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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad de las enzimas hidroliticas
localizadas en la region cecal de cuyes (Cavia porcellus) bajo diferentes condiciones de
pH y temperatura. Se sacrificaron 5 cuyes machos al final del engorde (peso: 1022g), de
los cuales se extrajo el contenido del ciego. Este contenido fue sometido a métodos
fisicos (agitador magnético, sonicacion y centrifugacion) para extraer las enzimas
cecales (EC). Se midio la actividad especifica de las EC a diferente temperatura (20°C,
30°Cy 40°C)y pH (5, 7y 9). Estas EC mostraron actividad celulolitica, la mas alta se
present6 a 40°C y pH 9 (21.8 U/g proteina), mientras que las méas baja a 20°C y pH 5
(13.2 U/g proteina). La actividad amilolitica de las EC més altas se presentaron 40°C
(441.5, 452.7 y 499.3 U/g proteina) y las mas bajas a 20°C (188.7, 174.1 y 150.4 U/g
proteina). Sin embargo, el pH no afecto la actividad amilolitica. La actividad amilolitica
fue aproximadamente 10 veces mayor a la actividad celulolitica. En cuanto a las EC
con actividad proteolitica, a 20°C y pH 5 se presentd el valor mas alto (290 U/g
proteina) y la més baja a 30°C y pH 9 (104U/g proteina). Finalmente, las EC con
actividad lipolitica presentaron mayor actividad a pH 9 (4.05 U/mg proteina) y la mas
baja a pH 5 (3.18 U/mg proteina). La temperatura no afectd la actividad de las EC con
capacidad lipolitica. Los resultados de este estudio evidencian la intensa actividad
amilolitica y celulolitica en el ciego del cuy, siendo més intensa la actividad amilolitica.
Estos datos sugieren el potencial biotecnologico que poseen estas enzimas. La
administracion de estas enzimas en el alimento de cuyes podria influir de manera

positiva en el rendimiento de esta especie.

Palabras claves: cuy, ciego, enzimas, amilolitica, celulolitica, proteolitica, lipolitica.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the activity of hydrolytic enzymes located in the
cecal region of guinea pigs (Cavia porcellus) under different conditions of pH and
temperature. Five male guinea pigs were sacrificed at the end of fattening (weight:
1022g). The content of the cecum was and extracted of them. This content was
subjected to physical methods (magnetic stirrer, sonication and centrifugation) to
remove cecal enzymes (CE). Specific activity was measured in the CE at different
temperatures (20 ° C, 30 ° C and 40 ° C) and pH (5, 7 and 9). These CE showed
cellulolytic activity, the highest was submitted to 40 ° C and pH 9 (21.8 U / g protein),
while than lower was (13.2 U / g protein) at 20 ° C and pH 5. Amylolytic activity of
CE showed higher at 40 ° C (441.5, 452.7 and 499.3 U / g protein) and the lowest at 20
° C (188.7, 174.1 and 150.4 U / g protein). However, the pH did not affect the
amylolytic activity. Amylolytic activity was approximately 10 times the cellulolytic
activity. As to the CE with proteolytic activity at 20 ° C and pH 5 showed the highest
value (290 U / g protein) and lowest at 30 ° C and pH 9 (104U / g protein). Finally, the
CE with lipolytic activity showed higher activity at pH 9 (4.05 U / mg protein) and
lowest at pH 5 (3.18 U / mg protein). The temperature did not affect the activity of
lipolytic capacity CE. The results of this study demonstrate the amylolytic and
cellulolytic intense activity in the cecum of the guinea pig, being more intense
amylolytic activity. These data suggest that these enzymes possess biotechnology
potential. The administration of these enzymes in the guinea pig food could positively
influence the performance of this species.

Keywords: guinea pig, cecum, enzymes, amylolytic, cellulolytic, proteolytic, lipolytic.
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I.  INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus) es una especie que posee un gran potencial, tanto en el
campo productivo como por las caracteristicas nutricionales que presenta su carne. El
consumo de cuy en los dltimos afios se ha incrementado, ya que, la demanda de este
producto  ha aumentado a nivel nacional y en algunas ciudades del mundo. Sin
embargo, existe una demanda potencial ain mayor a esta, la cual no podria ser
satisfecha por la menor produccion. Diversos factores como el mal manejo de los
animales, escasez de alimento, entre otras limitan la produccion de cuyes (Zevallos,
2001; INIA, 2003).

El paso de la crianza familiar del cuy a un sistema familiar-comercial y
comercial ha traido consigo una serie de problemas y beneficios en su crianza del cuy.
La presencia de enfermedades y su prevencion conllevan al uso de antibioticos, el uso
indiscriminado produce la emergencia de cepas bacterianas resistentes, si bien éstas
terapias controlan los microorganismos patdgenos, también afectan a muchos
microorganismos benéficos produciendo trastornos en el equilibrio de la microbiota
intestinal y modificaciones en el tejido del intestino delgado. Muchos de éstos

antibidticos pueden quedar como residuos en los tejidos animales (Fuller, 1997).

Estas desventajas han estimulado el interés por el uso de aditivos alimentarios
naturales y terapias alternativas no medicamentosas en reemplazo de los antibidticos.
Dentro de las alternativas de reemplazo se pueden mencionar el uso de probidticos,
prebidticos, enzimas, &cidos organicos, extractos naturales entre otros. EI empleo de

estos aditivos en la alimentacién animal ha evidenciado respuestas positivas.

13



La inclusion de enzimas en la dieta de animales es mas reciente y tiene como
objetivo mejorar el aprovechamiento del valor nutritivo del alimento, puesto que va a
ayudar al equipo enzimatico propio del animal. Ademas, recientemente se ha
comprobado que la mayor asimilacion de nutrientes en el intestino delgado debido a la
adicion de enzimas, puede cambiar la composicion del sustrato que llega al intestino
grueso afectando el perfil de la microbiota que crece en este segmento (Bedford, 2000
citado por Blas C. et al., 2003)

El cuy es un animal fermentador postgastrico, gracias a esta caracteristica
bioldgica en el ciego los compuestos no digeridos son sometidos a un proceso de
fermentacion por parte de los microorganismos que se encuentran colonizando esta
region. Estos microorganismos pueden degradar los compuestos indigeribles, ya que
poseen las enzimas capaces de desdoblar estos componentes y asi poder ser utilizados;
sin embargo, no se tiene informacion sobre las caracteristicas, ni bajo qué condiciones

actlan las enzimas bacterianas que se encuentran en el ciego de esta especie.

La caracterizacion de la actividad de las enzimas bacterianas localizadas en el
ciego del cuy nos ayudaria a entender con mayor claridad la degradacién de los
alimentos que llegan al ciego del cuy, y el posible potencial que tengan estas bacterias.
Conocimiento que nos serviria de base para la elaboracion de estrategias alimentarias,
que permitirian obtener una mejor eficiencia alimenticia en esta especie. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la actividad de las enzimas bacterianas hidroliticas en la
regién cecal del cuy, al final de la etapa de engorde, en diferentes condiciones de pH 'y

temperatura.

14



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

Il.L1.EL CUY

11.1.1. Historiay evolucion

El cuy es una especie originaria de América del Sur, con presencia a lo
largo del eje de la cordillera de los Andes en los territorios de Venezuela,
Colombia, Ecuador, Bolivia, noreste de Argentina y norte de Chile (Cabrera,
1953). En nuestro pais se encuentra distribuido en zonas por debajo de los 4,500
metros sobre el nivel del mar (msnm), y a pesar de su estrecha relacion con los
Andes, también se han logrado desarrollar en regiones de Costa y Selva alta
(Noonan, 1994; Chauca, 1997; FAO, 2001).

En cuanto al origen de esta especie, se cree que el cuy o cobayo como lo
conocemos en la actualidad es la forma doméstica de roedores salvajes que
habitaban en las llanuras de Sudamérica (Cavia aperea aperea, Cavia aperea
fulgida o Cavia aperea schudii), existiendo alrededor de 14 especies dentro del

género Cavia sp (Salinas, 2002).

El habitat del cuy silvestre, segun la informacién zooldgica, es alin mas
extensa, habiéndose registrado su presencia desde América Central, el Caribe y
las Antillas hasta el sur del Brasil, Uruguay y Paraguay. La especie Cavia
aperea tschudii se distribuye en los valles interandinos del Perd, Bolivia y

noroeste de la Argentina; mientras que Cavia aperea aperea tiene una

15



distribucion mas amplia que va desde el sur del Brasil, Uruguay hasta el noreste
de la Argentina (Cabrera, 1953).

Existen pruebas que demuestran que el cuy fue domesticado hace 2500 a
3600 afos. En el templo del Cerro Sechin (Per(), se encontraron abundantes
depdsitos de excretas de cuy y en el primer periodo de la cultura Paracas (250 a
300 a.C), hay indicios que los pobladores de esta cultura se alimentaban con
carne de cuy. Para el tercer periodo de esta cultura (1400 d.C), casi todas las
casas tenian un cuyero (Tello, citado por Moreno, 1989). También se han
encontrado ceramicas, como en los huacos Mochicas y Vicus, que muestran la

importancia que tenia este animal en la alimentacion humana.

Se han encontrado pellejos y huesos de cuyes enterrados con restos
humanos en las tumbas de América del Sur, esto demostraria la existencia y
utilizacion de esta especie en épocas precolombinas. Existen datos que refieren
que tanto la carne de cuy y la de venado fueron utilizadas por los ejércitos

conquistadores en Colombia (Pulgar Vidal 1952, citado por Chauca, 1997).

En el siglo XVI, el cuy fue introducido a Espafa, desde donde se
difundio al resto del continente europeo. Y asi, el cuy continta siendo hasta hoy,
un producto alimenticio, cultural y religioso muy importante dentro de la cultura
andina (Bustamante, 1993; Aliaga, 1995; Rofes, 2000; CEA, 2001).

11.1.2. Caracteristicas generales del cuy

Los cuyes son roedores que presentan un genotipo compuesto por 32
pares (2n=64) de cromosomas, demuestran actividad diurna y nocturna, asi
como un temperamento nervioso sensible. Fisiol6gicamente, presentan un
periodo de gestacion relativamente largo de 59 a 79 dias, con una placentacién
hemocorial igual a la de los roedores, conejos y primates. ES una especie muy
prolifica, ya que sus camadas pueden presentar de 1 a 8 crias, pudiendo ser estas
destetadas a las 2 semanas de edad (Percy y Barthold, 2001).

Los cuyes nacen anatdmicamente bien desarrollados, cubiertos de pelos,
0jos abiertos y dientes que les permiten comer alimentos de consistencia solida

16



desde su nacimiento. Estos animales también pueden vivir en climas variados,
teniendo como promedio de vida 6 afios y 8 como maximo, a medida que la
edad aumenta la productividad disminuye, estimadndose que no es rentable
reproducir una hembra més alld de los 18 meses de edad (Orson, 1972;
Bustamante, 1993).

En cuanto al pelaje, los cuyes tienen colores variados: blanco, negro,
amarillo, caramelo, bayo, etc., y en colores enteros o combinados (Villanueva,
2001; Castro, 2002). Los cuyes se clasifican segin su pelaje en cuatro tipos: tipo
I, Tipo II, Tipo 'y tipo IV.

Se ha logrado identificar tres niveles de produccién caracterizados por la
funcion que esta cumple dentro del contexto de la unidad productiva. Los
sistemas identificados son: el familiar, el familiar-comercial y el comercial. En
el area rural el desarrollo de la crianza ha implicado el paso de los productores

de cuyes a través de los tres sistemas (Chauca, 1997; Villanueva, 2001).

En la escala zoologica (Orr, 1966, citado por Moreno, 1989), el cuy se

ubica dentro de la siguiente clasificacidon taxondmica:

REINO Animal
SUB-REINO Metazoaroa
PHYLUM Vertebrata
SUB-PHYLUM Gnasthosmata
CLASE Mammalia
SUB-CLASE Theria
INFRA-CLASE Eutheria
ORDEN Rodentia
SUBORDEN Hystricomorpha
FAMILIA Caviidae
GENERO Cavia
ESPECIE Cavia porcellus

17



11.1.3. Utilidad del cuy

11.1.3.1. En la alimentacion humana

La carne de cuy es una fuente importante de proteina animal,
dado que contiene un 20.3% de proteina, 8.8% de grasa, 0.8% de
minerales y 70.6% de humedad; comparativamente representa una buena
alternativa alimenticia por los altos niveles proteicos; por esta razén los
habitantes de nuestro pais, en especial los de la region andina, le dan una
preferencia especial dentro de sus actividades festivas, y en los Gltimos
afios el consumo de esta carne se ha incrementado a nivel de la costa,
influenciado por el fendmeno migratorio hacia las principales ciudades y
a la revalorizacion de un producto tan nutritivo y a la vez tradicional
(Aliaga, 1995).

11.1.3.2. En lainvestigacion

Aunque los animales més utilizados son los ratones, ratas y
hamsteres, los cuyes son los animales mas importantes en los estudios
biomédicos debido a que son muy susceptibles a una amplia gama de
enfermedades que afectan al hombre. Ademas, presentan caracteristicas
zootécnicas favorables para este uso, tales como: facil reproduccion,

destete temprano, incapacidad para sintetizar vitamina C (Reyes, 2008).

11.1.3.3. Como mascotas

El uso del cuy como mascota es muy comin en el mundo,
especialmente en los Estados Unidos de América (EUA), Gran Bretafia,
Brasil y Suecia, donde existen innumerables clubes de criadores,
propietarios de estos animales y concursos de exhibicion, donde estos
ultimos son muy populares en EUA y Europa; y son juzgados de acuerdo
a un estandar de perfeccién de sus caracteristicas fisicas. En estos

18



concursos, los cuyes son divididos de acuerdo a su raza, variedad, sexo y
tamafno. EI nombre mas comdn para estas mascotas es “cavy 0 guinea
pig” y su crianza es similar a la de los hamsteres. Como muestra de lo
popular que es su crianza en estos paises es que existen alimentos
comerciales preparados especialmente para ellos (Aliaga, 1995; CEA,
2001).

11.1.4. Importancia socioeconémica

El cuy es considerado como una especie estratégica debido a las
siguientes caracteristicas: calidad de su carne, precocidad, prolificidad y buenos
indices de conversion alimenticia. Ademas, este animal no compite con el ser
humano en el uso de granos; como si lo hacen otras especies pecuarias como los

cerdos y las aves. (Bustamante, 1993).

En cuanto a la poblacion en Latinoamérica esta se estima en un promedio
de 35 millones de cuyes, siendo el Per( el primer productor con 23’240,846
cuyes que habitan mayormente en zonas alto andinas y que coincidentemente
son las aéreas del pais menos favorecidas socioecondémicamente. Reportes
actuales muestran una produccion de 17,000 toneladas de carne al afio; sin
embargo esta es destinada principalmente al autoconsumo (Zevallos, 2001;
INIA, 2003).

Se estima que en la actualidad el 74% de poblacion de Lima, la cual
asciende a 8’445,211 (INEI, 2007), es potencialmente consumidora de carne de
cuy; por lo tanto, existe una demanda insatisfecha debido a la escasa oferta en el
mercado. Es asi que su crianza es una alternativa viable para incrementar el
consumo de proteina de origen animal, generar empleo, disminuir la migracion,
la importacion de productos alimenticios y la extrema pobreza del pais,

especialmente de las zonas rurales.
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11.2. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DIGESTIVA DEL CUY

El cuy es un mamifero roedor monogastrico herbivoro que se alimenta
principalmente de forraje verde, y segun su anatomia gastrointestinal esta
clasificado como un fermentador postgastrico cecal junto con el conejo y la rata
(Van Soest, citado por Gémez y Vergara, 1995) tal como se aprecia en el Cuadro 1.
Su comportamiento nutricional se asemeja, de adulto; mas a un poligastrico con
procesos de fermentacion mixta y capacidad degradadora de celulosa, que a un

monogastrico estricto como lo es el cerdo, perro, etc.

Cuadro 1. Clasificacion de los animales segun su anatomia gastrointestinal
propuesta por Van Soest

Clase Especie Habito alimentario
1. Fermentadores pre-gastricos
l. Rumiantes Vacuno, ovino Herbivoro de pasto

Antilope, camello Herbivoro selectivo

1. No rumiantes

Hamster, raton de

Herbivoro selectivo

campo
Canguro, Herbivoro de pasto
hipop6tamo y Selectivo
2. Fermentadores post-gastricos

l. Cecales Capibara Herbivoro de pasto
Conejo Herbivoro selectivo
Cuy Herbivoro
Rata Omnivoro

Il. Colonicos

o Saculados Caballo, cebra
0 No saculados Perro, gato

Herbivoro de pasto
Carnivoro

Fuente: Van Soest 1983, citado por Gomez y Vergara, 1995

El cuy como todos los mamiferos, ya sean monogastricos herbivoros o
poligastricos, tienen una fisiologia especial mientras depende de la leche materna. El
intestino delgado de todo animal mamifero neonato, posee la capacidad de ser
permeable a las proteinas del calostro, es decir permite el paso de las
inmunoglobulinas, esta capacidad decrece rapidamente a las pocas horas de nacido
(Mc Donald et al., 1981). En poligastricos y monogastricos herbivoros tanto el

rumen como el ciego del lactante no estd desarrollado plenamente y no son
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funcionales mientras el animal consume leche (Morrison, 1977, citado por Ordofiez,
1998). Teniendo en cuenta que el cuy nace en un estado avanzado de maduracion, el
periodo de lactancia es corto en comparacion con otras especies y practicamente
toma los alimentos para adultos desde que nacen (Smith, 1962), ingiriendo forraje y
concentrado, con lo cual prepara al ciego para su funcién digestiva de adulto.

11.2.1. Sistema digestivo del cuy

El proceso de digestion de los cuyes se inicia en la boca con la ingestion de los
alimentos y la posterior trituracion mecanica y masticacion de los alimentos por las
piezas dentarias que poseen, las cuales estan disefiadas especialmente para estas
funciones, teniendo como resultado la reduccion del tamafio de particula de la
digesta la cual se mezclara con la saliva (Bustamante, 1993; Sakaguchi, 2003,
citado por Quintana, 2009).

La saliva proviene principalmente de tres pares de glandulas bilaterales
(submaxilares, sublinguales y la pardtida), esta posee 99% de agua y una solucién
de sales y mucoproteinas. Debido a la presencia de estas Ultimas, la saliva es un
liquido muy viscoso, el cual actia como lubricante. Gracias a estas caracteristicas, la
saliva participa en la formacion del bolo alimenticio el cual serd deglutido con
facilidad, incrementado de esta manera la superficie de los alimentos para permitir
actuar a las enzimas digestivas a su paso por el tracto digestivo (Bondi, 1988;

Church, et al., 2009). El bolo alimenticio llega al estbmago a través del esofago.

El cuy posee un estdbmago glandular simple, el cual sirve como reservorio de los
alimentos, para controlar el paso al intestino delgado, y para iniciar la digestion
enzimatica principalmente de las proteinas, aunque el paso del alimento por este
organo es muy rapido (Rigoni et al, 1993). Externamente el estomago del cuy es un
saco piriforme, de una coloracion rosada y de textura lisa. La demarcacion externa
entre la parte glandular y no glandular no se aprecia. El estbmago posee cuatro

regiones: cardial, fundus, cuerpo y pilérica (Bondi, 1988; Ghoshal y Bal, 1989).
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El epitelio del estbmago no glandular es escamoso estratificado queratinizado.
La mucosa del estomago glandular esta revestido por un epitelio columnar simple, la
secrecion de moco (mucina gastrica) por las células epiteliales forman una capa
protectora de la mucosa gastrica. Estas células secretoras producen conjuntamente,
acido clorhidrico, enzimas y mucina gastrica (Bondi, 1988; Ghoshal y Bal, 1989).
En los estudios realizados por Maxhua y Cook (1990), realizaron las mediciones del
sistema digestivo de cuyes criollos de la microregion de Cangallo, teniendo las
siguientes medidas del estdmago de cuyes hembras 7.3x4.01 cm y machos 6.9x3.93

cm.

El intestino delgado (ID) es el lugar principal donde se realiza la digestion y
absorcion de los nutrientes de la dieta. EI ID es un tubo muscular situado entre los
esfinteres pildrico e iliocecal; convencionalmente se divide en tres secciones:
duodeno, yeyuno e ileon, como se aprecia en la figura 1. Maxhua y Cook (1990),
reportaron las medidas del ID de cuyes criollos machos y hembras, las cuales fueron

183 cmy 193 cm, respectivamente.

Fig.1 Aparato digestivo del cuy (Cavia porcellus) 1) Estémago, 2) Duodeno, 3) Yeyuno, 4)
ileon, 5) Ciego, 6) colon. Adaptado de Samuelsson, 1991

Los alimentos, parcialmente digeridos, luego de abandonar el estbmago ingresan
al ID, donde se mezclan con las secreciones del duodeno, higado y pancreas, en esta

region, las glandulas de Brinner producen una secrecion alcalina, que sirve de
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lubricante ademas de proteger la pared del duodeno del é&cido clorhidrico
proveniente del estomago (Mc Donald et al., 1981; Bondi, 1988). A medida que los
alimentos llegan al duodeno, la pared intestinal comienza una complicada serie de
contracciones, en ambas direcciones, que mezclan los alimentos con los jugos
gastricos, los ponen en contacto con la mucosa donde se realiza la absorcién y
empujan el quimo hacia adelante; todo este proceso toma aproximadamente dos
horas (Chauca, 1995; Bondi, 1988).

Continuando el ID se localiza el intestino grueso (IG) el cual se compone del
ciego, colon y recto. El IG es mas corto que el ID, pero tiene un diametro
considerablemente mayor. El ciego es un 6rgano muy importante en el cuy, ya que
junto al colon proximal pueden contener hasta el 65% de la digesta, ademas la
retencion de la digesta es mas prolongada que en ratas y conejos, El ciego del cuy
posee capacidad fermentativa por la compleja flora que lo habita (Snipes, 1982
citado por Quintana 2009; Sakaguchi et al., 1992; Johnson-Delaney, 2006, citado
por Quintana, 2009).

A pesar de los procesos ocurridos en el estbmago y el ID, existen componentes
de los alimentos resistentes a estas enzimas, estos componentes no digeridos llegan
al 1G. Las secreciones del 1G se componen de un liquido acuoso carente de enzimas,
que contiene bicarbonato sédico y mucina, que lubrica los restos de los alimentos a
su paso por el intestino grueso, asi como la superficie interna. La digestion en el 1G
tiene lugar como resultado de la actividad microbiana, realizada por una poblacion
microbiana semejante a la existente en el rumen. La actividad microbiana es

especialmente intensa en la degradacion de la celulosa (Bondi, 1988).

La digestion fermentativa se lleva a cabo en aproximadamente 48 horas,
producto de este proceso se obtienen acidos grasos de cadena corta, vitaminas del
complejo B y proteina microbiana, pero s6lo se absorben a este nivel los &cidos
grasos volatiles, vitaminas y agua (Rico y Rivas, 2003, citado por Quintana, 2009).

Por otro lado, los cuyes desarrollan la cecotréfia, como un mecanismo de
compensacion biolégica que le permite el méximo aprovechamiento de sus

productos metabolicos, ante la desventaja nutricional que representa el hecho de que
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gran parte de la digestion ocurra en porciones posteriores del tracto gastrointestinal
(Chauca y Saravia, 1976). La actividad cecotrdfica es poco estudiado y es por esta
que el cuy puede aprovechar las proteinas bacterianas presentes en el ciego, asi
como la reutilizacién del nitrogeno proteico y no proteico que no haya sido digerido
en el ID, con indices diferenciales de digestibilidad (Hidalgo, 2000).

Para que la poblacién microbiana cecal se mantenga constante y sea eficiente la
digestion fermentativa, el cuy desarroll6 el mecanismo de separacioén col6nica
(Holtenius y Bjornhag, 1985; Sakaguchi, 2003), el cual consiste en movimientos
antiperistalticos en los surcos del colon proximal que retornan los microorganismos
desde el colon proximal hacia el ciego, resultando en una retencion selectiva de

microorganismos.

11.3.MICROORGANISMOS DEL TRACTO DIGESTIVO DEL CUY

Una vez establecida, la microbiota gastrointestinal normal estd compuesta por
dos grupos: la microbiota indigena y la microbiota transitoria (Mc Donald, 2000).
La microbiota indigena de una determinada especie animal estd constituida por
microorganismos que habitan en todos los integrantes de esa comunidad, en el caso
de animales de abasto, es la microbiota presente en los animales de un hato o region
geografica (Rosmini, 2004). Esta microbiota esta siempre presente en los individuos
adultos, crece en anaerobiosis en el tracto gastrointestinal colonizando nichos
determinados, esta asociada intimamente al epitelio de la mucosa y es capaz de
mantener estable al ecosistema gastrointestinal (Rosmini, 2004). La microbiota
indigena es la que mayor impacto tiene cuando se caracteriza a su ecosistema (Mc
Donald, 2000; Rosmini, 2004).

La microbiota transitoria estd formada por microorganismos no siempre
presentes en todos los individuos de la comunidad; en general proviene del agua, los
alimentos y de otras partes del cuerpo, pero utilizan el tracto gastrointestinal solo en
forma temporal (Raibaud, 1992; Rosmini, 2004).
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Al colonizarse el tracto gastrointestinal de los animales, este se protege en forma
natural por la microbiota indigena que lo coloniza a partir del momento de su
nacimiento, se adapta al ambiente y dificulta la colonizacion del lumen por otros

microorganismos, en especial por patdgenos (Vaughan et al., 1999).

Este se transforma en un ecosistema complejo, ya que estd formado por
elementos bidticos tales como microorganismos indigenas, transitorios, células del
epitelio intestinal y constituyentes de la dieta 0 componentes abidticos; tales como la
saliva, las secreciones o excreciones de los diferentes drganos del tubo digestivo, las
enzimas, las hormonas, entre otros (Mc Donald, 2000). EI equilibrio de este
ecosistema depende en gran medida de la microbiota intestinal indigena, muy
estable en individuos adultos sanos y esenciales para el mantenimiento de la salud
del hospedero (Pascual et al., 1996; Rosmini, 2004).

La microbiota gastrointestinal de los mamiferos posee una alta densidad
poblacional, diversidad y complejidad (Zoetendal et al., 2004). La primera
microflora intestinal indigena que se estabiliza en el intestino es una coleccion muy
compleja de cerca de 10* microorganismos consistentes en 400 diferentes tipos de
bacterias. Dentro de tan complejo sistema existen muchas interrelaciones entre los

diferentes microorganismos y entre los microorganismos y el hospedero.

A pesar de esta variabilidad, la flora rapidamente se establece como una
poblacion muy estable. La composicion de la flora es determinada por el hospedero
y por factores microbianos (Fuller, 1989; Fuller, 1997) y aunque hay muchas
bacterias que pueden sobrevivir y crecen en el tracto intestinal, hay muchas que no

pueden hacerlo.

En estado salvaje, el animal bebe toma su flora intestinal principalmente de su
madre por rutas directas e indirectas. Sin embargo, los métodos modernos de crianza
animal frecuentemente restringen el acceso que el infante tiene con su madre y evita

que adquiera todos los microbios caracteristicos complementarios.
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Como se menciond anteriormente, los mamiferos se caracterizan por poseer una
microflora bacteriana intestinal compleja, asi, tanto el conejo como el cuy poseen un
colon y un ciego con una poblacion compleja, constituida principalmente por
bacterias anaerdbicas Gram (+) del tipo Lactobacillus, y algunas bacterias
anaerobias Gram (-) como Bacteroides spp., muy sensibles al efecto de los
antibioticos (Ordofiez, 2005).

En el ciego se han encontrado bacterias celuloliticas, pectinoliticas y
xilanoliticas (Boulahrouf et al., 1991), ureoliticas (Salses et al., 1976, citado por
Ordofiez, 2005; Hill, 1983; Crociani et al., 1984; Forsythe y Parker, 1985),
proteoliticas (Emaldy et al., 1977, citado por Ordofiez, 2005) y amiloliticas (Padilha
et al., 1995). La actividad metabdlica de la flora esta relacionada a la produccion de
acidos grasos volatiles (AGV) y amonio (NHs3). En la produccion de AGV es
predominante el acetato (60 a 80 mmol/100 mmol) seguido de butirato (8 a 20

mmol/100 mmol) y por ultimo el propionato (3 a 10 mmol/100 mmol).

Es necesario conocer que la 6ptima digestion fermentativa depende del bienestar
y equilibrio de la flora cecal, pues cualquier factor que la altere podria tener efectos
desfavorables sobre el crecimiento, como por ejemplo, el nimero de bacterias
presentes en el colon y la existencia de bacterias dominantes y subdominantes, ya
que estas interacciones ocurren comunmente, asi como tambien, la competencia por
nutrientes o la produccion de moléculas antibioticas (Bourliux, et al., 2002, citado
por Ordofiez, 2005).

Para desarrollar sistemas de alimentacion que permitan la implantaciéon de una
flora estable, compatible con la salud del animal, es necesario: caracterizar la
microbiota del tracto intestinal y las especies patogenas; establecer las interacciones
entre las distintas especies patdgenas, caracterizar los mecanismos de exclusion

competitiva entre poblaciones patégenas y no patdgenas (Ordofiez, 2005).

Los mecanismos por los que una especie no patégena predomina sobre otra
patdgena son complejos, de acuerdo con Hampson et al. (2001) hay diversas rutas
en las que se puede producir esta competencia, asi tenemos: diferencias de
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crecimiento a partir de un sustrato especifico; diferencias en la eficacia de
colonizacion de la mucosa y; produccion de sustancias inhibidoras del desarrollo de
patdgenos (&cidos grasos de cadena corta, acido sulfhidrico, sales biliares

desconjugadas y bacteriocinas).

En los trabajos de Penney et al. (1986), Padilla et a. (1996), Canzi et al. (2000)
se describe la microbiota del tracto intestinal del conejo. Indican que esta se
desarrolla fundamentalmente en el ciego (10' - 10° bacterias /g de digesta). Penney
et al. (1986) también han descrito la presencia de microorganismos en el estbmago
(10° - 10° bacterias/g digesta), aunque transcurridos 6 o 7 horas de la ingestion de
cecotrofas las células no son viables. Dentro de las mas de doscientas especies
descritas, el género Bacteroides junto con el género Clostridium parecen ser los
predominantes en el ciego de los animales adultos sanos (Penney et al., 1986; Canzi
et al., 2000). Sin embargo, algunas especies aisladas del género Bacteroides puede
comportarse también como importantes patdgenos u oportunistas (Bacteroides
fragilis). Otros géneros importantes son los Bifidobacterium, Streptococcus y
Enterobacter (Bonnafous y Raynand, 1970; Govet y Forty, 1979; Forhythe y Parker
1985; Penney et al., 1986; Cortez et al., 1992; citados por De Blas et al., 2002).

El equilibrio entre las distintas especies de bacterias en el ciego es inestable y
depende de varios factores. Carrizo (2003, citado por Ordofiez, 2005), considera
como el principal factor de la calidad de nutrientes que llegan al ciego. Como se
menciono anteriormente, la flora cecal vive del alimento no absorbido en el ID, por
lo que si al ciego llegan una gran cantidad de proteinas estas seran aprovechadas por
los Clostridios que al desaminar las proteinas provocaran en un aumento de
amoniaco y una subida del pH, favoreciendo el crecimiento de mas Clostridios

pudiendo desencadenar una enterotoxemia.

En el caso de llegar una excesiva cantidad de almidones, se favorecera el
desarrollo de las bacterias amiloliticas. Esto provocara una acidosis y fuerte caida
del pH, ocasionando fuertes diarreas especialmente en gazapos jovenes que no
producen suficiente amilasa pancredtica. La digestion intestinal del almidon puede
ser completa en animales adultos llegando al 98% en las dietas con un 25% de
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almidon procedente de cebada y maiz. En animales jovenes con capacidad amilasica
menor que la del adulto, parte del almiddn podria quedar sin digerir (Merino y
Carabafio, 1992, citado por Ordofiez, 2005; Amber, 1997). Peeters et al. (1993)
observaron, en animales infectados con C. spiriforme, una mayor incidencia de
enterotoxemia cuando los animales se alimentaban con una dieta con 25.8% de
almidon procedente de maiz que cuando el nivel de almidon de la dieta se reducia al
13,1%. La escasez de fibra indigerible o de fibra larga en el alimento, da lugar a
una reduccion del peristaltismo intestinal y como consecuencia una mayor
permanencia del alimento en el ciego y aumento de fermentaciones no deseadas que

ocasionan problemas digestivos en conejos.

11.4 ENZIMAS HIDROLITICAS O HIDROLASAS

La degradacion de materia organica en el tracto digestivo de animales
postgastrico (conejo, cuyes) involucran un nimero de reacciones hidroliticas las
cuales son catalizadas por enzimas de origen endogeno Yy/o bacteriano.
Generalmente se asume que la actividad hidrolitica y el volumen digerido se
correlacionan positivamente con la eficiencia de la digestion. El valor nutricional de
las dietas de cuyes podria ser mejorado mediante la suplementacion de enzimas,

como se sugiere para otras especies (Yuy Tsen, 1993).

Las enzimas son proteinas capaces de catalizar reacciones bioguimicas
especificas con un gasto minimo de energia. La utilizacion de enzimas ha
experimentado una gran expansion y actualmente se emplea en procesos industriales
como detergentes, papeles, tejidos, etc. asi como en el sector de comidas y bebidas
(Sheppy, 2001, citado por Nicodemus et al., 2003).

En funcién de su accién catalitica especifica, las enzimas se clasifican en 6
clases. Las hidrolasas se encuentran en la clase 3 segun la International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC) y International Union Of Biochemistry and

Molecular Biology (IUBMB), como se muestra en el Cuadro 2.
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Cuadro 2: Clasificacion de las enzimas segun la International Union of Pure and
Applied Chemistry y International Union Of Biochemistry and Molecular Biology.

Clasificacion Tipo de reaccion catalizada

1. Oxidorreductasas Reacciones de oxidacion-reduccidn

2. Transferasas Transferencias de grupos funcionales

3. Hidrolasas Reacciones de hidrolisis

4, Liasas Eliminacién de grupo para formar enlaces dobles
5. Isomerasas Isomerizacién

6. Ligasas Formacion de enlaces con ruptura de ATP

Fuente: Schlegel, 1993; Shoham et al., 1999.

Una hidrolasa es unaenzima capaz de hidrolizar un enlace quimico. A este
grupo de enzimas se puede considerara una clase especial de transfereasas en el que
el grupo dador se transfiere al agua. La siguiente reaccion quimica es catalizada por

una hidrolasa.

A-B + H,O — A-OH + B-H

La reaccion generalizada implica la rotura hidrolitica de enlaces C-O, C-N, O-P y
C-S (York, 2004).

11.4.1. Las amilasas (E.C. 3.2.1)

Las amilasas tienen como sitio de accion los enlaces glicosidicos o 1-4 y
a 1-6 del almidon. Durante la degradacion del almidén (fig. 2), actdan
diferentes enzimas como la a-amilasa que hidroliza los enlaces o 1-4 de amilosa.
Las B amilasas, por su parte, actian sobre los extremos no reductores de la
amilosa y la amilopectina, hidrolizando los enlaces glicosidicos alternantes. La
pululanasa o isoamilasa hidroliza los enlaces a 1-6 glicosidicos, liberando las
ramificaciones de la amilopectina. Durante el proceso de degradacion del
almidon se generan moléculas de maltosa que son hidrolizadas por la maltasa

generando glucosa (Alexander, 1980).
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Figura 2. Degradacidn del almidén (Schlegel, 1993)

La a-amilasa ataca los enlaces 1,4-a-glicosidicos aun en el centro de la
cadena, por lo que se la conoce como endoamilasa, produciendo glucosa,
maltosa y oligdmeros de 3 a 7 unidades. Esta presente en plantas, animales y
microorganismos. La viscosidad de la solucion de almidon y el color de su
reaccién con yodo se reducen rapidamente durante la hidrolisis. Producen
amilasas muchos hongos del suelo asi como bacterias de los géneros Bacillus,

Pseudomonas, Streptomyces entre otras.

La p-amilasa, presente en plantas y bacterias, también degrada los
enlaces 1,4-a-glucosidicos pero comienza su accién por el extremo libre no
reductor del almidon, liberando maltosa mientras continda el color frente al
yodo. La hidrdlisis se detiene en los puntos de ramificacion de la amilopectina y
el residuo se conoce como dextrina limite (Madigan et al., 2003). La pululanasa
o0 isoamilasa hidroliza los enlaces 1,6-a-glicosidicos quitando las ramas de la
amilopectina o las dextrinas. La maltasa hidroliza la maltosa a glucosa
(Alexander, 1980). Si estas enzimas acompaiian a las anteriores se logra una

degradacion total del almidon.
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Las amilasas son inducibles, pero su produccion depende del tipo de
almidon empleado. Las a-amilasas de Bacillus stearothermophilus y B.
licheniformis son termo estables asi como las excretadas por algunos clostridios

termofilos, los que también excretan pululanasas (Schlegel, 1993).

11.4.2. Las celulasas (E.C. 3.2.1)

La celulosa es el componente basico de los vegetales y consta de
unidades de p-Dglucopiranosa reunidas por enlaces 1,4-glicosidicos. La
molécula de celulosa tiene regiones cristalinas alternadas con zonas amorfas. La
insolubilidad de la celulosa y su alta resistencia mecéanica se debe a la presencia
de puentes hidrégeno inter e intramoleculares y a fuerzas de Van der Waals
(Schlegel, 1993).

La hidrdlisis de la celulosa es catalizada por un sistema constituido por

tres enzimas:

0 endo-B-1,4-glucanasa que ataca los enlaces B-1,4 en las regiones
amorfas internas de la macromolécula dando largos fragmentos
solubles (oligosacéridos).

0 exo-B-1,4-glucanasa que separa el disacarido celobiosa desde los
extremos de la molécula.

o0 pB-glucosidasa que hidroliza la celobiosa con formacion de glucosa
(Muller, 1988).

La hidrolisis de la celulosa intacta se cumple mejor cuando estas tres
enzimas operan al unisono, como ocurre en el celulosoma de Clostridium
thermocellum y en otros microorganismos, como se muestra en el cuadro 3
(Shoham et al., 1999).
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Cuadro 3. Algunos microorganismos que degradan la celulosa (Schlegel, 1993;
Shoham et al., 1999)

Organismos eucarioticos

Quifridiomicetos Hongos mitosporicos Ascomicetos Basidiomicetos
Neocallimastix Aspergillus Chaetomium Coprinus
Orpinomyces Botrytis Fomes
Piromonas Fusarium Pleurotus
Sphaeromonas Humicola Polyporus

Trametes
Rhizoctonia

Myrothecium
Trichoderma
Organismos procarioticos

Mixobacterias Bacterias Bacterias Bacterias Actinomicetos
deslizantes aerobias anaerobias
Archangium Cytophaga Cellulomonas ~ Bacteroides Micromonospora

Polyangiumn Pscudomonas

Sorangtum

Sporocytophaga Butyrivibrio
Clostridium
Eubacterium

Ruminococcus

Streptomyces
Streptosporangtum

11.4.3. Las proteasas (EC 3.4)

Las enzimas proteoliticas (comunmente Ilamadas proteasas) pertenecen
al grupo de las hidrolasas (Guadix et al., 2000) ya que degradan las cadenas
peptidicas de las proteinas-sustrato (Carrera, 2003), hidrolizando los enlaces
peptidicos (fig. 3), con diferentes grados de intensidad y de selectividad. Un
enlace peptidico es la unién que se realiza entre el grupo &cido de un aminoacido
con el grupo amino de otro, con la consecuente eliminacion de una molécula de

agua (Guadix et al., 2000).
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carbono carboxilico

Figura 3. Hidrdlisis del enlace peptidico (Doolittle, 1985)
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En lo que se refiere al término proteasa, existen criterios encontrados en
su definicion. Este término, por tanto, puede ser sinénimo del término péptido
hidrolasa, pues éste incluye todas las enzimas que rompen enlaces péptidicos.
Las proteasas constituyen uno de los grupos funcionales més extensos de
proteinas, con méas de 560 miembros descritos (Barret, 1980; Barret et al., 1998,;
Supuran et al., 2002).

Hartley (1969) clasifico a las enzimas proteoliticas de acuerdo con el
aminoacido o metal que posean en su sitio activo en: Serin-proteasas, tiol-

proteasa, metalproteasas y proteasas acidas.

Las proteasas excretadas por los microorganismos producen aminoacidos
y oligopéptidos al hidrolizar de las uniones peptidicas. Los peptidos son
hidrolizados por las exo- y endo-peptidasas. Las exopeptidasas se dividen en dos
grupos: las que comienzan su accion por el enlace peptidico adyacente al grupo
amino terminal y las que lo hacen por el cercano al carboxilo terminal. Las otras
hidrolizan los enlaces del interior de la cadena y son muy especificas, como por
ejemplo la accién hidrolitica de la tripsina usada en la produccion de peptonas,
ocurre solamente si el aminoacido que aporta el grupo carboxilo en la union

peptidica es lisina o arginina (Schlegel, 1993).

11.4.4. Las lipasas (EC 3.1.1.3)

Dentro de la amplia gama de enzimas hidroliticas, se encuentran aquellas
que catalizan la hidrolisis del enlace éster: las esterasas. Estas enzimas estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza y estan presentes en los procesos
metabolicos degradativos de algunas plantas y animales, dichas enzimas son

producidas por un gran nimero de microorganismos (Schmid y Verger, 1998).
Dentro de las esterasas se diferencian aquellas que hidrolizan esteres

carboxilicos o carboxiestereasas como son las lipasas, las que hidrolizan esteres

tiolicos o tioesterasas como la acetilCoA hidrolasa, y las que hidrolizan
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monoesteres del acido fosférico (Colowick y Kaplan, 1955; Lehninger, 1979;
Chavez et al., 1990).

Las lipasas o glicerol éster hidrolasas han sido diferenciadas de las
esteras, sobre la base de su relativa especificidad preferencial. Los sustratos
naturales para las lipasas son aceites y grasas, como los triglicéridos de acidos
grasos de cadena larga, es decir hidrolizan triglicéridos a acidos grasos y
glicerol, bajo ciertas condiciones catalizan la reaccion inversa, mientras que las
esterasas actlan sobre esteres simples de &cidos de bajo peso molecular
(Colowick y Kaplan, 1955; Pokomy et. al., 1994). En la figura 4 se muestra el

mecanismo de accidn de las lipasas.

O O

"

R,C-——- OR,+ H,0-————— R;C————OH-—R,OH

Figura 4. Mecanismo de accion de las lipasas. (Arpigny y Jaeger, 2000)

Algunas lipasas son también capaces de catalizar reacciones de
tranesterificacion e hidrdlisis enantioselectivas (Balcao y Malcata, 1996;
Pokomy et. al., 1994).

Las lipasas estdn ampliamente distribuidas en las plantas y los animales,
son también producidas en forma enddégena y exdgena por muchos
microorganismos naturales o que han sido manipulados genéticamente (Balcao
y Malcata, 1996; Bornscheuer et. al., 1994).

I1.5.UTILIZACION DE LAS ENZIMAS

La utilizacion de enzimas ha experimentado una gran expansion y actualmente

se emplea en procesos industriales como detergentes, papeles, tejidos, etc. asi como

en el sector de comidas y bebidas (Sheppy, 2001, citado por Nicodemus et al.,
2003).
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La inclusion de enzimas en la dieta de animales es mas reciente y tiene como
objetivo mejorar el aprovechamiento del valor nutritivo del alimento, puesto que va
a ayudar al equipo enzimatico propio del animal. Ademas, recientemente se ha
comprobado que la mayor asimilacion de nutrientes en el ID, debido a la adicién de
enzimas, puede cambiar la composicion del sustrato que llega al IG afectando el
perfil de la microbiota que crece en este segmento (Bedford, 2000 citado por Blas C.
et al., 2003)

Los preparados enzimaticos utilizados como aditivos en la alimentacion animal
actian a nivel del sistema digestivo, ejerciendo diferentes acciones como son
eliminar factores antinutritivos del alimento, aumentar la digestibilidad de
determinados nutrientes, complementar la actividad de las enzimas enddgenas de
los animales y reducir la excrecion de ciertos componentes (fosforo y nitrégeno).
Los preparados enzimaticos son eficaces si se utilizan en condiciones iddneas. Un
punto fundamental para entender la funcion de las enzimas es la especificidad que
tiene cada enzima por un sustrato o un grupo de sustratos determinado. Por ello, las
preparaciones enzimaticas deben estar perfectamente caracterizadas y ser utilizadas
unicamente en aquellas raciones que contengan sustratos adecuados. Otro punto
fundamental es que las enzimas son proteinas relativamente termol&biles, hecho que
debe tenerse en cuenta a la hora de elaborar los preparados enzimaéticos y de

aplicarlos a la raciones. (Ordofiez, 2005).

Varias enzimas y paquetes de enzimas han sido desarrollados para aumentar la
digestibilidad de la dieta, la disponibilidad de energia, proteinas y acidos grasos.
Dichas enzimas son propiamente orientadas a mejorar la eficiencia de la utilizacion

de monogastricos, principalmente cerdos y aves (Arias, 1997).

35



I1l. MATERIALES Y METODOS

11.1. LUGAR DE ESTUDIO

El presente estudio se realizd en el Centro de Investigacién de Bioquimica y
Nutricion (CIBN) de la Facultad de Medicina Humana (FMH) de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) en los meses de marzo a diciembre del
2010.

1.2 TAMARNO DE MUESTRA

Este estudio descriptivo tuvo como tamafio muestral cinco cuyes machos
(Slande y Hintz 1982; Maraunek y Vovk, 1995) de la raza Andina, procedentes del
Centro de Investigacion Instituto Veterinario de Investigacion Tropicales y de Altura
(IVITA)- Mantaro (Junin).

Los cuyes fueron diagnosticados  clinicamente sanos,  estos fueron
seleccionados al final del periodo de engorde (aproximadamente 70 dias de edad).
Los cuales fueron alimentados con pastos asociados (alfalfa y trébol rojo) y
subproducto de trigo (afrecho). El peso promedio de los animales fue de 1022 g
(Apendice 1). Se sacrificd a los animales sin previo ayuno mediante el degolle y

sangrado total.
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11.3. COLECCION DE MUESTRAS

Luego del sangrado, se procedio a la apertura del animal a través de la linea alba
para exponer el sistema digestivo e identificar el ciego. Una vez identificado el
ciego, se realiz6 un piquete con una tijera esteril y se recolecto6 el contenido cecal
con una espatula esteril. El contenido cecal fue colocado en tubos Falcon de 50mL
y almacenado a -20°C en congelacién, las muestras se procesaron dentro de los 7

dias siguientes.

11.4. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

El contenido cecal de cada uno de los cinco cuyes se procesé de manera
individual. Se coloc6 69 de contenido cecal con 24 mL de buffer fosfato de sodio
(50 mM pH7) en un vaso de precipitado de 100mL y se homogenizé con el agitador
magnético refrigerado a 4°C por 2 horas. Este homogenizado se Ilevo al equipo de
sonicacion, donde se expuso a la muestra a sonicacion por cinco tiempos, con una

duracion de 10 segundos cada uno.

El contenido de los vasos de precipitado se vertié en tubos de centrifuga y se
colocaron en una centrifuga refrigerada a 10,000 x g por 10 minutos a 4°C. Los
precipitados se lavaron dos veces con buffer fosfato de sodio (50 mM pH 7) y se
resuspendieron al 40% p/v en el mismo buffer. Los restos celulares se removieron
por centrifugacion (20,000 x g por 30 minutos) a 4°C. Se tomo el sobrenadante, el
cual era un extracto libre de células, se guardaron en crioviales a congelacion para

los posteriores ensayos de actividad enzimatica.

11.5. CARACTERIZACION DE ENZIMAS

Las actividades de la enzimas cecales (EC) se expresaron como actividad

especifica (U/mg proteina) y se realizaron por triplicado.

11.5.1. Actividad amilolitica y celulolitica

Para medir la actividad amilolitica y celulolitica de las EC, el

concentrado enzimatico cecal (CEC) fue sometido a un pre-tratamiento. Se
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colocé en un tubo de ensayo 1 mL de sustrato, con 0.1 mL de CEC y 0.4 mL de

soluciones tampon.

En el caso de la actividad amilolitica, el sustrato utilizado fue almiddn
soluble al 1% en Tris-HCI, 50 mM, pH7.5. Para la actividad celulolitica se
utilizd el sustrato Carboximetil Celulosa (CMC) a una concentracion de
1.5mg/mL en fosfato de sodio 0.05M, pH 7. Para medir ambas actividades se
incubd tanto el CEC, el sustrato y solucion tampdn. Se utilizaron 3 soluciones
tampdn de diferente pH, los cuales fueron: a pH 5 (acetato de sodio 50mM), pH
7 (fosfato de sodio 50mM) y pH 9 (carbonato de sodio 50mM). La incubacién

se realizo por un periodo de dos horas en bafio maria a 20°C, 30°C y 40°C.

La actividad enzimética se midid por triplicado con la técnica del 3,5
acido di-nitro-salicilico (DNS) modificado, descrito por Miller (1959). La
actividad se midié por la aparicion del producto, es decir por la concentracion

de azlcares reductores.

Para determinar la concentracion de azucares reductores, se adiciono en
tubos 0.25mL de la muestra sometida al pre-tratamiento y se adicion6 0.25 mL
de reactivo DNS, luego los tubos se colocaron a ebullicién durante 5 minutos y
pasado el tiempo de ebullicion se sumergid rapidamente en un bafio de hielo
durante 5 minutos, a continuacién se adicioné a cada tubo 2.5mL de agua

bidestilada y se procedio a leer en un espectrofotometro a 540nm.

Se prepar6 una curva estandar de glucosa (Apendice 2) en la que se usé
0.25mL de reactivo DNS més 2.75mL de agua bidestilada. Las concentraciones
de glucosa fueron conocidas las cuales comprenden entre 0.5 a 2g/L. Esta curva
estandar de glucosa sirvio para cuantificar azlcares reductores (glucosa)

producidos por la actividad amilolitica y celulolitica.

Las actividades enzimaticas equivalentes a almidon y celulosa se

definieron como la cantidad de glucosa liberado en g/L respectivamente.
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111.5.2. Actividad proteolitica

Para medir la actividad proteolitica de las EC se ensayd la técnica de la
azocaseina (Secades, 1999), por ftriplicado. La actividad se midié por la
aparicion del producto, es decir los péptidos coloreados productos de la

hidrolisis del sustrato, la azocaseina (SIGMA).

La azocaseina se preparé a 3 pH diferentes, las cuales fueron las
siguientes: pH 4 (acetato de sodio 50mM), pH 7.6 (buffer Tris-HC (25mM),

conteniendo MgCIZ, concentracion final 5 mM) y pH 9 (carbonato de sodio

50mM).

La técnica de la azocaseina consiste en la adicion de 12uL del CEC a
480 pL de azocaseina, esta mezcla fue incubada en bafio maria a 20, 30 y 40°C
por 30 min. La reaccion fue detenida agregando 600 uL de acido tricloroacético
10% (w/v) y se incub6 30 minutos en hielo, luego se realizé una centrifugacion
refrigerada (4°C). Se centrifugd a 15,000xg por 10 min. Luego se tomé 800 uL
de sobrenadante los cuales fueron neutralizados con 200 uL de NaOH 1.8N, y

se midio la absorbancia en el espectofotometro a 420nm.

Una unidad de actividad enzimatica fue definida cono la cantidad en la

cual se da un incremento en A420 de 0.01 en 30 min, bajo las condiciones del

ensayo.

111.5.3. Actividad lipolitica

Para medir la actividad lipolitica de las EC se utilizd el método
espectrofotométrico descrita por Godoy et. al, 2009, el cual se modificé . La
actividad se midié por la aparicion del producto, es decir el croméforo p-

nitrofenol.

El sustrato utilizado para esta prueba fue el p-nitrofenil caprilato
(SIGMA), el cual fue preparado con acetilnitrilo:DMSO (1:1), la concentracion

final fue 2.5 mM . Ademas se utilizaron 3 soluciones tampoén de diferentes pH,
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pH 5 (acetato de sodio 50mM), pH 7 (fosfato de sodio 50mM), pH 9 (carbonato
de sodio 50mM).

La técnica consiste en colocar 1.1 mL de solucién tampdén vy luego
adicionarle 125 pL de sustrato p-nitrofenil caprilato, e incubarlo en bafio maria
por 3 minutos a diferentes temperaturas (20, 30 y 40°C) y luego adicionarle
25 pL de CEC, con lo cual se inicia la reaccion. Este ensayo se realizd por
triplicado. La reaccion fue monitoreada por espectrofotometria a 410 nm por 5

minutos.

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima necesaria
para formar 1.0 mol de p-nitrofenol por minuto bajo las condiciones de prueba.

111.5.4. Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar las proteinas del EC, se utilizé la técnica de Lowry et al.
(1951). La proteina patron fue la albumina sérica bovina a una concentracion de
2.9 g/dL.

La técnica consiste en tomar 0.1 CEC diluido y afadir carbonato de
sodio (1M en NaOH 0.25M). Estos reactivos se mezclan bien y se afiade el
reactivo cuprico (Sulfato de Cobre. 5H,0 0.1g% en tartrato de Na y K 0.2g%).
La mezcla se dejo reposar por 10 minutos. Luego se adiciona el reactivo de
Folin — Ciocalteus (1/3). Los reactivos se mezclaron y reposaron por 20
minutos. La absorbancia se midi6 a 700nm. Esta prueba se realiz6 por
triplicado.

111.6. ANALISIS DE DATOS

Los resultados obtenidos son valores cuantitativos continuos por lo que para su

analisis se empleo la estadistica descriptiva. Como medida de tendencia central se

utilizo la media aritmética y como medida de variabilidad la desviacion estandar.

Los resultados se expresan en graficos de dispersion de acuerdo a su naturaleza. Los

datos obtenidos se analizaron utilizando la prueba de t- Student.
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IV. RESULTADOS

V.1 ACTIVIDAD CELULOLITICA

La actividad celulolitica de las EC de cuyes fue medida a diferente pH vy
temperatura. Los datos individualizados se encuentran en el Apéndice 3. En el cuadro 4,
se muestran los promedios de las actividades celuloliticas, expresadas como actividad
especifica (U/g proteina). La temperatura afectd la actividad celulolitica de las EC. Asi
mismo, el pH afectd la actividad celulolitica de las EC pero sélo a la temperatura de
20°Cy 30°C, mas no a 40°C.

Cuadro 4: Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad celulolitica (U/g
roteina) de las enzimas cecales de cuyes.

20 13.242.2 % 17.3+2.2623 17.7+2.2%3
30 15.4+2.7 4 19.6+3.2¢4° 20.8+3.24¢5
40 20.9+3.5°6 21.4+3.6°° 21.8+3.2%°

a b d e promedio al mismo pH y diferentes temperatura, letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05)
123456 promedio a la misma temperatura y diferente pH, nimeros diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05)
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En la fig. 5, se grafica el efecto de la temperatura sobre la actividad celulolitica de
las EC. A pH 5y 9, se evidencio que la temperatura afectdé de manera significativa la
actividad especifica. Afectd de manera directamente proporcional, es decir a mayor
temperatura mayor actividad especifica. Sin embargo, a pH 7 no existié diferencia
estadistica significativa (p<0.05) entre los valores de la actividad especifica, pero tiene
tendencia a incrementar su valor. También podemos mencionar que las actividades mas
altas se encontraron a 40°C (20.9, 21.4 y 21.8 U/g proteina) y las mas bajas a 20°C
(13.2,17.3 y 17.7 U/g proteina).

22

18
— / = pH:5
16 ——pH:7
/ pH:9
14

20 25 30 35 40

Actividad especifica (U/g proteina)

Temperatura (°C)

Figura 5: Efecto de la temperatura sobre la actividad celulolitica (U/g proteina) de las enzimas
cecales de cuyes

En la figura 6, se grafica el efecto del pH sobre la actividad celulolitica de las EC,
al igual que la temperatura, el efecto del pH fue directamente proporcional al
incremento de pH. Sin embargo, este efecto solo se evidencié a cuando la temperatura
era 20°C y 30°C, mas no a 40°C, donde no hubo diferencia estadistica significativa
entre los valores pero si una tendencia numérica a incrementarse. Las actividades méas
altas se evidenciaron a pH 9 (17.7 y 20.8 U/g proteina) y las méas bajas a pH 5 (13.2,
15.4 U/g proteina).
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Figura 6: Efecto del pH sobre la actividad celulolitica (U/g proteina) de las enzimas
cecales de cuyes

Por lo tanto; la actividad especifica de las EC mas alta (21.8+3.2 U/g proteina) se
encontré a la temperatura maxima que se utilizo en este ensayo (40°C) y al pH alcalino
de 9. La actividad especifica mas baja (13.2 + 2.2 U/g proteina) se encontré a la

temperatura mas baja que se utilizé en este ensayo (20°C) y al valor de pH 5.

V.2 ACTIVIDAD AMILOLITICA

La actividad amilolitica de las EC de cuyes fue medida a diferente pH y
temperatura. Los datos individualizados se encuentran en el Apéndice 4. En el cuadro 5,
se presentan los promedios de las actividades amiloliticas expresadas como actividad

especifica (U/g proteina). Solo la temperatura afecto la actividad amilolitica de las EC.
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Cuadro 5: Efecto de la temperatura y pH sobre la actividad amilolitica (U/g proteina)
de las enzimas cecales de cuyes

d f
20 188.74+46.7° 174.1452.7 150.4+40.2
30 329.7+106.4°°  308.6£127°°  319.6+93.8°
40 441.4+1815°  452.7+#1351°  499.3+129.9"

abedefoh promedio al mismo pH y diferentes temperatura, letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05)

La actividad amilolitica de las EC aumentaba a medida que la temperatura se
incrementaba de 20°C a 40°C, es decir la actividad especifica aumenta directamente
proporcional a la temperatura, observandose las menores actividades a bajas
temperaturas y las mas elevadas a temperaturas altas (Figura 7), al igual que la

actividad celulolitica.
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Figura 7: Efecto de la temperatura sobre la actividad amilolitica (U/g proteina) de las enzimas
cecales de cuyes
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El gréafico que describe el efecto de la temperatura sobre la actividad amilolitica, es
muy similar en el caso de los tres valores de pH, es decir muestran el mismo patron. Sin
embargo a pH 9 hay diferencia estadistica significativa (p<0.05) en los tres valores de
temperatura, como no es el caso de los demas valores de pH. También podemos
mencionar que las actividades especificas son muy parecidas en todos los valores de
pH, aunque no hay diferencia significativa, existe una ligera diferencia numérica entre
estos tres valores, siendo el pH 7 (308.6 U/g proteina) el cual tiene el valor mas bajo
respecto a los otros valores (329.7 y 319.6 U/g proteina) para pH 5y 7 respectivamente.
Cuando se evalué las EC con capacidad amilolitica a 40°C se observa que a pH 9
mostré un ligero incremento de la actividad especifica (499.3 U/g proteina) respecto a

los pH 5y 7, los cuales mostraron valores muy cercanos (441.4 y 452.7 U/g proteina).

Por lo tanto; la actividad especifica de las EC mas baja se present6 a 20°C (188.7,
174.1y 150.4 U/g proteina) y la mas alta a 40°C (441, 452.7 y 499.3 U/g proteina).

V.3 ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La actividad proteolitica de las EC de cuyes fue medida a diferente pH y
temperatura. Los datos individualizados se encuentran en el Apéndice 5. En el cuadro 6,
se muestran los promedios de las actividades proteoliticas, expresadas como actividad
especifica (U/g proteina). Las EC de cuyes no mostraron una actividad proteolitica
uniforme, tuvieron respuestas diferentes para cada condicion a la que estuvo expuesta.

Tanto la temperatura como el pH afectaron la actividad especifica de las EC.
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Cuadro 6: Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad proteolitica (U/g
proteina) de las enzimas cecales de cuyes

20 290+91.4% 221+51.3%12 162+37.6%2
30 183+49.13P3 209+41.9%° 104+53.294
40 140+74.9°° 176+50.4° 225+45.1%°

a b depromedio al mismo pH y diferentes temperatura, letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05)
12345  promedio a la misma temperatura y diferente pH, nameros diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05)

En la figura 8, se observa el efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica
de las EC. Cuando el pH es 5, podemos observar que hay diferencia entre la actividad
especifica a 20°C y 40°, disminuyendo su valor a medida que se incrementa la
temperatura. Comportamiento contrario se presenta cuando el medio esta a pH 9, ya
que el valor de la actividad especifica aumenta a medida que aumenta la temperatura de
20°C a 40°C.
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Figura 8: Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica (U/g proteina) de las
enzimas cecales de cuyes
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En la figura 9, se grafica el efecto del pH sobre la actividad proteolitica de las EC.
Se observa que cuando la temperatura es 20°C, la actividad proteolitica disminuye a |
incrementarse el pH, es decir de 290+91.4 baja a 162 +37.6 U/mg proteina. Cuando la

temperatura es 30°C, la actividad proteolitica también disminuye a medida que el pH
aumenta.
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Figura 9: Efecto del pH sobre la actividad proteolitica (U/g proteina) de las enzimas
cecales de cuyes

Las actividades especificas de las EC mas bajas (104, 162 U/g proteina) se
presentaron a 20° y 30°C y pH 9. Los valores mas altos de actividad especifica se
presentaron a 20°y 30°y pH 5 (290 y 183 U/g proteina).

V.4 ACTIVIDAD LIPOLITICA

La actividad lipolitica de las EC de cuyes fue medida a diferente pH y temperatura.
Los datos individualizados se encuentran en el Apéndice 6. En el cuadro 7, se muestran
los promedios de las actividades lipoliticas, expresadas como actividad especifica
(U/mg proteina). EI pH afectdé la actividad lipolitica de las EC, la temperatura solo

afecto la actividad especifica de las EC a 40°C (el pH del medio fue 9). Las EC de
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cuyes no mostraron una actividad lipolitica uniforme, tuvieron respuestas diferentes
para cada condicién a la que estuvo expuesta.

Cuadro 7: Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad lipolitica (U/mg proteina)
de las enzimas cecales de cuyes

20 3.07+0.51* 2.80+0.60° 2.55+1.10%
30 3.01+0.83%23 2.23+0.74°? 3.59+0.49%93
40 3.18+0.32%% 2.94+0.328%* 4.05+0.45%°

a b d promedio al mismo pH y diferentes temperatura, letras diferentes en la misma columna, indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05)
12345 Ppromedio a la misma temperatura y diferente pH, nimeros diferentes en la misma fila, indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05)

En la figura 10 podemos observar el efecto del pH sobre la actividad lipolitica. A
30°C, la actividad lipolitica de las EC se incrementd cuando el pH aumento, es decir
cuando el pH es 7, la actividad lipolitica es de 2.23 U/mg proteina se incrementé a pH
9 (3.59 U/mg proteina). Cuando la temperatura es 40°C, al igual que a 30°C, el valor de
la actividad proteolitica se incrementa a medida que el pH aumenta.

48



4.1
3.9 —
3.7

J_
3.5
33 /

3.1 —0—20°C

”%\\ - °
A =f—30°C

2.7

2.5 \

23 N\ e

2.1

Actividad especifica (U/mg proteina)

Figura 10: Efecto del pH sobre la actividad lipolitica (U/mg proteina) de las enzimas
cecales de cuyes

La temperatura solo afecto la capacidad lipolitica de las EC cuando se expuso a
40°C vy el pH del medio fue 9. En los demas casos no hubo diferencia estadistica
significativa, pero si una tendencia numérica, ya que a 20°C se mostraron los valores

intermedios, a 30°C los valores mas bajos y a los 40°C mas altos.
La actividad especifica de las EC mas baja se presentarona pH 5y 7 (2.23, 2.94 y

3.18 U/mg proteina) y la actividad especifica mas alta se presenté a pH 9 (3.59 y
4.049 U/mg proteina).
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V. DISCUSION

La prohibicion al uso de antibioticos como promotores de crecimiento en las raciones
de animales que seran destinados al consumo humano, debido a los problemas en la salud
publica, ha traido consigo la busqueda de estrategias de reemplazo al uso de antibidticos.
Dentro de las alternativas de reemplazo se pueden mencionar el uso de probidticos,
prebioticos, enzimas, acidos organicos, extractos naturales, entre otros. EI empleo de estos

aditivos en la alimentacion animal ha evidenciado respuestas positivas.

En este estudio se caracterizd las enzimas que se encuentran en el ciego del cuy. En la
actualidad no se cuenta con la caracterizacion de la poblacion bacteriana cecal del cuy, méas
la caracterizacion de sus enzimas indicara la actividad bacteriana en esta region, dicha
flora podria incluir alguna especie que tenga potencial biotecnoldgico, el cual podria ser
utilizada para optimizar la utilizacion de raciones brindadas a cuyes, trayendo consigo
efectos benéficos en diversos ambitos.

En este estudio se logrd cuantificar las actividades especificas de las EC con
capacidad celulolitica, amilolitica, proteolitica y lipolitica del cuy. Se cuantificd las
actividades especificas sometidas a tres diferentes valores de pH y 3 valores de

temperatura.
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Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen hongos y bacterias, aerobios
y anaerobios, mesofilos y termofilos que ocupan una variedad de habitats (Aubert et al.,
1988). Podemos mencionar algunas bacterias anaerobias como: Acetivibrio cellulolyticus,
Butirivibrio sp., Bacteroides cellulosolvens, Bacteroides succinogenes, Clostridium
cellulovarans, Clostridium thermocellum, Ruminoccus albus, Ruminococcus flavefaciens
(Lynd et al., 2002).

La mayor actividad de las celulasas se presenté a un pH alcalino, mientras que en el
caso del estudio realizado por Gaitan y Pérez (2007) obtuvieron la mayor actividad
enzimatica de celulasas de Bacillus sp. y Streptomyces sp. a pH 7. Ademas, Howard et al.
(2003), mencionaron que el pH éptimo de las celulasas producidas por bacterias abarca un
amplio rango, el cual incluye tanto condiciones acidas como alcalinas, sin embargo las
celulasas producidas por hongos requieren generalmente un pH &acido. En un estudio
realizado en rumiantes por Galindo et al. (2004), evidenciaron que la actividad celulolitica
del Ruminicoccus albus y de la mezcla de bacterias ruminales fue maxima con valores de
pH 55 y 6. En el caso de bacterias ruminales el pH dptimo para muchas bacterias
hidroliticas importantes se hallan por encima de 6.

La actividad celulolitica, estuvo influenciada por la temperatura y el pH. Asi, Valifio
(1999), menciona que la accion de las enzimas celulasas puede afectarse por numerosos
factores, como la adsorcion de la enzima al sustrato, la inactivacion de la enzima con el
tiempo, el pH, la temperatura, la concentracion de nitrégeno, ademas de la inhibicién de la
enzima con el tiempo de la reaccidn, la presencia de proteasas producidas por

microorganismos, entre otros.
Respecto al efecto de la temperatura sobre la actividad celulolitica, en este estudio se
observo gue los valores mas altos se dieron a 40°C, resultados similares a los obtenidos por

Gaitan y Pérez (2007), que obtuvieron una actividad més elevada a 37°C que a 50°C.

En el conejo, la actividad fibrolitica de la microbiota tiene lugar en el ID y en el ciego,

predominando en ambos segmentos la actividad pectinolitica frente a la xilanolitica y
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celulolitica los factores de variacion de esta actividad fibrolitica se desconocen, si bien a

nivel cecal parece que un pienso deficitario en fibra podria reducirla (Garcia et al., 2006).

Existe un numero limitado de cepas de bacterias lacticas capaces de hidrolizar
almidon. La mayor parte de las amilasas producidas por estas bacterias son extracelulares,
pero algunas estan ligadas a la célula. Las actividades amiloliticas observadas son muy
variables pero normalmente son inferiores a las de los mohos, las levaduras o bacterias de
la familia Bacillaceae. Estas enzimas son constitutivas, pero su actividad puede
incrementarse con inductores, como la maltosa. Streptococcus bobis, Pediucoccus
darnnosfis y algunas otras bacterias lacticas también han mostrado actividad amilolitica
(Escamilla, 2000).

Las EC de cuyes presentaron actividad amilolitica més elevada a 40°C. Resultado
que concuerdan con los obtenidos en el estudio realizado por Herbert et al. (1996, Citado
por Rojo et al., 2007), donde las amilasas de Bacillus lechiniformis, las cuales reciben gran
importancia a nivel industrial debido a su gran capacidad para degradar un amplio tipo de
carbohidratos, mostré una gran actividad en el rango de 30 a 90°C, siendo el 6ptimo a
76°C. Asi mismo en este mismo estudio (Herbert et al. 1996, citado por Rojo et al., 2007),
se reportd gran actividad amilolitica en el intervalo de pH 4 y 9, mientras que las EC en

este rango de pH no evidenciaron diferencia entre sus valores.

Los datos de las EC con capacidad amilolitica muestran que esta es casi 10 veces
el valor de las EC con capacidad celulolitica, estos datos concuerdan con los resultados
encontrados por Marounek et al. (1995), quienes reportaron que la actividad celulolitica
fue la menor en todos los segmentos del tracto digestivo del conejo. Ellos reportan también
que la actividad amilolitica en el ciego es casi 6 veces la actividad celulolitica. Estos
hallazgos son consistentes con la baja digestibilidad de la fibra cruda en conejos, la cual a
sido reportado por diversos autores. Ademas, Slade y Hintz (1982) demostraron que el cuy
es tan eficiente como el caballo y pony en la digestion de la fibra cruda, ademéas Loosli et

al. (1939) y Hintz (1961) reportaron que el cuy fue mas eficiente en la digestion de la fibra.
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Podemos mencionar al Aspergillus niger, el caso de los hongos, el cual en el
estudio de Henao et al. (2006) presento un rango éptimo de la actividad amilolitica a 60°C.
En el caso de la temperatura las EC de cuyes cuando se incrementd la temperatura la
actividad especifica de las enzimas casi duplico su valor. En nuestro estudio la actividad
especifica de las EC con capacidad amilolitica present6 el valor mas alto a 40°C. En el
estudio de Henao et al. (2006), el rango optimo de pH fue entre 3 y 4, mientras que en el

nuestro no hubo efecto del pH.

Dentro de las bacterias que tienen la capacidad de implantarse en la flora intestinal,
tenemos a algunas especies de bifidobacterias y Lactobacillus. Estas bacterias prebioticas
tienen la capacidad de producir proteasas que hidrolizan las proteinas y liberan gran
cantidad de péptidos (Baqueiro, 2004).

Las EC con actividad proteolitica, respondieron al efecto de la temperatura en efectos
diferentes dependiendo del pH. Asi, a pH 9, la actividad se incrementé a medida que se
incrementaba la temperatura, en la combinacion de pH 9 y 40°C se presentd la mayor
actividad enzimatica especifica. Estos datos son concordantes con proteasa comerciales
(Novo Nordisk®) comercializadas que expresan su mayor actividad bajo los rangos de pH
apH 8,5-10,5y a la temperatura de 55°C. (Cegarra et al., 2000)

En cuanto al efecto del pH sobre la actividad proteolitica de las EC, al igual que el
efecto de la temperatura fue variable, aunque a 30°C y 40°C y a pH 9 se encuentra la
actividad proteolitica mas elevada, mientras que a pH 7 se evidencié las actividades
proteoliticas méas bajas. Estos resultados difieren de los obtenidos en el estudio realizado
por Garcia (1996), quien evalu6 las proteasas bacterianas en sistemas de depuracion
bioldgica; encontré que la maxima actividad fue a pH 7, por debajo o encima de este

valor la actividad proteolitica disminuye, siendo mayor cuando el pH es acido. También
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reporta la mayor actividad en el rango de temperatura que va desde 10°C-35°C; datos

similares a los encontrados en este estudio.

Los microorganismos que producen lipasas no manifiestan la produccion de estas
enzimas de la misma manera. Existiendo diferencias importantes entre los niveles de
actividad lipolitica expresados por los hongos, bacterias y levaduras. Las respuestas
variables son atribuibles al tipo de sustrato, asi mismo la posibilidad de presentar actividad

lipolitica intracelular (Coca et al., 2001).

Coca et al. (2001) evalud la actividad de lipasas de los hongos Aspergillus niger y A.
fumigatus, manteniendo el pH estable a 7, obteniendo la maxima actividad enzimatica en
un rango de 40 y 60°C para A. niger y 80°C para A. fumigatus, luego de estas temperaturas
la actividad enzimética cay0, atribuidas a una inactivacion térmica. En nuestro estudio no
se evidencio una inactivacion térmica, ya que no se determino la actividad maxima, pues
no se evalud temperaturas extremas. Al igual que los resultados presentados por Coca et al.
(2001) la tendencia de la actividad enzimatica de las lipasas tienden a incrementarse con el

efecto de la elevacion de la temperatura.

El efecto del pH sobre la actividad enzimatica de las lipasa de los hongos A.
fumigatus y A. niger se manifesto presentando la actividad enziméatica méxima a pH 6 para
A. niger y pH 7 para A. fumigatus. En nuestro estudio a pH 6 y 7 es donde se obtuvo la
actividad mas baja, y a medida que el pH aumentaba la actividad también aumentaba. En el
caso de la actividad enzimética sometida a 20°C, decayé bruscamente a medida que el pH

aumentaba.

En el estudio realizado por Castro et al. (2003), evalu6 la lipasa de Bacillus
thermoleovorans, la lipasa CCR11 tiene un pH éptimo de 9 y es estable en un rango de
pH de 5 a 11. La temperatura Optima de esta lipasa fue de 60°C.

El género Bifidobacterium, fue caracterizado por Collado (2004), ninguna de las cepas
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evaluadas presentd una actividad lipolitica. La mayoria de los probioticos son bacterias del
género Lactobacillus y Bifidobacterium aunque también se emplean algunos otros géneros

como Enterococcus, Streptococcus, y Saccharomyces.

El potencial que poseen los microorganismos que habitan en el ciego del cuy es muy
prometedor, ya que como se demostrd en este estudio la actividad tanto amilolitica como
celulolitica son estables a diferentes temperaturas y pH, estas podrian exhibir un efecto
beneéfico al administrarla a cuyes jovenes, ya su sistema enzimatico aun no esta totalmente

desarrollado ni es capaz de soportar el cambio de dieta.

Es prometedor el resultado de la actividad amilolitica de las EC de cuyes, ya que se
podrian aplicar en el campo de la biotecnologia. Dentro de los beneficios que traerian seria
mejorar la digestion de los carbohidratos que Ileguen al ciego sin digerirse, pues en etapas
tempranas de la vida el pancreas no se encuentra en la capacidad de digerir grandes
cantidades de almidon, evitando de esta manera algunas patologias digestivas que traen

consigo la no digestion de los almidones.

Sera necesario hacer una caracterizacion de las microbiota cecal de los cuyes para
poder aislar a las bacterias con posible potencial biotecnolégico. Dentro de las posibles
aplicaciones se pueden mencionar produccion de enzimas para su uso en la alimentacion
animal, aislar especies con capacidad probidtica entre otras. En el caso de la adicion de
enzimas en la alimentacion de cuyes, han expresados resultados benéficos ya que permite
al animal expresen un mejor rendimiento, provechando mejor los nutrientes que se les

brinda en la dieta.
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VI. CONCLUSIONES

Las enzimas cecales del cuy con capacidad celulolitica, presentaron mayor
actividad especifica a pH 9 y 40°C, mientras que la menor actividad se presento
apH5y20°C.

Las enzimas cecales del cuy con capacidad amilolitica, presentaron mayor
actividad especifica a 40°C, mientras que la menor actividad se presento a

20°C. La actividad de las amilasas cecales no fue afectada por el pH.

La actividad amilolitica fue 10 veces mas alta que la actividad celulolitica.

Las enzimas cecales del cuy con capacidad proteolitica, presentaron mayor
actividad especifica a pH 5 y 20°C, mientras que la menor actividad se presento
apH9y30°C.

Las enzimas cecales del cuy con capacidad lipolitica, presentaron mayor
actividad especifica a pH 9, mientras que la menor actividad se presento a pH 5.

La actividad de las lipasas cecales no fue afectada por la temperatura.
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VIl. RECOMENDACIONES

Caracterizar la microbiota presente en el ciego de cuyes.

Aislar las especies que tengan potencial biotecnologico.
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Cuadro Al:

APENDICE 1

Pesos de cuyes

N° Animal Peso ()
1 1056
2 979
3 1015
4 1076
5 984
Promedio 1022 +43
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APENDICE 2

Absorbancia a 540 nm
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Figura Al: Curva estandar de glucosa
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APENDICE 3

Cuadro A2: Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad celulolitica (U/g proteina) de las enzimas cecales de cuyes.

Temperatura
. 20 °C 30°C 40°C
Individuo oH pH pH
5 7 9 5 7 9 5 7 9
1 11.10 14.88 15.05 11.57 15.94 18.19 19.13 17.24 23.15
2 15.35 20.32 20.51 15.13 21.29 23.77 25.29 24.64 25.72
3 15.84 18.84 19.30 19.04 23.95 24.66 23.65 25.66 23.25
4 11.77 16.24 16.67 14.62 17.15 17.66 16.85 19.08 18.07
5 12.12 16.27 17.16 16.43 19.54 19.94 19.78 20.41 18.82
Promedio 13.24 17.31 17.74 15.36 19.58 20.84 20.94 21.41 21.80
G 2.19 2.21 2.17 2.72 3.21 3.21 3.45 3.61 3.24
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APENDICE 4

Cuadro A3: Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad amilolitica (U/g proteina) de las enzimas cecales de cuyes.

Temperatura
Individuo 20°¢ 30°C ao°c
pH pH pH
5 7 9 5 7 9 5 7 9
1 154.59 139.00 126.84 260.76 229.23 274.34 459.40 374.49 420.31
2 228.13 210.19 183.93 384.93 358.45 371.21 206.55 518.18 582.58
3 205.17 241.85 164.78 315.92 269.52 312.01 490.72 399.61 462.76
4 125.35 111.14 91.96 207.67 181.79 196.81 352.01 315.77 353.53
5 230.37 168.17 184.36 479.40 503.80 443.52 698.05 655.23 677.40
Promedio 188.72 174.07 150.37 329.74 308.56 319.58 441.35 452.66 499.32
DE 46.74 52.73 40.17 106.41 126.98 93.81 181.50 135.08 129.88
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APENDICE 5

Cuadro A4: Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad proteolitica (U/g proteina) de las enzimas cecales de cuyes.

Temperatura
Individuo 20°C 30°C 40°C
pH pH pH
5 7 9 5 7 9 5 7 9
1 310.69 133.15 114.13 188.10 209.24 107.79 107.79 133.15 627.72
2 261.13 243.73 179.89 119.93 203.10 17.41 243.73 164.42 216.64
3 172.20 258.30 202.70 208.08 177.58 156.06 193.73 263.68 274.45
4 425.05 250.67 185.28 152.58 174.38 103.54 70.84 158.03 98.09
5 282.58 218.35 132.73 246.90 278.30 137.01 85.63 162.70 185.53
Promedio 290.33 220.84 162.94 183.12 208.52 104.36 140.34 176.40 225.54
DE 91.42 51.26 37.62 49.09 41.90 53.18 74.87 50.39 45.12
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APENDICE 6

Cuadro A5: Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad lipolitica (U/g proteina) de las enzimas cecales de cuyes.

Temperatura
Individuo 20°¢ 30°C ao°c
pH pH pH
5 7 9 7
1 3.05 3.58 2.21 2.37 2.20 2.78 2.79 2.79 3.53
2 3.11 2.92 1.09 3.86 1.10 3.61 3.20 2.69 3.64
3 3.62 2.11 2.61 3.52 2.45 4.10 3.05 2.81 4.17
4 3.34 3.05 2.70 3.41 3.17 3.77 3.66 3.51 4.58
5 2.25 231 4.14 1.90 2.22 3.70 3.17 2.88 4.33
Promedio 3.07 2.80 2.55 3.01 2.23 3.59 3.17 2.94 4.05
DE 0.51 0.59 1.10 0.83 0.74 0.49 0.32 0.33 0.45
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