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RESUMEN

El rumen es considerado una gran camara de fermentaciébn que
proporciona el medio conveniente para el cultivo continuo de la poblacion
microbiana. La ingestion de alimento en forma casi continla y las contracciones
de las paredes junto con la absorcion o pasaje de los metabolitos bacterianos

constituyen un continuo reabastecimiento de substratos que permite el

crecimiento de una densa y variada poblacién microbiolégica.

La poblaciébn microbiana en el rumen es principalmente anaerdbica
compuesté por bacterias, protozoarios ciliados y hongos en menor cantidad. El
namero relativo de las diferentes especies depende de la composicion y

estructura de la dieta, asi como de las multiples interacciones entre ellos.

En la UAAAN se realizé un estudio de alimentacion de ganado bovino
Holstein empleando 4 vacas multiparas, adicionando subproductos de la
industria cervecera, masilla y levadura a su dieta. Se obtuvo el liquido ruminal
de las vacas el cual se utiliz6 como inoculo inicial para la identificacion y cultivo
de células eucariotas (levaduras) para su posterior caracterizacion macro y

microscopica en agar papa dextrosa (PDA).

Se purificaron y conservaron 4 cepas en PDA a las cuales se les

realizaron pruebas para la produccién de una enzima proteasa.

Se selecciond una cepa pura para el estudio enzimatico. Se monitoreo la
curva de crecimiento microbiano en medio liquido pontecorvo, la cual presento
una velocidad especifica de crecimiento de 0.197 DO/h empleando un medio
especifico usando leche descremada y deslactosada (caseina) como Unica

fuente de carbono



La determinacion de proteina extracelular mediante el método de Biuret
presentd su maximo valor a las 96 h de fermentacion con una Vo de 0.13

mg/mL.h de proteina.

La curva de crecimiento en medio liquido especifico mostré una fase

exponencial a las 96 h con un maximo de actividad enzimatica de 0.743U

Palabras clave: microorganismos ruminales, levaduras y actividad proteasa.



|. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El rumiante es una especie de mamifero herbivoro de vital importancia,
su dieta, principalmente constituida por forrajes, proporciona nutrientes
especialmente celulosa, hemicelulosa y pectinas, sin embargo, estos
compuestos no son tan faciles de degradar para estos animales (Annison y
Lewis, 1966).

Existe un grupo de microorganismos que son los encargados de convertir
este tipo de moléculas complejas en otras mas simples para favorecer la
digestion de los animales y asi puedan ser utilizadas como fuentes de energia
(Annison y Lewis, 1966). La fermentacion de los rumiantes se lleva a cabo en
una interaccion entre la dieta, la poblacién microbiana y el propio animal
(Garciaet al., 2007).

Es por ello que en el presente estudio se da a conocer de manera
especificamente en el campo de investigacion, para la cual es necesario, una
serie de elementos que la componen entre los que destacan el estudio de la
microflora de microorganismos eucariotas de liquido ruminal del ganado
Holstein. La concentracion de las poblaciones microbianas que viven en el
rumen en anaerobiosis y aerobiosis, especificamente para bacterias,
protozoarios y hongos son de 10™células/mL, 10°células/mL y 10*células/mL
respectivamente. Para permitir que los organismos de crecimiento lento; tales,
como los hongos y protozoarios ruminales puedan reproducirse se necesita
permanencia prolongada del alimento dentro del rumen de 48 a 72 hrs y
sostener asi la concentracion de las poblaciones microbianas. Los tiempos de
multiplicacion varian de 5-14 hrs para los protozoarios y de 24-30 hrs para los
hongos (Annison y Lewis, 1966).



La alimentacion del ganado lechero puede realizarse adicionando
subproductos de la industria cervecera como la masilla y levadura las cuales

son capaces de modificar la flora microbiana del rumen.

1.2 Justificacién

La importancia de la microflora de los rumiantes, en particular la de las
bacterias, hongos y protozoarios ha sido valorada en las ultimas décadas. En
este contexto, la presente investigacion representa la obtencion de informacién
relevante y de gran beneficio para la elaboracién de nuevas enzimas de interés
industrial. Estas tienen un amplio campo de estudio el cual aun no ha sido
explorado teniendo como resultados enzimas de mas bajo costo y de origen

microbiano.

En el rumen existen cepas microbianas que son capaces de producir
enzimas de interés industrial y que han sido insuficientemente estudiadas.
Estos microorganismos dependen de la dieta del rumiante (Annison y Lewis,
1966).La relacion de su incompleto o excesivo aporte a la fermentacion explica
parte de este interés, por lo que se ha decidido estudiar el método de

suplementacion.

La alimentacion del ganado lechero puede realizarse adicionando
subproductos de la industria cervecera como la masilla y levadura las cuales

son capaces de modificar la flora microbiana del rumen.

Es por ello que en el presente estudio se da a conocer de manera
especificamente en el campo de investigacion, para la cual es necesario, una
serie de elementos que la componen entre los que destacan el estudio de la
microflora de microorganismos eucariotas de liquido ruminal del ganado

Holstein.



1.3 Hipotesis

La adicion de masilla y levadura de cerveza en la racion de vacas

Holstein genera especificidad en las principales caracteristicas morfolégicas

de la microflora eucariota siendo Utiles para nuevas estudios

biotecnoldgicas.

1.4 Objetivo General

Aislar e identificar macroscopico, microscopico y bioquimicamente

microorganismos eucariotas del liquido ruminal del ganado Holstein, alimentado

con dietas enriquecidas con productos de la industria cervecera (masilla, y

levadura) con aplicaciones biotecnolégicas.

1.4.1 Objetivos Especificos

> Aislar los microorganismos del liquido ruminal en (agar papa dextrosa)

A\

PDA.

Caracterizar macroscopica Yy microscopicamente las especies
microbianas analizadas.

Purificar y mantener las cepas obtenidas.

Identificar el metabolismo de las cepas obtenidas.

Seleccionar un microorganismo para la produccion de una enzima de
interés industrial medio el disefio de un medio de cultivo inductor.
Determinar y cuantificar la actividad enzimatica mediante técnicas

espectrofotométricas.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Rumen

Los rumiantes constan de un estdbmago con cuatro compartimentos: el
rumen, el reticulo, el omaso y el abomaso. ElI rumen es un pre-estomago en
donde los alimentos consumidos por los animales rumiantes son fermentados
para poder ser transformados en energia. EI rumen representa un 80% del total
del estomago la capacidad del rumen en los adultos varian mucho con la edad
y el tamafo oscila entre cien a trescientos litros en los bovinos. El rumen
todavia no es funcional en los animales recién nacidos pero la fermentacion

ruminal empieza en unas cuantas semanas (Annison y Lewis, 1966).

El rumen es considerado una gran camara de fermentaciébn que
proporciona el medio conveniente para el cultivo continuo de la poblacion
microbiana. La ingestion de alimento en forma casi continGa y las contracciones
de las paredes junto con la absorcidon o pasaje de los metabolitos bacterianos
constituyen un continuo reabastecimiento de substratos que permite el
crecimiento de una densa y variada poblacion microbiolégica (Annison y Lewis,
1966).

Los bovinos secretan grandes cantidades de saliva alcalina reguladora
de pH no solamente como ayuda para la masticacion y deglucion, sino
atendiendo la necesidad de mantener condiciones fisico-quimicas en el

contenido o en las paredes del rumen — reticulo (Annison y Lewis, 1966).

Se calcula que el 10% del contenido ruminal esta constituido por
protoplasma microbiano. La mayoria de los microorganismos del rumen son
bacterias y protozoos ciliados. Hay ademas levaduras y flagelados

particularmente en animales jovenes. El Unico elemento comun a todos los



organismos presentes es que son anaerobios o0 anaerobios facultativos
(Annison y Lewis, 1966).

2.1.1 Ambiente ruminal

El rumen es un 6rgano donde se almacena parcialmente forrajes y
cereales entre otros alimentos conocidos por la vaca; este material mezclado
con otro residuos no digeridos es mantenido a una temperatura y presion
osmotica constante. El pH se mantiene entre 6 y 7 por una accion tipo buffer,
atribuida principalmente a la gran secrecion de saliva que contiene grandes
proporciones de bicarbonato de sodio, potasio y urea y en segundo lugar por la

absorcion de acidos a través de la pared ruminal (Escobosa, 2010).

También provee un ambiente apropiado, con un suministro generoso de
alimentos para el crecimiento y reproduccion de una gran cantidad de
microorganismos (protozoos, hongos, bacterias). Mientras que crecen, los
microorganismos ruminales producen aminoacidos, fundamentales para las
proteinas. Muchas de las células microbianas formadas en este érgano son
digeridas en el conducto gastrointestinal y constituyen la principal fuente de

proteinas y vitaminas del animal (@rskov, 1992).

2.1.2 Poblacién microbiana

La poblaciébn microbiana en el rumen es principalmente anaerdbica
compuesto por, bacterias, protozoarios ciliados y hongos en menor cantidad. El
namero relativo de las diferentes especies dependera de la composicién y
estructura de la dieta, asi como de las multiples interacciones entre ellos
(Drskov, 1992).

Las bacterias predominantes que se aislan del ciego incluyen varios
géneros encontrados en el rumen. También son predominantes los bacilos

Gram negativos, como Bacteroides, Butyrivibrio y Fusobacterium. También se
5



encuentran cocos Gram positivos como Streptococcus bovis y S. faecalis y
algunas especies de Selenomonas. (Hungate, 1966)

2.1.3 Temperaturay pH

El pH es uno de los factores méas variables del ambiente ruminal, es
afectado por la naturaleza del alimento, forma fisica del mismo, frecuencia de la
ingesta, etc. (Calsamiglia y Castillejos 2005).En condiciones de pastoreo, los
cambios de pH son muy marcados, y estan asociados a la ingesta. Varias
experiencias han demostrado que la efectividad del crecimiento de las bacterias
predominantes en el rumen varia considerablemente con el pH. Las bacterias
celuloliticas y las metandgenas son afectadas intensamente una vez que el pH
del rumen desciende por debajo de 6.0. También son afectados los protozoos
del rumen por el descenso de pH determinado por un consumo excesivo de
concentrados en la dieta. Si se mantiene el pH en 5.5 puede aparecer en el

rumen un elevado nimero de protozoos (Calsamiglia y Castillejos 2005).

La temperatura del rumen se sostiene de 38 a 42 °C por un mecanismo
regulador de temperatura propio del animal (Annison y Lewis, 1966).

2.1.4 Anaerobiosis

Los microorganismos que habitan el rumen viven y se reproducen en
condiciones de ausencia de oxigeno. El oxigeno que entra por el proceso de
deglucién y rumia es rapidamente eliminado por los gases diéxido de carbono y
metano, que genera el proceso de fermentaciéon en cantidades importantes.
También existen bacterias encargadas de eliminar el oxigeno, permitiendo que

el rumen este siempre en anaerobiosis (Calsamiglia y Castillejos 2005).

El proceso de fermentacién aerdbica en el rumen convierte los substratos
(principalmente carbohidratos y proteinas) en proteina microbiana y otros

productos finales de la fermentacion (a4cidos grasos volatiles,
6



CO,,metanopéptidosy aminoacidos) los cuales son metabolizados por los
rumiantes (Rodriguez, 2003).

2.2 Microorganismos ruminales

En el rumen existen principalmente bacterias, protozoarios ciliados y
hongos anaerdbicos obligados (estrictos y aerotolerantes) que son los
encargados del proceso de fermentacion para simplificar los nutrientes a
moléculas sencillas y puedan ser absorbidas para las paredes intestinales del

rumen (Rodriguez, 2003).

2.2.1 Bacterias

El nimero de bacterias es aproximadamente de 10'° por gramo de
contenido o de fluido, Solo del 1 al 2 % de los microorganismos son aerébicos,
los microorganismos restantes son estrictamente anaerdbicos. A continuacion
se citan los grupos de bacterias dependiendo de las funciones que estéas tiene

en el proceso de fermentacion.

Digestoras de celulosa: la celulosa es biodegradada por
microorganismos tales como Bacteroides succinogenes, Butivibrio fibria sovens
que existen hasta en un 15% de la flora bacteriana estos microorganismos
atacan a las particulas de las plantas.

Digestoras de hemicelulosa: una gran cantidad de forraje consumido
por el rumiante contiene hemicelulosa. Las bacterias que digieren celulosa
también digiere hemicelulosa, tal es el caso de Riminococcus albus,

Bacteroides ruminocola.

Digestoras de almidones. en el rumen, bacterias como Streptococcus
bovis y Bacteroide amylophilus producen enzimas aminoliticas que desdoblan

los almidones, dando productos intermediarios como los lactatos.



Fermentadoras de azucar: todas las bacterias que ingieren
polisacaridos también utilizan disacaridos o monosacaridos; en general los

henos de leguminosas contienen grandes cantidades de azucares.

e Bacterias que utilizan acidos: los lactatos, succinatos y formatos son
descompuestos por varias especies: Vibrio  succinogenes,
Peptostreptococcus efaceni de esta manera los acidos no se acumulan

en el rumen.

e Bacterias metanogénicas: estas bacterias aceptan el hidrogeno con el
biéxido de carbono y producen metano. EI metano es perdido por el

animal.

e Bacterias proteolicas: la mayoria de estas cepas son aerbbicas
facultativos de genero Bacillus, como el B. beliceniformis, algunos

Clostridium y bacilos gran negativos.

. Bacterias lipoliticas: estas bacterias hidrolizan las grasas en glicerol y
acidos grasos. Durante el proceso de fermentacién que toma lugar en el

rumen.

Este tipo de microorganismos cuentan con la capacidad para hidrolizar
las proteinas de las dietas hasta convertirlas en proteinas microbianas
(Escobosa, 2010).

2.2.2 Protozoarios

Este es un grupo de microorganismo que requieren un medio anaerobico

y es altamente especializado la mayoria son ciliados y algunas especies



flagelados, son sensibles a un pH menos de 5.5 y pueden ser cultivadas bajo
condiciones anaerodbicas donde podran mantener su actividad fuera del rumen
por 4 o0 6 h. En el contenido ruminal el nimero de protozoarios varia entre 10° a
10° por ml del liquido ruminal siendo mayor el nimero a medida que la dieta es

mas abundante (Escobosa, 2010).

El establecimiento de la poblacion de protozoos ciliados depende de la
presencia de otros animales que ya tengan protozoos en su rumen. Se sabe
gue los protozoos son sumamente sensibles a un pH bajo. Con el consumo de
alimentos con menor capacidad para fermentar (ej. forrajes) y el aumento de la
secrecion de saliva, el pH del rumen se torna mas alcalino y entonces pueden
establecerse los protozoos. Los niveles correspondientes a animales adultos se
alcanzan entre la 5 y 9 semanas de edad dependiendo de la dieta (Rodriguez,
2003).

Todos los protozoos almacenan grandes cantidades de polisacaridos tipo
almiddn de reserva, que utilizan cuando se agotan los suministros exégenos de
energia. Los protozoos del rumen son proteoliticos y parecen disponer de una
cistein-proteasa junto con elevada actividad aminopeptidasa y una actividad
limitada desaminasa. Aminoacidos y amoniaco son excretados como productos

finales de su digestion de proteina (Forsberg et al., 1984).

Los protozoos ingieren activamente bacterias como fuente de proteina y
compiten eficazmente por sustratos. Excepto por tamafio, los protozoos no
muestran preferencias por alguna determinada especie de bacterias del rumen,

e ingieren también especies que no son propias del rumen (Escobosa, 2010).

2.2.3 Hongos y levaduras
La poblacién de los hongos en el rumen es de 10, 000-1,000,000 de
células por mL, los hongos filamentosos se desarrollan mejor en condiciones de

temperatura media a baja (Wallace, 1991).



El grado de colonizacion de los hongos ruminales se relaciona con el tipo
y calidad de la dieta sobre la cual crecen (Grenet et al., 1989). Los hongos del
rumen son particularmente abundantes en animales alimentados con dietas
altas en fibra y su nimero aumenta en alimentos tales como pajas, forrajes de

baja calidad y residuos de cosecha.

Los hongos son células eucariotas que presentan las siguientes
caracteristicas.
» Membranas citoplasmética que contienen quitina, formada por N-acetil
glucosamina y otros polisacaridos.

» Citoplasmas que contienen mitocondrias y reticulo endoplasmatico.

A\ 4

Membrana nuclear.
» Cromosomas: Son células heterétrofas es decir, se nutren de compuestos
organicos. Presentan pared rigida y su reproduccion puede ser sexuada o

asexuada.

Guadix (2006) establece una clasificacion para los hongos agrupandolos en:

» Unicelulares: como las levaduras.
» Pluricelulares: como los mohos, formadas por estructura tubulares

denominadas hifas, muy ramificadas y rodeadas de pared rigida.

La formacién de las hifas se realiza a partir de una espora que da lugar a
un tubo germinal y este a un tubo tubular. La ramificacion de las hifas forma una
masa algodonosa y entrelazada de hifas secundarias denominadas micelio. La
parte del micelio que penetra en el sustrato se denomina micelio vegetativo y la

parte libre micelio aéreo reproductor (Guadix, 2006).

Las esporas presentan dos membranas: una interna denominada

endoespora y otra externa 0 exospora, la estructura, formacion y pigmentacion
10



ayudan mucho a la identificacién de los hongos: Algunos hongos se originan a
partir de la separacion de parte del micelio, ocurriendo posteriormente la
gemacion. Es el caso de las levaduras. Otros hongos son dimorficos, es decir
pueden aparecer en forma de levadura o en forma de micelial dependiendo de

las condiciones donde se desarrolle. (Guadix, 2006)

La presencia de los hongos en el rumen fue descubierta en los afios 70
dice Orskov (1992).Anteriormente la fase movil o zoosporo era confundida con
un protozoo flagelado y el esporangio, adherida a las particulas de fibra no era
identificada al estudiar el liquido ruminal (@rskov, 1992).

Los géneros mas frecuentes en el rumen son Neocallimastix,

Caecomyces, Pyromyces Orpinomyces (Van Soest, 1982).

Los hongos no predominan en el rumen debido a su lento tiempo de
reproduccion en comparacion con las bacterias, 6-9 vs 0.5-3.5 h. Existen
evidencias de la presencia de hongos en el duodeno, sin embargo esta no ha
sido aun confirmada (Varga y Kolver, 1997). Los hongos presentes en el rumen
tienen la capacidad de presentar actividad celulasa y hemicelulosa, pero no
pueden degradar la pectina y el acido poligalacturénico (Fonty y Joblin, 1991),
ni pueden degradar la lignina, los rizoides penetran y facilitan la degradacion de
la pared celular (Van Soest, 1982).

Los hongos son capaces de penetrar la cutina y la lignina
proporcionando nuevos sitios para la adhesion bacteriana de ahi su importancia
en la degradacion de las fibras. Los hongos como Neocallimastix frontalis tiene

alta actividad proteolitica extracelular del tipo metalo proteasa (Wallace, 1991).

2.3 Metabolismo ruminal
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El metabolismo microbiano ruminal se regula fundamentalmente por la
cantidad y la velocidad de fermentacion de los hidratos de carbono, que a su
vez depende de sus caracteristicas fisicas y quimicas. La fermentacion de los
hidratos de carbono proporciona esqueletos carbonados y energia en forma de

ATP para el crecimiento microbiano (Stern, et al, 1994).

2.3.1 Carbohidratos

Los hidratos de carbonos estructurales o fibrosos se definen
genéricamente como aquellos que se encuentran en la pared de las células
vegetales y que son selectivamente retenidos en una solucion neutro
detergente. Los hidratos de carbono no fibrosos o no estructurales incluyen los
almidones, los azUcares y las pectinas, y son tipicamente fermentados con
mayor facilidad en el rumen. Es necesario indicar que las pectinas, desde el
punto de vista fisiolégico, son hidratos de carbono estructurales. Sin embargo,
no estan unidos de forma covalente con la porcién lignificada de la pared celular
y son fermentados facilmente en el rumen (entre el 90 y el 100%), por lo que se
consideran, desde el punto de vista de su fermentabilidad ruminal (Nocek y
Tamminga, 1991).

El catabolismo de los polisacaridos implica la degradacién extracelular
hasta monosacaridos u oligosacéridos de cadena corta, en tanto que el
catabolismo intracelular supone la hidrélisis o demolicion fosforilativa de los
polisacéaridos (figura 1). a monosacaridos y ulterior catabolismo del piruvato
producido por glicélisis hasta AGV, lactato, succinato, formiato, etanol, CO»,

metano e hidrogeno (Nocek y Tamminga, 1991).
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Figura 1: Vias del metabolismo de los carbohidratos en el rumen
(Fuente: Grudsky y Arias, 1983).

La habilidad de un microorganismo ruminal para fermentar algun
carbohidrato especifico depende de la presencia de la enzima requerida para
poder utilizar este carbohidrato. Numerosas enzimas han sido aisladas a partir
de varias especies bacterianas del rumen, entre ellas, hemicelulasas, celulasas,
amilasas, isomaltodextrinasas, alfa galactosidasas, sucrasas, fosforilasas,
isomaltasas, etc. Existen algunas enzimas hidroliticas extracelulares di fusibles,
gue ejercen su accion a cierta distancia de las colonias bacterianas que las
produjeron. La mayoria de las bacterias, utilizan uno o mas tipos de los
principales carbohidratos dietéticos de los rumiantes como fuente de energia
para su crecimiento. Las que no utilizan estos carbohidratos, utilizan los
productos carbohidratados méas simples de aquellos o los principales productos
finales del metabolismo. Por lo tanto es normal que exista una considerable
superposicién de funciones entre las diversas especies bacterianas también

entre especies bacterianas y protozoarias (Grudsky y Arias, 1983).
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2.3.2 Proteinas

Existe una gran variedad de compuestos nitrogenados disponibles para
los microorganismos presentes en el rumen. Dichos compuestos incluyen:
proteinas de diversa naturaleza, las que varian en solubilidad y contenido
aminoacidico, nucleoproteinas que contienen gran variedad de bases puricas y
pirimidicas, varios compuestos nitrogenados no proteicos pomo péptidos,
aminoacidos, amoniaco, amidas, aminas, aminas volatiles, sales de amonio,
nitritos y nitratos, asi como también compuestos como la urea (que ademas
entra al rumen a través del torrente circulatorio y de la saliva) y Biuret, los
cuales pueden ser incluidos en forma de aditivos en la racion de los

rumiantes(Grudsky y Arias, 1983).

El esquema general del metabolismo nitrogenado microbiano es el

siguiente segun Grudsky y Arias en (1983).

» Las proteasas y peptidasas hidrolizan las proteinas a péptidos y
aminoacidos libres.

» Los aminoé&cidos se utilizan directamente para la sintesis de proteinas y
otros constituyentes celulares microbianos, tales como los constituyentes
de la pared celular y acidos nucleicos.

» Los aminoacidos son también catabolizados a AGV y otros acidos, CO, y
amoniaco.

» La urea es hidrolizada a amoniaco por la potente actividad uredsica.

A\

Los compuestos tales como los nitratos son reducidos a amoniaco.
» El amoniaco se utiliza en la sintesis de los componentes celulares

microbianos como las proteinas y otros.

La mayoria del nitrégeno proteico de la dieta se convierte en proteina
microbiana, también se excreta como urea (por orina) o proteina fecal no

digerida. La proteina dietética escapa al metabolismo de los microorganismos
14



del rumen, La proteina microbial subsecuentemente abandona el rumen para
ser digerida en el abomaso e intestino delgado. Esta proteina microbial es muy

digestible para el animal y tiene un alto valor biolégico (Grudsky y Arias, 1983).

Normalmente, los productos intermediarios de la hidrolisis proteica
(aminoacidos y péptidos), estan presentes en grandes cantidades solo durante
un corto tiempo después de la ingestion de la proteina, o que implica una
rapida degradacion que produce amoniaco o su fijacion rapida en el interior de
las células microbianas, Parece ser que la actividad proteolitica esta
influenciada principalmente por el pH, siendo los valores 6ptimos entre 6 y 7,
Sdlo han sido parcialmente caracterizadas las enzimas proteoliticas, las que se
encuentran tanto en bacterias como en protozoos del rumen. Estas enzimas
parecen ser principalmente intracelulares o ligadas a la superficie de las células
microbianas, ya que en el liquido ruminal hay poca actividad proteolitica
(Grudsky y Arias, 1983).

2.4 Alimentacion de rumiantes con subproductos agroindustriales

De la produccién y procesamiento de alimentos para el hombre se
originan numerosos subproductos y residuos que pueden ser destinados a la
alimentacion animal. Un numero importante de los mismos tienen
caracteristicas nutritivas diferentes segun su origen y el tipo de procesos
industrial (Ingrs et al., 2002).

En general presentan la particularidad de ser muy concentrados en uno o
mas nutrientes (proteinas, lipidos, etc.) por lo que se deben analizar
cuidadosamente para asi poder combinarlos en forma correcta con otros

alimentos en dietas equilibradas (Ingrs et al., 2002).

2.4.1Industria cervecera
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Existen distintos subproductos provenientes de esta industria, siendo los
mas comunes de malta (seca y humeda) y los granos de destileria,
principalmente cebada con mezclas de maiz y en algunos casos arroz (seco,
hiamedo o ensilado). Se deben tener precauciones en el almacenaje (duracién
y proteccion) de aquellos subproductos humedos ya que se degradan con
facilidad (Ingrs et al., 2002).

Estos subproductos son en general muy ricos en proteina con una
degradabilidad intermedia y son considerados, desde un punto de vista
nutricional, como un muy interesante ingrediente en raciones para vacas
lecheras. Existen evidencias de reducciones en el consumo y la produccién de
leche si participan por encima del 20% de la racion ofrecida en base materia

seca como granos de destileria humedos (Ingrs et al., 2002).

2.4.1.1. Masilla

Es un residuo industrial, producto de la elaboracion de cerveza. Aunque
se puede conseguir seca, su costo se eleva y puede resultar incosteable, por lo
que la mayor disposicion de este subproducto es en forma humeda,
conteniendo de 72 a 78 % de humedad. Tiene excelente valor nutricional,
ademas que aporta un poco de levadura a la racién, lo cual puede ayudar a la
digestién y aprovechamiento del alimento consumido (Villarreal, 2000). Niveles
hasta del 60 % de la dieta pueden ser suministrados a los ovinos, por lo que el
limitante de su inclusién seria basicamente el precio y el nivel de proteina

requerido en la dieta.

2.4.1.2 Caracteristicas nutricionales

En el cuadro 1 se muestra el perfil nutricional de la masilla. La naturaleza

fibrosa y bajo contenido de energia la masilla de cerveza es adecuada para los
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rumiantes, en especial en las vacas lecheras, para balancear el consumo de

los altos contenidos de almidon en la dieta (Dhiman et al., 2003).

Cuadro 1: Perfil nutricional de la masilla.

B. Hameda B. Seca
o o

Humedad 75.2

Proteina bruta 5.4 21.77
Fibra bruta 5.2 20.97
Cenizas 1.1 4.44
Grasa bruta 2.7 10.89
Proteina degradable 10.23
Proteina de paso 11.53
Proteina soluble 1.17
Fibra acido detergente 22.2
Fibra neutro detergente 47 .4

Fuente: Cerveceria Cuauhtémoc, 2007

2.4.1.3. Levadura

Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de hongos,
incluyendo tanto especies patdégenas para plantas y animales, como especies
no solamente inocuas sino de gran utilidad. De hecho, las levaduras constituyen
el grupo de microorganismos més intimamente asociado al progreso y bienestar
de la humanidad. Algunas especies de levaduras del género Saccharomyces
son capaces de llevar a cabo el proceso de fermentacion, propiedad que se ha

explotado desde hace muchos afos (Gonzales, 2010)

Segun la autora mencionada (Gonzales, 2010) la levadura de mas
estudio es la Saccharomyces cerevisiae, tiene generalmente unaforma

elipsoidal, con un diametro que varia de 5 hasta 10 micrometros.
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El tamafio celular aumenta con la edad de la célula. Estructuralmente, la

Saccharomyces cerevisiae_ésta compuesta por estos constituyentes:

» Pared celular: constituido por polisacéridos (80-90%), glucanos, manan

0S, Yy pequefios porcentajes de quitina, otros componentes de pared
celular son proteinas, lipidos y fosfatos. La funcion de la pared celular es

mantener la estructura celular.

» Membrana plasmaética: la funcién de la membrana plasmatica es mant

ener la permeabilidad selectiva y regular la nutricién celular, absorcion de ca

rbohidratos, compuestos nitrogenados.

» Materia celular o extracto: constituido por componentes intracelulares,

el componente celular es rico en inositol, glutamato que tiene efectos positiv
0s sobre la palatabilidad, y nucleétidos que tienen beneficios

en el sistema inmune.
2.4.1.3.1 Descripcién micolégica
La levadura es un hongo levaduriforme que presenta células alargadas,
globosas a elipsoidales con gemaciones o blastoconidios multilaterales (de 3-10

X 4,5-1 um) Ascos con hasta cuatro ascosporas esféricas o elipsoides y de

pared lisa en su Interior como lo muestra la figura 2 y 3.
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Figura 2: Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en agar

glucosadode Sabouraud durante 2 dias a 24 °C.Fuente: revista iberoamericana de
micologia 2004

Figura: 3 Levaduras de Saccharomyces cerevisiae. Microscopia de

contraste de fases, X580 aumentos.Fuente: revista iberoamericana de micologia2004
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2.5 Enzimas de interés industrial

Las enzimas, como catalizadores biologicos, poseen una serie de
caracteristicas muy interesantes para la Industria tienen una elevada
especificidad, trabajan en condiciones suaves, son facilmente accesibles y no
alteran el medio ambiente, por todas estas razones, estos biocatalizadores se
estan utilizando en la industria alimentaria, de detergentes, productos
quimicos, farmaceéuticos y de diagndstico; Alrededor de un 65% de las
enzimas proteoliticas o proteasas que se producen industrialmente estan de
una u otra manera relacionadas con la industria alimentaria, entre los usos
mas comunes se encuentra la maduracion de quesos, ablandadores de
carnes, produccion de hidrolizados de proteina, fabricacion de pan, por
mencionar algunos (Mitra et al.,1996; Pandey yet al.,2003); aunque es
conveniente sefalar que con las proteasas alcalinas empleadas en
detergentes ocupan 25% del total de la distribucion, el 10% restante

corresponde en las areas farmacéuticas y analitica (Garcia et al.,1993).

2.5.1 Generalidades de enzimas

Muchas enzimas se han nombrado anadiendo el sub fijo “asa” al nombre
del sustrato o a una palabra que describe su actividad. Asi la ureasa cataliza la
hidrolisis de la urea y la DNA polimerasa cataliza la sintesis de DNA. Otras
enzimas, tales como la pepsina y la tripsina tienen nombres que no se refieren a
sus sustratos. A veces la enzima tiene dos o mas nombres, o dos enzimas
diferentes tienen el mismo nombre. Debido a tales ambigiedades y al nimero
siempre creciente de enzimas descubiertas, se ha adoptado por acuerdo de la
Union internacional de Bioquimica un sistema de nomenclatura y clasificacion
de enzimas. Este sistema distribuye las enzimas en seis clases principales
(cuadro 2), cada una de ellas con diferentes subclases, segun el tipo de

reaccion catalizada (Lehninger, 1993).
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Cuadro 2.- Clasificacion de proteasas (Alqucira, 2003).

N®  Clase Tipo de reaccion catalizada

1 Oxidoreductasas Transferencia de electrones (iones hidruro o

atomos de H)

2 Transferasas Reacciones de transferencia de grupos

3 Hidrolasas Reaccion de Hidrodlisis (transferencia de grupos

funcionales al agua)

4 Liasas Adicion de grupos a dobles enlaces, o formacion

de dobles enlaces por eliminacion de grupos

5 Isomerasas Transferencia de grupos dentro de la molécula
dando formas isoméricas

6 Ligasas Formacién de enlaces C - C, C-S, C-O y C-N;
mediante reacciones de condensacion acopladas
a la rotura de ATP.

2.5.2 Aplicacion en la industria de alimentos

Para la aplicacién industrial de proteasas se recurrié inicialmente a la
produccion de preparados enzimaticos provenientes, en su mayoria de tejidos
animales y vegetales, al incrementarse la demanda de proteasas como
consecuencia de su aplicacion como aditivo en detergentes utilizados a nivel
industrial y doméstico, se desarrollaron tecnologias para producir proteasas de
origen microbiano, ya que reunen propiedades deseables como gran estabilidad
en intervalos de pH y temperatura de procesos, asi como de la elevada
actividad en presencia de compuestos que normalmente inhibirian a las de
origen animal y vegetal, ademéas de ser mas factible su produccion a partir de

microorganismos que a partir de tejidos (Cheftel, 1989;Pandey et al., 2003).
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Hoy en dia existen en el mercado enzimas de origen fungico que se
emplean para la obtencion de hidrolizados de proteina como son: Bioproteasa
LA450 (Gygyc Biocon), Delvolase (Gist. Brocades), Novozym FM  2,0L,
Alcalase 2,4L grado alimenticio, Neutrasa 0.5L grado alimenticio, Flavourzyme
500 MG y Kojizyme (Novo Nordisk), por mencionar algunas (Perera y
Aurrekoetxea, 2001; Bjoern et al., 2000). Pero el uso de este tipo de enzimas
encarece la recuperacion de la proteina, ya que su costo oscila entre 280 y 420
pesos por gramo de enzima. Cabe sefialar que existen varias posibilidades de
eleccion de la enzima para una buena obtencion de hidrolizados de proteina
como es su origen microbiano, tipo de reaccién catalizada, naturaleza del centro
catalitico, especificidad del sustrato, concentracion del sustrato, pH 6ptimo de
actividad, asi como la relacion costo - rendimiento (Perera y Aurrekoetxea,
2001; Bjoern et al., 2000).

2.5.3 Clasificacion de proteasas dependiendo de su sitio activo

Alqucira (2003) sefiala que las enzimas proteoliticas (comunmente
llamadas proteasas) pertenecen al grupo de Hidrolasas, ya que catalizan la
degradacion de otras proteinas hidrolizando los enlaces peptidicos con
diferentes grados de intensidad y de selectividad. Un enlace peptidico es la
union que se realiza entre el grupo acido de una aminoacido con el grupo
amino de otro, con la consecuente eliminaciébn de una molécula de agua.
Dependiendo de la naturaleza del sitio sobre el cual actian las proteasas, éstas

se clasifican en:

a) Endopeptidasas: son aquellas enzimas que hidrolizan los enlaces
peptidicos internos de una proteina (tripsina y quimotripsina) dando como
resultado cadenas de péptidos.

b) Exopeptidasas: actlan sobre enlaces terminales de una proteina
(aminopeptidasa y carboxipeptidasas). Basandose en su sitio de accion

sobre el N o0 el C terminal.
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c) Aminopeptidasas: acttan sobre el N libre terminal de la cadena
polipeptidica liberando un aminoacido o un dipéptido o tripéptido

d) Carboxipeptidasas actuan sobre el C terminal de la cadena polipeptidica.
Se subdividen en cuatro subgrupos dependiendo de su mecanismo

catalitico y al grupo funcional presente en su sitio activo.
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del area de estudio

La presente investigacion se llevdo a cabo en los laboratorios del
Departamento de Produccion Animal de la UAAAN, el material biolégico (masilla
y levadura) fueron proporcionados por la empresa cerveceria Cuauhtémoc
Moctezuma, dede Monterrey Nuevo Leon. Este trabajo se dividié en 4 etapas,

las cuales se describen a continuacion.

ETAPA I: Acondicionamiento de los animales en estudio, mediante una
dieta balanceada, adicionada con subproductos agroindustriales (masilla) y

obtencion de liquido ruminal.

3.2Acondicionamiento de ganado Holstein y obtencion de liquido

ruminal

Se utilizaron 4 vacas multiparas de la raza Holstein los cuales fueron
alimentados durante 120 dias con una dieta balanceada con la adicién de

residuos agroindustriales de la industria cervecera.

Mediante una bomba nasogastrica se obtuvieron 400 mL de liquido
ruminal, el cual fue recolectado en recipientes estériles y transportado en jarras
de anaerobiosis. Se cuidaron las condiciones de manejo y transporte de 40° C

y anaerobiosis para mantener viables los microorganismos.
El liquido ruminal obtenido se filtr6 con gasa para lograr una mayor

uniformidad y menor viscosidad. Posteriormente fue  sometido a una

centrifugacion a 2,500 rpm durante 15 minutos.
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ETAPA 1I: Aislamiento de microorganismos fungicos en agar PDA

3.3Aislamiento de microorganismos en PDA

El aislamiento se realiz6 en medio sdélido para que los microorganismos
cultivados se pudieran diferenciar de acuerdo a sus caracteristicas
macroscopicas. Se preparé el PDA de la siguiente manera: se diluyeron 39 g
de agar, en 1000 mL de agua destilada, posteriormente se solubilizé y se
esterilizé en una autoclave (PRESTO) a 121 ° Cy 15 Ib de presion por 15 min.

Se vaciaron de 15 a 20 mL de PDA en cajas Petri.

Posteriormente se tomaron 0.5 mL de liquido ruminal y se sembraron en
las cajas, con la ayuda de un asa de Digrasky. Las cajas fueron incubadas a
20 — 25°C en condiciones aerobicas. El tiempo de incubacion dependio del
tiempo en que se observo crecimiento uniforme de los microorganismos

eucariotas; se revisaron cada 24 hrs.

El organismo debe ser aislado en cultivo puro, natural o artificialmente y
deben estudiarse sus caracteristicas especificas existen varios métodos el mas
comun es conocido con el PDA para evitar el crecimiento de bacterias se puede
acidificar con &cido lactico al 25% o de 2 a 3 gotas por caja Petri para esterilizar

el cultivo de coloca a 121°C por 1 atm de presién por 15 minutos (Otoya, 1981)

3.4 Caracterizacion macro y microscépicamente de las especies

fungicas aisladas en PDA

Una vez que se observo el crecimiento uniforme, se registraron las
caracteristicas macroscopicas de las colonias, y por medio de la técnica de

tincion azul de algodon se definieron las caracteristicas microscopicas.
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Otoya (1981) indica que luego de tener al hongo aislado se procede a

observarlo se debe hacer una observacion macroscépica y microscopica.

e Observacion macroscopica: esta observacion permite determinar
el aspecto de la colonia y pigmentacion de la colonia.

e Observacion microscopica: se puede observar conidias,
esclerocios, picnidios, peritecios, desarrollo de hifas con

ramificaciones.

ETAPA llI: Purificacion y mantenimiento de las cepas obtenidas

3.5 Purificacién de los microorganismos aislados

Aislar es separar un tipo de microorganismo a partir de una poblacion
que los contiene de varios tipos. El volumen de muestra inoculado se
estandariz6 por el empleo de asas calibradas de 0.1 mL. Las muestras
recolectadas se inocularon de manera convencional (estria abierta cruzada) en

placas que contenian 15 a 20 mL PDA.

Con el asa calibrada se tomé la colonia de manera que se formé una
burbuja uniforme en el ojo del asa; esta gota fue extendida en el centro de la
caja con agar (PDA), el cual se denominé “zona de descarga”, posteriormente
se hicieron 3 diluciones por la técnica de estria abierta cruzada. Calentando al
rojo vivo el asa microbiolégica cada vez que se estrio, para lograr la
separacion de las colonias de manera efectiva. Las cajas fueron incubadas a

25 - 30°C en condiciones aerdbicas.

Las colonias obtenidas se purificaron y mantuvieron en tubos de cultivo
afadiéndoles PDA inclinados para obtener un pico de flauta y se almacenaron

a 4°C en condiciones anaerobias. Cada colonia obtenida fue identificada con
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un cédigo de la muestra de la que fue aislada, el medio en el que se desarrolla
y un nimero de secuencia.

ETAPA IV: Produccién y cuantificacion enzimatica
3.6 Produccion de proteasa
3.6.1 Ensayo de (Screening)

Se eligieron 4 cepas puras en tubos de ensayo y re realizo un screening

para ver la degradacion de la proteasa como Unica fuente de carbono
3.6.2 Medio Pontecorvo

Se prepard un mediosolido disolviendo los componentes de los cuadro 3

y 4 en un litro de agua destilada.

Cuadro 3: Componentes del medio pontecorvo

Componente Cantidad
(9/L)
Leche 15 mL
KH,PO,4 2.47
(NH4)2S04 6.6
CaCl, 0.48
MgSO,4 7H,0 0.38
NacCl 0.32
FeSO,4 7H,0 0.124
Oligoelementos 1mL
Extracto de 0.05
levadura
Agar- agar 19
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Cuadro 4: Solucién de oligoelementos para medio pontecorvo

Componente Cantidad
(/L)
ZnS0O4 7H20 2.2
H3BO4 1.1
MnC|2 4H,0 0.5
CoCl»-6H,0 0.16
CuSO,5H20 0.16

Una vez disueltos los componentes del medio de cultivo se y esterilizé a
121°C por 15 minutos y se vaciaron de 10 a 15 mL de este medio en cajas
Petri. Se sembré cada una de las 4 cepas puras por separado con el método

estriado en toda la cajay se incub6 a 20 - 25° C.
3.6.3 Seleccion del material bioldgico

De las 4 cepas puras que se sembraron en el medio pontecorvo se
selecciond una para produccion la enzima proteasa esta eleccion se llevo acabo

por crecimiento homogéneo en menor tiempo

3.6.4Curva de crecimiento en medio liquido para la produccion de la

enzima proteasa

Se disefi6 un el medio liquido especifico para inducir al microorganismo a
producir la enzima proteasa. En un matraz Erlenmeyer se agregé 100 mL de
agua destilada y se disolvié los componentes de la tabla 1 y 2.Se disolvi6 y
esterilizo a 121°C por 15 minutos y una vez que alcanz6 temperatura ambiente,
se adicion6d la fuente de carbono leche deslactosada light (Lala) tetrapack

agitando suavemente para permitir su homogenizacion.

Se realizé un inoculo inicial de 50 pL del tubo con cultivo puro de la cepa

seleccionada en tubos los cuales se incubaron bajo condiciones aerobicas a
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25 °C y posteriormente se siguié una cinética de crecimiento celular tomando
alicuotas por tiempos de 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 196 hr.

La curva de crecimiento se determind espectrofotométricamente a una

longitud de onda de 590 nm mediante la técnica de turbidimetria.
3.6.5 Turbidimetria

Este método da informacion sobre el contenido de macromoléculas, y no
sobre el nimero de células. En el laboratorio de microbiologia se usa un
espectrofotometro y se mide la absorbancia de la suspension de
microorganismos en comparacion con un blanco que es el medio esterilizado,
sin indculos. Cuanto mayor es el numero de células en suspension, menor es el
porcentaje de luz que atraviesa el medio. Se cumple una ley similar a la de
Lambert-Beer y expresando la relacion en términos de masa microbiana y

absorbancia, la ecuacion es la siguiente:

A=kxW

Donde: A= absorbancia
k= constante

W= masa molecular

Para utilizar la medida de la absorbancia como método de recuento, es
necesario hacer para cada microorganismo una curva de calibracion, midiendo
el nimero de microorganismo por otro método de recuento. El método se
emplea fundamentalmente para preparar inéculos cuando se trabaja con

cultivos puros.

3.6.6 Determinacion de proteina extracelular (enzima) por el método

de Biuret
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Se empled un kit para cuantificacion de proteinas totales (RANDOX) por
el método de Biuret.

Las muestras obtenidas de los diferentes tiempos, fueron centrifugadas
10, 000 rpm por 15 minutos los tubos obtenidos a los diferentes tiempos de
fermentacién con la finalidad de separar la biomasa y obtener el extracto
celular. El sobrenadante fue separado y empleado como extracto enzimatico a
diferentes tiempos de fermentacion para la determinacion de proteina mediante

el método de Biuret.

Se agregaron 200 ul de extracto enzimatico de los diferentes tiempos de
fermentacién en tubos de ensaye (duplicado) y 500 ul de Biuret en un bafio a
una temperatura de 25°C por 30 minutos, posteriormente se agitaron y se ley6

la absorbencia a 570nm.

3.6.6.1 Método de Biuret

Fernandez (2010]) menciona que el método del Biuret se basa en la
formaciéon de un complejo coloreado entre el Cu®'y los grupos NH de los
enlaces peptidicos en medio béasico. 1Cu?** se acompleja con 4 NH. La
intensidad de coloracibn es directamente proporcional a la cantidad de
proteinas (enlaces peptidicos) y la reaccion es bastante especifica, de manera
gue pocas sustancias interfieren. La sensibilidad del método es muy baja y sélo
se recomienda para la cuantificacion de proteinas en preparados muy

concentrados (por ejemplo en suero).

3.7. Cinética enzimética

Se colocaron los tubos con 400 pl muestra (leche) en una gradilla y en
bafio Maria a 40°C, se les agregd 100 ul de extracto enzimatico al tiempo de
(0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120min), esto con la ayuda de las micropipetas
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calibradas, se sacaron los tubos del bafio Maria una vez que se les agrego el
extracto enzimético e inmediatamente se les agregé 500l de reactivo de Biuret,
esto para detener la reaccion enzimatica del microorganismo. Reactivo y se

leyé la absorbancia en un espectrofotometro a 570 nm.

Para conocer el efecto de las condiciones de reaccion sobre la enzima y

el sustrato, se prepararon una muestra patron y una muestra blanco (Cuadro 5).

Cuadro 5. Preparacion de muestras para cuantificacion de proteinas totales por

el método de Biuret

Blanco Patrén Muestra |
Agua 20 L
destilada
Muestra ....... ... 20 pl
Patrén ... ... 20 ul
Reactivo 1000 pl 1000 pl 1000 pl
Biuret

Para el analisis de datos se utilizé la siguiente ecuacién

Concentracién de Proteina Total = Absorbancia de la muestra X _concentracién Patrén
Abosrbancia Patron

Conc. Patrén = 60 mg/ml.
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IV.RESULTADOSYDISCUSION

Este trabajo de investigacion fue realizado en cuatro etapas para aislar,
purificar e inducir a un microorganismo presente en liquido ruminal de bovino y

evidenciar que es capaz de producir enzimas proteasas.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de cada una de las

de las 4 etapas en las que se dividi6 esta investigacion.

ETAPA I: Acondicionamiento de los animales en estudio, mediante una
dieta balanceada, adicionada con subproductos agroindustriales (masilla) y

obtencion de liquido ruminal.

4.2Acondicionamiento de ganado Holstein y obtencién de liquido

ruminal.

El acondicionamiento se llevé a cabo favorablemente en 120 dias del
consumo de la dieta de las 4 vacas Holstein adicionadas con subproductos de
la industria  cervecera (masilla-levadura) con el fin de adaptar la flora
microbiana. Hobson, (1989) menciona que la eficiencia de los rumiantes para
utilizar esta gran variedad de dietas se debe a la gran diversidad del
ecosistema microbiano ruminal formado por bacterias, protozoarios, hongos y
bacteriéfagos. Por su parte Kamara (2005) afirma que los microorganismos
sobreviven en el rumen bajo diferentes restricciones las cuales pueden darse

de manera natural o bien asociadas con la alimentacion.

Una vez que las cuatro vacas terminaron su dieta de 120 dias se
extrajeron 400 mL de liquido ruminal, los cuales fueron transportados en
contenedores herméticos bajo condiciones anaerdbicas y a una temperatura de
390 C +2o0C (figura 4).
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Figura 4: Fotografia de obtencion de liquido ruminal mediante bomba nasogéstrica

ETAPA 1I: Aislamiento de microorganismos fungicos en agar PDA

4.3 Aislamiento de microorganismos en PDA

Se prepard un medio especial para el crecimiento de hongos y levaduras
en este caso se utilizé agar papa dextrosa (PDA), El Agar Dextrosa y Papa es
un medio utilizado para el cultivo de hongos y levaduras, se prepararon cajas
Petri para observar el crecimiento de 24 a 96 hrs de incubacién en condiciones

de aerobiosis a temperaturas de 20- 25°C.

En la figura 5 se muestran fotografias de las cajas con PDA después de
haber obtenido un crecimiento homogéneo incubado a 20 — 25° C por tiempos
de 24 hasta 96 hrs, por lo tanto representan las cajas que contiene a las

colonias originales.

En este medio sélido (PDA) se obtuvieron 4 cepas diferentes de células
eucariotas (levaduras) las cuales mostraron un crecimiento homogéneo y
uniforme en el tiempo de 24-96 hrs una de ellas codificada como VAM 1004 -1
presentd una coloracion amarillenta y el resto de coloracion clara y cremosa.
Macroscopicamente todas las cepas tienen una morfologia diferente.
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Figura 5: Muestra la fotografia de la morfologia macroscopica de cepas de levaduras del liquido
ruminal de bovinos sembradas en agar papa dextrosa (PDA).

La seleccion de las cepas fue de acuerdo a sus caracteristicas
macroscopicas, (coloracion, tamafo, bodes, etc.) se describen en el cuadro 5.
La mayoria presenta una coloracién beige, con bordes regulares y de

consistencia cremosa.
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4.4 Caracterizaciobn macro y microscopicamente de las especies
fungicas aisladas en PDA

El cuadro 5 muestra la caracterizacion macro y microscopica obtenida

Cuadro 5.- Caracteristicas microscopicas de levaduras

DIETA CON LEVADURA Y MASILLA

Color de la Cédigo Caracteristicas Caracteristicas
colonia macroscopicas Microscopicas
Cremosa VAM-205-1 Pequefia, redonda, Cilindrica

opaca, irregular.
Cremosa VAML2704-1 Regulares , mediana, Cilindricas
opaca, cremosa, regular
Amarilla VAM-1004-1 Regulares , mediana, Cilindrica
cremosa,
Cremosa VAML-2704-2 Pequefia, redonda, Cilindrica

seca, opaca, regular.

Las levaduras que se pudieron aislar fueron en menor cantidad en

comparacion de

las bacterias ya que éstas Ultimas

representan la

mayorproporcion (10X12) de la biomasa seguidos de los protozoarios. Estos

resultados coinciden con los propuestos (Annison y Lewis, 1966) ya que

menciona que las levaduras se encuentren en 10%ml cantidad en el liquido

ruminal.

La concentracion de las poblaciones microbianas que viven en el rumen

en anaerobiosis y aerobicos, especificamente para bacterias, protozoarios y

35




hongos son de 10*%ml, 10%ml y 10*/ml respectivamente. Para permitir que los
organismos de crecimiento lento; tales, como los hongos y protozoarios
ruminales puedan reproducirse se necesita permanencia prolongada del
alimento dentro del rumen de 48 a 72 hrs y sostener asi la concentracion de las
poblaciones microbianas. Los tiempos de multiplicacion varian de 5-14 hrs para
los protozoarios y de 24-30 hrs para los hongos (Annison y Lewis, 1966).

Al caracterizar microscopicamente las levaduras seleccionadas se

encontraron formas tipicas de levaduras, ovaladas y cilindricas.

La figura 6 muestra a la cepa VAM-205 la cual es una levadura de color
beige y cremoso microscopicamente es de forma cilindrica con esporas en sus
extremos de tamafio pequefio y comparado con las demas son muy parecidas
microscépicamente sin embargo, macroscopicamente representan diferencias

significativasprincipalmente enforma de la colonia.

Figura 6.- Fotografia de las caracteristicas microscdpicas de colonia codificadacomo VAM
205-5, tefiidas con azul de algodén
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De tamafio pequeiio en forma cilindrica, opaca, irregular la figura 7
muestra la cepa marcada con el numero 1004 -1, microscépicamente parecida
a la cepa 205 de la misma manera suaves y cremosas ambas colonias. Tefiida

con azul de algodon.

Figura 7.- Fotografia de las caracteristicas microscopicas de colonia codificadacomo VAM

1004-1, tefiidas con azul de algodon

La muestra 2704-2 muestra una forma cilindrica pequefia, apoca, seca
que en comparacion a la muestra 2704-1 soy muy parecidas

microscopicamente ambas tefiidas con azul de metileno.
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Figura 8: Fotografia de las caracteristicas microscépicas de colonia codificada como 2704-1

tefiidas con azul de algoddn

La figura 9 muestra la cepa marcada con el nimero 2704-2 de forma

cilindrica de tamafio pequefio y tefiido con azul de metileno.

Figura 9: Fotografia de las caracteristicas microscépicas de colonia codificada como 2704-1,
tefiidas con azul de algodén
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ETAPA llI: Purificacion y mantenimiento de las cepas obtenidas

4.5 Purificacion de los microorganismos aislados

Las cepas obtenidas del liquido ruminal fueron aisladas en cajas Petri de
20 — 25°C en condiciones de aerobiosis por el cual se determinaron que a las

72 hr est4 en su fase exponencial.

C) E)
Figura 10: cepas puras de levaduras de liquido ruminal, A) 2704-1, B) 2704-2, C) 1004-1,
E) 205-1.

39



Las cuatro cepas purificadas se inocularon en tubos con PDA, dando
como resultados diferentes tiempos de crecimiento uniforme, los cuales se
muestran en el cuadro 6.

De acuerdo con Mantilla (2002) la cepa cepas 205VAM-1, cuenta con
caracteristicas macro y microscopicamente de la levadura Saccharomyces
cerevisiae cepas 205VAM-1, asi como la cepa 1004 VAM-1 como la 2704-1
puede tratarse de alguna variedad de schizosaccaromycesde acuerdo a sus
caracteristicas microscopicas tiene forma de baston y mide normalmente de 3 a

4 micrometros de diametro y de 7 a 14 micrémetros de longitud(carrillo, 1997).

La cepa 2704-2 Lara (1997), describe sus caracteristicas macroscoépicas

podria tratarse de la una levadura Zygosaccharomyce.

Cuadro 6. Tiempos de crecimiento de las cepas puras en medio de cultivo PDA

TIEMPO DE CRECIMIENTO

96 horas | 120 horas | 144horas | 168horas | 192horas

205-1 1004-1
2704-1 2704-2

La figura 10 muestra las cepas aisladas en tubos de las cuales ninguna

presento cambio de coloracion en la cepa asi como en el medio.
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Figura 11: cepas aisladas en tubos

ETAPA IV: Produccién y cuantificacion enziméatica
4.6 Produccion de proteasa

Hoy en dia existen en el mercado enzimas de origen fungico que se
emplean para la obtencion de hidrolizados de proteina como son: Bioproteasa

por mencionar algunas (Perera y Aurrekoetxea, 2001; Bjoern y et al., 2000).

Por esta razén se ha propuesto un medio sélido para la produccién de
una enzima proteasa controlando temperatura y pH para que sea un medio
especifico, para la obtencion de extractos enzimaticos se ha utilizado 4 cepas

diferentes obtenidas del liquido ruminal.

De las 4 cepas sembradas 3 no tuvieron crecimiento a las 72 hr, por lo
gue se infiere que a ese tiempo no se presentd crecimiento lo cual puede ser
debido a varias razones, ya que primero emplean la fuente de carbohidratos de

la leche y luego la proteina que es mas compleja.
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En la figura 12 se muestra la cepa con una crecimiento a las 72 hr de

manera uniforme y mostrando una coloracion beige y cremosa.

Figura 12. Fotografia de levaduras para la produccién de una proteasa

4.6.1 Curva de crecimiento en medio liquido para la produccion de la

enzima proteasa

En la figura 11 se muestra el crecimiento de la cepa aislada en medio
pontecorvo el cual es un medio especifico para su crecimiento, esta fue

monitoreada por 192 hr.

Su fase exponencial se encuentra a las 72 hr la velocidad de crecimiento
es maxima y el tiempo de generacidbn es minimo. Durante esta fase los
microorganismos consumen a velocidad maxima 0.197Do los nutrientes del
medio. La evolucion del numero de células durante esta fase explica la curva de

crecimiento (Brock 2003).

En la curva de crecimiento (figura 13) se puede observar que el

microorganismo no tardé en adaptarse a los nutrientes del medio, el
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crecimiento exponencial se da después de las 12 hr de fermentacion.
Posteriormente se observa un descenso de la curva lo cual puede ser debido a
varias razones, ya que primero emplean la fuente de carbohidratos de la leche y

luego la proteina que es mas compleja.

Varela (2002), reporté que el niamero de bacterias viables disminuye,
ocasionado por el agotamiento de nutrientes o la acumulacién de desechos
toxicos lo cual la tasa de muerte se incrementa; esto ocurre después de las 96
hr, presentandose una fase denominada fase de muerte y ocurre a las 192 hr

de fermentacion.
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Figura 13. Curva de crecimiento de la cepa VAM 205-1 en medio pontecorvo a 20- 25°C

4.6.2 Determinacion de proteina extracelular (enzima) por el método

de Biuret
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Los hongos son capaces de penetrar la cutina y la lignina
proporcionando nuevos sitios para la adhesion bacteriana de ahi su importancia
en la degradacién de las fibras. Los hongos como Neocallimastix frontalis tiene

alta actividad proteolitica extracelular del tipo metalo proteasa (Wallace, 1991.)

El grado de colonizacion de los hongos ruminales se relaciona con el tipo
y calidad de la dieta sobre la cual crecen (Grenet et al., 1989). Los hongos del
rumen son particularmente abundantes en animales alimentados con dietas
altas en fibra y su nimero aumenta en alimentos tales como pajas, forrajes de
baja calidad y residuos de cosecha también tienen actividad proteasa (Cheng y
Costerton, 1980).

La figura 14 muestra que la mayor actividad se encuentra entre las 72 y
96 hr de fermentacion con una velocidad de 0.002 mg/mL
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Figura 14. Cuantificacién de proteina extracelular por el método de Biuret

4.7. Cinética enzimatica
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Las enzimas son catalizadores biol6gicos, es decir, proteinas que tienen
la capacidad de acelerar ciertas reacciones quimicas. Las proteasa tiene la

capacidad de hidrolizar a las proteinas (Montes 2002).

Las aplicaciones comerciales de las enzimas se conocen en todo el
mundo desde hace ya algunos afios alrededor de un 65% de las enzimas
proteoliticas o proteasas que se producen industrialmente estan de una u otra
manera relacionadas con la industria alimentaria, entre los usos mas comunes
se encuentra la maduracion de quesos, ablandadores de carnes, produccion de
hidrolizados de proteina, fabricacion de pan, por mencionar algunos (Mitra y
col., 1996; Pandey et al., 2003).

En la cinética se muestra la adaptacion del microorganismo a las 24 hr y
muestra su fase logaritmica de 72 a 96 hr que es cuando hay mayor produccion

de enzima.
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Figura 15. Actividad enzimatica a diferentes tiempos de fermentacion de la cepa 2 de VLM #

205.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos de la presente investigacion

se concluye que:

Acondicionar a los animales en estudio mediante una dieta balanceada a
base de subproductos agroindustriales de la industria cervecera (levadura y
masilla) modifica la flora microbiana que existe en el rumen bovino, pudiendo

obtener levaduras facultativas.

Se aislaron 4 cepas de levadura en las que se pudo identificar

macroscopica y microscopicamente en forma de conidias.

Las 4 cepas aisladas posen la capacidad de metabolizar lactosa con
diferentes tiempos siendo la mas sobresaliente la cepa marcada como VAM-
205-1.

Fue posible aislar, purificar y conservar un microorganismo productor de
enzimas de interés de la industria alimentaria, la cepa VAM 205-1 con actividad

proteasa.

Se indujo la producciéon de una proteasa extracelular empleando leche
descremada y deslactosada (Lala) como unica fuente de carbono con una

actividad maxima de 0.743U.
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