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RESUMEN

Se evalud la capacidad de degradacidn de sustratos altamente fibrosos por 18 aislados funga-
les ruminales en fermentaciones de 120 horas utilizando como tnica fuente de carbono pasto
colosuana (Bothriochloa pertusa). Dentro del ensayo se incluyeron aislados pertenecientes
a los géneros Neocallimastix, Orpinomyces y Piromyces. De acuerdo con los pardmetros
del modelo de Gompertz, la fase de adaptacion de los aislados fue de 23,8 horas (h) + 4,20,
con una produccién de gas promedio de 195 ml/g sustrato + 7,52, con un tiempo en alcanzar
la mitad de la produccién de gas entre las 35 y 55 h. La mayor tasa mdxima de produccién
de gas (TMPG) fue de 5,7 ml/h, perteneciente a un aislado del género Orpinomyces. Se
observo una degradacion de la materia seca (MS) de 58% =+ 2, y de la fibra en detergente
neutro (FDN) de 46% + 2 en promedio para todos los aislados fungales. La produccién total
de dcidos grasos voldtiles (AGV) fue de 22,04 + 1,5 mM, con una proporcion molar de dcido
acético de 0,93% =+ 0,01 para el promedio de los 18 aislados. Los valores maximos de las
actividades enzimadtica carboximetilcelulasa (CMCasa), celulasa microcristalina y xilanasa
fueron 9,56, 1,39 y 303,12 UI respectivamente, confirmando la preferencia de los hongos
ruminales hacia los sustratos hemiceluldsicos. Se realiz6 un andlisis de factores principales,
y los aislados se agruparon por medio de un andlisis de conglomerados. Fueron selecciona-
dos cinco aislados fungales los cuales presentaron la mayor diversidad en los pardmetros
evaluados, principalmente en degradacion de MS, FDN vy las actividades enzimdticas. Se
selecciond un aislado del género Neocallimastix, dos del género Orpinomyces, y dos del
género Piromyces.
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FIBROLYTIC ACTIVITY OF ISOLATED RUMINAL FUNGI
FROM TROPICAL ECOSYSTEMS
ABSTRACT

The ability of eighteen isolated ruminal fungi to degrade highly fibrous substrates was eva-
luated by fermentations lasting 120 hours. The graminea Bothriochloa pertusa was used as
the unique carbon source. The experiment involved isolates belonging to the Neocallimastix,
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Orpinomyces and Piromyces genera. According to the Gompertz model, the establishment
phase of the isolated fungi was on average 23,8 h + 4.20, and reached a gas production level
of 195 ml/g DM + 7,52. The half gas production was achieved between 35 and 55 hours and
varied with each ruminal fungi. The highest value of the maximum gas production rate from
all the isolated fungi was 5,7 ml/h; this was produced by an isolated of Orpinomyces genus.
The degradability of dry matter (DM) and neutral detergent fibre (NDF) of al the isolated
fungi was on average 58% + 2 and 46 % =+ 2, respectively. With regard to volatile fatty acids
(VFA) production all of the isolates were on average 22,04 mM = 1,5; with an acetic acid
proportion of 93% =+ 0,01. The highest values of fibrolytic activity for carboxymetyl cellu-
lase, microcrystalline cellulase and xylase were 9,56, 1,39, 303,12 international units (UI),
respectively; this confirmed preferences toward hemi-cellulosic substrates by ruminal fungi.
Five isolated fungi with the most diversity in the evaluated parameters, principally in terms
of degradability of DM, NDF and enzymatic capacity were selected by principal component
analysis (PCA), followed by grouping clusters. These isolates were one Neocallimastix, two
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Orpinomyces and two Piromyces genera.
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INTRODUCCION

Los recursos forrajeros juegan un papel
fundamental en la nutricién de rumiantes y
proveen mds del 90% de la energfa consumi-
da por los mismos en todo el mundo (1, 2). El
rumiante tiene la capacidad de transformar
estos recursos (3) en proteina de alta calidad
(4), ya que presentan un sistema unico que
involucra una lenta fermentacion pregdstrica
llevada a cabo por bacterias, protozoarios y
hongos, que proveen al animal hospedero de
nutrientes (3).

Sin embargo, la conversion real de los
forrajes a productos animales no es muy efi-
ciente, condicion ain mds critica en forrajes
tropicales, en los cuales la digestibilidad de
la MS es aproximadamente 13% menor que
para forrajes de zona templada (5, 6) debi-
do, entre otros aspectos, a factores como el
mayor contenido de fibra y la presencia de
compuestos del metabolismo secundario
vegetal como la lignina (7, 6).

Teniendo en cuenta los anteriores as-
pectos, uno de los retos actuales para la
ganaderia en general, pero especialmente
para la del trépico, es aumentar la eficien-
cia de utilizacion de la fibra de los forrajes
y materiales toscos utilizados en nutricion.
En la bisqueda de alternativas para alcanzar

dicho objetivo se encuentra el uso de enzi-
mas exdgenas, las cuales pueden utilizarse
directamente sobre la dieta o durante algin
tipo de procesamiento del forraje (ensilaje).

La poblacion microbial ruminal presenta
una fuente extensa pero hasta ahora subutili-
zada de enzimas con potencial industrial (8,
9, 10). Los hongos ruminales son capaces de
degradar los polimeros de la pared celular
vegetal mds resistentes (11), y las celulasas y
xilanasas que producen han sido clasificadas
dentro de las enzimas fibroliticas mds poten-
tes (8).

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar aislados de hongos anaerobios pertene-
cientes al Banco de Germoplasma de Micro-
organismos con Interés en Nutricién Animal
(ICA-Corpoica-Ministerio de Agricultura
de la Republica de Colombia), haciendo
énfasis en la actividad enzimdtica sobre la
pared celular vegetal, y la degradacion de
compuestos lignoceluldsicos, seleccionando
cinco aislados promisorios para posteriores
investigaciones referentes a la cinética de
degradacion de dichos compuestos.

MATERIALES Y METODOS

Se llevaron a cabo dos fermentaciones
con 18 aislados fungales puros y un indculo
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con fluido ruminal completo (por triplicado
para ambos casos), en botellas con una ca-
pacidad de 50 ml, a partir de las cuales se
realizaron las mediciones de produccion de
gas y se obtuvieron los extractos utilizados
en la evaluacion de actividad enzimatica.

Aislados fungales. El Banco de Germo-
plasma de Microorganismos con Interés en
Nutricion Animal suministro dieciséis aisla-
dos fungales, nueve del género Orpinomyces
y siete del género Piromyces, procedentes
de muestras de heces frescas de animales
de las razas bovinas criollas colombianas
Romosinuano, Harton del Valle y Lucerna.
Adicionalmente, se realizé el procedimiento
de aislamiento de aislados fungales a par-
tir de heces frescas de animales de la raza
Holstein para obtener aislados del género
Neocallimastix. Para tal efecto se utilizé el
protocolo seguido por el Banco de Germo-
plasma de Microorganismos con Interés en
Nutricion Animal.

Durante el tiempo de evaluacidn, los ais-
lados fungales fueron mantenidos a 39 °C,
en anaerobiosis, sin agitacion, en el medio
de cultivo Bauchop (12) (por cada 100 ml:
extracto de levadura, 0,1 g; peptona, 0,1 g;
NaHCQO,, 0,5 g; HCI L-cisteina, 0,3 g; sulfito
de sodio, 0,7 g; resazurin, 0,0001 g; solucién
mineral A, 16,5 ml, solucién mineral B, 16,5
ml, fluido ruminal clarificado, 17 ml; agua
destilada, 50 ml), utilizando como tnica
fuente de carbono pasto B. pertusa (PC
7,1%, FDN 79,7%, FDA 51,4%, hemicelu-
losa 28,3%, celulosa 38,5%, lignina 10,2%)
molido a 2 mm. Posterior a la inoculacion
se adiciond una solucién de antibidticos
(streptomicina, 0,25%; ampicilina, 1%; clo-
ramfenicol, 0,50% vy tetraciclina, 0,20%) y
vitaminas del complejo B (por cada 100 ml
de solucion vitaminica: biotina, 20 mg; dcido
folico, 20 mg; piridoxina monohidroclorada,
100 mg; riboflavina, 50 mg; tiamina, 50 mg;
dcido nicotinico, 50 mg; 4cido pantoténico,
50 mg; dcido 4- aminobenzdico, 50 mg). La

transferencia al nuevo medio de cultivo se
realizé por inoculacién con fragmentos de
forraje colonizado entre a las 96 h.

Produccidn de gas. La produccion de gas
fue medida durante las dos fermentaciones
en cada una de las tres réplicas por cada ais-
lado fangal, y las tres del inéculo mixto me-
diante la técnica descrita por Theodorou et
al (13) utilizando un transductor de presion
manual. Las mediciones fueron tomadas a
las 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 y
120 horas de la fermentacion.

Los datos de produccion de gas acumu-
lado fueron ajustados al modelo exponencial
doble de Gompertz y=a*exp-(exp(b-c*X))
(14, 15), y se calcularon los pardmetros del
modelo para cada tratamiento (a, b, ) a par-
tir de los cuales se obtienen los valores: hora
al punto de inflexién (HPI) (b/c), ml de gas
al punto de inflexion (GPI) (a/e), tasa maxi-
ma de produccion de gas (TMPG) (ml/h)
((@*c)le) y fase lag (FL, establecimiento mi-
crobial, h) {((a*c)/e) — (a/e) * b/c) / ((a*c)/e)}.

Degradacion in vitro. Finalizado el pe-
riodo de incubacion (120 horas), se recuperd
el residuo de cada botella y se determind la
degradacion de la MS (DMS) por diferencia
de peso. A partir de este residuo se estimé la
degradacion del FND (DFDN) utilizando el
procedimiento reportado por Van Soest (16).

Actividad enzimdtica fungal. Los extrac-
tos enzimadticos fueron obtenidos a partir de
la fraccion liquida del medio de cultivo uti-
lizado para el crecimiento de los diferentes
aislados en las fermentaciones de 120 horas.
Las muestras fueron tomadas de dos réplicas
de cada aislado, depositadas en tubos eppen-
dorf, y mantenidas a -20 °C hasta su uso en
las diferentes pruebas.

La actividad enzimdtica CMCasa celula-
sa microcristalina y xilanasa fueron estima-
das con la metodologia reportada por Zhu et
al (17). Los sustratos de reaccion utilizados
para la determinacién de las actividades
CMCasa, celulasa microcristalina y xilanasa




REV. MED. VET. Zoot. 2007. 54:257-270

INVESTIGACION

fueron carboximetilcelulosa de baja viscosi-
dad (CMC) (Sigma), celulosa microcristalina
y xilano soluble (18) respectivamente [0,6%
(p/v) sustrato disuelto en buffer fosfato, pH
6,5]. La mezcla extracto enzimatico-sustrato
se incubd a 39 °C por 1 h para las actividades
CMCasa y celulasa microcristalina y por 30
min para la actividad xilanasa. Los azicares
reductores liberados durante la incubacién
fueron estimados por el método descrito por
Somogyi (19) utilizando un espectrofotome-
tro (Milton Roy. Spectronic 601) para leer
la absorbancia del complejo cobre-aziicar-
arsenomolibdato a 540 nm.

Las diferentes actividades enzimadticas
fueron expresadas en Unidades Internacio-
nales (UI), una UI es la cantidad de pmoles
de azicares reductores liberados min/ml
de producto enzimdtico no diluido, bajo las
condiciones del ensayo como lo proponen
Colombatto y Beauchemin (20).

Acidos grasos voldtiles (AGV). Las
muestras para AGV se analizaron por cro-
matografia de gases teniendo en cuenta el
procedimiento reportado por Peters et al
(21). Se utilizé un cromatégrafo de gas Au-
toSystem XL Perkin Elmer adaptado con
un detector de ionizacién de llama y una
columna de capilaridad Perkin Elmer FFAP
(longitud: 30 m, didmetro: 0,32 mm, mem-
brana: 0,25 um). El gas transportador fue
nitrégeno (grado cromatogrdfico), las tem-
peraturas de deteccion e inyeccion fueron
200 °Cy 180 °C, respectivamente. Los datos
fueron manejados por medio del programa
Turbochrom-PE NELSON.

Andlisis estadistico. La normalidad del
error para cada una de las doce variables
incluidas en este estudio fue evaluada me-
diante el procedimiento de Shapiro-Wilk.
El andlisis estadistico se realizé mediante el
procedimiento GLM de SAS, version 8 (SAS
Inst., Inc., Cary, NC), utilizando un disefio
de bloques al azar, en donde la fermentacién
fue el factor de bloqueo, y los aislados fun-

gales sirvieron como factores de variacion.
Las medias se compararon utilizando la
prueba de Tukey.

Para la seleccion de los aislados promi-
sorios se realizé un andlisis de factores prin-
cipales utilizando el procedimiento Factor
(Method = principal) del paquete estadistico
SAS, version 8 (SAS Inst., Inc., Cary, NC).
Posteriormente, se realiz6 un andlisis de
conglomerados utilizando el procedimiento
Cluster (algoritmo de Ward), del mismo pa-
quete estadistico.

RESULTADOS

Aislados fungales. Se obtuvieron dos
aislados fungales clasificados dentro del
género Neocallimastix, completando los 18
aislados empleados en las fermentaciones.

Produccién de gas. La mayoria de los
aislados no presentaron diferencias en la
produccion de gas acumulada a las 120 h,
debido a las diferencias observadas entre las
réplicas de algunos de éstos. Sin embargo,
se encontraron diferencias de 22 ml de gas
entre los aislados de mayor y menor produc-
cion, como se observa en la Tabla 1.

El promedio de produccién de gas acu-
mulado a las 120 h de fermentacion fue
de 194,77 ml. El aislado con mayor la pro-
duccién de gas acumulé 207,37 ml, siendo
superior (P < 0,05) al gas acamulado por los
aislados de menor produccién cuyo rango
estuvo entre 187,75 y 185,48 ml de gas. Aun
cuando no se realizaron comparaciones te-
niendo en cuenta el volumen de gas acumu-
lado con el in6culo de fluido ruminal, éste
(209,66 ml) fue similar al observado con el
aislado con mayor acumulacion de gas.

Se observaron diferencias (P < 0,05)
entre aislados fungales en relacion con las
horas requeridas para alcanzar el 50% de
su produccién de gas, como se indica en la
Tabla 1. En promedio, los 18 aislados requi-
rieron de 43,08 h, con un rango entre 35,4 y
54,6 horas.
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Tabla 1. Produccion de gas (ml), hora en alcanzar la mitad de la produccion de gas, degradacion
de la materia seca (DMS, %) y degradacion de la fibra en detergente neutro (DFDN, %)

Aislado Gas 120 h (ml) Hora 50% de gas DMS (%) DFDN (%)
Orpi. 1 187,7¢ 52,0 61,5° 50,8¢
Neo. 1 205,42 45,4204 57,2% 43,5
Neo. 2* 196,520 53,4% 55,52 44,3
Orpi. 2¢ 203,7¢b¢ 35,4¢ 58,42 48,0
Orpi. 3* 207,4° 43,8¢de 58,82 45,42
Orpi. 4* 205,42 45,370 58,62 46,2
Orpi. 5* 191,4bcd 37,3% 57,93 44,62
Orpi. 6* 191,6b¢d 47,53b¢ 57,1 42,10
Orpi. 7¢ 200,620 42,30 57,62 46,0
Orpi. 8* 186,21 39,900 56,6 " 47,82
Piro. 1* 199, 2abed 36,8¢ 57,82 45,82
Piro. 2* 189,2¢¢ 42,30t 56,72 46,12
Piro. 3* 192,4bcd 40,4 % 57,92 44,8
Orpi. 9* 187,8¢ 54,62 56,8 2" 46,12
Piro. 4* 193,70 38,4cde 58,32 48,12
Piro. 5* 185,5¢ 42,00 58,62 44,0
Piro. 6* 186,6¢ 40,8¢d 58,7° 44,12
Piro. 7¢ 193,7bcd 37,8¢de 51,3° 44,9
FR 209,7 241 59,4 48,7

* Aislados de la costa Caribe colombiana, *aislados de la Sabana de Bogotd, *aislados del Valle del Cauca.
Los valores promedios de FR no fueron comparados con los aislados fungales.
Valores medios por columna con diferente letra son significativamente diferentes (P < 0,05)

Al analizar los datos de produccién y
acumulacion de gas a través del modelo de
Gompertz, como se enuncia en la Tabla 2,
los aislados fungales presentaron una fase
de establecimiento promedio de 23,80 h.
Las mayores producciones de gas esperadas
() tendrian un rango de acumulacién de
gas entre 206,63 y 207,67 ml/g sustrato. La
mayoria de los aislados no presentaron dife-
rencia (P > 0,05) en las variables obtenidas

a partir de los pardmetros del modelo (FL,
HPI, GPI y TMPG). El aislado con la ma-
yor TMPG produce 1,65 ml mds de gas por
hora que los aislados con menor TMPG. En
relacién con la HPI, el menor tiempo fue de
30,81 h, en comparacién de 48,37 h prome-
dio de los aislados con los valores menores
de HPI, observdndose una diferencia de 18
h y el GPI present6 una diferencia de 8§ mL
entre los aislados de mayor y los de menor
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Tabla 2. Parametros del modelo de Gompertz para 18 aislados fungales y fluido ruminal (FR) obte-

nidos a partir de fermentaciones de 120.

Aislado Parametro modelo de Gompertz
fungal a b c HPI GPI TMPG FL
Orpi. 1 190,50%  8,97% 0,193f 46,10 70,072 4,07¢ 28,97
Neo. 1 206,63¢ 9,37 0,233%cde 40,320 76,00¢ 5,33 26,0420
Neo. 2 201,672 8,57 0,180f 47,707 74,20% 4,03¢ 28,95%
Orpi.2¥  198,83%* 1710 0,253 30,81° 73,13z0e 5,532 17,61¢
Orpi. 3¢ 207,67° 8,63 0,223cde  38,640cde 76,40° 5,10%c  23,67bcd
Orpi. 4 206,63¢ 9,202 0,230bc¢c  40,12b¢¢ 76,032 5,23 25,600
Orpi. 5 191,972 7,83 0,24 3abed 32,38¢% 70,63%c  5,138b¢ 18,61¢
Orpi.6*  192,73%  10,03%®  0,237°°°% 42,442  70,90%  500%°  28,29%¢
Orpi. 7# 201,672 8,03° 0,220 36,59¢d 74,20% 4,90t 21,350
Orpi. 8* 186,53  8,40% 0,243abcd 34,43 68,63>c  5,03%c  20,71bcd
Piro. 1* 199,472 8,332 0,260° 32,11¢ 66,77°¢ 5,70° 19,21¢d
Piro. 2} 189,9 ab* 9,172 0,2472b¢ 37,29 69,872  5,132b¢ 23,71
Piro. 3* 192,97 9,00% 0,2532® 35,584 71,00%c 5,37 22,39bcd
Orpi. 9* 190,13%®¢  10,60° 0,217¢ 49,042 69,93 4,53 33,542
Piro. 4* 194,172 8,67 0,257* 33,86°¢ 71,4320 5,47% 20,820
Piro. 5* 186,07 9,47% 0,253 37,22 68,43 5,20  24,09bc
Piro. 6* 183,10¢ 9,232 0,24 3abed 37,81¢de 67,400 4,93v¢ 24,12b¢d
Piro.7*  194,20® 877 0,260° 33,430 71,4320 5,57 20,64¢cd
FR 210,47 3,4 0,197 17,46 77,43 4,57 0,67

* Aislados de la costa Caribe colombiana, taislados de la Sabana de Bogotd, Faislados del Valle del Cauca para cada

columna, medias con letra diferente son estadisticamente diferentes (P < 0,05). Los pardmetros analizados fueron:

a) maxima produccion de gas, b) coeficiente que da forma a la curva, c) tasa de maduracidn, tiempo al punto de

inflexion (HPLh), gas al punto de inflexion (GPI, mL), tasa mdxima de produccién de gas (TMPG, ml/h) y fase de

establecimiento microbial (FL, h). Los valores promedios de FR no fueron comparados con los aislados fungales.

acumulacion de gas. Asf{ mismo, el tiempo
de establecimiento de los aislados oscilé
entre 18,11 y 33,54 h.

Degradacion de MS y FDN. La degra-
dacién de la MS vari6 entre 51,3 y 61,5%,
como se muestra en la Tabla 1, presentando
diferencia (P < 0,05) de 8,8% entre los ais-
lados con las mayores degradaciones y el de
menor degradacién. Al utilizar fluido rumi-
nal como indculo la degradacién de la MS

fue de 59,39%. El porcentaje de degradacion
de FDN, presentado en la Tabla 1, mostro
una diferencia (P < 0,05) de 8,7% entre las
medias del aislado con mayor y con menor
degradacion.

Actividad enzimatica. Los valores ob-
tenidos para las diferentes actividades enzi-
mdticas por cada aislado fungal se enuncian
en la Tabla 3. La actividad CMCasa oscilé
entre 7,07 y 9,56 Ul y la mayorfa de aislados
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Tabla 3. Actividades enzimaticas (Ul) carboximetilcelulasa (CMCasa), celulasa microcristalina 'y
xilanasa de 18 aislados fungales y fluido ruminal (FR)

. Celulasa .
*
Aislado CMCasa (UI*) microcristalina (Ul) Xilanasa (Ul)
Orpi. 1" 8,06 1,092 300,242
Neo. 1 7,07° 0,67 2bed 281,862
Neo. 2" 9,56° 0,33 232,86¢
Orpi. 2¢ 8,771 0,73 2bcd 274,262b¢
Orpi. 3¢ 7,622 0,19¢ 302,38°
Orpi. 4* 8,702 0,48 303,12¢
Orpi. 5* 9,01 0,9582bcd 262,082b¢
Orpi. 6* 8,44 0,43 296,622
Orpi. 7* 7,722 0,48¢ 273,42
Orpi. 8¢ 7,16° 0,124 270,742
Piro. 1* 8,43 0,40%¢ 273,383be
Piro. 2* 8,692 0,49cd 286,282
Piro. 3* 9,09 0,51 bed 233,06¢
Orpi. 9* 8,372 0,602bcd 286,782
Piro. 4 7,862 0,67 2bed 278,602b¢
Piro. 5* 7,782 0,40¢¢ 252,72¢¢
Piro. 6% 172 1,392 297,722
Piro. 7* 8,06 1,322 281,18
FR 3,22 0,93 33,66

* Aislados de la costa Caribe colombiana, *aislados de la Sabana de Bogotd, *aislados del Valle del Cauca.

Los valores promedios de FR no fueron comparados con los aislados fungales. Valores medios por columna con

diferente letra son significativamente diferentes (P < 0,05).

* Ul= pmoles de azicares reductores liberados min/ml de producto enzimdtico no diluido, bajo las condiciones del

ensayo.

no mostraron diferencias entre si. Se obser-
vé una diferencia (P < 0,05) de 2,45 Ul entre
el aislado con la mayor actividad y los de
menor actividad. La actividad celulasa mi-
crocristalina oscil6 entre 0,12 y 1,39 UI, con
una diferencia entre el aislado con mayor ac-
tividad y los aislados con menor actividad de
1,24 UI (89%). Para efectos comparativos, la
actividad celulasa microcristalina observada
cuando se us6 como indculo fluido ruminal
fue de 0,93 Ul, lo cual sitda a este indculo

en un punto intermedio superior entre todos
los aislados evaluados. El rango de actividad
xilanasa fluctué entre 232,86 y 302,75 Ul,
encontrdndose una diferencia (P < 0,05) de
70 UI entre los aislados de mayor y menor
actividad.

Acidos grasos voldtiles. La acumula-
cién de AGV enunciada en la Tabla 4 fue
similar para la mayoria de los aislados y va-
ri6 para el dcido acético entre 15,41 y 21,86
mM; para el dcido propidnico entre 1,11 y
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Tabla 4. Perfil de produccion de acidos grasos volatiles en concentracion molar (mM) por 18

aislados fungales y fluido ruminal (FR)

Concentracion (mM)

Aislado
fungal Acético Propionico Butirico Isobutirico AGV totales
Orpi. 1 15,41° 1,012 0,49° 0,20 17,10°
Neo. 1" 21,032 0,972 0,48° 0,18 22,67°
Neo. 27 19,042 0,90° 0,47° 0,17 20,58
Orpi. 2} 20,30° 0,92° 0,47° 0,17 21,862
Orpi. 3¢ 21,32° 0,962 0,49° 0,17 22,94°
Orpi. 4* 20,932 0,94 0,48" 0,17 22,512
Orpi. 5* 20,052 1,112 0,602 0,19 21,952
Orpi. 6* 19,672 0,962 0,47° 0,18 21,29
Orpi. 7# 20,00° 0,93° 0,46° 0,16 21,552
Orpi. 8¢ 19,14 0,92° 0,48" 0,17 20,712
Piro. 1# 21,182 0,96°° 0,47° 0,17 22,782
Piro. 2¢ 21,142 0,972 0,47" 0,16 22,742
Piro. 3* 21,632 0,99 0,48" 0,17 23,272
Orpi. 9* 21,232 0,982 0,47 0,16 22,842
Piro. 4* 21,862 0,99 0,47° 0,16 23,492
Piro. 5* 20,65° 0,982 0,47° 0,16 22,26°
Piro. 6* 21,10® 0,992 0,47" 0,16 22,722
Piro. 7# 21,772 1,012 0,47° 0,16 23,422
FR 32,07 17,54 5,01 0,96 55,57

*Aislados de la costa Caribe colombiana, faislados de la Sabana de Bogotd, *aislados del Valle del Cauca.

Los valores promedios de FR no fueron comparados con los aislados fungales.

Valores medios por columna con diferente letra son significativamente diferentes (P < 0,05).

0,90 mM; para el dcido butirico entre 0,46
y 0,60 mM, y para el 4cido isobutirico entre
0,16 y 0,20 mM; siendo el 4cido acético el
principal AGV producido. Como referencia
la produccion de dcido acético, propidnico,
butirico e isobutirico observada con fluido
ruminal fue de 32,07, 17,54, 5,01 y 0,96 mM
respectivamente, obteniendo una produccién
total de AGV de 55,57 mM, 34 mM mads que
el promedio de los 18 aislados fungales.

La produccién de AGV en proporcién
molar (datos no mostrados), presentd poca
variabilidad entre la mayoria de los aislados,
con excepcion de un aislado que presentd di-
ferencia en la proporcion de todos los AGV
respecto a los demds.

Seleccion de aislados. Los datos obteni-
dos con las 12 variables se analizaron usan-
do el procedimiento de factores principales
de SAS. Se tomaron siete factores con los
cuales se predijo el 93,06% de la variabili-
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dad del conjunto de datos originales. Poste-
riormente, se realizé el andlisis de conglo-
merados a partir del cual se seleccionaron
doce grupos, dentro de los cuales se realizo
un proceso de seleccién a fin de identificar
cinco aislados. El método utilizado consistio
en la comparacion de medias para cada una
de las variables incluidas dentro del estudio,
utilizando como criterio la mayor diversidad
en los pardmetros evaluados, con especial
atencidn en la degradacion de FDN y en la
actividad enzimdtica. Cuatro de los cinco
aislados presentaron los mayores valores
para las diferentes variables (degradaciones,

produccion de gas, actividades enzimadticas,
produccion de AGV), y uno de ellos repre-
sentd los valores promedio de todos los ais-
lados. De los cinco aislados seleccionados
dos pertenecian al género Orpinomyces, uno
obtenido de un animal de la region Caribe
y el otro de la region del Valle del Cauca,
dos del género Piromyces, aislados de ani-
males de la region del Valle del Cauca, y un
Neocallimastix, aislado de un animal de la
Sabana de Bogotd. Los valores de las dife-
rentes variables de cada uno de los aislados
seleccionados se enuncian en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracterizacion de los aislados fungales seleccionados como promisorios a partir del

analisis de conglomerados

Orpi.1  Neo.1 Orpi.2 Piro.2 Piro.7 Promedio’
Produccion de gas
Prod gas 120 h (mL) 187,7 205,4 203,7 189,2 193,7 58,49
Hora ala mitad de prod gas 52,00 45,42 35,40 42,25 37,83 43,08
Degradaciones
Degradacion MS (%) 61,54 57,24 58,41 56,73 51,34 57,52
Degradacion FDN (%) 50,80 43,45 48,00 46,12 44,91 45,69
Actividades enzimaticas
Actividad CMCasa (Ul) 8,06 7,07 8,77 8,69 8,06 8,23
Actividad MICROCasa (Ul) 1,09 0,67 0,73 0,49 1,32 0,63
Actividad XILANasa (Ul) 300,24 281,86 274,25 286,27 281,17 271,07
Acidos grasos volatiles
AGV totales (mM) 17,10 22,67 21,86 22,74 23,42 22,04
Acético (mM) 15,41 21,03 20,30 21,14 21,77 20,41
Propiénico (mM) 1,01 0,97 0,92 0,97 1,01 0,97

' Valores promedio de todos los aislados evaluados en este estudio.
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DISCUSION

Tiempos similares de establecimiento
de aislados fungales ruminales a los encon-
trados en este estudio fueron reportados por
Mayorga (22) (20 horas) y por Theodorou
et al (23) (23-27 h) en aislados del género
Neocallimastix. Asi mismo, Li y Heath
(24) y Ho et al (25), reportaron una fase
de establecimiento de 24 horas en estudios
con aislados fungales monocéntricos de los
géneros Neocallimastix, Piromyces y Cae-
comyces, utilizando diferentes sustratos de
crecimiento. Sin embargo, aun cuando el
tiempo de establecimiento y desarrollo de
los aislados fungales ruminales es lento,
en comparacion con la poblacion bacterial,
diferencias de 15 horas de adaptacion entre
aislados de este estudio sugieren que algunos
de los aislados fungales evaluados presentan
caracteristicas metabdlicas especiales que
les permiten adaptarse mds rdpidamente a
sustratos altamente fibrosos (FDN = 80%).
De igual forma, la variacion entre aislados
en la acumulacién de gas, mostrada por la
diferencia de 17 horas en el tiempo requeri-
do para llegar a la mitad de la produccion de
gas, demuestra también la variabilidad en la
actividad sobre el sustrato entre aislados una
vez €stos se han establecido. Estas diferen-
cias se presentan entre géneros y dentro de
géneros fungales como lo reportan Sijtsma
y Tan (26) y Paul et al (9), y son confirma-
das en nuestro estudio ya que los aislados
con menor y mayor tiempo de adaptacion
corresponden al género Orpinomyces, y
fueron obtenidos de animales de la misma
zona agroecoldgica (Valle del Cauca).

Al analizar los valores de FL, HPI,
GPI y TMPG obtenidos con el modelo de
Gompertz se puede observar que los aisla-
dos con menor FL y HPI, no acumulan la
mayor cantidad de gas al lograr este punto,
ni tampoco presentan las mayores TMPG;
asi mismo, los aislados con una FL mds pro-

longada tampoco muestran la menor TMPG
ni GPI, lo cual indica que aunque un aislado
requiera de un menor tiempo de adaptacion
a un sustrato, no necesariamente logra la
mayor acumulacién de gas, el mayor valor
de TMPG, ni tampoco mantener esa tasa a
través del tiempo.

En este trabajo, en la degradacién de
la MS y del FDN se obtuvieron valores si-
milares a los reportados por otros autores,
como Akin et al (27), con valores para ta-
llos de pasto Bermuda (Cynodon dactylon)
de 45%, y de las hojas del mismo de 70%.
Asi mismo, Theodorou et al (23) reportaron
degradacion del 50% de la pared celular de
heno de ryegrass y Joblin y Williams (28), y
degradaciones de 37% en tallos de alfalfa.
Para algunos aislados del presente estudio,
la degradacion de FDN represento el 85% de
la MS degradada, mientras que para otros
solamente representd el 75%. Aunque estos
valores en general son altos, estas variacio-
nes generaron una correlacién baja (r*= 0,16)
entre los valores de desaparicion de MS y
de FDN. Tampoco se encontrd correlacién
positiva entre la degradacion de la MS, y la
degradacion del FDN con la acumulacion de
gas, ni con el tiempo para alcanzar la mitad
de la produccidn de gas, lo que sugiere que
aunque los procesos de desaparicion de MS
y de aparicién de gas estdn relacionados,
no estdan vinculados por relaciones lineales
como lo sugiere Williams (29).

El andlisis de las actividades enzimati-
cas obtenidas con los 18 aislados permite
confirmar la afinidad de los aislados funga-
les anaerobios por la degradacion de la fibra
observada en éste y otros ensayos (11, 12,
30, 31). La actividad CMCasa (endocelulasa)
obtenida con cualquiera de los aislados fun-
gales fue muy superior a la obtenida cuando
se usé el fluido ruminal completo como in6-
culo, cuya actividad fue solamente de 3,22
UI, menos del 50% de lo observado con el
hongo de menor actividad CMCasa. La ac-
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tividad enzimadtica celulasa microcristalina
(exocelulasa) presentd los menores valores
entre todas las actividades evaluadas en este
experimento, lo cual puede obedecer a la na-
turaleza recalcitrante de esta celulosa. Debe
recordarse que los sustratos celuldsicos y
hemiceluldsicos a los cuales normalmente
estdn enfrentados los microorganismos ru-
minales en nuestras condiciones tropicales
no son de tan dificil degradacién, ni tan
homogéneos en su estructura quimica como
la celulosa microcristalina, donde el ataque
enzimdtico solo sucede en los extremos de
la molécula.

A diferencia de la actividad celulolitica,
la actividad xilanolitica mostré los mayo-
res valores. En promedio, los 18 aislados
presentaron una actividad 7,5 veces mayor
(277 UI) a la observada con el indculo de
fluido ruminal (36,7 UI). Esto corrobora las
observaciones de Mayorga et al (32), quie-
nes reportaron con el hongo Neocallimastix
frontalis NFT 101 una actividad endoxilano-
litica 100 y 1000 veces mayor a la actividad
CMCasa y exopoligalacturonasa, respectiva-
mente. Por su parte, Barahona et al (33) re-
portaron valores de actividades enzimadticas
alrededor de 109 UI de CMCasa, y de unos
350 UI de xilanasa a partir de un extracto
puro del hongo anaerdbico Neocallimastix
hurleyensis. Asi mismo, Paul et al (9) repor-
taron que el extracto crudo obtenido de la
fermentacion de un hongo aislado del toro
azul salvaje (Boselaphus tragocamelus) pre-
sentd una actividad enzimdtica CMCasa de
75 Ul y xilanasa de 367,5 UL Sin embargo,
otros autores como Tripathi et al (34) repor-
tan actividades enzimdticas CMCasa al re-
dedor del doble que las actividades xilanasa
en aislados fungales de toro azul salvaje.

Aun cuando la degradacion del sustrato
(MS y FDN) fue similar para los aislados
puros y para el inéculo con FR, la acumu-
lacion de AGV difiri6 en 34 mM menos
para los aislados fungales. Esta diferencia

puede deberse a que no fue cuantificada la
acumulacion de dcido férmico, el cual pue-
de representar valores cercanos al 50% de
los AGV totales, como lo reporta Mayorga
(22), cuando el hongo crece sobre sustratos
fibrosos.

Al analizar cada uno de los AGV res-
pecto a su proporciéon molar, se encontrd
que el comportamiento del unico aislado
proveniente de la costa Caribe colombiana
(Orpi. 1) difiri6 de los demds. La proporcion
de dcido acético fue menor (P < 0,05) a la
de los demds aislados, y la proporcién de
los demds AGV cuantificados (propidnico,
butirico e isobutirico) fue mayor; a su vez,
este aislado fue el de menor produccion de
gas, pero el que obtuvo las mayores degra-
daciones de MS y FDN (61,54 y 50,80%,
respectivamente), sugiriendo caracteristicas
metabdlicas especiales.

Es importante tener en cuenta que en
los cultivos puros de hongos, ademds de los
compuestos gaseosos (CO,e H)) y de los
AGYV, se produce etanol y los dcidos formi-
co, lactico y succinico (35, 24, 36, 37, 38),
algunos de los cuales incorporan hidrégeno
del medio durante el transcurso de las vias
metabdlicas en las que son intermediarios
o productos finales (37,38), éstos no son
cuantificados a través de la medicién de la
produccion de gas. Por tanto, la produccion
de gas no siempre serfa un indicativo preciso
de la actividad real del hongo sobre el sus-
trato. Asi mismo, Brown et al (39) reportan
que en fermentaciones en las cuales se pro-
duce mayor cantidad de dcido propionico, la
produccion de gas que se mantiene para ser
cuantificado es menor.

CONCLUSIONES

Aun cuando los pardmetros del modelo
exponencial de Gompertz son un indicativo
del comportamiento individual de cada ais-
lado fungal, y nos permiten predecir para
una hora especifica la produccion de gas
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esperada; para efectos practicos de selec-
cion se deben tener en cuenta todos los pa-
rdmetros obtenidos en conjunto, ademds de
otros de mayor relevancia biolégica, como la
degradacion del sustrato (MS y FDN), y las
actividades enzimadticas.

Con base en las observaciones de acu-
mulacion de gas de los diferentes aislados, la
comparacion de la actividad enzimdtica y las
degradaciones debe realizarse no solamente
en el punto final de la fermentacidn, sino en
puntos intermedios, lo cual permitird carac-
terizar la dindmica temporal de las mismas
para cada uno de los aislados, y obtener las
relaciones entre las actividades y la degra-
dacién de la MS y del FDN, la produccién
de gas y, de ser posible, tener en cuenta el
crecimiento del hongo.

Todos los aislados fungales mostraron
una especializacion hacia la degradacion de
hemicelulosa, ya que la mayor actividad en-
zimadtica observada fue la xilanolitica (277
Ul en promedio), la cual presentd valores 34
veces mayores que la actividad CMCasa, y
440 veces mayores que la actividad obser-
vada sobre celulosa microcristalina. La acti-
vidad xilanasa en relacion con la presentada
por el indculo mixto de FR fue 34 veces
mayor.

Se recomienda, en estudios posteriores,
la evaluacion de diferentes sustratos para
el crecimiento fangal, y la evaluacion de
las actividades enzimdticas de los extractos
producidos con los mismos. Asi mismo, se
sugiere la inclusion de pruebas para evaluar
la actividad de remocidn de lignina de estos
aislados, a fin de poder asociarla con las
degradaciones de FDN observadas en los
mismos.
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