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RESUMEN
PALABRAS CLAVE ADICIONALES El objefivo de este estudio fue evaluar el efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad de las
Hidrolasas. enzimas hidroliticas de la regién cecal de cuyes (Cavia porcellus). Este es el primer reporte sobre la
Proteolitica. actividad enzimdtica en el ciego de cuyes, evidenciando que existe actividad amilolitica, celulolitica,
Celulolftica. proteolitica y lipolitica. Los valores de las actividades evaluadas estuvieron en los siguiente rangos:
Amilolfica. actividad amilolitica (0.150 - 0.499 U/mg profeina), celulolitica (0.013 - 0.022 U/mg proteina),

Lipoltic. profeolitica (0.104 - 0.290 U/mg proteina) y lipolitica (2.227 - 4.049 U/mg proteina). Tanto en la

actividad celulolitica, lipolitica y proteolitica hubo inferaccién entre temperatura y pH. La actividad
amilolifica solo se vio afectada por la temperatura, evidenciéndose mayor actividad enzimdtica a
mayor temperatura (40°C). La actividad amilolifica es estable a cualquiera de los tres pH probados

en esfe estudio. Ademds, la actividad amiloliica fue 10 veces mds alta que la actividad celulolitica.

Effect of Temperature and pH on the Activity of the Hydrolytic Enzymes of the Cecal
Region of Guinea Pig (Cavia porcellus)

SUMMARY

The aim of this study was fo evaluate the effect of temperature and pH on the activity of hydrolytic

ADDITIONAL KEYWORDS

HydmlUS?S‘ enzymes in the cecal region of guinea pigs (Cavia porcellus). This is the first report on enzymatic acfivity
EL?E?JK/TT'I(( in guinea pigs, showing that there is amilolytic, cellulolyfic, proteolytic and lipolytic activity. The values
Amylolytic. of the evaluated activities were in the following ranges: amylolific activity (0.150 - 0.499 U / mg
Lipolytic. profein), cellulolytic (0.013 - 0.022 U/mg protein), proteolytic (0.104 - 0.290 U / mg protein) and
lipolytic (2.227 - 4.049 U/mg profein). Both in the cellulolytic, lipolytic and proteolytic acfivity there was
interaction between temperature and pH. The amylolyfic activity was only affected by the temperature,
evidencing greater enzymatic acfivity at a higher temperature (40 ° C). The amylolytic activity is stable
at any of the three pHs tested in this study. In addition, the amylolytic activity was 10 times higher than
INFORMATION the cellulolytic activity.
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INTRODUCCION recursos econdmicos habitantes de estas zonas (Food
and Agriculture Organization of the United Nations,

El cuy (Cavia porcellus) es un roedor oriundo de los  1997). Provee una carne exquisita y de alto valor nu-
Andes, utilizado como alimento en una extensa regién  tricional. Segun su fisiologia digestiva, el cuy es un
comprendida por Bolivia, Perti, Ecuador y Colombia.  herbivoro de fermentacion post géstrico. La mayor
Es considerado por la ONU y la FAO como una fuente  capacidad fermentativa en esta especie la realiza en
de seguridad alimenticia para la poblacién de escasos el ciego (Esquerre, Valenzuela & Candela, 1974), ana-
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tomicamente esta drea representa el 35% del sistema
digestivo. En el ciego al igual que en las cdmaras fer-
mentativas de otros herbivoros estd habitado por una
microbiota muy numerosa y diversa, los cuales son los
responsables de la utilizacién del alimento fibroso.

Esta microbiota posee una potente maquinaria en-
ziméatica que pueden romper los enlaces glucosidico 3
1-4 del alimento fibroso, ocurriendo asi la digestion de
alimentos fibrosos con la posterior produccién y absor-
cién de acidos grasos volatiles de cadena corta, protei-
nas microbiales, vitaminas del complejo B y electrolitos.
La microbiota del ciego se multiplica a un punto que
sobrepasan a la accion de las enzimas proteoliticas, sien-
do menos eficiente el ciego en comparacién al rumen. A
pesar que el tiempo de multiplicacién de la microbiota
del ciego es mayor que la retencién del alimento, los
cuyes lo resuelven mediante mecanismos que aumentan
la permanencia y en consecuencia la utilizacién de la
digesta (Gomez & Vergara, 1993).

Las enzimas se utilizan histéricamente en procesos
de fermentacién como la fabricacién de quesos, elabo-
racién de vino, etc. (Lindal, 2004), actualmente sus apli-
caciones industriales se proyectan ademas a la industria
farmacéutica, cosmética y de alimentos, entre otros. El
rapido desarrollo en la utilizaciéon de enzimas visto prin-
cipalmente durante las tltimas cinco décadas ha sido
gracias a la evolucién de la biotecnologia moderna. Las
fuentes de enzimas tradicionalmente han sido tejidos o
microorganismos comestibles de animales y plantas que
se utilizaron con seguridad en la elaboracion de alimen-
tos durante mas de 1000 afios. Con la creciente demanda
de enzimas, se buscan nuevas fuentes de enzimas, prin-
cipalmente de microorganismos silvestres (Buchholz,
Kasche & Bornscheuer, 2012); para trabajar estas nue-
vas fuentes de enzimas se requiere conocer las condi-
ciones necesarias para su 0ptimo desarrollo, siendo la
temperatura y el pH las condiciones basicas necesarias.
Atn es desconocida la actividad enzimatica hidrolitica
y sus caracteristicas en el ciego del cuy, asi como su
potencial importancia en el ambito biotecnolégico. Por
las consideraciones expuestas y debido al potencial que
presentan las enzimas producidas en el ciego del cuy,
los objetivos del presente estudio fueron cuantificar la
actividad de las enzimas hidroliticas cecales y el efecto
de la temperatura y el pH sobre la actividad de estas
enzimas en cuyes (Cavia porcellus).

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en el Centro de Investiga-
cién de Bioquimica y Nutricion de la Facultad de Medi-
cina Humana de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Se emplearon cinco cuyes machos, mejorados
provenientes del Instituto Veterinario de Investigacion
Tropical y de Altura, localizado a 3320 metros de altitud,
en el distrito de El Mantaro, provincia de Jauja, depar-
tamento de Junin. Los cuyes fueron seleccionados de
una poblacién de 2000 animales, la seleccién se realiz6
de manera aleatoria, para lo cual todos los individuos
poseian una identificacién y utilizando la herramienta
de Microsoft Excel para ntimeros aleatorios se eligieron
los individuos a utilizar. Los cuyes se seleccionaron al
final del periodo de engorde (aproximadamente 70 d
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de edad) con un peso promedio de 1022 g. Su alimen-
tacion fue a base de alfalfa (Medicago sativa) y trébol
rojo (Trifolium pratense). Se recolectd el contenido cecal
(CC) con una espatula estéril y fue colocado en tubos
estériles tipo Falcon de 50 mL y se almacenaron a -20°C,
las muestras se procesaron dentro de los 7 d siguientes.
El presente experimento conté con la aprobacion del
Comité de Etica y Bienestar Animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Mayor de San
Marcos de Lima Pert.

El CC de cada uno de los cuyes se procesé de manera
individual. Se describe brevemente el procesamiento: se
coloco 6 g de CC con 24 mL de buffer fosfato de sodio
(50 mM pH 7) en un vaso de precipitado y se homo-
geneiz6 con un agitador magnético refrigerado a 4°C
por 2 horas. Este homogeneizado se sonicé por cinco
tiempos, con una duracién de 10 segundos cada uno.
Se centrifugé 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 centrifugacién (20,000 x g por 30 minutos a 4°C).
Se tomo el sobrenadante, el cual era un extracto libre
de células, se conservaron en crioviales a congelacion
(-20°C) para los posteriores ensayos de actividad enzi-
matica. Las actividades de las enzimas cecales (EC) se
expresaron como actividad especifica (U/mg proteina) y
se realizaron por triplicado. Se cuantificé la actividad ce-
lulolitica, amilolitica, proteolitica y lipolitica, sometidas
a diferentes condiciones de temperaturas (20°C, 30°C y
40°C)ypH 5,7y 9).

Para medir la actividad amilolitica y celulolitica de
las EC, el concentrado enzimatico cecal (CEC) fue so-
metido a un pre-tratamiento. Se colocé en un tubo de
ensayo 1 mL de sustrato, con 0.1 mL de CEC y 0.4 mL
de soluciones tampoén. En el caso de la actividad amilo-
litica, el sustrato utilizado fue almidon soluble al 1% en
Tris-HCl, 50 mM, pH 7.5. Para la actividad celulolitica
se utilizo 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 incubé tanto
el CEC, el sustrato y soluciéon tampén. Se utilizaron 3
soluciones tampoén de diferente pH, los cuales fueron:
pH 5 (acetato de sodio 50mM), pH 7 (fosfato de sodio
50mM) y pH 9 (carbonato de sodio 50mM). La incu-
bacién se realizé por un periodo de dos horas en bafio
maria a 20°C, 30°C y 40°C. La actividad enzimatica se
midié con la técnica del 3,5 4cido dinitrosalicilico (DNS),
descrito por Miller (1959). La unidad enzimatica (U) se
definié como la cantidad de glucosa liberado en g/L
respectivamente.

Para medir la actividad proteolitica de las EC se utili-
70 la técnica de la azocaseina (Secades& Guijarro, 1999).
La actividad se midi6 por la apariciéon del producto, es
decir los péptidos coloreados productos de la hidrélisis
del sustrato, la azocaseina. La U se definié como la can-
tidad en la cual se da un incremento en A,,,de 0.01 en
30 min, bajo las condiciones del ensayo.

Para medir la actividad lipolitica de las EC se utiliz6
el método espectrofotométrico descrita por Godoy et.
al., 2009. La actividad se midi6é por la aparicion del
producto, es decir el croméforo p-nitrofenol. El sustrato
utilizado para esta prueba fue el p-nitrofenilcaprilato,
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el cual fue preparado con acetilnitrilo:DMSO (1:1), la
concentracion final fue 2.5 mM . La U se defini6 como
cantidad de enzima necesaria para formar 1.0 mol de
p-nitrofenol por minuto bajo las condiciones de prueba.

Para cuantificar las proteinas del EC, se utiliz6 la téc-
nica de Lowryet al. (1951). La proteina patrén fue la al-
btimina sérica bovina a una concentracién de 2.9 g/dL.

Se utilizé un Diseno Completamente al Azar (DCA)
en arreglo factorial (3 x 3). Los factores a estudiar fueron
nivel de temperatura (20, 30 y 40 °C) y nivel pH (5, 7 y
9) generando 9 tratamientos. El modelo aditivo lineal
con arreglo factorial fue el siguiente:Yij= p + Ai + Bj +
ABij+ eijk. Donde: Yij= observacién del i-ésimo nivel de
tratamiento en la j-ésima repeticion, u = media general,
Ai= Efecto del i-mo nivel de temperatura (i: 1, 2,3), Bj
= Efecto del j-mo nivel de pH (j: 1,2, 3), Abij = Efecto
de la interaccién entre el i-mo nivel de temperatura
con el j-mo nivel de pH, eijk = Error experimental. Los
datos se analizaron con un ANOVA para un disefio
factorial con el paquete estadistico SAS (2002). Se fijo
un valor de alfa < 0.05 para considerar las diferencias
entre tratamientos como estadisticamente significati-
vas. Para determinar variaciones entre tratamientos de
las medias fueron comparadas mediante la prueba de
minima diferencia significativa aplicando un nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las enzimas son productos de las células y por lo
tanto pueden obtenerse a partir de tejidos animales,
tejidos vegetales o mediante procesos de fermenta-
cién empleando microorganismos seleccionados. Los
microorganismos representan una excelente fuente de
enzimas debido a su amplia diversidad bioquimica y
su susceptibilidad a la manipulacién genética. En la
actualidad, las enzimas maés utilizadas en la biotecno-
logia son las hidrolasas, representando aproximada-
mente el 75% de las enzimas industriales (Bhat, 2000;
Saha, Jordan & Bothast, 2009). La microbiota del ciego
del cuy es una fuente probable de microorganismos
que podrian tener potencial biotecnolégico. Sin em-
bargo, esta microbiota no ha sido caracterizada. Este
es el primer reporte sobre la actividad enzimatica en el
ciego de cuyes, evidenciando que existe actividad ami-
lolitica, celulolitica, proteolitica y lipolitica. En la Tabla
I se presentan los resultados de las cuatro actividades
evaluadas en el presente estudio.

Las amilasas hidrolizan moléculas de almidén dan-
do como productos dextrinas y polimeros compuestos
progresivamente por unidades de glucosa (Asgher et
al., 2007). Se han logrado aislar amilasas a partir de bac-
terias y hongos presentando caracteristicas particulares
entre ellas. En este estudio, la actividad amilolitica en
el ciego de cuyes se increment6 a medida que la tem-
peratura se incrementa. Asi, la actividad amilolitica
se incremento en 86% cuando se aumento la tempera-
tura de 20° a 30°C y 46% cuando fue de 30°C a 40°C,
siendo similares a los datos reportados en otros estu-
dios (Wind et al., 1994; Hillier et al, 1997). El rango de

Tabla I. Efecto de la temperatura y pH sobre la actividad de las enzimas hidroliticas del ciego del cuy (Cavia
porcellus) (Effect of temperature and pH on the activity of hidrolytic enzymes of the cecal region of the cuy (Cavia porcellus)

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mg proteina)

Tratamientos Temperatura (°C) pH
Amilolitica Celulolitica Proteolitica Lipolitica
T 20 5 0.189 0.013 0.290 3.073
T2 20 7 0.174 0.017 0.221 2.795
T3 20 9 0.150 0.018 0.163 2.550
T4 30 5 0.330 0.015 0.183 3.014
T5 30 7 0.309 0.020 0.209 2.227
T6 30 9 0.320 0.021 0.104 3.590
T7 40 5 0.441 0.021 0.140 3.175
T8 40 7 0.453 0.021 0.176 2.935
T9 40 9 0.499 0.022 0.280 4.049
Efecto temperatura 20 0.171¢ 0.016° 0.225 2.806°
30 0.319° 0.019° 0.165 2.9442 >
40 0.464° 0.0212 0.199 3.386°
Efecto pH 0.320 0.017° 0.205 3.0872"
0.312 0.019° 0.202 2.653°
0.323 0.020° 0.183 3.396°
FUENTE DE VARIACION PROBABILIDAD
Temperatura <0.0001 <0.0001 0.2197 0.0372
pH 0.9085 <0.0001 0.7740 0.0085
Temperatura*pH 0.6491 0.0074 0.0166 0.0306

ab.c| etras diferentes en columnas indican diferencia estadistica significativa.

Archivos de zootecnia vol. 68, niim. 263, p. 358.



EFECTO DE LA TEMPERATURA Y PH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS HIDROLITICAS DE LA REGION CECAL DE CUYES

temperaturas 6ptimas para la produccién de amilasas
bacterianas aisladas de la industrializacién de papas
o de leche fresca ovina esta entre 35-80°C (Wind et al.,
1994; ; Konsoula et al., 2004). En cuanto al pH, no afectd
la actividad amilolitica, es decir la actividad enzimatica
fue muy estable en el rango de pH evaluado, datos que
concuerdan con un estudio reciente donde purificaron
y caracterizaron bioquimicamente una amilasa de ori-
gen bacteriano aislada de fuentes termales (Xiangrong
etal., 2017).

Dentro de los microorganismos productores de ce-
lulosas existen una diversidad de bacterias y hongos
aerobios y anaerobios, mesoéfilos o terméfilos. Estas
hidrolasas tienen una amplia variedad de aplicaciones
potenciales. La actividad celulolitica en el ciego del cuy
se vio afectada tanto por la temperatura como el pH,
existiendo interaccion entre ambas variables. El efecto
de las dos variables sobre la actividad celulolitica es di-
rectamente proporcional obteniéndose valores mayores
en los niveles mds altos evaluados en este estudio. El
incremento de la actividad celulolitica fue aproximada-
mente de 19% cuando se incremento la temperatura de
20 a 30°C y 11% cuando el incremento fue de 30 a 40°C.
Los incrementos de la actividad celulolitica cuando se
increment6 el pH de 4 a 7 fue de 12% y tan solo de 5%
cuando se incrementé el pH de 7 a 9, no existiendo
diferencia estadistica significativa entre estos. Estos
datos son similares a los reportados por Gaitdn y Pérez
(2007) que obtuvieron la mayor actividad enzimatica
de celulasas de Bacillus sp. y Streptomyces sp., aislados
de residuos vegetales y compost, a pH 7. Ademas,
Howard et al. (2003), mencionaron que el pH 6ptimo
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. Asi,
Valifio (1999), menciona que la accién de las enzimas
celulasas puede afectarse por numerosos factores,
como la adsorcion de la enzima al sustrato, la inactiva-
cién de la enzima con el tiempo, el pH, la temperatura,
la concentracién de nitrégeno, ademas de la inhibicién
de la enzima con el tiempo de la reaccién, entre otros.
Respecto al efecto de la temperatura sobre la actividad
celulolitica, en este estudio se observé que los valores
mas altos se dieron a 40°C, resultados similares a los
obtenidos por Gaitan y Pérez (2007), que obtuvieron
una actividad mas elevada a 37°C que a 50°C.

En el ciego del cuy la actividad amilolitica es casi
10 veces el valor de la actividad celulolitica, similares
hallazgos se reportaron en conejos, siendo la actividad
celulolitica la menor en todos los segmentos del tracto
digestivo, asimismo, reportan que la actividad amilo-
litica en el ciego es casi 6 veces la actividad celulolitica.
(Marounek, Vovk&Skrivanovéd, 1995). Estos hallazgos
son consistentes con la baja digestibilidad de la fibra
cruda en conejos, la cual ha sido reportada por diversos
autores. Slade y Hintz (1982) demostraron que el cuy
es tan eficiente como el caballo y pony en la digestion
de la fibra cruda. Estudios realizados en otras especies
herbivoras y omnivoros evidenciaron alta actividad
amilolitica es utilizada en la descomposicién del po-
lisacarido en la dieta (Hidalgo, Urea & Sanz, 1999,
Ademuloet al., 2017), debido a eso los valores que se
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reportan son mas elevados que la actividad celulolitica.
Los datos respecto a la baja actividad de la celulasa en
el ciego del cuy podrian sugerir que existen otras enzi-
mas que contribuirfan a la hidrdlisis de la fibra vegetal
0 que no es tan eficiente en la utilizacién del forraje.

Las EC de cuyes no mostraron una actividad pro-
teolitica uniforme, tuvieron respuestas diferentes para
cada condicién a la que estuvo expuesta, sin embar-
go, estos datos no difirieron entre ellos. Estudios en
proteasas comerciales (Novo Nordisk®) sugieren que
la mayor actividad sera a pH alcalino (8,5 - 10,5) y a
la temperatura de 55°C. (Cegarra, Gacén & Cayuela
2000). Garcia (1996), evalué las proteasas bacterianas
en sistemas de depuracién biolégica; encontrando que
la maxima actividad fue a pH 7, por debajo o encima
de este valor la actividad proteolitica disminuye, sien-
do mayor cuando el pH es dcido. También reporta la
mayor actividad en el rango de temperatura que va
desde 10°C-35°C.

La actividad lipolitica se vio afectada por la tem-
peratura y el pH existiendo interacciéon entre ambas
variables. El efecto de la temperatura sobre la actividad
lipolitica fue directamente proporcional obteniéndose
el valor més alto 40°C. El incremento de la actividad
celulolitica fue aproximadamente de 4% cuando se
incrementé la temperatura de 20 a 30°C y 15% cuando
el incremento fue de 30 a 40°C. El efecto del pH no fue
directamente proporcional ya que cuando se incremen-
t6 el pH de 4 a 7 la actividad celulolitica disminuy6 en
14% y se incremento en 28% cuando se incremento el
pH de 7 a 9. Coca et al. (2001) evalud la actividad de
lipasas de los hongos Aspergillus niger y A. fumigatus,
aislados de cafia de aztcar,manteniendo el pH estable
a 7, obteniendo la maxima actividad enzimaética en
un rango de 40 y 60°C para A. niger y 80°C para A.
fumigatus, luego de estas temperaturas la actividad
enzimatica cayd, atribuidas a una inactivacién térmica.
En el presente estudio no se evidencio una inactivacion
térmica, ya que no se determind la actividad maxima,
pues no se evalud temperaturas extremas. Al igual
que los resultados presentados por Coca et al. (2001)
las tendencias de la actividad enzimatica de las lipasas
tienden a incrementarse con el efecto de la elevacion
de la temperatura. En el estudio realizado por Castro
et al. (2003), evaluo la lipasa de Bacillusthermoleovorans,
la lipasa CCR11, aislado de aguas termales, tiene un
pH 6ptimo de 9 y es estable en un rango de pH de 5 a
11. La temperatura Optima de esta lipasa fue de 60°C.

CONCLUSIONES

Se logré cuantificar la actividad de las enzimas
hidroliticas cecales del cuy. Existe interaccién entre
temperatura y pH para la actividad celulolitica, lipo-
litica y proteolitica. La actividad amilolitica solo es
afectada por la temperatura, teniendo mayor actividad
enzimatica a mayor temperatura (40°C). La actividad
amilolitica es estable a cualquiera de los tres pH eva-
luados. La actividad amilolitica fue 10 veces mayor que
la celulolitica.
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