación (Cuadro 3.7). El resto de 

los contrastes no fueron significativos. Entre sustratos, la concentración de N-NH3  en  

enzima con xilano fue menor (P≤0.05) que con enzima con CMC y enzima sin sustrato en 

todos los tiempos de incubación (Figura 3.3). No hubo efecto del nivel de proteína, del 

tiempo de contacto ni de las interacciones. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

Un punto clave en la utilización de enzimas como aditivos en alimentos para 

rumiantes es su estabilidad en el rumen, ya que son proteínas susceptibles de 

degradación y hay efectos de factores externos como el pH, condiciones hidrotérmicas y 

metales pesados (Bedford et al., 2001). Además,  en el rumen hay proteasas de origen 

microbiano, que pueden actuar sobre las enzimas  y afectar su estabilidad y actividad.  

En el presente estudio se evaluaron tres factores relacionados con la estabilidad: 

la presencia de sustrato, la concentración de proteína y el tiempo de contacto de la 

enzima con el sustrato. En relación con la presencia de sustrato, la menor concentración 

de N amoniacal  en el medio cuando  se incluyó la enzima con sustrato, en comparación 

con la no inclusión de sustrato, indica que la presencia del sustrato favoreció una menor 

degradación o  confirió  mayor estabilidad a la enzima. 

Las enzimas que componen los productos comerciales usados como aditivos para 

rumiantes presentan estabilidad en el rumen (Hristov et al., 1998a,b; 2000). En parte, esa 

estabilidad se atribuye a la presencia de un sustrato, efecto asociado con la disminución 

de la sensibilidad de las enzimas (principalmente xilanasas) a la inactivación por 

proteasas (Fontes et al., 1995). Hay una mejor adhesión enzima-sustrato, en particular 

cuando se aplica al alimento seco, lo que incrementa la resistencia de la enzima a la 

proteólisis y prolonga el tiempo de permanencia en el rumen (Beauchemin et al., 1999; 

2003). También ocurren cambios conformacionales debido a la unión de la enzima con el 

sustrato, que hacen a la enzima más resistente a la proteólisis (Kung et al., 2000). Sin 

embargo, en este estudio el tiempo de contacto de la enzima con el sustrato no presentó 

efectos consistentes.  
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Aun cuando el análisis se hizo por separado para cada enzima,  se observa que el 

tipo de sustrato puede ejercer efectos diferentes según el tipo de enzima. Esto se 

manifiesta cuando se analiza la concentración de N amoniacal en los tratamientos con 

enzimas de Trametes sp. EUM1, que fue mayor con xilano,  contrario  a la enzima de P. 

ostreatus IE8 y a la enzima comercial, en los cuales la mayor concentración de N 

amoniacal se obtuvo con el sustrato CMC.  

En relación con el efecto de la concentración de proteína, el mayor nivel de 

proteína de las enzimas de Trametes sp. EUM1 y P. ostreatus IE8 produjo menor 

concentración de N-NH3,  pero este efecto no se observó con la enzima comercial. Al 

respecto, Morgavi et al. (2001) indican que una elevada  concentración de enzimas 

incrementa la estabilidad de las polisacaridasas (medida en términos de actividad residual 

de celulasas y xilanasas) ante las proteasas del rumen, con diferencias entre los 

productos enzimáticos evaluados, lo que se atribuye  al origen y a la estructura de las 

proteínas.  

La menor concentración de N amoniacal en el medio de incubación cuando se 

incluyó la enzima con sustrato, también puede ser el resultado de una mayor captación de 

nitrógeno por los microorganismos. Así, lo indican Hristov y Broderick (1994) observaron 

que la presencia de carbohidratos puede estimular la incorporación directa de 

aminoácidos en la proteína microbiana debido a que el crecimiento microbiano y la 

captación de amoniaco ocurren simultáneamente con la degradación de la proteína y la 

liberación de amoniaco, aun cuando la velocidad de captación es menor en presencia de 

carbohidratos de lenta degradación, como los utilizados en el presente estudio.  

En general se observa que las diferencias en la concentración de nitrógeno 

amoniacal son más acentuadas a las 12 h, lo cual puede  indicar que la mayor 

degradación de las enzimas ocurre después de las 6 h de incubación.  La estabilidad de 
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las enzimas de productos comerciales se ha evaluado midiendo la actividad enzimática  

residual en el medio  de incubación (Morgavi et al., 2000b; Morgavi et al., 2001; van de 

Vyver et al., 2004). A pesar de las condiciones experimentales diferentes, estos 

resultados indican que las enzimas  pueden permanecer activas o estables hasta por lo 

menos 6 h de incubación con líquido ruminal.  Ramírez Cancino et al. (2005) encontraron 

que la concentración de N-NH3 se mantuvo constante hasta las 12 horas cuando se  

incubó Fibrozyme® con líquido ruminal.  

De acuerdo con los resultados del presente estudio se concluye que debido a que 

se observaron menores concentraciones de N-NH3 cuando se incubaron las enzimas con 

un sustrato, la degradación de las enzimas de Trametes sp. EUM1, P. ostreatus IE8  y 

Fibrozyme en líquido ruminal fue menor en presencia de un sustrato. Por tanto se 

considera al sustrato un factor importante en la estabilidad de las enzimas estudiadas. 

Asimismo, los efectos fueron variables entre sustratos y tipos de enzima.   
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Cuadro 3.1. Niveles de proteína de las fuentes de enzimas  en  los 
                    tratamientos  

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 3.2. Contrastes    ortogonales   para    la    concentración  de  nitrógeno amoniacal  
                     (mg dL-1)  en  líquido  ruminal  con  enzima  de Trametes sp. EUM1 incubada  
                     con xilano  

 

 

Contrastes 
Tiempo de incubación (h) 

3 6       12 
 

1    Enzimas con sustrato 
      Enzimas sin sustrato 

 
        3.24 * 
        5.16 

 
       4.03 * 
       4.43 

 
5.64* 

     7.09 
2    Enzima con sustrato-nivel 1 proteína  

 0 h contacto  
 1 h contacto 

 
    4.33 NS 

        4.48 

 
       5.62 NS 
       5.75 

 
   7.34 NS 

     7.51 
3    Enzima con sustrato-nivel 2 proteína 

 0 h  contacto 
 1 h  contacto 

 
        2.06 NS 
        2.10 

 
       2.50 NS 
       2.25 

 
   3.88 NS 

     3.84 
4    Enzima con sustrato 

 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
        4.41* 
        2.08 

 
  5.69* 

      4.40 

 
 7.44* 

     7.09 
5    Enzima sin sustrato 

 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
 4.80* 

        5.52 

 
 6.55* 

      2.21 

 
 9.50* 

     4.68 
EEM         0.15      0.15      0.55 

* P ≤ 0.05; NS: no significativo 
EEM= Error estándar de la media. 

 

Fuentes de enzima 
Proteína (mg) 

    Nivel 1          Nivel 2 
    Trametes sp. EUM1        0.28 0.56 
    P. ostreatus IE8        0.14 0.28 
    Fibrozyme        0.19 0.38 
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Cuadro 3.3. Contrastes  ortogonales  para   la   concentración   de   nitrógeno    amoniacal  
                    (mg dL-1) en líquido ruminal con enzima de Trametes sp. EUM1 incubada con  
                     carboximetilcelulosa  

 

 

Contrastes 
Tiempo de incubación (h) 

   3         6        12 
1    Enzimas con sustrato 
      Enzimas sin sustrato 

 3.82 * 
 5.16 

      3.11 * 
      4.43 

      4.13 NS 
      7.09 

2    Enzima con sustrato-nivel 1 proteína  
 0 h contacto  
 1 h contacto 

 
2.86 NS 
3.30 

 
      3.89 NS  
      4.23  

 
      4.34* 
      5.72 

3    Enzima con sustrato-nivel 2 proteína 
 0 h contacto 
 1 h contacto 

  
 2.13 NS  
 2.18 

 
      2.19 NS 
      2.15 

  
      3.18 NS 
      3.30 

4    Enzima con sustrato 
 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
 3.08 * 
 2.15 

 
      4.06* 
      2.17 

 
      5.03* 
      3.24 

5    Enzima sin sustrato 
 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

  
 4.80 NS 
 5.52 

 
      6.55* 
      2.21 

 
      9.50* 
      4.68 

EEM  0.22       0.18       0.58 
*P ≤ 0.05; NS: no significativo 
EEM= Error estándar de la media. 
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Cuadro 3.4. Contrastes   ortogonales   para   la   concentración   de   nitrógeno  amoniacal  
                    (mg dL-1)  en  líquido  ruminal  con enzima de  P. ostreatus IE8  incubada  con  
                    xilano  

 
 

Contrastes 
Tiempo de incubación (h) 

3           6         12 
1   Enzimas con sustrato 
     Enzimas sin sustrato 

        7.18 * 
        8.62 

       7.69 * 
     10.21 

      7.64 * 
    10.26 

2   Enzima con sustrato-nivel 1 proteína  
 0 h contacto 
 1 h contacto 

 
    7.25 NS 

        7.95 

 
       7.29 NS 
       7.32 

 
      8.08 NS 

 8.09 
3   Enzima con sustrato-nivel 2 proteína 

 0 h contacto 
 1 h contacto 

 
        6.58 NS 
        6.95 

 
       8.50 NS 
       7.67 

 
      7.21 NS 

 7.18 
4   Enzima con sustrato 

 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
        7.60 * 
        6.76 

 
       7.31 NS 

  8.08 

 
  8.08* 
7.19 

5   Enzima sin sustrato 
 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
        8.98 NS 
        8.27 

 
     10.23 NS 

10.19 

 
    10.87 NS 

 9.65 
EEM         0.35   0.38 0.43 

*P≤ 0.05; NS: no significativo  
EEM= Error estándar de la media. 
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Cuadro 3.5. Contrastes    ortogonales   para   la concentración   de   nitrógeno   amoniacal  
                    (mg dL-1)  en líquido  ruminal  con  enzima  de  P. ostreatus IE8  incubada con  
                     carboximetilcelulosa  

 
 

Contrastes 
Tiempo de incubación (h) 

3          6         12 
1   Enzimas con sustrato 
     Enzimas sin sustrato 

        9.72*  
        8.62 

       9.91 NS 
     10.21 

    10.33 NS 
    10.26 

2   Enzima con sustrato-nivel 1 proteína  
 0 h contacto 
 1 h contacto 

 
      10.57 NS 
      10.33 

 
     10.66 NS 
     10.26 

 
    10.11 NS 
    10.77 

3   Enzima con sustrato-nivel 2 proteína 
 0 h contacto 
 1 h contacto 

 
        8.72 NS 
        9.78  

 
       9.73 NS 
       8.99 

 
    11.11* 
      9.34  

4   Enzima con sustrato 
 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
      10.45 NS 
        9.25  

 
     10.46 NS  
       9.36  

 
    10.44 NS 
    10.22 

5   Enzima sin sustrato 
 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
        8.98 NS 
        8.27 

 
     10.23 NS  
     10.19 

 
    10.87 NS 
      9.66 

EEM         0.46        0.34        0.49 
*P≤ 0.05; NS: no significativo  
EEM= Error estándar de la media. 
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Cuadro 3.6. Contrastes  ortogonales   para  la   concentración    de   nitrógeno   amoniacal  
                     (mg dL-1) en líquido ruminal con enzimas de un producto  fibrolítico comercial  
                     (Fibrozyme®) incubado con xilano. 

 

 

Contrastes 
Tiempo de incubación (h) 

  3 6         12 
1   Enzimas con sustrato 
     Enzimas sin sustrato 

1.16 *  
2.74 

       1.55 * 
       4.51 

      4.25 *  
      6.92 

2   Enzima con sustrato-nivel 1 proteína  
 0 h contacto  
 1 h contacto 

 
1.42 * 
1.03 

 
       1.66 NS 
       1.55 

 
      4.03 NS 
      4.00 

3   Enzima con sustrato-nivel 2 proteína 
 0 h contacto 
 1 h contacto 

 
1.20 NS 
0.97  

 
       1.50 NS 
       1.49 

 
      3.85 NS 
      5.10  

4   Enzima con sustrato 
 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
1.23 NS 
1.08  

 
       1.61 NS  
       1.50  

 
      4.03 NS 
      4.28 

5   Enzima sin sustrato 
 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
2.83 NS 
2.65 

  
       4.49 NS  
       4.53 

 
      6.46 NS 
      7.38 

EEM 0.10        0.18       0.43 
*P≤ 0.05; NS: no significativo 
EEM= Error estándar de la media. 
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Cuadro 3.7. Contrastes   ortogonales   para   la   concentración  de   nitrógeno   amoniacal 
                    (mg dL-1) en líquido ruminal con enzimas de un producto fibrolítico   comercial  
                    (Fibrozyme®, )  incubado   con   carboximetilcelulosa 

 
 

Contrastes 
Tiempo de incubación (h) 

   3 6         12 
1   Enzimas con sustrato 
     Enzimas sin sustrato 

           3.02 *  
  2.74 

       4.48 NS 
       4.51 

      6.34 NS 
      6.91 

2   Enzima con sustrato-nivel 1 proteína  
 0 h contacto  
 1 h contacto 

 
 3.37 NS 
 2.99 

 
       4.82 NS 

  4.44 

 
      6.26 NS 
      7.04 

3   Enzima con sustrato-nivel 2 proteína 
 0 h contacto  
 1 h contacto 

 
 2.70 NS 
 3.02  

 
       4.19 NS 
       4.47 

 
      6.11 NS 
      5.94 

4   Enzima con sustrato 
 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
 3.18 NS 
 2.86  

 
       4.63 NS 

  4.33 

 
      6.65 NS 
      6.03 

5   Enzima sin sustrato 
 Nivel 1 de proteína 
 Nivel 2 de proteína 

 
 2.83 NS 
 2.65 

 
       4.49 NS 

  4.53 

 
      6.45 NS 
      7.38 

EEM  0.20   0.21       0.26 
*P≤ 0.05; NS: no significativo   
EEM= Error estándar de la media. 
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   Figura  3.1. Concentración de nitrógeno amoniacal (N-NH3) en líquido ruminal con enzimas de  Trametes sp. EUM1: A:  efecto  
                      del  sustrato     (P≤0.05);   B:  efecto  del  nivel  de  proteína  de  la enzima  (P≤0.05);  C:  efecto  de  la  interacción    
                      sustrato*proteína (P≤0.05, a 6 y 12 h).  
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Figura 3.2. Concentración  de  nitrógeno  amoniacal  (N-NH3) en líquido ruminal con enzimas de  P. ostreatus IE8: A:  efecto  
                         del   sustrato  (P≤0.05);  B: efecto   del  nivel  de proteína  de  la enzima  (P≤0.05,  a 3  y 12 h);   C:  efecto  de  la   
                         interacción sustrato*proteína (P≤0.05, a 6 h) 
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               Figura 3.3. Concentración de nitrógeno amoniacal (N-NH3) en líquido ruminal con enzimas  de  un  producto  
                                 fibrolitico comercial (Fibrozyme®): A: efecto del sustrato  (P≤0.05), B: efecto del nivel de proteína  
                                 de la enzima (no significativo).  
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CAPITULO IV 

 

 
 

EFECTO DE  LAS ENZIMAS DE UN PRODUCTO FIBROLÍTICO COMERCIAL Y DEL 

pH INICIAL DEL LÍQUIDO RUMINAL SOBRE LA DEGRADACIÓN DE LA FIBRA 

DETERGENTE  NEUTRO DE HENO DE ALFALFA (Medicago sativa) Y PASTO 

OVILLO (Dactylis glomerata)  

 
 

RESUMEN 

 

 

Se estudió el efecto de las enzimas fibrolíticas (Fibrozyme®, Alltech) y del pH inicial (pHi) 
del medio de incubación sobre la degradación de la fibra detergente neutro (DFDN), tasa 
de degradación (kd), fase lag y fracción FDN indigestible (FDNi) de heno de alfalfa 
(Medicago sativa) y pasto ovillo (Dactylis glomerata) en líquido ruminal. El diseño 
experimental fue de bloques al azar generalizado con arreglo factorial (2x3). Los factores 
fueron la enzima: con enzima (CENZ) y sin enzima (SENZ) y el pH inicial  (5.6, 6.2 y 6.8). 
La DFDN del heno de alfalfa fue mayor (P≤0.05) en CENZ.  El efecto del pHi sobre la 
DFDN fue lineal (P≤0.05) a las 3, 9 y 12 h y  cuadrático a las 24, 48 y 72 h de incubación.  
La interacción enzima por pHi tuvo efecto (P≤0.05) sobre la DFDN  a partir de las 6 h. La  
kd fue similar entre CENZ y SENZ. En SENZ se observó la mayor (P≤0.05) fase lag y la 
mayor (P≤0.05) FDNi.  El pHi tuvo efectos cuadráticos (P≤0.05) sobre la kd y la  fase lag, 
con mayores promedios a pHi 6.2. El pHi no tuvo efecto significativo sobre la FDNi.  La 
interacción enzima por pHi fue significativa para kd, fase lag y FDNi. Se encontró  la 
mayor kd  en SENZ a pHi  6.2, y la menor en SENZ a pHi 5.6. La mayor (P≤0.05) fase lag 
correspondió a SENZ a pHi  6.2.  El mayor promedio (P≤0.05) de la FDNi se obtuvo en  
SENZ a  pHi  5.6.   En el pasto ovillo, la DFDN fue mayor (P≤0.05) en  CENZ a las 24 y 48 
h de incubación.  El efecto (P≤0.05) del pHi sobre la DFDN del pasto ovillo sólo se 
observó a las 3 h de incubación. El efecto de la interacción enzima  por pHi sobre la 
DFDN no fue significativo en ninguno de los tiempos de incubación. La kd, la fase lag y 
FDNi  fueron similares entre CENZ y SENZ y en los diferentes pHi. Se concluye que la 
aplicación de Fibrozyme mejoró la degradación de la FDN de la alfalfa de las 6 a las 72 h 
de incubación, con el mayor incremento a pHi de 6.8. En el pasto ovillo la degradación de 
la FDN fue mayor en los tratados con enzima a las 24 y 48 h de incubación. La enzima y 
el pH inicial del líquido ruminal modificaron las variables de la cinética de degradación de 
la FDN del heno de alfalfa, pero no las de la degradación de la FDN del pasto ovillo. 
 
 
Palabras claves: Cinética. Enzimas fibrolíticas. FDN degradación.  pH.  Líquido ruminal.   
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ABSTRACT 

 

 

 
The effect of fibrolytic enzymes (Fibrozyme®, Alltech) and initial pH (pHi) on the 
degradation of neutral detergent fiber (DNDF), rate of degradation (kd), lag time  and 
indigestible NDF (NDFi) of alfalfa hay (Medicago sativa) and orchargrass (Dactylis 
glomerata) in ruminal fluid was studied. A generalized blocks design was used with a 2 x 3 
factorial arrangement of treatments. The factors were the enzyme: with enzyme (ENZ) and 
without enzyme (NENZ) and pHi (5.6, 6.2 and 6.8). The DNDF of alfalfa hay was greater 
(P<0.05) in ENZ than NENZ. The pHi effect on DNDF was linear (P≤ 0.05) at 3, 9 and 12 h 
and quadratic at 24, 48 and 72 h of incubation. The enzyme by pHi interaction was 
significant (P≤ 0.05) at 6 h of incubation. The kd was similar between ENZ and NENZ. The 
greatest (P≤ 0.05) lag time and NDFi was observed in ENZ. A quadratic effect (P≤0.05) of 
pHi on kd and lag time was observed, with the greatest kd and lag time at pHi 6.2. The pHi 
effect on NDFi was not significant. The enzyme by pHi interaction was significant for kd, 
lag time and NDFi. The greatest kd was observed in NENZ at pHi 6.2, and the lowest in 
NENZ at pHi 5.6. The greatest (P≤0.05) lag time corresponded to NENZ at pHi 6.2. The 
greatest average (P≤0.05) of NDFi was obtained in NENZ at pHi 5.6. The DNDF of 
orchardgrass was greater (P≤0.05) in ENZ than NENZ at 24 and 48 h of incubation. The 
pHi effect (P≤ 0.05) on DNDF was only observed at 3 h of incubation. The orchardgrass 
DNDF degradation was not affected by the interaction. The kd, lag time and FDNi were 
similar between ENZ and NENZ, and at the different pHi.  In conclusion, enzyme 
increased the degradation of alfalfa hay NDF from 6 to 72 h of incubation, with the greatest 
increase at pHi 6.8. The degradation of orchargrass NDF was greatest with enzyme at 24 
and 48 of incubation. The application of enzymes and ruminal fluid with different initial pH, 
modified the kinetic variables in alfalfa hay NDF but not in orchardgrass. 
 

 

Key words: Kinetics, Fibrolytic enzyme. NDF degradation. pH. Ruminal liquid.   
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INTRODUCCIÓN 

 

  Los forrajes representan la principal fuente de nutrientes para los rumiantes. La 

degradación de la fibra en el rumen es realizada por complejos enzimáticos microbianos; 

sin embargo, ésta  puede ser baja e incompleta y limitar el valor nutritivo de los forrajes. 

La aplicación de alguna estrategia que incremente la desaparición de la fibra en el rumen 

puede conducir a mejorar las variables productivas (Oba y Allen, 1999). 

  Las enzimas fibrolíticas obtenidas de hongos aeróbicos potencian la digestión de 

los alimentos (Morgavi et al., 2004), debido a su capacidad para hidrolizar los 

carbohidratos de la pared celular y aumentar su disponibilidad (Beauchemin et al., 2004). 

Estudios in vitro e in vivo con enzimas fibrolíticas indican que se mejora la degradación de 

la fibra (Caton et al., 1993: Beauchemin et al. 1995).  Aunque Yoon y Stern (1996)  

señalan que  la aplicación o la suplementación con enzimas fibrolíticas tiene poco efecto 

en la fermentación ruminal y en el aporte de nutrientes al intestino. La digestión verdadera 

de la materia orgánica (MO), fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente ácido (FDA) 

no fue alterada por la aplicación de enzimas fibrolíticas (Bouattour et al., 2004).  La 

degradación de la FDN  y FDA del pasto bromo fue similar con y sin enzimas (Varel y 

Kreikemeier, 1994).  Además, no se observaron cambios en la  digestibilidad de la materia 

seca (MS), FDN y FDA de paja de cebada y rastrojo de maíz tratados con enzimas 

fibrolíticas (Yescas-Yescas et al., 2004). 

  Wang et al. (2004) señalan que las enzimas fibrolíticas incrementan la velocidad  y 

digestión total in vitro. También se incrementa la tasa pero no el grado de digestión 

cuando se usan enzimas fibrolíticas en dietas para rumiantes (Feng et al., 1996; Wang y 

McAllister ,2002).   En el rumen, el pH puede tener un importante efecto en la acción de la 

enzima sobre la degradación de la fibra; así, el  mayor efecto sinérgico entre las enzimas 
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exógenas y las microbianas ocurre en un intervalos de pH entre 5.5 y 6.0 (Morgavi et al., 

2000), aun cuando estos valores de pH son mayores que los sugeridos como óptimos 

para la actividad de las enzimas (Colombatto et al. 2004). En consecuencia,  el pH inicial  

del medio de incubación puede influir en la actividad hidrolítica y en el sinergismo entre 

las enzimas microbianas y las exógenas, modificando la degradación de la fibra.    

El objetivo del presente experimento evaluar el efecto  de  las enzimas de un 

producto fibrolítico comercial y del pH inicial del líquido ruminal sobre la degradación de la 

fibra detergente neutro de heno de alfalfa (Medicago sativa) y del pasto ovillo (Dactylis 

glomerata). 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Preparación de los sustratos y procedimiento de incubación 

Los sustratos heno de alfalfa (Medicago sativa)  y pasto ovillo (Dactylis glomerata) 

se secaron a 65 ºC y se molieron a un tamaño de partícula de 2 mm. El residuo insoluble 

en solución detergente neutro (FDN) se preparó de acuerdo con la técnica de Van Soest 

et al. (1991). En el residuo FDN se determinó la materia seca (MS),  proteína cruda (PC) y 

cenizas (C) (AOAC, 1990). Las concentraciones de FDN, FDA, celulosa, hemicelulosa y 

lignina se determinaron  por la técnica de Van Soest et al. (1991; Cuadro 4.1).  El 

producto enzimático Fibrozyme® (Alltech) se preparó para proporcionar una actividad 

enzimática de xilanasas equivalente a 300 UI g-1 MS de la fibra. En tubos de propileno se 

colocaron 500 mg de sustrato. En los tratamientos con enzima se adicionaron 2 mL del 

extracto del producto enzimático 1 h antes de la incubación con líquido ruminal;  en las 

muestras sin enzima se colocó similar cantidad de agua destilada.  

Para el estudio de la degradación de la FDN en líquido ruminal se utilizó la primera 

parte de la técnica descrita por Tilley y Terry (1963). El líquido ruminal fue recolectado de 
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una vaca seca Holstein de 650 kg de peso con cánula ruminal, la cual recibió una dieta de 

heno de alfalfa y ensilado de maíz durante el periodo de recolección. La extracción del 

líquido ruminal se realizó a las 08:00 h, antes de suministrar alimento. La saliva de 

McDougall se preparó para tener pH inicial de 5.6, 6.2 y 6.8. El pH de la saliva se ajustó 

con ácido acético glacial. En cada tubo con muestra más enzima se adicionaron 50 mL de 

una mezcla de saliva de McDougall y líquido ruminal (4:1 v/v);  se agregó CO2  a los tubos, 

se taparon e incubaron a 39 ºC durante 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 h para el heno de alfalfa y 

3, 6, 9, 12, 24 y 48 h para el pasto ovillo. La fermentación se detuvo por congelación. 

Luego se filtró usando papel filtro (Whatman # 541) y el papel con el residuo se secó 12 h 

a 100 ºC. 

La degradación de la FDN en líquido ruminal se determinó mediante la siguiente 

ecuación:  

 FDN degradada (g kg-1 MS)= ((FDN inicial – FDN residual)/FDN inicial).   Se realizaron 

dos procedimientos de incubación,  cada uno por triplicado y con el respectivo blanco 

(líquido ruminal para corrección).  Para el estudio de la cinética de la degradación de la 

FDN se utilizó el modelo descrito por Mertens y Loften (1980): 

Y = PED e 
-kd(t-L)

   +  FDNi  

Donde: Y = FDN residual al tiempo t; PED = FDN potencialmente digestible; kd = tasa 

fraccional constante de digestión (% h-1);    L= fase lag discreta (h); T = tiempo (h); FDNi = 

fibra detergente neutro indigestible (g kg-1 MS). La tasa de degradación (kd, % h-1) se 

calculó por regresión lineal del logaritmo natural del residuo de FDN contra el tiempo de 

incubación (Smith et al., 1971). El valor absoluto de la pendiente se consideró la tasa de 

degradación.  
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Diseño experimental y análisis estadístico 

La degradación de la FDN (DFDN), la tasa de degradación (kd), la fase lag (L) y la 

fracción FDN indigestible (FDNi) se analizaron utilizando un diseño de bloques 

generalizados con arreglo factorial 2x3 (Steel y Torrie, 1986) para cada sustrato. Los 

factores de estudio fueron la enzima (con enzima y sin enzima) y el pHi del medio de 

incubación (6.8, 6.2 y 5.6), con dos incubaciones las cuales fueron consideradas los 

bloques. Para el análisis de la varianza se utilizó el procedimiento GLM (SAS, 2001). Los 

efectos lineales y cuadráticos del pHi se probaron mediante polinomios ortogonales y la 

comparación de medias se hizo con la prueba de Tukey  (Steel y Torrie, 1986).    

 

 

RESULTADOS 

 

Degradación de la fibra detergente neutro de heno de alfalfa y pasto ovillo 

  La degradación de la FDN (DFND) del heno de alfalfa en líquido ruminal fue mayor 

(P≤0.05) en el tratamiento con enzima  desde las 6 hasta las 72 h de incubación (Cuadro 

4.2). El pHi cambió (P≤0.05) la DFND  con efectos lineales a las 3, 9 y 12 h  y cuadráticos 

a las 24, 48 y 72 h. A las 3 h la mayor degradación  se observó a pHi  6.8, pero a las 9 y 

12 h fue mayor a pHi 5.6 y a partir de las 24 h la  mayor DFDN  se obtuvo a pHi 6.2 

(Cuadro 4.2).  La interacción enzima por pHi fue significativa (P≤0.05) a partir de las 6 h 

de incubación (Figura 4.1). A las 9 h de incubación la DFND fue mayor para el tratamiento 

con enzima a pHi 5.6. A las 12 h los tratamientos con enzima a pHi  5.6 y 6.2 presentaron 

mayor DFDN que los tratamientos sin enzima y a pHi de 6.8 la DFDN fue similar entre con 

y sin enzima.   A las 72 h de incubación a pHi  5.6 los tratados y no tratados con enzima 

presentaron similar DFDN, mientras que a pHi 6.2 y 6.8 en los tratados con enzima la 
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DFND fue mayor que en el tratamiento sin enzima.  El mayor incremento en la DFDN por 

efecto de la enzima ocurrió a pHi  6.8 a las 72 h. 

  El tratamiento con enzima aumentó (P≤0.05) la DFDN del pasto ovillo en el líquido 

ruminal a las 24 y 48 h incubación (Cuadro 4.3). El pHi sólo cambió (P≤0.05) la DFDN a 

las 3 h de incubación, y fue mayor a pHi  5.6;  a pH 6.2 y 6.8 se encontraron valores de 

DFDN similares. La interacción enzima por pHi no tuvo efecto sobre la DFDN  en ninguno 

de los tiempos de incubación (Figura 4.2). 

 

Cinética de degradación de la FDN del heno de alfalfa y del pasto ovillo 

  La tasa de degradación (kd) de la FDN de heno de alfalfa fue similar entre los 

tratamientos con y sin enzima (Cuadro 4.4).  En el tratamiento sin enzima se observó una 

mayor (P≤0.05) fase lag (h) y una mayor (P≤0.05) cantidad de la fracción FDNi.  El pHi 

tuvo efectos cuadráticos (P≤0.05) sobre la kd y la fase lag, pero no se observó efecto del 

pHi sobre la FDN indigestible. A pHi 6.2 se observaron los mayores (P≤0.05) promedios 

de la kd y la fase lag.  La interacción enzima por pHi fue significativa para la kd, la fase lag 

y la FDN indigestible. Se encontró  la mayor kd  en el tratamiento sin enzima a pHi  6.2 y 

la menor en el tratamiento sin enzima a pHi  5.6. El mayor (P≤0.05) promedio de la fase 

lag correspondió al tratamiento sin enzima a pHi 6.2.  Los demás tratamientos y pHi 

presentaron similar fase lag. La cantidad de la fracción FDNi por el contrario fue mayor 

(P≤0.05) en el tratamiento sin enzima a pHi  5.6.    

  En el pasto ovillo, la tasa de degradación (kd), la fase lag y la fracción FDNi fueron 

similares entre tratamiento con enzima y sin enzima y en los diferentes pHi. No hubo 

efecto de la interacción enzima por pHi (Cuadro 4.5).     
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

Degradación de la FDN del heno de  alfalfa y pasto ovilllo 

   En el presente estudio la aplicación de la enzima aumentó  la degradación de la 

FDN del heno de alfalfa en líquido ruminal a partir de las 6 hasta las 72 h, con el mayor 

incremento (24.52%) a las 24 h de incubación, mientras que en el pasto ovillo el aumento 

de la degradación de la FDN se observó a las 24 y 48 h (16.58 y 15.0%). Estos resultados 

sugieren que durante las primeras horas de la incubación las enzimas exógenas pueden 

ejercer una acción catalítica directa sobre los componentes de la fibra  (Morgavi et al., 

2000) o remueven barreras estructurales, lo que contribuye a facilitar el acceso de los 

microorganismos a la fibra degradable de la alfalfa (Nsereko et al., 2000). Posteriormente, 

a las 12 o 24 h de incubación se puede presentar algún efecto sinérgico que potencie la 

degradación de la FDN del heno de alfalfa y pasto ovillo (Morgavi et al. 2000).  

  Las diferencias en la degradación de la fibra entre forrajes se deben a las 

diferencias en la estructura y composición de la pared celular (Buxton y Redfearm, 1997), 

las cuales pueden ocasionar variación en la respuesta a la enzima (Beauchemin et al., 

2003). Además, el tiempo de incubación puede tener una influencia sobre el efecto de la 

enzimas (Eun et al. 2007a) y la respuesta puede ser diferente entre los forrajes en los 

distintos tiempos de incubación, ya que en este estudio la desaparición de la FDN del 

heno de alfalfa se incrementó a partir de las 6 h, pero en ovillo fue a las 24 y 48 h.  

 Con el  mismo producto enzimático Pinos-Rodríguez et al. (2002) encontraron aumentos 

en la desaparición de la FDN de heno de alfalfa y del pasto ballico (Lolium perenne) 

desde las 24 hasta las 72 h de incubación.   Eun et al. (2007b) reportaron 14.4 y 20.6% de 

aumento  en la degradación de la FDN de alfalfa  a las 24 h de incubación por efecto de 

dos diferentes productos fibrolíticos. La digestibilidad a las 48 h de incubación de la 
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celulosa y hemicelulosa del heno de  Dactylis glomerata pretratado con una mezcla de 

enzimas fibrolíticas se incrementó en 15.35 y 19.50%, con respecto al heno no tratado 

(Dong et al., 1999). 

  Las enzimas comerciales tienen su máxima actividad con un pH (4.5-5.5) menor al 

pH óptimo para la degradación de la fibra en el rumen (Morgavi et al., 2000). En el 

presente  estudio el mayor incremento (19.33%) en la degradación de la FDN del heno de 

alfalfa se observó a pHi de 6.8 a las 72 h de incubación.  Yang et al. (2002) observaron 

que a las 12 h de incubación, el mayor incremento (18%) en la degradación de la fibra por 

efectos de las enzimas ocurrió a un pH superior a 6.0, y hubo 8% de aumento a un pH 

5.5. Colombatto et al. (2003) indican que la adición de enzima incrementó la degradación 

de la FDN de la dieta en 43% a pH 6.0-6.6 y en 25% a pH 5.4-6.0 con respecto a los 

testigos, efecto asociado con el aumento de la actividad de xilanasas y celulasas en la 

fase líquida de los fermentadores. La degradación de la FDN de tallos de alfalfa tratados 

con enzimas a las 24 h de fermentación aumentó a pH 6.5 y 6.72 pero no hubo 

diferencias a pH 5.72 y 6.20 (Colombatto et al., 2007). Los efectos de las enzimas pueden 

ser variados y estar relacionados con diferentes factores como la fuente y la dosis de 

enzimas (McAllister et al., 1999; Nsereko et al., 2000; Morgavi et al., 2001), el tipo de 

forraje y el método de aplicación (Yang et al., 2000; Wallace et al., 2001), además de las 

condiciones experimentales y el pH del medio, que originan diferentes respuestas. 

 

Variables de la cinética de la degradación de la FDN  

  La tasa de degradación  y la fase lag son variables útiles para predecir el valor 

nutritivo de los forrajes. Aun cuando la tasa de degradación de la FDN de heno de alfalfa 

fue similar entre tratamientos con enzima y sin enzima, la interacción con el pHi fue 

significativa y favoreció una mayor tasa de degradación en los pHi 5.6 y 6.8. Por el 
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contrario, la tasa de degradación de la FDN del pasto ovillo no fue modificada por el 

tratamiento con enzima ni por el pHi del medio de incubación. Al respecto, Mertens (1993) 

señala que las diferencias entre los tipos de células y la morfología de la planta son 

factores importantes que influyen en la tasa de degradación de la fibra, por lo que el 

efecto de la enzima sobre esta variable puede diferir entre especies de forrajes.   

  La fase lag de la degradación de la FDN de alfalfa fue reducida por el tratamiento 

con enzimas; posiblemente las enzimas exógenas acceden al sustrato antes que las 

enzimas microbianas e inician la degradación de la fibra en las primeras horas de 

incubación (Colombatto et al., 2003).  Sin embargo, en el pasto ovillo la fase lag no fue 

diferente entre los tratamientos ni en los pHi, pero presentó mayores tiempos lag que los 

observados en la FDN de heno de alfalfa.  

  La menor fracción de FDN indigestible del heno de alfalfa tratado con enzima 

puede indicar que las celulasas y hemicelulasas exógenas contribuyeron a degradar 

mayor cantidad de estos constituyentes. Sin embargo, en el pasto ovillo la fracción FDN 

no presentó variación entre tratamientos.  La fracción FDN indigestible a las 72 h de 

incubación se asocia principalmente con la concentración de lignina (Smith et al 1972). 

Según Nadeu et al. (1996), las celulasas podrían modificar el complejo ligno-hemicelulosa 

durante la hidrólisis de la celulosa y facilitar la degradación por los microorganismo del 

rumen. En ese sentido se puede inferir que en la FDN del heno de alfalfa, el tratamiento 

con enzima pudo favorecer una parcial solubilización de la lignina, reflejándose en un 

menor residuo indigestible.    

   En lo que respecta a los efectos de las enzimas sobre las variables de la cinética 

de la degradación de la fibra, Varel et al. (1993) indican que se incrementa la tasa, pero 

no la degradación de la fibra. Zahiroddini et al. (2004) señalan que la mezcla de enzimas 

de A. oryzae y Bacillus subtilis no tuvo efecto sobre las variables de la cinética de  
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degradación de la FDN de planta de cebada.  En condiciones in situ, la fase lag de la 

degradación de la FDN de alfalfa fue menor en los tratamientos con enzimas de A. 

oryzae, pero no se presentó efecto de la enzima sobre la tasa de degradación (Siervert y 

Shaver, 1993).  

  En conclusión, la aplicación de las enzimas de Fibrozyme mejoró la degradación 

en líquido ruminal de la FDN del heno de alfalfa en todos los tiempos de incubación, con 

el mayor incremento a pH inicial  6.8 a las 72 horas.  La tasa de degradación de la FDN, 

fase lag y la fracción FDN indigestible fueron similares en los tratamientos con enzima en 

todos los niveles de pH inicial.  En el pasto ovillo el efecto de la enzima en la  degradación 

en líquido ruminal de la FDN  se observó a las 24 y 48 h de incubación, sin efectos del pH.  

La tasa de degradación de la FDN, la fase lag y la fracción indigestible de la FDN de pasto 

ovillo fueron similares en los tratamientos con y sin enzima en todos los niveles de pH 

inicial. 
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Cuadro 4.1. Composición   de  la  fibra  detergente  neutro  del  heno  de alfalfa (Medicago  
                    sativa) y pasto ovillo (Dactylis glomerata) 
 
 Componente (g kg-1 MS) 

Forraje MS PC FDN FDA C HC L Cenizas 

         

Heno de alfalfa 892.1 55.0 933.4 735.9 534.7 197.5 201.1 18.4 

Pasto ovillo 884.2 79.2 944.2 525.0 390.2 419.2 104.1 59.3 

 
MS= materia seca; PC= proteína cruda; FDN= fibra detergente neutro; FDA= fibra detergente 
ácido; C= celulosa; HC= hemicelulosa; L= lignina. 
 
 
 
Cuadro 4.2.  Degradación  de  la  fibra  detergente  neutro   (g  kg-1)  del  heno  de   alfalfa  
                     (Medicago sativa)  con  y   sin  enzima   de  Fibrozyme en líquido ruminal con  
                     diferentes pH inicial 
 
 Tiempo de incubación (h) 

3 6 9 12 24 48 72 
Enzima        
   Con enzima 26.9 57.7 ª 121.0 ª 142.6 ª 320.4 ª 351.7 ª 412.1 ª 
   Sin enzima 29.5 44.9 b   81.8 b  116.5 b  257.3 b  318.7 b  381.5 b  
EEM   1.2   2.0     2.3     2.9     4.1     3.3     6.2 
        
pHi         
     5.6 19.4 b  51.9 115.6 ª 145.6 ª 273.4 b  313.5 b  389.5 b  
     6.2 29.9 b  56.6   99.5 b  132.2 b  314.4 ª 395.6 ª 438.5 ª 
     6.8 35.2 ª  52.1   89.2 c 115.4 c  282.9 b  295.6 c  362.5 c  
EEM   1.5   2.4     2.8     3.6     5.0     4.1     7.6 
        
Pr<F        
  Enzima 0.404 <0.001 <0.001 0.001 <.001 <.001 <0.001 
  pHi <.018 0.002 <0.001 0.065 <.001 <.001 <.001 
  Enzima*pH 0.674 <0.001 <0.001 0.019 0.016 <.001 0.002 
        
Efectos del pHi  
(Pr >F) 

       

        Lineal  <0.001 0.955 0.012 0.001 0.57 0.155 0.043 
        Cuadrático   0.331 0.271 0.737 0.799 0.016 <0.001 <0.001 
 

a,b,c: letras distintas en una columna dentro de efectos principales indican diferencias (P≤ 0.05) 
EEM = Error estándar de la media. 
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Cuadro 4.3. Degradación   de   la   fibra   detergente   neutro    (g  kg-1)   del   pasto   ovillo  
                    (Dactylis  glomerata) con y sin  enzima  de  Fibrozyme  en líquido ruminal con 
                    diferentes pH inicial 
 
 Tiempo de incubación (h) 

    3    6     9    12    24    48 
Enzima       
   Con enzima 14.3 28.2   41.7  97.4 184.9 ª 211.2 ª 
   Sin enzima 14.0 21.5   42.6   85.1  158.6 b  183.5 b  
EEM   1.4   2.0     2.2    3.5     3.5     6.8 
       
pHi        
    5.6 18.9 a  29.6   53.0 98.5 180.6  198.3   
    6.2 15.7 ª   25.3   40.5  90.7   169.8  188.1 
    6.8   7.9 b  19.5   33.0  84.6  164.8   205.7   
EEM   1.8   1.9   2.8   4.3     5.0     4.1 
       
Pr<F       
   Enzima 0.904 0.124 0.874 0.245 0.040 0.027 
   pHi 0.036 0.160 0.078 0.526 0.449 0.353 
   Enzima*pH 0.271 0.760 0.873 0.550 0.355 0.500 
       
Efectos del pHi  
(Pr >F) 

      

   Lineal  <0.008 0.009 0.001 0.085 0.420 0.542 
   Cuadrático   0.269 0.942 0.485 0.900 0.866 0.375 
 

a,b,c: letras distintas en una columna dentro de efectos principales  indican diferencias (P≤0.05) 
EEM = Error estándar de la media. 
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Cuadro 4.4. Cinética  de la  degradación de  la fibra  detergente  neutro del heno de alfalfa  
                    (Medicago sativa) con  y  sin  enzima  de  Fibrozyme  en  líquido  ruminal  con 
                     diferentes pH inicial 
 

 kd (% h -1) Lag (h) FDN indigestible  
(g kg-1) 

Enzima     
     Con enzima 4.81 0.71b 145.1b 
     Sin enzima 4.27 1.62ª 200.9ª 
EEM 0.21 0.20 15.0 
    
pHi    
     5.6 3.93 b 0.47 b 139.7 
     6.2 5.26 ª 2.49 ª 150.5 
     6.8 4.41ab 0.54 b 174.8 
EEM 0.26 0.24   14.8 
    
Enzima*pHi    
     CENZ-5.6 4.94 b 0.93 b 116.7 b 
     SENZ-5.6 2.93c 0.00 b 270.8 ª 
     CENZ-6.2 4.56 b 0.32 b 149.5 b 
     SENZ-6.2 5.97 ª 4.67 ª 153.1 b 
     CENZ-6.8 4.93 b 0.89 b 169.0 b 
     SENZ-6.8  3.90 bc 0.20 b 180.6 b 
EEM           0.38             0.34 26.1 
    
Pr<F    
     Enzima 0.095 0.003 0.015 
     pHi 0.006 <0.001 0.270 
     Enzima*pHi 0.000 <0.001 0.012 
    
Efectos del pHi (Pr<F)    
       Lineal 0.341 0.902 0.591 
      Cuadrático 0.016 0.001 0.271 
 

a,b,c: letras distintas en una columna dentro de efectos principales e interacción indican diferencias 
(P≤ 0.05) 
EEM = Error estándar de la media. 
kd= tasa de degradación 
CENZ=con enzima; SENZ=sin enzima. 
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Cuadro 4.5. Cinética  de  la  degradación  de  la  fibra  detergente  neutro  del  pasto  ovillo  
                    (Dactylis  glomerata) con  y  sin enzima de Fibrozyme en líquido  ruminal con 
                    diferentes  pH inicial 
 
 kd (% h -1) Lag (h) FDN indigestible 

 (g kg-1) 
Enzima     
     Con enzima 11.1 3.83 136.9 
     Sin enzima 12.5 3.84 134.6 
EEM 1.1 0.33   24.2 
    
pHi    
     5.6 13.1 3.73   93.0 
     6.2 11.6 3.55 129.0 
     6.8 10.5 4.23 185.4 
EEM  1.3 0.40   29.7 
    
Enzima*pHi    
     CENZ-5.6 14.1 4.18   78.0 
     SENZ-5.6 12.8 4.27 108.0 
     CENZ-6.2 12.8 4.15 109.1 
     SENZ-6.2 10.5 2.94 148.8 
     CENZ-6.8 10.5 4.18 216.8 
     SENZ-6.8 10.6 4.27 154.0 
EEM             1.9 0.42  42.0 
    
Pr<F    
     Enzima             0.577 0.466 0.967 
     pHi       0.688 0.396 0.444 
     Enzima*pHi       0.806 0.229 0.422 

EEM= error estándar de la media 
kd = tasa de degradación  
CENZ=con enzima; SENZ= sin enzima. 
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 Figura 4.1. Degradación  de  la  fibra detergente neutro (DFDN)  del heno de alfalfa   (Medicago  sativa)  con y sin enzima  de   
                   Fibrozyme en líquido   ruminal con diferentes pH inicial:  A: pHi 5.6; B:   pHi 6.2; C: pHi 6.8 (P<0.05, de 6 a 72 h  
                   incubacion)   
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       Figura  4.2.  Degradación  de  la  fibra detergente neutro (DFDN)  del  pasto  ovillo  (Dactylis glomerata) con y sin enzima de  
                           Fibrozyme  en  líquido ruminal con diferentes pH inicial:  A: pHi 5.6; B: pHi 6.2; C: pHi 6.8 (P<0.05, a 24 y 48  h  
                           de incubación).   
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CONCLUSIONES FINALES 

 

En general, de los resultados de los tres experimentos se concluye: 

 

1.  El hongo el Trametes sp. EUM1 produjo  mayor cantidad de xilanasas que P. 

ostretaus IE8 y A. niger AD94.6, con valores similares a los 14 y 19 d de 

fermentación, lo que permite considerar a esta especie de hongo con potencial para 

producir enzimas con posible aplicación comercial, particularmente como enzimas 

exógenas para la alimentación de rumiantes. 

2. Las menores concentraciones de nitrógeno amoniacal (N-NH3) en el líquido 

ruminal cuando se incubaron las enzimas con un sustrato, permite inferir que la 

degradación de las enzimas de Trametes sp. EUM1, P. ostreatus IE8  y Fibrozyme  

fue menor en presencia de un sustrato y por tanto se considera al sustrato un factor 

importante en la estabilidad de las enzimas estudiadas, aun  cuando, los efectos 

fueron variables entre sustratos y tipos de enzima.   

3.  La aplicación de las enzimas de Fibrozyme mejoró la degradación en líquido 

ruminal de la FDN del heno de alfalfa en todos los tiempos de incubación, con el 

mayor incremento a pH inicial  6.8 a las 72 horas, pero  la tasa de degradación de la 

FDN, fase lag y la fracción FDN indigestible fueron similares en los tratamientos con 

enzima en todos los niveles de pH inicial, mientras que en el pasto ovillo el efecto de 

la enzima en la  degradación de la FDN  se observó a las 24 y 48 h de incubación y 

el pH inicial no tuvo efecto sobre esta variable. La tasa de degradación de la FDN, la 

fase lag y la fracción indigestible de la FDN de pasto ovillo fueron similares en los 

tratamientos con y sin enzima en todos los niveles de pH inicial. 
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