ALIMENTACION

Qué enzima es la mejor para mi?

Meétodos mn vitroen la evaluacion de productos enzimaticos

Hay muchos [actores a lener
en cuenta a la hora de
evaluar un producto
enzimatico. Este articulo
destaca algunas de las
consicleraciones mas
importantes en relacion a las
pruebas i vitro con enzimas
destinadas al pienso.
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as enzimas constituyen una

nueva categoria de aditivos pa-

ra piensos que provienen de

campos tecnologicamente rela-
cionados tales como la industria cerve-
cera, la de panaderia o la de zumos de
fruta. La aplicacion de enzimas en los
piensos para animales es muy reciente
en muchos paises de la UE. Conse-
cuentemente, las industrias elaborado-
ras de piensos y las integraciones de
aves y cerdos que desean utilizar tec-
nologia de enzimas, tienen que afron-
tar una dificil eleccion a la hora de
seleccionar el producto  enzimatico
mas adecuado y mas rentable.

La mejor manera de elegir el pro-
ducto idoneo son las pruebas seriadas
de nutricion en animales, usando las
enzimas candidatas. Sin embargo, las
pruebas de campo consumen mucho
tiempo y resultan muy caras. Los mé-
todos de analisis # vitro pueden ayudar
durante el proceso de toma de la deci-
sion, ya que permiten la comparacion
de la calidad del producto antes del
inicio de pruebas de campo, con lo
cual se pueden excluir los productos
inadecuados. Los ensayos i vitro tam-
bién pueden utilizarse en programas
de control de calidad para evaluar los
lotes comerciales de las preparaciones
enzimaticas ¢ incluso para medir la
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Fig. 1.

actividad de las enzimas en el pienso
acabado.

Los polisacaridos de cadena larga,
como los f-glucanos, hemicelulosas y
pectinas, estin presentes en muchas
materias primas de los piensos (cua-
dro I). En el caso de la cebada y el tri-
go, el elevado contenido en B-gluca-
nos y/o pentosanos (hemicelulosas)

reduce la digestibilidad de estos cerea-
les, especialmente en el caso de broi-
lers jovenes y lechones (fig. 1). Los
f-glucanos y los pentosanos causan
tambien problemas de heces viscosas
(«sticky droppings») y de escasos ren-
dimientos en el crecimiento, por lo
que los piensos tradicionales para mo-
nogastricos jovenes se formulan con
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PIENSOS

Fig. 2. Células de endospermo de cebada. Las células de
las paredes celulares contienen R-glucanos que no pueden
ser digeridos por los animales monogastricos. Consecuente-
mente, los lechones y broilers jovenes tienen una capacidad
limitada para degradar las paredes de las células del ger-
men de la cebada y para acceder al almidon y las proteinas
contenidos en el interior de las mismas.

Fig. 3. Células de endospermo de cebada después del tra-
tamiento con R-glucanasas de cebada. Las R-glucanasas
han degradado los B-glucanos de las paredes celulares, libe-
rando de este modo el almidon, las proteinas y las grasas
contenidos en la célula, los cuales estan ahora disponibles
para ser digeridos por las amilasas, las proteasas y las lipa-
sas endogenas del propio lechén o broiler.

concentraciones limitadas de cereales
como cebada, trigo, triticale, etc.

De forma similar, el contenido
combinado de hemicelulosa y pectina

Fig. 4. Células de endospermo de tri-
go. Las paredes celulares contienen
pentosanos (hemicelulosas) que los ani-
males monogastricos no pueden digerir.
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que se da en varias fuentes de pro-
teina, como el girasol, la colza y los
guisantes, también causa problemas
tales como huevos sucios en ponedo-
ras o rendimientos sub-Optimos en
broilers y lechones.

Sin embargo, cuando la cebada, el tri-
go y/o el girasol son baratos y abundan-
tes y el maiz y/o la soja son caros, resulta
muy atractivo, desde el punto de vista
comercial, el poder ser capaz de formu-
lar dietas con niveles superiores de
cebada, trigo, girasol u otra materia pri-
ma economicamente asequible.

De hecho, la utilizacion de comple-
jos enzimaticos conteniendo f-gluca-
nasas, hemicelulasas y pectinasas pue-
de permitir una mayor flexibilidad en
la formulacion del pienso, al ser posi-
ble la incorporacion de niveles supe-
riores de cereales y legumbres «proble-
maticos» en las dietas destinadas a
monogastricos jovenes (figs. 2-5).

SELECCIONAR EL PRODUCTO
ENZIMATICO MAS ADECUADO

En el mercado existen multitud de

productos enzimaticos y cada uno de
ellos declara una determinada activi-
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Fig.5. Ceélulas de endospermo de trigo
después del tratamiento con un com-
plejo enzimatico conteniendo hemicelu-
lasas. Las rigidas estructuras celulares
han desaparecido, permitiendo el acce-
so de los enzimas digestivos endégenos
del lechon o el broiler a los nutrientes
contenidos en las células del trigo.
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Grindsted Products
- con base en Dinamarca
pero operando a nivel
internacional - es una
de las empresas lider
a nivel mundial en
ingredientes para
alimentacion.
Hemos venido
elaborando enzimas para
alimentacion humana
durante mds de 50 anos
y enzimas para piensos,
durante mds de 10.
La produccion de
enzimas de Grindsted
se ajusta a las exigencias
de la norma ISO 9002.

UN NUEVO SISTEMA DE RECUBRIMIENTO QUE GARANTIZA UNA
EXCELENTE ESTABILIDAD EN PREMEZCLAS Y EN PIENSOS GRANULADOS

LAS ENZIMAS GRINDAZYM PARA CERDOS Y AVES:

Permiten la maxima flexibilidad en
la formulacion de los piensos
Mejoran la digestibilidad de la pro-
teina, la grasa y los carbohidratos
de la dieta

Aumentan el valor energético del
trigo, la cebada y otros cereales que
contengan polisacaridos complejos
Mejoran la homogeneidad y la
calidad de la carcasa

Incrementan las tasas de creci-
miento gracias a los mejores indices
de conversion y a la superior ingesta
de pienso

Reducen los problemas de heces
viscosas y camas humedas

Reducen la incidencia y la severidad
de los trastornos digestivos

Reducen los costes de produccion

;Todo lo cual representa unos costes de produccion rentables!
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ALIMENTACION

LOS ENDOENZIMAS REDUCEN LA griosren2

VISCOSIDAD MAS EFICAZMENTE
QUE LOS EXOENZIMAS

0 000 G = D) =

| ENDOENZIMA

(reduce la viscosidad)

[ EXOENZIMA.]

(libera moléculas
terminales de glucosa)

= molécula de glucosa en el extremo de las cadenas de R-glucanos

Fig. 6. Diferentes modos de accion de «endo» y «exo» enzimas. Las «endo»
R-glucanasas cortan los enlaces interiores de la molécula de B-glucano y redu-
cen rapidamente la viscosidad. Las «exo» B-glucanasas producen una hidrélisis
sistematica del extremo de la cadena del polisacarido, sistema que contribuye
escasamente a la reduccion de la viscosidad.

dad enzimatica. Sin embargo, invaria- ELEGIR EL METODO DE ENSAYO

blemente, los métodos de analisis uti-
lizados son diferentes, por lo que no
resulta facil la comparacion de su cali-
dad a traves del simple estudio de la
literatura de los mismos. Ademas, las
autoridades de la UE encargadas del
registro apenas estan empezando a
evaluar a los enzimas como aditivos
para piensos, por lo que no se dispone
de una evaluacion mdependlente de
la calidad de los preparados enzima-
ticos.

Reduccion de la viscosidad

A la hora de seleccionar un método
de ensayo para un producto enzima-
tico en particular, es importante tener
en cuenta la aplicacion a la que va a
destinarse. Un ensayo que mida una

ENDOACTIVIDAD Y EXOACTIVIDAD DE
DIFERENTES ENZIMAS EN UNA SOLUCION

propiedad funcional similar al cfecto
deseado w vivw. es siempre preferible a
otro que no sea capaz de medirla.

Las B-glucanasas, por ejemplo, se
utilizan en dietas con altos contenidos
en cebada para poder reducir la visco-
sidad intestinal, mejorando asi la di-
gestion y la absorcion de los nutrien-
tes y prevmlendo la aparicion de
heces viscosas. Por lo tanto, un ensayo
que mida la reduccion de la viscosidad
de una solucion de B-glucanos de la
cebada reflejara muy bien la accion
que se desea obtener i it

Por otra parte, un ensayo que mida
la cantidad de azucares reductores ter-
minales liberados en una solucion de
R-glucanos no va a medir la capacidad
del producto enzimatico para reducir
la viscosidad intestinal (fig. 6).

La fig. 7 muestra los resultados del
analisis de 5 preparaciones enzimaticas
al utilizar dos métodos de ensayo dis-
tintos. Uno de estos métodos mide la
reduccion de la viscosidad de una so-
lucion de B-glucanos de cebada, mien-
tras que el otro mide la liberacion de
moléculas de glucosa que ocupan una
posicion terminal en la cadena. La
actividad enzimatica medida por el
primero de cllos (reduccion de visco-
sidad) correlaciona bien con pruebas
de campo llevadas a cabo con exito en

)
GRINDSTED

DE B-GLUCANOS DE CEBADA

Miles

30 =

| (IR ENDOACTIVIDAD -
de |a viscosidad
EXOACTIVIDAD - liberacian
de azucares lermlnales

CONTROL DE CALIDAD Y MEDIDA
DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN .
EL PIENSO ACABADO 5}

reduccion

Incluso cuando ya se ha realizado ge

la eleccion del producto, existe el
problema de tener la seguridad de
que las sucesivas compras del mismo
producto cumplan con los estindares
de calidad originales. Ademas, los
fabricantes de pienso y las integracio-
nes de cerdos y aves van a querer ser
capaces de medir por si mismos la
actividad enzimatica en el pienso final
para poder garantizar un cotrecto
mezclado y un nivel de actividad sufi-
ciente en el pienso después de la gra-
nulacion.
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buena «exoactividad».

enzima

Miles
150

enzm‘la enzima

REDUCCION DE GRUPOS TERMIMALES (unidadesig)

Medida de la «endo» y la «exo» actividad de 5 enzimas a base de -gluca-
nasas. La evaluacion de estos enzimas por «endoactividad» indica que el Enzima
C va a ser el mejor para reducir la viscosidad intestinal. El Enzima D seria el de
accion mas débil sobre la reduccion de [a viscosidad intestinal, a pesar de su
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broilers y representa una actividad de
tipo cizcdifp-glucandsica,

El segundo método de analisis re-
fleja principalmente una actividad de
tipo exu-h-gleanasica, la cual no contri-
buye mucho a la reduccion de la vis-
cosidad. Por lo tanto, el primer méto-
do es mas util si se compara la eficacia
de diferentes productos enzimaticos
que van a ser usados en piensos ricos
en cebada destinados a broilers.

En la fig. 7 puede verse que el Enzi-
ma C posee el mayor poder reductor de
la viscosidad, seguido por los Enzimas E,
A, By finalmente por el Enzima D. El
Enzima D tiene la menor capacidad pa-
ra reducir la viscosidad, a pesar de tener
una elevada exoactividad. De modo que
st todos estos enzimas se miden de
acuerdo con el segundo método de ana-
lisis (exo), el Enzima D parece ser una
f-glucanasa, mucho mejor de lo que es
en realidad. El primer tipo de ensayo
(endo) resulta mejor para ser utilizado e
identifica al Enzima C como el de ma-
yor capacidad para reducir la viscosidad.

De este modo, ya puede tomarse la
decision de comprar o elegir uno de
estos productos en base a criterios de
actividad/dosis/precio por tonelada de
pienso.

CONDICIONES DE ENSAYO
(PHY TEMPERATURA)

En el caso de los enzimas para
piensos, las condiciones de ensayo de-
berian tener en cuenta las condiciones
de temperatura, pH y duracion del
transito del pienso que se dan en el
intestino de los broilers jovenes y de
los lechones. Los buenos enzimas des-
pliegan una buena actividad alrededor
de 40 °C y a pH de entre 4 y 6. Los
enzimas para piensos deben actuar
con rapidez bajo estas condiciones de
temperatura y pH para poder realizar
su funcion dentro del periodo de du-
racion del transito intestinal que, en el
caso de los broilers es relativamente
corto (3-5 h).

Una accion rapida también puede
ser necesaria para evitar una posible
inactivacion del enzima por parte de
proteasas intestinales endogenas. Sin
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embargo, van a ser necesarios nuevos
estudios para clarificar la accion de las
proteasas endogenas sobre los enzimas
del pienso.

El punto optimo es aquél en el
que un enzima exhibe su mayor velo-
cidad de accion. En la fig. 8 se mues-
tran los puntos optimos de tempera-
tura y en la fig. 9 los niveles optimos
de pH, para dos preparados enzimati-
cos a base de xilanasa (pentosanasa).

Aunque ambos enzimas despliegan
una actividad optima dentro del rango
deseado de pH (4-6), el Enzima G al-
canza su nivel optimo a una tempera-
tura de 40 °C resultando, por lo tanto,
mas adecuado que el Enzima X para
ser utilizado en piensos para broilers
debido a su mayor actividad a la tem-
peratura corporal del broiler.

CONDICIONES DE ENSAYO
(SUSTRATO)

Un parametro muy importante al

Las integraciones
de cerdos que
desean utilizar
enzimas tienen que
afrontar una dificil
eleccion ala hora
de seleccionar el
producto mas
adecuadoy
rentable.

analizar cualquier enzima es el sus-
trato. Un sustrato similar o idéntico a
los ingredientes del pienso sobre los
que va a actuar el enzima, tiene mas
probabilidades de reflejar la actividad
que se desea obtener ir/ vivo. Es por es-
to que los analisis de las f-glucanasas
se llevan a cabo mas idoneamente con
f-glucanos de cebada, como en el caso
de la fig. 7.

En el caso de las xilanasas, los re-
sultados del ensayo dependen particu-
larmente del sustrato utilizado. Los
xilanos, una de las hemicelulosas que
pueden encontrarse frecuentemente
en el trigo, estan formados por largas
cadenas del aztcar xilosa. Las molécu-
las individuales de xilosa pueden en-
contrarse no sustituidas, monosustitui-
das o disustituidas con arabinosa. Los
xilanos de diferentes origenes (trigo,
madera de alerce o de abedul,..) no
solo varian en grado y distribucion de
la sustitucion, sino que ademas pue-
den tener diversos sustituyentes extra.
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Cada diferente xilanasa tiene prefe-
rencia por una estructura particular de
xilano. Consecuentemente, un analisis
de xilanasa utilizando madera de aler-
ce proporcionara un resultado com-
pletamente diferente al que se obten-
dria con el mismo analisis en el caso
de usar xilano de salvado de trigo
COMO sustrato.

Concentracion

Independientemente del sustrato
que sea elegido, también resulta im-
portante la concentracion del mismo.
Un mismo tipo de enzima (8-glucana-
sas, por ejemplo) procedente de dis-
tintos fabricantes pueden tener afini-
dades por el sustrato bastante dispa-
res. Por lo tanto, es aconsejable llevar
a cabo experimentos utilizando distin-
tas concentraciones de sustrato, a la
hora de optimizar las condiciones de
ensayo.

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA EN PIENSOS
GRANULADOS

Basicamente, pueden hacerse las
mismas consideraciones que en el ca-
so del analisis de la actividad en los
piensos acabados. Sin embargo, el ana-
lisis de dicha actividad se complica

ACTIVIDAD OPTIMA SEGUN pH

100

XILANASA G

ACTIVIDAD RELATIVA (%)

Fig. 9.

por la necesidad de extraer los enzi-
mas del pienso antes del ensayo y por
el hecho de que los enzimas estan mu-
cho mas diluidos en el pienso que en
el preparado enzimatico original (del
orden de 1.000-2.000 veces mas dilui-
do).

Resulta muy atil el desalar las
muestras de pienso antes del analisis
(extraccion de fracciones de bajo peso
molecular) para eliminar los compo-
nentes que pudieran interferir durante
el mismo.

Muchas xilanasas y la mayoria de
f-glucanasas poseen una region espe-
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Temperatura é6ptima para la actividad de 2 xilanasas (G y X).

Valores optimos de pH para la actividad de 2 xilanasas (G y X).

cifica en la que se liga la celulosa. Du-
rante el calentamiento, estas regiones
se unen muy fuertemente a la celulo-
sa. En otras palabras, durante la granu-
lacion del pienso, el calor que se pro-
duce hace que los enzimas se unan a
fracciones de celulosa presentes en el
plienso.

Analisis

La parte activa de la molécula de
enzima no se altera, pero los enzimas
ligados se quedan en el tubo de cen-
trifugado junto con el pienso despues
de la extraccion. Esto se manifiesta
como una perdida aparente de activi-
dad del enzima en el momento de
analizar el pienso granulado que con-
tiene el preparado enzimatico.

Esto queda ilustrado en la tig. 10
en el caso de un complejo de f-gluca-
nasas anadidas a la celulosa y, poste-
riormente, sometidas a calentamiento.
Aparentemente, hay una puidida de
actividad de un 80% después de 4 min.
a 80 °C. Esto se debe al enlace con la
celulosa y a la consiguiente pérdida
durante la extraccion de la muestra.
Sin embargo, la pérdida real debida al
calor es de un 10% a 80 "C, como se
aprecia en las muestras control de
(-glucanasas calentadas sin celulosa
(fig. 10)".
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Se sigue trabajando en el desarrollo
de meétodos mas sensibles, mas rapi-
dos, mas faciles y mas baratos para la
determinacion de la actividad en los
complejos enzimaticos y en los pien-
sos acabados. Por ejemplo, el uso co-
mo sustrato de xilano de madera de
abedul, aunque no reaulta ideal desde
el punto de vista de su aplicacion,
aumenta la sensibilidad del analisis,
contribuyendo asi a superar los pro-
blemas asociados con la dilucion de
los enzimas en el pienso.

CONCLUSIONES

La tecnologia de los enzimas para
piensos es un tema nuevo y complejo
Es tmportante estar atento a las tram-
pas derivadas de un exceso de con-
fianza en los ensayos i vifr sin prestar
atencion al rendimiento del producto
en condiciones comerciales de pro-
duccion de cerdos y broilers.

También es aconsejable adquirir
preparaciones enzimaticas a un fabri-
cante de confianza, preferiblemente
que ofrezca garantias independientes
sobre la calidad del producto, sus ren-
dimientos y su consistencia.

Resumimos algunos puntos impor-
tantes a tener en cuenta cuando se
utilicen metodos de ensayo 1 vitro para

PERDIDA DE ACTIVIDAD APARENTE

ayudar en la eleccion del producto
mas adecuado:

— Funcion/Aplicacion: Los meto-
dos de analisis deben idealmente re-
flejar la funcion del enzima en el
tracto digestivo (por ejemplo, reduc-
cion de la viscosidad).

— Temperatara/pH: La tempera-
tura y el pH del cnsayo deben ser
comparables a las condiciones del in-
testino de cerdos y broilers (por ejem-
plo, pH 4-6 y temperatura 40 °C).

— Sustrato: Preferiblemente, el
sustrato debe estar relacionado con las
materias primas del pienso en el que
el enzima debera ejercer su accion
(por ejemplo, B-glucanos de cebada
como sustrato para -glucanasas y xi-
lanos de trigo como sustrato para xila-
nasas). La concentracion del sustrato y
la afinidad del enzima por el mismo
tambien pueden influir sobre los re-
sultados.

— Preparacion/Extraccion de la
muestra: El analisis de enzimas en el
pienso acabado resulta complicado
debido a factores de dilucion y a la
tendencia de los enzimas a combi-
narse con los sustratos del pienso du-
rante el calentamiento. Los enzimas
ligados permanecen activos pero no
pueden ser extraidos de la muestra

de pienso. ll
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Los enzimas se ligan a los sustratos del pienso durante la granulacion.

* Los principales fabricantes han  desarrollado
teenicas par proteger los enzimas durante la granu-
lacion, bien por medio de sistemas de recubri-
micato, bien por medio de la adsorcion en excipien
tes especiales. Estos productos enzimaticos pueden
ser usados en forma microgranulada, a temperaturas
de granulacion de hasta 85 °C, con pérdidas insigni-
ticantes de actividad. Para temperaturas de granula-
cion supetiores 1 los 90 °C oy para piensos extrusio-
nados, se recomienda la utilizacion de enzimas en
torma hquida. Los enzimas liquidos se rocian sobre
¢l pienso wabado cuando ¢ste se ha enfriado hasta
0 °C o menos,
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