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RESUMEN

Varias enzimas celuloliticas se han usado para incrementar la
digestion ruminal de la fibra y mejorar la produccién en rumian-
tes. Sin embargo, se ha dado poca atencién a las enzimas
amiloliticas como un tratamiento a los granos, a pesar de que la
productividad del ganado puede mejorar con el uso de mezclas de
enzimas externas, incluyendo amilasas y celulasas. Asi, se incubd
sorgo, sorgo rolado con vapor y maiz (500 mg de grano), con flui-
do ruminal para estudiar el efecto de la adicion de alfa-amilasa de
Bacillus licheniformis (400uL) en la digestibilidad in vitro del al-
midoén a las 12 h de fermentacién. La incubacién (bloque) fue re-
petida tres veces y los resultados se analizaron bajo un disefio de
Bloques Completos al Azar Generalizado, utilizando la interac-
cién bloque por tratamiento para estimar el error experimental.
No se detectd interaccién entre tipo de grano y enzima. La adicién
de la enzima termoestable increment6 (p<0.0001) la digestiém
vitro del almidén (59.9 vs. 38.5%). La digestiéim vitro promedio

del almidén (p<0.0001) fue mas baja en el sorgo (30.42%), inter-
media en el sorgo rolado con vapor (50.72%), y mas alta en el
maiz (66.48%). La adicion de la amilasa termoestable dacillus
licheniformis incrementé la digestiénin vitro del almidén del sorgo

y maiz; por lo tanto, esta enzima podria mejorar la digestiérn
vivo del almiddn y la eficiencia alimenticia de dietas basadas en
granos con tasas bajas e intermedias de fermentacion.
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I NTRODUCCION

ABSTRACT

Several cellulolytic enzymes have been used to increase ruminal
fiber digestion and to improve ruminant production. However,
amylolytic enzymes have received little attention as a grain
treatment, even when cattle performance can be improved with a
mixture of external enzymes including amylases and cellulases.
Thus, sorghum, steam-rolled sorghum and corn (500 mg of grain),
were incubated with ruminal fluid to study the effect of adding
alpha-amylase (40Q:L) of Bacillus licheniformis onin vitro starch
digestion at 12 h of fermentation. The incubation (block) was
repeated three times and data were analyzed under a Generalized
Complete Randomized Block Design, using the interaction block
by treatment as an estimate of the experimental error. No interation
between grain source and enzyme was found. The addition of
thermostable enzyme increased (p<0.0001) thie vitro starch
digestion (59.9 vs. 38.5%). Averagm vitro starch digestion was
lowest (p<0.0001) for sorghum (30.42%), intermediate for steam-
rolled sorghum (50.72%) and highest for corn (66.48%). The
addition of thermostable amylase of Bacillus licheniformis
increased thein vitro starch digestion of sorghum and corn;
therefore, this enzyme could improven vivo starch digestion and
feed efficiency of grain based diets with low and intermediate rates
of starch fermentation.
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I NTRODUCTION

uminal starch digestion is one of the most
a digestion ruminal del almidon es uno de los fac- important factors which determine productive
tores mas importantes que determinan el compor- performance of ruminants fed with diets with
tamiento productivo de los rumiantes alimenta- high content of grain (Britton and Stock, 1986). Several
dos con dietas altas en granos (Britton y Stock, 1986)processes have been developed (dry-rolled, steam-rolled)

Asi, se han desarrollado procesos (rolado en seco, roladg) increase the starch digestion rate and the energetic value
con vapor) para incrementar la tasa de digestion del al¢ grains (Owenst al, 1997).

midon y el valor energético de los granos (Owetral,, Use of exogenous amylolytic enzymes as a grain

1997). _ o ) .. treatment or food additive for ruminants has received little
El uso de enzimas amiloliticas exdgenas ha recibidogiiantion. Amylolytic enzymes in the rumen are

poca atencion como tratamiento para [os granos 0 ComQyracellular or cell-bound (Thurn and Kotarsky, 1987),
Recibido: Abril, 2000. Aprobado: Julio, 2001. and the extracellular enzymes are the most important in
Publicado como ENSAYO en Agrociencia 35: 423-427. 20001. the group of amylolytic bacteria (Cotta, 1988). The
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aditivo alimenticio en rumiantes. Las enzimas amiloliticas amylases are present in protozoa (Mendziza, 1993;

en el rumen son extracelulares o ligadas a la membranalendozaet al, 1995) and ruminal fungi (Yanlet al,
(Thurn'y Kotarsky, 1987) y las extracelulares son las mas1993).

importantes dentro de las bacterias amiloliticas (Cotta, Eyen though exogenous enzymes added to the food
1988). Las amilasas estan presentes en protozoarios (MeRst ryminants are degraded by ruminal proteases, the
dozaet al, 1993; Mendozat al, 1995) y en hongos g yjolytic (Beauchemiret al, 1995) or amylolytic

ruminales (Yanket al, %993)' B} . .enzymes (Romeret al, 1992) may improve the steer’s
Aun cuando las enzimas ex6genas adicionadas al ali-

. response because most microbial enzymes are glucilated.
mento de los rumiantes son degradadas por las proteas o : :
. . b . en itis possible that the added enzymes could be acting
ruminales, las enzimas celuloliticas (Beauchesnial.,

1995) 0 amiloliticas (Romet al, 1992) pueden mejo- synergica}lly with t.he extracellular ones produced by

rar la respuesta de novillos debido a que muchas enzimas'Mmen .mlcroprgan]sms: ) i

de origen microbiano son glucosiladas en laboratorio.  Bacillus licheniformisis one of the most studied

Entonces, es posible que las enzimas adicionadas actadRicroorganisms and has been modified by genetic

sinérgicamente con las extracelulares producidas por log§ngineering, and used to produce industrial amylases

microorganismos del rumen. (Declerket al, 1997) which may be employed to increase
Bacillus licheniformises uno de los microorganismos ruminal starch digestion. The objective of this experiment

mas estudiados, ha sido modificado mediante ingenieriavas to determine if addition of an industrial alpha-amylase

genética, y se usa para producir amilasas industrialesf Bacillus licheniformismprovesn vitro starch digestion

(Declerket al, 1997), que pueden usarse para incremen-of two grains.

tar la digestién ruminal del almidén. El objetivo de este

experimento fue investigar si la adicion de una alfa- M ATERIALS AND METHODS

amilasa industrial dBacillus licheniformisnejora la di-

gestionin vitro del almidon de dos granos. Three samples of grain were used as a substrate: sorghum, steam-

M ATERIALES ¥ METODOS rolled sorghum, and corn. These were oven dried and ground in a 1
mm screen Cyclotec mill (Cyclone Sample Mill). Ruminal fluid (equal
volumes) was obtained 16 h after feeding from two ruminally fistulated

Se usaron tres muestras de grano como sustrato: sorgo, sorgo rolado

. . . sheep (28 kg body weight) feed with a diet containing 50% alfalfa hay
con vapor, y maiz; los que se secaron y molieron en un molino Cyclotec

(Cyclone Sample Mill) con malla de 1 mm. El fluido ruminal (vold- and 50% commercial concentrate (14% PC) and squeezed through
menes iguales) se obtuvo 16 h después de la alimentacion de dos ovincf
(28 kg de peso vivo) fistulados ruminalmente y alimentados con unaWas mixed in a prewarmed thermos (39°C) gassed with CThe

dieta con 50% de heno de alfalfa y 50% de concentrado comerciaf@rtificial McDougall saliva was mixed with ruminal fluid at a ratio 4:1
(14% PC). Posteriormente se filtré a través de una manta de cielo dd0 prepare the inoculum, which was transferred to 50 ml polypropylene
cuatro capas para separar el material particulado, y se mezclé en untbes with 500 mg of grain sample (Tilley and Terry, 1963). Treatments
botella térmica (39°C) y gaseada con ,CQa saliva artificial de consisted in grains with or without 400 ml of alpha-amylasacfllus
McDougall se mezcl6 con el liquido ruminal en una relacion de 4:1 licheniformis(Thakatherm L-340, Enmex S.A. de C.V.) in each tube.
para preparar el inoculo, el cual se transfirié a tubos de polipropilenoMost changes in starch digestion occur between 8 and 12 hours
de 50 mL que contenian 500 mg de muestra de grano (Tilley y Terry,(Mendozaet al, 1998; Mendozat al, 2000), therefore incubations
1963). Los tratamientos consistieron en los granos con y sipl400  yyere repeated on three consecutive days (six tubes per treatment) to
de alfa-amilasa dBacillus licheniformis(Takatherm L-340, Enmex determinen vitro starch disappearance at 12 hours of fermentation.
S.A. de C.V.) en cada tubo. Los mayores cambios en la digestion del

almidon se dan entre Ias.8 y12 h (Mendeizal..,-1998; Men(':iozaet unfermented starch in each incubated tube, as described by Mendoza
al., 2000), por lo que las incubaciones se repitieron tres dias consecu- . . .

) : ) . . et al (1995), quantifying glucose with the Gochman and Schmitz
tivos (seis tubos por tratamiento) para medir la desapaiitigitro

del almidén a las 12 h de fermentacion.

El almidén se midié como glucosa liberada a partir del almidon
residual no fermentado en cada tubo incubado con la metodologia
descrita por Mendozat al (1995), cuantificando la glucosa por el Block Design with a factorial arrangement of treatments (3 x 2) using
método de glucosa oxidasa (Gochman y Schmitz, 1972). La desaparithe block by treatment interaction as an estimator of the error term
cién del almidén se calculé como la diferencia en el porcentaje de(Steel and Torrie, 1980). Incubation (day) was used as blocking
almidon inicial y residual. criterium. Main effects were grain types and enzyme addition.

qur sheets of cheesecloth to separate particulate matter. Ruminal fluid

Starch was determined as glucose released from residual

(1972) glucose oxidase method. Starch disappearance was calculated
as the difference in percentage between initial and residual starch.
Data were analyzed under a Generalized Randomized Complete

El disefio fue de Blogques Completos al Azar Generalizado con un Treatment means were compared by means of Tukey’s test. Analysis
arreglo factorial de tratamientos (3x2); los datos se analizaraawtit of variance was performed using the GLM procedure of SAS (1985).
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la interaccion bloque por tratamiento para estimar el error, y la incu- REesuLTs AND Discussion
bacion como criterio de bloqueo (Steel y Torrie, 1980). Los efectos
principales fueron el tipo de grano y la adicién de la enzima, cuyas me-  Addition of alpha-amylase d@acillus licheniformis
dias de tratamiento se compararon mediante la prueba de Tukey. El analincreased (p<0.0001) vitro starch digestion of the grains
sis de varianza se efectué usando el procedimento GLM del SAS (1985)(Table 1) and there was no substrate by enzyme interaction
(p>0.19).
REsuLTADOS Y DiscusioN Since there was no significance of grain type by
enzyme interaction, industrial alfa-amylases could be
La adicion de alfa-amilasa @acillus licheniformis  applied in grains with slow and intermediate digestion
incrementd (p<0.0001) la digestiémvitro del almidén rate. Starch of several grains is digested in the rumen to
de los granos (Cuadro 1) y no se detect6 efecto de lalifferent rates (Britton and Stock, 1986), whereas the
interaccién sustrato por enzima (p>0.19). processed starch increas&s vitro and in vivo
Al no ser significativa la interaccién enzima por tipo fermentation rate (Mendoza al, 1993; Mendozat al.,
de grano, las alfa-amilasas industriales podrian aplicarsé.995).
a granos con tasa de digestion lenta e intermedia. El al- When in vitro starch digestion of the two grains
midoén de distintos granos se digiere con diferentes tasasicreases by adding the exogenous enzyme, it is possible
en el rumen (Britton y Stock, 1986), mientras que el pro-thatin vivo starch digestibility increases as well in diets
cesado incrementa la tasa de fermentaitiéritro e in based in sorghum or corn. Amylolytic activity &
vivo (Mendozeet al, 1993; Mendozat al, 1995). licheniformisvaries from 10 to 10@M s* of glucose
Al incrementarse la digestidn vitro del almidén de  equivalent, which is higher than the one reported for
los dos granos por efecto de la adicion de la enzimabacteria (0.06 to 0.20M min?; Cotta, 1988; Noziere
exdgena, es posible que también aumenten la digestibiliand Michalet-Doreau, 1997), protozoa (04 mint
dadin vivo del almidén en dietas basadas en granos deMendozeet al, 1995), and fungi (167-29aM h-%; Yanke
sorgo 0 maiz. La actividad amilolitica d#acillus et al, 1993).
licheniformisvaria de 10 a 100M s equivalentes de Thermostable amylases Bécillus licheniformisact
glucosa, la cual es mas alta que la de bacterias (0.06 by diffusion in the grain (Helbeet al, 1996), and show
0.20uM min'; Cotta, 1988; Noziere y Michalet-Doreau, a high activity in a pH range of 4 to 9 (optimum 7.0) and
1997), protozoarios (0.08M min?; Mendozaet al, in a temperature range of 30 to 9D (Dobrevaet al.,
1995) y hongos (167-29iM ht; Yankeet al., 1993). 1994; Bosse and Das, 1996) with an optimum of 76°C
Las amilasas termoestablesBeillus licheniformis (Ingle and Erickson, 1978). Even when the physico-
acttan por difusién en el grano (Helbettal, 1996) y chemical conditions of the rumen are not optimal and the
muestran una alta actividad con pH de 4 a 9 (6ptimo deenzyme can be degraded by proteases of rumen
7.0) y temperaturas de 30 a®@D(Dobreveet al., 1994; microorganisms, the results shown here indicate that these
Bosse y Das, 1996) con un 6ptimo de°@5(Ingle y amylases can be useful and could be acting synergically
Erickson, 1978). Aun cuando las condiciones with extracellular enzymes produced by amylolytic
fisicoquimicas del rumen no son las éptimas y que labacteria cultivatedin vitro, given conditions of
enzima puede ser degradada por las proteasas de los miemperature, pH, solution, and mixture. Some industrial
croorganismos ruminales, los resultados mostrados aqui
indican que estas amilasas pueden ser Utiles y podrian
estar actuando sinérgicamente con las enzimaS‘Cuadro 1. Efecto de aIfa-amilase_l de‘!BgciI_Ius Iichen?fo'rmis
extracelulares sintetizadas por las bacterias amiloliticas (Takaterm L-340) en la digestionin vitro def almidon a
las 12 h de fermentacion.
cultivadasn vitro dadas las condiciones de temperatura, Table 1. Effect of Bacillus licheniformis alfa-amylase (Takaterm
pH, solucién, mezcla, etc. Algunas cepas industriales de L-340) in vitro starch digestion at 12 h of fermentation.
Bacillus licheniformigIngle y Erickson, 1978; Declerk
et al, 1997) pueden tener condiciones de actividad cer-

Concepto Digestionin vitro del almidon, %

canas a las caracteristicas fisicoquimicas del rumen, y Seestigo 38.48h
podrian investigar en rumiantes alimentados con dietasilfa-amilasa 59.93b
basadas en granos con tasas de digestion bajas e interrfe= 0.74
dias, como sorgo y maiz Grano de sorgo 30.4%
! . goy T ; Sorgo rolado con vapor 50.72e
La estabilidad de la enzima podria no ser un factor devajz 66.48d
limitacién para su uso en la alimentacién animal. En el EE 0.91

experimento de Romeret al(1992), las amilasas se . L .

| | ali ¢ di tes de | l ¢ Efecto de la enzima, estadisticamente diferentes (p<0.0001).
m?zc aron con el alimento u.n Ia_an es elaa Im?n a Efecto del tipo de grano, estadisticamente diferentes (p<0.0001).
cién, como se usan otras enzimas fibroliticas comesgia  EE = Error estandar
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sin embargo, las amilasas pueden ser estables por mayatrains ofBacillus licheniformis(Ingle and Erickson,
tiempo. La glucosa isomeraza, una enzima comercial uti-1978; Declerlet al, 1997) may have conditions of activity
lizada en la industria panadera, tiene un tiempo de videclose to the physico-chemical characteristics of the rumen
media entre 15 a 25 dias mezclada con el almidén; otraand they could be studied in ruminants fed with high grain
enzimas son activas por un afio cuando se mezclan codiets of slow and intermediate digestion rate such as
almidén y la humedad es baja (Potthast, 1978). sorghum and corn.

El uso de enzimas exégenas podria ser un método The stability of the enzyme might not be a limiting
eficiente para incrementar la digestion del almidon. La factor for its use in animal nutrition. In Romezb al.
actividad amilolitica de las bacterias ruminales se incre-1992, amylases were mixed with food a day before the
menta cuando los granos se adicionan a dietas (Palmquiseeding, the way in which other commercial fibrolytic
y Baldwin, 1966), y puede aumentarse con la mezcla deenzymes are used. However, amylases can be stable for a
granos en dietas altas en concentrados (Menrgtoalg longer time. Glucose isomerase, a commercial enzyme
1991). La actividad amilolitica varia segun el substratoused in the baking industry, has an average life span of
utilizado por las bacterias (Cotta, 1988) y protozoarios 15 to 25 days mixed with starch; other enzymes are active
(Coleman, 1986), pero la mas alta actividad de cualquierup to one year when mixed with starch and humidity is

microbio del rumen es inferior a la actividad Bakillus low (Potthast, 1978).
licheniformis industrial hipermutante (Decler&t al., Use of external enzymes could be an efficient method
1997; Sidhwet al, 1997). to increase starch digestion. Amylolytic activity of ruminal

Los resultados de este experimento indican que la di-bacteria increases when grains are added to the diet
gestiénin vitro del almidén se increment6 55% con la (Palmquist and Baldwin, 1966), and could increase with
amilasa industrial termoestable. Se podria esperar ungrain mixtures in highly concentrated diets (Mendetza
actividad mas alta si la degradacion ruminal de las enzimasl., 1991). Amylolytic activity also varies according to
es manipulada por ingenieria genética cambiando la conthe substrate used in bacteria (Cotta, 1988) and protozoa
figuracién de la enzima (Klibanov, 1983) por enlaces (Coleman, 1986), but the highest activity of any rumen
covalentes (Horigomet al, 1974) o por glucosilacién.  microbe is lower than the activity of industrial

hypermutanBacillus licheniformigDeclerk et al., 1997;
CONCLUSIONES Sidhu et al., 1997).
The results of this experiment indicate thatitro
La adicion de amilasas termoestablesBaeillus starch digestion increased by 55% with the industrial

licheniformisincrement6 la digestiéim vitro del almi- thermostable amylase. A higher activity could be expected
doén de los dos granos. Por tanto, es posible que estaéruminal enzyme degradation is manipulated by genetic
amilasas también aumenten la digestibilidadivo del engineering, changing the enzyme configuration

almidén de granos con tasa de digestién lenta e intermefKlibanov, 1983) by covalent bonding or by glucosilation
dia y, de esa manera, se mejoraria la eficiencia de dietafHorigomeet al, 1974).
COon esos granos.
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